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ARAUJO LCR. Dentina erosionada: Avaliacao das propriedades adesivas
dos sistemas adesivos universais apds 6 anos e apoOs a utilizacdo de
agentes reticuladores de coldgeno associado ao Dimetilsulfoxido [tese].
Séo Luis. Universidade Ceuma; 2023.

RESUMO

A erosao dental € caracterizada pela perda progressiva e irreversivel de tecido
dental por processo quimico (acidos e/ou quelantes) sem o envolvimento de
bactérias, levando a desmineralizacdo da matriz inorganica do dente. O
tratamento reabilitador € o mais indicado para devolver forma e funcéo para os
dentes afetados. Entretanto, devido as grandes alteracdes na dentina durante o
desafio erosivo, a adesdo a dentina erosionada pode ser comprometida devido
a grande quantidade de fibras coldgenas expostas que dificultam a adequada
infiltracdo dos mondémeros resinosos durante o procedimento adesivo. O
presente estudo foi dividido em dois capitulos que abordaram a avaliagdo das
propriedades adesivas dos sistemas adesivos universais ap0s 6 anos de
armazenamento e a utilizacdo de agentes reticuladores de coldgeno associado
ao Dimetilsulféxido. No experimento 1 foi avaliado a resisténcia a microtracédo
(MTBS) e a nanoinfiltracdo (NI) de diversos adesivos universais a dentina
erosionada (DE), utilizando estratégias de etch-and-rinse (ER) e self-etch (SE),
imediatamente e apds 6 anos de armazenamento de agua. 480 molares foram
distribuidos em 60 grupos de acordo com o substrato dentina (sadia, erosionada
com refrigerante ou erosionada com acido citrico), método de aplicagdo do
adesivo (SE ou ER) e adesivos utilizados: 1. All-Bond Universal; 2. Ambar
Universal; 3. Clearfil Universal; 4. Futurabond U; 5. One Coat7 universal; 6. Peak
Universal Bond; 7. Prime&Bond Efect; 8. Scotchbond Universal; 9. Tetric n-bond
Universal, e 10. Xeno Select. ApOs restauragdo com resina composta, 0S
espécimes foram seccionados em palitos resina-dentina. Os palitos foram
testados (imediatamente ou apds 6 anos de armazenamento) para uTBS (0,5
mm/min) ou para avaliar a NI. Os dados para yTBS foram analisados por ANOVA de
quatro fatores e teste post-hoc de Tukey (a = 0,05), e NI foi analisado por Kruskal-
Wallis e o teste Wilcoxon Signed Rank Sum (a = 0,05). Na DE, ndo houve

diferenca na uTBS e NI entre as estratégias (ER e SE) (p>0. 05). Os



valores de PyTBS e NI obtidos para DE foram, respectivamente, menores e
maiores que os de dentina sadia (p<0,00 5), sendo piores para DE acido citrico
(p<0,007). Apbs os 6 anos, uTBS foi menor e NI maior para todos os substratos,
adesivos e estratégias (p<0,05), exceto para SBU e AMB em DE com &cido
citrico. Os menores YTBS e maiores valores de NI foram observados para OCU,
PUB, PBE e XEN em ambos os tipos de dentina erosionada e tempos de
avaliacdo (p<0,002). O uso de adesivos contendo MDP mostrou-se essencial
para manter a adesao em dentina erosionada. No experimento 2, foi investigado
o efeito do dimetilsulfoxido (DMSO) associado a agentes reticuladores de
colageno sobre a resisténcia a microtragdo (UTBS), a nanoinfiltracdo (NI) e o
grau de conversao in situ por analise Micro-Raman (MRA) de sistemas adesivos
universais para a leséo erosiva da dentina (LED). 166 molares foram distribuidos
em 20 grupos: (1) Tratamento: Dentina sadia (DS); Dentina de leséo erosiva
(LED); Combinacdo de DMSO (LED+DMSO); Primer contendo 6,5% de
proantocianidina (LED+DMSO-PATC), Primer contendo 0,1% de rivoflavina
(LED+DMSO-RIB); (2) Sistemas adesivos: iBond Universal e Scotchbond
Universal; e (3) estratégia adesiva: estratégia self-etch (SE). Apos a restauracao,
0s corpos de prova foram seccionados em palitos e testados para uTBS, Nl e
MRA. Outros 6 molares foram utilizados para avaliar a modificacdomorfologica
lateral e oclusal por modelo de erosdo. Os dados da resisténcia a microtracéo
(MPa), infiltracdo de nitrato de prata (%) e MRA (%) foram analisados por
(ANOVA de trés fatores seguida de teste post-hoc de Tukey a =5%). A aplicacdo
de dimetilsulféxido aumenta o uyTBS, e os valores de MRA com uma diminuicao
significativa do NI quando comparados a LED tanto para adesivos quanto para
estratégias adesivas. Quando o DMSO foi combinado com reticulantes, néo
ocorreram diferencas de infiltracdo do nitrato de prata ou nos valores de MRA.
No entanto, um aumento significativo dos valores de pTBS foiobservado em
DMSO combinado com o agente de reticulagdo de colageno (LED

+ DMSO-PATC ou LED + DMSO-RIB) em comparacédo com (LED + DMSO). O
DMSO combinado com o agente reticulador de colageno aumentou PTBS e
diminuiu NI, e o uso de adesivo contendo MDP foi essencial para manter a

adesao a dentina erosionada



Descritores: Erosao dental; Adesivos universais, Resisténcia de uniao,

Nanoinfiltracdo, Agentes de reticulacdo, DMSO.



ARAUJO LCR. Eroded dentin: evaluation of bonding properties of universal
adhesives after 6 years of water-storage and after use of collagen crosslinker
associated to dimethylsulfoxide [tese]. Sdo Luis. Universidade Ceuma; 2023.

ABSTRACT

Dental erosion is characterized by the progressive and irreversible loss of dental
tissue by chemical process (acids and/or chelators) without the involvement of
bacteria, leading to the demineralization of the inorganic matrix of the tooth. The
restorative treatment is the most indicated to return form and function to the
affected teeth. However, due to the large changes in dentin during the erosive
challenge, adhesive properties to the eroded dentin may be compromised due to
the large amount of exposed collagen fibers that hinder the adequate infiltration
of resin monomers during the adhesive procedure. The present study was divided
into two chapters that addressed the evaluation of the adhesive properties of
universal adhesive systems after 6 years of storage and the use of collagen
cross-linking agents associated with DMSO. In experiment 1, the microtensile
bond strength (uTBS) and nanoleakage (NL) of several universal adhesives to
eroded dentin (ED) were evaluated, using strategies of etch-and-rinse (ER) and
self-etch (SE), immediately and after 6 years of water storage. 480 human molars
were distributed in 60 groups according to the dentin substrate (Sound, eroded
with coca cola or eroded with citric acid), method of application of the adhesive
(ER or SE) and adhesives used: 1. All-Bond Universal; 2. Universal Ambar; 3.
Universal Clearfil; 4. Futurabond U; 5. One Coat 7 universal; 6. Peak Universal
Bond; 7. Prime & Bond Elect; 8. Scotchbond Universal; 9. Tetric n-bond
Universal, and 10. Xenon Select. After restoration with composite resin, the
specimens were sectioned in resin-dentin sticks. The sticks were tested
(immediately or after 6 years of storage) for yTBS (0.5 mm/min) or to evaluate
NI. Data for yTBS were analyzed by ANOVA four-factor and Tukey's post-hoc
test (o = 0.05), and NI was analyzed by Kruskal-Wallis and the Wilcoxon Signed
Rank Sum test (a = 0.05). In ED, there was no difference in yTBS and NI between
the strategies (RE and SE) (p > 0.05). The values of yTBS and NL obtained for
ED were, respectively, lower and higher than those of sound dentin (p<0.00 5),
being worse for ED citric acid (p<0.007). After 6 years, yTBS was lower and NL

higher for all substrates, adhesives and strategies (p < 0.05), except for SBU and



AMB in ED with citric acid. The lowest yTBS and highest NI values were observed for
OCU, PUB, PBE and XEN in both types of eroded dentin and time evaluations(p <
0.002). The use of adhesives containing MDP proved to be essential to maintain
adherence in erosion dentin. In experiment 2, the effect of dimethylsulfoxide
(DMSO) associated with collagen cross-linking agents on microtensile bond
strength (WTBS), nanoleakage (NL) and the in situ degree of conversion by Micro-
Raman analysis (MRA) of universal adhesive systems for dentin erosive lesion
(LED) was investigated. 166 molars were distributed into 20groups: (1) Treatment:
Sound dentin (SD); Dentinal Erosive Lesion (LED); Combination of DMSO
(LED+DMSO); Primer containing 6.5% proanthocyanidin (LED+DMSO-PATC),
Primer containing 0.1% rivoflavin (LED+DMSO-RIB); (2) Adhesive systems:
iBond Universal and Scotchbond Universal; and (3) adhesivestrategy: self-etch
(SE) strategy. After restoration, the specimens were sectionedinto sticks and
tested for yTBS, NI and MRA. Another 6 molars were used to evaluate lateral and
occlusal morphological modification by erosion model. Data on microtensile
strength (MPa), silver nitrate infiltration (%) and MRA (%) were analyzed by (three-
factor ANOVA followed by Tukey's post-hoc test a = 5%). The application of
dimethylsulfoxide increases uTBS, and MRA values with a significant decrease
in NL when compared to LED for both adhesives and adhesive strategies. When
DMSO was combined with crosslinkers, there were no differences in silver nitrate
infiltration or MRA values. However, a significantincrease in yTBS values was
observed in DMSO combined with the collagen crosslinking agent (LED + DMSO-
PATC or LED + DMSO-RIB) compared to (LED

+ DMSO). DMSO combined with collagen cross-linking agent increased uyTBS
and decreased NL, and the use of MDP-containing adhesive was essential to

maintain adherence to erosioned dentin

Keywords: Dental erosion; Universal adhesives, Bond resistance, Nanoleakage,

Crosslinking agents, DMSO.
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INTRODUCAO

As frequentes praticas de higienizacao oral juntamente com aplicacédo da
fluorterapia tém permitido uma reducédo significativa na incidéncia de carie em
todo o mundo.® Em contrapartida, o aumento do consumo de alimentos e/ou
bebidas acidas geram uma perda progressiva de tecido dentario devido aos
processos quimicos (sem envolvimento bacteriano) resultando em lesdes

erosivas nos elementos dentais. 4124

O esmalte dentario é o mais atingido, porém a progressao da lesao pode
atingir a dentina, causando a exposi¢cdo da mesma. Com isso, um aumento no
diametro nos tlbulos dentinarios é observado*4, além de uma matriz colagena
desnaturada e um substrato biologico, quimica e estruturalmente modificado.
Adicionalmente, ha um aumento da micro e nanoporosidade e exposicdo de
fibras colagenas,?®3? diminuicdo do pH, ocorrendo assim uma maior atividade
proteolitica na matriz dentinaria.*® Essas alteracées causam hipersensibilidade
dental.*® e também podem comprometer a infiltracdo de monémeros resinosos
na dentina erosionada.%®

Restauracfes com resina composta € a primeira op¢ao de tratamento,
seja para reduzir ou parar a progressdo da erosao, reduzir os sintomas da
hipersensibilidade e para devolver estética e fungdo.*? Entretanto, a adesédo é
comprometida nessa superficie dentinaria onde o substrato esta com a estrutura
modificada e forma uma camada hibrida instavel.®®13 Varios estudos relataram
gue as propriedades adesivas na dentina erosionada sdao muito diminuidas e
interfere na durabilidade das restauracdes com resina composta.'210.14

Por outro lado, os sistemas adesivos sao classificados como
convencionais (etch- and -rinse - ER), autocondicionantes (self-etch - SE) %5 e
adesivos universais, que sdo considerados os adesivos da mais nova geracéo.’
Essses adesivos surgiram como uma opg¢ao mais versatil em comparagcdo com
o sistema ER e SE e possuem um monémero funcional chamado de 10-
metacriloiloxidecil dihidrogenofosfato (MDP)32. Estudos apontam a eficacia
desse mondmero nas longevidades das restauracées,®*% no entanto em

substratos que sofreram erosao, sua eficacia ainda necessita de mais pesquisas.
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Siqueira et al*3, 2018 avaliaram diferentes sistemas adesivos universais
aplicado em dentina erosionada por refrigerante ou &cido citrico. De acordo com
estes autores, foi observado uma diminuicdo significativa nas propriedades
adesivas desses adesivos, independente do modo de aplicacdo, uma vez que
mesmo utilizados no modo SE ou ER, a estratégia ndo melhorou os resultados#3
Foi sugerido pelos autores que a interacdo quimica do 10-MDP com a dentina
erosionada foi reduzida, provavelmente devido as caracteristicasalteradas da
dentina erosionada. No entanto, apenas dados imediatos foram analisados,
enquanto a avaliacdo de longo prazo ainda € necessaria para esclarecer o

verdadeiro desempenho desses adesivos nesse tipo de substrato.*?

Por outro lado, na tentativa de melhorar as propriedades adesivas em
dentina higida, agentes reticuladores de coldgenos tem sido utilizados. Entre
eles a carbodiimida, glutaraldeido, riboflavina (RIB) e proantocianidinas (PRO)
tem sido utilizadas para aumentar as propriedades mecéanicas das fibrilas
coldgenas e torna-las menos suscetiveis a acdo enddgena das proteases.?
Especificamente em dentina erosionada, mesmo utilizando alguns destes, n&o
foi possivel recuperar todas as propriedades adesivas e mecanicas da dentina
erosionada quando comparada a dentina sadia. *>46 Isso pode ser devido a
natureza orgéanica e ao maior tamanho da molécula dos agentes de reticulacédo
de colageno. Ambos os fatores apresentam dificuldades na dissolucao de
solventes polares, limitando a dissolugdo e infiltragdo adequadas dentro da
matriz de colageno desmineralizado, especialmente ap0s desmineralizado da
dentina erosionada#

O dimetilsulfoxido (DMSO) juntamente com 0s agentes reticuladores de
colageno e solventes mais potentes, pode ser considerada uma alternativa, uma
vez que o DMSO é uma molécula polifuncional, totalmente solGvel na maioria
dos solventes e nos mondmeros hidrofilicos e hidrofobicos utilizados na
odontologia adesiva. A caracteristica polar do DMSO e sua estrutura pequena e
compacta é responsavel por sua capacidade de penetrar em superficies
biolodgicas e resulta em sua capacidade de se associar com agua, proteinas,
carboidratos, substancias idnicas e outros constituintes.?® Adicionalmente, o
DMSO tem a capacidade de se associar com moléculas de agua em uma ligacéo

interpeptidica de hidrogénio para dissociar o colageno extracelular em uma rede
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mais dispersa de fibrilas?®>, melhorando assim a infiltracdo da dentina
desmineralizada. 4’E mantendo a adesdo a dentina. **Devido a natureza
anfifilica, o DMSO promove uma melhor dissolucéo e infiltracdo de agentes
reticuladores da matriz desmineralizada de dentina erosinada.® No entanto,
nenhuma pesquisa avaliou um primer adicional contendo DMSO combinado com
agentes de reticulacdo de coldgeno. Portanto, o presente estudo teve como
objetivos, (1) avaliar a resisténcia a microtragéo (MTBS) e a nanoinfiltragcao (NI)
imediata e a longo prazo de diversos adesivos universais em dentina erosionada,
utilizando estratégias de ER ou SE e (2) Avaliar o efeito do dimetilsulféxido
combinado com agentes reticuladores de colageno sobre a resisténcia a
microtragdo (MTBS), a nanoinfiltracdo (NI) e o grau de converséo in situ por

micro-raman (MRA) de sistemas adesivos universais a dentina erosionada.



