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RESUMO

Chiari MDSC. Desenvolvimento e aplicagcado de particulas de silicato de calcio para
preservacao da interface adesiva [tese]. Sdo Paulo: Universidade de Sio Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2023. Versao Original.

A incorporagao de particulas de vidros bioativos, silicatos de calcio e ortofosfatos de
calcio em sistemas adesivos tem se mostrado uma estratégia efetiva para reduzir a
degradagao enzimatica do colageno na camada hibrida e promover a precipitacéo de
apatita na interface adesivo-dentinaria. Assim sendo, os objetivos desse projeto foram:
1) investigar o efeito de variaveis da sintese (raz&o entre os precursores, pH,
temperatura e quantidade de surfactante) sobre as caracteristicas de particulas de
silicato de calcio (SC) obtidas pelo método sol-gel. Os aglomerados de nanoparticulas
foram caracterizados quanto a fase obtida (difratometria de raios-x/DRX), razéo entre
calcio e silicio/Ca:Si (espectrometria por fluorescéncia de raio-x/FRX), distribuicdo de
tamanhos (espalhamento de laser), area superficial (método BET), densidade tedrica
e morfologia (microscopia eletrénica de varredura e de transmissao, MEV/MET); 2)
avaliar o efeito da incorporacao de 5% em massa destas particulas em um sistema
adesivo comercial (Adper Scotchbond Multipurpose, 3M ESPE) sobre o grau de
conversdo imediato (GC), resisténcia coesiva apds 24 horas e 12 meses de
armazenamento em agua deionizada e liberagao de ions por até 60 dias em agua
deionizada; 3) avaliar, apds 24 horas, 6 meses e 12 meses de armazenamento em
fluido corporal simulado (FCS), o efeito da adicdo de SC ao sistema adesivo e de um
pré-tratamento dentinario experimental contendo SC sobre a dureza e moédulo de
elasticidade do compdsito, camada de adesivo, camada hibrida e dentina; 4) avaliar,
apos 24 horas e 12 meses de armazenamento em FCS, o efeito da adigao de SC ao
sistema adesivo e do pré-tratamento experimental sobre a resisténcia da interface
adesiva ao teste de microtracdo (MTBS), atividade colagenolitica das proteases
(zimografia in situ, zimografia reversa, ensaio de hidroxiprolina e espectroscopia de
fluorescéncia) e microscopia eletrénica de varredura/espectroscopia de raios-x por
dispersdo em energia da interface adesiva (MEV/EDS). Os resultados de GC,
resisténcia coesiva, liberagao de ions, dureza, médulo de elasticidade e yTBS foram



submetidos a analise de variancia (ANOVA) complementada pelo teste de Tukey para
contraste entre as médias, com nivel de significancia de 5%. Os resultados de
caracterizagdo das particulas, zimografia in situ, zimografia reversa, ensaio de
hidroxiprolina, espectroscopia de fluorescéncia e MEV/EDS das interfaces sao
apresentados de forma descritiva. A formacéao de diferentes fases de silicato de calcio
foi confirmada pelo DRX. A razdo Ca:Si foi dependente da razdo molar dos
precursores e variou de 1,9 a 5,2. No geral, os aglomerados de particulas sintetizadas
na presenca de maiores quantidades de surfactante apresentaram-se menores. A
densidade das particulas variou entre 3,05 e 3,62 g/cm3. Microscopicamente os
materiais se apresentaram como aglomerados micrométricos de nanoparticulas
esféricas ou irregulares com valores de area superficial variando entre 9 e 62 m?/g. O
GC nao foi afetado pela presenga SC no adesivo (p>0,05). Para resisténcia coesiva,
somente foram identificadas diferengcas entre os materiais apdés 12 meses de
armazenamento, no qual o adesivo contendo SC apresentou menor resultado
(p<0,05). O material contendo SC apresentou maiores liberagdes de calcio (p<0,05).
Para a avaliacdo na interface adesiva, a presenca de SC no pré-tratamento reduziu
os valores de uyTBS (médias agrupadas: sem pré-tratamento/sem P: 37,0+11,24, pré-
tratamento sem SC/P(-): 34,7+8,3"8, pré-tratamento com SC/P(+): 30,7+ 9,65,
p<0,05). Os espécimes envelhecidos apresentaram reducédo de 36,5% para pTBS
(médias agrupadas 24 horas: 41,9+6,5%, 12 meses: 26,6+2,58, p<0,01). A adigdo de
SC ao adesivo ou pré-tratamento n&o afetou a dureza e o médulo de elasticidade do
composito. Na camada de adesivo, para 24 horas, a presengca de SC no adesivo
(Ad(+)) reduziu a dureza em relagdo ao adesivo sem SC (Ad(-)) (Ad(-): 21,3+0,9%,
Ad(+): 16,2+1,88, p<0,05). Para o modulo de elasticidade, SC no adesivo (médias
agrupadas Ad(-): 4,5+0,9%; Ad(+): 3,8+0,48) ou pré-tratamento (médias agrupadas:
sem P: 4,4+0,9%, P(-):4,5+0,7%; P(+):3,6+0,4%) e o tempo de armazenamento (médias
agrupadas: 24 horas: 4,7+1,0A, 6 meses 3,9+0,58, 12 meses 3,9+0,58) apresentaram
reducdes estatisticamente significantes (p<0,01). Na camada hibrida a presenca de
SC no adesivo e/ou pré tratamento promoveu aumentos na dureza e mddulo de
elasticidade apos 6 ou 12 meses de envelhecimento (p<0,05). Para dentina, a
presenga de SC no adesivo aumentou a dureza e modulo de elasticidade (médias
agrupadas para dureza: Ad(-) 68,0+12,58 e Ad(+) 71,7+12,8%, médias agrupadas para
modulo de elasticidade: Ad(-) 17,9+3,08 e Ad(+) 18,8+3,14, p<0,05). A presenca de

SC no pré-tratamento também foi efetiva para manutengao dos valores de dureza e



modulo de elasticidade apds armazenamento, enquanto o0s grupos sem pré
tratamento ou com P(-) apresentaram redugdes estatisticamente significantes para
propriedades mecanicas apos 6 meses de armazenamento (p<0,01). O aumento de
conteudo mineral na camada hibrida apds armazenamento pode ser observado nas
imagens de MEV/EDS. A zimografia in situ demonstrou que a presenga de particulas
no adesivo e/ou pré tratamento foi capaz de promover inibicdes enzimaticas nos dois
periodos analisados. Apesar da zimografia reversa ndo indicado inativagdo enzimatica
e/ou protegado da gelatina contra a degradagédo para os grupos contendo SC, os
ensaios de hidroxiprolina e espectroscopia de fluorescéncia para atividade de MMP-2
demonstraram que a presenca de particulas no adesivo foi eficaz contra a degradacgéo
enzimatica. Os resultados sugerem que a menor resisténcia de unido da interface
adesiva apds o armazenamento pode estar relacionada a degradagcdo da camada
adesiva. A presenca de SC no adesivo e/ou pré-tratamento pode contribuir para a
longevidade da interface adesiva através da precipitagdo de minerais na camada
hibrida e inibicdo da atividade enzimatica.

Palavras-chave: Silicatos de calcio. Adesivos dentinarios. Remineralizagdo dentaria.






ABSTRACT

Chiari MDSC. Development and application of calcium silicate particles for adhesive
interface preservation [thesis]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2023. Versé&o Original

Bioactive glasses, calcium silicates and calcium orthophosphates particles application
on dental adhesives are an effective strategy to reduce collagen enzymatic
degradation at the hybrid layer and to promote apatite precipitation at dentin-adhesive
interface. Therefore, this project aims were: 1) investigate the effect of sol-gel synthesis
variables over calcium silicate (CS) particles characteristics. Particles were
characterized by the obtained phase (X-ray diffraction/XRD), calcium and silicon/Ca:Si
ratio (X-ray fluorescence/FRX), size distribution (laser scattering), surface area (BET
method), density and morphology (scanning and transmission electron microscopy
SEM/TEM); 2) evaluate the effect of 5 wt% of particles incorporation to a commercial
dental adhesive (Adper Scotchbond Multipurpose, 3M ESPE) on the degree of
conversion (DC), cohesive strength after 24 hours and 12 months of deionized water
storage and ions release over 60 days in deionized water; 3) evaluate, after 24 hours,
6 and 12 months of storage in simulated body fluid (SBF), the effect of adding CS to a
commercial adhesive system or to an experimental pre-treatment containing CS in
relation to hardness and elastic modulus of the composite, adhesive layer, hybrid layer
and dentin; 4) evaluate, after 24 hours and 12 months of storage in SBF, the effect of
adding CS to a commercial adhesive system or experimental pre-treatment in relation
to microtensile bond strength (uTBS), collagenolytic activity of proteases (in situ
zymography, reverse zymography, hydroxyproline and fluorescence spectroscopy
assays) and scanning electron microscopy/energy dispersive x-ray spectroscopy
(SEM/EDX) of the adhesive interface. DC, cohesive strength, ions release,
hardness/elastic modulus and pTBS data were subjected to analysis of variance
(ANOVA). In all cases, Tukey test was used for pair-wise comparisons. The global
significance level () was set at 5%. Particles characterization, in situ zymography,
reverse zymography, hydroxyproline and fluorescence spectroscopy assays and
SEM/EDX results were descriptively presented. DRX confirmed the formation of



different calcium silicate phases. Ca:Si ratio was dependent of the precursors molar
ratio and ranged from 1.9 to 5.2. In most cases, particles agglomerates synthesized
with higher surfactant amounts were smaller. Particles density ranged from 3.05 to
3.62 g/cm3. The materials presented as micrometric agglomerates formed by spherical
or irregular nanoparticles with surface area ranging from 9 to 62 m?/g. DC was not
affected by CS presence in the adhesive (p>0,05). For adhesive interface evaluation,
pre-treatment containing CS presented reductions for yTBS (pooled data: without pre-
treatment/ w/o P: 37.0+11.2A, pre-treatment without CS/P(-): 34.7+8.3"8, pre-treatment
with CS/P(+): 30.7% 9.68, p<0.05). Aged specimens presented 36.5% reduction for
UTBS (pooled data for 24 hours: 41.9+6.5", 12 months: 26.6+2.58, p<0.01). Composite
hardness and elastic modulus were not affected by CS addition to the adhesive or pre-
treatment. For 24 hours at the adhesive layer, CS in the adhesive (Ad(+)) reduced
hardness in comparison to the adhesive without particles (Ad(-)) (Ad(-): 21.3+0.9%,
Ad(+): 16.2+1.88, p<0.05). For elastic modulus, CS in the adhesive (pooled data
Ad(-): 4.5£0.9%; Ad(+): 3.8+0.48) or pre-treatment (w/o P: 4.4+0,9A, P(-):4.5+0.7%;
P(+):3.6+0.4B) or storage period (pooled data for 24 hours: 4.7+1.0, 6 months
3.9+0.58, 12 months 3.9+0.58) presented statistically significant reductions (p<0.01).
At the hybrid layer CS added to the adhesive and/or pre-treatment lead to increases
for hardness and elastic modulus over 6 or 12 months of storage (p<0.05). For dentin,
CS at added to the adhesive increased hardness and elastic modulus (pooled data for
hardness: Ad(-) 68.0+12.58 e Ad(+) 71.7+12.8"; pooled data for elastic modulus:
Ad(-) 17.9£3.08 e Ad(+) 18.8+£3.1A, p<0.05). Pre-treatment containing CS was also
effective for hardness and elastic modulus maintenance after aging, whereas w/o P
and P(-) groups presented reductions for mechanical properties after 6 months storage
(p<0.01). After 12 months storage, SEM/EDX presented higher mineral content at the
hybrid layer. In situ zymography revealed that the presence of particles in the adhesive
and/or pre-treatment was able to promote enzymatic inhibition for both periods.
Although reverse zymography did not indicate enzymatic inactivation and/or gelatin
protection against degradation for CS containing groups, the hydroxyproline and
fluorescence spectroscopy for MMP-2 activity assays demonstrated that the presence
of particles in the adhesive was effective against enzymatic degradation. The results
suggest that lower bond strength of the adhesive interface after storage can be related
to the adhesive layer degradation. CS presence in the adhesive and/or pre-treatment



may contribute to the longevity of the adhesive interface through mineral precipitation

in the hybrid layer and enzymatic activity inhibition.

Keywords: Calcium Silicate. Dental Adhesives. Tooth Remineralization.
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1 INTRODUGAO

Um dos principais requisitos para longevidade de restauragdes adesivas € uma
unido efetiva e duradoura aos tecidos dentais (1). A camada hibrida formada pela
infiltracdo dos mondmeros presentes no sistema adesivo entre as fibrilas colagenas
da dentina desmineralizada é o principal mecanismo responsavel por esta unido (2).
Entretanto, os sistemas adesivos atuais s&o incapazes de promover completa
infiltracdo monomeérica nos espagos nanométricos da malha colagena (1, 3, 4),
restando espacos preenchidos por agua entre as fibrilas colagenas desprotegidas (3-
5). O colageno desmineralizado esta sujeito a acdo de proteases que somada a
hidrolise da matriz resinosa sao responsaveis pela perda da integridade na interface
adesivo-dentinaria ao longo do tempo (6).

As proteases encontradas na matriz dentinaria s&o divididas de acordo com
seu mecanismo catalitico em duas subclasses: metaloproteases da matriz (MMPs) e
cisteino-catepsinas (7, 8).Varios métodos tém sido propostos para inibir a agao das
MMPs (9) ou aumentar a infiltragdo monomérica entre as fibrilas de colageno (9-14),
reduzindo assim a degradacédo da camada hibrida. ions metalicos (Zn?*, F, Cu?*) séo
capazes de estabelecer ligagdes a sitios especificos das MMPs e induzir a alteragdes
conformacionais que promovem sua inativagédo (inibicdo n&o-competitiva) (15, 16).
Agentes reticuladores externos (crosslinkers) capazes de promover a formagao de
ligacbes cruzadas covalentes na malha de colageno reduzem a susceptibilidade a
acao de colagenases. Adicionalmente, estes compostos sdo capazes de se ligar aos
sitios ativos das proteases, reduzindo sua mobilidade ou convertendo grupos
carboxila (-COOH) em amidas (Ri—CO-NH-R2) carregadas positivamente (17-20).
Diferentes reticuladores foram estudados, dentre eles o glutaraldeido (21-23), a
carbodiimida (22, 24-26), protoantocianidinas (13, 27, 28), clorexidina (29-31),
riboflavina-5-fosfato (13), bromelina (32), quitosana modificada por metacrilato (33) e
polifenois (34, 35).

A precipitagao de apatita no interior da camada hibrida € outra estratégia que
tem se mostrado eficaz para proteger as fibrilas colagenas contra a atividade
colagenolitica (36, 37). Silicatos de calcio (38, 39), ortofosfatos de calcio (40) e vidros
bioativos (41-43) foram testados como fontes de ions calcio (Ca?*) que, em associagao
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com o fosfato presente nos fluidos fisiologicos, tém potencial para promover a
precipitagcdo de apatita nos espagos interfibrilares preenchidos por agua ou nas
regides com infiltracdo monomérica incompleta. Adicionalmente, a precipitagcao
mineral é fundamental para que ocorra recuperacao das propriedades mecanicas da
dentina desmineralizada e inativacdo das proteases endogenas ativadas pelo
condicionamento acido da dentina durante o procedimento adesivo (8), fatores que
em conjunto promoveriam maior longevidade a interface adesiva. Essas particulas
liberadoras de ions foram avaliadas como aditivos em sistemas adesivos comerciais
(44) e experimentais (36, 41, 45-48). Adicionalmente, suspensdes contendo particulas
liberadoras de ions foram avaliadas como primers, aplicados apds o condicionamento
acido da superficie dentinaria (38, 49).

Silicatos de calcio tém uma ampla aplicagdo em Endodontia por apresentarem
caracteristicas favoraveis quanto ao selamento, liberacdo ibnica, propriedades
antimicrobianas e por terem um papel importante na sinalizagédo celular que induzira
a formagdo de dentina reparadora e reacional (50). Estas particulas foram
incorporadas a sistemas adesivos experimentais e proporcionaram a manutencao dos
valores de resisténcia da unido a microtracdo, deposicdo mineral e menor
nanoinfiltracdo apds seis meses de envelhecimento em FCS (39). Outro estudo
demonstrou que adesivos experimentais contendo particulas derivadas do silicato de
calcio modificadas por beta fosfato tricalcico (3-TCP) ou por B-TCP, 6xido de zinco
(Zn0O) e acido poliacrilico foram capazes de aumentar o modulo da camada hibrida
apos trés meses em FCS, sugerindo remineralizag&do (51). Outro estudo do mesmo
grupo confirmou esses resultados ao demonstrar que um adesivo experimental
contendo particulas de cimento Portland modificadas com B-TCP e ZnO foi capaz de
reduzir a degradagéo do colageno apos quatro semanas de armazenamento em saliva
artificial (52).

Particulas liberadoras de ions também foram avaliadas na forma de
suspensodes aplicadas a dentina desmineralizada, previamente a aplicagao do adesivo
(primers ou pré-tratamentos). O uso de um pré-tratamento experimental contendo
particulas de agregado trioxido mineral (MTA) resultou em maior integridade na
parede gengival das restauragdes feitas in vitro, em relagdo ao grupo controle apés
seis meses em FCS. Possivelmente, a deposicdo de apatita no interior dos tubulos
dentinarios nos grupos tratados com a suspensdao de MTA, verificada por MEV,

reduziu a permeabilidade e, consequentemente, a degradagao da interface (38).
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Materiais a base de silicatos de calcio contendo aglomerados de particulas
nanomeétricas (por volta de 80 nm) (53) ou micrométricas (entre 2 ym e 7 ym) (54)
foram desenvolvidos para uso em Endodontia. Apesar dos resultados promissores
demonstrados em alguns estudos, a aplicagdo de aglomerados micrométricos de
particulas de silicato de calcio em sistemas adesivos comerciais ou como pré-
tratamentos e avaliagdo a longo prazo das propriedades mecénicas das interfaces
restauradas com esses materiais foi pouco explorada. Além disso, ainda ha uma
escassez de estudos que investiguem a capacidade inibitoria enzimatica dessas
particulas.

Frente ao exposto, o presente estudo teve como objetivo sintetizar
aglomerados micrométricos nanoestruturados de silicato de calcio com alta area
superficial e incorpora-los ao procedimento adesivo como uma etapa adicional (na
forma de um pré-tratamento) ou diretamente a um sistema adesivo comercial. Seus
efeitos sobre interfaces adesivas foram avaliados apds 24 horas e 12 meses, em
relagcao a suas propriedades mecanicas e inibicdo enzimatica. O intuito foi promover
maior longevidade para a interface adesiva através da remineralizag&o (recuperagao
das propriedades mecanicas) e inativagdo enzimatica da camada hibrida.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 VIAS DE DEGRADAGAO DA CAMADA HiBRIDA

2.1.1 Degradacao hidrolitica da matriz resinosa

A deterioracdo da interface adesiva é resultado da hidrdlise da matriz orgénica
polimérica devido a sorgdo de agua através de uma rede nanométrica de porosidades
da camada hibrida, o que ocasiona a plastificagao (ou seja, afastamento) das cadeias
poliméricas, resultando em areas com fibrilas colagenas desprotegidas e uma redugao
das propriedades mecanicas da interface adesiva (55-57). Adicionalmente, os
metacrilatos utilizados nas formulagées dos sistemas adesivos apresentam grupos
éster (R1—CO-OR?), amida (Ri—CO-NH-R:) e uretano que estdo susceptiveis a
hidrélise catalisada por acidos, bases ou enzimas, como as esterases secretadas por
microorganismos e presentes nos fluidos corporais (saliva, fluido gengival e
intratubular) (56, 58-60).

A degradacéo hidrolitica dos diferentes adesivos esta diretamente relacionada
a sua composigcdo quimica (57-59). Sistemas adesivos autocondicionantes ou de
condicionamento total contém mondmeros hidrofilicos ou acidos que formam
interfaces semipermeaveis, permitindo o transito de agua. Os adesivos de passo
unico, por apresentarem alta hidrofilia, apresentam degradacdo hidrolitica do
componente resinoso mais rapida do que os demais (58, 61, 62).

Sistemas adesivos de condicionamento acido total e trés passos ou sistemas
de dois passos autocondicionantes sado considerados padrdo-ouro na odontologia
adesiva (63). Uma razdo para a maior longevidade de restauragdes realizadas
utilizando estes sistemas € o fato de apresentarem um componente hidrofébico, livre
de solventes, que € aplicado sobre o primer hidrofilico e apresenta hidrélise em uma
velocidade relativamente menor do que componentes com maior conteudo de
mondmeros hidrofilicos (64-66). Entretanto, durante a penetragdo do adesivo, devido
a profundidade de condicionamento (no caso dos sistemas de trés passos) e o
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excesso de agua que compete com os monémeros hidrofilicos do primer, a infiltragéo
resinosa na malha colagena é comprometida (3, 67). Sendo assim, na camada hibrida,
a agua residual excessiva pode causar separagado de fases dos componentes do
sistema adesivo (68, 69) reduzindo as propriedades mecénicas e longevidade da
interface adesiva (55, 70).

2.1.2 Degradagdo enzimatica da matriz organica ocasionada por MMPs e

cisteino-catepsinas

O colageno tipo | corresponde a maior parte da substancia organica presente
na estrutura da dentina. Diferentes enzimas sao responsaveis pela degradagdo do
colageno desmineralizado, sendo divididas em classes distintas de acordo com seu
mecanismo colagenolitico: metaloproteases da matriz (MMPs) e cisteino-catepsinas.
Essas enzimas sdo sintetizadas e secretadas principalmente na forma inativa,
também chamada de proenzima ou zimégeno (71). As cisteino-catepsinas s&o
produzidas nos lisossomos e estdo envolvidas em diversos processos fisiologicos de
remodelamento e reparacgéo tecidual, bem como processos inflamatorios patoldgicos
(por exemplo, artrite reumatoide) (9).

As MMPs séo a classe enzimatica mais estudada, sendo subdividas em seis
grupos de acordo com sua estrutura e substrato de interacdo. As de interesse em
Odontologia s&o as colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13 e MMP-18) e gelatinases
(MMP-2 e MMP-9). As MMPs dos mamiferos possuem um dominio (“sitio”) catalitico
responsavel pela degradagdo do colageno (Figura 1.1 (1)). As MMP-2 e MMP-9,
encontradas em suas formas inativas na dentina mineralizada, apresentam dominios
de fibronectina tipo Il no sitio de ligagao, responsaveis pela mediagcdo com o colageno
(Figura 1.1 (2)). Em sua estrutura existe ainda um pré-dominio auto-inibitério que
contém residuos de cisteina (indicados com a letra “C”) que apresentam ligagéo ao
sitio catalitico mediada por ions zinco. Quando o tecido dentinario € desmineralizado
por acidos bacterianos ou durante o procedimento adesivo, ocorre remogao do pro-
domino da estrutura rompendo sua ligagdo com ion zinco e ocasionando uma
alteragao conformacional (Figura 1.1 (3)/(4)). Dessa forma, o sitio ativo da enzima
torna-se disponivel para degradar os substratos (14, 15). As MMPs sado denominadas
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enzimas zinco-dependentes, pois apesar do ion zinco ter-se desligado do pro-
dominio, ele se mantém ligado ao dominio catalitico, sendo esta uma condig&o
essencial para que as metaloproteases exergam sua fung¢ao colagenolitica (Figura 1.1
(4)).

Existem evidéncias que comprovam atividade colagenolitica mediada por
MMP-2 e MMP-9 na dentina previamente tratada tanto com sistemas de
condicionamento acido total quanto com adesivos autocondicionantes (72). Os
primers autocondicionantes também podem ativar essas enzimas (73). Geralmente, a
degradagéao se inicia na porgao mais profunda da camada hibrida, principalmente
daquelas infiltradas incompletamente pela resina (74). Dessa forma, a difusdo das
MMPs progride para as regides mais superficiais da dentina ligada a resina,
aumentando as porosidades na camada hibrida (75).

As cisteino-catepsinas degradam o colageno tipo | em regides especificas (10).
Por exemplo, cisteino-catepsinas do tipo B e L clivam colageno nas extensodes
telopeptidicas nao-helicoidais (11), enquanto a catepsina K atua sobre a regido
helicoidal tripla do colageno (12). As cisteino proteases também podem ativar a
fosfatase acida, uma enzima importante envolvida na reabsorgao dentinaria (13).

Existe um consenso entre os autores que a degradagao do colageno ocorre de
maneira mais intensa com a utilizagdo de sistemas adesivos de condicionamento
acido total, uma vez que a aplicagdo de acido fosférico (pH 0,1-0,4) desmineraliza
completamente a dentina e em maior profundidade (3 - 6um) deixando as fibrilas de
colageno expostas e mais suscetiveis a degradagao enzimatica (76). Por outro lado,
adesivos autocondicionantes moderados (1 < pH < 2) e fracos (pH = 2) nao expéem
totalmente as fibrilas colagenas e mantém parte da camada de esfregago na matriz
dentinaria. Sendo assim, a degradagédo apresentada por esses sistemas é menor
quando comparada aos sistemas de condicionamento acido total (77, 78).
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Figura 1.1 - Estrutura esquematica das MMPs: (1) Estrutura basica das MMPs (2) Estrutura
diferenciada da MMP-2 e MMP-9 com a presenga de dominios de fibronectina (3) Estrutura
da forma inativa das MMPs e (4) forma ativa apds clivagem do pré-dominio e liberagédo do
dominio catalitico (ativo). Imagem reproduzida da monografia da aluna Marina Damasceno

e Souza de Carvalho Chiari, disponivel em:
https://faculdadefacsete.edu.br/monografia/files/original/e898db66b32da3bcc21f3b0fale
9b2b2.pdf
1. Estrutura Basica das MMPs 2. Dominios de fibronectina (MMP-2 e MMP-9)
3. Forma inativa 4. Forma ativa
: Clivagem do pré-dominio é
Zn2+ Zn2+
= (C__ © i oS
Pré-dominio Dominio Fibronectina Dominio de Dominio de
catalitico tipo Il Articulagdo Homopexina Proteases

Fonte: A autora.
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2.2 ALTERNATIVAS PARA A PROMOGAO DE ESTABILIDADE DA INTERFACE
ADESIVA

2.2.1 Inibidores de proteases

Recentemente, uma revisao sistematica identificou 21 tipos diferentes de
inibidores de MMPs (79). A estratégia de incorporagdo desses compostos no
procedimento adesivo varia, podendo ser aplicados como um pré-tratamento
adicional, incluidos no condicionador acido, no primer ou no adesivo (9).

