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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar in vivo a hipétese de que ha um processo de
remineralizagdo na regiao dentinaria desmineralizada para formac¢ao da camada hibrida
apos um periodo de 6 meses. Foram selecionados 2 dentes pré-molares em pacientes
com indicagdo para extracdo por razdes ortodonticas. Cada dente recebeu dois
preparos Classe |, sendo um na féssula mesial e outro na distal, com um intervalo de 6
meses entre os dois preparos. Os preparos foram confeccionados com pontas
diamantadas e apresentavam as seguintes dimensdes: 3mm de profundidade, 3mm no
sentido vestibulo-lingual e 2mm no sentido mesio-distal. As cavidades foram
condicionadas com &cido fosforico a 37% por 20s, em seguida aplicou-se o sistema
adesivo Prime&Bond NT (Dentsply), uma camada do compésito de baixa viscosidade
Protect Liner F (Kuraray Medical) e a resina composta Esthet-X (Dentsply) de acordo
com as recomendacOes dos fabricantes. Apds a exodontia, os dentes foram
seccionados em fatias de aproximadamente 1Tmm de espessura no sentido mesio-distal.
Os espécimes foram entdo preparados para microscopia eletrbnica de transmissao.
Fatias mineralizadas nao-contrastadas de aproximadamente 90nm de espessura foram
observadas em um microscépio eletrénico de transmissdo. As imagens demonstraram
evidéncias de que existe um processo de remineralizagcdo na interface resina-dentina

produzida pelo sistema adesivo Prime&Bond NT, apds um periodo de 6 meses.

Palavras Chave: Dentina, camada hibrida, remineralizagdo, microscopia eletrénica de

transmissao, in vivo.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate in vivo the hypothesis that there is a
remineralization process in the dentin region that is demineralized for hybrid layer
formation after 6 months. Two premolars that were indicated for extraction for
orthodontic treatment were used in this study. Two Class | cavity preparations were
performed in each tooth, one in the mesial fossa and the other in the distal, with an
interval of 6 months between each restoration. The cavity preparations were performed
with diamond burs and presented the following dimensions: 3mm depth, 3mm buccal-
lingual, 2mm mesial-distal. The cavities were etched with 37% phosphoric acid for 20s,
and the adhesive system Prime&Bond NT (Dentsply) was applied. Cavities were
restored with a low-viscosity composite resin Protect Liner F (Kuraray Medical) and a
microhybrid composite Esthet-X (Dentsply) according to manufacturers’ instructions.
After extraction, teeth were sectioned in slabs of approximately 1mm thickness in the
mesial-distal direction. Specimens were then prepared for transmission electron
microscopy. Mineralized unstained 90nm-thick sections were observed in a transmission
electron microscope. Images revealed evidences of a remineralization process in the
resin-dentin interface produced by the two-step etch-and-rinse adhesive Prime&Bond
NT after a 6 month period.

Keywords: Dentin, hybrid layer, remineralization, transmission electron microscopy, in

Vivo.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Dentre as opgdes restauradoras, materiais poliméricos como os sistemas
adesivos e 0s compoésitos resinosos tém sofrido constantes melhorias nas suas
propriedades fisicas, mecanicas, estéticas e de manipulagdo, atraindo o interesse de
clinicos e pesquisadores. Um dos principais objetivos da Odontologia Restauradora
adesiva é a promocao de um selamento marginal duravel e efetivo dos tecidos dentais.
Diversos estudos foram, e tém sido realizados com o intuito de se desvendar os
mecanismos da unidao aos substratos dentais, e de desenvolver técnicas e biomateriais
capazes de mimetizar e substituir adequadamente a estrutura dental perdida. Assim, o
desenvolvimento de produtos e técnicas que procuram restabelecer e simular a
naturalidade das estruturas debilitadas de forma duradoura € o grande desafio da
Odontologia Adesiva.

As observacoes associadas de diversas pesquisas trouxeram a Odontologia
para a era adesiva, e contribuiram para a préatica de procedimentos mais conservadores
que também buscam recuperar a aparéncia natural e a estética do sorriso (Buonocore,
1955; Buonocore et al., 1956; Bowen, 1963; Fusayama et al., 1979; Nakabayashi et al.,
1982). Dentre o0s materiais restauradores estéticos, as resinas compostas,
desenvolvidas por Bowen (1963), aparecem como um material eletivo nos
procedimentos conservadores que envolvam devolucdo da forma, cor e funcao tanto
em dentes anteriores quanto em dentes posteriores.