CAPITULO 1
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Desempenho de sistemas adesivos universais em dentina erosionada:

Avaliacdo apoés seis anos de armazenamento.
RESUMO

Objetivos: Avaliar a resisténcia de uniao a microtracéo (UTBS) e a nanoinfiltracdo
(NI) de varios adesivos universais a dentina erosionada (DE), usando as
estratégias etch-and-rinse (ER) e self-etch (SE), imediatamente e ap0s 6 anos
de armazenamento de agua. Material e métodos: Quatrocentos e oitenta molares
humanos foram distribuidos em 60 grupos de acordo com o substrato de dentina
(higido, erosionado com refrigerante ou erosionado com &cido citrico), método
de aplicacdo do adesivo (SE ou ER) e os adesivos utilizados: 1. All-Bond
Universal; 2. Ambar Universal; 3. Clearfil Universal; 4. Futurabond U; 5. Um Coat
7 Universal; 6. Pico Universal Bond; 7. Prime&Bond eleito; 8. Scotchbond
Universal; 9. Tetric n-bond Universal e 10. Xeno Select. A restauracédo foi entdo
realizada com uma resina composta e 0s espécimes foram seccionados em
palitos de resina-dentina. Os palitos foram testados (imediatamente ou apds 6
anos de armazenamento) para uTBS (0,5 mm/min) ou usados para avaliar NI por
microscopia eletrénica de varredura. Os dados de uTBS foram analisados por
ANOVA de quatro fatores e teste post-hoc de Tukey (a = 0,05), e o NI foi
analisado por Kruskal-Wallis e o teste Wilcoxon Signed Rank Sum (o = 0,05).
Resultados: Em DE, quando comparado as estratégias adesivas ER e SE, néo
houve diferenga significativa na pyTBS e NI (p>0,05). A maioria dos valores de
MTBS e NI obtidos para DE foram, respectivamente, menores e maiores que 0s
de dentina sadia (p<0,005), sendo piores para DE &cido citrico (p<0,007).). Apés
6 anos, uTBS foi geralmente menor e NI maior para todos os substratos,
adesivos e estratégias (p<0,05), exceto para SBU e AMB em dentina erosionada
com acido citrico. Os menores valores de PTBS e maiores de NI foram
observados para OCU, PUB, PBE e XEN em ambos os tipos de dentina
erosionada e tempos de avaliacdo (p<0,002). Conclusao: Dentina erosionada
teve os menores valores de uyTBS e os maiores valores de NI quando
comparados com dentina sadia, e esses valores foram ainda mais significativos
guando a dentina foi erosionada com acido citrico. O uso de adesivos contendo
MDP parece ser essencial para manter a adesdo em dentina erosionada ao longo

do tempo.
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INTRODUCAO

Defeitos erosivos no tecido duro dentario séo comumente observados na
pratica odontolégica diaria, afetando aproximadamente 30% da populacéo
mundial.®2 Essa condicéo é caracterizada como uma perda progressiva de tecido
dentéario causada por processos quimicos sem envolvimento bacteriano. E uma
condicdo "tranquila”, geralmente assintomatica e multifatorial, sendo altamente

influenciada por habitos pessoais e estilos de vida. %*

Embora essa condicao afete mais frequentemente o esmalte dentario, sua
progresséao continua pode levar a exposicdo a dentina, que surge em situacoes
mais graves %° e resulta em um substrato dentinarios totalmente modificado, com
matriz colagena desnaturada exposta e tubulos dentinarios com seus diametros
aumentados.?®32 que levam a hipersensibilidade a dentina. Quando a dentina é
exposta, os procedimentos restauradores s&o a primeira escolha de tratamento,
para ou reduzir a progressdo da erosdo, para reduzir quaisquer sintomas de
hipersensibilidade a dentina e para devolver e estética e funcéo. *3 Infelizmente,
a adesdo dos materiais restauradores a essa superficie de dentina erosionada é
um desafio, uma vez que ocorréncias como uma camada de hipermineralizacéao
e oclusao tubular levam a uma fraca capacidade reacionaria desse substrato.
Devido a isso, a impregnacéo da resina € prejudicada e uma camada hibrida

instavel é formada. 56

Sistemas adesivos tém demonstrado boas propriedades adesivas na
dentina sadia, 33 e seria de se esperar que eles também promovessem boas
propriedades adesivas nas superficies diferentes daquelas para as quais foram
criados e testados, como a dentina erosionada. Infelizmente, varios estudos
relataram que as propriedades adesivas da dentina erosionada sdo muito mais

diminuidas e a durabilidade das restauracdes é menor. 12

Atualmente, os adesivos dentarios sdo geralmente classificados em
sistemas etch-and-rinse (ER) e self-etch (SE), 22 e os "multimodo”, também
conhecidos como "adesivos universais” (AUs), que foram recentemente
desenvolvidos. 7 Esta nova geragdo surge como uma op¢ao mais versatil porque
pode ser utilizada tanto em ER como em SE e, além disso, tem um ion quimico
gue pode se ligar aos tecidos duros através do monbémero funcional 10-

metacriloiloxidecil dihidrogenofosfato (MDP). 32 Varios estudos tém demonstrado
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a eficacia desses materiais no imediato e na longevidade das restauracdes, 3-3%
no entanto, sua eficacia em substratos alterados, como o esmalte erosionado e
a dentina erosionada, quanto a geracdo anterior de adesivos, permanece um

alvo de pesquisa.

Em um estudo recente de Siqueira et al*3,2018, avaliou os AUs comerciais
aplicadas sobre a dentina que haviam sido erosionada pelo acido citrico ou por
um refrigerante. Os autores demonstraram uma diminui¢cdo significativa nas
propriedades adesivas imediatas desses AUs, onde o modo de aplicacdo néo
melhorou os resultados. Os autores especularam que a interacdo quimica do
MDP com a dentina foi reduzida, provavelmente devido as caracteristicas
alteradas da dentina erosionada. No entanto, apenas dados imediatos foram
analisados, enquanto a avaliacdo de longo prazo ainda € necessaria para

esclarecer o desempenho das AUs nesse substrato.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a resisténcia a
microtracao imediata e de longo prazo (UTBS) e o nanoinfiltracdo (NI) de diversos
adesivos universais na dentina erosionada, utilizando estratégias ER ou SE,
imediato e ap6s 6 anos de armazenamento. As hipéteses nulas séo: (1) adesivos
universais nao resultam em diferentes valores de pTBS e NI para diferentes
substratos no tempo imediato e apds 6 anos de armazenamento em agua (2) os
adesivos universais nao resultam em diferentes valores de uTBS e NI quando
aplicados usando abordagens ER ou SE no tempo imediato e ap6s 6 anos de

armazenamento de agua.

MATERIAL E METODOS
Selecéo e preparo dos dentes

Foram utilizados 480 molares humanos neste estudo. Apos aprovacéo do
Comité de Etica, sob o nimero de protocolo 1.652.55 foi feita a coleta. Para a
desinfeccéo foi usada cloramina a 0,5%, e os dentes foram armazenados em

agua destilada e utilizados com até 3 meses de armazenamento.

Para obter uma superficie plana de dentina, foi feita a remocé&o do terco
oclusal da coroa dos dentes com uma disco diamantado sob resfriamento a agua
em uma maquina de corte (Isomet, Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), e a remocé&o

do esmalte ao redor das margens foi realizada com uma broca diamantada
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(#3195; KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil). O smear layer de todas as superficies
foram padronizadas com papel carbeto-silicio de granulagdo 600 por 60

segundos.
Célculo do tamanho da amostra

A forca de adeséao a dentina higida do adesivo Scotchbond Universal foi
usada para determinar o tamanho da amostra. De acordo com estudos
anteriores, a média e o desvio padrdo do Scotchbond Universal na dentina higida
€ de 53,6 £ 5,0 MPa. Utilizando alfa de 0,05, um poder de 80%, para detectar
uma diferenca de 8 MPa, e considerando possiveis perdas, o tamanho minimo

da amostra foi de oito dentes por grupo.
Delineamento experimental

Nesse estudo, temos quatro variaveis principais: 1) Superficie Dentina,
subdividida em 3 niveis; Il) Sistema Adesivo, com 10 niveis; lll) Estratégia
Adesiva, com 2 niveis; e IV) Tempo de Armazenamento com 2 niveis. Um total
de 480 dentes foram distribuidos em 60 grupos (n=8), de acordo com as variaveis
[, Il e lll. Para a variavel IV (Tempo de Armazenamento), foram retirados
espécimes do mesmo dente para ambos 0s niveis. Os niveis de superficie
dentina foram: 1) Dentina higida, 2) Erosionada com refrigerante (Coca-Cola; Rio
de Janeiro, BRJ, Brasil) e 3) Erosionada com acido citrico.

Os sistemas adesivos utilizados foram: 1- All-bond Universal (ABU, Bisco;
Schaumburg, IL, EUA); 2- Ambar Universal (AMB, MGF; Joinville, SC, Brasil); 3)-
Clearfil Universal (CFU, Kuraray Noritake; Toquio, Japao); 4- Futurabond U
(FBU, VOCO; Cuxhaven, Alemanha); 5- One Coat 7 Universal (OCU, Coltene;
Altstatten, Suica); 6- Peak Universal Bond (PUB, Ultradent; Jordania do Sul, UT,
EUA); 7-Prime&Bond Elect (PBE, Dentsply Sirona; Konstanz, Alemanha); 8-
Stochbond Universal (SBU, 3M Oral Care, também conhecido como Single Bond
Universal em alguns paises), 9- Tetric n-Bond Universal (TEU, Ivoclar Vivadent;
Schaan, Liechtenstein; também conhecido como Adesivo Universal em alguns
paises), e 10- Xeno Select (XEN, Dentsply Sirona, também conhecido como
Prime&Bond One Select em alguns paises). As estratégias adesivas foram: 1-
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Sel f-etch (SE) e 2-Etch-and-rinse (ER). Os tempos de armazenamento foram:1-

Imediato e 2- apds 6 anos de armazenamento.
Modelo de ciclagem de pH

Os espécimes da dentina higida permaneceram armazenados em agua
destilada a 37°C até serem testados. As superficies de dentina erosionada foram
submetidas a dois modelos de ciclagem de pH, consistindo de um procedimento
de desmineralizacéo e remineralizacdo com acido citrico ou refrigerante. Esses
espécimes tinham as areas lateral e radicular cobertas com duas camadas de
esmalte de unha para restringir a area de desmineralizacdo erosiva somente a
superficie oclusal. O modelo que utilizou acido citrico durou 10 dias (5
dias/semana; 2 semanas), onde os espécimes foram expostos a solucdo de
acido citrico 0,05 M (pH 2,3) seis vezes ao dia durante 5 minutos (10 mL por
espécime).*> O modelo que utilizou refrigerante durou 5 dias, durante os quais
0s espécimes foram expostos a um refrigerante (Coca-Cola, pH 2,6) 4 vezes ao

dia por 90 s cada (10 mL por espécime).6:3243

Para ambos os modelos, ap6s cada desmineralizacéo, os corpos de prova
foram lavados com agua deionizada por 10s e imersos em solucdo
remineralizante (4,08 mM HszPO4, 20,10 mM KCI, 11,90 mM Na2COs e 1,98 mM
CacClz, pH de 6,7, 10 mL por amostra) por 60 min. ©

As solucdes erosivas foram renovadas a cada desafio erosivo, a solugéo
remineralizante foi substituida diariamente e os niveis de pH de todas assolucdes

foram monitorados periodicamente usando um medidor de pH.
Procedimentos restauradores

Foram utilizados 10 adesivos universais, e 0 protocolo de adeséo foi
realizado seguindo as instrucdes dos fabricantes, descritas na Tabela 1. Apos o
procedimento adesivos, restauracbes em resina composta (Opallis, FGM,
Joinville, SC, Brasil) foram realizadas, aplicada em incrementos de 2 a 3 mm de
espessura, e cada um foi fotopolimerizado por 40s a 1 mm de distancia,utilizando

uma unidade de LED ajustada a 1400 mW/cm? (Valo, High Power
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Mode, Ultradent Products, Inc., South Jordan, UT, EUA) para todos os
espécimes. Um unico operador calibrado executou todos os procedimentos.

Os dentes foram entdo armazenados em &gua destilada a 37°C por 24 h,
em seguida foram seccionados mesio-distal e vestibulo-linguais utilizando uma
maquina de corte de precisdo (Isomet, Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) para
obtencdo de palitos com interface resina-dentina e éarea transversal de
aproximadamente 0,8 mmz2, medida por um paquimetro digital (Digimatic Caliper,
Mitutoyo, Téquio, Japao). De cada dente, os palitos com interface resina-dentina
foram testados imediatamente, e a outra metade foi armazenada em &gua

destilada a 37°C por 6 anos.



Tabela 1. Sistema adesivo, nimero de lote, valor de Ph e modo de aplicacéo dos sistemas adesivos de acordo com as instru¢des do fabricante.
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Adesivo (ndmero do lote)

Composicgao (*)

Modo de aplicagéo (***)

pH (**) Sel-etch Total- etch
All-Bond Universal — Bisco HEMA, 10-MDP, Bis-GMA, etanol, agua, 25-3.0 1. Aplique duas deméos separadas de 1. Aplique o adesivo por 15 s
Inc. iniciadores. adesivo, esfregando a preparagdo com uma 2. Enxaguar bem
(1500002859) microbrush por 10 a 15 s por deméo 3. Remova 0 excesso de 4gua com
2. Evaporar o excesso de solvente por jatosde arporl-2s
secagem ao ar com uma seringa de ar 4. Aplique o adesivo no modo
durante, pelo menos, 10 s;. A superficie deve  autocondicionante
ter uma aparéncia brilhante uniforme
3. Curado a luz por 10 s a 1200 mW/cm?
Ambar Universal - MGF Monémeros de metacrilato (UDMA e 10-MDP), 26-3.0 1. Aplique duas demé&os vigorosamente 1. Aplique o adesivo por 15 s
(210415) fotoiniciadores, co-iniciadores, estabilizadores, esfregando o adesivo por 20 s (10 s cada) 2. Enxaguar bem
nanoparticulas de silica inerte e etanol 2. Seque suavemente com jato de ar por 10 3. Remova o excesso de 4gua com
S para evaporar o solvente jato de ar
3. Luz curada por 10 s 4. Aplique o adesivo como para o
modo de autocondicionante
Clearfil Universal - Kuraray Bis-GMA, HEMA, etanol, 10-MDP, dimetacrilato 2.3 1. Aplique o adesivo com um microbrush e 1. Aplique o adesivo por 15 s
(CR0002) alifatico hidrofilico, silica coloidal, CQ, agente de esfregue-o por 10 s 2. Enxaguar
acoplamento de silano, aceleradores, iniciadores, 2. Secar com jato de ar 5 s até que o adesivo 3. Secar com jato de ar
agua néo se mova 4. Aplique o adesivo como para o
3. Curado a luz por 10 s a 1200 mW/cm? modo de autocondicionante
Futurabond U - Voco HEMA, Bis-GMA, HEDMA, mondmero adesivo 2.3 1. Aplique o adesivo em toda a preparagéo 1. Aplique o adesivo por 15 s
(1346518) acido, dimetacrilato de uretano, catalisador, com uma microbrush e esfregue-o por 20 s 2. Enxaguar por 10 s
nanoparticulas de silica, etanol 2. Direcionou um fluxo suave de ar sobre o 3. Arseco 2s
liquido por cerca de 5 s até que ele néo se 4. Aplique o adesivo como para o
movesse mais e o0 solvente fosse evaporado modo de autocondicionante
completamente
3. Curado a luz por 10 s a 1200 mW/cm?
One Coat 7 Universal - Metacrilatos, incluindo 10-MDP, fotoiniciadores, 2.8 1. Apligue com um microbrush e esfregue-o 1. Aplique o adesivo por 15 s
Coltene etanol, gua por 20 s 2. Enxaguar por 10 s
(F96836) 2. Seque suavemente com ar comprimido 3. Arseco 2s
isento de 6leo por5 s 4. Aplique o adesivo como para o
3. Curado a luz por 10 s a 1200 mW/cm? modo de autocondicionante
Peak Universal Bond — Bis-GMA, élcool etilico, di(acetato) de clorexidina 1.2-20 1. Esfregue Peak SE Primer por 20 s e jato 1. Aplique o adesivo para 15s

