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RESuMO

Lopes, M.S. Efeito da quitosana fosforilada e carbodiimida na molhabilidade e nos
componentes organicos da dentina erodida. Ribeirdo Preto, 2019. 97p. [Tese de
Doutorado]. Ribeirdo Preto: Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de
S&o Paulo; 2019.

O emprego de biomodificadores como a quitosana fosforilada e a carbodiimida podem
melhorar a qualidade e a longevidade dos procedimentos restauradores realizados na
dentina erodida. Este estudo foi composto por dois experimentos independentes. O
experimento 1, avaliou o efeito da quitosana fosforilada a 2,5% e carbodiimida a 0,5 mol / L
na molhabilidade, energia livre de superficie e andlise de superficie da dentina erodida
(MEV). Cento e quarenta e quatro espécimes de dentes bovinos foram selecionados
aleatoriamente. Eles foram entéo divididos em seis grupos de acordo com o substrato da
dentina: Higida e erodida e a biomodificacdo da dentina: solu¢do de quitosana fosforilada a
2,5%, solucao de carbodiimida a 0,5 mol / L e sem biomodificacdo (controle). Setenta e duas
amostras foram submetidas a um desafio erosivo por imersdo em acido citrico a 0,3% (pH =
3,2) por duas horas. Para andlise de molhabilidade (n = 12), setenta e duas amostras de
dentina bovina (4,0x4,0x2,5) foram previamente planejadas e polidas. Em seguida, uma gota
do sistema adesivo Single Bond Universal (3M) foi depositada em cada superficie para obter
as medicOes. Os angulos de contato entre a superficie da dentina e o adesivo foram
medidos por meio de um gonidmetro. Para a andlise da energia de superficie livre,
cinquenta e quatro amostras (n = 3) foram submetidas a novas medidas de angulo de
contato, desta vez usando trés solventes organicos com polaridades distintas,
respectivamente agua, formamida e diodometano. Para analise morfolégica superficial,
dezoito espécimes (n = 3) foram utilizados e analisados por microscopia eletrbnica de
varredura. Os testes estatisticos utilizados foram o teste de normalidade (Kolmogorov-
Smirnov) e a analise de variancia (ANOVA) (p> 0,05). O teste de Tukey (p<0,05) foi utilizado
para comparacdes multiplas. O tratamento de superficie com solu¢cdo de quitosana
fosforilada a 2,5% e carbodiimida a 0,5 mol / L n&o influenciou a molhabilidade da dentina
(p> 0,05). A energia livre de superficie aumentou apenas quando o solvente polar (agua) foi
usado. O tratamento superficial com quitosana fosforilada a 2,5% promoveu
desmineralizacdo na superficie da dentina e aumentou a boca do tubulo dentinario. . O
experimento 2, avaliou o efeito da quitosana fosforilada a 2,5% e carbodiimida a 0,5 mol / L,
nos componentes organicos da dentina erodida por espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR, n = 5) em triplicado e por microscopia de for¢a atémica
(AFM, n = 2), para investigar a morfologia da superficie. Trinta amostras de dentina bovina
(4,0x4,0x2,5) foram submetidas a desafio erosivo por imersdo em acido citrico a 0,3% (pH =
3,2) por duas horas. Os espécimes foram divididos aleatoriamente em seis grupos, de
acordo com o substrato da dentina: higido e erodido e a biomodificacdo da dentina: sem
biomodificacdo (controle), quitosana fosforilada a 2,5% e carbodiimida a 0,5 mol / L. As
amostras sem biomodificacdo e as biomodificadas com carbodiimida foram condicionadas
com &cido fosférico a 35%. Maiores diferengas de interacdo foram observadas na presenca
de quitosana fosforilada ao comparar amostras biomodificadas com o controle (sem
biomodificagdo); sugerindo que essa biomolécula é adsorvida em maior quantidade na
superficie da dentina quando comparada as amostras biomodificadas com carbodiimida. Na
andlise AFM, a biomodificacdo de dentina higida e erodida com quitosana fosforilada
promoveu  desmineralizagdo  superficial e  tdbulos  dentinarios  obliterados,
predominantemente quando comparada as amostras biomodificadas com carbodiimida.
Maior adsorcdo de biomoléculas de quitosana fosforilada na superficie da dentina em
comparacdo com biomoléculas de carbodiimida.

Palavras-chave: dentina erodida, quitosana fosforilada, carbodiimida, molhabilidade, angulo
de contato, AFM e FTIR
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ABSTRACT

Lopes, M.S. Effect of Phosphorylated Chitosan and Carbodiimide on Wettability and Organic
Components of Eroded Dentin. Ribeirdo Preto, 2019. 97p. [Doctoral thesis]. Ribeiréo Preto:
Ribeirdo Preto School of Dentistry, University of Sao Paulo; 2019.Lopes, M.S

The use of biomodifiers such as phosphorylated chitosan and carbodiimide may improve the
quality and longevity of restorative procedures performed on eroded dentin. This study
consisted of two independent experiments. Experiment 1 evaluated the effect of 2.5%
phosphorylated chitosan and 0.5mol / L carbodiimide on wettability, surface free energy and
surface analysis of eroded dentin (SEM). One hundred forty-four bovine tooth specimens
were randomly selected. They were then divided into six groups according to the dentin
substrate: sound or eroded and dentin biomodification: 2.5% phosphorylated chitosan
solution, 0.5 mol / L carbodiimide solution and no biomodification (control) . Seventy-two
specimens were subjected to an erosive challenge by immersing in 0.3% citric acid (pH =
3.2) for two hours. For wettability analysis (n = 12) seventy-two bovine dentin specimens
(4.0x4.0x2.5) were previously planned and polished. Then a drop of the Single Bond
Universal (3M) adhesive system was deposited on each surface to obtain the
measurements. The contact angles between the dentin surface and the adhesive were
measured by means of a goniometer. For the free surface energy analysis fifty four
specimens (n = 3) were subjected to new contact angle measurements, this time using three
organic solvents with distinct polarities, respectively water, formamide and diodomethane.
For superficial morphological analysis, eighteen specimens (n = 3) were used and analyzed
by scanning electron microscopy. The statistical tests used were the normality test
(Kolmogorov-Smirnov) and analysis of variance (ANOVA) (p> 0.05). Tukey's test (p<0.05)
was used for multiple comparisons. Surface treatment with 2.5% phosphorylated chitosan
solution and 0.5mol / L carbodiimide did not influence dentin wettability (p> 0.05). Surface
free energy increased only when polar solvent (water) was used. Superficial treatment with
2.5% phosphorylated chitosan promoted demineralization on the dentin surface and
increased dentinal tubule mouth. . In experiment 2 the effect of biomodifying solutions, 2.5%
phosphorylated chitosan and 0.5 mol / L carbodiimide, on the organic components of eroded
dentin by Fourier-transformer infrared spectroscopy (FTIR) (n = 5) in triplicate , and by
atomic force microscopy (AFM, n = 2), to investigate surface morphology . Thirty specimens
of bovine dentin (4.0x4.0x2.5) were subjected to erosive challenge by immersing in 0.3%
citric acid (pH = 3.2) for two hours. The specimens were randomly divided into six groups
according to the dentin substrate: sound or eroded and dentin biomodification: no
biomaodification (control), 2.5% phosphorylated chitosan and 0,5 mol/L carbodiimide. Control
and carbodiimide specimens were conditioned with 35% phosphoric acid. Greater interaction
differences were observed in the presence of phosphorylated chitosan when comparing
biomodified samples with the control; suggesting that this biomolecule is adsorbed in larger
amount on the dentin surface when compared to biomodified samples with carbodiimide. In
the AFM analysis, the biomodification of healthy and eroded dentin with phosphorylated
chitosan promoted superficial demineralization and obliterated dentinal tubules, more
predominantly when compared to carbodiimide biomodification. Higher adsorption of
phosphorylated chitosan biomolecules on the dentin surface compared to carbodiimide
biomolecules.

Keywords: Eroded dentin, phosphorylated chitosan, carbodiimide, wettability, contact angle,
AFM and FTIR
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1. INTRODUCAO

O substrato dentinario erodido apresenta alteracdes histologicas complexas
que ocorrem devido a exposicdo continua a acidos; de origem intrinseca ou
extrinseca (Lussi & Hellwig., 2006; Grippo., 2012) nao provenientes de bactérias
orais, 0 que levara a rapida dissolu¢cdo do componente mineral da dentina (Lussi et
al.,2011), podendo ocasionar dor e desconforto em resposta a uma
hipersensibilidade dentinaria (Barbour et al. 2011; West et al., 2013). Preparacfes
da dentina com AAMPs (peptideos anfipaticos e antimicrobianos) é uma nova
abordagem versatil com potencial para fortalecer as interfaces baseadas em
adesivos vulneraveis (Moussa DG et al.,2019), sustentando que tratamentos de
eleicdo utilizados para o restabelecimento dos tecidos dentais erodidos baseiam-se
em abordagens minimamente invasivas (Attin & Wegehaupt, 2014).

O processo erosivo proporciona inicialmente dissolucdo da dentina
peritubular e aumento do diametro dos tubulos, o que pode levar a desmineralizacéo
da dentina intertubular com exposicdo da matriz organica, resultando em uma
superficie porosa e com rugosidades (Meurman et al.,1991; Ten Cate.,1996; Ganss
et al., 2009b). Além da dissolucdo mineral, a degradacdo enzimatica das fibras
coldgenas (Schlueter et al., 2010) podem interferir na qualidade da rede de colageno
(Sabatini, 2014) o que reflete diretamente no sucesso das restauracdes com
compositos . Estudo recente (Jodo-Souza SH., 2019 ), que analisou o efeito de
cremes dentais dessensibilizantes e / ou anti-erosivos sobre a permeabilidade
dentindria ,demonstrou que os cremes dentais tiveram impactos diferentes na
permeabilidade da dentina, sugerindo um efeito varidvel no tratamento da
hipersensibilidade dentinéria.