A clorexidina (CHX) é um agente antimicrobiano muito utilizado clinicamente
para inibicdo de MMPs. Isso decorre da sua capacidade de se ligar a dentina
desmineralizada, contribuindo para a preservagdo da unido adesivo-dentinaria (80,
81). A CHX pode ser utilizada de diferentes maneiras: apos o condicionamento acido
(82, 83), incorporadas a um condicionador acido (84, 85), na forma de primer (86) ou
incorporadas ao adesivo (87). Sua efetividade esta relacionada a concentragao
utilizada, com melhores resultados quando utilizada em concentracbes de 0,5 a 5%
em massa (82, 88-91) e ineficazes em concentragdes inferiores a 0,1% (91, 92).

fons metalicos como zinco (Zn?*) e cobre (Cu?*) sdo capazes de inibir as MMPs
a partir da ligacdo a sitios especificos de sua estrutura, induzindo alteragdes
conformacionais que sao responsaveis pela sua inativagdo (15). Essa estratégia é
conhecida como “inibicdo nao-competitiva”. Adicionalmente, ions zinco também
apresentam um mecanismo de “inibicdo competitiva” com as MMPs, ao competir pelos
sitios de clivagem na estrutura do colageno (93).

As carbodiimidas (N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) ou 1-etil-3-[3-
dimetilamino-propil] carbodiimida (EDC)) apresentam-se quimicamente na forma
R1-N=C=N-R2 (na qual Ri e R2 podem representar um grupo metil e amino,
respectivamente). Elas sdo consideradas como agentes reticuladores de colageno de
‘comprimento zero”, pois ativam os grupos carboxila em aminoacidos, o que promove
a reticulagdo dos peptideos do colageno sem a necessidade de outros grupos (94).
Além de promoverem reticulagdo, também s&o capazes de estabelecer ligacdes
covalentes com as MMPs, inativando-as. A aplicacdo de EDC como um preé-
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tratamento apo6s o condicionamento acido de uma superficie dentinaria ou incorporada
a um sistema adesivo foram estratégias que se mostraram eficazes na inativagéo
completa das MMP-2 e MMP-9 (95).

Antibidticos de amplo espectro como a tetraciclina e seus analogos como a
doxiciclina e minociclina também foram estudados como inibidores de MMPs (96, 97).
A minociclina aplicada apds o condicionamento acido foi capaz de promover a
formagao de interfaces adesivas com maior resisténcia e estabilidade de unido por
periodos prolongados (83). A doxiciclina também é eficaz para inativagdo enzimatica
quando encapsulada em nanotubulos e incorporada aos adesivos (98). Ambos
apresentam propriedades quelantes catibnicas e sdo capazes de regular
negativamente a expressdo do RNA mensageiro de MMPs, bloqueando efetivamente
sua atividade (22, 99)

Os polifendis, cloreto de benzalcénio e polimero de metacrilato de aménio
quaternario também demonstraram potencial de inibicdo de enzimatica e melhor
qualidade da camada hibrida (27, 100-103). Recentemente, o dimetilsulféxido (DMSO)
foi proposto como um solvente em odontologia adesiva, sendo miscivel em solventes
organicos, agua e monémeros resinosos (104). Quando aplicado a dentina como pré-

tratamento, apresentou um notavel efeito inibitério sobre a agdo das MMPs (105).

2.2.2 Agentes de reticulagao do colageno

Os agentes reticuladores (crosslinkers) promovem a formagao de ligagbes
covalentes intra e intermoleculares na malha colagena, reduzindo sua susceptibilidade
a degradagao enzimatica (18, 19). Adicionalmente, estes compostos sdo capazes de
inativar os sitios ativos das proteases dentinarias, reduzindo sua mobilidade ou
alterando sua estrutura. S&o geralmente incorporados ao condicionador acido ou
utilizados na forma de primers aplicados apos o condicionamento (106).

O glutaraldeido € uma molécula alifatica composta por cinco atomos de
carbono e um grupamento aldeido (-COH) em cada extremidade. Os grupos aldeido
se ligam aos grupos amino (-NH2) presentes no colageno (106). Apesar de
contribuirem para a preservacao da interface adesiva sua aplicacao clinica é limitada
devido a sua toxicidade (22).
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A carbodiimida (EDC), como descrito previamente, inibe a atividade enzimatica
e tem apresentado resultados promissores, com tempos de aplicacdo clinicamente
aceitaveis (24-26) e baixa citotoxicidade (22).

Os polifendis sao reticuladores naturais obtidos, por exemplo, a partir de
extratos de sementes de uva ou de cha verde. As proantocianidinas (PACs) s&o
derivadas dos polifendis, pertencentes a um grupo de flavondides de metabdlitos
vegetais. Os mecanismos de reticulagdo promovidos por proantocianidinas (PACs)
incluem ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas com o aminoacido prolina
estrutural do colageno em niveis intra e interfibrilares (107). As PACS promovem
estabilizacdo das fibrilas colagenas e melhora da sua resisténcia contra acgéo
enzimatica, tendo uma aplicagao promissora, principalmente no ambito clinico (108).

A clorexidina, ja amplamente utilizada como agente antimicrobiano na
Odontologia, foi testada em duas formas distintas: digluconato de clorexidina (31) e
clorexidina-metacrilato (30). A camada hibrida formada com a aplicagédo prévia de
digluconato de clorexidina apresentou maior resisténcia de unido quando comparada
ao controle (sem pré-tratamento) (31). Ja a clorexidina-metacrilato foi incorporada a
um primer experimental com a premissa de copolimerizagdo com o0s outros
mondémeros e demonstrou melhorar a estabilidade da camada hibrida apos 12 meses
de armazenamento em agua destilada (30).

Outros reticuladores estudados que apresentam mecanismos de acao distintos
sdo: riboflavina 5-fosfato, bromelina e quitosana modificado com metacrilato. A
riboflavina 5-fosfato produz radicais livres por foto-oxidacéo, é capaz de melhorar a
penetracdo do adesivo na camada hibrida, aumentando a rigidez da matriz colagena
(13). A bromelina € uma enzima que promove aumento da energia de superficie da
dentina melhorando, consequentemente, a infiltragdo monomérica (32). A quitosana
modificada com metacrilato altera eletrostaticamente as fibrilas de colageno,

aumentando as ligagdes entre a resina e a dentina (109).
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2.2.3 Remineralizagcao da interface adesivo-dentinaria com o uso de particulas

inorgénicas liberadoras de ions

O termo remineralizagao se refere ao processo pelo qual ions calcio e fosforo
provenientes de uma fonte externa se depositam na estrutura dental, ligando-se a
matriz colagena ou, idealmente, sendo incorporados as fibrilas colagenas, o que
resultara, além do ganho mineral, no reforgo mecanico do tecido (110, 111). Particulas
capazes de liberar ions Ca?' representam uma alternativa para a redugdo da
degradacgado na interface adesiva através da precipitagdo de apatita nos poros do
adesivo, na camada hibrida e na dentina subjacente desmineralizada e nao infiltrada
pelo sistema adesivo, promovendo ganho mineral e protecdo das fibrilas contra a
degradagéao enzimatica (36, 37). A capacidade de inibigdo da degradacao de colageno
pode, além de outros fatores, também pode envolver a formag¢ao de complexos Ca/P-
MMP com alto peso molecular que imobilizam as colagenases (112).

Os vidros bioativos sao utilizados na maior parte dos estudos que avaliam o
efeito da precipitagdo mineral a partir de fontes externas sobre a longevidade da
interface adesiva. Dentre os vidros utilizados estdo o Biovidro 45S5 original (BAG
45S5) (36, 45), vidros dopados com cobre (113), fluoreto (41) e zinco (42) ou tratados
com acido poliacrilico (114). Amostras de dentina desmineralizada infiltradas com um
adesivo experimental contendo particulas de BAG 45S5 (<20 pm) apresentaram
menor degradagédo enzimatica em relagdo ao material controle (sem particulas) apés
quatro semanas de armazenamento em saliva artificial (36). Além da inibigdo
enzimatica, adesivos experimentais contendo particulas de BAG 45S5 dopados ou
nao com policarboxilato de zinco (<20 ym) promoveram aumento significativo das
propriedades mecanicas da interface adesiva, reducdo na micropermeabilidade e
formagao de mineral na interface adesiva apds armazenamento de trés meses em
FCS, em comparagao ao adesivo controle (42).

Particulas de ortofosfato de calcio (CaP), apesar de serem amplamente
estudadas em compdsitos restauradores, foram menos exploradas como aditivos em
sistemas adesivos. ApOs trés meses de armazenamento em saliva artificial, amostras
de dentina desmineralizada infiltradas com um sistema adesivo autocondicionante
contendo nanoaglomerados de fosfato de calcio amorfo (ACP) apresentaram
remineralizagdo nas partes mais profundas da camada hibrida (115).
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A incorporagao de outras fases de CaP em adesivos experimentais também
foram testadas em associagdo com silicatos de calcio (51, 52, 116). Particulas
derivadas de silicato de calcio (<20 ym) modificadas por 3-TCP ou por B-TCP, éxido
de zinco (ZnO) e acido poliacrilico aumentaram o médulo de elasticidade da camada
hibrida apds envelhecimento, sugerindo a ocorréncia de remineralizacdo (51).
Adesivos experimentais formulados com particulas de cimento Portland modificadas
com B-TCP e ZnO reduziram a degradacé&o do colageno apds quatro semanas de
armazenamento em saliva artificial (52). Amostras de dentina infiltradas por adesivos
experimentais contendo de particulas de cimento Portland (<30 pm) modificadas por
filossilicatos (constituido por hidroxido de silicato de sédio-calcio-aluminio-magnésio
hidratado, [(Na,Ca)(Al,Mg)s(Si4sO10)3(OH).6H20]) ou filossilicatos e hidrotalcita
(constituida por aluminio-magnésio-carbonato hidratado, [MgsAl2(CO3)(OH)16.4H20])
foram capazes de manter os valores de resisténcia a microtracdo, apresentar
deposicdao mineral e menor nanoinfiltracdo apds seis meses de armazenamento em
FCS (39). Por fim, um estudo no qual foi avaliada o efeito da adicdo de 0,5, 1 ou 2 %
em massa de Wollastonita (CaSiOs, 70£30 ym) a um adesivo experimental verificou
um aumento na microdureza e deposicdo mineral na superficie do adesivo apds 7 e
28 dias de armazenamento em FCS. Além disso, houve manutencao da resisténcia
de unido a microtragcado apos um ano de armazenamento (117).

As particulas de silicato de calcio também foram aplicadas in vitro na superficie
dentinaria condicionada como um pré-tratamento. Uma suspencédo contendo MTA
comercial foi aplicado por 30 segundos a dentina apds o condicionamento acido,
lavada e, em seguida, foi aplicado um sistema adesivo comercial convencional de dois
passos. Apos seis meses de armazenamento em FCS sob pressao pulpar simulada,
foi observado maior integridade das margens da restauragao e formagao de apatita
no interior dos tubulos dentinarios, sugerindo remineralizagdo para o grupo tratado
com MTA (38).



62

2.3 GENERALIDADES SOBRE SILICATOS DE CALCIO

O silicio é um elemento n&o metalico do grupo 14 (familia do carbono) na tabela
periodica (118). Na natureza, o silicio se associa ao oxigénio, sendo denominado de
silicato. Ele pode ser encontrado sob a forma de silica (SiO2) ou ainda associado a
outros elementos como aluminio e calcio, sendo considerados os principais
constituintes das rochas, areias e seus produtos de decomposig¢ao (119). A unidade
fundamental dos silicatos consiste em 4 anions de oxigénio (O%) posicionados nos
vértices de um tetraedro regular, coordenados por um cation de silicio (Si**). Pelo
conceito de eletronegatividade de Pauling, metade das ligagbes interatbmicas
estabelecidas entre os ions Si-O apresentam carater iGnico devido as cargas opostas
e a outra metade tem carater covalente devido a interpenetragdo da nuvem eletronica.
O tetraedro (SiO4)* pode se ligar a outros agrupamentos semelhantes, possibilitanto
um grande numero de configuragbes estruturais, podendo apresentar tetraedros
independentes (nesossilicatos), arranjos de grupos tetraédricos multiplos
(sorossilicatos), cadeias simples/duplas (inossilicatos), arranjos duplos/faixas
(sorossilicatos), folhas (filossilicatos) ou estruturas tridimensionais (tectossilicatos)
(120).

Os silicatos dicalcicos (Ca2SiO4 ou C2S) sdo conhecidos na mineralogia como
larnita ou belita (denominagdo dada a solugdo solida das duas fases de silicato
dicalcico). Estruturalmente (Figura 2.1) sdo compostos por arranjos tetraédricos
(SiO4)* ligados e coordenados entre si por intermédio de ions célcio (Ca?*) (121). Os
tetraedros (SiO4)* estdo dispostos isoladamente (nesossilicatos) e os ions O? nZo
sdo compartilhados pelos tetraedros entre si (120). Dentro desse arranjo, os ions Ca?*
podem estar coordenados por sete ou oito &nions O%* (122). Os cristais de C.S
apresentam morfologia arredondada e cinco polimorfos bem definidos e reversiveis.
O polimorfismo origina estruturas cristalinas diferentes que recebem as
denominagdes: a (monoclinico), a’y (ortorrdbmbico), o’ (ortorrébmbico), B (monoclinico)
ey (ortorrdbmbico) (121). As fases [3 e y sdo obtidas em baixas temperaturas, enquanto
as fases a, a’n, oL s&0 obtidas em altas temperaturas (123, 124). Os polimorfos podem
se transformar de um para outro através da mudanga na simetria do cristal, desordem
dos tetraedros (SiO4)* e mudangas na posigéo dos cations Ca?* (121). C2S-y, é obtido

em baixas temperatura e estavel a temperatura ambiente, podendo se transformar na
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fase a’'L, a’v € a quando existe elevacdo da temperatura a aproximadamente 870 °C,
1.160°C e 1.450 °C, respectivamente. Ja o resfriamento dessas fases a 670 °C resulta
na formacgao da fase 3, monoclinica metaestavel de estrutura cristalina semelhante ao
mineral larnita, sendo a mais comumente encontrada no cimento Portland. Entretanto,
caso a fase C2S-B nao seja estabilizada durante o resfriamento, os polimorfos a e o’
se revertem ao polimorfo original C>S-y estavel (123).

Os silicatos tricalcicos (CasSiOs ou C3S) também possuem uma série de
polimorfos e recebem o nome de genérico de alita. Assim como o C,S, possui
tetraedros (SiO4)* independentes (nesossilicato) unidos por cations instersticiais de
Ca?". Em geral, esses cristais sdo morfologicamente tabulares apresentando, na
maioria das vezes, uma seg¢ao hexagonal. Em sua forma pura, o C3S apresenta uma
serie de transi¢des de fases reversiveis quando submetido a variagcdes de temperatura
comegando com as fases ftriclinicas (T1, T2 e T3) obtidas em temperaturas mais
baixas (entre 620 °C e 920 °C), sendo as mais estaveis em temperatura ambiente
(125). A partir de 980 °C, comegam-se a se formar as fases monoclinicas (M1, M2 e
M3), sendo M3 obtida a partir da elevagao de temperatura a 1060 °C (126, 127). Em
1070 °C pode ser identificada a formagao de uma ultima fase romboédrica. Apesar de
serem diferentes polimorfos, n&do existem grandes variagées na estrutura cristalina
(125). O C3S é um dos constituintes essenciais do cimento Portland, apresentando
importante papel na reagédo de presa e nas suas propriedades mecénicas (128).

O metassilicato de calcio, conhecido como Wollastonita (CaSiOz), € um mineral
natural e apresenta-se morfologicamente como cristais aciculares. Sua estrutura
cristalina apresenta tetraedros (SiO4)* distorcidos que se dispdem estruturalmente em
cadeias simples (inossilicatos) e camadas de octaedros que dividem as arestas entre
si, ou seja, ha um compartilhamento de oxigénios entre dois tetraedos (129). S&o
descritos trés tipos de estruturas cristalinas diferentes. O polimorfo 1A-Wollastonita
(a-CaSiO3) apresenta estrutura triclinica e cristais agulhados, decorrentes das
transformagdes em baixas temperaturas. A 2M-Parawollastonita (B-CaSiO3),
dificilmente encontrada na natureza, apresenta uma estrutura monoclinica e com
aspecto prismatico em baixas temperaturas. A ultima forma polimérfica, 7M-
Pseudowollastonita (CaSiO3) apresenta-se como cristais em formato de prismas
curtos ou fibras e estrutura triclinica, porém passivel de transformagao para pseudo-
ortorrdmbicas a altas temperaturas (130).






Figura 2.1 - Estrutura cristalina em 3D (eixo x, y e z) do silicato dicalcico (CazSiO4), tricalcico (CasSIOs) e Wollastonita (CaSiOs). As imagens foram
reproduzidas do site: https://www.mindat.org
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Fonte: A autora.
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2.3.1 Sintese das particulas de silicatos de calcio

Diferentes métodos sédo descritos na literatura para a sintese de particulas de
silicato de calcio. Dentre eles destacam-se a co-precipitagdo (131), sintese
hidrotermal (132, 133), combustéo (134-136) e sol-gel (137-139). Independentemente
do método, as particulas sao originadas a partir da associagdo de uma fonte de silicio
(silica pirogénica ou tetraetoxisilano/TEOS) e uma fonte de calcio (acetato ou nitrato
de calcio).

O processo sol-gel é uma técnica de sintese quimica muito utilizada na
preparacdo de ceramicas, permitindo a formacdo de nanoparticulas com alta
homogeneidade e composigdo controlada empregando temperaturas relativamente
baixas (136, 140, 141). O processo de sintese sol-gel envolve reagbes de
polimerizagao de precursores de um alcoxido de metal M(OR),, onde M representa o
elemento formador da rede, como o silicio (Si**), e o R um radical alquil (CnHz2n+1)
(142). Esses precursores, geralmente dissolvidos em um solvente, sofrem reac¢des de
hidrolise e condensacédo. Entretanto, estudos realizados nos anos 80 e 90 relataram
dificuldades em relagéo a hidrolise de alcoxidos, resultando em compostos com baixa
homogeneidade (143, 144), pois os alcoxidos metalicos utilizados na época eram
sélidos pouco soluveis e nao-volateis (142). Uma alternativa para contornar essa
situacao foi a utilizagdo de sais metalicos na forma de nitratos (137). Os nitratos s&o
menos estaveis do que cloretos ou sulfatos; com isso, o anion é mais facilmente
removido por decomposigédo térmica. Embora sais de acetato também possam ser
usados, eles ndo se degradam termicamente de maneira limpa, deixando residuos
carbonaceos (142). Apds sua obtengédo, os sois sdo submetidos a tratamento térmico
de calcinagdo em temperaturas relativamente baixas (abaixo de 1000 °C) para
obtencao particulas de silicato, o que contribui para reduzir o custo do processo em
relacdo a outras rotas de sintese (145, 146).
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2.3.2 Silicatos de calcio na Odontologia Restauradora

O desenvolvimento de materiais a base de silicato de calcio para aplicagao
odontoldgica ganhou impulso em 1995 com a introdugdo do MTA, utilizado como um
cimento retrobturador (147). Entretanto, o cimento Portland, amplamente utilizado na
construgao civil, teve seu primeiro uso com finalidade Endoddntica reportado em 1878
(148). Dentre as caracteristicas dos materiais a base de silicato de calcio, destacam-
se a biocompatibilidade (149), bioindutividade (150), atividade antibacteriana (151),
bom vedamento marginal, tempo de presa aceitavel e caracteristicas fisicas e
mecanicas compatieis com a utilizagdo como material reparador de
perfuragdes/reabsor¢des radiculares e pulpotomia (152). Sua fabricagdo envolve o
aquecimento do calcario a 1400 °C com adigdo de argila. O produto obtido,
denominado clinquer, passa por um processo de moagem com sulfato de calcio
dihidratado (CaS04.2H20) dando origem ao produto final (153). Os constituintes do
cimento Portland s&o silicato tricalcico (CasSiOs), silicato dicalcico (Ca2SiOs),
aluminato tricalcico (CasAl20e) e aluminoferrita tetracalcica (Ca2AlFeOs). O CazSiOs,
€ 0 componente em maior proporgao, responsavel por sua presa e resisténcia inicial.
O CaxSiO4 origina hidratos de silicato de calcio (C-S-H) e portlandita (Ca(OH)2), sendo
responsavel pelo desenvolvimento da resisténcia a longo prazo (154). A variagdo da
proporcdo ou do tamanho de particulas entre os quatro componentes principais
originou cinco tipos distintos (tipo | ao V) de cimento Portland (152, 155), sendo o tipo
| mais utilizado em Odontologia (156).

O MTA é um cimento de silicato de calcio desenvolvido a partir do cimento
Portland tipo | com adigdo de 6xido de bismuto (Bi2O3) para fornecer radiopacidade.
Sua primeira versao, fabricada pela Dentsply Sirona Endodontics (Tulsa, Ok, EUA)
recebeu o nome de ProRoot MTA ou Gray MTA (cinza) e foi, por anos, o unico cimento
hidraulico de silicato de calcio disponivel comercialmente. Posteriormente, foi
desenvolvido o White ProRoot MTA (branco, Denstply Sirona, EUA). Entretanto,
apesar de ainda representarem o padrao-ouro, outros cimentos hidraulicos a base de
silicato de calcio foram desenvolvidos com o intuito de reduzir o tempo de presa,
facilitar a manipulagao, reduzir o risco de lavagem em um ambiente umido (ou seja,
em casos de capeamento pulpar direto), melhorar a radiopacidade e o alto custo das
formulagdes originais (50).
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Por serem capazes induzir a formagdo de barreira mineralizada, esses
materiais obtiveram resultados positivos em casos de pulpotomia e tratamento
endodéntico de dentes deciduos (157, 158). Para pulpotomia, tanto o MTA branco
quanto cinza promoveram a formacdo de uma barreira mineralizada espessa,
enquanto o controle feito com formocresol induziu a formagdo de uma camada
dentinaria fina e pouco mineralizada (157). Como capeador pulpar indireto, um estudo
recente mostrou a capacidade indutiva para formacdo de dentina e reducado de
coldnias bacterianas apds 6 meses de aplicagdo em lesdes cariosas profundas (159).

Devido a sua capacidade de induzir reparo ou regerneragdo de tecidos
mineralizados e de promover um bom selamento, esses materiais também sao
utilizados como tratamento para perfuragdes radiculares (160-164), apicigénese (165,
166), apicificagdo (167), cimento obturador associado a guta percha (50) e em
retrobturagbes (50). Nessas situagdes os silicatos apresentam maior
biocompatibilidade do que outros materiais utilizados para as mesmas finalidades
como hidroxido de calcio (para tratamento de perfuragdo radicular, apicigénese e
apicificagao), amalgama, cimentos de ionédmero de vidro ou 6xido de zinco, material
restaurador intermediario (IRM, Densply Sirona, EUA) e, nos casos de retrobturagao,
resina composta ou também cimento de acido etoxibenzoico (SuperEBA, Harry J.
Bosworth, IL, EUA) (168). Entretanto, a maior efetividade como retrobturador dos
cimentos de silicato de calcio frente a outros materiais ainda é controversa e necessita
de maiores investigagdes. Enquanto alguns estudos demonstram maior taxa de
sucesso quando MTA é associado a técnica micro-cirurgica (169) ou maior taxa de
cura em comparagdo com materiais resinosos (170) outros estudos ndo observam
diferencas estatisticas entre a utilizacdo de MTA ou SuperEBA e IRM como materiais
retrobturadores (171, 172).

A reacao de presa dos cimentos de silicato de calcio envolve a hidratagdo das
particulas, promovendo a dissociagédo dos seus componentes. Os produtos originados
pela re-precipitacado sao diferentes fases de hidrato de silicato de calcio (C-S-H) tais
com o gel poroso coloidal de C-S-H e cristais aciculares de C-S-H, além de cristais
romboédricos de hidroxido de calcio (portlandita, Ca(OH)z2), cristais agulhados de
etringita (CaeAl2(S04)3(OH)12.26H20) e monosulfoaluminato ou monocarboaluminato
de calcio (Ca0.Al203.CaS04.12H20). O C-S-H poroso transforma-se em uma rede
solida em até 6 horas. Entretanto, a presa final requer varios dias (50).
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Um material com melhores propriedades mecanicas e tempo de presa reduzido
foi desenvolvido comercialmente o com a proposta de ser um substituto dentinario nas
porgdes coronais e radicular (Biodentine™, Septodont, Saint-Maur-des-Fossés,
Francga) (173). Diferentemente do MTA, o Biodentine™ ¢ indicado como material
restaurador para lesdes dentinarias, restaurador temporarario de lesbes em esmalte,
material intermediario em “técnica sanduiche” de restauracbes amplas e/ou
profundas, restauracbes cervicais ou radiculares profundas além de capemento
pulpar direto, indireto, tratamento de perfuragbes e apicificagdo radicular (174). A
composi¢cao do material consiste em um p6 contendo CasSiOs, Ca2SiO4, carbonato de
calcio (CaCOg3), 6xido de ferro e zirconio. A diminuigdo no tempo de presa € promovida
pela utilizacdo de particulas de menor tamanho e pela presenga de cloreto de calcio
(CaCly) no liquido, fazendo com que o tempo de reacdo seja de 9 a 12 minutos (174-
176).