Ultradent
(BB7D7)

a 0,2%, acido metacrilico, HEMA, enchimento a
7,5%

de ar

2. Apligue uma camada de Peak LC Bond e
esfregue suavemente por 10 s

3. Seque ao ar livre com meia pressao por
10s

3. Curado a luz por 10 s a 1200 mW/cm2

2. Enxaguar por 5 s

3. Seco

4. Aplique o adesivo como para o
modo de autocondicionante
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Prime & Bond Elect — Resinas mono, di- e trimetacrilato; PENTA 25 1. Aplique o adesivo em toda a preparagéo 1. Aplique o adesivo por 15 s
Dentsply Sirona Dicetona; 6xido de fosfina organica; com uma microbrush e esfregue-o por 20 s. 2. Enxaguar bem com spray de agua
(130811) estabilizadores; hidrofluoreto de cetilamina; Se necessario, remolhe o aplicador 3. Ar seco
acetona; Agua descartavel durante o tratamento 4. Aplique o adesivo como para o
2. Direcione um fluxo suave de ar sobre o modo de autocondicionante
liguido por cerca de 5 s até que ele néo se
mova mais e o solvente tenha evaporado
completamente
3. Luz-cura para 10 s a 1200 mW/cm?
Universal Scotchbond —3M  10-MDP, resinas de dimetacrilato, HEMA, 2.7 1. Aplique o adesivo em toda a preparacao e 1. Aplique o adesivo por 15 s
Cuidados Orais copolimero de &cido polialquendico modificado deixe intacto por 20 s. 2. Enxaguar por 10 s
(523652) com metacrilato, nanofiller, etanol, agua, 2. Direcionou um fluxo suave de ar sobre o 3.Seque ao arlivre2 s
iniciadores, silano liquido por cerca de 5 s até que ele néo se Apligue adesivo quanto ao modo de
movesse mais e o solvente fosse evaporado autocondicionante
completamente
3. Curado a luz por 10 s a 1200 mW/cm?
Tetric -Bond Universal — HEMA, 10-MDP, Bis-GMA, MCAP, D3MA, etanol, 25-3.0 1. Apligue uma camada de adesivo em toda 1. Aplique o adesivo por 10 - 15 s
Ivoclar Vivadent agua, dioxido de silicio altamente disperso e CQ a preparagdo com uma microbrush e 2. Enxaguar por 10 s
(U42905) esfregue-a por 20 s 3.Sequeao arlivre5s
2. Suavemente diluido ao ar por 5 s 4. Apligue o adesivo como para o
3. Curado a luz por 10 s a 1200 mW/cm? modo de autocondicionante
Xeno Select — Dentsply Acrilatos bifuncionais, acrilato acido, éster de 1.6 1. Aplicado quantidade generosa de adesivo 1. Aplique o adesivo por 10 - 15 s

Sirona
(1401001210)

acido fosférico funcionalizado (2-[5-
dihidrogenofosforil-5,2-dioxapentillacrilato),
agua, alcool terc-butilico, iniciador
(canforquinona), co-iniciador (DMABN),
estabilizador

para molhar completamente todas as
superficies e agitado por 20 s

2. Seque suavemente com ar puro por pelo
menos 5 s. A superficie deve ter uma
aparéncia uniforme e brilhante

3. Curado a luz por 10 s a 1200 mW/cm?

2. Enxaguar por 10 s

3.Seque ao arlivre5s
4. Aplique o adesivo como para o
modo de autocondicionante

(*) 10-MDP= metacriloiloxidecil dihidrogenofosfato; Bis-GMA= hisfenol glicidil metacrilato; MCAP = polimero de acido carboxilico metacrilado; CQ = canforanona; D3MA = dimetadrylato de
decandiol; DMABN = 4-(dimetilamino) benzonitrila); HEDMA = hexametileno dimetacrilato; HEMA = 2-hidroxietilmetacrilato; PENTA = dipentaeritritol penta acrilato monofosfato; UDMA =
uretanedimetacrilato; EBPADMA (bisfenol etoxilado A-dimetacrilato); TEGDMA (dimetacrilato de trietilenoglicol).
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Teste de Microtracédo (MTBS)

Independente do tempo, cada palito foi fixado a uma garra de Geraldeli
com cianoacrilato (IC-Gel, BSI Inc., Atascadero, CA, EUA) e submetida a uma
forca de tracdo em uma maquina de ensaio universal (Kratos, Sdo Paulo, SP,
Brasil) a 0,5 mm/min. O valor de yTBS (MPa) foi calculado dividindo-se a carga
na falha pela area transversal. A média de uTBS de todos os palitos do mesmo
dente e do mesmo tempo de armazenamento (imediato ou 6 anos) foi calculada
para fins estatisticos. O modo de falha foi avaliado em microscopio optico (SZH-
131, Olympus; Toquio, Japdo) em 40x e classificados de acordo com os estudos
anteriores.*3!

O numero de falhas prematuras (FP) foi registrado, mas néo foi incluido

na média da resisténcia de uniao.

Avaliagdo de nanoinfiltragao (NI)

Trés palitos com interface resina-dentina, de cada grupo experimental e
de cada tempo de armazenamento que nao foram testados para uyTBS, foram
separados para avaliacdo de nanoinfiltracdo. Os palitos foram colocados em
solucao de nitrato de prata amoniacal no escuro por 24 h, lavados em agua
destilada e imersos em uma solucao foto-reveladora sob luz fluorescente por 8
h. Os espécimes foram entdo polidos com papel SiC de granulacdo 2500,
lavados ultrassonicamente, secos com jatos de ar, montados em um stub
metélico e revestidos com carbono-ouro (MED 010, Balzers Union, Balzers,
Liechtenstein). Os niveis de infiltracdo de prata foram analisados utilizando-se
um microscopio eletrénico de varredura (MEV) por emisséo de campo (FE-SEM)
operado no modo de retroespalhamento (VEGA 3 TESCAN, Shimadzu, Toquio,
Japao). Trés imagens de MEV de cada espécime foram capturadas em cada
interface do palito resina-dentina. As porcentagens relativas de NI ao longo das
camadas adesiva e hibrida foram avaliadas por meio do software ImageJ de

dominio publico.
Analise estatistica

O dente foi a unidade experimental do presente estudo, pois todos os

espécimes do mesmo dente foram testados. Os valores médios de pTBS (Mpa),
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bem como os valores médios de NI (%) para a dentina do mesmo dente, foram
calculados para fins estatisticos. ApOs observar a normalidade da distribuicédo
dos dados (teste de Kolmogorov-Smirnov) e a igualdade das variancias (teste de
Bartlett), os dados do yTBS para a dentina (MPa) foram submetidos a uma
analise estatistica ANOVA de quatro medidas repetidas (superficie da dentina
vs. adesivo vs. estratégia vs. tempo de armazenamento), sendo o tempo de
armazenamento a medida repetida. Teste post hoc de Tukey para comparacées
pareadas. Para a nanoinfiltracdo (%) Kruskal-Wallis e o teste Wilcoxon Signed
Rank Sum foram realizados. O modo de falha também foi avaliado

estatisticamente por meio do teste 2 (a = 0,05).

RESULTADOS
Resisténcia a microtracao (MTBS)

A porcentagem de espécimes com falha prematura (FP) e a frequéncia
de cada modo de padrdo de fratura sdo mostradas na Tabela 2. Quase né&o
houve falhas coesivas no estudo (apenas 0,2% de todos 0s espécimes),
enquanto a falha prematura foi ligeiramente mais frequente (6,7% de todos os
espécimes). A maior parte das FP foi observada apés 6 anos de
armazenamento, sendo ligeiramente mais frequentes no substrato dentina
erosionada com &cido citrico (n = 43,5%) do que na dentina sadia (n = 25,3%),
ou dentina erosionada com refrigerante (n = 31,2%); o numero de FP foi também
ligeiramente maior com o ER (n =55,8%) do que com o método de aplicacdo SE
(n = 44,2%), embora nenhuma dessas diferencas tenha sido significativa (o =
0,78; p = 0,67). Quase todos os espécimes apresentaram falhas adesivas ou

adesivas/mistas, que foram utilizadas para os resultados da pTBS.



Tabela 2. Porcentagem de espécimes de acordo com o modo de fratura.
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Adesivo Hora Dentina sadia Refrigerante Acido citrico
SE ER SE ER SE ER
AW C PF AfM C FF AM C PF AM C PF AfM C PF AfM [ FF
Imediato 18 {100) 0(q) 0 (o) 21(100) 0 (o) 0(0) 21(100) o0} 00} 20(95,3) 1(4.7) 0(0) 20(100) 0{0) 0(0) 20(100) 0(0) o{o)
ABU
5anos 17{85) 0(0) 3(15) 14 (77.8) 0(o) 4(22.7) 21(100) o0} 00} 18 {90} o{o) 2 {10} 12 (80) 0{0) 3(20) 11(73.4) ojo 4(26.6)
Imediato 15(100) 0(0) o {0} 20 (100) 0(0) 0(0) 19(94.5) 1(5) 0(0) 20 (100} 0{0) 0(0) 17 (100) o(0) o(o) 20 (100) 0(0) o (0}
AMB
6anos 21 (100) 0(0) 0(0) 21{100) 0(0) 0(0) 21{100) 0(0) 00} 21(100) 0{0) 0{0) 15 (75) o(0) 5(25) 15 (79) o (o) 4(21)
Imediato 21(100) 0(0) 0 (o) 21{100) 0(0) 0(0) 20(95.3) 0(0) 1(4.7) 20 (100} 0{0) )] 16 (100) o(0) o(o) 20 (100) 0(0) o0 (0}
CFU
6anos 15 (81) 0(0) 4(19) 17 (81) 0(0) 4(19) 20(100) o(0) 0(0) 19(100) o(0) 0(0) 20 (100) 0(0) 0(0) 19 (100) 0(0) o(0)
Imediato 21(100) 0(q) 0 (o) 21(100) 0(0) 0(0) 21(100) 0(0) 0(0) 21(100) 0(o) 0{0) 21(100) 0(0) o(0) 21(100) 0(0) o{o)
FBU
5anos 20 (95.3) 0(0) 1{4.7) 16({71.2) 0(o) 5(28.8) 14 {70) 0(0) 6(30) 13 (65) 0(o) 7(35) 10 (50) 0(0) 10 (50) 15(71.5) o0) & [28.5)
Imediato 21(100) 00 o{o) 21{100) 0(o) 0(0) 21{100) 00 00 21(100) o{0) 00} 21(100}) 00 of{o) 19 (100) 0i(o) 0i(0)
ocu
6anos 20 (85.3) o(0) 1(4.7) 18 (85.8) 00} 3(14.2) 20 (100) o(0) o(0) 14 (65) 0{0) 7(35) 17 (84.3) 0(0) 3(15.7) 13 (32) o(0) 8(38)
Imediato 21(100) 0(0) 0{0) 21{100) 0(0) 0(0) 21{100) 0(0) o(0) 21(100) o{0) 0{0) 21(100) 010) o0{o) 21{100) 0(0) 0 (0)
PBU
5anos 17 (81) 0(q) 4(19) 20 (95.3) 0(o) 1(47) 15 (75) 0(0) 5(25) 11 (55) o{o) 9 {45) 12 (100) 0l0) o{0) 11(57.2) o0) 9 (42.8)
Imediato 21(100) 0(q) 0 (o) 21(100) 0(0) 0(0) 21(100) 0(0) 00} 21(100) o{o) 0(0) 21(100) 0(0) 0{0) 21(100) o0) 0o}
PBE
Ganos 17 (81) 00 4(19) 19(100) 00 0(0) 18 (85.8) 00 3(14.2) 21(100) o{0) 00} 201(95.3) 00 1(4.7) 18 (85.8) 00 3(14.2)
Imediato 20 (85.3) o(0) 1(4.7) 19 (95) 1(5) o{0) 21(100) o(0) o(0) 21(100) 0{0) 0{0) 21(100) 0(0) o0(o) 21{100) 0(0) 0 (0}
56U
6anos 21(100) 0(0) 0{0) 19 (95) 1(5) 0(0) 18 (85.8) 0(0) 3(14.2) 21(100) o(0) 0{0) 21(95.3) 1(4.7) o{o) 16(71.2) 0(0) 5 (28.8)
Imediato 21(100) 0(q) 0 (o) 21(100) 0(0) 0(0) 21(100) 0(0) 00} 21(100) o{o) 0(0) 21(100) 0(0) 0{0) 21(100) o0) 0o}
TEU
5anos 20 (95.3) o{o) 1{47) 18 {95} 1s) o0} 18(90.5) o0} 2(9.5) 20(95.3) 0(o) 1(47) 20(95.3) 0{0) 1(4.7) 20(95.3) o{o) 1{47)
Imediato 21(100) 0(0) 0(0) 21{100) 0(0) 0(0) 21{100) 0(0) o (o) 21(100) 0(0) 0{0) 21{100) 0(0) o{o) 21{100) 0(0) 0 (0}
XEN
6anos 21(100) 0(0) 0 (o) 18 (85.8) 0(0) 3(14.2) 17 (75) 0(0) 3(15) 21(100) 0{0) 0{0) 17 (81) 0(0) 4(19) 14 (65) o(0) 7(35)
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Em relagcdo a yTBS (Tabela 3), a interacdo entre produtos foi significativa (p
= 0,001). Nao houve diferencas significativas entre as estratégias adesivas (p
> 0.05). Em termos de substrato, a yTBS para a dentina erosionada foi
geralmente menor do que a para a dentina sadia (p < 0,005; Tabela 3), e a
dentina erosionada com acido citrico apresentou menor uTBS do que a dentina
erosionada com o refrigerante (p < 0,007). Apés 6 anos de armazenamento,
MTBS foi geralmente menor para todos os substratos, adesivos e estratégias
(p<0,05), exceto para SBU e AMB em dentina erosionada com acido citrico. Os
menores valores de yTBS foram observados para OCU, PUB, PBE e XEN em
ambos os tipos de dentina erosionada e tempos de avaliagdo (p<0,002).
Enquanto os maiores valores de yTBS foram observados para AMB, UFC, SBUe

TBU, independentemente de substratos, adesivos e estratégias (p<0,0 5).
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Tabela 3. Médias + desvios-padrdo da resisténcia a microtragdo (WTBS) de adesivos universais ligados a diferentes
modos e tempo de erosao*