O aumento do numero de casos realizados com as resinas compostas se
deve principalmente ao avango nos estudos relacionados a adesdo e suas
propriedades. Esses estudos se iniciaram com os trabalhos de Buonocore (1955;
Buonocore et al., 1956) com o condicionamento acido do esmalte. Dentre as pesquisas
que se sucederam, importantes informacdes surgiram com os trabalhos de Fusayama
et al. (1979), no qual foi preconizado o condicionamento acido total do esmalte e
dentina e Nakabayashi et al. (1982), que apresentaram a comunidade cientifica uma
zona fundamental para o processo adesivo: a zona de interdifusdo resina-dentina ou

camada hibrida.



A camada hibrida esta relacionada ao processo de selamento das
restauracbes (Walshaw & McComb, 1996; Ferrari et al., 2000), a redugdo da
sensibilidade pds-operatoria (Walshaw & McComb, 1996) e ao aumento da resisténcia
de unido ao esmalte e a dentina (Prati et al., 1991; Davidson et al., 1993; Harada et al.,
1998). A unido aos substratos dentais ocorre principalmente através da interacao
micromecanica do agente de unido com o esmalte condicionado e com as fibrilas
coldgenas expostas na dentina. Para conseguir uma unido ao substrato dentinario com
resinas adesivas, € preciso aplicar um acido para que a camada superficial da dentina
tenha a fase mineral totalmente ou parcialmente removida. Em seguida, esta regido que
era antes ocupada por mineral é substituida pela resina adesiva. O agente de unido
precisa infilirar nesta rede de fibrilas colagenas e polimerizar in situ, formando a
camada hibrida (Nakabayashi et al., 1982).

Embora a unido ao esmalte tenha se mostrado, através de diversas
pesquisas, um procedimento seguro e confiavel (Nakabayashi & Pashley, 2000), a
unido a dentina ainda é um desafio, devido a complexidade do substrato dental
(Marshall et al., 1997). A capacidade de retencdo do esmalte esta relacionada com o
aumento na area e energia de superficie do esmalte condicionado (Gwinnet, 1971;
Retief, 1973; Miyasaki et al., 2000). Por outro lado, ao ser condicionada, a dentina
apresenta uma diminuicdo na sua energia de superficie. Apesar de todos os avancos
na area dos sistemas adesivos, a busca por um agente de unido capaz de promover um
selamento eficaz e duradouro ao substrato dentinario tem sido uma tarefa &ardua
(Hashimoto et al., 2000).

A microestrutura da dentina e suas propriedades sao o0s principais
determinantes de boa parte das operacées em Odontologia Restauradora. Por ser um
complexo biolégico hidratado, a dentina sofre mudancas fisiolégicas, pelo
envelhecimento e devido a doenca carie, produzindo diferentes formas de substratos,
devido a alteracdes nos componentes fundamentais da estrutura, determinadas por
mudancas no seu arranjo, de inter-relacdes ou quimicas. (Marshall et al., 1997). Estas
formas de dentina sdo importantes na relacdo com os procedimentos restauradores

adesivos (Nakajima et al., 1995; Nakajima et al., 1999).



A maior parte do dente € composta pela dentina, um substrato formado por
aproximadamente 50% de material inorganico e 30% de matéria organica, que
apresenta tubulos preenchidos por prolongamentos odontoblasticos e fluido dentinario,
que respondem por 20% do volume dentinario, proporcionando-lhe uma caracteristica
umida (Marshall et al., 1997; Itthagarun & Tay, 2000). A parte organica € composta por
colageno, que responde por 95% do total, e os outros 5% sao as proteinas nao-
colagenosas, que apesar de estarem presentes em pequenas quantidades, sdo de
fundamental importancia no processo de mineralizacao do tecido. As proteinas nao-
colagenosas sao importantes também na manutencdo da estrutura e reexpansao da
rede de fibrilas de colageno expostas pelo condicionamento &cido, e
consequientemente, na adesdo (Pereira et al, 2006). A parte inorganica consiste
principalmente de cristais de hidroxiapatita com a férmula Caqo(PO4)s(OH)., embora
tracos de carbonato de calcio, fluoreto, magnésio e zinco sejam também encontrados
na dentina. Os cristais de hidroxiapatita estdo na forma de placas achatadas com uma
dimensao aproximada de 60 a 70 nm de comprimento, 20 a 30 nm de largura e 3 a 4nm
de espessura (Avery, 2005).