Andlise sobre os efeitos dos agentes de reticulagdo de colageno nas
propriedades nanomecéanicas e adesivas da dentina erodida por 24 hs e 2 anos ap06s
0 armazenamento da agua , em molares humanos que foram erodidos por
refrigerante ou &cido citrico e tratados com primers contendo proantocianidinas e
riboflavina, demonstraram que os agentes de reticulagdo melhoraram os resultados
e mantem as propriedades de adesdo da dentina e as nanomecanicas , sem
comprometer a polimerizacédo adesiva ( Siqueira et al., 2019). O uso de produtos
(enxaguatoérios bucais e dentifricios) contendo estanho, independentemente da

ordem de aplicacdo, apresentou efeitos anti-erosivos, na superficie da dentina,



42| Introducio

superiores, quando comparados com a superficie de esmalte ( Machado et al .,
2019). A dentina possui metaloproteinases matriz (MMPs), que sdo uma classe de
colagenases zinco e calcio-dependentes, que tem como funcdo regular o
metabolismo dos tecidos que contém colageno (Chaussain-Miller et al., 2006) e que
consequentemente, sdo capazes de degradar a matriz organica da dentina apés a
desmineralizagcao (Pashley et al., 2004).

Na tentativa de melhorar a qualidade e longevidade de restauractes
adesivas, estudos avaliaram a utilizacdo de biopolimeros como a quitosana, para
aumentar o numero de ligagcbes cruzadas entre as fibras colagenas e neutralizar as
MMPs ( Shrestha et al., 2011; Xu et al., 2011 Fawzy et al., 2013; Profeta et al.,
2012; Ekambaram et al., 2015; Shaffel et al., 2016), melhorando a resisténcia
mecanica do colageno( Bedran-Russo et al., 2007;Sherestha et al .,2011), principal
componente da dentina, uma vez que, este biopolimero é capaz de produzir em
matrizes proteicas, como a das fibras colagenas, arranjos microfibrilares (Majeti e
Kumar., 2000) com propriedades mecanicas superiores (Dash et al.,, 2011),; e
aumentar a resisténcia a degradacao hidrolitica e enzimatica das fibrilas colagenas,
utilizadas como suporte para o estabelecimento das interfaces adesivas (Muzzarelli
et al., 1973; Bedran-Russo et al., 2014; Scheffel et al., 2014a; Tjaderhane, 2015).

Estudos que avaliaram a remocao seletiva da les@o de carie, com o uso do
laser de ER:YAG, seguido da biomodificacdo com quitosana , demonstraram
reducdo de 50% da resisténcia adesiva a dentina desmineralizada, apés o
armazenamento de agua , sem influenciar a perda de massa seca e liberacdo de
Hidroxiprolina ( Curylofo-Zotti FA et al.,2019) além de demonstrar que a
biomodificacdo com quitosana , ndo influencia a composicéo estrutural e quimica da
dentina residual afetada por carie (Curylofo-Zotti FA et al., 2017). Estudo que avaliou
a molhabilidade da dentina erodida, biomodificada com quitosana 2,5% e 5,0%,
independente de sua concentracdo nao apresentou nenhuma influéncia na
molhabilidade da dentina erodida ( Ururahy MS et al.,2017).

A quitosana € um biopolimero obtido por meio de desacetilagdo alcalina da
quitina (Muzzarelli, 1973; Rinaudo, 2004). Com o objetivo de minimizar o tempo e
energia gastos durante o processo da extracdo da quitosana, método de extracéo
ecologica mostrou-se relevante; indicando varias modificagcbes quimicas que

possibilitam funcionalidade da quitosana além de controlar melhor suas
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propriedades fisico-quimicas, levando a uma gama de diversidade de aplicacbes da
quitosana (Kinidri EL et al., 2018).

A estratégia utilizada de alguns agentes biomodificadores sdo as ligagdes
cruzadas ou “crosslinks”; as quais consistem na unido de duas ou mais moléculas
mediante ligagdes quimicas do tipo covalentes. Além de ser biocompativel, a
quitosana também apresenta baixa toxicidade aos tecidos, potente atividade
antimicrobiana e capacidade quelante (Shrestha et al., 2010; Kishen et al., 2008;).
Devido a sua biocompatibilidade e habilidade de estimular a proliferacdo de
fibroblastos, a quitosana tem sido incorporada em “scaffolds” para melhora das
propriedades mecanicas e resisténcia a degradacgao (Mori et al., 1997; Wang et al.,
2003; Tangsadthakun et al., 2007).

O efeito da solugdo de quitosana seguida da ativagdo com luz ultravioleta
(UVA) apds o condicionamento com acido fosférico foi verificado previamente ao
procedimento restaurador, e constatou-se um aumento da forga de adesao imediata
(Fawzy et al., 2013). No estudo de Daood et al., 2012, a utilizagcdo de quitosana
(2,5%) estabilizou a rede de fibrilas de colageno e promoveu aumento da infiltragéo
da resina na dentina higida. No entanto, em ambos os estudos, a solugéo utilizada
nao era composta puramente de quitosana. Com relagdo ao aumento da forga de
adesao imediata e melhora na infiltragdo do adesivo na dentina higida, estudos
(Rinaudo, 2006; Xu et al., 2011; Elsaka e Elnaghy et al., 2012; Silva et al., 2012;
Fawzy et al.,2013 Daood et al.,2013); demonstraram que o tratamento com
quitosana foi positivo.

A utilizagdo de 1% de quitosana por 60s, no tratamento da superficie de
dentina desmineralizada, antes do condicionamento com acido fosférico, possibilitou
a retengado de minerais intrafibrilares, reduziu a atividade de proteases enddgenas
na degradacdo do colageno e demonstrou atividade antibacteriana, contribuindo
para a durabilidade da interface resina—dentina (Gu et al., 2019).

A incorporagcdo de novos derivados de quitosana através de produtos
quimicos vem sendo estudada. Essas modificagdes ndao mudam o esqueleto
funcional da quitosana, mantendo originais suas propriedades fisico-quimicas e
bioquimicas, porém, conferem ao composto novas propriedades relacionadas aos
produtos adicionados, sendo os derivados de quitosana fosforilada, materiais
indutores de resisténcia acelerada (Wang et al.,, 2014).). Varias técnicas de

incorporacao foram utilizadas, fundamentadas em interesses biolégicos e das
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propriedades quimicas de tais compostos, com acao bactericida e propriedades
guelante sendo essas capazes de modificar a solubilidade da quitosana
(Jayakumaret al., 2007; Jayakumar et al., 2008).

A utilizacdo da quitosana fosforilada promoveu a deposicdo de minerais de
fosfato de célcio na superficie da dentina parcialmente desmineralizada
proporcionando baixa energia interfacial, o que facilita a remineralizagdo da
superficie da dentina. A quitosana fosforilada, além da comprovada capacidade
remineralizadora da superficie dentinaria, apresentou também, alta capacidade
antimicrobiana (Shanmugam et al.,, 2016), justificando seu estudo no meio
odontoldgico. A utilizacdo de quitosana fosforilada 0,5%, na dentina erodida,
demostrou efeito antierosivo favoravel , através da analise de MEV, na manutencgao
da integridade das fibrilas de colageno ( A. Beltrame.; 2018 ).

A Carbodiimida (1-Etil-3-[3-dimetilaminopropil] hidroclorito de carbodiimida ou
EDC), substancia biomodificadora, € um isémero de cianamida, com a capacidade
de agregar aminoacidos em peptideos, sem a incorporacdo de outros grupos ao
processo de ligacdo. Possui baixa citotoxicidade, com um mecanismo de a¢cado que
faz ligagcbes peptideo-covalentes entre as proteinas, ativando os grupos carboxilo-
livres nos &cidos glutdmico e aspartico presentes nas moléculas proteicas (Bedran-
Russo et al., 2010; Scheffel et al., 2014b; Scheffel et al., 2015). Estas liga¢cbes de
peptideos covalentes resultam na formacdo de O-acilisourea que ira reagir com o
grupo épsilon amino da lisina ou hidroxilisina presente na cadeia polipeptidica mais
proxima e formar ligagbes amida covalentes (Ekambaram et al., 2015). O Unico
produto residual é a ureia, mas é facilmente eliminado com &gua. O uso da
carbodiimida sobre colageno dérmico de ovino confere alto grau de ligacGes
cruzadas; por tanto, maior resisténcia a degradacdo enzimatica quando exposta as
colagenases (Daminket al., 1996).

O uso do EDC associado a adesivo autocondicionante (aplicado por 1 min)
como pré-tratamento da dentina manteve a forca de adesdo imediata; além de
reduzir agdo das MMP-2 e -9, mostrando que o pré-tratamento com o EDC pode
melhorar a durabilidade e a integridade estrutural da interface resina dentina
(Mazzoni et al.; 2018).

O tratamento da dentina com carbodiimida a 0,5 mol/L foi capaz de prevenir a
degradacdo da interface adesiva resina/dentina apds 12 meses, especialmente

guando aplicado por 60 segundos, prevenindo a degradacdo do colageno frente as
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MMPs (Scheffel et al., 2015). Superficie de dentina tratadas com EDC (0,5 M e 1,0
M ) por 10 min, demonstrou maior temperatura de desnaturacdo , que pode ser
considerado indicador indireto da rede de colageno mais resistente e altamente
reticulada ( Cadenaro et al., 2016 ).

A carbodiimida exibe vantagens em relagdo a outros agentes inibidores de
atividade proteolitica, pois ndo atua somente em enzimas, mas também faz ligacoes
cruzadas com as moléculas de colageno. Outra vantagem seria que esse agente,
por ser inespecifico, atua sobre um amplo espetro de enzimas do tipo colagenase
(MMPs, catepsinas e outras), ndo necessitando, portanto, da utilizacao de diferentes
tipos de agentes para cada uma destas enzimas (Sabatini, 2014; Mazzoni, 2014).

A acdo de agente reticuladores, como o EDC 0,5 mol/L, como crosslinkers na
resisténcia de unido de pinos de fibra de vidro em dentina radicular , demonstrou
gue a biomodificacdo da dentina com reticulador foi eficaz na prevencéo da perda de
forca de adesdao no tergo cervical.; assim como a diminuicdo da atividade
gelatinolitica e proteolitica ( Alonso et al., 2018 ). O efeito de 0,3M de EDC na
cimentacdo de pinos de fibras radiculares, mostrou eficacia na preservacdo da
resisténcia pés-adesdo ao longo do tempo, através da reducdo da atividades das
proteases enddgenas intra radiculares ( Comba. A, et al .; 2019).

Frente as relevantes caracteristicas das solu¢des biomodificadoras, quitosana
fosforilada e carbodiimida, que aumentam o nimero de ligacdes cruzadas entre as
fiboras coldgenas e neutralizam metaloproteinases de matriz (MMPs) e da
necessidade de maior durabilidade dos procedimentos restauradores em dentina
erodida, torna-se importante avaliar o efeito dessas substancias na reumidificacao
da dentina erodida (Bedran-Russo et al., 2007; Shrestha et al., 2011; Profeta et al.,
2012; Fawzy et al., 2013).
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2. PROPOSICAO

Este estudo teve como objetivo geral avaliar in vitro o efeito das solucdes

biomodificadoras, quitosana fosforilada a 2,5% e carbodiimida a 0,5mol/L na dentina

erodida. Os objetivos especificos foram:

Avaliar a molhabilidade da dentina erodida, através das medidas de
angulo de contato.