Adesivo Hora Dentina sadia Refrigerante Acido citrico
SE ER SE ER SE ER
Imediato 358+ 4,4 40,9 + 6,0 292+34 30,0 + 4,1 21,1+3,9 192 +36
cD c E E G G
ABU
6 anos 18,9 +3,0 173+34 143 +27 148 +2,5 9,0+29 92+3,9
G G H H I |
imediat 54,5+58 532+35 30,4 +45 30,7+54 19,6 +3,6 19,4 +3,6
mediato A A E E G G
AMB
6 anos 241+38 253+45 18,8 +2,8 19,1 +3,0 15,9 +2,9 15,5 +2,9
F F G G H GH
) 48,6 +56 544+45 28,9+5,6 32,8+4,0 20,3 +3,5 20,8 +4,7
Imediato AB A E DE 1S S
CFU
6 anos 23,6 +4,2 220+37 18,6 +2,9 18,9 +2,6 135+2,6 139+25
FG FG G G H H
Imediat 26,2 +53 327+59 22,6 +36 235+34 17,5+35 15,6 + 3,9
mediato SE DE FG FG G GH
FBU
6 anos 152 +3,7 15,6 +3,2 12,4 +3,2 11,9 +35 71+23 6,6+25
GH GH H HI 1J J
imediat 36,8 +5,3 39,1+4,1 28,9 +4,6 335+49 21,0+45 223+48
mediato D GD E DE FG FG
ocu
6 anos 18,4 + 4,2 18,1 +3,4 153 +2,7 14,8 +2,8 9,1+89 89+21
G G GH GH I |
Imediat 39,7+48 44,3+46 323+38 32,9+5,1 233+45 25,0 +4,9
mediato c a.C. DE DE FG FG
PUB
17,8 +27 16,7 +2,7 13,7 +2.2 145+21 95+26 75+27
6 anos G G H H | 17
imedi 285+3,7 31,2+45 237+36 241+44 16,5 +3,3 15,6 +3,3
mediato SE DE EG FG GH GH
PBE
16,1 +3,2 17,1+2,9 11,1+28 11,8+25 8,7+3,1 6,6+34
6 anos G G i Hi 13 J
di 485+49 54,5 + 6,5 30,3+4,4 30,8+4,4 20,1+4,3 21,2 +4,0
Imediato AB A E E G G
SBU
6 anos 234+44 225+44 18,7+3,1 18,6 +3,4 189 +3,1 19,3+29
FG FG G G G G
) 53,4 +4,38 56,5 + 4,9 30,8+3,6 30,3+4,0 215+4,3 211+52
Imediato A A E E FG FG
TBU
6 anos 24,6 +32 26,5+38 189 +3,1 19,3+2,9 12,4 +3,9 11,6 +3,8
F SE G G H Hi
) 292 +5,1 32,0+53 212+38 212+55 151+ 4,4 16,1 +4,1
Imediato E DE FG FG H fr
XEN
6 anos 14,95 27 13,7'} 3,9 10,1 Ii 2,5 10,9 Ii 25 6,6 3 2,8 6,1 3 2,2

*Diferentes letras sobrescritas indicam médias estatisticamente significativamente diferentes (ANOVA de quatro vias e teste de Tukey; p < 0,05). All-Bond
Universal: ABU; Ambar Universal: AMB; Clearfil Universal: UFC; Futurabond U: FBU; One Coat 7 Universal: OCU; Pico Universal Bond: PUB; Prime&Bond Eleito:
PBE; Scotchbond Universal: SBU; Tetric n-Bond Universal: TEU; Xeno Select: XE
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Avaliacado de Nanoinfiltracao (%)

Houve uma diferenca significativa para NI (p = 0,01, Tabela 4). N&o
foram observadas diferencas significativas entre as estratégias adesivas (p >
0.05). Em relacdo aos substratos, houve maior nanoinfiltracdo na dentina
erosionada quando comparada a dentina sadia em ambos os tempos de
avaliacdo (p < 0,05), sendo que a dentina erosionada com acido citrico
apresentou geralmente mais % de NI do que a dentina erosionada com o
refrigerante (p < 0,002), enquanto nao foi observada diferenca significativa para
ABU, AMB, UFC, SBU e TEU na dentina erosionada com &cido citrico, para
ambas as estratégias adesivas, ap0s 6 anos de armazenamento. Os valores de
% de NI mais altos foram observados para PBE, PUB e XEN em ambos os tipos
de dentina erosionada e tempo de avaliacao (p<0,002). Para os adesivos FBU,
OCU, PUB, PBE e XEN utilizados em dentina erosionada com &cido citrico, os
espécimes ndo sobreviveram aos 6 anos de armazenamento, portanto, nenhum

dado de NI é apresentado.
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Tabela 4. Médias + desvios-padrédo de nanoinfiltragdo (%) de adesivos universais ligados a diferentes modos de erosdo

e tempo*
Adesivo Hora Dentina sadia Refrigerante Acido citrico
SE ER SE ER SE ELE
Imediato 62+14  65+1,2 13,8+2,0 125+1,7 299+25 31,5+1,7
ABU A A a.C. B G GH
6 anos 125+15 17.4+1.7 17.8%1. 34,2+3,0 36,8+2,9
13120 B D 5D H H
6,6+1,1 134+15 138+15 28.8+1.9 27.0+1.1
, 6,2 + 2,0
Imediato A A a.C. a.C. G G
AMB 129+15 13715  182+12 19117  328%20 32,720
6 anos B a.C. D DE GH GH
Imediato 73+16 80+1,4 135+1,4  126+14  265+1.4 26,7+2,2
A A a.C. B G G
CFU 142+15  19.1+18 189+1,2  322+20 32,0+1,8
135+1,1
6 anos a.C. C DE D GH GH
Imediato 95+2,4 81+1,1 176+15  163+1,8 35821 345+24
FBU AB AB D cD H H
6 anos 16,8+1,5 17,9+1,1  236+16  223+17
CD D F F - -
imediato 6.1+1.1 82+21 143+3,0 160%15  293+1,8 30,7+1,7
ocu A A C CcD G GH
6 anos 12,716 130+15  20,0%19 19.2+1.4
B E DE ) )
et 126+20  117+25  178+17  183+14  356+17 341+18
B B D D H H
PUB 184+19 173+13 242+24  245%26 _ _
6 anos D D E E
Imediatn 105+16 10,7+22 194+12  197+18  343+19 354+11
PBE B B DE DE H H
6 anos 19.4+12 188+15 237+21  237%12
DE D F F i i
Imediato 54+17 6,8+1,6 135+1,2 125+18  281+19 299+1,6
SBU A A a.C. B G G
6 anos 122+15 128+23  189%16 189+1,1  325+27 33,4+1,8
B B D D GH GH
. 6,6 +2,0 7.7+16 109+1,1  139+%14  28.4+3.0 29.0+15
e Imediato A A B ac. G G
6 anos 121+09 12.6+2.3 189+13  184+16  333%18 339+1,7
B o) D D GH GH
Imediato 117+1,4  11,7+10  194%19  187+20 34123 35420
B B DE D H H
XEN 6 anos 18,7£20 19616  236%20 23426
D DE F F . i

*Letras sobrescritas diferentes indicam médias estatisticamente significativamente diferentes (Kruskal-Wallis e o teste Wilcoxon

Signed Rank Sum p < 0,05). All-Bond Universal: ABU; Ambar Universal: AMB; Clearfil Universal: UFC; Futurabond U: FBU; One Coat 7

Universal: OCU; Pico Universal Bond: PUB; Prime&Bond Eleito: PBE; Scotchbond Universal: SBU; Tetric n-Bond Universal: TEU; Xeno

Select: XEN
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DISCUSSAO

Tal como abordado na introducéo, a composicao da dentina erosionada
é diferente estrutural e quimicamente da dentina sadia, devido a composicao
mineral/organica. 231 A dentina erosionada é caracterizada pela dissolucdo do
componente mineral e pela presenca de uma zona que compreende uma densa
rede fibrosa de colageno.’®* A presenca desse coladgeno altamente
desorganizado na superficie dificulta a infiltracdo adequada do adesivo na
dentina subjacente, afetando a qualidade da adesdo.** Neste estudo, no
momento do teste imediato, os valores de pTBS foram semelhantes aos
observados por Siqueira et al 3 2018, onde todos os adesivos apresentaram
melhores resultados na dentina sadia, indicando a influéncia dessa alteracéo
histologica presente em um substrato erosionado sob o0s procedimentos

adesivos.

Curiosamente, néo foi observada diferenca significativa em termos de
valores de uyTBS e NI em relagdo as estratégias adesivas, para ambos os
modelos de ciclagem, em ambos os tempos de avaliacédo, levando a nao
rejeitacdo da primeira e segunda hip6tese nula. E bem sabido que a interacdo
dos agentes decondicionamento acido com a dentina € limitada pelo efeito
tampéao da hidroxiapatita (HAp) e outros componentes da dentina. Os agentes
acidosremovem a camada de smear layer e a parte superficial da dentina , abrem
os tubulos dentinarios, desmineralizam a superficie da dentina e aumentam a
microporosidade da dentina intertubular para impregnacao das fibrilas colagenas
pelos mondmeros presentes nos sistemas adesivos.?>%? No entanto, devido a
desmineralizagdo mais profunda da dentina intertubular e peritubular presente
no substrato erosionado,® um pré-condicionamento nesses casos parece ser
desnecessario, uma vez que a dentina ja estava desmineralizada. >3 Além disso,
uma maior deposi¢éo de nitrato de prata na camada hibrida foi observada no
tempo imediato para ambos os modelos de ciclagem. O nitrato de prata &
conhecido por ocupar espacos cheios de agua dentro da camada mista em torno
das fibrilas de colageno expostas, onde a resina ndo € penetrada ou a agua
residual ndo é substituida pelo adesivo, ou mesmo em areas onde a conversao
de monomeros é incompleta.3?4° Como esperado, a infiltracédo de nitrato de prata

foi maior na interface resina/dentina erosionada e, possivelmente devido a
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formacdo de uma camada hibrida mais fina e menos bem estruturada,
acompanhada de maior prevaléncia de fibrilas de colageno expostas e nao

infiltradas. 17

As metaloproteinases representam uma familia de endopeptidases
dependentes de zinco e célcio presentes na dentina e saliva que sado capazes
de degradar componentes da matriz extracelular, incluindo coldgeno, em suas
formas nativas e desnaturadas. *° Essas enzimas sdo expostas e ativadas
quando a dentina é solubilizada. 3! Isso também pode ter contribuido para a
diminuicdo dos valores de uTBS apds seis anos de armazenamento em agua
nos grupos dentina erosionada. Assim, a ma infiltracdo do colageno
desmineralizado e o aumento da atividade das metaloproteinases dentro da
dentina e erosionada podem ter contribuido para o aumento da NI tanto

imediatamente quanto apds seis anos de armazenamento.

Recentemente, o papel do MDP e do sal de MDP-Ca na ligacdo ao
colageno das fibrilas dentro da camada hibrida foi elucidado. De acordo com
Hiraishi et al *° 2013, guando um adesivo contendo MDP é aplicado sob dentina
desmineralizada, ele incorre em uma interacdo entre o MDP e o coldgeno, onde
o grupo dihidrogenofosfato e um longo alifatico, que é considerado uma cadeia
hidrofébica de MDP, interagem através da porcéo alifatica hidrofébica no MDP
com a superficie do colageno, enquanto uma forte ligacdo entre colageno e MDP

foi observada através de ligacdes de hidrogénio. 2319

Além disso, foi relatado recentemente por Jin et al 222022, apés o contato
do MDP na dentina desmineralizada ha uma formacgéo de depositos irregulares
de sais de MDP-Ca que tém a funcao de reabastecer as regides ricasem agua,
dentro da camada hibrida, fornecendo protecdo mecanica para o colageno
desmineralizado subjacente. Desta forma, as longas e relativamente
hidrofébicas cadeias espacadoras do MDP podem reduzir indiretamente a area
de superficie das fibras colagenas expostas, removendo a &gua do
microambiente local. 4> Assim, essa interacdo quimica que ocorre entre adesivos
contendo MDP e fibrilas de colageno nos ajuda a explicar o grau homogéneo dos
valores de uTBS apds seis anos para esses adesivos em modelos de dentina e
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em ambos os modelos de ciclo de pH. Isso também parece ter sido confirmado
pela observacédo dos resultados da NI apds seis anos.

No entanto, embora todos os adesivos tenham apresentado uma
degradacgao significativa, FBU, PUB, PBE e XEN apresentam uma maior
diminuicao dos valores de uTBS na longevidade, tanto para estratégias ER e SE
guanto para ambas as abordagens erosivas, mas foi mais significativo para o
acido citrico, levando a rejeicdo da segunda hipotese nula. De acordo com
Sigueira et al*® 2018, quando a superficie da dentina é erosionada por uma
solucéo de é&cido citrico promove uma maior alteracdo superficial da dentina e
mais fibrilas de coldgeno ndo séo infiltrados adequadamente pelos sistemas
adesivos, principalmente porque a ciclagem do &cido citrico apresentou um pH
mais baixo e um tempo de desmineralizagcdo mais longo quando comparada a
ciclagem do refrigerante. No entanto, seguindo a composicdo de todos os
adesivos universais testados, esses respectivos adesivos compartilham uma
caracteristica comum, a auséncia de MDP, que também pode contribuir para os
piores resultados arquivados para esses adesivos. O MDP é o monémero
funcional mais utilizado em adesivos odontoldgicos, 2° e seu sucesso tem sido
amplamente relatado por estudos clinicos. 32 Este monémero é capaz de obter
uma ligacdo quimica ao calcio no HAp formando um sal de MDP-Ca insoluvel
dentro da interface adesiva que é depositado em nanocamadas de MDP Ca
promovendo uma adesao quimica a superficie dentaria e protegendo a camada

hibrida contra hidrolise. 5448

Por outro lado, considerando o mecanismo que o MDP utiliza para
melhorar a adesdo quimica??, é de se esperar que, em um substrato erosionado
e para a estratégia de ER, mesmo adesivos contendo MDP apresentem valores
reduzidos de pTBS, uma vez que uma pequena quantidade de Ca esta
disponivel para interagir com o MDP. 23 De fato, essa caracteristica foi observada
para AMB, UFC, SBU e TEU, menos do que os adesivos livres de MDP, como
FBU, PUB, PBE e XEN. Desta forma, diante desses resultados, podemos
especular que o papel dos monémeros funcionais dos adesivos universais é
importante para alcancar uma interacdo quimica nao apenas com o HAp, mas

também com as fibrilas de colageno expostas.
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Apesar dos adesivos contendo MDP terem apresentado melhores
resultados, o SBU e o AMB foram superiores entre eles. A eficacia de adesao
dos diferentes adesivos comerciais a base de MDP,3*3% uma vez que a pureza
do 10-MDP presente em adesivos odontolégicos comerciais pode ser esperada
para influenciar o desempenho dos sistemas adesivos. °* Infelizmente, a
concentracéo e a pureza do MDP nos AUs comerciais ndo séo claras, no entanto,
sugerimos que estas possam ser responsaveis pelos diferentes resultados entre
eles. Além disso, o SBU contém um copolimero de &cido polialquendico
modificado com metacrilato que melhora a ligacdo quimica ao calcio na
hidroxiapatita >! e isso pode ser considerado outro fator que pode influenciar

positivamente o desempenho desse adesivo.