Os cimentos de silicato de calcio sao capazes de promover a nucleagao de
fosfatos de calcio e a formagao de uma camada de apatita apds imersao em diferentes
FCS (177-182), in vitro (177, 183-185)e in vivo (186-188) além de auxiliarem na
diferenciagdo de células-tronco mesenquimais (189, 190) e na viabilidade de
proliferagdo dos osteoblastos (191). A adeséo, crescimento e diferenciagao celular se
relacionam com a composi¢do quimica, a topografia/morfologia externa e presenga
de apatita na superficie do cimento que, devido a sua alta reatividade, oferece muitas
trocas ionicas de Ca?*, Si* e fosfato (PO4*) (liberagdo e captagdo) com fluidos
corporais (191). Dessa forma, esses materiais podem nuclear apatita e/ou seus
precursores em sua superficie, desempenhando um papel positivo como promotor de
diferenciagao celular e indutor de reparacao tecidual, osteogénese e cementogénese
(181, 187, 188, 192-194).

Além da liberagéo de Ca?* e Si* os ions hidroxila (OH-), proveniente do Ca(OH);
originado apods hidratacdo, dissociagéo e re-precipitagdo dos componentes do MTA,
promove um aumento de pH capaz de promover uma acido antimicrobiana contra
patébgenos comumente associados a infec¢cdes endoddnticas como E.fecalis (195). A
atividade antimicrobiana e bacteriostatica proveniente da alcalinizacdo promovida
pelos silicatos de calcio, bem como hidréxido de calcio, possivelmente se relaciona
com a desnaturagdo proteica e promove danos danos ao DNA e membrana
citoplasmatica desses microorganismos (196).
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Como capeadores pulpares diretos, os silicatos de calcio apresentam efeitos
positivos nas células-tronco e estromais da polpa dentaria (194, 197), sendo capazes
de induzir a formagé&o de tecido mineralizado em animais (198) e em terceiros molares
humanos sadios (199-201). Foi demonstrado a formacéo de barreira mineralizada in
vivo histologicamente (199, 201) e por avaliagéo clinica direta (202). A liberacdo de
Ca?* foi considerada por muitos anos o fator principal para o sucesso do capeamento
pulpar uma vez que, em conjunto com o fosfato presente nos fluidos biolégicos
(sangue, exsudato, plasma e fluido dentinario), desencadearia a precipitacdo de
apatita sobre o substrato (182, 190, 203, 204). Entretanto, a nucleagéo de fosfato de
calcio também pode indicar a ocorréncia de expressao génica para que as células
pulpares se diferenciem e promovam a formagao de tecido mineralizado (188, 193).
O Biodentine™, quando aplicado sobre células da polpa dentaria humana, induziu a
formagao precoce de focos mineralizados, provavelmente devido a modulagdo da
secrecdo do fator de transformacdo de crescimento Beta-1 (TGF-f1) das células
pulpares. O ProRoot MTA originou resultados semelhantes (205). Outro estudo in vivo
comprovou que tanto o Biodentine™ quanto o ProRoot MTA induziram reparo do
tecido pulpar e a formacgéo de barreira mineralizada (206). Além de capeador pulpar
direto, um estudo clinico aleatorizado concluiu que, quando utilizado como capeador
pulpar indireto, os materiais a base de silicato de calcio induziram maior formagao de
dentina e reduziram as colbnias bacterianas apds seis meses obtendo taxas de
sucesso de 90,3% (159). Outro estudo clinico aleatorizado comparativo entre
Biodentine™, MTA e hidréoxido de calcio como capeadores pulpares diretos
demonstrou que, apesar de ndo haver diferengas significativas entre os materiais,
apos 12 meses o MTA e hidroxido de calcio apresentaram taxa de falha de 13,6%
enquanto nenhum insucesso foi verificado com o Biodentine™ (207). Resultados
semelhantes foram apresentados em outros ensaios clinicos aleatorizados e estudos
de boca dividida (208, 209).

Um material fotopolimerizavel contendo silicato de calcio (cimento Portland, 30-
40% em massa), oxido de calcio, vidro de estroncio, sulfato de bario, silica, zirconato
de bario (1 — 10%, em massa) em uma matriz resinosa (dimetacrilato de glicidila
bisfenol A/BisGMA e polietilenoglicol dimetacrilato/PEGDMA, 10 — 30% em massa) foi
introduzido para uso clinico (210). O TheraCal LC (Bisco Inc., Schaumburg, IL, EUA)

€ um cimento de silicato de calcio modificado por resina para ser utilizado em
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capeamentos pulpares diretos e indiretos que pode ser fotopolimerizado em até 1,7
mm de espessura (211, 212). Apesar de apresentar uma liberagao significantemente
inferior de ions Ca?* quando comparados com Biodentine™ (211, 213), esse material
também permitiu a deposicao de fosfato de calcio em sua superficie quando imerso
em solugédo salina (213). Essa menor liberagao € vinculada tanto ao fato das particulas
estarem aprisionadas em uma matriz polimérica quanto a solubilidade inferior desse
material em relagdo ao hidroxido de calcio e ao MTA (214). Uma desvantagem em
relagdo aos outros materiais € sua baixa radiopacidade, inferior ao exigido pela norma
ISO 6976 (91). Quando aplicado in vivo apds pulpotomia em céaes, foi observado a
formagdo de uma barreira mineralizada em apenas 33% dos dentes avaliados. Em
comparagao com dois cimentos de MTA o TheraCal LC produziu as respostas
pulpares mais desfavoraveis, produzindo extensa reagao inflamatéria pulpar. O estudo
atribuiu esse resultado a composicdo da matriz monomérica que apresenta
citotoxicidade para polpa (215). Outro estudo realizado em primatas demonstrou a
formacéo de barreira mineralizada muito mais frequente em dentes com exposi¢cao
pulpar tratada com TheraCal LC quando em comparagdo com os capeados com
hidroxido de calcio e iondbmero de vidro (216). Entretanto, ainda ha controvérsias
quanto a sua efetividade. Enquanto um estudo clinico aleatorizado mostrou que o
TheraCal LC é tdo eficiente como capeador direto quanto o hidréxido de calcio (217)
outro estudo clinico concluiu que o Biodentine™ ou ProRoot MTA sdo mais confiaveis
para o capeamento pulpar e que o uso de TheraCal LC nao esta recomendado para
casos de pulpotomia (218).

A adicdo de particulas de silicato de calcio a sistemas adesivos foi pouco
explorada. A bioatividade exibida pelos silicatos desempenha um papel importante na
mineralizagdo da camada hibrida (219-222). Como demonstrado previamente, a
incorporagao de silicatos a adesivos experimentais foi capaz de aumentar o médulo
de elasticidade, promover deposicdo mineral, redugdo da nanoinfiltragcdo e
degradagéao colagena e manutengao dos valores de resisténcia de unido a microtragéo
a curto prazo (38, 39, 51, 52, 117). Entretanto, a avaliagdo dessas interfaces a longo
prazo e o potencial inibidor das particulas frente a degradagdo enzimatica ainda
necessita de maiores investigagcdes. Além disso, a incorporagao de particulas de
silicato de calcio a sistemas adesivos comerciais de trés passos e/ou como pre-

tratamento da dentina nao foi explorada.
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Frente ao exposto, o presente estudo teve como propdsito sintetizar
aglomerados nanoestruturados de silicato de calcio que, quando utilizados como um
pré-tratamento e/ou adicionados a um sistema adesivo comercial de trés passos,
promoveriam a liberagdo de calcio em concentragdes suficientes para promover a
precipitacdo de apatita e proteger o colageno da degradag&o enzimaica, contribuindo

para melhorar a qualidade e a estabilidade da interface adesiva a longo prazo.
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3 PROPOSICAO

Como base no exposto, o presente estudo teve como objetivos:

- Investigar o efeito de diferentes variaveis de sintese sobre as caracteristicas
de particulas de SC obtidas pelo método sol-gel;

- Avaliar o efeito da incorporagao destas particulas em um sistema adesivo
comercial sobre o grau de converséo, resisténcia coesiva e liberagao de ions;

- Avaliar o efeito da incorporacao de SC ao procedimento adesivo, através da
adicdo das particulas a um dos componentes de um sistema adesivo comercial de
trés passos e/ou como pré-tratamento, sobre a resisténcia de unido a microtragao e
caracteristicas microestruturais da interface adesiva apds 24 horas e 12 meses de
armazenamento em FCS;

- Avaliar o efeito da incorporacdo de SC ao procedimento adesivo sobre as
propriedades mecanicas (dureza e médulo de elasticidade) da interface adesiva apés
24 horas, 6 e 12 meses de armazenamento em FCS;

- Avaliar o efeito da incorporacdo de SC ao procedimento adesivo sobre a
atividade enzimatica de MMPs apo6s 24 horas e 12 meses de armazenamento em
FCS.

Foi testada a hipotese nula que a presencga de particulas de SC no componente
adesivo e/ou a utilizacdo de um pré-tratamento com SC néo interfe na qualidade da
interface adesiva a longo prazo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SINTESE DE PARTICULAS DE SILICATO DE CALCIO

A sintese das particulas de silicato de calcio foi realizada pelo método sol-gel
com template de surfactante. As variaveis avaliadas, definidas com base em estudos
preliminares (Apéndice A), foram: (1) pH do meio reacional (acido ou alcalino), (2)
massa de surfactante adicionada (0,6 ou 1,2 g), (3) relagdo Ca:Si (2:1 e 3:1) e (4)
temperatura da sintese (24 °C ou 80 °C). Na sintese em meio acido, o pH da solugéo
foi ajustado em 6 pela adi¢ado de acido nitrico 0,5 mol/L (HNO3), enquanto na sintese
em meio alcalino o pH da solugao foi ajustado em 10, a partir adicdo de hidroxido de
amonio (NH4OH) (Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda., Diadema, Sdo Paulo,
Brasil). Em um erlenmeyer de vidro contendo 288 mL de agua deionizada MiliQ, o pH
e a temperatura de sintese foram ajustados. Sob agitagdo magnética, foi adicionado
o surfactante brometo de hexadeciltrimetilamonio (CTAB, C19H42BrN, Sigma-Aldrich
Inc., St. Louis, MO, EUA). Apds completa dissolugéo do surfactante, com auxilio de
uma pipeta graduada (5 mL) e péra de sucgéo, tetraetoxisilano (TEOS, Si(OC2Hs)s,
Sigma-Aldrich Inc.) foi gotejado na solugdo contendo CTAB. Em seguida, foi
adicionado o nitrato de calcio tetrahidratado (Ca(NO3)2.4H20, Labsynth Produtos para
Laboratérios Ltda.

A solucédo foi mantida em uma capela de exaustdo por 2 horas sob agitagéo
magnética nas temperaturas de 24 °C ou 80 °C. Apds o periodo de agitagéo, a solugao
foi resfriada até a temperatura ambiente e, em seguida, mantida a 6 °C por 48 horas.
O sobrenadante foi removido através da ebulicdo da solugdo a 60 °C por 24 horas
seguido por 48 horas em 120 °C. Para remocéao do surfactante, o produto da reagéo
foi calcinado em uma mufla (Forno para anéis 3P-S 3000, EDG Equipamentos e
Controles, Sédo Carlos, Brasil) por 4 horas a 800 °C (taxa de aquecimento: 5 °C/min)
até completa eliminagdo do composto.
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4.2 CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS

4.2.1 Difratometria de raios-X (DRX)

A difratometria de raios-X foi realizada no Instituto de Quimica da Universidade
de Sao Paulo (IQ-USP). Esta analise teve como objetivo identificar as fases de silicato
de calcio obtidas nas sinteses. A difratometria foi realizada com radiacdo CuKa com
filtro de niquel sob 40 kV e 30 mA em um equipamento com geometria 6/28 (MultiFlex,
Rigaku Corp., Toquio, Japdo). As leituras foram feitas de forma continua entre os
angulos de 10° a 60°, com intervalos de 0,05 ° e 2 °/min. A identificagdo das fases foi
realizada através o software Match! - Phase Analysis using Powder Diffraction (Crystal

Impact, Bonn, Alemenha).

4.2.2 Espectrometria por fluorescéncia de raios-x (FRX)

A espectrometria por fluorescéncia de raios-x foi realizada no Laboratorio de
Caracterizagdo Tecnoldgica da Escola Politécnica da Universidade de S&o Paulo
(LCT, Poli-USP) para quantificar a porcentagem de calcio e silicio presente nas
amostras (aproximadamente 1 g). A calibragdo utilizada para o espectrébmetro de
fluorescéncia de raios-X (Zetium, Malvern Panalytical, Reino Unido) foi a STD-1
(Standardless), indicado para detectar e quantificar os elementos quimicos
compreendidos entre o fluor e o uranio. Os valores foram normalizados a 100%. Os
dados obtidos por essa analise foram utilizados para calcular a razao calcio:silicio
(Ca:Si) das particulas.
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4.2.3 Densidade tedrica

A densidade teorica das particulas foi determinada em um picnémetro a hélio
(Ultrapyc 1200e, Quantachrome Instruments, Boynton Beach, FL, EUA). Os valores
de densidade foram calculados através da média aritmética de trés leituras, utilizando
uma amostra com aproximadamente 1 g em uma célula de 5 mL. As analises foram
realizadas em temperatura ambiente (23 °C). Apés 10 minutos de purga, realizada
para remogao de gases adsorvidos na superficie das particulas, foi iniciada a inje¢ao
de gas hélio até a pressdo maxima de 14 psi no compartimento de amostra. O volume
da amostra foi calculado pela diferenca entre o volume nominal do compartimento e o
volume de gas hélio que efetivamente foi utilizado para preenché-lo. Em seguida, a
densidade da amostra foi calculada utilizando-se o seu valor de massa, previamente
determinada com preciséo de 0,001 g (modelo XS105 DualRange, Mettler-Toledo Ind.
E Com. Ltda., Barueri, SP, Brasil).

4.2.4 Area superficial (método BET)

A determinacdo da area superficial foi realizada no IQ-USP a partir das
isotermas de adsorg&o de nitrogénio e método BET (Brunauer, Emmett e Teller) (223)
com o auxilio do software NOVAWin (Quantachrome Instruments, Boynton Beach, FL,
EUA). Antes da leitura, a amostra foi pesada (aproximadamente 0,15 g) e submetida
a um periodo de degassificagao por trés horas a 300 °C. Posteriormente, a amostra
foi lida e as isotermas de adsorgdo com 40 pontos geradas foram utilizados para o

calculo da area superficial.
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4.2.5 Espalhamento de luz laser

A distribuigdo de tamanhos das particulas e os valores de mediana (Dso) foram
determinados através da técnica de espalhamento de luz laser (Mastersizer 2000,
Malvern Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido), realizada no LCT, Poli-USP.
Previamente a analise, o p6 foi disperso em alcool isopropilico por 1 minuto em

ultrassom e em seguida injetado no equipamento para leitura.

4.2.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Aproximadamente 0,2 g de amostra foram espalhados em uma fita adesiva de
carbono aplicada sobre um suporte metalico e recobertos com platina. A morfologia
das particulas foi observada utilizando o detector de elétrons retroespalhados (Quanta
FEG600, FEI co., Hillsboro, Oregon, EUA). As analises foram realizadas no LCT, Poli-
USP.

4.2.7 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

As particulas foram dispersas em alcool isopropilico e, apds 24 horas, 20 yL do
sobrenadante foram pipetados sobre uma grade de niquel (#200) recoberta com uma
pelicula de poli(vinil formal). As grades foram secas durante 7 dias a 23 °C e
observadas ao microscopio (JEOL, modelo JEM-2100, Téquio, Jap&do) em 80 kV. As
analises foram realizadas no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN).

4.3 SELECAO DAS PARTICULAS PARA AS ETAPAS SUBSEQUENTES

As cinco condi¢cdes de sintese que resultaram em particulas com as menores
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medianas (Dso) e maiores razdes Ca:Si (sinteses E, F, H, O e P, Tabela 5.1) foram
incorporadas a um adesivo comercial (Adper Single Bond 2, 3M ESPE, St. Paul, MN,
EUA) na propor¢ao de 10 % em massa, com o objetivo de avaliar a liberagao de ions
calcio e silicio. Corpos de prova em forma de disco (5x1 mm, n=2) dos adesivos
contendo 10% em massa de cada uma das cinco particulas de SC foram
confeccionados e armazenados por 15 minutos a seco a 37 °C. Em seguida, os corpos
de prova foram imersos individualmente em 5 mL de agua deionizada, mantendo-se
constante a razao entre o volume do corpo de prova e solugdo em 3 mm3/mL (224) e
armazenados a 37 °C por 7 dias. As concentracdes idnicas de calcio e silicio foram
determinadas por espectrometria de emissdao Optica por plasma acoplado
indutivamente (ICP-OES Radial, Spectro Arcos/AMETEK Materials Analysis Division,
Mahwah, NJ, EUA). Inicialmente, foram construidas curvas de calibragao para os ions
calcio, com pontos entre 1 e 20 ppm, utilizando-se solu¢des-padrao (SpecSol
Quimlab, Jacarei, SP, Brasil) em diferentes diluigdes. Previamente a analise, as
solucdes foram filtradas e acidificadas com 5 yL de HNO:s. As leituras de calcio e silicio
foram feitas separadamente, utilizando diferentes emissdes espectrais (317,93 e
288,158 nm, respectivamente).

Os resultados indicaram que as particulas obtidas nas sinteses O e P
apresentaram as maiores liberagdes de calcio e silicio (Tabela 5.2). Por serem
sinteses analogas (ou seja, com a mesma raz&o molar dos precursores, temperatura
e quantidade de surfactante/CTAB, diferindo apenas o pH do meio reacional), essas
particulas foram misturadas e utilizadas nas etapas subsequentes. Com o objetivo de
reduzir o tamanho dos aglomerados de nanoparticulas, foi feita a moagem das
particulas em um moinho de bolas (Retsch MM400, Haan, North Rhine-Westphalia,
Alemanha). Foram utilizados frascos metélicos contendo aproximadamente 3 g de
material. Seguiu-se a propor¢cdo de 1 g de material para 20 g de elementos de
moagem (esferas de zircbnia com diametros de 2 mm e 5 mm) (225). O processo de
moagem foi realizado com frequéncia de 10 Hz por 90 segundos. Apds a moagem as
particulas foram novamente caracterizadas para DRX, FRX, area superficial,
espalhamento de luz laser, MEV e MET.
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4.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

A selecdo do sistema adesivo comercial utilizado (Adper Scotchbond
Multipurpose', 3M ESPE) e a adigdo de 5% em massa de SC ao componente
“‘Adhesive’/frasco 3 do sistema foram definidas com base em estudos preliminares
(Apéndice C). A adicao de SC ao adesivo (frasco 3, Adhesive) foi feita pesando-se o
adesivo em um eppendorf d&mbar e, em seguida, adicionando-se as particulas.
Inicialmente, tentou-se adicionar as particulas ao primer (frasco 2) do sistema adesivo;
porém, foi observado que estas aglutinavam apés a mistura. Além da adicdo do SC
ao adesivo, foi avaliado o pré-tratamento da dentina condicionada com acido fosforico
com uma solugéo contendo 95% alcool etilico (C2HeO, EtOH) (226, 227) e 5% em
massa de particulas. Os componentes foram pesados em um eppendorf e misturados
em um misturador tipo vortex por 1 minuto (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, EUA). Todos os materiais foram manipulados imediatamente antes da sua
aplicacdo. As condigbes experimentais avaliadas estdo descritas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Grupos experimentais de acordo com o pré-tratamento e adesivo

Grupo
Pré-Tratamento Sistema Adesivo
Ad(-) Adper Scotchbond Multipurpose
Ad(+) Adper Scotchbond Multipurpose contendo 5% SC
P(-)Ad(-) Adper Scotchbond Multipurpose
EtOH
P(-)Ad(+) Adper Scotchbond Multipurpose contendo 5% SC
P(+)Ad (-) Adper Scotchbond Multipurpose
EtOH + 5% SC
P(+)Ad(+) Adper Scotchbond Multipurpose contendo 5% SC

Fonte: A autora.

' Composigéo disponivel no Apéndice C
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4.5 CARACTERIZACAO DO ADESIVO
4.5.1 Grau de conversao

O grau de conversao (GC, n=5) do frasco 3/Adhesive contendo ou ndo SC
(Ad(+) e Ad(-), respectivamente) foi determinado através de espectroscopia no infra-
vermelho médio (Vertex 70; Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Alemanha, Figura 4.1)
associado a uma unidade de refletédncia total atenuada (Platinum ATR, modelo
A225/QHP, Bruker Optik GmbH, Figura 4.1). Uma gota do adesivo foi dispensada
sobre o cristal do ATR, com um espacador de 0,3 mm utilizado para padronizar a
espessura de material (Figura 4.2 A). O espectro do material ndo-polimerizado foi
obtido pela co-adi¢cdo de 16 varreduras com resolucdo de 4 cm™'. Apos a obtencgado do
espectro nao-polimerizado, uma tira de poliéster foi posicionada sobre o adesivo
(Figura 4.2 B) e coberta por uma lédmina de vidro para evitar a inibicdo da
polimerizagao pelo oxigénio (Figura 4.2 C). O aparelho fotopolimerizador foi colocado
em contato direto com a lamina e a fotoativagao foi realizada por 40 segundos (1000
mW/cm?, Valo Grand Cordless, Ultradent, UT, EUA, Figura 4.2 D), sendo um novo
espectro coletado um minuto apods a fotopolimerizagéo.

O GC foi calculado utilizando-se a razdo entre a altura das bandas
correspondentes a ligagdo dupla de carbono alifatica (1637 cm™) e ligagdes de
carbono no anel aromatico (1610 cm-", utilizadas como referéncia interna), usando a
seguinte equacao:

<1637 cm~1
1610 cm™1
<1637 cm™1

) polimerizado

GC=|1- x100

W) ndo polimerizado
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Figura 4.1 - Equipamento Vertex-70 associado a unidade de refletancia total atenuada (ambos Bruker
Optik GmbH), utilizados para analise de grau de conversédo

Ltk

.. B

Fonte: A autora.

Figura 4.2 - Sequéncia de obtengédo dos espectros do adesivo ndo-polimerizado e polimerizado. A:
Dispensagéo de uma gota de adesivo sobre o cristal do ATR. B: Posicionamento de uma
tira de poliéster sobre o adesivo ndo polimerizado. C: Recobrimento do conjunto com uma

l&mina de vidro para evitar a inibicdo da polimerizagdo pelo oxigénio. D: Fotoativagéo do
adesivo

Fonte: A autora.
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4.5.2 Resisténcia coesiva

Para a analise da resisténcia coesiva, corpos de prova do “frasco 3/Adhesive”
contendo ou ndo SC (Ad(+) e Ad(-), respectivamente) foram produzidos em moldes
de silicone em forma de ampulheta (n=10) medindo 8 mm de comprimento, 2 mm de
largura, 1 mm de espessura, com area de estrangulamento de 1 mm?2. Os espécimes
foram fotoativados por 40 segundos em cada uma das superficies e armazenados por
24 horas ou 12 meses a 37 °C em agua deionizada, sendo a solugdo trocada
semanalmente. Apds armazenamento, os espécimes foram fixados com cola de
cianoacrilato (Loctite Super Bonder Gel, Henkel, Sdo Paulo, Brasil) a um jig de
Geraldelli (Odeme Dental Research, Luzerna, Santa Catarina, Brasil). O conjunto foi
posicionado em uma maquina de ensaios universal (modelo 5565, Instron Corp,

Canton MA, EUA) e submetido a uma forga de tragdo a 1 mm/min.

4.5.3 Liberagao de ions

Corpos-de-prova em forma de disco (5x1 mm, n=5) do frasco 3/Adhesive
contendo ou ndo SC (Ad(+) e Ad(-)) foram confeccionados e armazenados por 15
minutos a seco a 37 °C. Em seguida, os corpos de prova foram imersos
individualmente em 5 mL de agua deionizada, mantendo-se constante a razdo entre
o volume do corpo de prova e solugdo em 3 mm3/mL (224) e armazenados a 37 °C
por 60 dias. A cada 15 dias, os corpos de prova foram imersos em novos tubos falcon
preenchidos com agua deionizada e a solugdo do periodo anterior foi coletada para
analise. Para determinar as concentragdes de calcio e silicio liberadas pela suspensao
utilizada no pré-tratamento da dentina, 30 yL do pré-tratamento contendo particulas
de SC (P(+)) foram diluidos em 5 mL de agua deionizada deionizada e armazenados
por 15, 30, 45 e 60 dias (n=5). As concentrac¢des ibnicas de calcio e silicio foram

determinadas conforme descrito no item 4.3.
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4.6 EFEITO REMINERALIZADOR SOBRE A DENTINA DESMINERALIZADA

4.6.1 Aspectos éticos

O presente projeto foi registrado na Plataforma Brasil
(http://plataformabrasil.saude.gov.br), avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo
(FOUSP) recebendo o numero CAAE: 38741220.3.0000.0075 (ANEXO A). Apés
aprovacao, os dentes foram coletados por meio de doagao do Biobanco de Dentes da
FOUSP. Os dentes ficaram armazenados até o momento da sua utilizagdo em potes
plasticos, devidamente identificados, em freezer -20 °C. Durante a realizagdo da
pesquisa, todo o material bioldgico, tubos falcon, embalagens plasticas e
equipamentos de protecdo individual que tenham entrado em contato material
bioldgico foram tratados e descartados como lixo hospitalar.