Avaliar a energia livre de superficie, com trés solventes organicos
distintos, através de medidas de &ngulo de contato.

Analise morfolégica da superficie biomodificada através de Microscopia
eletrbnica de varredura (MEV).

Analise morfologica da superficie biomodificada através de Microscopia
de Forga atomica ( AFM).

Andlise das estruturas quimicas da superficie biomodificada através de

Espectroscopia Transformada de Fourrier ( FTIR ).
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3. MATERIAL E METODO

3.1 Experimento 1
Delineamento experimental

Os fatores em estudo foram o tratamento da superficie, em trés niveis:
sem biomodificacdo (controle), solucdo de carbodiimida 0,5 mol/L, e solucdo de
quitosana fosforilada a 2,5% e o substrato dentinario, em dois niveis: dentina
higida e dentina erodida. A amostra do experimento foi composta por cento e
quarenta e quatro incisivos bovinos. Sendo setenta e dois dentes para analise da
molhabilidade, cinquenta e quatro dentes para analise da energia livre de superficie
e dezoito dentes para andlise de microscopia eletrbnica de varredura. O
delineamento foi realizado em blocos completos casualisados. As variaveis de
resposta foram: 1) andlise quantitativa da molhabilidade da superficie por meio de
mensuragao do angulo de contato (8) formado entre o sistema adesivo e a superficie
dentinaria (n=12); 2) andlise quantitativa da energia livre da superficie, com trés
solventes organicos, com polaridades distintas (n=3); 3) analise qualitativa da
morfolégica da superficie, por meio de microscopia eletrénica de varredura (n=3). O

fluxograma do experimento esta ilustrado na Figura 1.



Figura 1. Fluxograma do experimento 1.
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Selecédo dos dentes

Incisivos bovinos conservados em solucédo de timol 0,1% a 9°C foram
lavados em agua corrente por 24 horas para eliminacdo dos residuos de timol e
examinados macroscopicamente com auxilio de lupa estereoscopica (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha) em aumento de 20x. Foram selecionados para
este estudo cento e quarenta e quatro incisivos que néo apresentassem linhas de

fratura ou fissuras profundas na coroa.

Preparo da amostra

Os dentes foram seccionados transversalmente na juncdo amelocementéria
para separar as coroas das raizes, utilizando disco diamantado (série 15HC 11-
4244, Buehler, lllinois, EUA) montado em maquina de corte (Isomet 1000; Buehler,
Alemanha). Posteriormente, as coroas dentais foram seccionadas no sentido mésio-
distal a fim de obter duas hemi-seccbes(vestibular e palatina) de cada coroa. Na
hemi-seccéo vestibular foi obtido 1 fragmento de 4 x 4 x 2,5mm de dentina. Os
fragmentos foram fixados em matrizes de teflon utilizando-se cera fundida (Kota
Industria e Comércio Ltda, SP, Brasil) com a superficie do esmalte voltada para
baixo. Posteriormente, as superficies de dentina foram polidas em politriz Arotec
APL-4 (Arotec S/A Ind. Com, SP, Brasil) refrigerada a agua com lixas d’agua com
granulacédo de #180 a #320 com a finalidade de remover excessos laterais e acertar
o tamanho dos fragmentos, em seguida, para o polimento das superficies de dentina
foi utilizada lixa com granulacdo #1200 (Hermes AbrasivesLtd., VA, EUA) por 10
segundos, a fim de planificar a superficie de dentina de cada espécime. Por fim, os
espécimes foram polidos com pasta de alumina 0.3-um (Arotec S/A Ind. Com., SP,

Brasil) em feltro polidor (ATM, Altenkirchen, Alemanha) por 5 segundos.

Formacéo das lesbes de eroséo

Para induzir a formacdo das lesbes de erosdo, foi utilizado protocolo
estabelecido por Vanuspong et al., 2002. Cada espécime de dentina foi imerso em
20 mL de é&cido citrico 0.3% (pH=3.) Individualmente e colocados na mesa
agitadora(CIENTEC), e ficaram sob agitacdo constante numa velocidade de 50 rpm
por um periodo de 2 horas. Ap6s esse periodo, 0os espécimes foram lavados com
agua destilada e armazenados individualmente em Eppendorff contendo saliva

artificial por 24 horas em estufa a 37°C. A saliva artificial foi composta por
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metilparabeno (2,0 g), carboximetilcelulose de sodio (10,0 g), KCI (0,625 g), MgCl
2.6H20 (0,059 g), CaCl2.2H20 (0,166 g), K2HPO4 (0,804 g), e KH2PO4 (0,326 Q)
em 1000 mL de agua destilada, conforme protocolo descrito por McKnight-Hanes e
Whitford e modificada por Amaechi et al. 1999.

Divisdo dos grupos experimentais
Os cento e quarenta e quatro espécimes de dentina foram distribuidos

aleatoriamente em seis grupos conforme ilustrado na Figura 1:

Tratamento da superficie de dentina

Para os espécimes que receberam a biomodificacdo da dentina, este
procedimento foi realizado com solugédo de quitosana fosforilada a 2,5% (Wang et al
2014). Para o preparo da solucdo de quitosana fosforilada, foram pesados 2,5
gramas de quitosana (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) de baixo peso
molecular (75-85% de desacetilacdo), 5 gramas de ureia e 10mL de acido fosférico,
0s quais serdo adicionados a 40mL de solucdo de dimetilformamida (DMF). A
mistura foi agitada a temperatura de 150°C durante 1h. Em seguida, foi filtrada, e o
precipitado lavado minuciosamente com agua destilada e etanol anidro, e entdo,
seco sob vacuo (Chung et al.,, 2014; Wang et al., 2014). A mistura foi adicionada
lentamente a 100mL de solucdo de acido acético a 1%, sob agitacdo magnética
(Marconi Equip. Lab. Ltda, Piracicaba, SP, Brasil) durante 1 hora de agitacdo (tempo
suficiente para solubilizar o polissacarideo).

Para a biomodificacdo da superficie com solugdo quitosana, 20uL da
solucdo de quitosana fosforilada 2,5%, foi aplicada sobre a superficie dentinaria,
com o auxilio de uma micropipeta, permanecendo sobre a superficie durante 60 seg,

em seguida a superficie foi seca com papel absorvente.
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Figura 2. Protocolo de aplicacdo da quitosana fosforilada. A- Armazenamento da
quitosana fosforilada 2,5%, B-Apresentacdo da quitosana fosforilada 2,5%, C-Pesagem, D-
Diluicdo em &cido acético 1%, E-Solugdo de quitosana fosforilada a 2,5% , F-Medicao da
solugdo em micropipeta, G-Gotejamento da solugdo de quitosana fosforilada a 2,5%; H-
Dentina biomodificada com quitosanafosforilada a 2,5%.

LS W
ol « aETED ;

Preparo da solugéo de EDC-HCI

A solucdo de EDC-HCI (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) foi preparada
no momento de ser utilizada. Para conseguir uma concentragéo de EDC 0,5 mol/L,
foi necessério preparar por grupo: 2,3 mg de EDC-HCL diluido em 230 ul de agua
Milli-Q; conseguindo-se uma solugéo com pH 7.34.

Para a biomodificacdo da superficie com a solucédo do EDC 0,5 mol/L, 20uL
da solucao de EDC foi aplicado na superficie por 60 seg, em seguida a superficie foi
lavada com agua destilada por 15 seg e posteriormente seca com papel absorvente.

Figura 3. Protocolo de aplicagdo da Carbodiimida. A- Apresentacdo do Hidroclorito de
Carbodiimida (EDC-HCL); B- Colocacao do p6é na balanca; C- Pesagem; D- Dilui¢éo, E-
Micropipeta; F- Gotejamento da solugdo de Carbodiimida 0,5mol\L; G-Lavagem; H- Dentina
biomodificada com solug¢éo de Carbodiimida 0,5 mol\L.
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Analise da molhabilidade superficial

A molhabilidade da dentina foi determinada pela medicdo do angulo de
contato (8) pelo método da gota séssil, utilizando-se um gonidémetro (OCA20 Data
Physicsinstruments, Alemanha). Cada espécime foi posicionado sobre uma
plataforma moével com parafusos de nivelamento. Em seguida, uma gota de
aproximadamente 20uL do adesivo (Single Bond Universal, 3M Deutschland,
Alemanha) foi dispensada sobre o espécime. Por meio de um sistema de iluminacéo
com lampada de tungsténio e uma camera CCD (Dispositivo de Carga Acoplada), a
imagem da gota sobre a superficie dentinaria foi captada por um periodo de 2
minutos, em intervalos de 1ms. Um microcomputador processou a imagem da gota,
e a tangente formada entre a gota e a superficie foi ajustada para determinacdo dos
valores de 8 com auxilio do software SCA20. Os valores de (0) foram analisados por
meio de um programa especifico.

Todos os procedimentos envolvendo a mensuracdo de 6 foram realizados

em ambiente fechado e em temperatura ambiente controlada de 25+1°C.

Figura 4. Esquema representativo da sequéncia de obtencdo de (B) na andlise da
Molhabilidade. A- Posicionamento do espécime na plataforma do Goniémetro; B- Gotejamento
da solucéo biomodificadora; C-Término do gotejamento; D- Inicio da medida; E- Obtencao dos
valores de 6.

Analise da energia livre de superficie

Para a andlise da energia livre de superficie foram utilizados cinquenta e
guatro espécimes, divididos em 6 grupo: dentina higida e dentina erodida. Foram
utilizados trés liquidos de polaridades diferentes: agua (solvente universal; polar),
formamida (polaridade intermediaria) e diodometano (altamente apolar).

Os valores obtidos de formamida e de diodometano foram utilizados para o
célculo de energia de superficie e suas componentes, no entanto, para explicar a
condicao da superficie apenas se faz necessério que se tenha os valores de angulo
de contato da agua e os valores de energia de superficie.