Apesar disso, apos seis anos de armazenamento de agua, observou-se
uma diminuicdo homogénea dos valores de uTBS para todos os adesivos, em
todos os substratos dentinarios avaliados. Sabe-se que a eroséo dentinaria pode
antecipar ou potencializar a atividade proteolitica na dentina, semelhante ao

processo de progressdo da lesdo cariosa.*3!

Vale ressaltar que no presente estudo, observando os resultados do NI,
os adesivos FBU, PUB, PBE e XEN, adesivos livres de MDP, apresentaram 0s
maiores valores de NI, principalmente para o modelo de acido citrico, onde um
pegueno nimero de espécime sobreviveu apos seis anos de armazenamento de
agua , o que pode ser relacionados a auséncia de MDP, ao pH mais baixo 62 do
acido citrico e, no caso de PBE e XEN, a presenca de acetona em sua respectiva
composigéo que leva a uma maior degradagéo da camada hibrida, uma vez que,
devido a sua rapida evaporacdo os monémeros ndo tém tempo suficiente para
se infiltrar adequadamente na dentina e contribuindo para uma maior
degradacdo da interface e resultando na perda dos espécimes.>? Como o
principal desfecho deste estudo foi o uyTBS (imediato e apds seis anos), todos os

espécimes sobreviventes foram utilizados para a obtencéo dos resultados.

Portanto, os resultados do presente estudo ajudam a compreender a
influéncia da presenca de MDP em AUs no papel da ligacdo a dentina e,
especialmente na manutencgéo das propriedades de ligagdo quando o substrato
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€ histologicamente alterado pela acdo de abordagens erosivas. No entanto, sdo

necessarios mais estudos para reforcar esses achados.

CONCLUSAO

e Dentina erosionada teve os menores valores de yTBS e os maiores
valores de NI quando comparados com dentina sadia, e esses valores
foram ainda mais significativos quando a dentina foi erosionada com &cido
citrico.

e O uso de adesivos contendo MDP parece ser essencial para manter a
adesdo em dentina erosionada ao longo do tempo.

e Apés 6 anos de armazenamento, FBU, PUB, PBE e XEN apresentaram

um desempenho adesivo inferior, Independente do substrato.
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Artigo 2

Agentes de reticulagdo de colageno combinados com
dimetilsulfoxido melhorando as propriedades adesivas da dentina de lesdo

erosiva. Artigo publicado em Brazilian Dental Journal

Investigar o efeito do dimetilsulfoxido (DMSO) associado a agentes
reticuladores de colageno sobre a resisténcia a microtracdo (UTBS), a
nanoinfiltracdo (NI) e o grau de conversao in situ por andlise Micro-Raman (MRA)
de sistemas adesivos universais para a leséo erosiva da dentina (LED). Cento e
sessenta e seis molares foram distribuidos em 20 grupos: (1) Tratamento:
Dentina sadia; Leséo erosiva dentina (LED); Cartilha de DMSO (LED+DMSO);
Primer contendo 6,5% de proantocianidina (LED+DMSO-PRO), Primer contendo
0,1% de rivoflavina (LED+DMSO-RIB); (2) Sistemas adesivos: iBond Universal e
Scotchbond Universal; e (3) estratégia adesiva: estratégia condicionamento
acido ou auto-condicionante. ApOs a restauracdo, os corpos de prova foram
seccionados em palitos e testados para uTBS, NI e MRA. Outros 6 molares foram
utilizados para avaliar a modificagdo morfoldgica lateral e oclusal por modelo de
erosao. Os dados da resisténcia a microtracdo (MPa), penetracdo denitrato de
prata (%) e MRA (%) foram analisados por (ANOVA de trés fatores seguida de
teste post-hoc de Tukey a = 5%). A aplicacdo de dimetilsulféxido aumenta o
MTBS, e os valores de MRA com uma diminui¢cao significativa da Nlguando
comparados a LED tanto para adesivos quanto para estratégias adesivas.
Quando o DMSO foi combinado com reticuladores, ndo ocorreram diferengas na
infiltrac&o do nitrato de prata ou nos valores de MRA. No entanto,um aumento
significativo dos valores de uTBS foi observado quando o DMSO foi combinado
com o agente de reticulacéo de colageno (LED + DMSO-PRO ouLED + DMSO-
RIB) em comparagdo com (LED + DMSO). A aplicagdo de dimetilsulfoxido
combinado com o agente reticulado de colageno contribuiu paraaumentar a
resisténcia de unido e a MRA no interior da camada hibrida na dentina de lesdo
erosiva, ao mesmo tempo em que reduziu significativamente ananoinfiltracdo

neste substrato.

Palavras-chave: Desgaste dentario erosivo; Resisténcia a microtracao,

Nanoinfiltracdo; Agentes de reticulacdo, DMSO.



47

INTRODUCAO

Terapias preventivas baseadas na aplicacdo de flior e melhorias nas
praticas de higiene tém permitido uma reducdo significativa na incidéncia de
carie ® em todo o mundo. No entanto, o aumento da ingestdo de alimentos

acidos/erosivos, levou a um incremento na prevaléncia de lesdes erosivas. 3¢

O desgaste dentario erosivo € uma condicdo que envolve erosdo com
causas que se encontram em atrito e abrasédo, ambas impactando a qualidade
de vida, especialmente devido aos dentes visivelmente mais curtos e a
exposicao da dentina, causando hipersensibilidade.? Todas estas caracteristicas
dificultam o tratamento restaurador e contribuem para a menor durabilidade das

restauracgoes.?

A lesé@o de erosdo em dentina (LED) é um substrato biolégico, quimico e
estruturalmente modificado “3 reconhecido pela desmineralizacdo e alteracdo
sucessiva da matriz organica. ** Além disso, hd& um aumento do micro e
nanoporosidade e fibras coladgenas desnaturadas expostas. 2°43 Esse processo
leva a ocorrer uma frequente queda de pH e, consequentemente, promove maior
atividade proteolitica na matriz dentinaria*3. Todas estas alteracdes

comprometem a infiltracdo de mondémeros resinosos na dentina erosionada .>°

Para aumentar as propriedades mecanicas das fibrilas de colageno e
torna-las menos suscetiveis a acdo endégena da protease, alguns
pesquisadores tém focado seus estudos no uso de agentes de reticulacao de
colageno (CCAs) como carbodiimida, glutaraldeido, riboflavina (RIB) e

proantocianidinas (PRO) .3

Estudos publicados recentemente mostraram resultados adesivos
promissores da aplicagcdo de um primer adicional a base de agua contendo
proantocianidina e riboflavina na dentina erosionada3?4°, Entretanto, de acordo
com Siqueira et al.,** ,2019 nao foi possivel recuperar todas as propriedades
adesivas e mecanicas da dentina erosionada em relagdo a dentina sadia. I1sso
pode ser devido a natureza organica e ao maior tamanho da molécula dos
agentes de reticulagdo de colageno. Ambos os fatores apresentam dificuldades

na dissolucédo de solventes polares, limitando a dissolucéo e infiltracao
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adequadas dentro da matriz de coladgeno desmineralizado, especialmente no
desgaste de dentina erosionada “°.

Uma alternativa interessante é a associacao de agentes de reticulacéo de
colageno com solventes mais potentes, como o dimetilsulféxido (DMSO). E uma
molécula polifuncional, totalmente misturavel na maioria dos solventes e nos
mondmeros hidrofilicos e hidrofébicos utilizados na odontologia adesiva 25, A
caracteristica polar do DMSO combinada com a estrutura pequena e compacta
é responsavel por sua capacidade de penetrar em superficies bioldgicas 26 e
resulta em sua capacidade de se associar com agua, proteinas, carboidratos,

substancias ibnicas e outros constituintes.

Além disso, o DMSO tem a capacidade de lidar com moléculas de agua
em uma ligacdo interpeptidica de hidrogénio para dissociar o colageno
extracelular em uma rede mais dispersa de fibrilas 4!, consequentemente
melhorando a infiltracédo de dentina desmineralizada ?° e mantendo a ligacdo com
a dentina #%. Devido a natureza anfifilica do dimetil sulféxido, promove melhor
dissolugéo e infiltragdo de agentes reticuladores na matriz desmineralizada de
dentina erosionada.? No entanto, ainda ha uma falta de conhecimento, nenhuma
pesquisa avaliou um primer adicional contendo DMSOcombinado com agentes
de reticulacéo de colageno.

Portanto, este estudo avaliou o efeito do dimetilsulféxido combinado com
agentes reticuladores de colageno sobre a resisténcia a microtracéo (WTBS), a
penetracdo do nitrato de prata (NI) e o grau de converséo in situ (MRA) de
sistemas adesivos universais a dentina erosionada. As hipoteses experimentais
avaliadas foram que, independentemente do sistema adesivo, a aplicacédo de
DMSO combinado com os agentes de reticulacdo de colageno (1) influenciaria o
MTBS, (2) melhoraria os valores de infiltracdo de nitrato na interface adesiva ou

(3) afetaria 0 grau de conversao in situ na dentina erosionada

MATERIAIS E METODOS
Selecéo e Preparacao de Dentes

Foram coletados 166 molares higidos extraidos. ApOs aprovacéo pela

Comiss&o de Etica em pesquisa (2.851.586), os molares foram desinfetados em
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solucéo de timol a 0,1% e armazenados em agua deionizada por ndo mais que
6 meses. O terco oclusal foi removido com uma disco diamantado (Isomet 1000,
Buehler, Lake Bluff, IL, EUA). Em seguida, o smear layer foi removida usando

carbeto de silicio de granulagéo 600 por 60 s.
Grupos Experimentais

Os molares (N= 166), foram divididos aleatoriamente em 18 condi¢cbes
experimentais (n = 8 dentes para resisténcia a microtragcdo (UTBS),
nanoinfiltracdo (NI) e analise do grau de conversao in situ micro-raman (MRA)
dentro da camada hibrida, de acordo com a combinacdo das variaveis
independentes: (1) Tratamento: Dentina sadia; Lesédo Erosiva Dentinéria (LED);
Primer + DMSO (LED + DMSO); Primer contendo 6,5% em peso de
proantocianidina (LED + DMSO-PRO), Primer contendo 0,1% em peso
riboflavina (LED + DMSO-RIB); (2) Sistemas adesivos: iBond Universal (Heraeus
Kulzer; Hanau, Alemanha); Scotchbond Universal (SBU; 3M Oral Care; St Paul,
MN, EUA); e (3) estratégia adesiva: estratégia condicionamento acido (ER) ou
autocondicionante(SE). Os materiais utilizados, os numeros de lote, a

composicdo e os modos de aplicacéo estdo detalhados na Tabela 1.
Célculo do tamanho da amostra

O célculo do tamanho da amostra foi realizado em um site gratuito,

www.sealedenvelope.com. O tamanho da amostra foi determinado

considerando-se o valor de yTBS do SBU sobre dentina. A média e o desvio

padrédo da SBU relatados na literatura sdo de 49,8 + 5,3 Mpa.>°

Para detectar uma diferenca de 8 MPa entre os grupos testados a um
nivel de significancia de 5%, um poder de 80%, e usando um teste de dois lados,

o tamanho minimo da amostra foi de 8 dentes por grupo.
Modelo de eroséao

Antes do modelo erosivo, as areas laterais e radiculares foram cobertas
com esmalte de unha permitindo que a desmineralizagcdo erosiva ocorresse
apenas na superficie oclusal. Os espécimes foram misturados em uma bebida
de cola (Coca-Cola, pH 2,6) 4 vezes ao dia por 90 s cada (10 ml/espécime) por

5 dias. O refrigerante foi renovada apés cada desmineralizacdo erosiva. Em


http://www.sealedenvelope.com/
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seguida, os corpos de prova foram lavados em agua deionizada (10 s) e imersos
em solucdo remineralizante (pH 6,7, 10 ml/espécime) por 1 h, entre
desmineralizacéo erosiva. A solucdo remineralizante foi substituida diariamente.

Os niveis de pH de todas as solugées foram verificados periodicamente.>®

Procedimentos restauradores

Apb6s modelo erosivo, os dentes foram distribuidos de acordo com a
combinacdo de variaveis. Para os grupos em que foi aplicado o primer do
dimetilsulféxido isolado ou combinado aos agentes de reticulacdo, os primers
experimentais contendo DMSO foram feitos de acordo com Stape et al.,2016.%?
Para isso, 50 uyL de DMSO (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA; pH 8,2) foram
misturados a uma base de 4gua a 50% (v/v) adicionada ou ndo a 6,5% em peso
de proantocianidina ou 0,1% em peso riboflavina. Os primers eram renovados

diariamente.

Para a estratégia de ER, o primer dimetilsulfoxido foi aplicado ap6s o
condicionamento acido. Os dentes foram condicionados com &cido fosférico a
37% (Condac, FGM Dental Products; Joinville, SC, Brasil) por 15 s, enxaguado
e mantido levemente Umido. Para ambas as estratégias, o0s primers
experimentais foram entdo aplicados utilizando um microbrush por 60 s (Brush,
KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil). Um jato de ar foi usado por 5 a 10 s para
remover 0 excesso. Para a aplicacdo do primer DMSO-RIB, as superficies
dentinarias foram fotoativadas utilizando-se uma fotopolimerizador a 1200
mW/cm? (Radii, SDI; Bayswater, Victoria, Australia)® e seco com jatos de ar.
Independente do grupo, a superficie dentinaria foi mantida levemente Umida

antes da aplicacao do adesivo (Tabela 1).



