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MUNIZ, LP. Efeito do diamino fluoreto de prata na interface resina-dentina
submetida a um desafio cariogénico in situ e sobre a longevidade das
propriedades adesivas da dentina cariada (tese). S&o Luis; Universidade
CEUMA; 2024.

RESUMO

Introducao: O diamino fluoreto de prata (DFP) é o unico material odontolégico
disponivel que associa a remineralizagao das estruturas dentarias proporcionada
pelo fluoreto de sddio com efeito antibacteriano sobre os microorganismos da
carie pela acdo do nitrato de prata Objetivo: Este estudo investiga as
propriedades adesivas do DFP em lesdes cariosas de dentina, tanto
imediatamente quanto apds dois anos de armazenamento em agua, bem como
as propriedades mecanicas e adesivas da interface resina-dentina tratadas com
DFP 38% sob desafio cariogénico in situ. Materiais e métodos: No capitulo 1,
foram utilizados 96 molares humanos, que foram submetidos a producéo artificial
de carie dentinaria e divididos em 12 grupos. Os grupos foram organizados
conforme a aplicagao de diferentes solugdes de DFP (12% e 38%), dois adesivos
universais (Clearfil Universal Bond Quick [CUQ] e Single Bond Universal [SBU]),
e duas estratégias adesivas (etch-and-rinse [ER] e self-etch [SE]). Apds a
aplicagao do DFP e dos adesivos, os dentes foram restaurados, seccionados e
submetidos ao teste de resisténcia de unidao por microtracao (uTBS), bem como
a analise por espectrometria de raios X por energia dispersiva para analisar a
deposigao de Ag e aumento dos picos de Ca para avaliar qualitativamente a
composi¢cado quimica da camada adesiva e propriedades mecénicas da interface
adesiva. Estes testes foram realizados tanto imediatamente quanto apds dois
anos de armazenamento em agua. Os dados foram analisados por ANOVA de
quatro fatores e teste de Tukey (a = 0,05). No capitulo 2, 56 molares humanos
foram divididos em 8 grupos para avaliar o efeito do DFP 38% em combinagao
com dois sistemas adesivos (SBU e ZIPbond [ZIP]) e duas estratégias adesivas
(ER e SE). Os espécimes foram avaliados imediatamente e apds 14 dias de
desafio cariogénico in situ, durante o qual os dentes foram expostos a um
ambiente cariogénico utilizando dispositivos intraorais em 20 voluntarios. Apos o
periodo de exposicao, os espéecimes foram submetidos a testes de resisténcia
de unido e microanalise quimica qualitativa para analisar a deposigéo de Ag e
aumento do pico de Ca. Os dados também foram analisados por ANOVA de
quatro fatores e teste de Tukey (a = 0,05) (tempo de armazenamento, DFP,
adesivo e estratégia adesiva). Resultados: No Capitulo 1, apds dois anos de
armazenamento, 0os grupos que receberam DFP apresentaram valores de yTBS
mais elevados em comparagao ao grupo controle. Houve uma diminui¢cado
insignificante nos valores de uTBS para SBU ao comparar os resultados
imediatos com os de dois anos. No entanto, houve uma diminuig&o significativa
nos valores de yTBS para CUQ apds dois anos. No Capitulo 2, apds o desafio
in situ, os valores mais altos de resisténcia de unido foram observados nos
grupos onde DFP foi aplicado, independentemente do adesivo universal ou da



estratégia adesiva utilizada. A analise da interface resina-dentina mostrou um
aumento dos picos de calcio (Ca) e presencga de picos de prata (Ag) apos o
tratamento com DFP, tanto no inicio quanto apds o desafio in situ. Conclusao:
O uso do DFP, independentemente da estratégia adesiva, mostrou-se uma
alternativa promissora para manter a adesao dos adesivos universais em lesdes
cariosas de dentina ao longo do tempo. A aplicagdo de DFP 38% preservaram
os valores de resisténcia de unido e aumentou os picos de calcio e prata na
interface resina-dentina, mesmo apdés o desafio cariogénico in situ, indicando sua
eficacia em manter a integridade da resisténcia de unido.

Descritores: Diamino fluoreto de prata, Resisténcia de unido a microtragao,
Longevidade da ligacao, Dentina afetada por carie.



MUNIZ, LP. Effect of silver diamine fluoride on the resin-dentin interface under in
situ cariogenic challenge and on the longevity of adhesive properties in carious
dentin. (thesis). Sao Luis; CEUMA University; 2024.

ABSTRACT

Introduction: Silver diamine fluoride (SDF) is the only dental material available
that combines the remineralization of dental structures, provided by sodium
fluoride, with an antibacterial effect on cariogenic microorganisms through the
action of silver nitrate. Materials and methods In Chapter 1, 96 human molars
were used, which were subjected to artificial dentin caries production and divided
into 12 groups. The groups were organized according to the application of
different concentrations of SDF (12% and 38%), two universal adhesives (Clearfil
Universal Bond Quick [CUQ] and Single Bond Universal [SBU]), and two
adhesive strategies (etch-and-rinse [ER] and self-etch [SE]). After the application
of SDF and the adhesives, the teeth were restored, sectioned, and subjected to
microtensile bond strength testing (WTBS) as well as energy-dispersive X-ray
spectroscopy analysis to evaluate Ag deposition and increased Ca peaks, aimed
at qualitatively assessing the chemical composition of the adhesive layer and the
mechanical properties of the adhesive interface. These tests were performed
both immediately and after two years of water storage. The data were analyzed
using four-way ANOVA and Tukey's test (a = 0.05). In Chapter 2, 56 human
molars were divided into 8 groups to evaluate the effect of 38% SDF in
combination with two adhesive systems (SBU and ZIPbond [ZIP]) and two
adhesive strategies (ER and SE). The specimens were evaluated immediately
and after 14 days of in situ cariogenic challenge, during which the teeth were
exposed to a cariogenic environment using intraoral devices in 20 volunteers.
After the exposure period, the specimens underwent bond strength testing and
qualitative chemical microanalysis to assess Ag deposition and increased Ca
peaks. The data were also analyzed using four-way ANOVA and Tukey's test (a
= 0.05) (storage time, SDF, adhesive, and adhesive strategy). Results: In
Chapter 1, after two years of storage, the groups that received SDF showed
higher uTBS values compared to the control group. There was an insignificant
decrease in uTBS values for SBU when comparing immediate results to those
after two years. However, there was a significant decrease in yTBS values for
CUQ after two years. In Chapter 2, after the in situ challenge, the highest bond
strength values were observed in the groups where SDF was applied, regardless
of the universal adhesive or adhesive strategy used. The analysis of the resin-
dentin interface showed an increase in calcium (Ca) peaks and the presence of
silver (Ag) peaks after SDF treatment, both at the initial time point and after the
in situ challenge. Conclusion: The use of SDF, regardless of the adhesive
strategy, proved to be a promising alternative for maintaining the adhesion of
universal adhesives to carious dentin lesions over time. The application of 38%
SDF preserved bond strength values and increased calcium and silver peaks at
the resin-dentin interface, even after the in situ cariogenic challenge, indicating
its effectiveness in maintaining bond strength integrity.



Keywords: Silver diamine fluoride, Microtensile bond strength, Bond longevity,
Caries-affected dentin.



INTRODUGAO GERAL

A carie dentaria € uma doenca altamente prevalente [1], sendo um
importante problema de saude publica. Esta doenga multifatorial afeta de forma
adversa a estrutura do dente [2], gerando perda da estrutura dentaria devido a
uma redugdo nos componentes minerais que aumentam a porosidade,
promovendo alteragdes na estrutura do colageno, no conteudo de proteinas nao
colagenosas, e reduzindo significativamente as propriedades mecénicas desse
substrato [3,4].

Essas modificagdes quimicas, biologicas e fisicas que ocorrem durante
0 processo de carie afetam a adesdo a essa estrutura [5,6]. Como resultado,
observa-se uma menor resisténcia de unido a dentina desmineralizada por carie
em comparagdo com a resisténcia de unido a dentina sadia [7-9], juntamente
com uma camada mal hibridizada [9], independe da estratégia adesiva
empregada [10,11].

Notavelmente, o diamino fluoreto de prata (DFP) emergiu como uma
alternativa eficaz [12]. Composto por prata idnica, aménia, agua e fluor [13], 0
DFP eleva o pH do biofilme, atenuando a desmineralizagdo da dentina, e exibe
atividade antimicrobiana contra bactérias cariogénicas por meio de nitrato de
prata [12,14-16]. Uma vez que a progressao das lesdes cariosas € interrompida,
a restauragao adesiva surge como uma solugédo potencial para abordar esses
problemas. No entanto, ainda ndo se chegou a um consenso sobre o impacto do
DFP nas propriedades adesivas dos materiais restauradores [17].

Ndo ha consenso na literatura se o diamino fluoreto de prata afeta
negativamente a adesao quando adesivos sdo aplicados na dentina [18-20].
Diante dessa variabilidade, investigagcbes adicionais sobre a influéncia do DFP
nas propriedades adesivas na dentina afetada por carie sdo consideradas
pertinentes. Considerando a necessidade de restauragdes duradouras, torna-se
fundamental explorar os efeitos a longo prazo [17].

Adicionalmente, seguindo a tendéncia de simplificacdo e atendendo as
necessidades dos dentistas por procedimentos mais rapidos, menos sensiveis e
técnicas mais faceis de usar [21], foram langados no mercado sistemas adesivos
universais, proporcionando aos dentistas a opg¢ado de escolher entre uma
estratégia adesiva etch-and-rinse (ER) e self-etch (SE), ou "condicionamento
acido seletivo do esmalte dentario" [22].



Esses avangos nos sistemas adesivos universais oferecem maior
flexibilidade aos profissionais, permitindo otimizar o tratamento de acordo com
as necessidades clinicas. No entanto, além de considerar a escolha do sistema
adesivo, também ¢é fundamental analisar o impacto de fatores clinicos e
biolégicos no sucesso dos procedimentos restauradores. Nesse contexto, o
modelo de estudo in situ surge como uma ferramenta relevante para investigar
a influéncia do DFP, especialmente na adesao a dentina afetada por carie, na
composi¢cado do biofilme dental e no processo de desmineralizagdo frente ao
desafio cariogénico

Os estudos in situ mostraram-se uma metodologia viavel e de curta
duracgédo para investigar degradagéo do substrato dental [23]. Estes envolvem o
uso de aparelhos ou dispositivos que criam condi¢des definidas na boca humana
e expde as amostras ao ambiente oral mais proximo do possivel da realidade
[24]. Servem como uma ponte entre a situag&o clinica natural ndo controlada e
a laboratorial altamente controlada.

Esses modelos incluem um substrato dental (esmalte ou dentina),
biofilme dental com potencial cariogénico (presenga ou formacgao), desafio
cariogénico (controlado experimentalmente ou fornecido ao individuo) e tempo
(periodo do experimento). A intengédo desses modelos é transcrever o que ocorre
no processo natural das amostras submetidas ao desafio cariogénico e ainda
prover informacodes clinicas relevantes em um curto periodo sem causar danos
irreversiveis aos dentes naturais [24].

No presente estudo, foram desenvolvidos dois estudos laboratoriais. O
primeiro, teve como objetivo avaliar a resisténcia a microtragédo (UuTBS) e a
composi¢cao quimica da camada adesiva por espetroscopia de raios X por
dispersao de energia (EDX-SEM) imediata e apds dois anos de armazenamento
em agua de dois adesivos universais em dentina afetada por carie aplicados nas
estratégias ER ou SE. As hipdteses nulas testadas foram que, em carie, o uso
de diamino fluoreto de prata nao influenciaria a resisténcia de unido a
microtragdo (uTBS) independentemente do (i) adesivos universais aplicados; (ii)
modo de aplicagdo (condicionamento total e autocondicionante) e (iii) quando
avaliados imediatamente ou apos dois anos de armazenamento em agua.