Foram realizadas medidas de angulo de contato pelo método da gota séssil,
utilizando-se um goniémetro (OCA20 Data Physicslinstruments, Alemanha). Cada

espécime foi posicionado sobre uma plataforma moével com parafusos de
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nivelamento. Em seguida, uma gota de aproximadamente 20uL de cada liquido,
(agua, formamida e diodometano) foi dispensada sobre o espécime com o auxilio de
uma micropipeta.

A energia livre de superficie (ys) foi calculada por meio de valores de 6, entre
liguidos de diferentes polaridades e a superficie solida, utilizando a equacdo de
Owens-Wendt, que divide a energia superficial em suas componentes dispersivas
(d) e polares (p).

1 o pna
yo(l + cos8) = 2(yEy&)? +2(yPyE)?

Para cada liquido yie suas componentes dispersivas Yi% polares
yPLconhecidas, mede-se 0 B entre 0 mesmo e a amostra. A (ys) é dada pela soma de

suas componentes polar (ysP) e dispersivas (ysY).

Preparo dos espécimes para MEV

Os fragmentos (n=3), previamente preparados, foram colocados em frascos
de Eppendorff com agua destilada e foram preparados de acordo com o seguinte
protocolo: limpeza em ultrassom (UltrasonicCleaner T-1449-D, Odontobréas, Ribeirdo
Preto, SP, Brasil) por 10 minutos; secagem com papel absorvente; imersdo em
solucdo de glutaraldeido a 2,5% tamponado com solucdo de cacodilato de 9 sodio
AA 0,1M com pH 7,4 (Merck KGaA. Darmstadt, D-64293, Alemanha) em temperatura
de 4°C por 12 horas; lavagem com agua destilada por 3 minutos, seguida de
imersdo em agua destilada por 1 hora, com trocas a cada 20 minutos; desidratacao
em graus ascendentes de etanol (Labsynth Ltda., Diadema, SP, Brasil): 25% (20
min), 50% (20 min), 75% (20 min), 95% (30 min), 100% (60 min). Apds a
desidratacdo, os espécimes serdo imersos em solucdo de HMDS (Merck KgaA,
Darmstadt, D-64293, Alemanha) por 10 minutos para secagem quimica. Todos
esses procedimentos foram realizados no interior de uma capela. Depois da
secagem, o0s corpos-de-prova foram fixos em stubs com fita dupla-face de carbono e
a cobertura com ouro realizada em aparelho de metalizagcdo a vacuo (SDC 050, Bal-
Tec AG, FL9496, Balzers, Liechtenstein). Os espécimes foram levados ao
microscopio eletronico de varredura (Philips XL30 FEG, Eindhoven, Holanda)
pertencente ao Laboratorio de Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras
de Ribeirdo Preto (FFCLRP — USP).
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Foi realizada a varredura de toda a superficie do espécime e, em seguida
fotografada a area mais representativa de cada grupo em unico aumento de 1.500X.

Analise Estatistica

Os valores de (8), da analise de molhabilidade, foram submetidos ao teste
de normalidade, por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov com o nivel de
significancia de 5%, e os dados apresentaram-se normal. Posteriormente os dados
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) de dois fatores: Tratamento
superficieal e a interacdo entre eles com nivel de significAncia de 5%. A andlise
estatistica foi realizada com o auxilio do software SPSS para Windows, versdo 12.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3.2 Experimento 2
Delineamento experimental

Os fatores em estudo foram divididos de acordo com o tipo de substrato, em
dois niveis: higido e erodido, e de acordo com a biomodificacdo da dentina, em trés
niveis: sem biomodificacdo (controle), quitosana fosforilada e carbodiimida (EDC). A
amostra foi composta por 60 incisivos bovinos divididos aleatoriamente em 6 grupos.
As variaveis de resposta foram analise qualitativa dos picos de absorcdo do fosfato,
grupos carbonato e bandas da matriz organica por meio de espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR, n=5 em triplicata) e analise
gualitativa da morfologia da superficie por meio de microscopia de forca atdémica

(AFM, n=2). O fluxograma do experimento (2) esta ilustrado na Figura 5.



Figura 5. Fluxograma do experimento 2.
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Selecédo dos dentes e preparo das amostras

Incisivos bovinos recém-extraidos foram lavados em &gua corrente e
examinados macroscopicamente com auxilio de lupa estereoscépica (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha) em aumento de 20X. Foram selecionados 72

dentes que nédo apresentaram linhas de fratura ou fissuras profundas na coroa.

Preparo da amostra

Os dentes foram seccionados transversalmente na juncdo amelocementaria
para separar as coroas das raizes, utilizando disco diamantado (série 15HC 11-
4244, Buehler, lllinois, EUA) montado em maquina de corte (Isomet1000; Buehler,
Alemanha). Posteriormente, as coroas dentais foram seccionadas no sentido mésio-
distal a fim de obter duas hemi-seccdes (vestibular e palatina) de cada coroa. A
partir da hemi-seccao vestibular foi obtido um espécime de 4 x 4 x 2,5 mm de
dentina (para todas as analises).

Os espécimes foram fixados em matrizes de teflon utilizando-se cera fundida
(Kota Industria e Comércio Ltda, SP, Brasil). Em seguida, as superficies de dentina
foram polidas em politriz(Arotec APL-4, Arotec S/A Ind. Com, SP, Brasil) refrigerada
a agua com lixas d’agua com granulacdo de #180 a #320 com a finalidade de
remover excessos laterais e acertar o tamanho dos espécimes, em seguida, o
polimento das superficies de dentina foi realizado com lixa de granulacdo #1200
(Hermes AbrasivesLtd., VA, EUA) por 10 segundos, a fim de planificar a superficie
de dentina de cada espécime. Por fim, os espécimes foram polidos com pasta de
alumina 0.3um e 0.05 um (Arotec S/A Ind. Com., SP, Brasil) em feltro polidor (ATM,

Altenkirchen, Alemanha) por 60 segundos.

Formacéo das lesbes de eroséo

Para induzir a formacdo das lesbes de erosao, foi utilizado protocolo
estabelecido por Vanusponget al., 2002. Cada espécime de dentina foi imerso em 20
mL de acido citrico 0.3% (pH=3.2) individualmente, e em seguida, colocado em
mesa agitadora (CIENTEC-CT155) na qual permaneceu sob agitacdo constante,
numa velocidade de 50 Rpm, por um periodo de 2 horas. Apds esse periodo, 0s
espécimes foram lavados com agua destilada e armazenados individualmente em
tubos contendo saliva artificial por 24 horas em estufa a 37 °C. A saliva artificial foi

composta por metilparabeno (2,0 g), carboximetilcelulose de sédio (10,0 g), KCI
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(0,625 @), MgCl 2.6H20 (0,059 g), CaCl2.2H20 (0,166 g), K2HPO4 (0,804 g), e
KH2PO4 (0,326 g) em 1000 mL de &gua destilada, conforme protocolo descrito por
McKnight-Hanes e Whitford, 1994 e modificada por Amaechi et al., 1999.

Preparo dos biomodificadores e biomodificacdo da superficie dentinaria

Para os espécimes que receberam a biomodificagdo da dentina, este
procedimento foi realizado com solucdo de quitosana fosforilada a 2,5%. Para o
preparo da solucdo de quitosana fosforilada, foram utilizados 2,5 gramas de
quitosana (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) de baixo peso molecular (75-85%
de desacetilacdo), 5 gramas de ureia e 10 mL de &cido fosférico, os quais foram
adicionados a 40mL de solucdo de dimetilformamida (DMF). A mistura foi agitada a
temperatura de 150°C durante 1h. Em seguida, foi filtrada, e o precipitado lavado
minuciosamente com agua destilada e etanol anidro, e entdo, seco a vacuo (Chung
et al., 2014; Wang et al., 2014). A mistura foi adicionada lentamente a 100 mL de
solucdo de acido acético a 1% so agitacdo magnética (Marconi Equip. Lab. Ltda,
Piracicaba, SP, Brasil) durante 1 hora de agitacdo (tempo suficiente para solubilizar
0 polissacarideo). Para a biomodificacdo da superficie com solucdo de quitosana,
20pL da solucéo foi aplicada sobre a superficie dentinaria, com o auxilio de uma
micropipeta, permanecendo sobre a superficie durante 60 segundos, em seguida, a
superficie foi seca com papel absorvente.

A solucdo de EDC-HCI (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) foi preparada
no momento de ser utilizada. Para obtencdo uma concentracdo de EDC 0,5 mol/L,
2,3 mg de EDC-HCL diluido em 230 pl de 4gua milli-q; conseguindo-se uma solucao
com pH 7.34. Para a biomodificacdo da superficie com a solucdo do EDC 0,5 mol/L,
20uL da solucdo de EDC foi aplicado na superficie por 60 segundos, em seguida, a
superficie foi lavada com agua destilada por 15 segundos e seca com papel
absorvente.

Os espécimes do grupo controle receberam o condicionamento da dentina
com &cido fosférico a 35% (3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) por 15 segundos, seguido
de lavagem com agua destilada pelo mesmo tempo e secagem com papel

absorvente.
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Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Trinta espécimes (n=5) foram destinados a analise de espectroscopia de
reflexdo total atenuada na superficie na regido do infravermelho por transformada de
Fourier (ATR-FTIR), utilizando-se um espectrofotometro (FTIR IR-Prestige21,
Shimadzu, Japéo, Kyoto). Os espécimes de dentina foram mantidos em agua
destilada a 4°C até a realizagdo das medidas no espectrobmetro. A analise foi
realizada previamente e ap0s os tratamentos com os biomodificadores. Para tal, a
superficie de dentina foi posicionada sobre um detector de ATR (Atenuated Total
Reflectance) de diamante de 2 mm (Durascope, SmithsDetection, EUA), acoplado
em espectrometro de transformada de Fourier (FTIR IR-Prestige 21, Shimadzu,
Japao, Kyoto). Foram analisados os picos de absorcéo do fosfato (entre 900 e 1200
cm), grupos carbonato (~ 872 cm™) e bandas da matriz organica (1284 cm, 1238
cm? e 1203 cml). A partir de cada espécime foram realizadas trés leituras
(triplicata), gerando assim 3 espectros de absor¢éo para cada espécime, obtendo-se

um valor médio das trés leituras realizadas (Almeida, 2011).

Figura 6. A- Esquema do delineamento da obtencdo dos espectros de FTIR. A- Posicionamento do
espécime na plataforma do IR-Prestige 21; B- Processamento da leitura da amostra de dentina, e impresséo dos
espectros analisados em graficos.