Tabela 1. Sistema adesivo (nimero do lote), grupos, composicédo e modos de aplicagdo
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Sistema adesivo (nimero

do lote)

Grupos

Modo de aplicacéo

Etch and rinse

Sel-etch

iBond Universal - IBU;
Heraeus Kulzer (010024)

Dentina sadia

1. Aplique o &cido por 15 s;

2. Enxaguar por 10 s;

3. Seque jato de ar por 5 s para manter a superficie
ligeiramente Umida;

4. Aplique o adesivo

1. Mantenha a superficie dentinaria ligeiramente imida;

2. Apligue o adesivo em toda a preparagdo com uma microbrush e esfregue-o por 20 s;

3. Direcione um fluxo suave de ar sobre o liquido por cerca de 5 s até que ele ndo se mova mais
completamente;

4. Fotopolimerizag&o por 10 s a 1200 mW/cm?.

Leséo erosiva em

1. Aplique o &cido por 15 s;
2. Enxaguar por 10 s;
3. Seque jato ar por 5 s para manter a superficie ligeiramente

1. Mantenha a superficie dentinaria ligeiramente imida;
2. Aplique o adesivo em toda a preparagdo com uma microbrush e esfregue-o por 20 s;
3. Direcione um fluxo suave de ar sobre o liquido por cerca de 5 s até que ele ndo se mova mais

dentina (LED) | /-0 completamente;
4. Apliyque o0 adesivo 4. Fotopolimerizag&o por 10 s a 1200 mW/cm?.
1. Aplique o &cido por 15 s; . o .
2. Enxaguar por 10 s; 1. Mantenpa afsuperflme dentinaria ligeiramente Umida;
3. Seque jato de ar por 5 s para manter a superficie 2. Aplicagéo ativa de 50% de DMSO por 60 s; o
LED + DMSO ligeiramente umida; 3. Jato de ar por 5 s mantém a superficie ligeiramente Umida;
4. Aplicac&o ativa de 50% de DMSO por 60 s; 4. Aplique adesivo sem DMSO.
5. Jato de ar por 5 s mantém a superficie ligeiramente Umida;
6. Aplique adesivo sem DMSO.
1. Aplique o &cido por 15 s;
gl E:t)éaggaarr%%rr%ossbara manter a superficie ligeiramente L Ma_ntenha a_superfl'cie denti_nér_ia_ ligeiramente imida; -
LED + DMSO- uhida' 2. Aplicacao ativa de proantocianidina (extrato de semente de uva Proantocianidina 6,5% em
N - peso, 50% DMSO) por 60 s;
PRO 4. Aplicagdo ativa de proantocianidina (extrato de semente de 3. Jato de ar por 5 s mantém a superficie ligeiramente dmida;
uva Proantocianidina 6,5% em peso, 50% DMSO) por 60 s; 4' Avlique adesivo '
5. Jato de ar por 5 s mantém a superficie ligeiramente Umida; - APlg
6. Aplique adesivo sem DMSO.
1. Aplique o &cido por 15 s;
2. Enxaguar por 10's; o 1. Mantenha a superficie dentinaria ligeiramente imida;
3. Jato de ar por 5 s para manter a superficie ligeiramente 2. Aplicagéo ativa de riboflavina (Riboflavina 0,1% peso, 50% DMSO) por 60 s;
LED Umida; ) ) ] ) 3. Fotopolimerizag&o por 2 min;
+DMSO-RIB | 4 Aplicagéo ativa de riboflavina (Riboflavina 0,1% peso, 50% | 4. Jato de ar por 5 s mantém a superficie ligeiramente Gmida;

DMSO) por 60 s;

5. Fotopolimerizagao por 2 min;

6. Jato de ar por 5 s mantém a superficie ligeiramente Umida;
7. Aplique adesivo sem DMSO.

5. Aplique adesivo sem DMSO.

Scotchbond Universal -
SBU; 3M Cuidados Orais
(638367)

Dentina sadia

1. Aplique o &cido por 15 s;

2. Enxaguar por 10 s;

3. Jato de ar por 5 s para manter a superficie ligeiramente
Umida;

1. Mantenha a superficie dentinéaria ligeiramente Umida;

2. Apligue o adesivo em toda a preparacéo e deixe intacto por 20 s;

3. Direcione um fluxo suave de ar sobre o liquido por aproximadamente 5 s até que ele nao
Sse mova mais e o solvente evapore completamente;
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uva Proantocianidina 6,5% em peso, 50% DMSO) por 60 s;
5. Jato de ar por 5 s mantém a superficie ligeiramente Umida;
6. Aplique adesivo sem DMSO.

4. Aplique o 4. Fotopolimerizagdo por 10 s a 1200 mW/cm?.
1. Avlique o 4cido por 15 s- 1. Mantenha a superficie dentinéria ligeiramente Umida;
Les&o erosiva em 2' Ef\xg uar por 10ps_ ' 2. Apligue o adesivo em toda a preparacgao e deixe intacto por 20 s;
dentina (LED) 3' Jato gr orp5 s aré manter a superficie ligeiramente amida: 3. Direcione um fluxo suave de ar sobre o liquido por aproximadamente 5 s até que ele ndo
4' Al p d p P g ' se mova mais e o solvente evapore completamente;
- Aplique o adesivo 4. Fotopolimerizaco por 10 s a 1200 mW/cm?.
1. Aplique o &cido por 15 s.
2. Enxaguar por 10 s; . L L
3 Jato cgj’e arF[))or 5 s para manter a superficie ligeiramente 1. Mantenha a;uperflme dentinaria ligeiramente Umida;
LED + DMSO Gmida 2. Aplicacé&o ativa de 50% de DMSO por 60 s;
S 3. Jato de ar por 5 s mantém a superficie ligeiramente imida;
0 .
4. Aplicagdo ativa de 50 /o'de DMSO por 6.0 S L 4. Aplique adesivo sem DMSO.
5. Jato de ar por 5 s mantém a superficie ligeiramente Umida;
6. Aplique adesivo sem DMSO.
1. Aplique o &cido por 15 s.
2. Enxaguar por 10 s; - S L
3 Jato ge arrg)aor 5 s para manter a superficie ligeiramente 1. Mantenha a superficie dentinéria ligeiramente imida;
LED + DMSO- (ﬁnida 2. Aplicacao ativa de proantocianidina (extrato de semente de uva Proantocianidina 6,5%
. 0 .
PRO 4. Aplicagdo ativa de proantocianidina (extrato de semente de em peso, 50% DMSO) por 60 s,

3. Jato de ar por 5 s mantém a superficie ligeiramente imida;
4. Aplique adesivo como sem DMSO.

LED + DMSO-RIB

1. Aplique o &cido por 15 s.

2. Enxaguar por 10 s;

3. Jato de ar por 5 s para manter a superficie ligeiramente
Umida.

4. Aplicacao ativa de riboflavina (Riboflavina 0,1% peso, 50%
DMSO) por 60 s;

5. Fotopolimerizagdo por 2 min;

6. Jato de ar por 5 s mantém a superficie ligeiramente Umida;
7. Aplique adesivo sem DMSO.

1. Mantenha a superficie dentinéria ligeiramente Gmida;

2. Aplicagao ativa de riboflavina (Riboflavina 0,1% peso, 50% DMSO) por 60 s;
3. Fotopolimerizag&o por 2 min;

4. Jato de ar por 5 s mantém a superficie ligeiramente imida;

5. Aplique adesivo como sem DMSO.

(*) Os materiais foram aplicados de acordo com as recomendag8es de seus respectivos fabricantes.
Abreviag&o: LED: les&o erosiva da dentina; DMSO: dimetil sulféxido; PATC: proantocianidinas RIB: riboflavina-UVA
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Os sistemas adesivos foram aplicados seguindo as recomendag¢fes do
fabricante; além disso, a restauracdo com resina composta (Opallis, MGF,
Joinville, Brasil) foram feitas em camadas de 2 mm cada, e fotoativada
individualmente por 40s (Radii, SDI; Bayswater, Victoria, Australia). Apés 24 h,
palitos de resina-dentina (area de secéo transversal 0,8 mm?) foram preparados
usando disco diamantado de baixa velocidade (Isomet, Buehler) e medidas por
um paquimetro digital (Digimatic Caliper, Mitutoyo, Toquio, Jap&o) para calcular
a resisténcia de adesdo em MPa. O niamero de palitos que apresentaram falha

prematura (PF) durante o preparo da amostra foi registrado para cada dente.

Dois palitos com interface resina-dentina, por dente, de cada grupo
experimental foram utilizados para avaliar o grau de conversao in situ dentro das
camadas adesivas/hibridas. Trés palitos por dente foram usados para avaliar a

nanoinfiltracdo, e palitos restantes foram testados quanto a resisténcia a

microtracao.
Resisténcia a microtracdo (uTBS)

Os palitos com interface resina-dentina foram fixados a garra de Geraldeli
usando cola de cianoacrilato e submetidos a tensao (Instron, Instron Inc.,Canton,
EUA) de 1,0 mm/min até a ocorréncia da fratura. Os valores de yTBS (MPa) foi

a divisdo da area pela interface.

O modo de fratura dos palitos foi examinado com microscépio de luz com
ampliacao de 100X (Olympus SZ40, Toquio, Japao) e categorizado em coesivo
(C, falha exclusivamente dentro da dentina ou da restauragdo de resina) ou
adesivo (A/M, falha na interface resina-dentina ou com falha coesiva parcial dos
substratos vizinhos). Espécimes com fratura prematura (FP) foram incluidos na

meédia dentaria para analise estatistica.
Anélise da nanoinfiltragdo (NI)

Os palitos com a interface resina-dentina (n = 3 por cada dente) foram
imersos em solugao aquosa de nitrato de prata amoniacal, por 24 h, seguida de
8h em solucao foto reveladora sob lampada fluorescente. Os espécimes foram
lixados com papel Sic e polidos com pasta diamantada (Buehler Ltd., Lake BIuff,
IL, EUA).
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As interfaces resina-dentina foram observadas utilizando-se um
microscopio eletrénico de varredura por emissédo de campo (VEGA 3 TESCAN,
Shimadzu, Toquio, Japdo) a 15 kV com modo de retroespalhamento. A
guantidade de NI dentro da camada adesiva, camada hibrida de cada palito foi
medida em trés regides (5 um x 5 um) da. A aquisicao das imagens e o calculoda
porcentagem de FP foi de acordo com Hass et al.,'® 20130 software Image Jfoi
utilizado para calcular a porcentagem de NI dentro das camadas hibridas de cada

espécime.
Grau de conversdao in situ por Micro-Raman (MRA)

Os palitos com a interface resina-dentina (n = 2 por cada dente) foram
preparados conforme descrito anteriormente por Hass et al., 16 2013.A andlise do
grau de converséo in situ foi medida na camada hibrida, dentro das interfaces
adesivas utilizando um espectré6fotometro micro-Raman (microscopio XploRA
ONETM Raman, HORIBA Scientific, New Jersey, NY, EUA). Anteriormente, o
espectrofotometro micro-Raman foi calibrado para zero. O espectréfotometro
Raman foi configurado para usar um laser de diodo de 638 nm, objetiva de 100x,
grade de 600 linhas/mm centrado entre 500 e 1800 cm-1, usando poténcia de
100 mW, resolucéo espacial de aproximadamente 3 pym, resolucéo espectral de5
cm? e tempo de acumulacdo de 25 s com 3 co-adi¢cdes. Os espectros foram
adquiridos em 3 locais diferentes para cada espécime, no meio da camada
hibrida, e os valores médios para fins estatisticos. O pds-processamento dos
espectros foi realizado utilizando-se o OPUS Spectroscopy Software versao 6.5.
A meédia dos valores foi utilizada para analise estatistica e os espectros de

adesivos ndo curados foram considerados como referéncias.

A razao entre o teor de ligacdo dupla do monémero e o polimero no
adesivo foi quantificada pelo calculo da razédo derivada da absorc¢ao alifatica C=C
(vinil) (1638 cm™) para os sinais aromaticos de absorcdo C=C (1608 cm™) para
amostras polimerizadas e nao polimerizadas. O DC foi calculado, de acordo com

a seguinte férmula:
DC (%) = (1-[R curado/Rnéao curado]) x 100,

Onde "R" é a razdo das intensidades de pico alifatico a 1638 cm™ e
aromatico 1608
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cm? em adesivos curados e ndo curados, de acordo com Hass et al,
2013.%%Além disso, foram registrados os picos mais intensos observados para

todos os materiais e a aderéncia quimica correspondente.
Modificacdo morfoldgica lateral e oclusal por modelo de eroséo

A superficie oclusal e lateral foram analisadas por microscopia eletrdnica
de varredura de 6 molares para esta proposta. Os dentes foram seccionados
paralelamente a superficie oclusal com uma broca diamantada de baixa
velocidade (IsoMet 1000; Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) sob agua de resfriamento
para expor a dentina coronal média. Em seguida, cada dente foi seccionado
transversalmente na direcéo vestibulo-lingual para obter duas metades por dente
(n =12 espécimes). Para andlise lateral da modificacdo morfologica, na metade
dos dentes foi feito um sulco pré-cortado no lado pulpar para permitir a

segmentacao.

Os espécimes de cada dente foram divididos de acordo com a dentina
higida e dentina erosionada. Para permitir que a desmineralizacdo erosiva
ocorresse apenas na superficie oclusal, as areas lateral e pulpar foram cobertas
com duas camadas de verniz. Em seguida, os espécimes foram submetidos a

desmineralizacao erosiva de acordo com a secao do modelo de eroséo.

Apbs a desmineralizacao erosiva, as superficies foram lavadas com agua
corrente por 30 segundos e secas com jato de ar por 5 segundos, mantendo a
dentina Uumida. Os espécimes foram tratados de acordo com Siqueira et al., 2018
e Kenshima et al., 2005 3823 e toda a superficie foi examinada em microscopio
eletronico de varredura (MIRA3 LM, Tescan Orsay Holding, Warrendale, PA,
EUA). Trés fotomicrografias de areas oclusais e laterais representativas foram

realizadas com ampliagdo de 5000X e 20.000X.

Analise estatistica

O teste de Shapiro-Will foi empregado para avaliar se os dados desses
testes seguiram uma distribuicdo normal. O teste de Barlett foi realizado para
determinar a validade da suposi¢cao de variancias iguais. A média de uTBS

(MPA), NI (%) e MRA (%) de todos os palitos do mesmo dente foi calculada em
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média para fins estatisticos. Portanto, a unidade experimental neste estudo foi o
dente. O valor atribuido aos espécimes de FPs foi de acordo com Folak et al., e
Mehtala et al.'6:33 Neste estudo, o valor foi de 4,2 MPa. As médias uTBS (MPa),
nanoinfiltracdo (%) e grau de conversao in situ (%) para cada grupo de teste
resultaram da média dos sete dentes utilizados por grupo. Os dados de uTBS
(MPa), nanoinfiltragéo (%) e grau de converséo in situ (%) foram analisados por
ANOVA de trés fatores (tratamento vs. sistemas adesivos vs. estratégias

adesivas) seguido de um teste de Tukey post-hoc com significancia (alfa=0,05)

RESULTADOS
Resisténcia de ligacdo a microtracédo (UTBS)

Aproximadamente 20-25 palitos de resina-dentina foram obtidos por
dente, incluindo o FP. Em relac&o aos valores de pTBS, o sistema adesivo ndo
foi significativo, nem o fator estratégia adesiva (Tabela 2; p = 0,58 e p = 0,81,
respectivamente). No entanto, os principais fatores tratamento (p = 0,003) e
adesivo (p = 0,001) foram estatisticamente significativos (Tabela 2). Um valor
significativamente menor de pTBS foi observado na dentina erosionada
(controle) em comparacdo com os grupos de dimetilsulfoxido (Tabela 2; p =
0,003). No entanto, um aumento significativo nos valores de resisténcia de unido
a microtracao foi observado quando DMSO foi combinado com proantocianidina
(LED + DMSO-PATC) e riboflavina-UVA (LED + DMSO-RIB) em comparacao
com apenas DMSO (LED + DMSO) (Tabela 2; p = 0,003). Normalmente, o SBU

apresentou valores de yTBS maiores em relacéo ao IBU (Tabela 2; p = 0,001).
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Tabela 2. Médias e desvios-padrao dos valores de resisténcia de ligacéo resina-dentina, bem como andlise estatistica (MPa) para todos os grupos experimentais (*).

Tratamento
Sistemas . )
desi Dentina sadia LED LED + DMSO LED + DMSO-PRO LED + DMSO-RIB
adesivos
ER SE ER SE ER SE ER SE ER SE
37,329 36,3+1,2 226+4.1 249 +3,7 321+3.1 33.2+3.6 36,1+4,2 353+2,8 38,5+2,9 37,141
IBU D D C C B B B B
48,0+4.8 48.3+4,6 32,6 £3,9 28,3+29C, 38,2+3,5 38,4+3,2 454 +3,5 42.3+3.2 47.2+3.4 45,5 +4,3
SBU C D B B A A A A

(*) Letras diferentes sao diferencas de médias estatisticamente significativas entre os grupos (ANOVA de trés vias; Teste de Tukey, p < 0,05).
Abreviaturas: LED: lesdo erosiva dentina; DMSO: dimetil sulfoxido; PRO: proantocianidinas RIB: riboflavina-UVA; ER: Etch-and-rinse, SE: Self-etch
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O modo de fratura mais comum observado foi adesivo/misto para todos
0s grupos experimentais (Tabela 3). Para a dentina sadia, 99% das falhas foram
consideradas A/M e apenas 1% foram PF (Tabela 3). Para dentina erosionada,
observou-se maior quantidade de FP (26%) (Tabela 3). Quando a dentina
erosionada foi tratada com DMSO ou combinada com proantocianidina (LED +
DMSO-PRO) e riboflavina-UVA (LED+ DMSO-RIB), apenas 2% de FP foram

observados (Tabela 3).