4.6.2 Manipulacao dos adesivos e preparo dos espécimes

Terceiros molares humanos tiveram suas raizes limpas e as superficies
oclusais planificadas 5 mm acima da jungdo cemento-esmalte com discos de lixa de
carbeto de silicio granulagédo 180 e 320 (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) em uma politriz
metalografica (EcoMet 3000 e AutoMet 2000, Buehler) sob refrigeragdo. A camada de
esfregaco foi padronizada com o uso de discos de carbeto de silicio de granulagéo
600 por 30 segundos (Buehler). O protocolo restaurador (Figura 4.3) obedeceu a
sequéncia: 1) condicionamento de toda a superficie dentinaria com acido fosférico a
37% (Condac 37, FGM, Joinville, SC, Brasil) por 15 segundos; 2) enxague com agua
deionizada por 15 segundos e remocédo do excesso de agua utilizando papel
absorvente; 3) nos grupos com pré-tratamento, 30 yL da solu¢do de EtOH com ou
sem 5% SC foram pipetados sobre a superficie condicionada e agitados por 20
segundos (Point Brush, SDI, Bayswater, Australia), seguido pela aplicagdo de um jato

de ar suave para remog¢ao do solvente, de modo a manter a superficie dentinaria
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visualmente umida; 4) aplicagdo ativa durante 10 segundos de uma gota do primer do
sistema adesivo sobre a dentina, seguida de aplicagdo de um jato de ar por 5
segundos, deixando a dentina com aspecto brilhante e homogéneo 5) aplicacéo de
uma gota de adesivo (contendo ou ndo SC), seguida pela aplicagdo um jato de ar
suave pra homogeneizar o adesivo na superficie; 6) repeticdo do ultimo passo,
seguido de fotopolimerizacdo da camada adesiva por 40 segundos (Valo Grand
Cordless, Ultradent) e 7) colocagédo de trés incrementos horizontais de 1,5 mm de
espessura do composito Z350 (cor A3B, 3M ESPE) sendo cada incremento
fotopolimerizado por 40 segundos (Valo Grand Cordless, Ultradent).

Figura 4.3 - Fluxo restaurador dos seis grupos experimentais utilizados para os ensaios de resisténcia
de unido a microtragéo, ensaio de nanoindentagdo e zimografia in situ
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88

47 ANALISE DA INTERFACE ADESIVA: ENSAIOS MECANICOS E
MICROESTRUTURA

4.7.1 Resisténcia de uniao a microtragao

Os dentes restaurados (n=5) foram armazenados em 15 mL de FCS a 37 °C
por 24 horas. Em seguida, os dentes tiveram suas raizes planificadas e foram
seccionados perpendicularmente a interface adesiva usando um disco diamantado em
baixa velocidade sob refrigeragcao (Buehler-Series 15 LC Diamond, Buehler) para a
obtengéo de espécimes em formato de palito (0,8x0,8 mm?). Para cada dente, cinco
palitos foram testados apos 24 horas e outro conjunto de cinco palitos apds 12 meses
de armazenamento em FCS a 37 °C. O FCS foi preparado conforme descrito por
Kokubo e Takadama (228) e trocado semanalmente. Os espécimes foram fixados com
cola de cianoacrilato (Loctite Super Bonder Gel, Henkel) a um jig de Geraldelli (Odeme
Dental Research). O conjunto foi posicionado em uma maquina de ensaios universal
(modelo 5565, Instron Corp) e submetido a uma forga de tragdo a 1 mm/min (Figura
4.4). Apos a fratura, a interface foi observada em estereomicroscopio (modelo SZ61,
Olympus, Toquio, Japédo) e classificada de acordo com seu modo de fratura em falha
adesiva, coesiva (em dentina ou compdsito) ou mista. A area da secgédo transversal
dos palitos foi mensurada com um paquimetro digital com precisao de 0,01 mm (Dick
Smith Electronics, Sidney, Australia). A resisténcia nominal maxima (em MPa) foi
calculada dividindo-se a forga registrada no momento da ruptura de cada palito pela
sua area da seccgao transversal dos corpos de prova. A média dos valores de
resisténcia dos palitos originados de um mesmo dente foi calculada. Assim, cada um
dos dentes foi considerado uma unidade amostral.
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Figura 4.4 - Representacéo ilustrativa do ensaio de resisténcia de unido a microtragéo

/ M\\

Palitos Palitos
5 por dente, 0.8 x 0.8 mm?2 5 por dente, 0.8 x 0.8 mm?

( Jig de Geraldelli J

Magquina de ensaios universal )

Fonte: A autora.

4.7.2 Avaliacao do potencial remineralizador através do ensaio de

nanoindentacao

Trinta terceiros molares humanos (n=6) foram preparados conforme descrito na
segao 4.6.2 (Figura 4.3). Apos 24 horas de armazenamento em 15 mL de FCS a
37 °C, todos os dentes tiveram suas raizes planificadas e foram seccionados
longitudinalmente em fatias com 1,5 mm de espessura usando um disco diamantado
em baixa velocidade sob refrigeragdo (Isomet 5000, Buehler). As fatias foram
embutidas em resina acrilica (JET, Classico, Sao Paulo, SP, Brasil) e tiveram suas
superficies polidas com lixas de carbeto de silicio granulagdo 600, 800, 1200, 1500,
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2500 e 4000 (Buehler). A mesma fatia foi avaliada no ensaio de nanoindentagéo apos
24 horas, 6 e 12 meses de armazenamento em 15 mL de FCS a 37 °C. O FCS foi
manipulado e trocado semanalmente. Para a avaliagdo da dureza e do modulo de
elasticidade foi utilizado um ultramicrodurémetro (DUH 211S, Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japdo) com um edentador piramidal Berkovich. Foi utilizado o modo /oad-
unload, com forga maxima de indentagdo de 5 mN, mantida por 5 segundos. Nas
regides correspondentes ao composito e a dentina subjacente a camada hibrida,
foram realizadas trés linhas de indentagcbes com trés indentagdes cada,
perpendiculares a interface adesiva. A distancia entre indentagdes foi padronizada em
15 £ 1 ym. A primeira das trés indentagdes foi localizada a 5 ym acima do adesivo
(para o composito) e 5 ym abaixo da camada hibrida (para a dentina), sendo a média
das trés indentacgdes realizadas em uma mesma profundidade utilizadas para analise
estatistica. Na camada de adesivo e na camada hibrida foram realizadas trés
indentacdes ao longo da interface, com 15 ym de disténcia entre elas, sendo a média
dessas trés indentacdes utilizadas para a analise estatistica (Figura 4.5).

4.7.3 Microscopia eletrénica de varredura/espectroscopia de raios-x por
dispersao em energia das interfaces (MEV/EDS)

A remineralizagdo dentinaria também foi avaliada observada através de
microscopia eletronica de varredura por espectroscopia dispersiva de raios-x
(MEV/EDS) das interfaces adesivas. Uma fatia representativa de cada grupo
armazenada 12 meses, proveniente dos dentes utilizados para o ensaio de
nanoindentacéo, foi polida com lixas de carbeto de silicio granulagdo 2500, 4000 e
discos de feltro impregnados com pastas diamantadas 1 ym e, sequencialmente, 0,5
um (Buehler). Para avaliagao de 24 horas, outro conjunto de seis dentes foi preparado,
embutido em resina acrilica e polido conforme descrito previamente. Os discos de
acrilico foram secos por 24 horas a 37 °C e recobertos com platina. As interfaces
adesivo-dentinarias foram analisadas em um microscépio eletrénico de varredura
utilizando detector de elétrons retroespalhados (Quanta 650 - FEG, Thermo Fisher,
Waltham, MA, USA). A quantificagao (intensidade normalizada) de calcio e fosforo na
dentina mineralizada, camada hibrida e camada de adesivo foi realizada ao longo de
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uma linha de 15 ym com captagao de 100 pontos utilizando EDS (Quantax 4030 e
Xflash 6-60, Bruker Optics, Ettlingen, Alemanha).

Figura 4.5 - Representacao ilustrativa do ensaio de nanoindentagéo
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Fonte: A autora.
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4.8 AVALIACAO DO POTENCIAL INIBITORIO DA  ATIVIDADE
COLAGENOLITICA/GELATINOLITICA

4.8.1 Zimografia in situ

Outro conjunto de 30 terceiros molares humanos foram selecionados (n=5) e
preparados conforme descrito na segdo 4.6.2 (Figura 4.3). Os dentes restaurados
foram armazenados em 15 mL de FCS a 37 °C por 24 horas e, em seguida, tiveram
suas raizes planificadas e foram cortados no sentido ocluso-cervical em fatias de 300
Mm de espessura de modo a expor a interface adesiva (Isomet 5000, Buehler). Para
cada um dos dentes, duas fatias foram testadas ap6s 24 horas e outras duas apos 12
meses de armazenamento em FCS a 37° C. O FCS foi manipulado e trocado
semanalmente. As fatias foram polidas manualmente com lixas de carbeto de silicio
granulagado 1200 e 2400 (Buehler) até que se obtivessem amostras com 300 um de
espessura. A zimografia in situ foi realizada com gelatina conjugada com fluoresceina
como substrato para gelatinases (EnzChek Gelatinolytic/Collagenolytic Assay Kit, E-
12055, Thermo Fisher Scientific Inc.) conforme descrito em Mazzoni et al. (74). Uma
solugéo estoque (1 mg/mL) de gelatina conjugada com fluoresceina foi preparada pela
adicdo de 1 mL de agua deionizada aos frascos contendo o substrato liofilizado,
aquecida em banho maria por 10 minutos a 50 °C. Posteriormente, aliquotas de 10 yL
foram transfridas para tubos eppendorfs e armazenados a -20 °C até o uso.
Previamente ao ensaio, a solugdo aliquotada foi diluida 1:10 em tampao contendo
cloreto de sddio (NaCl) 150 mmol/L, CaCl2 5 mmol/L, Tris-HCI 50 mmol/L e pH 8,0. As
fatias foram posicionadas em laminas de vidro e, em seguida, 20 pL de gelatina
fluorescente foram pipetados sobre cada fatia. O conjunto foi recoberto com uma
laminula e selado com esmalte. As ldminas foram protegidas da luz e incubadas a
6 °C por 7 dias. A hidrdlise do substrato de gelatina conjugado com fluoresceina,
indicativo de atividade gelatinolitica enddgena, foi analisada por microscopio confocal
multi-photon (Zeiss, LSM 780, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha). Se¢des Opticas de
12 um de espessura foram adquiridas a partir de diferentes planos focais. As imagens
foram analisadas, quantificadas e processadas através da utilizagao do software ZEN
2010 software (Carl Zeiss). A representacdo do ensaio de zimografia in situ esta



93

apresentado na Figura 4.6.

Figura 4.6 - Representagao ilustrativa do ensaio de zimografia in situ

( Microscépio confocal )

_ LAMINULA
LAMINA \ AMOSTRA
) > ’ ”
\ \ /\ GELATINA

15 mL Fatias
FCSa37°C 0,3 mm
24 horas e 12 meses

7 dias de incubagéo a 6 °C

Fonte: A autora.

4.8.2 Zimografia reversa

A atividade inibitéria dos adesivos e pré-tratamentos sobre a atividade
gelatinolitica de MMP-2 foi avaliada por zimografia reversa. 5 yL de MMP-2 (25
umol/L) (colagenase de Clostridium histolyticum Tipo IV, Sigma-Aldrich Inc.) foram
incubados em tampao (Tris-HCI 50 mmol/L, NaCl 150 mmol/L, CaClz 5 mmol/L, cloreto
de zinco (ZnCl2) 1 ymol/L, pH 7,5) com 50 ug de gelatina (10 mg/mL) a 37 °C por 24
horas. 10 pL dos adesivos (Ad(-) e Ad(+)) ou de suas combinagbes com pré-
tratamentos (P(-)Ad(-), P(-)Ad(+), P(+)Ad(-), P(+)Ad(+)) foram adicionados as
solugdes previamente a incubacéo (Figura 4.7). Para verificagado da degradagao/efeito
protetor das particulas de SC quando adicionadas ao adesivo e pré-tratamento foi
ralizada uma curva de tempo de hidrélise do substrato (3, 6 e 24 horas) dos grupos
P(-)Ad(-) e P(+)Ad(+).

ApoOs a incubagdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10% com dodecil sulfato de sodio (SDS) em condigdes ndo redutoras
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). O padrdo de massa molecular variou de
10 a 180 kDa (PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific Inc.).
As proteinas foram coradas Coomassie Blue R-250 por 2 horas e descoradas em
solucao contendo 50% de metanol, 10% de acido acético e 40% de agua deionizada.
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4.8.3 Ensaio de Hidroxiprolina

A verificagdo da concentracdo de hidroxiprolina (HYP) liberada pelas amostras
(indicativo da degradagcédo do colageno pela MMP-2) foi determinada por ELISA
(Human hydroxyproline ELISA Kit, Bt Lab, Zhejiang, China). Esse método se baseia
no principio de que cerca de 10% do colageno tipo | (principal constituinte orgénico da
matriz de dentina) & constituido por este aminoacido ndo essencial (229-232), que por
sua vez inexiste ou existe em concentragbes muito baixas em outras proteinas (229).
Para realizagdo do ensaio, 5 pL de MMP-2 (25 pmol/L, Sigma-Aldrich Inc.)
(colagenase de Clostridium histolyticum Tipo IV, Sigma-Aldrich Inc.) foram incubados
em tampao (Tris-HCI 50 mmol/L, NaCl 150 mmol/L, CaCl> 5 mmol/L, ZnCl> 1 pymol/L
em pH 7,5) com 50 ug de gelatina (10 mg/mL) a 37 °C por 24 horas. 10 pyL dos
adesivos (Ad(-) e Ad(+)), dos pré-tratementos (P(-) e P(+)) ou de suas combinagdes
(P(-)Ad(-), P(-)Ad(+), P(+)Ad(-), P(+)Ad(+)) foram adicionados as solugbes
previamente a incubacédo (Figura 4.7). Apos incubagdo a concentragcdo de HYP
liberada foi quantificada utilizando o kit de ELISA (Human hydroxyproline ELISA Kit,
Bt Lab, Zhejiang, China), seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. Os valores de
absorbancia foram mensurados em espectrofotdmetro com comprimento de onda fixo
em 450 nm (VERSA Max Microplate Reader, Molecular Devices, California, EUA).
Uma curva padrdao com concentragdes conhecidas de hidroxiprolina (150, 300, 600,
1200, 2400 nmol/L) foi feita simultaneamente. Todas as analises foram realizadas em

duplicata.

4.8.4 Espectroscopia de fluorescéncia para atividade de MMP-2

O ensaio de cinética enzimatica utilizando substrato com fluorescéncia
apagada intramolecularmente (peptideo Abz-AGPRGAGQ-EDDnp) foi realizado em
microplaca de fundo preto com 96 pogos. Em cada pog¢o foram pipetados em duplicata
200 pL de solugéo contendo: 5 yL de MMP-2 (25 pmol/L, Sigma-Aldrich Inc.), 23 pL
tampéo de ativagdo para MMP-2 (Tris-HCI 50 mmol/L, NaCl 150 mmol/L, CaCl, 5
mmol/L, ZnCl> 1 ymol/L, pH 7,5) e 1 puL da solugao de substrato (240 mmol/L). 10 pyL
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dos adesivos (Ad(-) e Ad(+)), pré-tratamentos (P(-) e P(+)) ou suas combinagdes
(P(-)Ad(-), P(-)Ad(+), P(+)Ad(-), P(+)Ad(+)) foram adicionados as solu¢des e o
conjunto foi incubado por 24 horas a 37 °C.

Durante a reacdo de hidrdlise proteolitica, o substrato com fluorescéncia
apagada intramolecularmente é clivado, liberando a molécula fluorescente que pode
assim ser quantificada no ambiente de ensaio. As medidas de fluorescéncia emitidas
foram realizadas em um fluorimetro (Fluorescence Spectrophotometer F-7000, Hitachi
High-Tech, Toquio, Japao) a 37 °C (CB-8-30E Cooling Bath, Heto Lab Equipment,
Allergd, Dinamarca) com comprimento de onda de excitagdo fixado em 320 nm e
emissdo em 420 nm e repeticdo de aquisigao dos espectros a cada 10 segundos. Os
valores obtidos foram utilizados para calcular a porcentagem da atividade da MMP-2
em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF%).

Figura 4.7 - Representagdo ilustrativa dos incubados contendo gelatina, MMP-2, Ad(+), Ad(-),
P(-)Ad(-), P(-)Ad(+), P(+)Ad(-), P(+)Ad(+) utilizados para os ensaios de zimografia
reversa, hidroxiprolina e espectroscopia de fluorescéncia para atividade de MMP-2. Para
os dois ultimos ensaios foram testados incubados contendo P(-) e P(+) isoladamente

vy VY

Gelatina/Substrato Gelatina/Substrato Gelatina/Substrato Gelatina/Substrato Gelatina/Substrato
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ENSAIO DE HIDROXIPROLINA E
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H-0 Gelatina/Substrato MMP-2 Ad() Ad(+) P() P(+)
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Fonte: A autora.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os conjuntos de dados foram submetidos ao teste de aderéncia a curva normal
(teste de Shapiro-Wilk) e de homogeneidade de variancia (teste de Levene). Os
resultados de grau de converséo, resisténcia coesiva do adesivo, liberagdo de ions,
resisténcia de unido a microtragado e nanoindentagdo (modulo de elasticidade e dureza
do compdsito, camada adesiva, camada hibrida e dentina) foram analisados pelo teste
de analise de variancia (ANOVA) de acordo com a Tabela 4.9 e complementados por
teste de Tukey para contraste entre as médias. Em todos os casos, foi adotado o nivel
de significancia de 5%. Os resultados das analises de zimografia in situ, zimografia
reversa, ensaio de hidroxiprolina e espectroscopia de fluorescéncia para atividade de
MMP-2 sao apresentados de forma descritiva.
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Tabela 4.2 - Métodos estatisticos empregados para a andlise dos dados de grau de conversao,
resisténcia coesiva do adesivo, liberagdo de ions, resisténcia de unido a microtragao e
nanoindentagao (mddulo de elasticidade e dureza do compdsito, camada adesiva, camada
hibrida e dentina) de acordo com a analise de variancias (ANOVA), fatores, niveis e

medidas repetidas (se aplicavel)

Ensaio ANOVA Fator(es) Niveis Medidas Repetidas
Dois niveis:
Grau de conversao Um fator Material -
Ad(-) e Ad(+)
Dois niveis:
Material
Resisténcia coesiva Dois Ad(-) e Ad(+)
do adesivo fatores Periodo de Dois niveis:
armazenamento 24 horas e 12 meses
Dois niveis:
: _ : Material ’
Liberacao Dois Ad(-) e Ad(+) Periodo de
de ions fatores Periodo de Quatro niveis: armazenamento
armazenamento 15, 30, 45 e 60 dias
Dois niveis:
Material
Ad(-) e Ad(+)
Trés niveis:
Resisténcia de unidao Trés Periodo de
) _ Pré-tratamento sem pré-tratamento,
a microtragao fatores armazenamento
P(-) e P(+)
Periodo de Dois niveis:
armazenamento 24 horas e 12 meses
Dois niveis:
Material
Ad(-) e Ad(+)
Trés niveis:
Modulo de
. Pré-tratamento sem pré-tratamento, P(-)
elasticidade e dureza Quatro P(+) Periodo de
e
do compdsito e da fatores _ armazenamento
. Periodo de Trés niveis: 24 horas, 6
dentina
armazenamento meses e 12 meses
Distancia da Trés niveis:
interface 5,20 e 35 um
Dois niveis:
Material
Ad(-) e Ad(+)
Médulo de Trés niveis:
elasticidade e dureza Trés Pré-tratamento sem pré-tratamento, Periodo de
da camada adesiva fatores P(-) e P(+) armazenamento
da e camada hibrida Trés niveis:
Periodo de

24 horas, 6 meses e 12

armazenamento
meses

Fonte: A autora.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZAGCAO DAS PARTICULAS

5.1.1 Difratometria de raios-X (DRX)

As fases presentes em cada sintese sao apresentadas na Tabela 5.1. Os
difratogramas sédo apresentados nas Figuras 1, 2, 3 e 4 do Apéndice B. De forma
geral, foram obtidas misturas de fases. Em todas as sinteses foi identificada a
formacao de silicato dicalcico (-Ca2SiOs, belita) com picos de maxima intensidade
entre 32,05° - 32,61° (Joint Committee on Powder Diffraction Standards/ JCPDS n°
29-0371). A formagé&o de outros compostos também foi identificada na ordem de maior
para menor prevaléncia: CasSiOs (silicato tricalcico/alita, picos caracteristicos em
29,43°, 32,60° e 34,37°, 65° JCPDS n° 49-0442), 6xido de calcio (CaO, picos
caracteristicos em 32,2°, 37,34° e 53,85°, JCPDS n° 37-1497), hidréxido de calcio
(Ca(OH)2, picos caracteristicos em 17,19 °, 34,09° 36,45°, JCPDS n°® 72-0156) e
espurrita (Cas(Si04)2C0O3, picos caracteristicos em 33,14°, 33,57° e 33,85°, JCPS n°
13-0496).

A razdo molar dos precursores alterou a relagao largura/meia altura dos picos.
Este efeito foi mais evidente para os materiais sintetizados na razdo molar 2:1, os
quais apresentaram picos de menor intensidade, exceto para sintese realizada a
24 °C, pH basico e 1,2 gramas de CTAB.

5.1.2 Espectometria por fluorescéncia de raios-x (FRX), area superficial,
densidade tedrica e tamanho (Dso) das particulas

Os dados obtidos pelas analises de FRX, densidade e tamanho de particulas
sdo apresentados na Tabela 5.1. Foi observada uma boa correlagao entre razao Ca:Si
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utilizada na sintese e a proporgéo destes elementos nas particulas, com excecao dos
grupos A e F. O grupo F, embora sintetizado com razdo molar 2:1, originou as
particulas com a maior propor¢ao Ca:Si.

De modo geral, as sinteses realizadas com razdo molar 2:1 apresentaram
valores menores para Dso. Para as sinteses realizadas com uma mesma razao molar,
a maior quantidade de CTAB reduziu o tamanho de particula. O pH teve efeito
evidente para sinteses realizadas com 0,6 g de CTAB a 80 °C, nas quais particulas
menores foram identificadas nas sinteses realizadas em meio acido em ambas as
razdes molares.

Os valores de area superficial variaram entre 33 e 62 m?/g. Nao foi possivel
identificar correlacdo entre a razdo molar dos precursores, quantidade de CTAB e
temperatura com os valores de area superficial. Entretanto, o pH parece ser influente
para as sinteses realizadas a 80 °C, nas quais o meio acido originou particulas com
maior area superficial em relagao as sinteses analogas em meio basico.

A densidade das particulas variou entre 3,05 e 3,62 g/cm?® sendo que a maioria
apresentou densidade compreendida entre 3,05 e 3,34 g/cm?3, valores comparaveis
aos relatados para o CazSiO4 (3,28 g/cm?®)(233), CasSiOs (3,15 g/lcm?®) (234) e CaO
(3,35 g/cm?3) (235).

5.1.3 Microscopia eletrénica de varredura

As imagens em MEV das particulas obtidas na sintese (previamente a
moagem) s&o apresentadas nas Figuras 5.1 a 5.4 e a descricdo das morfologias
observadas é apresentada na Tabela 5.4. No geral, houve formacao de aglomerados
micromeétricos de diferentes tamanhos, formados por nanoparticulas esféricas ou
irregulares. Em alguns casos (Figuras 5.1 D e Figuras 5.3 K e L), houve formagao de
particulas aciculares recobrindo esses aglomerados.