O segundo estudo, tem como o objetivo avaliar a interface adesiva
tratada com DFP 38% quando submetido a desafio cariogénico in situ. As



seguintes hipéteses nulas testadas:(i) as propriedades mecanicas (resisténcia
de uniao a microtragao (uTBS) e (i) propriedades adesivas da interface de uniao
resina-dentina (EDX/SEM) tratadas com DFP 38% né&o sao afetadas por desafios

cariogénicos in situ.
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Effect of silver diamine fluoride on the longevity of adhesive properties to
caries-affected dentine.
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ABSTRACT

Objectives: This study aimed to evaluate the adhesive properties in dentine after
the application of silver diamine fluoride (SDF) on carious dentine lesions
immediately and after 2 years of water storage. Methods: 96 human molars used
were subjected to artificial dentine caries production, and then randomly divided
into 12 experimental groups according to 1. application of an SDF solution
(carious dentine lesion without SDF treatment [control], with 12 % silver diamine
fluoride [SDF 12 %] or 38 % silver diamine fluoride [SDF 38 %]);2. Universal
adhesives (Clearfil Universal Bond Quick [CUQ] and Single Bond Universal
[SBU]); 3. Adhesive strategy (etch-and-rinse [ER] and self-etch [SE]). After
restoration, the specimens were sectioned and submitted to the microtensile
bond strength test (WTBS) and energy-dispersive X-ray spectrometry analysis
(SEM/EDX). All tests were performed immediately and after 2 years of water
storage. Data from the yTBS were analyzed using four-way ANOVA and Tukey’s
test (a = 0.05). Results: Only the interaction of factors 'SDF’ vs ’time’ was
significant (p = 0.03). After 2 years of storage, the groups where SDF was applied
showed higher pTBS values compared to the control group. No significant
decrease in yTBS values was observed for SBU when comparing immediate and
2-year results, but a significant reduction in yTBS values was observed after 2
years for CUQ. Conclusion: Independent of the adhesive strategy, the use of
SDF may be a promising alternative to maintain the bonding of universal
adhesives to carious dentinal lesions.

Clinical relevance This study may clarify and support clinicians regarding the
longevity of resin-based restoration in caries-affected dentine treated with silver
diamine fluoride.

Keywords: Silver diamine fluoride. Microtensile bond strength. Bonding longevity
Caries-affected dentine
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INTRODUCTION

Dental caries is a highly prevalent disease, with a global prevalence
estimated at 35 % by 2020 [1,2]. While its occurrence has decreased in most
countries in recent years, it still constitutes a significant public health issue [3].
This multifactorial disease adversely affects tooth structure, leading to structural
loss due to diminished mineral components, heightened porosity, and alterations
in collagen structure [4,5].

Conventional dentine caries management has historically focused on
resolving the issue through the removal of diseased tissues and subsequent
restoration of the defect [5]. It is crucial to acknowledge that mechanical tooth
preparation is a destructive and irreversible procedure that involves the removal
of natural dental tissues [6]. The contemporary philosophy of caries management
has transitioned from the traditional surgical approach to a medical model, often
integrating fluoride therapy.

Notably, silver diamine fluoride (SDF) has emerged as an efficacious
alternative [7]. Comprising ionic silver, ammonia, water, and fluorine [8], SDF
raises the pH of the biofilm, mitigating dentine demineralization, and exhibits
antimicrobial activity against cariogenic bacteria through silver nitrate [7,9-11].
However, the use of SDF treatment results in the discoloration of carious lesions,
turning them black [8]. This discoloration may raise aesthetic concerns. Once the
progression of carious lesions has been halted, adhesive restoration emerges as
a potential solution to address these issues.

Nevertheless, a consensus regarding the impact of SDF on the adhesive
properties of restorative materials is yet to be reached. While some studies
suggest that the application of SDF does not affect bond properties [12], others
demonstrate a negative impact on bonding, with the severity of this impact
appearing to be closely tied to the specific application protocol employed [13].
Given this variability, further investigations into the influence of SDF on bonding
properties in caries-affected dentine are deemed pertinent. Notably, another
study has already delved into this subject [14]. Siqueira et al. [12] assessed the
effect of SDF on caries-affected dentine, revealing an enhancement in adhesive
properties, albeit with a focus solely on immediate data. Considering the
necessity for enduring restorations, it becomes imperative to explore the long-
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term effects. As far as the authors are aware, the impact of SDF on caries-
affected dentine over an extended period remains unknown.

Therefore, the present study aimed to evaluate the microtensile bond
strength (WTBS) and chemical composition of the adhesive layer by energy
dispersive x-ray spectroscopy (EDX-SEM) of two universal adhesives in caries-
affected dentine applied in the etch-and-rinse (ER) and self-etch (SE) strategies.
The null hypotheses tested were that, in carious dentine, the use of silver diamine
fluoride would not influence the microtensile bond strength (WTBS) regardless (i)
universal adhesives applied or (i) application mode (i.e., etch-and-rinse or self-
etch) or when evaluated (iii) immediately or after two years water storage.

MATERIALS AND METHODS

Selection and teeth preparation

A total of 96 extracted caries-free human molars were used in this study.
The teeth were collected after the patient’s informed consent and approval of the
ethics committee of the State University of Ponta Grossa, PR, Brazil, under
protocol #2.631.289. Teeth were disinfected in 0.5 % chloramine and the occlusal
dentine surface was exposed by removal of the occlusal third of the crown for all
teeth with a diamond saw (Isomet, Buehler; Lake Bluff, IL, USA) under water
cooling, to obtain a flat dentine surface.

Experimental design

The present study was made up of four main variables: |) Silver diamine
fluoride treatment, subdivided into 3 levels; II) Adhesive System, with 2 levels; IlI)
Adhesive Strategy, with 2 levels; and IV) Storage Time with 2 levels. A total of 96
teeth were divided into 12 groups (n =8), according to variables |, Il, and Ill. For
variable IV (Storage Time), specimens from the same tooth were taken for both
levels. Silver diamine fluoride treatment levels were: (1) no use of silver diamine
fluoride treatment (control); (2) application of 12 % silver diamine fluoride (SDF
12 %); 3) 38 % silver diamine fluoride (SDF 38 %).

The adhesive Systems were: (1) Clearfil Universal Bond Quick (CUQ,
Kuraray Noritake; Tokyo, Japan), and (2) Single Bond Universal (SBU, also

known as Scotchbond Universal in some countries, 3M Oral Care; St Paul, MN,



23

USA). The adhesive strategy levels were: (1) Self-etch (SE) and (2) Etch-and-
rinse (ER). And then storage times were: (1) Immediately and (2) after 2 years of
storage. The materials used, batch numbers, composition, and application modes

are described in Table 1.
Randomization and allocation concealment

Block randomization was performed for 96 teeth, with block sizes of 3,
based on the ’Silver diamine fluoride treatment’ factor to ensure equal-sized
groups with an equal allocation ratio. The randomization was stratified for
'Adhesive System’ and 'Adhesive Strategy’. Tools available on the website
www.sealedenvelope.com were utilized for this process. A researcher not
involved in the research protocol (blinded) carried out the randomization, and the
details of the allocated groups were recorded on cards within black, sealed,
opaque, and sequentially numbered envelopes. These envelopes were opened
only on the day of the restorative procedure, ensuring the blinding of the

randomization sequence.

Blinding

This study was a blinded study in which the evaluator (responsible for
testing specimens in microtensile bond strength and chemical microanalysis) was
blinded to the assigned group. Unfortunately, due to differences in the packaging
of the two SDF formulations evaluated, as well as the formation of visible
precipitates on the dentin surface after SDF application, the operator (responsible
for restoring all specimens) was not blinded to the group assignment. In addition
to the operator and evaluator, a third person, not involved in the tasks, was
responsible for the production of artificial dentine caries and removal of decayed

dentin, previously to restorative procedure.

Production of artificial dentine caries

The teeth were initially sealed with a layer of epoxy adhesive (Ciba Espec
Quim, Sao Paulo, SP, Brazil) followed by a layer of nail polish leaving the occlusal
dentine surface exposed. The specimens were then immersed in a cariogenic
medium consisting of 3.7 g of BHI [Becton Dickinson in Sparks, MD, USA] along

with 2 g of sucrose, 1 g of glucose, and 0.5 g of yeast extract (Sigma-Aldrich in
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St Louis, MO, USA) in 100 ml of distilled water. The solution was sterilized at 121
°C for 20 min in an autoclave before being inoculated with 108 CFU/ml of
Streptococcus mutans ATCC 25,175 (obtained from the National Institute of
Quality Control in Health in Fiocruz, RJ, Brazil). The teeth were then incubated at
37 -C in a micro-aerophilic jar for 14 days. During this time, the cariogenic solution
was replaced every 48 h without new bacterial inoculation. The biofilm was
removed with gauze, and the insulating materials were manually removed with
scalpel blades. The teeth were washed thoroughly in deionized water, and a
darkened, softened dentine surface was easily identified using an exploratory
probe [12,15]. The outer softened carious dentine layer was removed through
hand-polishing with 600-grit silicon carbide paper for 20 s, with soft pression. This
procedure was applied only once to preserving the firm carious dentine lesion
and yielding a flat dentine surface [12]. The limit for the removal of the softened
carious tissue was identified when the dark dentine surface firmly resisted a sharp
excavator but needed some pressure during manual removal [16]. This
procedure was carried out by a single calibrated, and experienced operator who
had been trained beforehand.

All teeth underwent a microhardness test before the demineralization
process (sound dentin), immediately after inducing the caries lesion on the tooth
surface, and after removing the outer softened carious dentin layer, as previously
described. To confirm dentin demineralization, a microhardness test was
performed using a Shimadzu HMV |l microhardness meter (Kyoto, Japan) with a
Knoop indenter. A static load of 25 g was applied for 30 s on sound dentin, while
10 g was applied for 30 s on carious dentin. The use of different loads was
necessary, as it would not be feasible to achieve well-defined indentations with
minimal fractures around them in both types of tissues, considering their distinct
structures, using the same load [17]. All these procedures were performed to
standardize the creation of carious lesions in all teeth to be tested.

Restorative procedures

Following the removal of the soft carious tissue, the teeth were randomized
and allocated into the experimental groups, each with eight teeth. For the control
groups, no treatment with SDF was made, and for the other groups, the dentine
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surface underwent treatment SDF of 12 % or 38 %. For SDF 12 %, it was applied
for 3 min and rinsed for 30 s (Table 1). Regarding SDF 38 %, step one (grey
label) was applied for 1 min, immediately followed by the application of a
generous amount of solution (green label) until the creamy precipitate turned
clear, and then rinsed for 30 s and air-dry for 5 s (Table 1). The different
concentrations of SDF were applied using a microbrush (Points, SDI Limited,
Bayswater, Victoria, Australia). Bonding procedures were then carried out,
according to the specific experimental groups. All application procedures were
carried out by a single calibrated operator, adhering to the instructions provided
by the respective manufacturers (Table 1).