Tabela 3. Numero de espécimes (%) de acordo com o modo de fratura.
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Tratamento (**)

Dentina sadia LED LED + DMSO LED + DMSO-PRO LED+ DMSO-RIB
ER SE ER SE ER SE ER SE ER SE
A/M C FP A/M C FP  AM C FP  AM C FP  AM C FP  AM C FP A/M C FP A/M C FP  AM C FP  AM C FP
IBU 139 0 1 125 0 1 120 0 4 120 0 9 137 0 3 129 0 1 136 4 0 143 1 0 133 3 1 128 0 4
99 © @© @ O @ @B © G W O OH @B O @ @ O @O E) @ O @ @O O @ 2 @O ©n © O
SBU 130 0 0 127 0 0 122 0 8 139 0 6 144 0 6 154 0 6 145 0 0 152 0 0 152 1 1 142 1 0
(100) (1) (©) (100) (@ (O (94 (© (® (96 (© @ (96 (O @ (¥ (O @ (@10 (© (© (@0 © (@© (9 1 @) (@) @O O

Abreviaturas: ER: Etch-and-rinse; SE: Sel-etch; A/M: modo de fratura adesiva/mista; C: modo de fratura coesiva; PF: falhas prematuras
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Anélise de nanoinfiltracao (NI)

Nem o sistema adesivo nem o fator principal estratégia adesiva ndo foram
significativos (Tabela 4; p = 0,51 ep = 0,75, respectivamente). Por outro lado,
tratamento (p = 0,03) e adesivo (p = 0,02), como fatores principais, foram
considerados estatisticamente significativos (Tabela 4). Um valor de NI
significativamente maior foi observado na dentina erosionada em comparacao
com os grupos de dimetilsulfoxido (Tabela 4; p = 0,03). Em contraste, a aplicacédo
de DMSO diminuiu os valores de infiltracdo de nitrato de prata na dentina
erosionada, independentemente combinado com proantocianidinas (LED +
DMSO-PATC) e riboflavina-UVA (LED + DMSO-RIB) (Tabela 4; p = 0,03). No
entanto, a adicdo de proantocianidinas (LED + DMSO-PATC) e riboflavina-UVA
(LED + DMSO-RIB) néao diminuiu significativamente os valores de infiltragéo de
nitrato de prata em comparacdo com apenas a aplicacdo de DMSO (LED +
DMSO) (Tabela 4; p > 0,05). Para todas as comparacdes, o SBU apresentou

valores de SNP menores em relacéo ao IBU (Tabela 4; p = 0,02).



Tabela 4. Médias e desvios-padrdo dos valores de infiltragao do nitrato de prata (NI), bem como andlise estatistica para todos os grupos experimentais (*).
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Tratamento
Sistemas ] )
adesivos Dentina sadia LED LED + DMSO LED + DMSO-PRO LED + DMSO-RIB
ER SE ER SE ER SE ER SE ER SE
8617 8,8+15 22,7+3,9 20,9+£3,2 17,4 + 3,2 16,8 £+ 2,7 155+2,1 16,8 £ 2,0 159+2,0
IBU 16,0+ 3,2B
C C B B B B
SBU 78+x14 73%1.2 15,3+3,1 175+3,4 12.1+4.1 11.2+3.2 10.2+2.0 89+25 9,3+3,4 8.1+1.4
B B A A A A A A

(*) Letras diferentes séo diferencas de médias estatisticamente significativas entre os grupos (ANOVA de trés vias; Teste de Tukey, p < 0,05).
Abreviagdo: LED: leséo erosiva dentina; DMSO: dimetil sulfoxido; PRO: proantocianidinas RIB: riboflavina-UVA; ER: Etch-and-rinse, SE: Self-etch
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Grau de conversao in situ por analise Micro-Raman (MRA)

Em relagédo aos valores do grau de converséo in situ, o sistema adesivo e
o fator principal estratégia adesiva ndo foram significativos (Tabela 5; p = 0,38
ep = 0,70, respectivamente). No entanto, os principais fatores tratamento e
adesivo foram considerados estatisticamente significativos (Tabela 5; p = 0,01
para ambas as comparac¢des). Um grau de conversao in situ significativamente
menor foi observado em dentina erosionada em comparacdo com grupos de
dimetilsulféxido (Tabela 5; p = 0,01), enquanto a aplicacdo de DMSO aumentou
os valores de MRA em dentina erosionada, independentemente da combinacao
com proantocianidina (LED + DMSO-PRO) e riboflavina-UVA (LED + DMSO-
RIB) (Tabela 5; p = 0,01). Além disso, nos resultados de MRA, a adicdo de
proantocianidina (LED + DMSO-PRO) e riboflavina-UVA (LED + DMSO-RIB) nédo
aumentou significativamente os valores de MRA em comparagdo com a
aplicacdo de DMSO sozinho (LED + DMSO) (Tabela 5; p > 0,05). Em todas as
comparacodes, o SBU apresentou maiores valores de MRA em relacédo ao IBU
(Tabela 5; p = 0,01).
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Tabela 5. Médias e desvios-padrao do grau de conversao in situ por valores micro-raman (%), bem como analise estatistica para todos os grupos experimentais (*)

Tratamento
Sistemas adesivos Dentina sadia LED LED+ DMSO LED + DMSO-PRO LED + DMSO-RIB
ER SE ER SE ER SE ER SE ER SE
55,4+2,1 52 7+32 421+32 442+27 501+22 51,1+32 512+06 509+05 510+0,2 508=+0,9
'8Y C C B B B B B B
62,6+24 598+27 502+34 521+27 605+21 619+31 606+03 604%0,7 60,7+02 609+0,2
SBU B B a A a A A A

(*) Letras diferentes séo diferencas de médias estatisticamente significativas entre os grupos (ANOVA de trés vias; Teste de Tukey, p < 0,05).

Abreviacdo: LED: leséo erosiva dentina; DMSO: dimetil sulféxido; PRO: proantocianidinas RIB: riboflavina-UVA; ER: Etch-and-rinse, SE: Self-etch
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DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste estudo mostraram que a aplicacao de
dimetilsulféxido como primer adicional antes de um procedimento adesivo em
dentina erosionada aumentou significativamente a resisténcia de unido a
microtracdo e o grau de conversao in situ, bem como diminuiu os valores de

infiltrac&o do nitrato de prata em comparagao com o LED do grupo controle.

Conforme mencionado na introducdo, o desgaste dentario erosivo tem
como uma das principais causas a mudanca dos habitos alimentares resultando
no aumento da ingestéo de alimentos acidos/erosivos. *6como e refrigerantes e
energéticos. E esses alimentos erosivos, promovem a desmineralizacdo e
dissolucdo do componente mineral, e a progressado continua induz a formacao
de uma zona densa, a rede fibrosa de colageno®. Ocorre um aumento da perda
de periodicidade do colageno na matriz de colageno®’, e esses espacos entre as

fibrilas de colageno sdo ocupados por dgua 4°

Todas essas caracteristicas impedem a infiltracdo adequada dos
mondmeros adesivos na dentina erosionada subjacente. 564546Portanto, a
camada hibrida formada na dentina erosionada poderia resultar em areas de
predominancia hidrofilica e zonas desmineralizadas com fibrilas de colageno
incompletamente encapsuladas por mondmeros de resina*, levando a formagéo
de uma camada hibrida estruturalmente imperfeita e altamente porosa. #°. Essas
caracteristicas afetam significativamente o desempenho de colagem de sistemas
adesivos em LED. 56:4546Esses resultados também podem ser confirmados pela
maior quantidade de falha prematura para o grupo LED quando comparado com

a dentina higida.

O DMSO é um solvente ideal para fins médicos com uma capacidade
especial de penetrar na superficie biolégica.?’Devido a essa caracteristica, o
dimetilsulféxido tem sido recomendado para aumentar a infiltracdo do adesivo na
matriz de colageno exposta*’ e, consequentemente, aumentar significativamente
os valores de yTBS em comparagdo com um grupo LED (assim como observado

por varios autores) em dentina higida. 4’
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Além disso, o DMSO é um solvente especial que dissolve compostos
apolares e polares. E uma molécula polifuncional com um grupo S=0O altamente
polar e dois grupos hidrofébicos. A carga parcial negativa do atomo de oxigénio
da molécula de DMSO favorece a formacdo de pontes de hidrogénio com as
moléculas de agua #’, reduzindo assim a tendéncia auto associativa da agua.
Além disso, levando em consideracao a infiltracdo do nitrato de prata dentro da
camada hibrida que representa regifes interfaciais ricas em agua, a interacéo
entre DMSO e 4gua pode ser responsavel pelos menores valores de infiltracao
do nitrato de prata quando comparado ao grupo LED, conforme observado em

dentina sadia. 4’

Uma vez que o dimetil sulféxido reduz o nimero de moléculas de agua
aprisionadas entre as cadeias poliméricas, seria esperado um aumento no grau

de converséo #/, conforme observado no presente estudo.

No entanto, apesar da melhora no desempenho de uniéo promovida pelo
dimetilsulféxido em uma interface resina-dentina erosionada, ndo ha efeito de
reticulacdo reforcando as propriedades mecanicas da matriz dentinaria.* Assim,
este é o primeiro estudo avaliando o efeito da combinacdo de DMSO com
agentes reticuladores de colageno no desempenho de unidao de adesivos

universais em dentina erosionada.

Os resultados deste estudo mostraram que a combinacdo de DMSO com
RIB ou PRO promoveu um aumento significativo dos valores de resisténcia de
unido a microtracdo em relacdo ao grupo controle ou mesmo quando apenas o
DMSO foi aplicado, levando a aceitacao da primeira hipotese nula. Um aumento
nos valores de resisténcia de unido ocorreu para todos 0S grupos
dimetilsulféxido. No entanto, esse aumento foi muito mais pronunciado nos
agentes de reticulacdo combinados com DMSO (aumento de 33% em média) em
comparacao com apenas DMSO (aumento de 25% em média).

Essa melhora na resisténcia de unido pode ser atribuida ao efeito de
reticulacdo de ambos os agentes reticuladores de colageno usados no presente
estudo. A riboflavina € um conhecido agente de reticulacdo de colageno quando
combinada com luzes UVA ou luzes de LED. Devido ao efeito de reticulag&o foto-

oxidativa, a riboflavina mostrou estabilidade e resisténcia a degradacdo do
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colageno através do aumento das propriedades mecanicas do colageno da
dentina. Por outro lado, as proantocianidinas melhoram as propriedades
biomecanicas das fibrilas de colageno por meio de varios mecanismos quimicos,
que produzem reticulagdo de coldgeno. Este aumento das propriedades
mecanicas do colageno também refletiu no aumento das falhas A/M neste grupo

experimental guando comparado ao LED.#’

No entanto, a combinacé&o de dimetilsulfoxido com RIB ou PRO néo afetou
significativamente os valores de NI ou grau de conversdo in situ, levando a
rejeicdo da segunda e terceira hipdéteses nulas. Esses resultados eram
esperados, pois 0s agentes de reticulacdo de colageno aqui testados nao podem
alterar a propriedade hidrofilica do adesivo, nem melhorar a evaporacdo do
adesivo ou produzir camadas adesivas pouco permeaveis 4. Além disso, devido
ao tamanho molecular de substancias organicas como RIB e proantocianidinas,
a dissolucdo em solventes polares é dificil, limitando a infiltracdo adequada

dentro da matriz de colageno desmineralizada *.

Na verdade, alguns agentes de reticulagdo de coldgeno tém potencial
para reduzir a polimerizacdo de sistemas adesivos. Por exemplo,
proantocianidinas doam ions H* para radicais livres e inibem a iniciacdo e
propagacgéo do processo de polimerizagdo. Entretanto, em concentragdes t&o
baixas quanto as utilizadas, as proantocianidinas nao interferiram no grau de

conversdo, como observado anteriormente em estudos in vitro 4647,

Por outro lado, este estudo forneceu evidéncias de melhor desempenho
do SBU do que do IBU para todas as comparacoes. Isso esta de acordo com
Jacker-Guhr et al., 2019%°. De acordo com este estudo, devido a presenca de
acetona e auséncia de HEMA, a aplicacao de IBU necessita de um protocolo
rigido quanto ao correto gerenciamento de umidade?°, principalmente porque os
adesivos universais livres de HEMA sdo mais suscetiveis a separacao de fases

na interface adesiva?°.

Em termos de estratégia SE, vale ressaltar que o IBU € um adesivo acido
intermediario forte em comparacdo com o SBU que é um adesivo levemente
acido. Segundo Van Meerbeek et al.,, 2020%?, o desempenho adesivo mais

favoravel em dentina foi obtido com adesivos suaves; adesivos fortes
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intermediarios mostraram mais zonas de dentina parcialmente desmineralizada,
mas nao infiltrada abaixo das camadas hibridas, como observado nos resultados
NI do presente estudo. Essas areas sdo consideradas locais de mecanismos

potenciais de degradacédo com esses adesivos fortes intermediarios.>?

Os resultados do presente estudo podem promover o desenvolvimento de
novas estratégias para melhorar o desempenho da adeséo a dentina erosionada.
No entanto, uTBS e avaliagBes quimicas de interfaces adesivas podem fornecer
apenas informacdes limitadas relacionadas as interac6es desses agentes de
reticulacdo de colageno na dentina erosionada. Assim, mais investigacdes séo
necessarias para apresentar as reais vantagens da combinacdo de
dimetilsulféxido com agentes de reticulacdo, especialmente apds longo periodo

de armazenamento em agua.

Em conclusdo, a aplicagdo da combinacdo de DMSO com agentes
reticuladores de colageno contribuiu para aumentar o yTBS e o grau de
converséo in situ com uma reducéo significativa da infiltracdo de nitrato de prata

na dentina da lesao erosiva.
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CONSIDERACOES FINAIS

A dentina erosionada teve os menores valores de yTBS e os maiores
valores de NI quando comparados com dentina sadia, e esses valores foram
ainda mais significativos quando a dentina foi erosionada com acido citrico. E o
uso de adesivos contendo MDP, parece ser essencial para manter a adesao em
dentina erosionada ao longo do tempo.

Apés 6 anos de armazenamento, os adesivos FBU, PUB, PBE e XEN

apresentaram um desempenho adesivo inferior, independente do substrato.