Microscopia de Forca Atbmica (AFM)

Cada amostra de dentina, previamente tratada, foi submetida a analise de
AFM (Atomic Force Microscopy). Individualmente, cada amostra foi fixada a um
suporte magnético e posicionada em um scanner piezoelétrico do aparelho
(Scanning Probe Microscope, SPM-9600, da Shimadzu), responsavel pela
movimentagdo da amostra em todas as dire¢des. A varredura foi realizada no modo
contato, onde a ponta de prova (tip) fica em contato permanente com a amostra. A
alavanca (cantilever) que suporta a ponta sofre deflexdo devido as forgcas de
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interagcOes repulsivas entre a ponta e a superficie da amostra. Esta deflexdo é
monitorada por um laser de diodo (de 650 nm de comprimento de onda e poténcia
maxima de 1 mW), que incide em um fotodetector. Para a varredura dessas
amostras foram utilizadas pontas OMCL-TR800PSA, da Olympus, com as seguintes
especificacdes: formato triangular, frequéncia de ressonancia de 24 kHz, constante
de mola de 0,15 N/m e velocidade de varredura variando de 0,5 a 1 Hz. A varredura
de cada amostra teve variacao até 40 min.. As imagens foram geradas a partir do

processamento do sinal que chega ao fotodetector.

Figura 7. Esquema representativo do processamento da imagem da for¢a atdmica (AFM). A- Laser
de diodo 650nm/1Mw; B- Espelho; C- Ponta da alavanca (tip) OMCL-TR800PSA; D- Processamento do
sinal —fotodetector; E- SPM-9600,Shimadzu
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento 1
Os dados obtidos na analise da molhabilidade por meio da medicdo do menor

angulo de contato estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1. Médias e desvios padrdo do menor angulo de contato (©) apresentado por cada
grupo

. Superficie dentinaria
Tratamento da superficie

Higida Erodida
Sem Biomodificacdo 26.15+2.88 Ba 27.83+3.40 Ba
Quitosana fosforilada 33.93+ 2.28 Aa 36.17 +£3.70 Aa
Carbodiimida 26.77 + 3.24ABa 32.89 + 3.84Aba

Letras minusculas iguais ndo diferem entre si entre as superficies do mesmo tratamento

A ANOVA revelou que ndo houve interacdo significativa entre a
biomodificacdo da superficie e o substrato dentinario (p>0,05). As médias do menor
angulo de contato variaram entre 26,15 graus, para o grupo controle até 36,17 graus
para a quitosana fosforilada 2,5%.

Na tabela 2 estdo descritas as médias com desvio padrdo do angulo de
contato obtidas em dentina higida e dentina erodida e os valores da energia livre de
superficie calculados.

Tabela 2. Médias e desvios padrao dos angulos de contato () apresentados pelo solvente universal e valores
obtidos da energia livre de superficie (Y s) tal como suas componentes dispersiva( Y's?) e polar (y's%) para dentina
higida.
Tratamento da Superficie Dentinaria
Superficie Higida Erodida
Sem Biomodificagdo 49,23+ 0,95Aa 32,82+ 0,99Aa 16,41+ 102Ab 46,12+2,70Aa  20,63+2,06 Ab 25,49 + 2,96 Aa

uitosana
Q . 45,94 + 3,40 Aa 20,94 + 5,68 Aa 22,00+ 2,89 Aa 45,24+1,65Aa 13,18 + 4,87 Aa 32,06 + 4,27 Aa
fosforilada 2,5%
Carbodiimida
05 L 48,52 + 1,69 Aa 28,32+ 2,79 Aa 20,20+ 2,29 Aa 39,01 +2,15Ab 23,91 + 1,66 Aa 15,10 + 1,30 Ba
,5 mo

Letras mailsculas e mindsculas nédo indicam diferenca entre superficies submetidas ao mesmo tratamento.

Com base no resultado apresentado da tabela 2, pode-se observar que a
biomodificacdo com carbodiimida 0,5 mol/L diminui a energia livre da superficie da
dentina erodida em relacdo ao grupo que nado foi submetido a biomodificacédo
(Tabela 2). As médias da energia livre de superficie ,variaram de 39,01 mJ.m? para o
grupo modificado por carbodiimida a 49,23 mJ.m? para o grupo sem biomodificacéo.

A partir dos resultados obtidos na tabela 2, observa-se que a biomodificagdo com
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guitosana fosforilada 2,5% promoveu um aumento do angulo de contato e uma
diminuicdo da energia livre de superficie.

A figura 8 exemplifica a medicao dos angulos de contato apds gotejamento.

Figura 8. Esquema representativo das medidas do angulo de contato nos grupos apds biomodificacéo
superficial: (A) Dentina Higida e (B) Dentina Erodida.

A

Sem biomodificagdo  Carbodiimida 0,5mol/L Quitosanafosforilada 2,5%

. S A

Sem biomodificagao Carbodiimida 0,5mol/L  Quitosanafosforilada 2.5%
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Figura 9. Imagens de Microscopia eletrdnica de varredura da dentina higida (A, B e C) e Erodida
(D, E e F). (A e D). Sem biomodifica¢éo (controle). (B e E) Carbodiimida 0,5mol/L (C e F) Quitosana
fosforilada 2,5%.
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Na Figura 9, as imagens de microscopia eletrbnica de varredura
representam as amostras de dentina higida e erodida ap6s a biomodificacdo da
dentina. Na dentina higida, ha presenca da smear layer, com tibulos dentinarios
ocluidos por aposicdo de dentina peritubular e deposigéo irregulares de minerais na
dentina intertubular(moldes escleréticos) (Imagem A). Apds a biomodificacdo com

carbodiimida, os tubulos dentinarios permaneceram obliterados. A biomodificacdo



72 | Resultados

com quitosana fosforilada proporcionou remocdo da smear layer e tubulos
dentinarios parcialmente visiveis (Imagem C).

Na dentina erodida, verifica-se uma superficie com matriz organica
desmineralizada, sem smear layer e com tabulos dentinarios abertos (Imagem D). O
tratamento superficial com carbodiimida promoveu um padrdo de desmineralizacao
semelhante ao encontrado no grupo sem biomodificacdo (controle), porém com a
embocadura dos tdbulos dentinarios ligeiramente aumentada (Imagem E). O
tratamento superficial com quitosana fosforilada promoveu desmineralizacdo na
superficie e aumento da embocadura dos tubulos dentinarios, possivelmente devido

a maior remocao de dentina peritubular (Imagem F).

4.2 Experimento 2
Analise de espectroscopia transformada de Fourier (FTIR)

ApOs as biomodificacdes, em 2800 cm-1 observa-se bandas de C-H
presentes na estrutura de quitosana fosforilada e carbodiimida relacionadas aos
grupos CHs desses compostos organicos. Apos a biomodificagdo com quitosana
fosforilada, as principais diferengcas s&o encontradas na regiao entre 1600 e 1000
cm-1, ampliadas na Figura 1. Em 1519 cm-1, observa-se banda com alta
intensidade, correspondentes as vibragdes do grupo N-H da quitosana. Além disso,
0 pico pouco intenso em 3080 cm-1, também associado a vibracdo do grupo N-H,
pode ser identificado de maneira mais evidente na amostra erodida. Comparando-se
as amostras biomodificadas com o grupo controle, nota-se que maiores diferencas
sdo observadas em presenca de quitosana fosforilada. Sugere-se, desta forma, que
esta biomolécula esta adsorvida em maior quantidade na superficie dentinaria

guando comparada a EDC.
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Figura 10. Espectro de FTIR-ATR. Em (A) DH e (B) DE. Dentina higida = linha preta. Dentina erodida =
linha preta. Dentina biomodificada com EDC= linha vermelha e com P-chi= = linha verde. A inser¢cdo mostra

a amplificacdo da regido contendo as bandas principais.
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Analise de Microscopia de Forga Atdmica (AFM)

As imagens de microscopia de forca atdbmica demonstram um substrato mais
irregular com tubulos dentinarios ligeiramente mais abertos na dentina erodida
quando comparada com a dentina higida (Imagens 11A e 11D). A biomodificacao da
dentina higida e erodida com quitosana fosforilada promoveu remoc¢éo de dentina
intertubular compativel com uma desmineralizacdo superficial e tibulos dentinarios
obliterados pela deposicdo deste biopolimero (Imagens 11B e 11E). Apés
biomodificagdo com EDC foram encontrados tubulos dentinarios totalmente
obliterados para dentina higida (Imagem 11C) e na dentina erodida houve
obliteracdo dos tubulos, mas sem deposicdo sobre a dentina intertubular (Imagens
11F).
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Figura 11. Imagens de microscopia de forca atdbmica. A — Dentina higida sem biomodificagdo; B — Dentina
higida ap6s biomodificagdo com quitosana fosforiladai; C — Dentina higida apds biomodificacdo com EDC; D —
Dentina erodida sem biomodificagcdo; E — Dentina erodida ap6s biomodificagdo comquitosana fosforiladai; F —
Dentina erodida apds biomodificacdo com EDC.
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Com relacdo a andlise de rugosidade, as superficies de dentina que
receberam biomodificacdo quitosana fosforilada e carbodiimida apresentaram maior
diferenciacdo de picos e vales resultando em superficie mais irregular (Ra= 232,583
e Ra: 203,407; Ra= 203,4 e Ra= 212,556, respectivamente) quando comparadas
aos grupos controle, tanto para dentina higida quanto para dentina erodida (Ra=

181,0 para ambos).
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Figura 12. Imagens de microscopia de forca atdmica em 3D. A - Dentina higida sem
biomodificacdo; B — Dentina higida apds biomodificacdo com quitosana fosforilada; C — Dentina
higida apds biomodificagdo com EDC; D — Dentina erodida sem biomodificacéo; E — Dentina erodida
apo6s biomodificacdo com quitosana fosforiladai; F — Dentina erodida apés biomodificagdo com EDC.
DH =fotomicrografias da dentina higidas. DE = fotomicrografias da dentina erodida.
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5 DiscussAo

A biomodificacdo da matriz dentinaria melhora suas propriedades bioquimicas
e biomecanicas trazendo beneficios aos tratamentos restauradores (Bredan-
Russo.,2010). O emprego de solugcdo de quitosana na dentina tem apresentado
resultados favoraveis em relacdo remineralizacdo da estrutura exposta da dentina
desmineralizada (Carpio-Perochena et al., 2015). O uso da quitosana se mostra
efetivo devido a sua capacidade de formar ligagdes cruzadas com colageno tipo | da
dentina que proporciona uma protecdo a degradacdo enzimética (Kishen et al.,
2016). Além dos beneficios j& demonstrados, e em funcdo das caracteristicas da
quitosana, a incorporacdo de novos derivados de quitosana através de produtos
quimicos,vém sendo estudados. De forma semelhante, a biomodificacdo com
carbodiimida melhora a estrutura do coldgeno e a adesdo a mesma, através da
inativacdo da MMPs dentinarias (Bax et al., 2016; Mazzoni et al., 2014).