After the bonding procedure, a composite restoration (Opallis, FGM,
Joinville, SC, Brazil) was applied in 2 and 3 increments of 2 mm thickness, and
each was light-cured for 40 s at 1 mm of distance, using an LED unit set at 1,200
mW/cm2 (Raddi, SDI Limited, Bayswater, Victoria, Australia) for all specimens.
The teeth were then stored in distilled water at 37 -C for 24 h. Subsequently, they
were sectioned into mesiodistal and buccal-lingual segments using a precision
cutting machine (Isomet, Buehler, Lake Bluff, IL, USA) to obtain resin-dentine
bonded sticks with a cross-sectional area of approximately 0.8 mm2, measured
by a digital caliper (Digimatic Caliper, Mitutoyo, Tokyo, Japan). Also, the all resin-
dentine bonded sticks were inspected under an optical microscope (SZH- 131,
Olympus; Tokyo, Japan) at 40x magnification to detect voids or cracks in the
bonded interface.

The resin-dentin bonded sticks obtained per tooth were randomly assigned
as follows: two resin-dentin bonded stick (one to be tested immediately and one
to be tested after two years of water storage) from each tooth and each
experimental condition were designated for chemical microanalysis by EDX-
SEM, while the remaining specimens were allocated for yTBS testing. From each
tooth, half of the resin-dentine bonded sticks were tested immediately, and the
other half was stored in distilled water at 37 -C for 2 years.

Microtensile bond strength test (uTBS)

Each resin-dentine bonded stick was affixed to a Geraldeli’'s Jig using
cyanoacrylate resin (IC-Gel, BSI Inc., Atascadero, CA, USA) and subjected to a
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tensile force using a universal testing machine (Kratos, Sao Paulo, SP, Brazil) at
a rate of 0.5 mm/min. The microtensile bond strength (uTBS) in megapascals
(MPa) was determined by dividing the load at failure by the cross-sectional
bonding area. For statistical analysis, the average yTBS was calculated for all
resin-dentine bonded sticks originating from the same tooth and stored for the
same duration (immediately or 2 years). The failure mode was assessed under
an optical microscope (SZH-131, Olympus; Tokyo, Japan) at 40x magnification
and classified based on previous studies [12,18,19]. The number of premature
failures (PF) was documented but not included in the overall mean bond strength.

Chemical microanalysis by EDX-SEM

Three resin-dentine bonded sticks, from each experimental group and each
storage time that had not been used in the yTBS test, were separated for
chemical evaluation. All resin-dentine bonded sticks were ultrasonically cleaned,
air-dried, mounted on stubs, polished with wet #600, 1000-, 1500-, 2000- grit SiC
paper, for 10 s each with a low pressure, and coated with carbon-gold (MED 010,
Balzers Union, Balzers, Liechtenstein).

The resin-dentine bonded stick interfaces were analyzed using a field
emission scanning electron microscope (MIRA, TESCAN ORSAY HOLDING,
Warrendale, PA, USA) coupled with an energy-dispersive X-ray spectrometer
(EDX). The bonding area was observed, and the analyses focused on the middle
of the hybrid layer. Three photomicrographs of representative surface areas were
obtained at 2.500% magnification and a semiquantitative chemical microanalysis
was performed via EDX-SEM.



Table 1. Adhesive systems (batch number), groups, compositions, and application modes*.

27

Adhesive system (batch number)
and composition**

Groups/composition

Adhesive strategies

Etch-and-Rinse (ER)

Self-Etch (SE)

Clearfil Universal Bond Quick (CUQ);
Kuraray CD0012) 10-MDP, BisGMA,

HEMA, hydrophilic amide resin
monomers, colloidal silica, silane
coupling agent, NaF,

camphorquinone, ethanol, water pH 2

Caries-affected dentine (CAD)

1. Apply etchant for 15 s.

2. Rinse thoroughly.

3. Blot excess water.

4. Apply adhesive as for the self-etch
mode.

1. Apply adhesive to the entire
surface with a microbrush and
rubbing. No waiting time is required.
2. Dry by blowing mild air for 5 s until
the adhesive did not move.

3. Light cure for 10 s at 1.200 mW/
cm?,

CAD + silver diamine fluoride 12 %
(CAD + SDF 12 %) (Cariestop
Cariostatic  Biodindmica LTDA,
Ibipora, PR, Brazil) Hydrofluoridric
acid, 12 % silver nitrate, ammonia
hydroxide, and deionized water

1. Apply etchant for 15 s.

2. Rinse thoroughly.

3. Blot excess water.

4. Apply the SDF solution during 3
min.

5. Rinsing for 30 s and air-dry for 5 s
to keep the surface slightly moist.

6. Apply adhesive as for the self-etch
mode

1. Apply the SDF solution during 3
min.

2. Air-dry for 30 s with distilled water.
3. Apply bond to the entire cavity with
a microbrush and rubbing. No waiting
time is required.

4. Dry by blowing mild air for 5 s until
the adhesive does not move.

5. Light curefor 10 s at 1.200 mW/
cm?,

CAD + silver diamine fluoride 38 %
(CAD + SDF 38 %) (Riva Start, SDI
Limited, Bayswater, Victoria,
Australia) 30-35 % Silver fluoride,60
% ammonia solution, saturated Ki
solution

1. Apply etchant for 15 s.

2. Rinse thoroughly.

3. Blot excess water.

4. Apply the grey capsule with a
microbrush (1 min).

5. Apply, immediately after, a
generous amount of

solution from green capsule to the
surface until the

creamy precipitate turns clear.

6. Rinsing for 30 s and air-dry for 5 s
to keep the surface slightly moist.

1. Apply the silver capsule with silver
brush.

2. Apply a generous amount of
solution from green capsule to the
surface until the creamy precipitate
turns clear.

3. Apply bond to the entire cavity with
a microbrush and rubbing. No waiting
time is required.

4. Dry by blowing mild air for 5 s until
the adhesive does not move.
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Scotchbond Universal (SBU); 3M
Oral Care (638,367) 10-MDP,
Dimethacrylate resins, HEMA,

methacrylate- modified polyalkenoic
acid copolymer, nanofiller, ethanol,
water, initiators, silane pH 2.7

Caries-affected dentine (CAD)

7. Apply adhesive as for the self-etch
mode.

5. Light cure for 10 s at 1.200
mW/cm?2.

1. Apply etchant for 15 s.

2. Rinse thoroughly.

3. Blot excess water.

4. Apply adhesive as for the self-etch
mode.

1. Applied the adhesive to the entire
preparation and left undisturbed for
20 s.

2. Direct a gentle stream of air over
the liquid for about 5 s until it no
longer moves, and the solvent
evaporates completely.

3. Light cure for 10 s at 1,200 mW/
cm?,

CAD + silver diamine fluoride 12 %
(CAD + SDF 12 %) (Cariestop
Cariostatic  Biodinadmica LTDA,
Ibipora, PR, Brazil) Hydrofluoridric
acid, 12 % silver nitrate, ammonia
hydroxide, and deionized water

1. Apply etchant for 15 s.

2. Rinse thoroughly.

3. Blot excess water.

4. Apply the SDF solution during 3
min.

5. Rinsing for 30 s and air-dry for 5 s
to keep

the surface slightly moist.

6. Apply adhesive as for the self-etch
mode.

1. Apply the SDF solution during 3
min.

2. Air-dry for 30 s with distilled water.
3. Apply the adhesive to the entire
preparation and left undisturbed for
20 s.

4. Direct a gentle stream of air over
the liquid for about 5 s until it no
longer moved, and the solvent was
evaporated completely.

5. Light cure for 10 s at 1.200
mW/cm?2.

CAD + silver diamine fluoride 38 %
(CAD + SDF 38 %) (Riva Start, SDI
Limited, Bayswater, Victoria,
Australia) 30-35 % Silver fluoride,60
% ammonia solution, saturated Ki
solution

1. Apply etchant for 15 s.

2. Rinse thoroughly.

3. Blot excess water.

4. Apply the grey capsule with a
microbrush (1 min).

5. Apply, immediately after, a
generous amount of

solution from green capsule to the
surface until the

creamy precipitate turns clear.

1. Apply the silver capsule with silver
brush.

2. Apply a generous amount of
solution from green capsule to the
surface until the creamy precipitate
turns clear.

3. Applied the adhesive to the entire
preparation and left undisturbed for
20 s.

4, Directed a gentle stream of air over
the liquid for about 5 s until it no
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6. Rinsing for 30 s and air-dry for 5 s
to keep the surface slightly moist

7. Apply adhesive as for the self-etch
mode.

longer moved, and the solvent was
evaporated completely.

5. Light cured for 10 s at 1.200
mW/cm?2.

*The materials were applied according to the recommendation of their respective manufacturers.

**10-MDP: 10-methacryloyloxydecyl dihydrogen phosphate; bis-GMA: bisphe (**) According to the manufacturer’s instructions yl methacrylate; HEMA: 2-

hydroxyethyl methacrylate.
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Statistical analysis

The sample size was calculated using www.sealedenvelope.com. The
bond strength for Single Bond Universal in caries-affected dentine were
considered for sample size calculation. According to the literature, the bond
strength means, and standard deviation of Single Bond Universal were 19.5 + 5.3
MPa [20,21]. To detect a difference of 8.1 MPa among the test groups, using a
significance level of 5 %, a power of 80 %, and a two-sided test, the minimum
sample size was 8 teeth per group [18].

In each tooth, eight resin-dentin bonded sticks were randomly selected,
considering the center of the restored tooth. These eight resin-dentin bonded
sticks per tooth were randomly allocated for testing as follows: two for chemical
analysis (one immediately and another after two years of water storage) and six
for bond strength (three immediately and three after two years of water storage).
The mean pTBS (MPa) values of three resin-dentin bonded sticks from the same
tooth, according to the storage time (immediately or after two years of water
storage), were averaged for statistical purposes; thus, the experimental unit in
this study was a hemi-tooth. After observing the normality of the data distribution
(Kolmogorov-Smirnov test) and the equality of the variances (Bartlett’s test), the
data from the microhardness (KHN) were subjected to a Student T-test. The
MTBS (MPa) were subjected to a four-way repeated measures ANOVA (SDF vs.
adhesive vs. strategy vs. storage time), where storage time was considered as
the repeated-measures variable. Tukey’s post hoc test for pairwise comparisons.
The chemical analysis of the resin-dentine interface was assessed by EDX-SEM
and it was evaluated qualitatively. All analyses were performed with a 5 % level
of significance. Failure modes were statistically evaluated using x2 test (a = 0.05)
(Jamovi, Statistical software, version 2.3).

RESULTS
Microhardness test (KHN)

The KHN values are presented in Table 2. It was not possible to assess
he HN of the tooth surface immediately after inducing the caries lesion because
it was too soft. When comparing the KHN values of sound dentin with those
obtained after removing the outer softened carious dentin layer, the former
exhibited a higher and statistically significant difference (p < 0.0001, Table 2). It
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is worth mentioning that the KHN values obtained after removing the outer
softened carious dentin layer are similar to those previously described [22].

Table 2. Knoop microhardness (KHN) values for the different substrates tested*.

Substrate Hardness
Sound dentine 68.7 £25 A
Caries-affected dentine 0.0 £ 0.0**
Caries-affected dentine after superficial remotion 10.2+1.2B

*Different capital letters indicate a difference between the groups (Student T'test; p < 001).
**|t was not possible to perform the test because it was an outer softened carious dentin layer.