O DMSO juntamente com o0s agentes reticuladores de colageno
contribuiu para aumentar o uyTBS e o grau de conversao in situ com uma reducao

significativa da infiltracdo de nitrato de prata na dentina da les&o erosiva.
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ANEXO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito do sinergismo de um solvente universal associado a agentes de reticulagéo de
colageno nas propriedades adesivas e mecanicas da dentina erosionada

Pesquisador: Andrés Felipe Millan Cardenas

Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 31162620.8.0000.5084

Instituicdo Proponente: CEUMA-ASSOCIACAO DE ENSINO SUPERIOR
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 4.071.409

Apresentacdo do Projeto:

Avaliar o efeito da aplicacao de um primer a base de dimetilsulfoxido, bem como o efeito sinergico de
primers a base de dimetilsulfoxido associado a agentes reticuladores de colageno na dentina erosionada,
em relacao as propriedades adesivas e mecanicas. Adicionalmente, avaliar as propriedades
quimicas/estrutural da dentina erosionada utilizando microscopia Micro-Raman. O projeto esta dividido em
dois experimentos. No experimento 1, 96 molares serao aleatoriamente divididos em 16 condicoes
experimentais de acrodo com: (1) Substrato dentinario: Dentina sadia ou dentina erosionada; (2) Aplicacao do
primer de DMSO: Sem aplicacao do primer ou com aplicacao do primer e (3) Estrategia adesiva:
Condicionamento acido ou auto-condicionante. Apos erosao, os primers contendo DMSO serao aplicados e
em seguida os dentes serao restaurados incrementalmente e cortados em palitos. Em seguida, o teste de
resistencia de uniao, nanoinfiltraao, grau de conversao e avaliacao das caracteristicas morfologicas da
interface adesiva serao realizados. Para o experimento 2, 78 dentes serao alocados em 12 condicoes
experimentais de acordo com a combinacao das variaveis: (1) Agente de tratamento: Controle (Dentina
Erosionado - DE), Primer de proantocianidina (DE + DMSO- PA), primer de rivoflavina (DE + DMSO-RI); (2)
Dois sistemas adesivos universais (Ibond Universal e Single Bond Universal); e (3) estrategia adesiva:
Condicionamento acido ou auto-condicionante. Apos a realizacao da ciclagem erosiva com coca cola, 0s
primers serao aplicados e os dentes restaurados para confeccao dos
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corpos de prova para os respectivos testes de resistencia de uniao, nanoinfiltracao, grau de conversao e perda
de massa da matriz de colageno. Adicionalmente analise vibracional da dentina erosionada por
espectroscopia raman sera realizada. Para a analise estatistica, a unidade experimental sera o dente e os
dados serao submetidos a analise de variancia e teste de Tukey para comparacao das medias (alfa = 0,05)
para ambos os experimentos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar o efeito da aplicacao de um primer a base de dimetilsulfoxido, bem como o efeito sinergico de
primers a base de dimetilsulfoxido associado a agentes reticuladores de colageno na dentina erosionada,
em relacao as propriedades adesivas e mecanicas. Adicionalmente, avaliar as propriedades
guimicas/estrutural da dentina erosionada utilizando microscopia Micro-Raman

Objetivo Secundario:

* Avaliar o efeito de um primer a base de dimetilsulfoxido nas propriedades adesivas da interface resina-
dentina erosionada por meio do teste de resistencia de uniao, nanoinfiltracao e grau de conversao in-situ. ¢
Analisar as caracteristicas morfologicas da interface adesiva resina-dentina erosionada apos aplicacao de um
primer a base de dimetilsulfoxido * Avaliar o efeito sinergico do uso de primers contendo agentes reticuladores
de colageno (proantocianidina e riboflavina) em associacao com o dimetilsulfoxido nas propriedades da
interface resina-dentina erosionada por meio de resistencia de uniao, nanoinfiltracao e graude conversao in-
situ.» Avaliar as propriedades quimicas do efeito sinergico na biomodificacao do primer de DMSO e de primers
contendo DMSO e agentes reticuladores de colageno por meio da analise vibracional em microscopia Micro-
Raman na superficie de dentina erosionada.Avaliar de forma indireta a degradacao proteolitica da matriz de
dentina erosionada apos a aplicacao de primers contendo agentes reticuladores de colageno utilizando o teste
de perda de massa seca.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Criterio de Exclusao:

Pacientes que relatar diabetes nao controlada, doencas cardiacas severas, leucemial/linfomas,
coagulopatias severas ou que estejam em estado de gravidez serao excluidos.

Riscos:

» Como esta pesquisa sera realizada com dentes extraidos por indicacao terapeutica, os riscos a saude do
paciente sao os mesmos ainda que o paciente nao consentisse com a participacao/doacao do elemento
dental, ou seja os mesmos riscos da exodontia terapeutica
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(Utilizacao de anestesico local e infeccao localizada).

Riscos do pesquisador:

« Por se tratar de um estudo laboratorial, os riscos seriam oriundos das etapas laboratoriais durante
manipulacao dos dentes e confeccao dos especimes. No entanto, medidas como a utilizacao de
equipamentos de protecao individual como jaleco, gorro, mascara, luvas e oculos sao importantes e serao
utilizadas em todas as etapas

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa laboratorial, a ser desenvolvida com dentes extraidos de pacientes que realizaram
a doagdo dos dentes necessarios para a mesma. A pesquisa tem relevancia cientifica e esta estruturada com
metodologia cientifica que responde aos objetivos propostos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacédo obrigatdria:

Todos os documentos necessarios para apreciacdo ética da pesquisa foram apresentados estando
adequados as resolugfes e normativas do sistema CEP CONEP

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Mediante a andlise do projeto de pesquisa e a documentacédo apresentada decide-se pela aprovacéo deste
protocolo de pesquisa

ConsideragOes Finais a critério do CEP:
O pesquisador devera apresentar a este CEP relatério final da pesquisa

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 27/04/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1546056.pdf 18:30:00
Projeto Detalhado / | Projeto_CEP.pdf 27/04/2020 | Andrés Felipe Millan | Aceito
Brochura 18:29:37 | Cardenas
Investigador
Declaragéo de cartaanuenciadeclinica.pdf 27/04/2020 | Andrés Felipe Millan | Aceito
Instituicdo e 18:26:45 | Cardenas
Infraestrutura
TCLE / Termos de | TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 27/04/2020 | Andrés Felipe Millan | Aceito
Assentimento / E_E_ESCLARECIDO.docx 18:25:42 | Cardenas
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Justificativa de TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 27/04/2020 | Andrés Felipe Millan | Aceito

Auséncia E_E_ESCLARECIDO.docx 18:25:42 | Cardenas

Declaragéo de ANUENCIA_Equipe.pdf 27/04/2020 | Andrés Felipe Millan | Aceito

Pesquisadores 18:25:07 | Cardenas

Declaracéo de cartaAnuencialES.pdf 27/04/2020 | Andrés Felipe Millan | Aceito

Instituicéo e 18:24:47 | Cardenas

Infraestrutura

Folha de Rosto flhaDeRostroAssinada.pdf 27/04/2020 | Andrés Felipe Millan | Aceito
18:06:06 | Cardenas

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Né&o

SAO LUIS, 05 de Junho de 2020

Assinado por:
RUDYS RODOLFO DE JESUS TAVAREZ

(Coordenador(a))
Endereco: DOS CASTANHEIROS
Bairro: JARDIM RENASCENCA CEP: 65.075-120
UF: MA Municipio: SAO LUIS
Telefone: (98)3214-4212 E-mail: cep@ceuma.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da degradagéo da interface adesiva submetida a desafios erosivos in-vitro e
in-situ.

Pesquisador: Andrés Felipe Millan Cardenas

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 40051520.9.0000.5084

Instituicdo Proponente: CEUMA-ASSOCIACAO DE ENSINO SUPERIOR

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NlUmero do Parecer: 4.464.345

Apresentacdo do Projeto:

Avaliar as propriedades mecanicas e adesivas da interface resina-dentina erosionada quando submetidos a
desafio erosivo in vitro e in situ. Oitenta molares humanos seréo alocados de acordo com: Sistema adesivo
(Optibond FL; Clearfill SE bond; Single Bond Universal; Prime & Bond Universal e Gluma Bond Universal) e
tipo de erosao (In-vitro; In-situ). Os sistemas adesivos serdo aplicados de acordo com as especificacdes do
fabricante e restaurados incrementalmente com resina composta. Os dentes serdo seccionados em forma
de “palitos’ e divididos de acordo com o tipo de erosdo. Para a eroséo in-situ, os palitos serdo colados a um
dispositivo intraoral, que ser& utilizado por 20 voluntarios durante 15 dias em um ambiente erosivo. No caso
da eroséo in-vitro, os palitos seréo submetidos a uma erosdo em um ambiente erosivo por 15 dias, sem
envolver voluntarios. ApOs este periodo, os palitos serdo esterilizados e testados pelos testes de resisténcia
de unido, nanoinfiltracdo e grau de conversdo para avaliar as propriedades adesivas. A Avaliagdo da
nanodureza e modulo de Young e a andlise morfolégica da interface adesiva serdo realizados para avaliar
as propriedades mecanicas da interface adesiva. Para a andlise estatistica, a unidade experimental sera o
dente e os dados serdo submetidos a ANOVA 2 fatores e teste de Tukey para comparacao das médias (alfa
=0,05).

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
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Avaliar as propriedades mecanicas e adesivas da interface resina-dentina erosionada quando submetidos a
desafio erosivo in vitro e in situ.

Objetivo Secundario:

- Avaliar as propriedades mecéanicas da interface resina-dentina erosionada quando submetidos a desafio
erosivo in vitro e in situ por meio do teste de nanodureza e modulo de Young e anélise morfoldgica da camada
hibrida - Avaliar as propriedades adesivas da interface resina-dentina erosionada quando submetidos a
desafio erosivo in vitro e in situ por meio dos testes de resisténcia de unido, nanoinfiltracdo e grau de
conversao.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

- Possivel desmineralizagdo dos dentes durante o desafio erosivo pela imersao em coca-cola. Para isto, os
voluntarios serdo instruidos e monitorados durante toda a pesquisa para que suas atividades de higiene oral
sejam potencializadas no periodo de 15 dias e apds este periodo os voluntarios ndo utilizardo mais o
dispositivo intra-oral.- Dispositivo intra-oral causar incdbmodo ao voluntario. Todos os voluntarios da pesquisa
receberdo instrucdes de como proceder com sua utilizagdo. Os aparelhos serdo testados e todos os ajustes
para evitar este desconforto serdo realizados. Caso o desconforto persista, os voluntarios poderéo suspender
0 Seu uso e estardo cientes que poderdo abandonar a pesquisa a qualquer momento, sem que isto cause
danos ou prejuizos ao voluntario.- Ha riscos para os pesquisadores de contaminacdo, ferimento com
instrumentos cortantes e alergia a materiais utilizados, que devem ser minimizados com a utilizacdo de
equipamento de protecgdo individual (EPI).

Beneficios:

» A pesquisa contribuira para um melhor entendimento sobre a degradagdo da interface adesiva quando
submetido a desafios erosivos in vitro e in situ e consequentemente, na preservacao de estrutura dental em
detrimento da necessidade de troca de restauracdes. Os beneficios para os voluntarios pesquisados sdo: *
Os voluntarios serdo acompanhados e receberdo esclarecimentos do pesquisador responsavel sobre
eventuais duvidas durante toda a pesquisa; * Receberdo uma profilaxia prévia a colocagéo do dispositivo intra-
oral e outra profilaxia apés a retirada deste dispositivo (este procedimento sera realizado pelos demais
pesquisadores juntamente com o pesquisador responsavel); Os voluntarios receberdo tratamento
odontoldégico quando necessario durante todo o periodo da pesquisa.
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Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de uma pesquisa inicialmente laboratorial e posteriormente em pacientes, a pesquisa tem
relevancia cientifica estd bem delineada e tem equipe competente para o desenvolvimento da mesma.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacédo obrigatdria:

Sobre os termos apresentados:

1- Projeto de pesquisa:

a. A metodologia ndo deixa claro como sera esse processo de desmineralizagéo a partir do aparelho que os
pacientes utilizaram. Isto € importante porque podemos ter o estabelecimento de um processo de
desmineralizacdo e necessidade de restauragdo. Assim sugere-se um detalhamento desse processo, sempre
lembrando que devemos evitar danos irreversiveis aos participantes e que deveremos ter um equilibrio entre
os riscos e beneficios pela participacao.

b. Devera ser explicado como os 80 molares extraidos seréo obtidos e se necessario devera ser apresentado
termo de doacdo de dentes.

2- Termo de consentimento livre e esclarecido:

a. Com o objetivo de garantir a integridade do documento, solicita-se que sejam inseridos os numeros de cada
pagina, bem como a quantidade total delas, como por exemplo: "1 de X" e assim sucessivamente ate apagina
"X de X".

b. O TCLE deve ser conciso e de facil compreensao por um individuo LEIGO, nao sendo desejavel a utilizacao
de construcoes gramaticais complexas. Diante do exposto, solicita-se que o TCLE seja revisado, utilizando-
se linguagem CLARA E ACESSIVEL. Salienta-se que e necessario substituir os termos tecnicos por palavras
de facil entendimento ou adicionar breve explicacao sobre o termo empregado no texto (Resolucao CNS no
466 de 2012, itens 11.23 e IV.1.b).

c. Solicita-se que seja expresso, de modo claro e afirmativo no TCLE, o direito a assistencia integral gratuita
devido a danos diretos/ indiretos e imediatos/ tardios, pelo tempo que for necessario ao participante da
pesquisa (Resolucao CNS no 466 de 2012, itens 11.3.1 e 11.3.

d.solicita-se inserir no TCLE a explicitacao do direito do participante de buscar indenizacao diante de
eventuais danos decorrentes da pesquisa (Resolucao CNS no 466 de 2012, item IV.3.h).

d.Solicita-se que conste no TCLE que todas as paginas deverao ser rubricadas pelo pesquisador
responsavel/pessoa por ele delegada e pelo participante/responsavel legal (Resolucao CNS no 466 de
2012, item IV.5.d).

e. . Solicita-se que tambem conste em ambas as vias do TCLE o horario de funcionamento do CEP
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responsavel pelo estudo, assim como seu endereco (Resolucao CNS no 466 de 2012, item 1V.5.d). Para
melhor informar o participante da pesquisa, solicita-se incluir no TCLE uma breve descricao do que e o CEP
e qual sua funcao no estudo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Mediante a analise do projeto de pesquisa e a documentagdo apresentada decide-se pela pendéncia deste
protocolo de pesquisa, sendo necessaria a apresentacdo das seguintes pendéncias:

1- Adequar Projeto de pesquisa seguindo as orientagdes acima especificadas

2- Adequar TCLE

3- Apresentar termo de doacéo de dentes

4- Atualizar cronograma de pesquisa para nova submissao

Consideracdes Finais a critério do CEP:
O pesquisador devera apresentar as pendéncias enumeradas neste parecer em 30 dias
Apresentar carta resposta identificando as altera¢des acima especificadas

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09/11/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1658444.pdf 18:50:08
Declaragdo de Carta_de_anuencia_ceuma.pdf 09/11/2020 | Andrés Felipe Millan | Aceito
Instituicdo e 18:49:10 | Cardenas
Infraestrutura
Folha de Rosto Folha_de_rostro.pdf 09/11/2020 | Andrés Felipe Millan | Aceito

18:48:47 | Cardenas
TCLE/Termos de |TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR [ 03/11/2020 | Andrés Felipe Millan | Aceito

Assentimento / E_E_ESCLARECIDO.docx 20:36:26 | Cardenas

Justificativa de

Auséncia

Declaragéo de CARTA_DE_ANUENCIA_Equipe.pdf 03/11/2020 | Andrés Felipe Millan | Aceito

Pesquisadores 20:35:58 | Cardenas

Cronograma CRONOGRAMA_DE_EXECUCAO.docx| 03/11/2020 | Andrés Felipe Millan | Aceito
20:35:34 | Cardenas

Projeto Detalhado / | projeto_final_detalhado.docx 03/11/2020 | Andrés Felipe Millan | Aceito

Brochura 20:34:52 | Cardenas

Investigador
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