Os tubulos dentinarios sao formados quando ocorre deposicdo e
mineralizacdo da matriz de pré-dentina ao redor dos processos odontoblasticos. Os
tubulos sdo uma das caracteristicas mais marcantes da dentina, e a permeabilidade
deste tecido é uma consequliéncia direta de sua presenca (Gage et al.,, 1989). Na parte
interna, o tbulo se apresenta como uma area pobre em colageno, com destaque para
uma zona hipermineralizada ao redor, o qual € denominada de “dentina peritubular”,
apesar do termo mais correto ser dentina intratubular, devido ao local onde ha de fato a
deposicao de dentina (Linde & Goldberg, 1993). Os tubulos sdo separados pela dentina
intertubular composta por uma matriz de colageno reforcada por cristais de
hidroxiapatita. Os tubulos dentinarios representam o caminho percorrido pelos
odontoblastos da camara pulpar até a jungcdo amelo-dentinaria ou cemento. A extensao
dos processos odontoblasticos dentro dos tubulos dentinarios em um dente maduro é
um tema polémico. Isso ocorre porque alguns autores acreditam que essa extensao
limite-se a metade da extensao do tubulo (Holland, 1976; Thomas, 1983); enquanto

outros, em contraste, demonstram através de estudos com imunohistoquimica que os



prolongamentos se estendem até a juncdo amelo-dentinaria (Sigal et al., 1984), apesar
de alguns desses estudos terem sido realizados em animais.

Os tubulos apresentam formato cénico e convergem para a polpa, desta
forma sua distribuicdo e densidade variam dependendo da localizacdo e de alteracdes
no tecido dentinario (Phrukkanon et al., 1999; Giannini et al., 2001; Ogata et al., 2001).
Garberoglio & Brannstrdom, em 1976, demonstraram que a densidade tubular na dentina
profunda é de aproximadamente 45.000 tubulos/mm? enquanto na dentina superficial
esta densidade diminui para aproximadamente 20.000 tubulos/mm?; o diametro dos
tlbulos varia de 2,5um em dentina profunda a 0,9um proximo a juncdo amelo-
dentinaria. Estes valores sao inversamente proporcionais a resisténcia de unido, ja que
o0 mecanismo de adesao depende, em sua maior parte, da retencdo micromecanica
produzida pela infiltracdo e polimerizacdo dos monOGmeros resinosos na regido de
dentina desmineralizada (Suzuki & Finger, 1988; McCabe & Rusby, 1992; Giannini et
al., 2001).

A qualidade e durabilidade da adeséo estdo diretamente relacionadas a
eficiéncia da penetracdo dos monémeros nos espacos interfibrilares, ao completo
envolvimento das fibrilas colagenas pelo adesivo resinoso, e a taxa de polimerizacao
desta resina (Pashley et al., 2000; Giannini et al., 2003). Os espacos interfibrilares,
antes preenchidos por cristais de apatita, sdo da ordem de 20nm quando vistos em
microscopia eletrénica de transmissdo, e a profundidade desta zona de espacos
interconectados varia de 4 a 9um, dependendo da agressividade do acido e do tempo
de condicionamento. Apesar desta distancia ser linear nas fotomicrografias, a distancia
de difusdo € bem maior devido a tortuosidade dos canais. O movimento de monémeros
resinosos nestes longos, continuos e interconectados canais € um exemplo de
permeabilidade intradentinaria (Pashley et al., 2000). A permeabilidade pode ser
influenciada dependendo da composicdo e do modo de aplicagdo dos sistemas
adesivos.

Os sistemas adesivos podem ser classificados em funcdo da estratégia de
acao (condicionamento acido prévio com &cido fosférico — etch-and-rinse, ou auto-
condicionamento — self-etch) e do niumero de passos utilizados durante o procedimento

adesivo. Dependendo de como os trés passos fundamentais de condicionamento,



aplicagéo do primer e aplicagdo da resina adesiva séo realizados ou combinados, 0s
adesivos estao disponiveis em sistemas de trés passos, dois passos, ou de passo
unico. O substrato pode ser tratado através da utilizacdo do acido fosférico ou de
mondmeros acidos, que condicionam e se infiltram simultaneamente. Em comum, as
estratégias e o material utilizado visam estabelecer uma interface de uniao forte e
duradoura com a estrutura dental.