Microtensile bond strength (uTBS)

The most frequent mode of failure in the present study was adhesive or
adhesive/mixed failures, accounting for 84 % of all specimens, followed by
premature failures (15.1 %) and cohesive failures (0.9 % of all specimens; Table
3). Most premature failures were observed after 2 years of storage (10.8 %)
compared to the immediate time (4.3 %) (p = 0.00017). Additionally, premature
failures were slightly more frequent in the caries-affected dentine without
treatment (16.7 %) and in dentine treated with 12 % SDF (16.7 %) than in dentine
treated with 38 % SDF (12 %; p = 0.18). The number of premature failures was
also slightly higher with etch-and-rinse (ER) (16.7 %) than self-etch (SE) (13.5 %;
p = 0.29). Only the two-way interaction ‘SDF’ vs ‘time’ was significant (p =0.03).
Also, the main factors ‘SDF’ (p = 0.00001), ‘adhesive’ (p = 0.001), and ‘time’ (p =
0.0000001) were individually statistically significant (Table 4). The application of
SDF improves the immediate mean pTBS to dentine for both universal adhesives
tested, regardless of adhesive strategy when compared to the control group.

However, comparing the 12 % and 38 % SDF concentrations, Single
Bond Universal presented no significant difference in the mean uTBS to dentine,
while for Clearfill Universal Bond Quick, a significant and higher mean uTBS to
dentine was observed for 38 % SDF in comparison with 12 % SDF in the
immediate time. After 2 years of water storage, experimental groups where SDF

was applied, showed higher mean uyTBS values, when compared to the control
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group. Furthermore, Single Bond Universal showed no significant decrease in the
mean of uTBS values between immediate and 2-year results, whereas Clearfil
Universal Bond Quick presented a significant drop in mean uTBS values after 2
years (Table 4). In general, Single Bond Universal showed a higher mean of
MTBS values when compared to Clearfil Universal Bond Quick (Table 4).

Chemical microanalysis by EDX-SEM

Independent of the adhesive, strategy, and concentration of SDF, silver
deposition is observed on the adhesive interface of the treated caries-affected
dentine (Fig. 1a—d). This silver precipitation was observed in the adhesive
interfaces, as well as the dentine tubules, independent of the adhesive strategy.
Additionally, an increase in the Capeak was observed after SDF treatment that
was proportional to the concentration, as well as the presence of Ag peaks,
independent of the adhesive used, immediately and after two years of water
storage (Fig. 1a—-d).



Table 3. Number of specimens (%) according to the fracture mode. *

Experimental

Single Bond Universal

Clearfil Universal Bond Quick
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Groups Time Etch- and- rinse Self-etch Etch- and- rinse Self-etch
A/M C PF A/M C PF A/M C PF A/M C PF
Control Immediately | 20 (83.3) | 0(0) | 4(16.7) | 22 (91.7) 0 (0) 2(8.3) | 21(87.5) | 0(0) | 3(12.5) | 22(91.7) 0(0) 2 (8.3)
2 years 17(70.8) | 0(0) | 7(29.2) | 19(79.2) 0(0) 5(20.8) | 19(79.2) | 0(0) | 5(20.8) | 20(83.3) 0(0) 4 (16.7)
12 % SDF Immediately | 22 (91.7) | 0(0) | 2(8.3) | 21(87.5) 0(0) 3(12.5) | 23(95.8) |0(0) | 1(4.2) 21 (87.5) 0(0) 3(12.5)
2 years 18 (75.0) | 0(0) | 6(25.0) | 20(83.3) 0(0) 4(16.7) | 18(75.0) | 0(0) | 6(25.0) | 17(70.8) 0(0) 7 (29.2)
38 % SDF Immediately | 22 (91.7) | 0(0) | 2(8.3) | 20(83.3) | 4(16.7) 0(0) |21(87.5)|0(0)| 3(12.5) | 23(95.8) | 1(4.2) 0 (0)
2 years 20(83.3) | 0(0) | 4(16.7) | 19(79.2) 0(0) 5(20.8) | 19(79.2) | 0(0) | 5(20.8) | 20(83.3) 0(0) 4 (16.7)

*A/M: adhesive or mixture failures; C: cohesive failure; PF

: premature failure
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Table 4. Means and standard deviations of microtensile bond strength (MPa) for all experimental groups, as well as statistical analysis (*).

Experimental Groups Time Single Bond Universal Clearfil Universal Bond Quick
Etch- and- rinse Self-etch Etch- and- rinse Self-etch
Control Immediately 19.8+45C 19.6+50C 176+49C 174+42C
2 years 127+3.7D 11.9+3.3D 125+3.7D 10.8+3.5D
12 % SDF Immediately 23.5+48AB 23.7+54AB 21.2+53B 202+54B
2 years 19.6+3.9B 19.0+3.5B 16.4+48C 16.8+3.3C
38 % SDF Immediately 26.3+3.7A 272+43A 240+44 A 252+41A
2 years 228+39AB 234+39AB 19.9+35B,C 18.4+39B,C

*Similar superscript capital letters indicate similarity groups (4-way ANOVA and Tukey'’s test; p = 000,001).
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Fig. 1A. Representative EDX images of caries-affected dentin after treatment with 12 % and 38
% silver diamine fluoride (SDF) solutions using Single Bond Universal in both etch-and-rinse and
self-etch strategies, evaluated at baseline. Increased Ag and Ca peak intensities (black hands)
confirm the presence of silver particles immediately after SDF treatment, regardless of

concentration or adhesive strategy, compared to control groups (red hands).
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Fig. 1B. Representative EDX images of caries-affected dentin treated with 12 % and 38 % SDF
solutions using Single Bond Universal after 2 years of water storage. Ag and Ca peak intensities
(black hands) persist, indicating the continued presence of silver particles, irrespective of SDF

concentration or adhesive strategy, compared to control groups (red hands).
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Fig. 1C. Representative EDX images of caries-affected dentin after treatment with 12 % and 38
% SDF solutions for Clearfil Universal Bond Quick, evaluated at baseline. Increased Ag and Ca
peak intensities (black hands) confirm the presence of silver particles immediately after SDF
treatment, regardless of concentration or adhesive strategy, compared to control groups (red
hands).

2 years

Etch-and-rinse Self-etch
-
2 : 0 F,
=3 Control P
5] %t
° e e
O
o0 4
[7,} 12% SDF 3
o
-
‘Fu . :
m 38% SDF i‘
O |

=

Fig. 1D. Representative EDX images of caries-affected dentin treated with 12 % and 38 % SDF
solutions for Clearfil Universal Bond Quick after 2 years of water storage. Ag and Ca peak
intensities (black hands) persist, indicating the continued presence of silver particles, irrespective

of SDF concentration or adhesive strategy, compared to control groups (red hands).
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DISCUSSION

The mineral and organic changes that occur in caries-affected dentine
make the bonding to this substrate more complex than to sound dentine [23,24].
Moreover, due to a large number of variables, such as lesion depth, tissue
hardness, type of caries (acute, chronic, and arrested), age, and location (tooth
surface), it is virtually impossible for laboratory studies to mimic the natural
dentine caries [25]. In this way, the present study standardized the lesions, trying
to mimic some natural aspects of dentine caries lesions. One positive aspect is
the use of microbiological methods to induce artificial caries lesions. This was
chosen due to its ability to replicate aspects like color, contaminated and
demineralized carious dentine tissues, as well the morphological changes that
resemble those observed in a naturally occurring carious lesion [22,26]. Also, this
method has been used by several authors, mainly when evaluating the bonding
to caries-affected dentine [25,27-29].

For this study, two different concentrations of SDF (12 and 38 %) were
used on the caries-affected dentine before the application of two universal
adhesives. Usually, caries-affected dentine has an inferior quality of the adhesive
interface [30]. However, when treated with SDF (at both concentrations), for both
adhesives, the bonding properties were maintained or even increased for all
experimental groups, which led to the rejection of all null hypotheses. We can
therefore stipulate that a pre-treatment with SDF prior to the bonding protocol can
increase the performance of the universal adhesives.

SDF is commonly used as a cavity liner of demineralized dentine [7].
Because the SDF solution is alkali, it provides the optimum environment for
covalent bonds to form between the phosphate groups and the collagen fibrils
[31], allowing phosphate to build into the collagen [32].

This phosphorylation process leads to a negatively charged dentine
surface, which in turn can attract calcium ions through electrostatic forces and
favor a scenario for the growth of hydroxyapatite crystallites [32]. With this
increase in the binding sites for phosphate and calcium ions, a nucleation process
is initiated, leading to the growth of hydroxyapatite crystals and, eventually,
enhancing the mineral content on the surface of the dentine [33]. This may
explain the evident Ca peaks in the hybrid layer obtained in our 24 h (immediate)
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results when SDF was used at two different concentrations. Interestingly, these
groups also presented higher yTBS. Since the adhesives contain 10-MDP in their
composition, the MDP monomers probably adsorbed onto the newly formed
hydroxyapatite crystals and formed MDP-calcium salts [34], allowing the
monomers to interact with the collagen fibrils and, thus, contribute to the
increased uTBS.

Besides these positive immediate results, the most important outcome of
the present study is the long-term evaluation of the caries-affected dentine. After
two years of water storage, there was a reduction of the yTBS values for the
untreated caries-affected dentine group. Although the exact mechanism that
causes the degradation of the hybrid layer is not yet completely understood [35],
it is well established that the hybrid layer degrades by hydrolysis and leaching of
the hydrophilic resinous monomers from the interfibrillar spaces and by the
disorganization and solubilization of collagen fibrils. In addition, it is known that
dentine caries can anticipate or potentiate proteolytic activity in dentine [35,36].

Metalloproteinases represent a family of zinc and calcium-dependent
endopeptidases present in the dentine and saliva that are capable of degrading
extracellular matrix components, including collagen, in their natural and
denatured forms [37]. These enzymes are exposed and activated when dentine
is solubilized [35]. Thus, a poor infiltration of demineralized collagen and the
increased activity of the metalloproteinases in caries-affected may have
contributed to the decrease in uyTBS values after two years of water storage in
the untreated caries-affected dentine groups, as observed by previous studies
[38—40].

Interestingly, a lower reduction in bond strengths was observed after two
years for caries-affected dentine when the two different SDF concentrations (12
and 38 %) were applied, for both adhesives used, which is at least curious, since
due to a higher demineralization in this substrate [41], even with the SDF
application, was expected that some degradation would occur. These findings
can be justified by the presence of silver (Ag) in the SDF composition and the
hybrid layer, as observed in the SEM/EDX results after two years.

Ag nanoparticles have an effective antimicrobial activity, and they can
promote caries arrestment, preventing biofilm formation [42]. Due to these
properties, they have been included in some dentine adhesive formulations, as a
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means to improve the longevity of the restorations [43,44]. There are several
mechanisms by which SDF can improve the yTBS of the restorations. Firstly,
SDF has been shown to completely inhibit matrix metalloproteinases, such as
MMP-2, MMP-8, and MMP-9 [45]. These MMPs are responsible for the
degradation of the collagen fibrils that can, in turn, lead to the degradation of the
hybrid layer [46]. Second, the presence of Ag particles in the hybrid layer can be
responsible for the sustained release of silver ions over time, maintaining a
sustained level of MMP inhibition and, thus, maintaining the integrity of the
adhesive layer for longer [47]. Third, previous studies have shown that the
incorporation of copper filler particles into adhesive systems can enhance the
mechanical properties and the resin—dentin bond strength of restorations [48,49].
So, the addition of Ag (from SDF) into the hybrid layer just prior to applying the
adhesives could have had a similar effect, where silver filler particles are formed
in the hybrid layer system, improving the adhesive properties of the restorations.
Fourth, previous studies using stannous-containing rinse prior to applying the
adhesive system have been shown to significantly benefit the bond strength of
restorations [50]. It was argued that stannous ions could function similarly to
calcium ions to promote the “docking” of MDP to collagen fibrils [51]. It is therefore
reasonable to hypothesize that the Ag ions in the hybrid layer will also have a
similar mechanism of action.