Tabela 5.1 - Fases encontradas no DRX, e resultados obtidos para as analises de espectometria por fluorescéncia de raios-x (FRX), distribuicdo do tamanho
de particulas (Dso), area superficial e densidade tedrica (p) e morfologia das dezesseis sinteses realizadas, ordenadas de A a P, em fungao da
razdo molar dos precursores, temperatura, quantidade de CTAB e pH do meio reacional

- 3 Area
Grupo Razao °C CTAB pH Fases Razac_) Dso superficial P 3 Morfologia das particulas
Molar (9) Ca:Si (um) 2 (g/lcm?)
(m*/g)
CazSiO4
A 2:1 24 2 1 7
0.6 6 Ca(OH)2 3 3 38 3.0 Aglomerados de nanoparticulas
B 21 o4 0.6 10 CazSiOq 2.6 13 14 3,34 esféricas e irregulares
Ca(OH):
. Particulas micrométricas com
C 2:1 80 0,6 6 CasSiOs 2,5 13 9 3,10 superficie ireqular e porosa
Cas(Si04)COs P 9 P
D 21 80 0.6 10 CasSiOs 9 29 38 3,56 Particulas esferlca}s parcialmente fusionadas,
recobertas por particulas com formato agulhado
E 2:1 24 1,2 6 CazSiO4 1,9 10 41 3,10
; Aglomerados de particulas irregulares
F 2:1 24 12 10  CSOs 52 11 62 3,11
CaO
G 21 80 12 6 Ca28!04 19 12 41 3,62 Aglomerados de par’ucu!as esféricas
CasSiOs de tamanhos variados
H 2:1 80 1,2 10 Ca,Si0s 2,1 10 15 3,54 Aglomerados porosos
' ! CasSiOs ’ ! g P
1 3:1 24 0,6 6 CazSiOq 2,1 17 43 3,22 Aglomerados micrométricos de formato irregular
CazSiOq , -
J 3:1 24 0,6 10 Cao 4.4 21 10 3,16 Aglomerados de nanoparticulas esféricas regulares
CaxSiO4
K 3:1 80 0,6 6 CasSiOs 2,8 16 43 3,05 Aglomerados de particulas esféricas irregulares
Ca(OH)2 tamanhos variados recobertas
L 31 80 0.6 10 CazSiOq 3.3 36 11 3,06 por particulas com formato agulhado

Ca(OH)2

Lol



Area

Razdo o CTAB Razdo Dso _ . .
I
Grupo Molar C () pH Fases Ca:Si  (um) supe:flmal (glem?) Morfologia das particulas
(m*/g)
M 3:1 24 12 6 Ceetiox 28 18 33 3,21
CaO
N 3:1 24 1,2 10 CazSi04a0 29 16 41 3,19 . -
_ Aglomerados porosos de particulas esféricas

(o) 31 80 1.2 6 CazSiOs, 33 11 49 3.16 irregulares de tamanhos variados

: ’ CasSiOs ’ ’

) CazSiOs,
P 3:1 80 1,2 10 CasSiOs 3,3 10 19 3,23

Fonte: A autora.

41)"
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Figura 5.1 - Imagens em microscopio eletrbnico de varredura das particulas de silicato de calcio
sintetizadas com razdo molar 2:1 e 0,6 gramas de CTAB. As imagens estdo ordenadas de
A a D, seguindo a mesma ordem de grupos apresentada na Tabela 5.1. A coluna da
esquerda e da direita apresentam as imagens em menor e maior aumento,
respectivamente

Fonte: A autora.
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Figura 5.2 - Imagens em microscopio eletronico de varredura das particulas de silicato de calcio
sintetizadas com razdo molar 2:1 e 1,2 gramas de CTAB. As imagens estdo ordenadas de
E a H, seguindo a mesma ordem de grupos apresentada na Tabela 5.1. A coluna da
esquerda e da direita apresentam as imagens em menor e maior aumento,
respectivamente

Fonte: A autora.
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Figura 5.3 - Imagens em microscopio eletrdnico de varredura das particulas de silicato de calcio
sintetizadas com razdo molar 3:1 e 0,6 gramas de CTAB. As imagens estdo ordenadas de
| a L, seguindo a mesma ordem de grupos apresentada na Tabela 5.1. A coluna da
esquerda e da direita apresentam as imagens em menor e maior aumento,
respectivamente

S pm ———

CT - POLI_USP

X High vacuum | 414

Fonte: A autora.
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Figura 5.4 - Imagens em microscopio eletrénico de varredura das particulas de silicato de calcio
sintetizadas com razdo molar 3:1 e 1,2 gramas de CTAB. As imagens estdo ordenadas de
M a P, seguindo a mesma ordem de grupos apresentada na Tabela 5.1. A coluna da
esquerda e da direita apresentam as imagens em menor e maior aumento,
respectivamente

CT - POLI_USP

SED | 10.6 mm | 3.0 | 1000  High vacuum | 414 ym

000 x | High vacuum | 27.6 pm CT - POLI_USP

x_ High vacuum | 414 pm

[T R—

CT - POLI_USP

Fonte: A autora.






111

5.1.4 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

As imagens em MET que apresentam o aspecto morfolégico das
nanoparticulas que compdem os aglomerados obtidos nas sinteses (previamente a
moagem) estdo apresentadas nas Figuras 5.5 a 5.7. Independentemente das
condicbes de sintese, foi possivel constatar que as estruturas formadas sao
cristalinas e porosas. No geral, todas as sinteses originaram aglomerados de
diferentes tamanhos com bordas bem delimitadas e irregulares, compostos por
nanoparticulas com tamanhos variados fusionadas. As areas mais eletrodensas
indicam regidbes com maior aglomeracdo de nanoparticulas. Assim como
apresentado na microscopia eletrénica de varredura, as sinteses D, |, K e L
apresentaram particulas aciculares, indicando a formacgao de fases distintas.
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Figura 5.5 - Imagens de MET das particulas de silicato de calcio sintetizadas. As imagens estdo
ordenadas de A a F, seguindo a mesma ordem de grupos apresentada na Tabela 5.1

Fonte: A autora.
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Figura 5.6 - Imagens de MET das particulas de silicato de calcio sintetizadas. As imagens estdo
ordenadas de G a L, seguindo a mesma ordem de grupos apresentada na Tabela 5.1

Fonte: A autora.
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Figura 5.7 - Imagens de MET das particulas de silicato de calcio sintetizadas. As imagens
estdoordenadas de M a P, seguindo a mesma ordem de grupos apresentada na Tabela

Fonte: A autora.
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5.2 LIBERAGAO DE iONS — AVALIACAO PRELIMINAR

As concentragdes de calcio e silicio liberadas apds 7 dias de armazenamento
de corpos de prova do adesivo Single Bond 2 (3M ESPE) contendo 10% em massa
das particulas de SC estdo apresentadas na Tabela 5.2, juntamente com a raz&o
Ca:Si nas particulas e o que foi detectado em solugéo. O intervalo de valores para os
ions calcio foi mais amplo do que o registrado para o silicio (respectivamente, 9,0-18,8
ppm e 3,6-4,3 ppm). Os grupos com as menores razdes Ca:Si (E e H) liberaram as
menores concentracdes de calcio. Os materiais que possuiam particulas com razdes
Ca:Si maiores foram capazes de liberar concentracbes de calcio até duas vezes
superiores em relagdo aos materiais com particulas dos grupos E e H.

Tabela 5.2 - Médias e desvios-padrao para os dados de liberagédo de ions calcio e silicio (em ppm) no
periodo de 7 dias (determinados em ICP-OES, n=2) do adesivo Adper Single Bond 2 (3M
ESPE) contendo 10% em massa de particulas dos grupos E, F, H, O e P (de acordo com

a Tabela 5.1)
Ca:Si (meio
Grupo Ca:Si (particula) Calcio Silicio
de imersao)
E 1,9 9,0 (2,3) 3,9 (0,6) 2,3
F 5,2 17,7 (3,8) 4,3 (0,2) 4,1
H 2,1 9,1(0,5) 4,1(1,5) 2,2
o 3,3 18,8 (8,4) 4,3(1,7) 4.4
P 3,3 12,6 (1,1) 3,6 (0,7) 3,5

Fonte: A autora.

5.3 CARACTERIZAGCAO DA PARTICULA APOS MOAGEM

As particulas de SC que apresentaram maior liberagdo de calcio (grupos O e
P), por serem sinteses analogas diferindo apenas quanto ao pH do meio reacional,
foram misturadas, moidas, novamente caracterizadas e utilizadas para todos os
outros ensaios. Assim como as particulas primarias das sinteses O e P (Figura
apéndice 2), o a difratometria de raios-x indicou a presencga de silicato dicalcico e
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tricalcico (Ca,SiO4 e CazSiOs) diferindo apenas na intensidade dos picos, que se
apresentaram menores em relagdo aqueles dos difratogramas das amostras pré
moagem (Figura 5.8). Esse resultado era esperado uma vez que a moagem nao
deveria interferir ou modificar as fases de silicato formadas originalmente. Os dados
obtidos pelas analises de FRX, tamanho do aglomerado de particulas e area
superficial e densidade sao apresentados na Tabela 5.3. Ndo houve diferenga para
razao Ca:Si das particulas moidas em comparagao com as particulas O e P originais.
Entretanto, a moagem se mostrou efetiva para a redugdo do tamanho dos
aglomerados, evidenciada pelo deslocamento da curva de distribuigdo do tamanho de
particulas apresentada da Figura 5.8 o e aumento da area superficial. A distribuicdo
de tamanhos também se apresentou mais estreita do que a das particulas originais.
O valor de densidade também se manteve semelhante ao das sinteses originais.

A morfologia dos aglomerados das particulas apds a moagem observada em
MEV e MET é apresentada na Figura 5.9. E possivel observar aglomerados porosos
de diferentes tamanhos, formados por particulas irregulares com bordas lisas e bem
definidas, no geral a morfologia semelhante a dos pds originais, porém, com

aglomerados menores.

Figura 5.8 - Difratograma da sintese moida (esquerda) e grafico de distribuicdo do tamanho de
particulas das sinteses O, P e moida (direita)

7504 0

|

Intensidade (u.a)
Volume (%)

250

i

f. H J h

W’WW‘ ww M’WW Mw N‘W
10 20 28 : ) . Tamanho de particula (um)

Fonte: A autora.

80
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Figura 5.9 - Imagem de microscopia eletrénica de varredura (esquerda) e microscopia eletrénica de

transmissao (direita) das particulas moidas

vac mode HV det WD spot mag O HFW 5pm —— 0 2 m
High vacuum | 15.00 kV | BSED | 9.6 mm | 3.0 | 10 000 x | 27.6 ym LCT - POLI_USP 4

Fonte: A autora.

Tabela 5.3 - Resultados obtidos para as analises de FRX, Razao Ca:Si, distribuicdo do tamanho de
(D10, Dso, Deo), area superficial e densidade teorica (p) das particulas moidas e das
sinteses O e P

Area Superficial

Grupo Razao Ca:Si D1o(um)  Dso(um) Doo(m) P
(m2/g) (glcm?)
Moido 3,3 2 5 14 55 3,02
Sintese O 3,3 3 11 30 49 3,16
Sintese P 3,3 3 10 26 19 3,23

Fonte: A autora.
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5.4 CARACTERIZACAO DO ADESIVO

5.4.1 Grau de conversao e resisténcia coesiva

As médias e desvios-padréo para grau de conversao e resisténcia coesiva do
adesivo (frasco 3/Adesivo, Adper Scotchbond Multipurpose, 3M ESPE) sem (Ad(-)) ou
com adigado 5% em massa de SC (Ad(+)) s&o apresentadas na Tabela 5.4. Para o
grau de conversao, nao foram verificadas diferengas estatisticamente significantes
entre os grupos (p>0,05), indicando que a adicdo de 5% em massa de particulas de
silicato de calcio nao interferiu na reacédo de polimerizacédo. A auséncia de diferenca
estatisticamente significante também foi observada entre os grupos para resisténcia
coesiva inicial (p>0,05). Apos 12 meses de armazenamento ndao foram observadas
reducdes estatisticamente significantes para um mesmo grupo. Entretanto, o adesivo
sem particulas (Ad(-)) apresentou-se estatisticamente superior em relagdo ao adesivo

com particulas (Ad(+)).

Tabela 5.4 - Médias e desvios-padrao para grau de conversao (em %) e resisténcia coesiva (apos 24
horas e 12 meses de armazenamento em agua) do adesivo (frasco 3, Adper Scotchbond
Multipurpose, 3M ESPE) sem (Ad(-)) ou com adi¢cdo 5% em massa de SC (Ad(+)), em
MPa. Valores seguidos de uma mesma letra maiuscula em uma mesma coluna e letras
minusculas em uma mesma linha (apenas para resisténcia coesiva) indicam auséncia de
diferenga estatisticamente significante (ANOVA/teste de Tukey, p>0,05)

Resisténcia coesiva (MPa)

Material Grau de conversao (%)

24 horas 12 meses
Ad(-) 69,1 (2,4) A 44,3 (8,0) Aa 38,9 (8,9) Aa
Ad(+) 69,8 (0,6) A 39,0 (5,8) Aa 31,8 (4,9) Ba

Fonte: A autora.
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5.4.2 Liberagao de ions

As médias e os desvios-padrao para as concentragdes de calcio e silicio
liberadas pelos adesivo (frasco 3/Adhesive, Adper Scotchbond Multipurpose, 3M
ESPE) sem (Ad(-)) ou com adicdo 5% em massa de SC (Ad(+)) ao longo de 60 dias
sdo apresentadas nas Tabela 5.5. As concentragdes idnicas de calcio e silicio
liberadas pelo pré-tratamento foram significativamente superiores em relagdo aos
outros grupos (calcio: 110-132 ppm, silicio: 16-20 ppm), portanto, esses dados n&o
foram incluidos na analise estatistica. Para liberacao de ions calcio, ambos os fatores
(material e tempo de armazenamento) e a interagdo entre eles foram significantes
(p<0,05). Para o grupo Ad(-), concentragdes baixas de calcio foram detectadas aos
15 e 60 dias. Uma vez que o material ndo continha calcio em sua composi¢cao €&
possivel inferir esses valores referem-se a contaminagdo das amostras, algo comum
para o ion avaliado. Aos 15 dias, o grupo contendo 5% de SC apresentou valores
estatisticamente superiores a todas as demais condi¢des analisadas, as quais foram
semelhantes entre si.

A concentragbes de silicio liberadas foram inferiores as de calcio,
independentemente do grupo ou periodo analisado e ndo foram detectadas diferengas

entre 0s grupos ou entre os periodos de armazenamento.

Tabela 5.5 - Médias e desvios-padrédo das concentragdes de ions calcio e silicio (ppm) liberadas pelos
grupos Ad(-) e Ad(+) por até 60 dias. Valores seguidos de uma mesma letra maiuscula
indicam auséncia de diferenca estatisticamente significante (ANOVA/teste de Tukey,

p>0,05)
Calcio Silicio
Dias
Ad(-) Ad(+) Ad(-) Ad(+)

15 0,10 (0,17) B 23,05 (6,99) A 0,10 (0,10) A 0,01 (0,02) A
30 n/d 5,21 (1,33) B 0,08 (0,08) A 0,03 (0,06) A
45 n/d 3,18 (0,39) B 0,03 (0,02) A n/d

60 0,11 (0,07) B 3,55 (1,26) B n/d 0,02 (0,03) A

n/d: ndo detectado
Fonte: A autora.
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5.5 AVALIACAO DA INTERFACE ADESIVA: ENSAIOS MECANICOS E
MICROESTRUTURA

5.5.1 Resisténcia de uniao a microtragao

As médias e o desvios-padrao para os resultados de resisténcia de unido a
microtragdo apos 24 horas e 12 meses de armazenamento sao apresentados na
Figura 5.10. Dentre os trés fatores avaliados (pré-tratamento, adesivo e periodo de
armazenamento), apenas o pré-tratamento e o periodo de armazenamento foram
estatisticamente significantes (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). Os grupos que n&o
receberam pré-tratamento apresentaram média agrupada estatisticamente superior
em relagdo aos grupos que receberam pré-tratamento com SC, enquanto os grupos
tratados apenas com EtOH (P(-)) apresentaram a média agrupada semelhante a
ambos. O envelhecimento dos corpos de prova por 12 meses provocou reducdes
estatisticamente significantes na resisténcia de unido, da ordem de 36,5%.
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Figura 5.10 - Médias e desvios-padrdo para resisténcia de unido a microtragdo (em MPa). Sao
apresentadas as médias agrupadas para os fatores que apresentaram significancia
estatistica: pré-tratamento (barras cinzas) e periodo de armazenamento (duas ultimas
barras a direita). Valores seguidos de uma mesma letra maiuscula indicam auséncia de

diferenga estatisticamente significante (ANOVA/teste de Tukey, p>0,05)

60

24 h
[ 12m
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grupos

médias agrupadas

Fonte: A autora.

O modo de fratura (falha adesiva, coesiva em resina ou em dentina e mista)

dos palitos submetidos ao ensaio de resisténcia de unido a microtragdo em fungao

dos grupos e periodos de armazenamento, esta apresentado na Tabela 5.6.

Independente do grupo e do envelhecimento, os maiores percentuais de fratura foram

de origem mista, seguido pelas falhas adesivas. Para 24 horas houve uma

porcentagem baixa de falhas coesivas, porém é possivel observar uma modificagao

do perfil de fratura apés armazenamento, no qual existe uma tendéncia de redugao

das falhas mistas e adesivas e aumento das falhas coesivas em dentina e,

principalmente, em resina.
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Tabela 5.6 - Porcentagens dos modos de fratura apresentados em: falha adesiva, coesiva em
dentina,coesiva em resina e mista em fungéo dos periodos de armazenamento (24 horas
ou 12 meses)

Modo de Falha

Grupos Adesiva Coesivg em Coesi\{a em Mista
Dentina Resina
Ad(-) 24 horas 34,5 - - 65,5
Ad(-) 12 meses 25,0 15,6 12,5 46,9
Ad(+) 24 horas 25,7 11,7 29 60,0
Ad(+) 12 meses 30,0 10,0 5,0 55,0
P(-)Ad(-) 24 horas 34,4 9,4 - 56,3
P(-)Ad(-) 12 meses 28,1 21,9 12,5 37,5
P(-) Ad(+) 24 horas 28,6 5,7 - 65,7
P(-)Ad(+) 12 meses 23,3 11,5 23,3 41,9
P(+) Ad(-) 24 horas 54,5 3,0 - 42,5
P(+)Ad(-) 12 meses 29,3 3,0 59 61,8
P(+) Ad(+) 24 horas 22,9 57 - 71,4
P(+)Ad(+) 12 meses 30,4 4.4 2,2 63,0

Fonte: A autora.

5.5.2 Nanoindentagao

5.5.2.1 Composito

As médias e o desvios-padréao de dureza do compdsito a diferentes distancias
da interface adesiva em fungdo do pré-tratamento, adesivo e periodo de

armazenamento, sdo apresentados na Figura 5.11.






Figura 5.11- Médias e desvios-padr&o para os valores de dureza (kgf/cm?) do composito em fungdo do pré-tratamento, adesivo, tempo de armazenamento e
distancia da interface adesiva
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Fonte: A autora.
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As interagbes pré-tratamento*tempo de armazenamento e distancia da
interface*tempo de armazenamento foram estatisticamente significantes (p<0,05 e
p<0,01, respectivamente). As demais interagdes ndo foram significantes.

Para a interagao pré-tratamento*tempo de armazenamento (Tabela 5.7), de
modo geral, o pré-tratamento ndo afetou a dureza do composito em nenhum dos
periodos de armazenamento. Porém, foi detectado um aumento estatisticamente

significante entre 6 meses e 12 meses para a condigéo P(-).

Tabela 5.7 - Médias agrupadas e desvios-padrédo dos valores de dureza (kgf/cm?) do compésito para
interacao pré-tratamento*tempo de armazenamento. Valores seguidos de uma mesma
letra mailscula indicam auséncia de diferencga estatisticamente significante (ANOVA/teste
de Tukey, p>0,05)

Tempo de armazenamento
Pré-Tratamento

24 horas 6 meses 12 meses
Sem P 94,4 (17,9) AB 95,3 (3,6) AB 105,7 (13,2) AB
P(-) 94,7 (16,4) AB 92,0 (6,0)B 108,1 (3,9) A
P(+) 96,3 (15,5) AB 105,0 (6,8) AB 102,3 (5,9) AB

Fonte: A autora.

Em relagédo a interacdo distancia da interface*tempo de armazenamento
(Tabela 5.8), foi observado que o compdsito apresentou um aumento estatisticamente
significante da dureza proximo a interface (5 um) entre 24 horas e 6 meses. Para as
demais distancias, a dureza do compadsito se manteve estavel durante todo o periodo

de armazenamento.

Tabela 5.8 - Médias agrupadas e desvios-padrao dos valores de dureza (kgf/cm?) do compdsito para
interacao distancia da interface*tempo de armazenamento. Valores seguidos de uma
mesma letra maiuscula indicam auséncia de diferenca estatisticamente significante
(ANOVA/teste de Tukey, p>0,05)

Distancia da Tempo de armazenamento
interface 24 horas 6 meses 12 meses
5 um 76,1 (4,6)C 93,3(7,0)B 99,0 (3,5) AB
20 um 100,9 (5,5) AB 99,9 (7,1) AB 99,6 (8,9) AB
35 um 99,0 (3,5) AB 104,5 (9,9) AB 113,2 (2,5) A

Fonte: A autora.
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As médias e o desvios-padrao de modulo de elasticidade do compdésito para os
quatro fatores em estudo sdo apresentados sao apresentados na Figura 5.12. Apenas
a distancia da interface e o tempo de armazenamento foram estatisticamente
significantes  (p<0,01). A interacdo distadncia da interface*tempo de
armazenamento também foi estatisticamente significante (p<0,01) e as médias
agrupadas s&o apresentadas na Tabela 5.9. Semelhante ao descrito para dureza, foi
observado um aumento estatisticamente significante do modulo proximo a interface (5
um) entre 24 horas e 6 meses. Para as demais distancias, a dureza do compdsito se
manteve estavel durante todo o periodo de armazenamento. Aos 12 meses, 0 mdédulo
de elasticidade do compdsito a 5 ym da interface foi estatisticamente menor do que a
35 um.

Tabela 5.9 - Médias agrupadas e desvios-padrdao dos valores de médulo de elasticidade (GPa) do
composito para interagdo distancia da interface*tempo de armazenamento. Valores
seguidos de uma mesma letra maiuscula indicam auséncia de diferenga estatisticamente
significante (ANOVA/teste de Tukey, p>0,05)

Distancia da Tempo de armazenamento
interface 24 horas 6 meses 12 meses
5 um 13,2(0,9)C 16,5(0,9) B 17,3(0,6) B
20 um 16,8 (0,3) B 17,4 (0,7) AB 17,5 (1,0) AB
35 um 17,3(0,6) B 18,1 (1,1) AB 19,0 (0,3) A

Fonte: A autora.



Figura 5.12 - Médias e desvios-padrdo para os valores médulo de elasticidade (GPa) do compédsito em fungdo do pré-tratamento, adesivo, periodo de
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5.5.2.2 Camada de adesivo
As médias e os desvios-padrao de dureza do adesivo em funcao do pré-

tratamento, presenca de SC no adesivo e ao periodo de armazenamento séo
apresentados na Figura 5.13.

Figura 5.13 - Médias e desvios-padréo para os valores de dureza (kgf/cm?) do adesivo em fungéo
do pré-tratamento, adesivo, tempo de armazenamento e distancia da interface
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Fonte: A autora.

Apenas a interagao adesivo*tempo de armazenamento (Tabela 5.10) foi
estatisticamente significante (p<0,05). A presenga de particulas no adesivo

resultou em menor dureza apenas apos 24 horas. Apds 6 e 12 meses apenas o
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adesivo sem particulas apresentou reducdo estatisticamente significante na
dureza (24 - 27%), enquanto a dureza do adesivo com particulas se manteve

estavel.

Tabela 5.10 - Médias agrupadas e desvios-padrdo dos valores de dureza (kgf/cm?) do adesivo
para a interagdo adesivo*tempo de armazenamento Valores seguidos de uma
mesma letra mailscula indicam auséncia de diferenga estatisticamente
significante (ANOVA/teste de Tukey, p>0,05)

Tempo de armazenamento

Adesivo 24 horas 6 meses 12 meses
Sem Particula 21,3(0,9) A 15,5(0,6) B 16,3(0,4) B
Com Particula 16,2 (1,8) B 15,6 (0,6) B 14,8 (0,4) B

Fonte: A autora.

As médias e os desvios-padrdao do modulo de elasticidade do adesivo sao
apresentados na Figura 5.14. Os fatores adesivo, pré-tratamento e tempo de
armazenamento foram estatisticamente significantes (p<0,01). A presencga de
SC reduziu o modulo de elasticidade da camada de adesivo (Ad(-): 4,50+0,9%;
Ad(+): 3,8+0,48). O pré-tratamento com particulas também reduziu o médulo da
camada de adesivo em relagdo aos grupos que néo receberam pré-tratamento
ou receberam o tratamento sem particulas (sem pré-tratamento: 4,4+0,9%;
P(-):4,5+0,74; P(+):3,6+0,4B). Foi observada redugdo no modulo de elasticidade
do adesivo entre 24 horas (4,7+1,0%) e 6 meses (3,9+0,58). Entre 6 e 12 meses

(3,9+0,58) ndo houve alteracgao.
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Figura 5.14 - Médias e desvios-padrao para os valores de médulo de elasticidade (GPa) do

adesivo
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Fonte: A autora.

5.5.2.3 Camada hibrida

As médias e o0 desvios-padrdo de dureza da camada hibrida sao

apresentados na Figura 5.15.
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Figura 5.15 - Médias e desvios-padréo para os valores de dureza (kgf/cm?) da camada hibrida
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Fonte: A autora.

As interagbes adesivo*tempo de armazenamento, pré-
tratamento*tempo de armazenamento e pré-tratamento*adesivo foram
estatisticamente significantes (p<0,01). Para a interagdo adesivo*tempo de
armazenamento (Tabela 5.11), o uso do adesivo com particulas resultou em

maior dureza da camada hibrida apos 12 meses.
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Tabela 5.11 - Médias agrupadas e desvios-padréo dos valores de dureza (kgf/cm?) da camada hibrida
para a interagédo adesivo*tempo de armazenamento Valores seguidos de uma mesma
letra maiuscula indicam auséncia de diferenga estatisticamente significante
(ANOVA/teste de Tukey, p>0,05)

. Tempo de armazenamento
Adesivo

24 horas 6 meses 12 meses
Sem Particula 21,9 (2,5 D 25,3 (8,4) BCD 28,7 (13,0) BC
Com Particula 22,7 (2,3) CD 31,1(1,8)B 42,4 (2,8) A

Fonte: A autora.