A partir dos resultados obtidos no experimento 1, pode-se concluir que o tipo
de substrato dentinario (higido e erodido) e o tratamento da superficie com
quitosana fosforilada a 2,5% e carbodiimida né&o influenciou na molhabilidade da
dentina erodida. Esse resultado vai ao encontro de outros obtidos em estudos
anteriores em que também nao foi observada diferenca estatisticamente significante
na molhabilidade com biomodificacdo com quitosana em diferentes concentracdes
(Ururahy et al., 2017). Porém, a biomodificacdo nao influenciar a molhabilidade da
superficie dentinaria é algo favoravel pois a adesdo depende do escoamento do
sistema adesivo sobre a superficie. Com isso, conseguiriamos os efeitos positivos
da quitosana (propriedade antimicrobiana e quelante) sem prejuizos a adeséo.

O tipo de substrato dentinario ( higido e erodido) e o tratamento da superficie
com Carbodiimida e quitosana fosforilada 2,5% , n&o influenciou na energia livre de
superficie.

A energia livre de superficie total € a resultante da soma de suas
componentes, polar e dispersiva. Modificacbes nessas componentes resultam em
diferentes interacbes entre a superficie e o liquido (biomodificador). Sabendo que
uma maior energia superficial de uma determinada superficie indica que ela tem
uma maior propensao a participar de rea¢des quimicas, e, no que diz respeito a um
meio bioldgico, apresenta uma maior propensao de incorporar biomoléculas nessa

superficie. A componente dispersiva favorece interagdes do tipo de London entre as
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moléculas apolares. Esta interacdo molecular pode ser chamada também de dipolo-
induzido ou Forcas de Van der Walls (é a interacdo mais fraca de todas e ocorre
entre moléculas apolares). A componente polar favorece interagcdes do tipo
eletrostaticas, metalicas e dipolares (Nojiri et al., 2015). Fatores importantes que
contribuem para a interagdo total incluem forga eletrostatica, co-adsorcao de anions,
forcas de dispersdo e trocas nas propriedades hidrofilicas, incluindo a polaridade e
forcas de unido de hidrogénio entre a superficie e a proteina (Yoshida et al., 2015).

A energia livre de superficie estad relacionada com o0s grupos quimicos
presentes na superficie das amostras e consequentemente, com o tipo de interacfes
moleculares superficiais. Estas irdo determinar seletivamente como 0S grupos
polares e apolares de proteinas irdo interagir com as diferentes superficies (higida e
erodida; modificada ou n&do). Com base nos resultados encontrados no experimento
1, verificou-se ( tabela 2 ) que a biomodificacdo superficial com Carbodiimida 0,5
mol/L promoveu uma diminuicdo na energia livre, com a diminuicdo de sua
componente polar. Neste caso, a diminuicdo da energia livre se deve a diminuicédo
da componente polar e a um ligeiro aumento da componente dispersiva, indicando
um aumento da afinidade da superficie por substancias apolares, apdés a
biomodificagdo com o EDC. Do ponto de vista quimico, o fato de o EDC ter
apresentado uma maior afinidade no substrato erodido que pelo sadio, pode ser
associado as interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio entre o EDC e o substrato
erodido. O tratamento do substrato dentinario com acido diluido (no caso, acido
citrico) promove uma hidrolise acida de moléculas do colageno em residuos de
aminoacidos, gerando grupos amino (-NH2) e carboxila (-COOH), que sao doadores
em ligacBes do tipo hidrogénio com o Nitrogénio da amina terciaria do EDC. Desta
forma, o mecanismo de acdo do EDC envolveria o colageno e se daria via
interacbes moleculares. No que diz respeito a maior interacdo da Carbodiimida 0,5
mol/L com o substrato erodido, também poderia ser explicado, do ponto de vista
guimico, uma vez que o substrato erodido promoveu uma superficie cheia de
hidoxilas (OH), consequentemente mais polar , no momento em que coloca-se a
solucdo com Carbodiimida , sua molécula vai se ligar pelo seu lado polar (N) ,
ficando na superficie sua parte apolar, justificando assim a diminuicdo da energia
livre de superficie pela diminuicdo de sua componente polar e aumento de sua

componente dispersiva.
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O mesmo ndo aconteceria com a molécula da quitosana fosforilada 2,5%,
uma vez que essa molécula possui varios grupos polares e mesmo sua molécula se
ligando pela parte polar, ainda assim ficara parte polar na superficie, 0 que
justificaria, do ponto de vista de interacdo quimica, a nao influéncia da quitosana
fosforilada 2,5% na energia livre de superficie.Existe uma interagdo do tipo ion-ion
entre os anions fosfato da hidroxiapatita e a porcdo cationica da quitosana
fosforilada (grupo NH2+), que se forma quando a quitosana € solubilizada em acido
acético. Em suma, o mecanismo de acdo da quitosanafosforilada se da via
interacOes i0nicas e deve envolver a hidroxiapatita. Baseado nessa explicagao,
podemos afirmar que o tratamento com quitosana fosforilada 2,5% foi mais eficiente
, tanto na mollhabilidade como na energia livre de superficie, do que o tratamento
com Carbodiimida .

Existe uma interacé@o do tipo ion-ion entre os anions fosfato da hidroxiapatita
e a porgao catibnica da quitosana fosforilada (grupo NH2+), que se forma quando a
quitosana € solubilizada em acido acético. Em suma, o mecanismo de acdo da
quitosana fosforilada se da via interacdes idnicas e deve envolver a hidroxiapatita.

O tipo de substrato (higido e erodido) e o tratamento da superficie com
Carbodiimida e com quitosana fosforilada 2,5% n&o influenciou na morfologia
superficial foi aceita. As imagens da microscopia eletrbnica de varredura
demonstraram uma maior efetividade do tratamento com quitosana fosforilada a
2,5% na remocdo de smear layer e aumento da embocadura dos tdbulos
dentinarios. Tal modificacdo superficial é favoravel, visto que, a quitosana possui
atividade antimicrobiana e poderia auxiliar na antissepsia dos tubulos além de
facilitar o escoamento do sistema adesivo.

Com relacdo aos resultados obtidos no experimento 2, de acordo com a
utilizacdo de agentes biomodificadores, esses vem demonstrando efeitos positivos
na matriz organica, melhorando suas propriedades biomecéanicas e bioquimicas,
com beneficios preventivos e aumento na reticulacdo de colageno ( Bredan-Russo
2011; Ururahy et al.,2017; Gu et al.,2018; Beltrame et al., 2018). Além disso, a
quitosana fosforilada tém demonstrado bom potencial anti-erosivo (Xu et al., 2011),
sendo incorporada em cremes dentais por promover aumento do efeito do fluoreto
estanhoso, e consequentemente, produzir bom efeito anti-erosivo do esmalte (Aykut-
Yetkiner et al.,2014). A carbodiimida (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil, EDC) vém

demonstrando eficacia na preservacdo da resisténcia de unido ao longo do tempo e
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na inibicdo de MMPs ligadas a matriz ( Bredan-Russo et al., 2010; Mazzoni et al.,
2012 ; Mazzoni et al., 2014; Mazzoni et al.,2018).

A espectroscopia no infravermelho é um tipo de espectroscopia de absorcéo
em que a energia absorvida se encontra na regido do infravermelho do espectro
eletromagnético. Esta analise se baseia no fato de que as ligagbes quimicas das
substancias possuem frequéncias de vibracdo especificas, as quais correspondem a
niveis de energia da molécula (chamados nesse caso de niveis vibracionais). Tais
frequéncias dependem da forma da superficie de energia potencial da molécula, da
geometria molecular, das massas dos atomos e eventualmente do acoplamento
vibrénico. Esta analise mostra a possibilidade de identificar mudancas quimicas no
contetdo da matriz organica estudada (Bachmann et al.,2004). Os resultados
obtidos no presente estudo por meio de espectroscopia transformada de Fourier
(FTIR) demonstram que ao compararmos as amostras de dentina higida e erodida,
maiores diferencas estdo relacionadas ao aumento de intensidade de bandas
correspondentes a quitosana fosforilada 2,5% na dentina higida, sugerindo melhor
adesdo da quitosana nesta superficie. Apesar das duas superficies possuirem
energia livre de superficie (mJ/m) semelhantes, maior componente dispersiva é
observada para a dentina higida. Apds a biomodificagdo com a quitosana fosforilada,
reducdo da componente dispersiva € observada, sugerindo ligacéo via tais grupos
(e.g. acetileno). O aumento na componente polar apos a biomodificagdo com a
guitosana fosforilada, mostra a disponibilidade desses grupos (N-H3+), que né&o
foram usados na ligagdo com a dentina. O mesmo comportamento é observado para
a amostra da dentina erodida. Desta forma, podemos afirmar que a superficie com
maior caracter dispersivo foi a melhor para ligacdo com quitosana fosforilada (32,82
mJ/m?).

A banda 1090 cm-1 corresponde ao alongamento assimétrico do grupo
fosfato presente na quitosana fosforilada. A presenca dessa banda no espectro
confirma que a amostra contém quitosana fosforilada e concorda com estudos que
caracterizaram a quitosana fosforilada pela analise de FTIR (Wang et al,. 2013)
(Amaral et al.,2005). O grupo funcional amida apresenta-se suprimido na
biomodificacdo com a Carbodimiida, uma vez que esta ativa grupos carboxilos livres
em reacbes com aminas para posterior ligagdes amidas ( Cadenaro M. et al., 2016).

Na andlise da dentina erodida pode ser notada a banda caracteristica da
amida (bem intensos em 1550,80 ou 1619,57, e em 3313,10). As carbodimidas séo
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reagentes de acoplamento funcional que induzem grupos de acidos carboxilicos de
residuos glutamicos ou de acido asparticopara formar ligacdes de amida estaveis
com aminas de lisina e hidroxilisina residuos na presenca de NHS.