It is worth mentioning that, even though both SDF concentrations were
effective in maintaining the bond strength, SDF 38 % was more effective in
remineralizing the dentine. The 38 % product contains 44,800 ppm of fluoride (F)
and 253,870 ppm of silver [52], while the 12 % product contains 14,150 ppm of
fluoride (F) and 80,170 ppm of silver [53]. The higher concentration of silver and
fluoride compounds probably caused a better spread of the active ingredients into
the dentinal tubules, leading to better inhibition of the enzymatic activity,
promoting remineralization [54], and increasing the concentration of calcium
(Ca)and phosphorus (P) in the interface. So, when SDF 38 % was applied to the
surface, there was a noticeable increase in the intensity of the Ca peak observed
during EDX-SEM analysis in both evaluation times. Although this is a plausible
hypothesis, it should be noted that the present study was conducted without any
clinical simulation. Therefore, additional evaluation is needed in the future. When
comparing the two kinds of adhesives, a significant difference was observed,
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here SBU showed better results than CUQ. Although both products contain 10-
MDP, which is responsible for the chemical adhesion to hydroxyapatite [55], SBU
also contains a methacrylate-modified polyalkenoic acid copolymer, which also
improves the chemical bonding to hydroxyapatite. In this case, the improved
results observed for SBU can be explained by the additional chemical adhesion
from both components [56]. The authors of the present study did not provide a
clear explanation for these results. CUQ contains a cocktail of hydrophilic amide
resin monomers, which, according to the manufacturer, facilitates rapid monomer
infiltration during application. It is plausible that some chemical interaction
between the higher concentrated SDF and these components could enhance the
immediate bond strength values of CUB, as observed earlier [12]. However, after
two years of water storage, no significant difference was observed when
comparing SDF 12 and 38 %, indicating that the observed difference in the
immediate time was not substantial.

It is worth mentioning that no significant difference between the ER and
SE strategies was observed for both dentin substrate and evaluation time. This
can be related to the fact that, for this study, universal adhesives were used, and
they were developed to simplify both the existing adhesive strategies [57], being
effective in both, allowing the application of each strategy according to the
clinician’s preference or clinical demand [58].

In summary, the treatment of caries-affected dentine with different
concentrations of SDF did not impact negatively the longevity of the bond. On the
contrary, it seems to be an effective step to maintain the bond strength over the
years. Given that the present study is an in vitro investigation, limited to the
assessment of two properties (WTBS and chemical analysis), future in vitro
studies simulating intra-pulpal pressure and evaluating the bioactivity of SDF,
along with in situ studies, should be conducted to further elucidate the various
hypotheses discussed in this research. Furthermore, future randomized clinical

trials are necessary to validate the clinical application of the present results.

CONCLUSION
Regardless of the adhesive approach, employing silver diamine fluoride
at both concentrations could be a feasible option to enhance and maintain the
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bond strength of universal adhesives in caries-affected dentine, for at least over

2 years.
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RESUMO

Objetivo: Avaliagao das propriedades mecéanicas e adesivas da interface resina-
dentina tratada com diamino fluoreto de prata 38% (DFP) quando submetida a
desafio cariogénico in situ. Materiais e Métodos: Apds aprovagao do Comité de
Etica em Pesquisa sob o protocolo 2.631.289, cinquenta e seis molares humanos
foram alocados de acordo com: Sistema adesivo (Zip Bond Universal; Single
Bond Universal) e desafio cariogénico (In-situ). Os sistemas adesivos foram
aplicados de acordo com as especificacbes do fabricante e restaurados
incrementalmente com resina composta. Os dentes foram seccionados em
“palitos”. Para a avaliagao in-situ, os palitos foram acoplados a um dispositivo
intra-oral, que foi utilizado por 20 voluntarios durante 14 dias em ambiente
cariogénico. Apds esse periodo, os palitos foram alocados para testes de
resisténcia de unido, para avaliar as propriedades adesivas, e microanalise
quimica por EDX-SEM, para avaliar as propriedades mecéanicas da interface
adesiva qualitativamente. Para analise estatistica, a unidade experimental foi o
dente, e os dados foram submetidos a ANOVA de 4 fatores e ao teste de Tukey
para comparagao de médias (alfa = 0,05). Apenas trés interagdes duplas
cruzadas foram significativas (tempo de armazenamento vs. DFP; tempo de
armazenamento vs. adesivo; e DFP vs. adesivo) (P=0,002; P=0,001; P=0,005,
respetivamente). Resultados: Apds o desafio in-situ, os valores mais elevados
de resisténcia de unido foram observados quando o DFP foi aplicado em
comparagao com o0s grupos onde o DFP nao foi aplicado (P<0,002),
independentemente do adesivo universal ou da estratégia adesiva utilizada. A
maioria das amostras (97,7%-100%) apresentou falhas adesivas/mistas. Foi
observado um aumento do pico de Ca, bem como a presencga de picos de Ag na
interface resina-dentina apds o tratamento com DFP, independentemente do
adesivo utilizado inicialmente ou apds o desafio in-situ. Conclusao: A aplicacao
de DFP 38% preservaram os valores de resisténcia de unido e aumentou os
picos de Ca e Ag na interface resina-dentina apos o desafio cariogénico in-situ.

Palavras-chave: Carie; Dentina; DFP 38%; Adesivos universais; In situ.



ABSTRACT

Objective: Evaluation of the mechanical and adhesive properties of the resin-
dentin interface treated with 38% DFP when subjected to in situ cariogenic
challenge. Materials and methods: After approval by the Research Ethics
Committee under protocol 2.631.289, fifty-six human molars were allocated
according to: Adhesive system (Zip Bond Universal; Single Bond Universal) and
cariogenic challenge (In-situ). The adhesive systems were applied according to
the manufacturer's specifications and incrementally restored with composite
resin. The teeth were sectioned into “sticks.” For in-situ evaluation, the sticks
were attached to an intraoral device, which was used by 20 volunteers for 14
days in a cariogenic environment. After this period, the sticks were allocated for
bond strength tests to evaluate adhesive properties, and chemical microanalysis
by EDX-SEM to assess the mechanical properties of the adhesive interface. For
statistical analysis, the experimental unit was the tooth, and the data were
subjected to 4-factor ANOVA and Tukey's test for comparison of means (alpha =
0.05). Only three crossed double interactions were significant (storage time vs.
DFP; storage time vs. adhesive, and DFP vs. adhesive) (P=0.002; P=0.001;
P=0.005, respectively). Results: After the in-situ challenge, the highest bond
strength values were observed when DFP was applied compared to the groups
where DFP was not applied (P<0.002), regardless of the universal adhesive or
adhesive strategy used. Most samples (97.7%-100%) showed adhesive/mixed
failures. An increase in the Ca peak as well as the presence of Ag peaks were
observed at the resin-dentin interface after treatment with DFP, regaradhesive
used initially or after the in-situ environment. Conclusion: The application of
38% DFP preserved bond strength values and increased Ca and Ag peaks at the
resin-dentin interface after in-situ cariogenic challenge

Keywords: Caries; Dentin; 38% DFP; Universal adhesives; In situ.
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INTRODUGAO

Os sistemas adesivos tém sido empregados com sucessO ha
odontologia operatéria minimamente invasiva. No entanto, a durabilidade e
estabilidade da interface resina-dentina ainda continua sendo questionavel (1,
2). A falha da interface de unido resina-dentina € causada principalmente pela
deterioragdo da camada hibrida, particularmente pela degradacéo das fibrilas de
colageno (3, 4). Uma incompleta difusdo dos monémeros resinosos dentro da
dentina exposta a acidos resulta em zonas de infiltragdo incompleta ao longo da
base das camadas hibridas que contém fibrilas de colageno exposta, (5)
tornando-as facilmente degradas pelas metaloproteinases da matriz (MMPs) e
cisteinas catepsinas (6, 7).

Subsequentemente, a falha na interface adesiva geralmente ocorre com
microinfiltracbes na medida em que as interfaces se degradam, permitindo o
crescimento e a reproducao de biofilmes bacterianos ao redor da restauragao, o
que leva a carie secundaria (8, 9). Além disso, uma proliferagcdo aumentada de
bactérias cariogénicas na superficie de uma restauragdo de resina composta,
como Streptococcus mutans (S. mutans), aumenta o risco de degradacgéo da
interface adesiva, devido a hidrolise da resina e biodegradagéo por atividade
enzimatica (10), especialmente para esterases produzidas por S. mutans, que
podem degradar ligagbes éster compostas (11).

Assim, lesbes de carie ao redor das restauracdes sdo uma das principais
causas de falha e, consequentemente, requerem substituicéo (12, 13), cujo custo
€ consideravel tanto para o individuo quanto para o sistema de saude (14).
Diante dessa situagao, pesquisar materiais antibacterianos que interfiram no
crescimento e acumulo de bactérias que permanecem ou posteriormente
invadem a interface, reduzindo assim a ocorréncia de lesbes de caries
melhorando a longevidade clinica das restauragdes dentarias e mantendo a
saude dos tecidos dentais, € uma estratégia viavel.

Nesse contexto, o diamino Fluoreto de Prata (DFP), foi introduzido pela
primeira vez na década de 1970 com o intuito de deter/estacionar a carie
dentaria. O DFP ¢é um liquido transparente que combina os efeitos
antibacterianos da prata e os efeitos remineralizantes do fluor e € um agente
terapéutico promissor para a o tratamento de lesdes de carie. Adicionalmente,
ele tem chamado atencao pela capacidade de reduzir o crescimento bacteriano
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cariogénico e formagéo de biofilme (15), ocluir tubulos dentinarios (16), aumentar
a formagéo de dentina terciaria (17) e inibir a desmineralizagao da dentina e
promover sua remineralizagéo (18, 19).

No entanto, um consenso sobre o impacto do DFP nas propriedades
adesivas dos materiais restauradores ainda nao foi alcangado. Enquanto alguns
estudos sugerem que a aplicagdo do DFP nao afeta as propriedades adesivas
imediatamente (20) ou ao longo do tempo (21), outros estudos demostraram um
impacto negativo na adesdo, parecendo estar intimamente ligado com o
protocolo de aplicagéo (22).

Contudo, a maioria das evidéncias disponiveis sao oriundas de ensaios
laboratoriais in vitro (20, 21, 22), que apesar de fornecerem dados preliminares
valiosos, nao replicam completamente as condi¢des clinicas encontradas na
cavidade oral humana. Assim, estudos in situ, realizados em seres humanos,
oferecem uma perspectiva mais realista dos efeitos do DFP e da performance
dos adesivos universais em condigdes clinicas reais.

Até o presente momento, nenhum trabalho avaliou a interface resina-
dentina submetida a desafios cariogénicos in situ. Portanto, o objetivo do
presente trabalho é avaliar a resisténcia de unido uTBS da interface adesiva
tratada com DFP 38% submetida a desafios cariogénicos in situ e microanalise
quimica por EDX-SEM dessa interface. As seguintes hipoteses nulas ser&o
testadas: A resisténcia de uniao (1) e analise quimica da interface (2) resina-
dentina tratadas com DFP 38% nao sao afetadas apds desafios cariogénicos in

situ.

MATERIAIS E METODOS
Aspectos Eticos

O Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (2.631.289) aprovou este estudo. O estudo seguiu as
diretrizes de pratica clinica e conformou-se a Declaragdo de Helsinque.
Cinquenta e seis dentes humanos foram utilizados. Foram devidamente
desinfetados com Cloramina a 0,5% e esterelizados em autoclave de calor
umido. (23, 24) O tergo oclusal da coroa de todos os dentes foi removido usando
um disco diamantado sob refrigeragdo com agua em uma maquina de corte

(Isomet, Buehler; Lake BIuff, IL, EUA) para obter uma superficie dentinaria plana.