De forma semelhante, para interacdo pré-tratamento*tempo de
armazenamento (Tabela 5.12) a camada hibrida dos grupos que receberam pré-
tratamento contendo SC apresentaram valor de dureza estatisticamente superior aos

demais tratamentos apos 12 meses.

Tabela 5.12 - Médias agrupadas e desvios-padréo dos valores de dureza (kgf/cm?) da camada hibrida
para a interagao pré-tratamento*tempo de armazenamento. Valores seguidos de uma
mesma letra mailscula indicam auséncia de diferenca estatisticamente significante
(ANOVA/teste de Tukey, p>0,05)

Tempo de armazenamento

Pré-Tratamento

24 horas 6 meses 12 meses
Sem P 24,1 (0,7) BCD 25,2 (10,0) BCD 31,8 (13,2)B
P(-) 23,0(2,2)CD 27,0 (6,3) BCD 29,6 (14,5) BC
P(+) 19,9(0,4) D 32,0(3,8)B 445 (5,9 A

Fonte: A autora.

Para a interacdo pré-tratamento*adesivo (Tabela 5.13), n&o foram
observadas diferengas estatisticamente significantes entre os adesivos apenas para
0S grupos que receberam pré-tratamento com SC. Para as outras condigbes de pré-
tratamento (sem pré-tratamento ou P(-)), a utilizagdo do adesivo contendo SC resultou

em valores de dureza da camada hibrida estatisticamente mais altos.
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Tabela 5.13 - Médias agrupadas e desvios-padréo dos valores de dureza (kgf/cm?) da camada hibrida
para a interagdo pré-tratamento*adesivo. Valores seguidos de uma mesma letra
maiuscula indicam auséncia de diferenga estatisticamente significante (ANOVA/teste de
Tukey, p>0,05)

Pré-Tratamento Adesivo
Sem Particula Com Particula
Sem P 22,1(3,1)B 32,8(9,1)A
P(-) 21,1(1,6)B 32,0(7,7)A
P(+) 32,6 (12,1) A 31,6 (12,8) A

Fonte: A autora.

As médias e o desvios-padrdo de moédulo de elasticidade da camada hibrida
sdo apresentados na Figura 5.16. A interacdo adesivo*pré-tratamento*tempo de
armazenamento foi estatisticamente significante (p<0,01). Os grupos Ad(-) e
P(-)Ad(-) ndo apresentaram diferengas estatisticamente significantes ao longo dos
periodos. Os grupos Ad(+) e P(+)Ad(+) apresentaram o aumento estatisticamente
significante entre 6 meses e 12 meses (34% e 45%, respectivamente). O grupo
P(+)Ad(-) apresentou aumento estatisticamente significante entre 24 horas e 6 meses
(35%) e o grupo P(-)Ad(+),entre 24 horas e 12 meses (38%).
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Figura 5.16 - Médias e desvios-padréo para os valores de modulo de elasticidade (GPa) da camada
hibrida. Valores seguidos de uma mesma letra maidscula indicam auséncia de diferenca
estatisticamente significante (ANOVA/teste de Tukey, p>0,05)
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Fonte: A autora.

5.5.2.4 Dentina

As médias e o desvios-padrdo da dureza da dentina sdao apresentados na

Figura 5.17.







Figura 5.17 - Médias e desvios-padréo para os valores de dureza (kgf/cm?) da dentina em fungao do pré-tratamento, distancia da camada hibrida e tempo de
armazenamento
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As interagdes pré-tratamento*tempo de armazenamento (p<0,05) e
distdncia da camada hibrida*tempo de armazenamento (p<0,01) foram
estatisticamente significantes. Considerando o fator adesivo isoladamente foi
observado que os grupos restaurados com adesivo contendo particulas de SC
apresentaram valores de dureza estatisticamente superiores em relagdo aqueles
sem SC (respectivamente, 71,7+12,8" e 68,0+12,58).

A interagdo pré-tratamento*tempo de armazenamento (Tabela 5.14)
demostrou que apenas os grupos que nao receberam pré-tratamento ou que foram
tratados somente com a solucdo de EtOH sofreram reducdo estatisticamente

significante nos valores de dureza entre 24 horas e 6 meses.

Tabela 5.14 - Médias agrupadas e desvios-padrio dos valores de dureza (kgf/cm?) da dentina para a
interacao pré-tratamento*tempo de armazenamento. Valores seguidos de uma
mesma letra mailscula indicam auséncia de diferenca estatisticamente significante
(ANOVA/teste de Tukey, p>0,05)

. Tempo de armazenamento
Pré-Tratamento

24 horas 6 meses 12 meses
Sem P 77,1 (18,1) AB 60,1 (4,7) D 65,9 (7,7) CD
P(-) 76,7 (19,7) A 66,3 (8,5) CD 66,8 (7,9) BCD
P(+) 72,5 (17,4) ABC 70,0 (10,3) ABCD 72,0 (8,6) ABC

Fonte: A autora.

Para a interacdo distdncia da camada hibrida*tempo de armazenamento
(Tabela 5.15) as indentagdes mais proximas a camada hibrida, apresentaram
valores de dureza estatisticamente inferiores em relagdo as outras duas
profundidades nos periodos de 24 horas e 6 meses. Apds 12 meses, a dureza da
dentina adjacente a camada hibrida se mostrou estatisticamente semelhante a

dentina subjacente.
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Tabela 5.15 - Médias agrupadas e desvios-padrio dos valores de dureza (kgf/cm?) da dentina para a
interacao distancia da camada hibrida*tempo de armazenamento. Valores seguidos
de uma mesma letra mailscula indicam auséncia de diferenga estatisticamente

significante (ANOVA/teste de Tukey, p>0,05)

Distancia da Tempo de armazenamento
camada hibrida 24 horas 6 meses 12 meses
5 um 52,6 (5,8) D 56,1 (21,6) D 60,6 (7,5) CD
20 um 855 (4,1)A 68,8 (5,7) BC 69,9 (5,7) BC
35 um 88,1 (6,0) A 719(7,1)B 74,4 (3,6)B

Fonte: A autora.

As médias e o desvios-padrao do moédulo de elasticidade da dentina sao

apresentados sdo apresentados na Figura 5.18.



Figura 5.18 - Médias e desvios-padrao para os valores de médulo de elasticidade (GPa) da dentina em fungao do pré-tratamento, distancia da camada hibrida
e tempo de armazenamento
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Assim como observado para a dureza, as interagdes pré-tratamento*tempo
de armazenamento (p<0,01) e distancia da camada hibrida*tempo de
armazenamento (p<0,01) foram estatisticamente significantes. Em relagdo ao fator
adesivo, novamente os grupos restaurados com adesivo contendo SC apresentam
valores de médulo de elasticidade estatisticamente maiores em relagao aos que nao
contém SC na formulagdo do adesivo (respectivamente, 18,8+3,1* e 17,9+3,08,
p<0,05).

Para a interagdo pré-tratamento*tempo de armazenamento (Tabela 5.16),
foram verificadas redug¢des nos valores de modulo de elasticidade da dentina apds
0s primeiros 6 meses de armazenamento nos grupos que ndo receberam pré-

tratamento ou que foram tratados com solucédo contendo apenas EtOH.

Tabela 5.16 - Médias agrupadas e desvios-padrdo dos valores de médulo de elasticidade (GPa) da
dentina para a interagéo pré-tratamento*tempo de armazenamento. Valores seguidos
de uma mesma letra mailscula indicam auséncia de diferenga estatisticamente
significante (ANOVA/teste de Tukey, p>0,05)

i Tempo de aramazenamento
Pré-Tratamento

24 horas 6 meses 12 meses
Sem P 19,0 (2,2) AB 16,5(1,7)C 17,5(2,1) BC
P(-) 20,3 (4,6) A 17,3 (2,2) BC 18,0 (2,2) BC
P(+) 18,2 (4,2) ABC 18,9 (2,5) AB 18,9 (2,0) AB

Fonte: A autora.

A analise da interacdo distancia da camada hibrida*tempo de
armazenamento (Tabela 5.17) permitiu identificar que para qualquer periodo de
armazenamento os valores de modulo de elasticidade da dentina mais distante da
camada hibrida (20 e 35 ym) sdo estatisticamente semelhantes e maiores em
relacdo aos encontrados a 5 ym. Porém, apenas na distancia de 5 ym houve um
aumento estatisticamente significante no modulo de elasticidade, da ordem de 16%,
entre 24 horas e 12 meses. Nas camadas mais distantes foram verificadas reducdes

estatisticamente significantes entre 24 horas e 12 meses de armazenamento.
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Tabela 5.17 - Médias agrupadas e desvios-padrdo dos valores de médulo de elasticidade (GPa) da
dentina para a interagdo distancia da camada hibrida*tempo de armazenamento.
Valores seguidos de uma mesma letra mailscula indicam auséncia de diferenca
estatisticamente significante (ANOVA/teste de Tukey, p>0,05)

Distancia da Tempo de armazenamento
camada hibrida 24 horas 6 meses 12 meses
5um 13,7(1,2) E 15,0 (2,6) DE 15,9(1,6)D
20 ym 21,3 (1,3) AB 18,5(1,4)C 18,6 (1,2) C
35 um 225(1,7)A 19,3 (1,2) BC 19,9 (0,7) BC

Fonte: A autora.

5.5.3 Microscopia eletronica de varredura/espectroscopia de raios-x por energia
dispersiva (MEV/EDS)

Imagens da interface adesiva apds armazenamento de 24 horas ou 12 meses
observadas em MEV/EDS s&o apresentadas nas Figuras 5.19 a 5.21. Em 24 horas foi
possivel observar para todos os grupos que continham particulas de SC no pré-
tratamento e/ou adesivo a presenca de aglomerados irregulares e de tamanhos
variados, marcados em amarelo (calcio) na interface adesiva. Em 12 meses nos
grupos P(-)Ad(+) e P(+)Ad(+) observa-se a presenga de poros, indicando a impresséo
negativa de aglomerados de SC que provavelmente se desprenderam da interface
durante o preparo da amostra ou ao longo do tempo de armazenamento. O aumento
de conteudo mineral pode ser verificado pela da quantificacdo (intensidade
normalizada) de calcio e fosforo na dentina mineralizada, camada hibrida e camada
de adesivo ao longo de uma linha de 15 ym. De forma geral, todos os grupos
apresentaram aumento nas intensidades dos sinais de calcio na camada hibrida apés
12 meses, independentemente da presenca de SC no pré-tratamento e/ou adesivo.
Entretanto, para os grupos P(-)Ad(+), P(+)Ad(-) e P(+)Ad(+) é possivel observar, além
de maior conteudo de calcio tanto em 24 horas quanto apdés 12 meses, uma maior
intensidade do fésforo na camada hibrida apdés armazenamento, indicativo da

formagao de apatita.
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Figura 5.19 - Imagem de MEV/EDS para os grupos Ad(-) e Ad(+). Na parte superior sao apresentadas
as microscopias eletrénicas de varredura mapeadas com calcio indicado pela cor
amarela e silicio com a cor azul. Dentro de cada grupo estdo apresentados na parte
inferior os graficos com a intensidade (normalizada) de calcio (linha vermelha) e fésforo
(linha preta) referente a dentina mineralizada, camada hibrida e camada de adesivo nos
dois periodos de armazenamento: 24 horas (linhas pontilhadas) e 12 meses (linhas
continuas). Letras brancas indicam: C: Compésito; A: Camada de Adesivo; CH: Camada
Hibrida; D: Dentina; SC: Aglomerado de particulas de silicato de célcio. As interfaces
para um mesmo grupo possuem espessuras diferentes uma vez que as analises foram
realizadas em espécimes distintos

Intensidade (normalizada)

AD(-)

24 horas

100

80

60

Dentina t

40 '

20

Camada
hibrida

12 meses

---24h-Ca

---24h-P

——12m-Ca
. ——12m-P

. Camada
de adesivo

Distancia (um)

Intensidade (normalizada)

24 horas

100
80
60 Dentina

40

20

AD(+)

12 meses

---24h-Ca
---24h-P
——12m-Ca
—12m-P

Camada
de adesivo

Camada
hibrida

6 8 10 12
Distancia (um)

Fonte: A autora.







149

Figura 5.20 - Imagem de MEV/EDS para os grupos P(-)Ad(-) e P(-)Ad(+). Na parte superior sdo
apresentadas as microscopias eletrbnicas de varredura mapeadas com calcio indicado
pela cor amarela e silicio com a cor azul. Dentro de cada grupo estao apresentados na
parte inferior os graficos com a intensidade (normalizada) de calcio (linha vermelha) e
fésforo (linha preta) referente a dentina mineralizada, camada hibrida e camada de
adesivo nos dois periodos de armazenamento: 24 horas (linhas pontilhadas) e 12 meses
(linhas continuas). Letras brancas indicam: C: compésito; A: camada de adesivo; CH:
camada hibrida; D: dentina; SC: aglomerado de particulas de silicato de calcio. As setas
vermelhas indicam os locais onde os aglomerados de silicato de célcio se desprenderam
da interface adesiva. As interfaces para um mesmo grupo possuem espessuras
diferentes uma vez que as analises foram realizadas em espécimes distintos
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Figura 5.21 - Imagem de MEV/EDS para os grupos P(+)Ad(-) e P(+)Ad(+). Na parte superior sdo
apresentadas as microscopias eletrbnicas de varredura mapeadas com calcio indicado
pela cor amarela e silicio com a cor azul. Dentro de cada grupo estao apresentados na
parte inferior os graficos com a intensidade (normalizada) de calcio (linha vermelha) e
fésforo (linha preta) referente a dentina mineralizada, camada hibrida e camada de
adesivo nos dois periodos de armazenamento: 24 horas (linhas pontilhadas) e 12 meses
(linhas continuas). Letras brancas indicam: C: compésito; A: camada de adesivo; CH:
camada hibrida; D: dentina; SC: aglomerado de particulas de silicato de calcio. As setas
vermelhas indicam os locais onde os aglomerados de silicato de célcio se desprenderam
da interface adesiva. As interfaces para um mesmo grupo possuem espessuras
diferentes uma vez que as analises foram realizadas em espécimes distintos
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5.6 AVALIACAO DO POTENCIAL INIBITORIO DA ATIVIDADE GELATINOLITICA

5.6.1 Zimografia in situ

As imagens de 24 horas para zimografia in situ sdo apresentadas nas Figuras
5.22, 5.24, 5.26, 5.28, 5.30 e 5.32. Apds 24 horas, foi possivel verificar inibicdo da
atividade gelatinolitica na regido da camada hibrida e dentina subjacente para os
grupos Ad(+), P(-)Ad(+) e P(+)Ad(+), sendo maior no ultimo grupo. A presencga de
particulas somente no pré-tratamento nido foi capaz de promover total inibicdo
enzimatica nas duas regides; entretanto, & possivel observar uma redugdo na
atividade gelatinolitica para o grupo P(+)Ad(-) quando comparado com 0s grupos
Ad(-) e P(-)Ad(-), os quais ndo mostraram capacidade inibitoria. As imagens de 12
meses para zimografia in situ sdo apresentadas nas Figuras 5.23, 5.25, 5.27, 5.29,
5.31 e 5.33. Todos os grupos apresentaram redugdes na fluorescéncia, indicando
menor atividade enzimatica, como € verificado na quantificacdo 3D apresentados na
Figura 5.34. Dentre os grupos contendo SC, aqueles com particulas no adesivo
(P(-)Ad(+), P(+)Ad(+) e Ad(+)) apresentaram inibicdo quase total da atividade
gelatinolitica na regido de camada hibrida e na dentina subjacente. Entretanto, a
presenca de particulas somente no pré-tratamento (grupo P(+)Ad(-)) ndo foi capaz de
promover completa inibicdo enzimatica em ambas as regibes, assim como ja
verificado nas primeiras 24 horas. Por fim, os controles Ad(-) e P(-)Ad(-) apresentaram
as maiores fluorescéncias na dentina subjacente, portanto, ndo apresentaram

capacidade inibitoria enzimatica.






Figura 5.22 - Interface dentinaria correspondente ao grupo Ad(-) armazenado por 24 horas. Menor aumento na primeira linha e maior aumento na segunda
linha. Coluna da esquerda: contraste de interferéncia diferencial (DIC). Coluna do centro: imagem adquirida no canal verde apresentando
fluorescéncia nos tubulos dentinarios e na camada hibrida. Coluna da direita: canal verde e DIC sobrepostos. O quadrado vermelho indica o
local correspondente a imagem em maior aumento. As letras indicam: C: compésito; CH: camada hibrida e D: dentina
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Fonte: A autora.
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Figura 5.23 - Interface dentinaria correspondente ao grupo Ad(-) armazenado por 12 meses. Menor aumento na primeira linha e maior aumento na segunda
linha. Coluna da esquerda: contraste de interferéncia diferencial (DIC). Coluna do centro: imagem adquirida no canal verde apresentando
fluorescéncia nos tubulos dentinarios e na camada hibrida. Coluna da direita: canal verde e DIC sobrepostos. O quadrado vermelho indica o
local correspondente a imagem em maior aumento. As letras indicam: C: compdsito; CH: camada hibrida e D: dentina

DIC Canal Verde Sobreposicao

Fonte: A autora.
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Figura 5.24 - Interface dentinaria correspondente ao grupo Ad(+) armazenado por 24 horas. Menor aumento na primeira linha e maior aumento na segunda
linha. Coluna da esquerda: contraste de interferéncia diferencial (DIC). Coluna do centro: imagem adquirida no canal verde apresentando
fluorescéncia nos tubulos dentinarios e na camada hibrida. Coluna da direita: canal verde e DIC sobrepostos. O quadrado vermelho indica o
local correspondente a imagem em maior aumento. As letras indicam: C: compdsito; CH: camada hibrida e D: dentina

Canal Verde

Fonte: A autora.
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Figura 5.25 - Interface dentinaria correspondente ao grupo Ad(+) armazenado por 12 meses. Menor aumento na primeira linha e maior aumento na segunda
linha. Coluna da esquerda: contraste de interferéncia diferencial (DIC). Coluna do centro: imagem adquirida no canal verde apresentando
fluorescéncia nos tubulos dentinarios e na camada hibrida. Coluna da direita: canal verde e DIC sobrepostos. O quadrado vermelho indica o
local correspondente a imagem em maior aumento. As letras indicam: C: compdsito; CH: camada hibrida e D: dentina

pic 7 Canal Verde Sobreposicao

-

Fonte: A autora.
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Figura 5.26 - Interface dentinaria correspondente ao grupo P(-)Ad(-) armazenado por 24 horas. Menor aumento na primeira linha e maior aumento na segunda
linha. Coluna da esquerda: contraste de interferéncia diferencial (DIC). Coluna do centro: imagem adquirida no canal verde apresentando
fluorescéncia nos tubulos dentinarios e na camada hibrida. Coluna da direita: canal verde e DIC sobrepostos. O quadrado vermelho indica o
local correspondente a imagem em maior aumento. As letras indicam: C: compdsito; CH: camada hibrida e D: dentina

Canal Verde

Fonte: A autora.
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Figura 5.27 - Interface dentinaria correspondente ao grupo P(-)Ad(-) armazenado por 12 meses. Menor aumento na primeira linha e maior aumento na segunda
linha. Coluna da esquerda: contraste de interferéncia diferencial (DIC). Coluna do centro: imagem adquirida no canal verde apresentando
fluorescéncia nos tubulos dentinarios e na camada hibrida. Coluna da direita: canal verde e DIC sobrepostos. O quadrado vermelho indica o
local correspondente a imagem em maior aumento. As letras indicam: C: compdsito; CH: camada hibrida e D: dentina

DIC Canal Verde Sobreposicao

Fonte: A autora.
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Figura 5.28 - Interface dentinaria correspondente ao grupo P(-)Ad(+) armazenado por 24 horas. Menor aumento na primeira linha e maior aumento na segunda
linha. Coluna da esquerda: contraste de interferéncia diferencial (DIC). Coluna do centro: imagem adquirida no canal verde apresentando
fluorescéncia nos tubulos dentinarios e na camada hibrida. Coluna da direita: canal verde e DIC sobrepostos. O quadrado vermelho indica o
local correspondente a imagem em maior aumento. As letras indicam: C: compdsito; CH: camada hibrida e D: dentina

DIC Canal Verde Sobreposicao

Fonte: A autora.
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Figura 5.29 - Interface dentinaria correspondente ao grupo P(-)Ad(+) armazenado por 12 meses. Menor aumento na primeira linha e maior aumento na
segunda linha. Coluna da esquerda: contraste de interferéncia diferencial (DIC). Coluna do centro: imagem adquirida no canal verde
apresentando fluorescéncia nos tubulos dentinarios e na camada hibrida. Coluna da direita: canal verde e DIC sobrepostos. O quadrado vermelho
indica o local correspondente a imagem em maior aumento. As letras indicam: C: compésito; CH: camada hibrida e D: dentina

DIC Canal Verde Sobreposicao

20 um

iy

Fonte: A autora.
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Figura 5.30 - Interface dentinaria correspondente ao grupo P(+)Ad(-) armazenado por 24 horas. Menor aumento na primeira linha e maior aumento na segunda
linha. Coluna da esquerda: contraste de interferéncia diferencial (DIC). Coluna do centro: imagem adquirida no canal verde apresentando
fluorescéncia nos tubulos dentinarios e na camada hibrida. Coluna da direita: canal verde e DIC sobrepostos. O quadrado vermelho indica o
local correspondente a imagem em maior aumento. As letras indicam: C: compdsito; CH: camada hibrida e D: dentina

Canal Verde

Fonte: A autora.
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Figura 5.31 - Interface dentinaria correspondente ao grupo P(+)Ad(-) armazenado por 12 meses. Menor aumento na primeira linha e maior aumento na
segunda linha. Coluna da esquerda: contraste de interferéncia diferencial (DIC). Coluna do centro: imagem adquirida no canal verde
apresentando fluorescéncia nos tubulos dentinarios e na camada hibrida. Coluna da direita: canal verde e DIC sobrepostos. O quadrado vermelho
indica o local correspondente a imagem em maior aumento. As letras indicam: C: composito; CH: camada hibrida e D: dentina

DIC - Canal Verde Sobreposigao

2um
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Fonte: A autora
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Figura 5.32 - Interface dentinaria correspondente ao grupo P(+)Ad(+) armazenado por 24 horas. Menor aumento na primeira linha e maior aumento na segunda
linha. Coluna da esquerda: contraste de interferéncia diferencial (DIC). Coluna do centro: imagem adquirida no canal verde apresentando
fluorescéncia nos tubulos dentinarios e na camada hibrida. Coluna da direita: canal verde e DIC sobrepostos. O quadrado vermelho indica o
local correspondente a imagem em maior aumento. As letras indicam: C: compdsito; CH: camada hibrida e D: dentina

DIC ' Canal Verde

Sobreposicao

Fonte: A autora.
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Figura 5.33 - Interface dentinaria correspondente ao grupo P(+)Ad(+) armazenado por 12 meses. Menor aumento na primeira linha e maior aumento na
segunda linha. Coluna da esquerda: contraste de interferéncia diferencial (DIC). Coluna do centro: imagem adquirida no canal verde
apresentando fluorescéncia nos tubulos dentinarios e na camada hibrida. Coluna da direita: canal verde e DIC sobrepostos. O quadrado vermelho
indica o local correspondente a imagem em maior aumento. As letras indicam: C: compdsito; CH: camada hibrida e D: dentina

DIC ' Canal Verde | Sobreposicao

Fonte: A autora.
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Figura 5.34 - Analises quantitativas das Figuras 5.22 a 5.33. Na coluna da esquerda sdo apresentadas
as analises para 24 horas de aremazenamento. Na coluna da direita sdo apresentadas
as anadlises para 12 meses de armazenamento. A1/A2: Ad(-); B1/B2: Ad(+);
C1/C2: P(-)Ad(-); D1/D2: P(-)Ad(+); E1/E2: P(+)Ad(-); F1/F2: P(+)Ad(+)

Fonte: A autora.
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5.6.2 Zimografia reversa

O gel contendo os incubados de 24 horas esta apresentado na Figura 5.35.
Para todos os incubados contendo grupos experimentais (lanes 1 a 6),
independentemente da presenca de particulas de SC no adesivo e/ou pré-tratamento,
é possivel detectar a hidrolise completa da gelatina e auséncia de bandas, semelhante
ao apresentado na incubac&o de gelatina com MMP-2 (lane 7). Quando ndo ha
incubagcdo com MMP-2 (Lane Ctr) é verificada manutencdo de sua estrutura sendo
possivel verificar a presenca de bandas com massas moleculares variando entre 40-
55 kDa e 55-70 kDa (setas). A Figura 5.36 apresenta progressivamente a hidrolise da
gelatina quando incubada com MMP-2 e P(-)Ad(-), P(+)Ad(+) em trés tempos distintos
de incubagédo: 3, 6 e 24 horas. Como controle negativo foi avaliada a incubacéo de
gelatina somente com MMP-2 nos trés periodos. Novamente ndo foram observadas
diferengas entre os grupos experimentais P(-)Ad(-) e P(+)Ad(+), bem como entre estes
e o controle negativo. Em 3 horas de incubacgéo, a gelatina ainda havia sido hidrolisada
parcialmente, sendo possivel verificar nas lanes 1, 4 e 7 a presenca de trés bandas
(setas pretas): duas entre 40 e 55 kDa e uma ultima proxima dos 35 kDa. Entretanto,
€ possivel observar redugéo na demarcagéo dessas bandas no periodo 6 horas (lanes
2, 5 e 8) até hidrolise completa do substrato, comprovada pela auséncia das bandas

apos o armazenamento por 24 horas (lanes 3, 6 e 9).
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Figura 5.35 - Eletroforese em gel de poliacrilamida dos grupos experimentais incubados por 24 horas
a 37 °C. Da esquerda para direita: Padrao de Massa Molecular; Lane 1: Gelatina, MMP-
2 e Ad(-); Lane 2: Gelatina, MMP-2 e Ad(+); Lane 3: Gelatina, MMP-2 e P(-)Ad(-); Lane
4: Gelatina, MMP-2 e P(-)Ad(+); Lane 5: Gelatina, MMP-2 e P(+)Ad(-); Lane 6: Gelatina,
MMP-2 e P(+)Ad(+); Lane 7: Gelatina e MMP-2; Ctr: Gelatin
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Fonte: A autora.