O AFM é a técnica mais utilizada para caracterizar a superficie dos
materiais, uma vez que permite a obtencdo de imagens a trés dimensdes (3 D),
permitindo quantificar a rugosidade de superficie numa escala nanométrica (Botta et
al., 2008). Assim, a rugosidade superficial € determinada com alta precisdo. Diante
dos resultados desse estudo, observamos nas imagens 2D (Figura 2A-2F) da
andlise de Forca Atémica (AFM) que a biomodificacdo da dentina com a quitosana
fosforilada 2,5% promoveu deposicdo deste composto sobre a superficie (dentina
interbular) e tubulos dentinarios obliterados (dentina peritubular) (Imagens 1B e 1E),
o que vem de encontro com estudo prévio que verificou que a quitosana
permaneceu depositada na superficie da dentina desmineralizada mesmo apés 7
dias de armazenamento em &gua (Curylofo-Zotti et al.,2019). Ja a biomodificacdo
com o EDC promoveu tabulos dentinarios totalmente obliterados para dentina higida
(Imagem 1C), e na dentina erodida, houve obliteracdo dos tubulos, mas néo foi
observado deposicao de particulas de EDC sobre a dentina intertubular(Imagens 1
F). Do ponto de vista quimico, uma das explicacbes para o fato de termos
encontrado somente particulas de quitosana fosforilada na superficie (dentina
intertubular) e ndo de EDC, € que a quitosana fosforilada € um polimero, que se
agrega e tem como resultado uma molécula grande, o que dificultaria sua total
penetracdo nos tubulos dentinarios, permanecendo assim particulas na superficie.
Ao contrario do EDC que é uma molécula pequena, o que facilita sua total
penetracdo nos tubulos dentinérios (dentina peritubular). Vale ressaltar que quando
uma superficie sofre o processo erosivo (desmineralizacdo), ocorre uma reducédo do
conteddo mineral de calcio e fosfato e consequentemente uma diminuigdo na
energia livre de superficie, uma vez que essa superficie erodida torna-se uma
superficie polar. Temos ainda o processo de capilaridade, onde dentro dos poros
observa-se uma area superficial elevada, oferecendo véarios pontos de ligacdes nas
paredes, que aliado com o menor tamanho da molécula de EDC favoreceria a
penetracdo desse biopolimero modificador no interior dos tubulos dentinarios.

A rugosidade superficial € o conjunto das irregularidades microgeométricas
que resultam em uma superficie decorrente da interagcdo com 0s processos de

desgaste e que séo formados por numerosos sulcos e ranhuras variaveis em forma,
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direcdo e profundidade (Novaski, 1994). O valor de Ra (rugosidade aritmética) € o
mais comumente utilizado. A rugosidade aritmética € expressa em micrometros (um)
e € obtida pela média aritmética entre os picos e vales encontrados dentro de uma
linha central ao longo da area avaliada (Teixeira et el., 2005).Nopresente estudo
pode-se observar nas imagens 3D que houve alteracdo nas superficies tratadas. As
superficies de dentina que receberam biomodificagdo com quitosanafosforilada a
2,5% e carbodiimida apresentaram maior diferenciacao de picos e vales resultando
em superficie mais irregular (com maior rugosidade) quando comparadas aos
grupos sem biomodificacéo, tanto para dentina higida quanto para dentina erodida.
Sabe-se que todo sélido possui certa rugosidade e que essa rugosidade é
importante para varios motivos: aumentar a area de superficie para o contato com o
adesivo (melhor adesado), auxiliar no aumento da resisténcia as forcas de
cisalhamento pela simples presenca de projecdes perpendiculares as forcas de
cisalhamento; tende a aumentar adesdo mecanica (embricamento) e a penetragéo
do adesivo (restauracdo) na superficie irregular e nos poros exige uma baixa
viscosidade e tensdo superficial equilibrada. Dessa forma podemos afirmar que
ambos biomodificadores poderiam auxiliar positivamente no processo de adeséo das

restauracdes a superficie dentinaria.
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6 CONCLUSOES

- A Dbiomodificagdo superficial da dentina erodida com substancias
biomodificadoras, quitosana fosforilada 2,5% e carbodiimida 0,5 mol/L nao
influenciou na molhabilidade.

— A energia livre de superficie apresentou uma diminuicdo no substrato erodido,
apos a biomodificacdo com carbodiimida.

- A biomodificacdo com quitosana fosforilada 2,5% provocou mudancas
significativas na morfologia superficial, provocando desmineralizacdo e
abertura dos tabulos dentinarios.

- A biomodificacdo com quitosna fosforilada promoveu desmineralizacao
superficial nos substratos higido e erodido, com tubulos dentinarios
obliterados.

— A biomodificagdo com carbodiimida , promoveu efeito sutil nos componentes

guimicos da dentina, sem alteracdes marcantes na superficie.






Referéncias






Referéncias | 91

REFERENCIAS

ADDY, M.; SHELLIS, R. P. Interaction between attrition, abrasion and erosion in
tooth wear. Monogr Oral Sci, v. 20, p. 17-31, 2006.

ALONSO, J. R. L. et. al. Effect of crosslinkers on bond strength stability of fiber posts
to root canal dentin and in situ proteolytic activity. J Prosthet Dent, v.119, n.3, p.
494.el - 494.e9, 2018.

AMAECHI, B. T.; HIGHAM, S. M.; EDGAR, W. M. Techniques for the production of
dental eroded lesions in vitro. J Oral Rehabil., v. 26, n. 2, p.97-102, 1999.

AMARAL, I. F.; GRANJA, P. L.; BARBOSA, M. A. Chemical modification of chitosan
by phosphorylation: an XPS, FT-IR and SEM study. J Biomater Sci Polym., v. 16, n.
12, p. 1575-93, 2005.

ATTIN, T.; WEGEHAUPT, F. J. Methods for assessment of dental erosion. Monogr
Oral Sci., v. 25, p. 123-142, 2014.

AYKUT-YETKINER, A.; ATTIN, T.; WIEGAND, A. Prevention of dentine erosion by
brushing with anti-erosive toothpastes. J Dent., v.42, n.7, p. 856-61, 2014.

BACHMANN, L. Changes in chemical composition and collagen structure of dentine
tissue after erbium laser irradiation. Spectrochim Acta A Mol Biomol Spectrosc.,
v.61, n.11-12, p. 2634-9, 2005.

BARBOUR, M. E.; LUSSI, A., SHELLIS, R. P. Screening and prediction of erosive
potential. Caries Res., v.45, p. 24-32, 2011. Supplement 1.

BAX, D. V. et. al. Fundamental insight into the effect of carbodiimide crosslinking on
cellular recognition of collagen-based scaffolds. Acta Biomater., v. 49, p. 218-234,
2017.

BEDRAN-RUSSO, A. K. et. al. Application of crosslinkers to dentin collagen
enhances the ultimate tensil strength. Biomed Mater Res B appl Biomater., v.80,
n.1, p. 268-72, 2007.

BEDRAN-RUSSO, A. K. et. al. Dentin biomodification: strategies, renewable
resources and clinical applications. Dent Mater., v.30, n. 1, p. 62-76. 2014.

BEDRAN-RUSSO, A. K. et. al. Long-term Effect of carbodiimide on dentin matrix and
resin-dentin bonds. J Biomed Mater Res B Appl Biomater., v.94, n.1, p. 250-5,
2010.

BELTRANE, A. P. C. A. et. al. Effect of Phosphorylated Chitosan on Dentin Erosion:
An in vitro Study. Caries Res., v.52, n.5, p. 378-386, 2018.



92 | Referéncias

BOTTA, A. C. et. al. Effect of dental finishing instruments on the surface roughness
of composite resins as elucidated by atomic force microscopy. Microsc Microanal.,
v. 14, n.5, p.380-6, 2008.

CADENARO, M. et. al. Effect of carboidiimide on thermal denaturation temperature of
dentin collagen. Dent Mater., v.32, n.4, p. 492-8, 2016.

CHAUSSAIN-MILLER, C. et. al. The role of matrizmetalloproteinases (MMPSs) in
human caries. J Dent Res., v. 85, n. 1, p. 22-32, 2006.

CHEN, Z. et. al. Whole-field macro- and micro-deformation characteristic of unbound
water-loss in dentin hard tissue. J Biophotonics., v. 11, n.9, p. e201700368, 2018.

COMBA, A. et. al. Carbodiimide inactivation of matrix metalloproteinases in radicular
dentine. J Dent., v.82, p. 56-62, 2019.

CHUNG, J. H. et. al. Synthesis, characterization, biocompatibility of hydroxyapatite-
natural polymers nanocomposites for dentistry applications. Artif Cells Nanomed
Biotechnol., v.44, n.1, p. 277-84, 2016.

CRUZ, J. B. et. al. Bonding stability of adhesive systems to eroded dentin. Braz Oral
Res., v. 29, n.1, p. 1-6. 2015.

CURYLOFO-ZOTTI, F. A. et. al. Selective removal of carious lesion with Er:-YAG
laser followed by dentin biomodification with chitosan. Lasers Med Sci., v.32, n.7, p.
1595-1603, 2017.

CURYLOFO-ZOTTI, F. A. et. al. Effect of Er: YAG laser irradiation and chitosan
biomodification on the stability of resin/demineralized bovine dentin bond. J Mech
Behav Biomed Mater., v.91, p. 220-228, 2019.

DAOOQOD, U. et. al. Effect of chitosan/riboflavin modification on resin/dentin interface:
Spectroscopic and microscopic investigations. J Biomed Mater Res A., v.101, n.7,
p. 1846-56, 2013.

DASH, J. et. al. Synthesis of bis-indolecarboximides as G-quadruplex stabilizing and
inducing ligands. Chemistry, v.18, n.2, p. 554-64. 2012.

DEL CARPIO-PEROCHENA, A. et. al. Chelating and antibacterial properties of
chitosan nanoparticles on dentin. Restor Dent Endod., v.40, n.3, p. 195-201, 2015.

EKAMBARAM, M.; YIU, C. K.; MATINLINNA, J. P. Effect of Solvents on Dentin
Collagen Cross-Linking Potential of Carbodiimide. J Adhes Dent., v.17, n.3, p. 219-
26, 2015.

ELSAKA, S.; ELNAGHY, A. Effect of addition of chitosan to self-etching primer:
antibacterial activity and push-out bond strength to radicular dentin. J Biomed Res.,
v.26, n.4, p. 288-294, 2012.

EL KNIDRI, H. et. al. Extraction, chemical modification and characterization of chitin
and chitosan. Int J Biol Macromol., v.120, pt. A, p.1181-1189, 2018.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29626390
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29626390

Referéncias | 93

FAWZY, A. S. et. al. Chitosan/Riboflavin-modified demineralized dentin as a potential
substrate for bonding. J Mech Behav Biomed Mater., v.17, p. 278-289, 2013.