53

O esmalte presente ao longo das margens foi removido usando uma ponta
diamantada (# 3195, KG Sorensen, Barueri, Brasil) com uma caneta de alta
rotacao sob refrigeragdo. Para confirmar a auséncia de esmalte na superficie
dentinaria, foi realizada uma cuidadosa examinagdo sob um microscépio 6ptico
(Olympus SZ40, Toéquio, Japado) com ampliagdo de 30X. As superficies de
dentina expostas foram ainda polidas em lixas de carbeto de silicio (#600-grit)
umido por 30 segundos para padronizar a camada de smear layer.

Calculo amostral
O tamanho da amostra foi calculado usando o site

www.sealedenvelope.com. Para o calculo do tamanho da amostra, foram

considerados os valores de resisténcia de unido do Scotchbond Universal em
dentina cariada apds a aplicagao de diamino fluoreto de prata. De acordo com a
literatura, a média e o desvio padrao da resisténcia de unido do Scotchbond
Universal sao 25,4 + 4,0 MPa (20, 21). Para detectar uma diferenga de 10 MPa
(25) entre os grupos de teste, utilizando um nivel de significancia de 5%, um
poder de 80% e um teste bilateral, o tamanho minimo da amostra foi de 5 dentes
por grupo. Para compensar as possiveis perdas, dois dentes por cada grupo
foram adicionados, totalizando 7 dentes por cada grupo experimental.

Desenho experimental

Os dentes foram aleatoriamente divididos em 8 grupos experimentais (n
=7) de acordo com as seguintes variaveis: 1) Aplicagao de diamino fluoreto de
prata (Sem aplicagdo de DFP e aplicacao de DFP 38% [Riva Start Aqua, SDI;
Bayswater, Victoria, Australia]); 2) Sistema adesivo em 2 niveis (Single bond
universal [SBU, 3M Oral Care, St Paul, MN, USA, also known as Single Bond
Universal in some countries] e ZIPbond [ZIP, SDI, Bayswater, Victoria,
Australia]): (3) Estratégia adesiva (Condicionamento e lavagem [ER] e
Autocondicionante [SE]). Para a variavel tempo de avaliagdo, espécimes do
mesmo dente foram avaliados (Imediato e apds 14 dias de desafio cariogénico

in situ).
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Tabela 1. Modo de aplicagdo dos adesivos (numero do lote), grupos, composi¢cées e modos de aplicagao

Sistema adesivo

Grupo

Modo de aplicacido

ER SE
Sem DFP 1. Aplicar o acido fosférico por 15 segundos. 1. Aplicar o adesivo em toda a superficie por
2. Enxaguar por 15 segundos e secar com ar 20 segundos.
por 5 segundos para manter a superficie 2. Aplicar um suave jato de ar sobre o adesivo
ligeiramente imida. por aproximadamente 5 segundos até que
3. Aplicar o adesivo conforme o modo SE. ele ndo se mova mais e o solvente evapore
completamente.
3. Fotopolimerizar por 10 segundos a 1200
mW/cm?2.
Com DFP 1. Aplicar o acido fosférico por 15 segundos. 1. Aplicar a capsula de prata com um pincel de
2. Enxaguar por 15 segundos e secar com ar prata.
por 5 segundos para manter a superficie 2. Aplicar uma quantidade generosa de
SBU ligeiramente umida. solugéo da capsula verde na superficie até
3. Aplicar a capsula de prata com o que o precipitado cremoso fique
microaplicador prata. transparente.
4. Aplicar uma quantidade generosa de 3. Aplicar o adesivo em toda a superficie por
solucao da capsula verde na superficie até 20 segundos.
que o precipitado cremoso fique 4. Aplicar um suave jato de ar sobre o adesivo
transparente. por aproximadamente 5 segundos até que
5. Enxaguar por 30 segundos e secar com ar ele ndo se mova mais e o solvente evapore
por 5 segundos para manter a superficie completamente.
ligeiramente umida. 5. Fotopolimerizar por 10 segundos a 1200
6. Aplicar o adesivo conforme o modo SE (3 mW/cm?.
a 5 passos).
Sem DFP 1. Aplicar o acido fosférico por 15 segundos. 1. Aplicar o adesivo em toda a superficie com
2. Enxaguar por 15 segundos. um microbrush e esfregar por 10 segundos.
3. Secar ao ar por 2 segundos. 2. Esperar mais 10 segundos.
4. Aplicar o adesivo conforme o modo SE. 3. Evaporar o excesso de solvente secando
ZIP com ar por 5 segundos.
4. Fotopolimerizar por 10 segundos 1200
mW/cm?2.
Com DFP 1. Aplicar o acido fosférico por 15 segundos. 1. Aplicar a capsula de prata com o
2. Enxaguar por 15 segundos. microaplicador prata.
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Secar ao ar por 2 segundos.

Aplicar a capsula de prata com o
microaplicador prata.

Aplicar uma quantidade generosa de
solucao da capsula verde na superficie até
que o precipitado cremoso fique
transparente.

Enxaguar por 30 segundos e secar com ar
por 5 segundos para manter a superficie
ligeiramente umida.

Aplicar o adesivo conforme o modo SE (4
a 7 passos).

Aplicar uma quantidade generosa de solugao
da capsula verde na superficie até que o
precipitado cremoso fique transparente.
Enxaguar por 30 segundos e secar com ar
por 5 segundos para manter a superficie
ligeiramente imida.

Aplicar o adesivo em toda a superficie com
um microbrush e esfregar por 10 segundos.
Esperar mais 10 segundos.

Evaporar o excesso de solvente secando
com ar por 5 segundos.

Fotopolimerizar por 10 segundos 1200
mW/cm?2.
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Procedimento restaurador e preparo dos espécimes

Os sistemas adesivos foram aplicados de acordo com a Tabela 1. Em
seguida, os dentes foram restaurados com dois ou trés incrementos de até 2mm
cada de resina composta e cada um fotopolimerizado por 20 segundos com
aparelho LED de 1000mW/cm? de intensidade (Valo, Ultradent Prod. South
Jordan, UT, USA) para todos os espécimes. Um unico operador treinado e
calibrado realizou todos os procedimentos restauradores. Apos o
armazenamento em agua destilada por 24 h, os dentes restaurados foram
seccionados, para obtencao de palitos com uma area de secgao transversal de
aproximadamente 0,8 mm?, que foram individualmente mensurados com um
paquimetro digital (Digimatic Caliper, Mitutoyo, Tokyo, Japao).

Um total de 20-25 palitos de resina-dentina foram obtidos por dente,
incluindo as falhas prematuras. A metade dos palitos do mesmo dente foram
testados imediatamente e a outra metade foi submetida a desafio cariogénico in

situ.

Desafio cariogénico in situ

Para esta parte do estudo, 20 voluntarios adultos com idade entre 20-30
anos saudaveis foram selecionados. Todos os pacientes deviam apresentar os
seguintes critérios de inclusdo: Boa saude geral, fluxo salivar normal, ndo ter
ingerido antibiotico nos ultimos dois meses antes do experimento. Pacientes com
doencga sistémica, gravidez ou em amamentagéo, uso de aparelhos ortodonticos
fixos ou removiveis, uso de fluor enxaguatorio bucal ou aplicagao profissional de
flor nos ultimos 2 meses ou hipossalivagao foram excluidos do estudo.

Todos os voluntarios receberam por escrito o termo de consentimento
livre e esclarecido (TCLE) e somente apds o aceite do voluntério, estes iniciaram
sua participagéao.

Dispositivos palatinos foram individualmente preparados para cada
paciente. Para isso, todos os voluntarios foram moldados com alginato
(Hydrogum 5, Zhermack, SpA, Roma, ltalia) para obtengdo de modelos para
confecgao dos dispositivos palatinos intraorais de acrilico. Quatro cavidades de
(6.5 mm x 6.5 mm x 4 mm) foram distribuidas nos lados esquerdo e direito de
cada dispositivo. Dentro de cada cavidade, 8 palitos do mesmo adesivo foram

posicionados de acordo com uma randomizagao em blocos de 4 realizada no
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site www.sealedenvelope.com para que cada aparelho tivesse espécimes com

as variaveis aplicagao de diamino fluoreto e estratégia adesiva. Para permitir o
acumulo de biofilme e protecédo de disturbios mecanicos, uma rede plastica foi
fixada com resina acrilica deixando espaco de 1,0 mm da superficie do espécime
(26, 27).

Durante 1 semana antes de iniciar a fase experimental, os voluntarios
deixaram de escovar seus dentes com dentifricio fluoretado, e passaram a
utilizar um dentifricio nao-fluoretado (Dental Clean Sem Fluor, Rabbit Ind.Com.
Prods Hig. Pessoal Ltda, Londrina-PR, MA, Brasil) fornecido pela equipe de
pesquisa. Para induzir um desafio cariogénico em todos os espécimes, 0s
voluntarios foram instruidos a remover o dispositivo e gotejar solugdo de
sacarose 20% (Formulare, Sao Luis, Brasil) sobre os palitos, 4 vezes ao dia
durante 14 dias. Cinco minutos depois, o dispositivo era reinserido na cavidade
bucal (26, 27).

Nenhuma restricdo em relagao a dieta foi determinada aos voluntarios.
Eles foram instruidos a usar o dispositivo oral o tempo todo durante os 14 dias,
removendo somente para higienizagdo bucal e durante as refeigbes. A
higienizac&o do dispositivo era realizada extra-oralmente com escovagao, exceto
ao local onde estavam os palitos de resina-dentina, e os voluntarios foram
orientados para escovar cuidadosamente sobre a area do dispositivo, evitando
remocao do biofilme sobre a rede plastica. No 15° dia de fase intra-oral, em torno
das 12 h apds a ultima aplicagao da solugao de sacarose, os voluntarios pararam
de utilizar o dispositivo, que foram recolhidos, os palitos de resina-dentina

removidos, lavados com agua da torneira.

Teste de resisténcia de unidao a microtragao (uTBS)

No final do desafio cariogénico, todos os aparelhos foram coletados e os
espécimes foram aleatoriamente assignados para cada teste. Os “palitos” de
resina-dentina foram fixados em garras de Geraldeli com cola de cianoacrilato
em gel e testados em uma maquina de ensaio universal a 0,5 mm/min de tensao
com uma carga de 100N, até a ruptura da interface adesiva. Os valores de uTBS
em (MPa) foram anotados. Para analise estatistica, foi calculada a média do
MTBS de palitos do mesmo dente.
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O modo de falha dos palitos foi classificado como coesiva ([C] falha
exclusivamente na dentina ou resina composta) e falha adesiva ([A/M] na
interface resina-dentina / falha coesiva parcial em substratos vizinhos) (20, 21,
28). O modo de falha foi avaliado em um estereomicroscopio com aumento de
100x (Olympus SZ40, Toquio, Japao). Espécimes com falhas prematuras (FP)

foram incluidos na média por dente para analise estatistica.

Microanalise quimica por EDX-SEM

Trés palitos colados resina-dentina, de cada grupo experimental e de
cada tempo de armazenamento que nao haviam sido utilizados no teste yTBS,
foram separados para avaliagao quimica. Todos os palitos colados com resina-
dentina foram limpos ultrassonicamente, secos ao ar, montados em stubs,
polidos com lixas de SiC umidas de grao #600, 1000, 1500, 2000, por 10 s cada
com baixa pressao, e revestidos com carbono-ouro (MED 010, Balzers Union,
Balzers, Liechtenstein).