Figura 5.36 - Eletroforese em gel de poliacrilamida dos grupos experimentais incubados por 3, 6 e 24
horas a 37 °C. Da esquerda para direita: Padrdo de Massa Molecular; Lane 1: Gelatina,
MMP-2 e P(-)Ad(-) incubados por 3 horas; Lane 2: Gelatina, MMP-2 e P(-)Ad(-)
incubados por 6 horas; Lane 3: Gelatina, MMP-2 e P(-)Ad(-) incubados por 24 horas;
Lane 4: Gelatina, MMP-2 e P(+)Ad(+) incubados por 3 horas; Lane 5: Gelatina, MMP-2
e P(+)Ad(+) incubados por 6 horas; Lane 6: Gelatina, MMP-2 e P(+)Ad(+) incubados por
24 horas; Lane 7: Gelatina e MMP-2 incubadas por 3 horas; Lane 8: Gelatina e MMP-2
incubadas por 6 horas; Lane 9: Gelatina e MMP-2 incubadas por 24 horas; Ctr: Gelatina
incubada por 24 horas
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Fonte: A autora.
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5.6.3 Ensaio de hidroxiprolina

As concentragdes de hidroxiprolina liberadas (em nmo/L) em fungdo dos
tratamentos sdo apresentadas na Figura 5.37. Dentre os tratamentos, os pré-
tratamentos testados isoladamente permitiram as maiores liberagbes de HYP.
Entretanto, a presencga de particulas no pré-tratamento reduziu a protedlise da gelatina
comparado com seu analogo sem SC (P(-): 18% e P(+): 29%, em relagéo ao controle).
Os incubados contendo adesivo sem ou com particulas foram os grupos que
apresentaram as maiores inibigdes em relagdo ao controle, sendo novamente
verificada maior inibigdo para o material contendo SC (Ad(-): 63% e Ad(+): 84%). Os
grupos contendo incubados que associaram pré-tratamentos e adesivos
apresentaram comportamentos semelhantes, reduzindo a liberacdo de HYP entre
35% e 44%. Dentre eles, a presenca de particulas no pré-tratamento e no adesivo,
P(+)Ad(+), foi a que promoveu a maior inibicdo na liberagao de HYP.

Figura 5.37 - Médias e desvios-padrdo para os resultados de liberagdo de HYP (nmol/L) em fungao

dos incubados
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Fonte: A autora.
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5.6.4 Espectroscopia de fluorescéncia para atividade de MMP-2

A porcentagem de atividade de MMP-2 (UAF%) em fungéo dos tratamentos é
apresentada na Figura 5.38. Os incubados contendo os pré-tratamentos isoladamente
(P(-) e P(+)) e a combinagao P(+)Ad(+) ndo foram capazes de inibir a atividade
enzimatica, apresentando porcentagens de fluorescéncia iguais ao incubado controle
(gelatina e MMP-2), indicativo da hidrdlise do substrato. Os grupos contendo adesivo
isoladamente (Ad(-) e Ad(+)) apresentaram menor hidrélise do substrato em relagao
ao incubado controle, sendo que presenca de particulas promoveu maior reducido na
florescéncia comparado com seu analogo sem SC (Ad(-): 28% e Ad(+): 55% de
reducdo em relagdo ao controle). Os outros grupos contendo associagdes de pré-
tratamento e adesivo com e sem particulas (P(-)Ad(-), P(-)Ad(+), P(+)Ad(-))
apresentaram comportamentos semelhantes, reduzindo a fluorescéncia entre 38% e
41%.

Figura 5.38 - Médias e desvios-padrédo para os resultados de espectroscopia de fluorescéncia para
atividade de MMP-2, expressa em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF%) em
funcdo dos incubados
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6 DISCUSSAO

6.1 SINTESE E CARACTERIZAGCAO DAS PARTICULAS DE SILICATO DE CALCIO

Na primeira etapa desse estudo foi descrita a sintese de particulas de silicato
de calcio por um método sol-gel com template de surfactante. Essa rota de sintese é
uma alternativa eficiente para obtencdo de particulas homogéneas em baixas
temperaturas (54, 140, 236, 237). A sintese de particulas de silicato de calcio pelo
meétodo sol-gel tem sido explorada na industria odontoldgica para produgédo de
materiais utilizados em Endodontia (54, 145, 146, 238, 239). As fases identificadas no
DRX, principalmente silicato dicalcico e tricalcico, sdo semelhantes aquelas
reportadas em outros estudos (54, 239-241). A mistura de fases ocorre devido a
proximidade energética e térmica para a formagéo das diferentes fases e polimorfos
(123, 126, 127). Adicionalmente, a estrutura cristalina dos compostos se altera com a
estequiometria inicial entre os precursores e com temperatura de calcinagdo, dando
origem a formacao dos diferentes polimorfos (242). De fato, a maior oferta de calcio

no meio resultou na formacéao de compostos com maior razdo Ca:Si.

A quimica envolvida na formacéo de particulas de silicato de calcio a partir do
meétodo sol-gel € baseada em reagbes de polimerizagdo dos precursores nas quais
sdo originadas suspensdes coloidais estaveis de particulas, chamadas sois. A reagéo
inicial é a hidrolise catalitica do TEOS seguida pela sua reagédo de condensacéo (243).
O TEOS é comumente utilizado como fonte de silicio por ser atdxico, de facil manuseio
e custo inferior em relagdo a outros precursores, como o tetrametoxisilano (TMOS)
(244). Entretanto, a hidrolise do TEOS € lenta em solugbes neutras e faz-se
necessario o uso de um catalisador acido (nesse estudo acido nitrico) ou alcalino
(nesse estudo hidroxido de amonio) e maior temperatura de sintese (245). Como estas
variaveis de sintese tém apenas o intuito de catalisar a hidrélise do TEOS, néo foram
observadas diferencas entre as particulas em decorréncia da variagcdo de pH ou
temperatura do meio de imersio. Entretanto, para as sinteses com menor quantidade
de CTAB, a temperatura de 80 °C e o meio acido originaram particulas menores e com
maior area superficial. Essa associacao de parametros pode ter tornado o silicio mais
eletrofilico, aumentando a nucleagcdo e, consequentemente, formando particulas

menores (246).
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O método sol-gel apresenta como inconveniente a aglomeracéo das particulas
(247, 248). Dessa forma, a incorporacdo de um surfactante faz-se necessaria para
contornar essa limitagdo. Diferentes surfactantes poliméricos séo utilizados nessa rota
de sintese (247-249). As sinteses realizadas na presenga de um tensoativo catidnico,
como CTAB, promovem a formagdo de particulas menores e mais esféricas em
comparagao a sinteses realizadas sem surfactante (138, 250, 251). No presente
estudo, a quantidade de CTAB foi a variavel com maior influéncia sobre o tamanho de
particula. Ao comparar sinteses analogas, foi evidente a reducédo no tamanho do
aglomerado quando a quantidade de CTAB dobrou. Para as sinteses O e P utilizadas
nas fases subsequentes do estudo, o Dsp reduziu de 16 ym e 36 ym para 11 ym e 10
Mm, respectivamente. Isso acontece porque as particulas primarias sao aprisionadas
dentro das micelas de CTAB durante a reacéo, o que impede a fusdo cristais vizinhos.
Ap0s a calcinagao, as micelas e os residuos carbonaceos do CTAB s&o eliminados e

as particulas mantém seu formato esférico (247).

Alguns estudos avaliando parédmetros de sintese relataram a obtengédo de
nanoparticulas (53, 250, 251). Esses resultados devem ser analisados com cautela,
pois sdo provenientes de medi¢des de particulas individuais feitas em imagens obtidas
em microscopio eletrénico de varredura. Porém, €& possivel observar que essas
nanoparticulas compdem aglomerados micrométricos. Neste estudo foi verificada a
formagdo de aglomerados porosos com medianas semelhantes a particulas
sintetizadas em outros estudos (39, 51, 54, 117). A formagao de aglomerados porosos
esta relacionada a fase gel e a calcinagéo final. A fase gel € formada no inicio da
secagem do sol, na qual existe uma rede de nanoparticulas em meio a um
aprisionamento de solvente. Durante o tratamento térmico o solvente é
completamente removido, porém a estrutura porosa é mantida (54). Areas superficiais
altas permitem uma maior liberagao i6nica, o que seria favoravel para o processo
remineralizador. Inicialmente, as nanoparticulas interagem por meio de ligagbes
secundarias (forcas de van der Waals); porém, durante o processo de calcinagao, a
alta energia provoca a condensagao da estrutura de silica, estabelecendo ligagdes
primarias (252). As particulas primarias podem se unir superficialmente ou se fundir
umas as outras (54, 253). No presente estudo, as particulas das sinteses selecionadas
passaram por moagem, que foi efetiva para redugdo do tamanho de aglomerado,
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obtencdo de maior area superficial e estreitamento na distribuicdo de tamanhos

quando comparados com as sinteses originais (O e P).

6.2 CARACTERIZAGCAO DO ADESIVO QUANTO AS SUAS PROPRIEDADES
FISICAS, MECANICAS E LIBERACAO IONICA

Na segunda etapa desse estudo, as particulas de silicato de calcio sintetizadas
e moidas foram adicionadas ao componente adesivo de um sistema adesivo comercial
de trés passos. Estes sistemas adesivos sdo considerados como padrdo-ouro em
termos de durabilidade e manutencdo da estabilidade da interface adesiva (63). A
adicao de particulas ndo comprometeu o grau de conversao do adesivo. Isso pode ser
explicado por dois motivos: a baixa concentragdo de particulas no adesivo e a
pequena espessura da amostra utilizada na analise em FTIR. Alguns estudos relatam
reducao no grau de conversdao em decorréncia do aumento do conteudo de particulas
de carga no material (254-256). Este efeito € atribuido a incompatibilidade entre os
indices de refracdo das particulas de carga e da matriz organica resinosa (257),
interferindo na transmiss&o da luz (258). A pequena diferenga entre os indices de
refracdo dos silicatos de calcio (Ca2SiO4: 1,6 — 1,7 e CasSiOs: 1,7) (259) e da matriz
organica (1,5 - 1,6)(255) ndo comprometeu a disponibilidade de luz no durante a
fotoativagdo, mantendo alta conversdo para todos os grupos. Isso permitiu que um
estudo adicionasse até 52,5% em massa de particulas de cimento Portland a um
adesivo experimental sem que houvesse comprometimento do grau de converséo
(260). O grau de conversao dos sistemas adesivos esta diretamente relacionada a
suas propriedades mecanicas e estabilidade hidrolitica (261). Como a presencga de
particulas ndo interferiu no grau de converséo do adesivo, as diferengas observadas
nos demais ensaios ndo podem ser atribuidas a qualidade da rede polimérica.

Apods 12 meses de armazenamento, resisténcia coesiva dos adesivos sofreu
reducdes de 12% (sem particulas) e 19% (com particulas). Essa redugédo nao foi
estatisticamente significante para nenhum dos materiais; porém, foi suficiente para
que o adesivo com particulas apresentasse um valor de resisténcia coesiva

estatisticamente inferior ao controle apés 12 meses. Embora o BisGMA seja
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relativamente hidrofobico, também pode absorver agua por meio de ligagdes de
polares tipo éter ou hidroxila (262). Adicionalmente, a hidroxila do 2-hidroxietil
metacrilato (HEMA), também presente no frasco 3, facilita a penetragdo de agua nos
adesivos (263, 264). Quando imersa em meio aquoso, a matriz resinosa € permeavel
o suficiente para promover hidratagao das particulas. Ao longo do tempo, a dissolugéo
superficial das particulas associada a auséncia de unido quimica com matriz organica
podem originar defeitos no material que, além de representarem regidées com baixa
resisténcia coesiva, originam novas vias para o transito de fluidos (265). De fato,
adesivos contendo particulas de biovidro e MTA apresentaram maior sorgao de agua
quando comparados com o controle (263). Possivelmente, a associacdo destes
fatores promoveu maior hidrolise do adesivo com particulas, reduzindo sua resisténcia

coesiva.

A liberagdo acumulada de ions Ca?* em um periodo de 60 dias foi de 35 ppm
enquanto a liberagdo de Si** de 0,06 ppm. Outros estudos que utilizaram particulas
de silicato de calcio em sistemas adesivos experimentais ndo avaliaram a liberagao
ionica desses materiais (51, 117, 260, 263, 266, 267). A liberagdo de Ca?* de um
material comercial a base de silicato de calcio contendo 30 a 40% em massa de
cimento Portland (Theracal LC, Bisco), foi de 23,9 £ 1,0 ppm em agua deionizada por
até 28 dias (50). Quando comparados com adesivos dopados com outras fontes de
ions, por exemplo nanoparticulas de fosfato de calcio amorfo (NACP), os valores
reportados para liberacdo de Ca?* desse estudo sio inferiores. A liberagdo de Ca?*
num periodo de 30 a 42 dias reportada para NACP € de aproximadamente 84,2 e
280,6 ppm, respectivamente). Entretanto, a porcentagem de particulas adicionadas
ao material € oito vezes superior (40% em massa) em relagéo a utilizada no presente
estudo. Ademais, o menor tamanho de particula (116 nm) e o meio de imersao é acido
(pH 4) também favoreceram a maior liberagdo (268, 269). No presente estudo, as
maiores concentragdes ibnicas foram liberadas nos primeiros 15 dias, possivelmente
devido a dissolugdo das particulas na superficie da amostra (270). Entre 30 e 60 dias,
nao foram observadas diferengas nas concentragdes liberadas. Outros cimentos e
materiais para uso endoddntico a base de silicato de calcio também apresentam
maiores liberagdes nas primeiras 3 horas de avaliagdo, atingindo um platé a partir do
sétimo dia que se manteve até o final do ensaio (28 dias) (50, 178).
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Os valores obtidos para liberacdo de Si** sdo inferiores em relagdo as
concentragdes liberadas de ions calcio. Isso também foi observado nas concentragdes
liberadas pelo pré-tratamento e corrobora com o resultado de estudos prévios (271-
274). Esses resultados podem ser explicados pela estrutura cristalina das particulas
de silicato de calcio. Enquanto os ions calcio ocupam os intersticios, o silicio faz parte
da unidade fundamental e estrutural dos silicatos de calcio, coordenando arranjos
tetraédricos com quatro anions de oxigénio (O%*). As ligagbes interatbmicas
estabelecidas entre os ions Si-O apresentam carater ibnico e covalente, sendo
tipicamente consideradas como ligagdes fortes (120, 121). Dessa forma o silicio
apresenta maior dificuldade de ser removido do arcabougo cristalino, o que implica na
sua menor liberagdo. Deve-se ressaltar que a comparacgao entre diferentes estudos
dos resultados de liberagdo de ions € limitada pelas diferengcas metodoldgicas,
principalmente em relagdo a composigao, volume, regime de troca e processamento
do meio de imersado, dimensdes do corpo de prova e equipamento utilizado para

analise.

6.3 PROPRIEDADES MECANICAS DA INTERFACE ADESIVA

Na terceira parte desse estudo, terceiros molares humanos receberam a
aplicacdo do adesivo contendo ou ndao 5% em massa de particulas de SC.
Previamente a aplicagdo do sistema adesivo, a dentina condicionada foi pré-tratada
com uma suspensdo alcéolica contendo ou ndo 5% de SC. A auséncia de pré-
tratamento foi utilizada como controle. Todos os grupos avaliados apresentaram
reducdes estatisticamente significantes nos valores de YTBS apos 12 meses,
independentemente da presenga de particulas no adesivo. Esses resultados estado de
acordo com estudos anteriores que utilizaram particulas bioativas e relataram redugao
nos valores de uTBS apos trés meses (42, 116) ou seis meses de armazenamento
(39, 51, 266).



190

Independentemente do periodo de armazenamento e do adesivo utilizado, os
grupos que receberam o pré-tratamento com particulas apresentaram menores
valores yTBS quando comparados com grupos que néo receberam pré-tratamento ou
que foram tratados somente com a suspensao alcodlica. Tais reducdes também foram
observadas em espécimes armazenados por seis meses em tampao fosfato, quando
quando particulas de biovidro foram aplicadas como pré-tratamento sobre a dentina
desmineralizada (45). Uma possivel hipétese para explicar a redugédo na resisténcia
de unido com o pré-tratamento seria a ocorréncia de precipitagdo mineral no interior
da camada hibrida, aumentando seu moédulo de elasticidade. Aumentos no mdodulo
reduzem a capacidade de deformacdo durante o ensaio mecanico e aumentam a
magnitude das tensdes na interface, o que provocaria o seu rompimento sob cargas
mais baixas (266, 275) .

As propriedades mecanicas da interface adesiva podem ser aferidas atravées
do ensaio de nanoindentacdo, que fornece valores de dureza e mddulo de
elasticidade. Esse ensaio permite fazer inferéncias sobre variagdes no conteudo
mineral ao longo da interface compadsito - interface adesiva - dentina (276). De modo
geral, os valores de dureza e médulo de elasticidade do compdsito estdo de acordo
com outros estudos (277-279). Nao foram observadas diferengas significantes entre
os grupos e nem nos diferentes periodos de imers&o. Entretanto, observou-se que as
indentagdes mais proximas a camada adesiva apresentaram menor dureza e médulo
de elasticidade no periodo inicial de 24 horas. Esta regido pode ser considerada uma
“zona de transicao” entre a camada adesiva, constituida em parte por monémeros
hidrofilicos monofuncionais e nao reforgada por carga inorgénica, para um compaosito
que possui fase orgénica altamente reticulada e elevado conteudo de particulas de
reforgo. Para os periodos seguintes, a dureza e o médulo das indentagdes realizadas
a 5 ym da camada de adesivo foram iguais ao das outras profundidades
provavelmente pelo aumento da conversdo monomeérica pos-cura, que compensaria
eventuais diferencas na estrutura do polimero (280-282). A manutencdo das
propriedades mecanicas do compdsito apds 12 meses corrobora com os resultados
de resisténcia coesiva, nos quais também nao foram notadas reducdes
estatisticamente significantes apés armazenamento; porém, ndo concorda com outros
estudos que demonstraram redugdes significantes inclusive em periodos de tempo

mais curtos. Entretanto, estes estudos utilizaram como meio de armazenamento: agua
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deionizada, bebidas acidas ou liquidos que simulam alimentos (food-simulating
liquids/ FSL) que, diferentemente do FCS, promovem erosado do material acelerando
sua a degradagao (282-285). A auséncia de degradagdo também pode estar
relacionada a uma area exposta pequena, uma vez que a fatia estava embutida em

resina acrilica com somente uma face em contato com o meio.

Embora a dureza inicial da camada de adesivo tenha sido reduzida pela
presenca das particulas, apds seis e 12 meses a presenca de particulas contribuiu
para a sua estabilidade. Uma possivel explicagdo seja a ocorréncia de precipitagao
mineral na superficie da camada de adesivo. Por outro lado, o médulo de elasticidade
do adesivo sofreu redugdo estatisticamente significante apos seis meses,
independentemente da presenga de particulas ou do pré-tratamento. O efeito do
armazenamento sobre as propriedades mecéanicas dos adesivos dentais estda bem
documentado (286-290). A degradacgéo hidrolitica é mais severa em adesivos do que
em compaositos devido a presenca de mondmeros hidrofilicos (290, 291). A presenca
de particulas no adesivo ou no pré-tratamento reduziu o médulo de elasticidade. A
dissolucao superficial das particulas associada a auséncia de unido quimica com a
matriz organica (265), além de originarem defeitos no material, permitem um maior
transito de fluidos, tornando a degradagdo da camada de adesivo mais severa. As
particulas depositadas na superficie da dentina apdés o pré-tratamento com SC
também podem difundir na matriz organica do adesivo, com consequéncias

semelhantes as observadas para o adesivo com particulas.

A analise dos resultados da nanoindentagdo na camada hibrida mostra que em
nenhum dos grupos houve redugdo na dureza ou no médulo de elasticidade apés
armazenamento prolongado. Isso sugere que a camada de adesivo € o elemento mais
fraco da interface (292). A presenga de particulas de silicato de calcio no pré-
tratamento e/ou adesivo promoveu aumento nas propriedades mecanicas da camada
hibrida apds 12 meses. Esses resultados sao suportados pelo EDS das interfaces, no
qual foi possivel observar aumentos significativos de Ca?* e PO4% para esses grupos
e, principalmente para o grupo P(+)Ad(+). Outros estudos observaram resultados
semelhantes apds armazenamento entre trés e dez meses, em interfaces adesivas
constituidos por adesivos contendo com particulas de silicato de calcio modificado por
B-TCP ou B-TCP e oxido de zinco e acido poliacrilico (51), cimento de Portland tipo |

(267), cimento Portland tipo | misturadas com B-TCP (266). E importante salientar que,



192

apesar utilizacdo de particulas de silicato de calcio em adesivos ter sido estudada,
sua aplicacdo como pré-tratamento dentinario ndo havia sido explorada em relagao
as propriedades mecanicas da interface adesiva, camada hibrida e dentina
subjacente. Os resultados desse estudo sugerem que o pré-tratamento com SC foi
efetivo para recuperacao de propriedades mecanicas da camada hibrida.

A partir dos resultados € possivel inferir que a interface adesiva é
semipermeavel, permitindo que o transito de fluidos carregue os ions Ca?* da camada
de adesivo para a camada hibrida, possibilitando a precipitagdo mineral (265). Os
cristalitos incorporados ao tecido preenchem espagos anteriormente preenchidos por
agua, protegendo as fibrilas colagenas do ataque enzimatico e tornando este
substrato mais resistente a ataques acidos subsequentes (293). Ademais, o Ca?*
liberado pelas particulas presentes no pré-tratamento pode ser capaz de estabelecer
ligagbes com grupos carregados negativamente como -R-COO- e PO4% presentes na
matriz dentinaria desmineralizada, deslocando a agua confinada entre as fibrilas
colagenas, o que facilitaria a penetragcdo de mondmeros adesivos hidrofobicos (275).
Simultaneamente, a possivel alcalinizagado do meio, proveniente do Ca(OH). originado
ap6s hidratacdo, dissociagdo e re-precipitacdo dos silicatos, possibilitaria a
condensagao de silica no colageno desmineralizado, contribuindo para o crescimento
de cristais de apatita (294, 295). Dessa forma, ha uma diminuigdo significativa de
defeitos na camada hibrida, o que contribui para a sua longevidade (275).

Por fim, € importante salientar que a recuperagdo mineral para os grupos
Ad(-) e P(-)Ad(-) decorre da precipitagcao dos ions presentes no FCS e, apesar de ser
observada através do EDS, ndo foi suficiente para aumentar os valores das
propriedades mecanicas da camada hibrida, mas pode ter compensado o efeito da
degradacéo hidrolitica e/ou enzimatica.

Como observado em estudos prévios, a camada de dentina adjacente a
camada hibrida & parcialmente desmineralizada pelo ataque acido e fracamente
infiltrada pelo adesivo, apresentando menor dureza e modulo de elasticidade do que
regides mais profundas da dentina (267, 296). Apenas nesta regido foi observado
manutengao para os valores de dureza e aumento moédulo de elasticidade apos 6 e
12 meses. Para as regides mais profundas foi observado redugdo das propriedades
mecanicas. Redugdes na dureza e moédulo de elasticidade da dentina também foram
observadas apds armazenamento em agua deionizada ou solugdo de CaClz e se



193

devem a desmineralizagdo (297). A utilizagcdo de FCS, poderia compensar essa
desmineralizacao e favorecer a manutencao das propriedades da dentina através das
trocas idGnicas, como observado quando utilizado solugdo de sais balanceados de
Hank (Hank’s balanced salts solution, HBSS) como meio de imers&o. Apesar de
ambas as solugbes possuirem 100 ppm de Ca?*, o HBSS contém 150 ppm PO4*
contra apenas 95 ppm do FCS. Possivelmente a presencga de calcio ndo compensou
a menor concentracdo de fosfato no FCS. Sendo assim, o potencial quimico de
dissolugcdo continuou alto e implicou diretamente nas redugdes de propriedades
mecanicas da dentina (297). Entretanto, a presencga de particulas de silicato de calcio
no adesivo promoveu a obtengdo de maiores valores de dureza e modulo de
elasticidade da dentina em relagdo aos grupos que nao possiam SC. A utilizagao de
um pré-tratamento contendo silicato de calcio foi também foi efetiva para manutencao
da dureza e médulo de elasticidade apds armazenamento, enquanto os outros grupos
apresentaram reducdes. Dessa forma, €& possivel inferir que a incorporacdo de
particulas no adesivo e/ou pré tratamento influenciaram positivamente nas

propriedades mecanicas da dentina.