FERNANDES, L. L. et. al. Cytocompatibility of Chitosan and Collagen-Chitosan
Scaffolds for Tissue Engineering. Polimeros, v.21, n.1, p. 1-6, 2011.

GANSS, C. et. al. Effect of Toothbrushing force on the mineral content and
demineralized organic matrix of eroded dentine. Eur J Oral Sci., v. 117, n.3, p. 225-
260, 2009.

GANSS, C. et. al. Effects of Two Fluordation Measures on Erosion Progression in
Human Enamel and Dentine in situ. Caries Res., v.38, n.6, p.561-6, 2004.

GU, L. S. Chitosan-Based Extrafibrillar Demineralization for Dentin Bonding. J Dent
Res., v.98, n.2, p. 186-193, 2019.

GRIPPO, J. O. Biocorrosion vs. erosion: the 21st century and a time to change.
Compend Contin Educ Dent., v. 33, n.2, p. 33-37, 2012.

IMAI, A. et. al. Influence of application method on surface free-energy and bond
strength of universal adhesive systems to enamel. Eur J Oral Sci., v.125, n.5, p.
385-395, 2017.

JOAO-SOUZA, S. H. et. al. Influence of desensitizing and anti-erosive toothpastes on
dentine permeability: An in vitro study. J Dent., v. Jul 24, p.103176, 2019. In press.

JAYAKUMAR, R. et. al. Sulfated chitin and chitosan as novel biomaterials. Int J Biol
Macromol., v.40, n.3, p. 175-81, 2007.

JAYAKUMAR, R. et. al. Preparative methods of phosphorylated chitin and chitosan--
an overview. Int J Biol Macromol., v.43, n.3, p. 221-5, 2008.

KISHEN, A. et. al. Characterizing the collagen stabilizing effect of crosslinked
chitosan nanoparticles against collagenase degradation. Dent Mater., v.32, n.8, p.
968-77, 2016.

KUMAR, R. M. N. V. A review of chitin and chitosan applications. React Funct
Polym., v.46, n.1, p.1-27, 2000.

LUSSI, A. et. al. Methodology and models in erosion research. Foreword. Caries
Res., v.45, p.1, 2011. Supplement 1.

LUSSI, A.; HELLWINGE, E. Risk assessment and preventive measures. Monogr
Oral Sci, v. 20, p. 220 - 229, 2014.

MAZZONI, A. et. al. Cross-linking effect on dentin bond strength and MMPs activity.
Dent Mater., v.34, n.2, p. 288-295, 2017.

MAZZONI, A. et. al. Carbodiimide inactivation of MMPs and effect on dentin bonding.
J Dent Res., v.93, n.3, p. 263-8, 2014.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29179972

94 | Referéncias

MAZZONI, A. et. al. MMP activity in the hybrid layer detected with in situ
zymography. J Dent Res., v.91, n.5, p. 467-72, 2012.

MACHADO, A. C. Using fluoride mouthrinses before or after toothbrushing: effect on
erosive tooth wear. Arch Oral Biol., v.108, n. December, p.104520, 2019. In press.

MEURMAN, J. H.; TEN CATE, J. M. Pathogenesis and modifying factors of dental
erosion. Eur J Oral Sci., v.104, pt.2, p. 199-206, 1996.

MORI, T. et. al. Effects of chitin and its derivatives on the proliferation and cytokine
production of fibroblasts in vitro. Biomaterials., v.18, n.13, p. 947-951, 1997.

MOUSSA, D. G. et. al. Dentin Priming with Amphipathic Antimicrobial Peptides. J
Dent Res., v.98, n.10, p. 1112-21, 2019.

MUZZARELLI, R. A.; ROCHETTI, R. The determination of molybdenum in sea water
by hot graphite atomic absorption spectrometry after concentration on p-
aminobenzylcellulose or chitosan. Anal Chim Acta., v.64, n.3, p.371-9, 1973.

OLDE-DAMINK, L. H. et. al. Cross-linking of dermal sheep collagen using a water-
soluble carbodiimide. J.Biomaterials, v.17, n.8, p. 765-73, 1996.

PASHLEY, D. H. et. al. Collagen degradation by host-derived enzymes during aging.
J Dent Res., v. 83, n.3, p. 216-221, 2004.

PINI, N. I. et. al. In vitro Efficacy of Experimental Chitosan-Containing Solutions as
Anti-Erosive Agents in Enamel. Caries Res., v.50, n.3, p.337-45, 2016.

PROFETA, A. C. et. al. Bioactive effects of a calcium/sodium phosphosilicate on the
resin—dentine interface: a microtensile bond strength, scanning electron and confocal
microscopy study. Eur J Oral Sci., v. 120, n.4, p. 353-62, 2012.

RINAUDO, M. Chitin and chitosan: Properties and applications. J Sci Ind Res., v.63,
p.20-31, 2004.

SABATINI, C.; PASHLEY, D. H. Mechanisms regulating the degradation of dentine
matrices by endogenous dentin proteases and their role in dental adhesion. Am J
Dent., v.27, n.4, p.203-14, 2014.

SANO, H. et. al. Effect of rinsing with phosphorylated chitosan on four-day plaque
regrowth. Bull Tokyo Dent Coll., v.42, n.4, p. 251-6, 2001.

SCHEFFEL, D. L. et. al. Stabilization of dentin matrix after cross-linking treatments,
in vitro. Dent Mater., v.30, n.2, p.227-33, 2014a.

SCHEFFEL, D. L. et. al. Inactivation of matrix-bound matrix metalloproteinases by
cross-linking agents in acid-etched dentin. Oper Dent.,v.39, n.2, p. 152-8, 2014b.

SCHEFFEL, D. L. et. al. Increased Durability of Resin-Dentin Bonds Following Cross-
Linking Treatment. Oper Dent., v.40, n.5, p.533-9, 2015.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22354448#_blank

Referéncias | 95

SCHEFFEL, D. L.; YOUSEFIPOUR, B.;, MOHAMMADI-BASSIR, M. Effect of
Carbodiimide on Bonding Durability of Adhesive-cemented Fiber Posts in Root
Canals. Oper Dent., v.41, n.4, p.432-40, 2016.

SCHLUETER, N. et. al. Tin and fluoride as anti-erosive agents in enamel and dentine
in vitro. Acta Odontol Scand., v.68, n.3, p.180-4, 2010.

SHANMUGAM, A.; KATHIRESAN, K., NAYAK, L. Preparation, characterization and
antibacterial activity of chitosan and phosphorylated chitosan from cuttlebone of
Sepia kobiensis (Hoyle, 1885). Biotechnol Rep (Amst)., v.9, n.10, p. 25-30, 2016.

SHRESTHA, A. et. al. Effect of hydration on the strain gradients in dental hard
tissues after heat and cold application. J Endod., v.36, n.10, p. 1643-7, 2010.

SHRESTHA, A.; FRIEDMAN, S.; KISHEN, A. Photodynamically crosslinked and
chitosan-incorporated dentin collagen. J Dent Res., v.90, n.11, p. 1346-51, 2011.

SILVA, P. V. et. al. Time-dependent effects of chitosan on dentin structures. Braz
Dent J., v.23, n.4, p. 357-61, 2012.

SIQUEIRA, F. S. F. et. al. Improving bonding to eroded dentin by using collagen
cross-linking agents: 2 years of water storage. Clin Oral Investig., p. 1-14, 2019. In
press.

SINGH, P. et. al. Effect of carbodiimide on the structural stability of resin/dentin
interface. J Conserv Dent., v.19, n.6, p. 501- 509, 2016.

SONG, J. et. al. Nanogels of carboxymethyl chitosan and lysozyme encapsulated
amorphous calcium phosphate to occlude dentinal tubules. J Mater Sci Mater Med.,
v.29, n.6, p.84, 2018.

TANGSADTHAKUN, C. et. al. The influence of molecular weight of chitosan on the
physical and biological properties of collagen/chitosan scaffolds. J Biomater Sci
Polym Ed., v.18, n.2, p.147-63, 2007.

TEN CATE, J. M.; DUIJSTERS, P. P. Alternating demineralization and
remineralization of artificial enamel lesions. Caries Res., v.16, n.3, p. 201-10, 1982.

TJADERHANE, L. et. al. Optimizing dentin bond durability: strategies to prevent
hydrolytic degradation of the hybrid layer. Dent Mater., v.29, n.10, p. 999-1011,
2013.

INOUE, N. et. al. Surface free-energy measurements as indicatores of the bonding
charactheristics of single-step self-etching adhesives. Eur J Oral Sci., v.118, n.5,
p.525-30, 2010.

URURAHY, M. S. et. al. Wettability and surface morphology of eroded dentin treated
with chitosan. Arch Oral Biol., v.75, p.68-73, 2017.

VANUSPONG, W.; EISENBURGER, M.; ADDY, M. Cervical tooth wear and
sensitivity: erosion, softening and rehardening of dentine; effects of pH, time and
ultrasonication. J Clin Periodontol., v.29, n.4, p. 351-7, 2002.



96 | Referéncias

WANG, K.; LIU, Q. Adsorption of phosphorylated chitosan on mineral surfaces.
Colloids Surf A Physicochem Eng Asp., v. 436, p. 656-663, 2013.

WANG, K.; LIU, Q. Chemical structure analyses of phosphorylated chitosan.
Carbohydr Res., v.386, p. 48-56, 2014.

WANG, X. H. et. al. Crosslinked collagen/chitosan matrix for artificial livers.
Biomaterials., v.24, n.19, p. 3213-20, 2003.

WEST, N. X. et. al. Prevalence of dentine hypersensitivity and study of associated
factors: a European population-based cross-sectional study. J Dent., v.41, n.10, p.
841-51, 2013.

XU, Z. et. al. Biomimetic deposition of calcium phosphate minerals on the surface of
partially demineralized dentine modified with phosphorylated chitosan. J Biomed
Mater Res B Appl Biomater., v.98, n.1, p.150-9, 2011.

YAMAKAMI, S. A. et. al. Study of the chemical interaction between a high-viscosity
glass ionomer cement and dentin. JAppl Oral Sci., v.26, p. e20170384, 2018.

YOSHIDA, F. et. al. Influence of surface treatment of contaminated lithium disilicate
and leuciteglassceramics on surface free energy and bond strength of universal
adhesives. Dent Mater J., v.34, n.6, p. 855-62, 2015.