As interfaces dos palitos colados, entre resina-dentina, foram analisadas
usando um microscoépio eletrénico de varredura de emissdo de campo (Mira,
Tescan Orsay Holding, Warrendale, PA, EUA) acoplado a um espectrOmetro de
raios X de energia dispersiva (EDX). A area de ligagdo foi observada e as
analises focaram no meio da camada hibrida. Trés fotomicrografias de areas
superficiais representativas foram obtidas com ampliagdo de 2.500%x e uma

microanalise quimica semiquantitativa foi realizada via EDX-SEM.

Andlise estatistica dos dados

Os valores médios de resisténcia de unido yTBS (MPa) dos palitos de
resina-dentina do mesmo dente em cada tempo de armazenamento (inicial e
desafio in situ) foram calculados para fins estatisticos; assim, a unidade
experimental foi o dente. Os espécimes que apresentaram falhas prematuras
foram incluidos na média do dente para a analise estatistica. O valor atribuido
foi 0 MPa, conforme a orientagdo da Academy of Dental Materials sobre testes
de resisténcia de unido uyTBS (28).

Inicialmente, os dados foram submetidos a analise estatistica, utilizando
o teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade e o teste de Bartlett

para verificar a igualdade de varidncias (dados nao relatados). Apds a
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comprovagao da distribuicdo normal dos dados, os valores de yTBS (MPa) foram
submetidos a uma ANOVA de medidas repetidas de 4 fatores (tempo de
armazenamento, DFP, adesivo e estratégia adesiva). A medida repetida foi o
dente. O teste de Tukey foi aplicado para comparagdes post hoc. Todas as
analises foram realizadas com um nivel de significancia de 5%. Os modos de
falhas foram avaliados estatisticamente usando o teste x* (a=0,05) (Jamovi,
software estatistico, versao 2.3). A microandlise quimica por EDX-SEM foi

avaliada qualitativamente.

RESULTADOS

A porcentagem de falhas prematuras e distribuicbes de padrao de fratura
sdo mostradas na Tabela 2. O modo de falha mais frequente foram falhas
adesivas ou adesivas/mistas (97,7% de todos os espécimes), seguido por falhas
coesivas (0,4%) e falhas prematuras (1,9%). Quando submetidos a analise
estatistica, todos os grupos apresentaram resultados semelhantes em termos de
modo de falha (p > 0,05).

Os resultados de ANOVA medidas repetidas de 4 fatores mostraram
apenas trés interagdes duplas cruzadas significativas (tempo de armazenamento
vs. SDF, tempo de armazenamento vs. adesivo e DFP vs. adesivo) (Tabela 2, p
=0,002; p=0,001; p = 0,005, respectivamente). Além disso, vale mencionar que
o fator principal estratégia adesiva nao foi significativo (p = 0,82).

No baseline, nao foram observadas diferencas significativas nos valores
de resisténcia de unido a microtragao entre os grupos com ou sem DFP, bem
como para ambas as estratégias adesivas avaliadas, independentemente do
adesivo universal utilizado (Tabela 3, p > 0,05). Isso indica que a aplicagao de
DFP nao afetou significativamente os valores de resisténcia de unido iniciais.

Por outro lado, apds o desafio in situ, uma diferenga significativa foi
observada nos valores de resisténcia de unido a microtragao entre os grupos
quando o DFP foi utilizado. Valores mais altos de resisténcia de unido foram
observados quando o DFP foi aplicado em comparagao com os grupos onde o
DFP nao foi aplicado (Tabela 3, p < 0,002), independentemente do adesivo
universal ou da estratégia adesiva utilizada.

Além disso, ao comparar grupos sem tratamento, uma diminui¢do

significativa nos valores de resisténcia de uni&do foi observada apés o desafio in
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situ quando o DFP n&o foi aplicado. Por outro lado, nenhuma diminui¢cao
significativa nos valores de resisténcia de uni&do foi observada apés o desafio in
situ quando o DFP foi aplicado, independentemente do adesivo ou da estratégia
adesiva utilizada (Tabela 3, p > 0,05). Isso indica que a aplicagdo de DFP
preservou significativamente os valores de resisténcia de unido quando avaliada

in situ.



Tabela 2. Numero de palitos (%) de acordo com o modo de fratura.
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SBU ZIP
ER SE ER SE
AIM C FP AIM C FP AIM C FP AIM C FP
Baseline | SemDFP | 74(98) |2(2) |0(0) |80(100) |0(0) |0(0) |76(99) |0(0) |1(1) |82(9%) |0(0) |3(4)
ComDFP | 82(100) |0(0) |0(0) |82(100) |0(0) |0(0) |80(98) |1(1) |1(1) |85(98) |2(2) |0(0)
Insitu | SemDFP |80(97) |0(0) |2(3) |80(94) |0(0) |5(6) |75(94) |0(0) |5(6) |70(92) |0(0) |6(8)
ComDFP |85(99) |0(0) |1(1) |80(100) |0(0) |0(0) |84(100) |0(0) | 0(0) |86(100) |0(0) |0(0)

*A/M: falha de tipo adesiva/mista; C: Falha coesiva; FP: Falha prematura
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Table 3. Médias e desvios-padrao dos valores de resisténcia de unido resina-dentina, bem como analise estatistica (MPa) para
todos os grupos experimentais (*)

SBU ZIP
ER SE ER SE
Baseline Sem DFP 52.2+3.8A 52.7+29A 41.2+£25C 401+£22C
Com DFP 54.2+33A 53.1+3.9A 402+26C 40.3+£27C
In situ Sem DFP 464+2.88B 436+2.28B 30.8+2.1D 309+25D
Com DFP 50.6 £2.8A 499+24A 37.7+26C 38.0+25C

(*) Letras diferentes representam médias significativas estatisticamente diferentes entre os grupos (ANOVA de quatro fatores; teste de Tukey; p < 0,05).
Abreviaturas: SBU (Single Bond Universal); CEP (Zipbond); ER (lavar e enxaguar). SE (autocondicionante). SDF (Fluoreto de Diamina de Prata).
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Microanalise quimica por EDX-SEM

Independentemente do tempo de armazenamento, adesivo e estratégia
adesiva, a deposicao de prata foi observada na interface adesiva resina-dentina
quando o DFP foi aplicado (Figura 1 A-D) Além disso, alguma precipitacao de
prata foi observada na interface resina-dentina, bem como nos tubulos
dentinarios. Além disso, um aumento no pico de Ca foi observado apds o
tratamento com DFP, bem como a presenca de picos de Ag, independentemente
do adesivo utilizado, no inicio ou apés o ambiente in situ (Figura 1 A-D). Como
ambos os adesivos universais testados mostraram um padrdo semelhante de

deposicao de prata, todas as imagens sdo de um adesivo universal (SBU).
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Baseline In situ

Sem DFP Com DFP Sem DFP

de Elétrons 10

! de Elétrons 11

Figura 1. Imagens representativas de EDX das interfaces adesivas resina-dentina apds tratamento com solu¢des diamino fluoreto de prata (DFP) utilizando
Single Bond Universal em estratégias tanto de condicionamento total quanto de autocondicionamento, avaliadas em linha de base e in situ. Aumento das
intensidades dos picos de Ag e Ca (maos pretas) confirmam a presenca de particulas de prata imediatamente apos o tratamento com DFP, independentemente

do tempo de armazenamento ou estratégia adesiva, em comparagao com os grupos controle (maos vermelhas).
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DISCUSSAO

No presente estudo, ndo foram observadas diferengas significativas nos
valores de resisténcia de uni&o a microtragdo entre os grupos com ou sem DFP,
bem como para ambas as estratégias adesivas avaliadas, independentemente
do adesivo universal utilizado, no baseline. Assim, podemos constatar que a
aplicagado do DFP n&o afetou negativamente os valores da resisténcia de uni&o
e a implicancia clinica por tras deste achado é que se o DFP € usado para tratar
e/ou prevenir carie dentinaria em um dente, a resisténcia de unido em dentina
nao cariada desse dente ndo sera afetada.

No entanto, apos o desafio in situ, valores mais altos de resisténcia de
unido foram observados quando o DFP foi aplicado em comparacido com os
grupos onde nao foi aplicado, rejeitando a primeira hipotese nula. Sabe-se que
o DFP é uma solugao comumente usado para deter a carie dentinaria (29) ou
para prevenir o avango da lesdo de carie nas margens das restauragoes (30).
Como a solugado de DFP é alcalina, ela proporciona o ambiente ideal para a
formagao de ligagdes covalentes entre os grupos fosfato e as fibrilas de colageno
(31), permitindo que o fosfato se incorpore ao colageno (18).

Esse processo de fosforilagdo leva a uma superficie dentinaria
carregada negativamente, que, por sua vez, pode atrair ions calcio através de
forgcas eletrostaticas e favorecer um cenario para o crescimento de cristais de
hidroxiapatita (18). Com este aumento nos sitios de ligagéo para ions fosfato e
calcio, um processo de nucleacgao ¢ iniciado, levando ao crescimento de cristais
de hidroxiapatita e, eventualmente, aumentando o conteudo mineral na
superficie da dentina (32). Isso pode explicar os picos evidentes de Ca na
camada hibrida obtida em nossos resultados apds o desafio in situ quando o
DFP foi usado, levando-nos a rejeitar a segunda hipétese nula.

Adicionalmente, ambos os adesivos universais utilizados no presente
estudo contém 10-MDP em sua composicdo. Sabe-se que o monémero MDP
provavelmente se aderem nos cristais de hidroxiapatita recém-formados e
formaram sais de MDP-calcio (33), permitindo que os mondémeros interagissem
com as fibrilas de colageno e, assim, contribuindo para o aumento do pyTBS.

Entretanto, ao comparar o grupo sem tratamento ao in situ, uma
diminuic&o significativa nos valores de resisténcia de unido foi observada apos

o desafio in situ quando o DFP nao foi aplicado. Isso demonstra que o modelo in
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situ conduzido por um curto periodo, mas sob um desafio cariogénico, pode ser
um meétodo util para a durabilidade de restauragdes adesivas, com a vantagem
de assemelhar-se a maioria das condi¢des desafiadoras quando as restauracdes
sdo submetidas a um ambiente oral (34). A interface dentina-adesivo
provavelmente apresenta vazios que podem ser mais afetados pelo ambiente
oral, aumentando a permeabilidade interna do sistema adesivo, e
consequentemente a durabilidade da camada hibrida por fatores mecanicos,
térmicos e quimicos, como produtos bacterianos (35).

Quando a interface adesiva € submetida a um biofilme continuamente
exposto a sacarose, ela aumenta a cariogenicidade e as caracteristicas
virulentas do biofilme de S. mutans, promovendo a adesao bacteriana, a
formacgéao de biofilme maduro e a sintese de polissacarideos extracelulares (36).
Além disso, S. mutans possui atividades esterase em niveis que degradam
materiais poliméricos (37), 0 que sugere que bactérias orais podem comprometer
a interface adesiva, contribuindo assim para a progressao de caries secundarias
nessa interface. Portanto, a durabilidade da interface diminui devido a
degradagdo da dentina e da camada hibrida adjacente, principalmente pela
producdo acida do biofilme, causando perda mineral. As ligacbes adesivas a
dentina podem se degradar in vivo devido a processos hidroliticos que atacam a
matriz de colageno (38), através da plastificagdo do polimero (39) ou devido a
producao acida do biofilme (40).

Por outro lado, nenhuma diminuicdo significativa nos valores de
resisténcia de unido foi observada apoés o ambiente in situ quando o DFP foi
aplicado, independentemente do adesivo universal ou da estratégia adesiva
utilizada.