6.4 ATIVIDADE ENZIMATICA

A redugdo nas propriedades mecanicas da dentina mais distante da interface
apos o armazenamento observada nos grupos que n&o receberam pré-tratamento ou
que foram tratados apenas com a solugdo alcodlica apresentaram pode ser explicada
pela maior atividade enzimatica quando comparados com os grupos pré-tratados com
particulas de silicato de calcio. Na zimografia in situ, para essas interfaces, a camada
hibrida mal infiltrada pelo sistema adesivo e a presenga de agua residual mantiveram
o colageno desmineralizado desprotegido e susceptivel a agdo enzimatica (221), o
qgue é observado pela presenca de fluorescéncia, inclusive em maior intensidade, na
camada hibrida e dentina subjacente. As redugbes na fluorescéncia apos
armazenamento foram observadas para todos os grupos, se devem possivelmente

por uma reducdo natural da atividade genatinolitica com o tempo (265, 298).
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A inibicdo da MMP-2 ou protegao da gelatina pelos adesivos e pré-tratamentos
contendo silicato de calcio ndo foi observada no ensaio de zimografia reversa.
Entretanto, em ensaios com maior sensibilidade e especificidade como o ensaio de
hidroxiprolina e espectroscopia de fluorescéncia foi possivel observar uma reducao
da degradacéo da gelatina para os incubados contendo silicato de calcio. O ensaio de
hidroxiprolina e de espectroscopia de fluorescéncia sédo utilizados como medidas
indiretas para aferir a degradagao colagena. No presente estudo, foi utilizado gelatina,
que € uma mistura soluvel de polipeptideos produzida pela hidrélise parcial do
colageno (299) e um substratro com supressé&o intramolecular de fluorescéncia. Os
peptideos com supressdo intramolecular de fluorescéncia contém um grupo
fluorescente orto-aminobenzoéico (Abz), o grupo supressor (N-[2, 4-dinitrofenil]-
etilenodiamino (EDDnp) e, entre eles, uma cadeia de aminoacidos, no caso alanina-
glicina-prolina-arginina-glicina-alanina-glicina-glutamina (AGPRGAGQ). A hidrdlise de
qualquer ligacédo da cadeia peptidica entre o grupo doador e 0 grupo supressor gera
a fluorescéncia (300). Para esses ensaios foi verificada supressédo na degradagéo da
gelatina a partir da adicdo de particulas de silicato de calcio aos incubados,
principalmente naquele contendo adesivo com SC (Ad(+)). Resultados semelhantes
sdo apresentados em outro estudo no qual a adicdo de 10% em massa de particulas
de biovidro 45S5 a um adesivo universal comercial obteve a menor liberagao de HYP
em relagdo aos outros grupos (controle, adesivo com particulas de biovidro 45S5
silanizadas e adesivos com particulas de biovidro dopadas com estréncio silanizadas
ou ndo), além de manutencdo dos valores de PpTBS e precipitagdo mineral apds 6
meses de armazenamento em tampéao fosfato-salino (301). A presencga de particulas
no adesivo consegue, por meio de alcalinizagdo do meio ou pela protegao das ligagdes
peptidicas glicina-isoleucina (sitios da estrutura molecular normalmente clivados pelas
MMPs) (302, 303) inibir a atuagdo das MMPs. A inibicado direta da enzima n&o pode
ser confirmada, uma vez que o pré-tratamento contendo silicato de calcio
isoladamente ndo reduziu a atividade gelatinolitica. Entretanto, a utilizagdo de apenas
uma metaloprotease e gelatina/substratro com supressao intramolecular de
fluorescéncia torna essa avaliagdo limitada. As interagdes entre o tecido
desmineralizado, colageno, colagenases envolvidas no processo de degradacgéo
enzimatica (MMP-2, -3, -8, -9, -20 e catepsinas) (304-306) e os tratamentos a base de
silicato de calcio sdo mais fidedignas no ensaio in situ. Nessa situagdo, a presenca
de silicato de calcio no pré-tratamento e/ou adesivo foi capaz de promover inibicoes
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tanto a curto prazo (24 horas) quanto apdés armazenamento prolongado,
diferentemente do observado para os grupos que n&do possuiam particulas (Ad(-) e
P(-)Ad(-)).

Diferentes mecanismos podem explicar o bom desempenho dos grupos Ad(+),
P(-)Ad(+) e P(+)Ad(+): (1) a precipitacdo de apatita nos poros da camada adesiva, na
camada hibrida e na dentina subjacente protegeram as fibrilas colagenas contra a
degradacgao enzimatica (36, 37); (2) a eliminagdo da agua residual decorrente da
remineralizagdo pode levar a inativacdo das MMPs (307); (3) a precipitagdo de uma
camada rica em Si?* e sua reagédo com ions Ca?* e PO.> favoreceria a formacgéo de
complexos de alto peso molecular (Ca/P-MMPs), que restringem as atividades de
MMP-2 e MMP-9 na camada hibrida (308); (4) finalmente, a possivel liberagao de ions
hidroxila (OH") provenientes da fase Ca(OH)2 originada ap6s hidratagao, dissociagao
e re-precipitacdo dos silicatos, tornariam o meio alcalino, o que poderia desnaturar

enzimas e, consequentemente, interferir na atividade das proteases (267, 309).

6.5 CONSIDERAGOES FINAIS E LIMITACOES DO ESTUDO

Os achados da presente investigagdo mostram que a adigao de particulas de
silicato de calcio ao componente adesivo de um sistema adesivo comercial de trés
passos ou como pré-tratamento promoveu a precipitacdo mineral na camada hibrida.
O aumento nas propriedades mecéanicas da camada hibrida, juntamente com a de
inibicdo de MMP, sugere que a longevidade da interface adesiva pode ser melhorada
por uma modificagao relativamente simples em um dos componentes do sistema
adesivo ou adicionando uma etapa extra ao procedimento de colagem. Do ponto de
vista clinico, a primeira opg&o é mais atrativa, pois dispensa um passo clinico adicional
ao procedimento adesivo.

A constante exposicao da interface adesiva ao FCS pode ser considerada como
uma limitagdo do estudo, visto que a degradagdo da camada adesiva pode ser
acelerada. Outra limitacdo € que a observagao das interfaces feita em MEV/EDS
foram realizadas em diferentes espécimes dificultando a comparagéao entre os peridos

de armazenamento. Por fim, para os ensaios de zimografia reversa, hidroxiprolina e
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espectroscopia de fluorescéncia, utilizacdo de um extrato de dentina desmineralizada,
contendo as colagenases presentes na matriz dentinaria, poderia fornecer uma

avaliacdo mais acurada a cerca da degradagao enzimatica.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados e objetivos € possivel concluir que:

* Em relagcdo a sintese das particulas de silicato de calcio, aquelas
realizadas em maiores temperaturas e com relagdo molar dos precursores de
3:1 promoveram a obtengdo de aglomerados de particulas com maior area
superficial, menor mediana do aglomerado e alta razdo Ca:Si;

* A presenga de particulas no adesivo nao interferiu no grau de
conversao e na resisténcia coesiva do adesivo apos 24 horas. Entretanto, apds
12 meses, foram observadas redugdes numeéricas nos valores de resisténcia
para ambos os materiais e o adesivo com 5% em massa de particulas
apresentou resisténcia coesiva estatisticamente menor do que o adesivo sem
particulas;

* O adesivo contendo 5% em massa de SC foi capaz de liberar de ions
calcio por até 60 dias;

* Quando aplicados a dentina, a presenca de particulas no pré-
tratamento reduziu a resisténcia de unido a microtragao da interface adesivo-
dentina. Como esperado, apos 12 meses a resisténcia de unido sofreu redugao
estatisticamente significante, independentemente da condigdo experimental
avaliada;

* Os resultados de nanoindentagcdo confirmam o efeito negativo das
particulas sobre o comportamento mecanico do adesivo e indicam que houve
degradagédo da camada de adesivo apds 6 meses de armazenamento;

* A incorporagédo de particulas de silicato de calcio em um adesivo
comercial e/ou como pré-tratamento promoveu a precipitagdo de apatita na
camada hibrida e dentina adjacente, evidenciada por aumentos
estatisticamente significantes nos valores de dureza e modulo de elasticidade
destas regides, bem como pela observagédo dos conteudos de calcio e fosforo
(MEV/EDS);

* A presengca de particulas no adesivo reduziu a atividade
colagenolitica na camada hibrida e dentina subjacente apos 24 horas, levando

a inativagdo enzimatica quase completa apos 12 meses, conforme resultados
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de zimografia in situ, complementados pelos ensaios de liberagdo de
hidroxiprolina e espectroscopia de fluorescéncia;

* Os resultados do presente estudo sugerem que a presenca de
particulas de silicato de calcio no adesivo pode contribuir para a longevidade
da interface adesiva através da precipitacdo mineral na camada hibrida e
inibicdo da atividade enzimatica. Acredita-se que a menor resisténcia de uniao
da interface adesivo-dentinaria apds 12 meses deva ser atribuida a degradagao
da camada de adesivo;

* De acordo com os resultados apresentados a hipétese nula pode ser

rejeitada.
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APENDICE A — Descrigdo e caracterizacdo das sinteses preliminares

As sinteses iniciais foram realizadas através método sol-gel com
template de surfactante. As varidveis e constantes das sinteses sio
apresentadas na Figura Apéndice 1. A utilizagcdo de moléculas organicas
(surfactantes) funcionam como direcionadores de estrutura formando um
material compdsito ordenado organico-inorganico. O surfactante € removido
pela calcinagéo, o que geralmente promove a formag¢ao de uma rede porosa na
estrutura cristalina. Apds a calcinagao por 4 horas a 550 °C (velocidade de
aquecimento 5 °C/min), o produto das sinteses das realizadas em meio alcalino
apresentaram coloracdo acinzentada, indicando a presenga de carbono
proveniente do surfactante. Dessa forma, optou-se pela a calcinagéo a 800 °C/4
horas, na qual todas as sinteses apresentaram-se livres de estruturas
carbonatadas.

O DRX (Figura Apéndice 2) das sinteses realizadas com estequiometria
1:2 evidenciou formagédo de silica pura (sintese acida) e estrutura amorfa
(sintese basica) sendo ambas excluidas dos testes subsequentes. O DRX das
sinteses realizadas com estequiometria 1:1 ou 2:1 indicaram formac&o de
misturas de silicatos de calcio (Ca2SiO4 e CazSiOs).

Para decisao em relagao as sinteses futuras, as particulas provenientes
das sinteses acidas e basicas com razado molar dos precursores 1:1 e 2:1, foram
adicionadas em 10% em massa a uma matriz organica constituida por
dimetacrilato de glicidila bisfenol-A (BisGMA) e dimetacrilato de trietilenoglicol
(TEGDMA) na proporgéo de 1:1 em mols, 0,5% em peso de canforoquinona e
0,5% em peso de benzoato de 4-dimetilamino de etila (EDMAB) como
fotoiniciadores (todos os compostos da Sigma—Aldrich). Para cada material,
foram confeccionados corpos de prova em formato de discos para cada
material (5x1mm, n=5). Os corpos de prova foram imersos individualmente em
5 mL de agua deionizada e armazenados a 37 °C por 7 dias. As concentragdes

ibnicas de calcio foram determinadas por espectrometria de emisséo éptica por

3 Santana LP, Almeida ESd, Soares JL, Vichi FM. Low temperature synthesis of CdSiO3
nanostructures. J Braz Chem Soc.22(10):2013-7.
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plasma acoplado indutivamente (ICP-OES Radial, Spectro Arcos/AMETEK
Materials Analysis Division). Inicialmente, foram construidas curvas de
calibracdo com pontos entre 1 e 20 ppm, utilizando-se solu¢des-padrao
(SpecSol Quimlab) em diferentes diluicbes. Previamente a analise, as solugdes
foram filtradas e acidificadas com 5 yL de HNOs. As leituras de calcio foram
realizadas utilizando a emissao espectral de 396,847 nm. As médias e desvios-
padrao de cada grupo s&o apresentadas na Tabela Apéndice 1. De acordo com
com as concentragdes de calcio mensuradas, quanto maior adigao de nitrato
de calcio na sintese mais promissoras as particulas em relagcédo a liberagao
ibnica. Dessa forma, optou-se por seguir com sinteses na razdo molar 2:1 e,
como novo experimento, 3:1 (Figura Apéndice 3). Além disso, baseado em
estudo que sintetizou particulas de SC com tamanhos médios 79,5 + 13,3 e
78,6 £ 11,1 nm, um aumento na quantidade de CTAB adicionada a sintese foi
testada como uma nova variavel (238). Os novos DRX indicaram, novamente,
formacgao de misturas de silicatos de calcio, diferindo na intensidade dos picos
(Figura Apéndice 4), entretanto as imagens de MEV indicaram presenca de
aglomerados grandes para as sinteses realizadas com maior quantidade de
CTAB, dessa forma essa variavel foi excluida das sinteses subsequentes.

De acordo com os resultados das ultimas analises, foram propostas a
realizagdo de novas sinteses mantendo as razdes molares dos precursores 2:1
e 3:1, 0,6 gramas de CTAB, temperatura de sintese a 80 °C, meios acido e
alcalino e temperatura de calcinagdo em 800 °C/4horas. As variaveis
adicionadas foram 1,2 gramas de CTAB e temperatura de sintese de 24 °C
(238). A metodologia de caracterizacdo e os resultados dessas dezesseis

sinteses sao apresentados nas secdes 4.1 e 5.1, respectivamente.
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Figura Apéndice 1 - Fluxograma das variaveis e constantes utilizadas nas primeiras sinteses
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Figura Apéndice 2 - Difratogramas das primeiras sinteses
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Tabela apéndice 1 - Médias e desvios-padrao para os dados de liberagdo de ions calcio no
periodo de 7 dias (determinados em ICP-OES, n=5) de um compésito
experimental 10% em massa das particulas sintetizadas nos meios acido
e alcalino, com as razdes molares de 1:1 e 2:1

Material Calcio (ppm)
Acido 1:1 6,7 (0,8)
Acido 2:1 11,3 (4,8)
Alcalino 1:1 6,5 (0,7)
Alcalino 2:1 7,6 (1,8)

Fonte: A autora.

Figura apéndice 3 - Fluxograma das variaveis e constantes utilizadas no segundo conjunto de
sinteses
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Figura apéndice 4 - Difratogramas do segundo set de sinteses
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APENDICE B - Difratogramas das sinteses realizadas nas condi¢des descritas na seg&o 4.1

Tabela apéndice 2 - Massa ou volume dos reagentes utilizados nas sinteses realizadas nas

condi¢des descritas na secao 4.1

Proporgao entre os reagentes (Nitrato: TEOS)

Reagentes
2:1 3:1
CTAB 06bou12g 0O6ou12g
Nitrato de calcio
8,1297 g 12,1945 g
(Ca(NO3)2.4H20
TEOS (Si(OC2Hs)4 3,8mL 3,8mL
Fonte: A autora.
Figura apéndice 5 - Difratogramas das sinteses realizadas em 24 °C
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Figura apéndice 6 - Difratogramas das sinteses realizadas em 80 °C.
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APENDICE C - Descricdo dos estudos preliminares em adesivos

Dezesseis grupos experimentais foram manipulados seguindo o
delineamento de dois fatores: fragdo em massa de solvente (EtOH, Labsynth
Produtos para Laboratorios Ltda) nos niveis de 0, 10, 20 e 30% e fragdo em
massa de silicato de calcio (nos niveis de 0, 5, 10 e 15%). Para todos os grupos,
a matriz orgénica continha 68,75% de bisfenol-A glicidil metacrilato (BisGMA),
20% de trietilenoglicol dimetacrilato (TEGDMA), 10% de HEMA (2-hidroxietil
metacrilato), 0,25% de canforoquinona e 1% de etil-4 dimetilamino benzoato
(EDMAB. Porcentagens em massa. Todos os compostos da Sigma—Aldrich).
Os monbémeros foram misturados a vacuo (Speedmixer DAC 150.1 FVZ-K,
FlackTek Inc., Landrum, SC, EUA) e mantidos sob refrigeragédo até duas horas
antes de sua utilizagdo. As particulas de silicato de calcio foram adicionadas a
mistura monomérica e, por ultimo, foi adicionado o etanol. Os componentes
foram misturados em um misturador tipo vortex por 1 minuto (Fisher Scientific
- New Jersey, NJ, EUA). Os grupos experimentais foram testados quanto ao

seu grau de conversao e resisténcia coesiva.

Grau de converséo e cinética de polimerizagdo

A cinética de polimerizagdo e o grau de conversdo dos sistemas
adesivos foi determinado através de espectroscopia de infra-vermelho médio
(Vertex 70; Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Alemanha) associado a uma unidade
de refleténcia total atenuada (ATR, Bruker Optik GmbH). 30 pL de adesivo (n =
5) foram aplicados no interior de um molde de silicone com 0,3 mm de
espessura posicionado sobre o cristal do ATR. Um jato de ar foi aplicado
durante 90 s para evaporagao do solvente. A polimerizagao foi realizada a 1000
mW/cm? por 40 s (Valo Grand Cordless, Ultradent, UT, EUA) com uma distancia
padronizada de 1 mm entre a superficie de amostra e a ponta do
fotopolimerizador. A cinética foi analisada por 10 minutos (detector MID-IR/MIR)

apo6s a polimerizagao em no intervalo de comprimentos entre 4000-400 cm-1,
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pela co-adicdo de 4 varreduras com resolugdo de 4 cm™'. GC foi calculado
utilizando-se a razao entre a altura das bandas correspondentes a ligagao dupla
de carbono alifatica (1638 cm™) e ligagbes de carbono no anel aromatico (1608

cm-, utilizadas como referéncia interna), usando a seguinte equagao:

(1638 cm™1
1608 cm™1
(1638 cm~1

) polimerizado

GC=|1- x100

W) nao polimerizado

A primeira derivada da curva “GC x tempo” foi utilizada na determinacéao
da taxa maxima de polimerizagdo (Rp™). O grau de conversdo em Rp™
(GC@RP™), indicativo do momento em que a reagao entra em desaceleragao
(ou seja, inicia-se a vitrificagdo do polimero) também foi identificado. Os dados
foram analisados pelo teste ANOVA / Tukey de dois fatores (alfa: 5%). As
meédias e o desvio padréo para GC, Rp™* e GC@Rp™# sdo apresentados na
Tabela apéndice 3. Para GC e GC@Rp”™, ambos os fatores e a interagéo foram
estatisticamente significantes (p <0,05). No geral, os adesivos contendo etanol
apresentaram valores de GC mais elevados do que os adesivos sem solvente.
O conteudo de particulas n&o afetou o GC para os grupos com 0, 10% e 30%
EtOH. Por outro lado, para o grupo com 20% EtOH, a adigdo de 5% ou 10% de
silicato de calcio causou reducdes no GC. O GC mais elevado foi observado
quando 15% de particulas foram adicionadas ao adesivo com 20% EtOH. Para
Rp™, apenas os fatores foram significativos (p <0,001). A adigao de particulas
(independentemente da propor¢ao utilizada) reduziu significativamente o Ry™*
do adesivo. Da mesma forma, a presenca de etanol em qualquer proporgao
também reduziu o Rp™*. Quando presentes na formulagdo, ndo houve
diferenga entre os diferentes niveis de particula ou de etanol. Os valores de
GC@Rp™* ndo apresentaram muitas diferengas estatisticamente significantes
entre grupos. No entanto, de modo geral os grupos sem EtOH apresentaram

valores mais altos do que os demais.
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Tabela apéndice 3 - Médias e desvios-padrao para GC, Rp™ e GC@Rp™*. As mesmas letras
maiusculas indicam auséncia de diferencga significativa na mesma coluna
(ANOVA / Tukey, p> 0,05)

Grupo GC % Rp™max GC@Rp™*
%EtOH %SC
0 64,4 (1,7)DE 7,6 (0,8)A 39,9 (0,9)A
0 5 65,2 (0,9)CDE 8,0 (0,8)A 37,7 (2,8)AB
10 64,3 (0,7)DE 5,9 (1,5)ABC 36,5 (9,0)AB
15 62,0 (4,7)E 6,4 (0,5)AB 34,0 (6,7)AB
0 76,1 (2,8)B 5,4 (2,0)ABCD 24,1 (2,2)ABCDE
10 5 73,5 (1,1)BCD 3,6 (0,6)BCDE 22,1 (4,4)BCDE
10 70,9 (2,8) BCDE 2,6 (0,3)DE 13,7 (1,4)CDE
15 68,0 (5,1)BCDE 3,2 (2)CDE 14,5 (4,7)CDE
0 76,4 (1,3)B 4,4 (0,9)BCDE 23,8 (4,1)ABCDE
20 5 64,2 (4,8)DE 2,0 (0,2)E 10,0 (1,2)E
10 68,0 (4,8)BCDE 2,3 (0,4)E 12,6 (4,9)CDE
15 86,4 (1,8)A 2,8 (0,3)DE 26,5 (10,7)ABCD
0 75,4 (1,8)BC 5,5 (1,5)ABCD 27,8 (6,2)ABC
30 5 71,8 (4,8) BCDE 2,3 (0,1)E 15,9 (5,0)CDE
10 74,0 (4,8)BCD 2,8 (0,6)DE 16,0 (7,1)CDE
15 73,0 (4,0)BCD 2,1 (0,2)E 10,9 (1,9)DE

Fonte: A autora.

Resisténcia coesiva e resisténcia de unido a microtragdo

Foi observado que os adesivos contendo 30% em massa de EtOH nao
polimerizavam na camada mais profunda dos espécimes. Sendo assim, o
ensaio de resisténcia coesiva foi realizado somente com 12 grupos, sendo
excluidas as formulagbées com 30% de EtOH. Os espécimes (n=5) foram
confeccionados e fraturados de acordo com o descrito na segédo 4.5.2. Os
resultados de resisténcia coesiva para esses grupos sao apresentados na
Tabela apéndice 4. Para os adesivos sem solvente, a presenga de particulas
nao reduziu a resisténcia coesiva. Para os adesivos sem particula n&o foram
observadas diferengas estatisticamente significantes entre os grupos,

independente do nivel de solvente. Nos adesivos com SC, o aumento do
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conteudo de EtOH promoveu redugdes na resisténcia, estatisticamente
significantes em alguns grupos. Da mesma forma, a presenca de SC resultou
em menores medias, com diferengas estatisticamente significantes para os
adesivos 10% EtOH com 15% SC e 20% EtOH com 10% SC. Dentre os grupos
contendo etanol e particulas, o material que continha 10% EtOH e 10% SC foi
0 que a presentou melhores resultados e, portanto, selecionado para o teste de
microtragdo. Como controle foi utilizado o material com a mesma porcentagem
de etanol, porém sem particulas. Trés dentes foram restaurados seguindo o
protocolo descrito na secéo 4.6.2. Os dentes restaurados foram armazenados
em 15 mL de FCS a 37 °C por 24 horas e, em seguida, seccionados
perpendicularmente a interface adesivo-dentinaria de acordo com o descrito na
secao 4.7.1 com o objetivo de se obter espécimes em formato de palitos
(0,8x0,8 mm?). Entretanto, todos os palitos fraturaram durante o corte,
impossibilitando a realizac&o do teste. Devido a esse resultado, optou-se pela
utilizagdo de um sistema adesivo comercial. A maioria dos adesivos comerciais
contém particulas de reforgo, havendo um aumento significativo de viscosidade
quando as particulas de SC s&o adicionadas. Dessa forma, optou-se por utilizar
um sistema adesivo comercial padrao-ouro de trés passos sem particulas de
reforgo, no caso Adper Scotchbond Multipurpose (3M ESPE). Para defini¢do da
porcentagem em massa de SC a ser adicionada no adesivo, foi avaliada
resisténcia de unidao a microtragcado do sistema adesivo com a adigao de 0, 5 ou
10% em massa de particulas no material contido no frasco 3 do sistema,
denominado “Adhesive” (n=2). Os resultados obtidos foram (em MPa): 0% SC:
41,2+24,0; 5% SC: 52,4 34 e 10% SC: 42,0 +17,5. Sendo assim, a

porcentagem de 5% foi escolhida para utilizagdo nos outros testes do estudo.



242

Tabela apéndice 4 - Médias e desvios-padrdo para resisténcia coesiva dos 12 grupos de
adesivos experimentais. Valores seguidos de da mesma letra mailscula
em uma coluna em indicam auséncia de diferenga estatisticamente
significante. Valores seguidos da mesma letra mindscula em uma linha
indicam auséncia de diferenca estatisticamente significante (Kruskal-
Wallis/Dunn, p>0,05)

% EtOH
% SC
0 10 20
0 53,0 (19,4) Aa 38,9 (15,0) Aa 33,6 (15,2) Aa
5 44,8 (4,4) Aa 30,6 (10,3) Ab 21,2 (6,9) ABb
10 31,4 (6,9) Aa 31,1(3,8) ABa 16,7 (5,0) Bb
15 40,5 (10,2) Aa 26,2 (6,2) Bb 237 (3,1) ABb

Fonte: A autora.

Tabela apéndice 5 - Composigdo Adper Scotchbond Multipurpose (3M ESPE). Informagdes
disponiveis no site do fabricante, acessivel em
https://multimedia.3m.com/mws/mediawebserver?mws|d=SSSSSuUn_zu
8100xmx2xNxtBPv70k17zHvu9IxtD7SSSSSS--. A composi¢do exata
incluindo pesos e componentes é sigilo comercial

Frasco Composigao (% em peso)

40 — 50 % Agua
Primer (Frasco 2) 35 - 45 % HEMA
10 — 20 % copolimero de acidos acrilicos e itaconicos
55 — 65 % BisGMA

Adesivo (Frasco 3) 35 - 45% HEMA
<0,5% EDMAB

Fonte: A autora.
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