A solucdo de DFP a 38% usada neste estudo tinha uma alta
concentrag&o de ions de prata (253.870 ppm) e fltor (44.800 ppm) (41, 42). ions
de fluor liberados do DFP reagiram com hidroxiapatita formando fluoreto de
célcio (CaF.) e fosfato de prata em um ambiente basico (43). O CaF: é
importante porque atua como um reservatério de fluoreto de liberagcédo lenta
regulado por pH durante o desafio cariogénico. Além disso, os ions de fosfato de
hidrogénio (HPO4?") facilitam o fluoreto de calcio a formar fluorapatita. O fosfato
de prata € mais soluvel do que a hidroxiapatita e a fluorapatita, portanto, atua
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como um reservatorio de ions de fosfato, facilitando a formagao de fluorapatita a
partir do CaF2 (44).

Além disso, a grande quantidade de ions de Ag contribuiu para preservar
os valores de resisténcia de unido apos o ambiente in situ quando o DFP foi
aplicado. Sabe-se que ions de prata se ligam fortemente a grupos sulfidrila e
proteinas nas membranas celulares bacterianas, inibindo a atividade enzimatica
intracelular, bem como a replicagdo do DNA (45), eventualmente causando a
morte celular bacteriana e inibindo a formacao de biofilme (46), além de reduzir
a formacao de células de biofilmes bacterianos ao redor da interface resina-
dentina (47).

Adicionalmente, quando o DFP ¢ aplicado, ions de Ag sdo altamente
reativos e tem um alto poder de polarizagao (44) e infiltragao (48), reagindo com
a hidroxiapatita formando fosfato de prata (AgsPOa4) (49) que podem agir dentro
da camada hibrida de varias formas. A primeira € a capacidade do DFP de inibir
completamente as metaloproteinases da matriz, como a MMP-2, MMP-8 E MMP-
9. (22, 31) Essas MMPs sao responsaveis pela degradacao das fibrilas de
colageno que podem, por sua vez, levar a degradagcdo da camada hibrida. A
presenca de particulas de Ag na camada hibrida pode ser responsavel pela
liberagéo sustentada de ions de prata ao longo do tempo (48), mantendo um
nivel sustentado de inibicdo de MMP e, assim, mantendo a integridade da
camada adesiva por mais tempo. E terceiro, é devido a grande quantidade de
particulas de Ag e maior deposi¢cdo mineral, que podem ocupar melhor os
espacgos dentro da interface adesiva, e consequentemente promovem uma
camada hibrida mecanicamente mais resistente devido a uma melhor infiltracéo
adesiva (20, 50).

Por outro lado, apesar de ambos os adesivos manterem os valores de
resisténcia de unido apds o desafio cariogénico in situ quando o DFP foi aplicado,
o adesivo SBU apresentou maiores valores quando comparado ao ZIP. Embora
ambos os produtos contenham 10-MDP, que é responsavel pela adesao quimica
a hidroxiapatita (51), o SBU também contém um copolimero de 4&cido
polialquenoico modificado com metacrilato, que também melhora a adesao
quimica a hidroxiapatita. Neste caso, os resultados melhorados observados para
o SBU podem ser explicados pela adesdo quimica adicional de ambos os
componentes (52) Além disso, o ZIP contém uma maior quantidade de solventes
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(30 — 35%) comparado com o SBU (10 — 15%). Assim, a evaporagéo completa
dessa maior quantidade de solventes muitas vezes nao é viavel, mesmo que
aumentando ou estendendo o tempo de aplicagao, prejudicando muitas vezes o
grau de conversao do ZIP dentro da camada hibrida (53). Portanto, acredita-se
que uma incompleta evaporagao dos solventes tenha prejudicado o desempenho
deste adesivo e tenha contribuido para uma redug¢ao dos valores de resisténcia
de unido. No entanto, essa hipotese ainda precisa ser mais estudada.

Vale ressaltar que uma das principais limitagdes clinicas do uso do
Diamino Fluoreto de Prata (DFP), principalmente em areas muitos visiveis e
estéticas é a coloragao escura que ele provoca nos dentes apos a sua aplicagéao,
o que dificulta sua aceitagdo mais ampla (54). Isso ocorre porque, ao interromper
0 processo de carie, ions de prata se precipitam nos tecidos dentarios,
resultando em manchas de tonalidade castanho-preta (55, 56). No entanto, neste
estudo, utilizamos o DFP a 38% (Riva Star Aqua -SDI), seguindo o protocolo
clinico recomendado pelo fabricante, onde o passo 1 que é a aplicagédo do DFP
e seguido do passo 2 que é a aplicagdo do composto de iodeto de potassio cujo
objetivo € minimizar o escurecimento do dente. Adicionalmente, o DFP oferece
Odontologia de Minima Intervengao que adota a filosofia de integrar prevencgao,

remineralizagdo e procedimentos menos invasivos.

CONCLUSAO
A aplicagéo de DFP 38% preservaram os valores de resisténcia de uniao
e um aumento nos picos de Calcio e Prata na interface resina-dentina apos

desafio cariogénico in situ.
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CONSIDERAGOES FINAIS

No experimento 1, foi avaliado a resisténcia a microtragéo (uTBS) onde
os resultados mostraram que apenas a interagao dos fatores do DFP vs tempo
foi significativo (P=0,03). A aplicacdo de DFP melhora a média imediata de yTBS
a dentina para ambos os adesivos universais quando comparado ao grupo
controle. No tempo imediato, o adesivo CQB apresentou uma meédia significativa
e maior a dentina quando aplicado do DFP 38%. Apds 2 anos, grupos que o DFP
foi aplicado tiveram valores médios mais altos de yTBS em comparagdo ao
grupo controle, mantendo os valores das médias de yTBS além de redugéo
significativa nos valores de uTBS para o adesivo CUQ. Na microanalise quimica
por EDX/SEM, nos resultados foram observadas precipitacbes de prata nas
interfaces adesivas e nos tubulos dentinarios independente da estratégia
adesiva, teve aumento ao pico de Ca apds tratamento com DFP que foi
proporcional a concentragdo, além de picos de Ag independente do adesivo
utilizado no tempo imediato e apds 2 anos.

No experimento 2, foram avaliadas as propriedades adesivas da
interface resina-dentina tratada com DFP 38% submetidas ao desafio
cariogénico in situ. Em relagdo aos resultados, no baseline n&do foram
observadas diferengas significativas nos valores de yTBS bem como para ambas
as estratégias adesivas, independente dos adesivos universais utilizados. Apos
o desafio cariogénico in situ, valores mais altos de pTBS foram observados
quando o DFP foi aplicado em comparagdo com os grupos sem aplicagao de
DFP. A aplicagéo de DFP preservou significantemente os valores de yTBS além
de apresentar um aumento do pico de Calcio e Prata na interface resina dentina
quando avaliado apds o desafio cariogénico in situ.
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Apéndice 1. Termo de consentimento livre e esclarecido estudo 2.

Universidade Ceuma

TERMO DE CONSENTIMENTO
LIVRE E ESCLARECIDO

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Estudo EFEITO DA APLICAGAO DE DIAMINO FLUORETO DE
PRATA NAS PROPRIEDADES ADESIVAS DA INTERFACE RESINA-
DENTINA SUBMETIDA A UM DESAFIO CARIOGENICO IN SITU

Vocé esta sedo convidado a participar de um estudo de pesquisa que se
destina a avaliar as propriedades adesivas com o0 uso do Diamino Fluoretro de
Prata. Este estudo é importante porqué vai auxiliar em futuros estudos clinicos.

O estudo sera feito da seguinte maneira: o voluntario usara dispositivos
intra orais por 14 dias consecutivos com uso da sacarose simulando um
ambiente bucal cariogénico.

Sempre que vocé desejar serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada
uma das etapas do estudo. A qualquer momento, vocé podera recusar a
continuar participando do estudo e, também, podera retirar seu consentimento,
sem que para isto sofra qualquer penalidade ou prejuizo, ou seja sem qualquer
prejuizo da continuidade do seu acompanhamento médico.

Sera garantido o sigilo quanto a sua identificagdo e das informacgdes
obtidas pela sua participagdo, exceto aos responsaveis pelo estudo, e a
divulgacdo das mencionadas informagdes so sera feita entre os profissionais
estudiosos do assunto. Vocé nédo sera identificado(a) em nenhuma publicagéo
que possa resultar deste estudo.

Vocé sera indenizado(a) por qualquer despesa que venha a ter com sua
participagdo nesse estudo e, também, por todos os danos que venha a sofrer
pela mesma razdo, sendo que, para essas despesas estdo garantidos os

recursos.

Pesquisador responsavel



Luana Paraiso Muniz - CPF 959449743-20
Rua: Josue Montello, 1 — UNICEUMA Telefone:
(98)996180199

Sao Luis

/

Assinatura do sujeito ou responsavel

79



ANEXOS



81

Anexo 1. Aprovacdo do Comité de Etica.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE QM
PONTA GROSSA - UEPG

DADOS DO PROJETO DEPESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito da aplicagao de damino fuored de prata nas propredades adesivas e quimicas
da interfase resina-dentna.

Pesquisador: Alessandro Dowado Loguerco

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 88739318.7.0000.0105

Instituic 30 Proponente : Universidade Estadual de Ponta Grossa

Patrocinador Principal: Fimancamento Proprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 2631 289

Apresentacao do Projeto:

O objetivo do presente estudo sera avaliar o efeito do uso de diamino fluoreto de prata nas propriedades
adesivas, quimicas @ micro-morfologicas da interface resina-dentina in vitro e in situ. Primeiramente serao
avaliados noventa e seis molares humanos, que serdo submetidos a produgao artificial de carie dentinaria e
divididos em 12 grupos. Os grupos serao organizados conforme a aplicagaoc de diferentes solugdes de
diamino fluoreto de prata DFP (12% e 38%), dois adesivos universais (Clearfil Universal Bond Quick [CUQ]
e Single Bond Universal [SBU]), e duas estratégias adesivas (etch-and-rinse [ER] e self-etch [SE]). Apos a
aplicacao do DFP e dos adesivos, os dentes serao restaurados com resina composta de forma incremental,
seccionados e submetidos ao teste de resisténcia de unidao por microtragao (UTBS), bem como a analise
por espectrometria de raos X por energia dispersiva (MEV/EDX). Esses testes serdo realizados tanto
imediatamente quanto apés dois anos de armazenamento em agua. Os dados dessa etapa da pesquisa
serao analisados por ANOVA de quatro fatores e teste de Tukey (a = 0.05). Em um segundo momento,
cinquenta e seis molares humanos serao divididos em 8 grupos para avaliar o efeito do DFP 38% em
combinacao com dois sistemas adesivos (Single Bond Universal [SBU]e ZIPbond universal [ZIP]) e duas
estratégias adesivas (etch-and-rinse [ER] e self-etch [SE]). Apos a aplicagao do diamino fluoreto de prata e
dos adesivos, os dentes serao restaurados com resina composta de forma incremental e seccionados em
espécimes de palitos. Os espécimes em palitos foram avaliados imediatamente e apds 14 dias de desafio
caniogénico in situ, durante o qual os dentes foram expostos a um ambéente canogénico utilizando
dispositivos intraorais (aparelhos) em 20 voluntarios. Apos o periodo de exposigao, os espécimes foram
submetidos a testes de resisténcia de unido e microanalise quimica por Scanning Electron Microscopy por
meio da Energy Dispersive X-Ray Analysis (EDX-SEM). Os dados também foram analisados por ANOVA de
quatro fatores e teste de Tukey (a = 0,05).
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