A aplicacao do 4cido fosférico remove a camada de esfregago criada durante
a realizacao do preparo cavitario (Prati et al., 1995; Perdigao et al., 1996), promove um
aumento do diametro dos tubulos (Prati et al., 1995, Carvalho et al., 1996) e
desmineraliza a dentina inter e intratubular (Eliades et al., 1997), deixando uma rede
Umida e microporosa de fibrilas de colageno expostas (Van Meerbeek et al., 1992;
Pashley et al.,, 1993). Ap6s a desmineralizagao promovida pelo condicionamento acido,
a rede desmineralizada de fibrilas colagenas permanece suspensa na agua. Cada fibrila
€ separada uma da outra por um espago preenchido com agua, a qual ocupa o espacgo
que era anteriormente ocupado por cristais de apatita. Removendo-se a agua existente
entre estas fibrilas promove-se um colapso desta rede, eliminando o espago necessario
para a infiltracdo de monémero (Carvalho et al., 1996; Maciel et al., 1996; Nakabayashi
& Pashley, 2000). No entanto, é possivel reexpandir esta rede, reumedecendo-a com
agua ou aplicando primers, que podem conter uma solucéo aquosa de HEMA.

Kanca (1992; 1992a) e Gwinnett (1992), demonstraram que a presenca de
umidade é necessaria para se obter maiores valores de adesdao a dentina apds a
aplicacao do acido fosférico. Seus resultados se justificam pela presenca de solventes
organicos nas solucbes adesivas. Os solventes, altamente hidrofilos, penetram na
superficie umida desmineralizada “em direcao a agua”, levando consigo 0s monémeros
que estao diluidos juntos na solucdo. Em contato com a agua, estes solventes elevam
sua pressao de vapor, € a concentracdo de monémero aumenta a medida que a agua
evapora, ou seja, a funcao dos solventes é promover a substituicdo da agua pelo
mondmero hidrofilo (Kanca, 1992; Kanca, 1992a; Reis et al, 2003). O conceito da
técnica de adesdo umida a dentina, acima mencionado, € indicado na maioria dos

sistemas adesivos disponiveis, resultando em uma camada hibrida mais resistente,



devido a melhor penetracdo dos mondmeros resinosos nos espagos entre as fibrilas
colagenas (Nakajima et al., 2000).

Com o objetivo de reduzir as dificuldades técnicas para permitir uma
umidade ideal na dentina apdés a lavagem do &cido fosférico e simplificar os
procedimentos adesivos, foi desenvolvida uma técnica onde primers auto-
condicionantes modificam a smear layer e posteriormente, uma camada de adesivo
hidréfoba é aplicada. Com essa técnica, acredita-se que haja uma desmineralizagao e
infiltracdo dos mon6meros resinosos de forma simultanea, evitando o possivel colapso
das fibrilas colagenas pela secagem com ar ou a ocorréncia de fibrilas expostas e nao
protegidas pela resina (Watanabe et al., 1994; Tay & Pashley 2001; Carvalho et al.,
2005). Recentemente, uma técnica auto-condicionante de adesédo que consiste em um
passo unico de aplicacao foi introduzida. Os adesivos de passo Unico reunem as etapas
de condicionamento, infiltragcdo e adesdo em um Unico procedimento (Tay & Pashley,
2001). Apesar destes sistemas de unido serem comercializados como simplificados,
devido ao menor niumero de passos de aplicacdo, eles sdo na realidade misturas
complexas de monémeros resinosos hidréfilos e hidréfobos, solventes, agua e outros
aditivos (Tay & Pashley, 2001).

Acredita-se que a absorcao de agua pelo polimero formado tanto na camada
hibrida, quanto na camada de adesivo pode contribuir para a degradacéo da uniao a
dentina ao longo do tempo (Tanaka et al., 1999; Hashimoto et al., 2000). Apesar dos
avancos alcancados pelos adesivos dentinarios, trabalhos apontam para uma possivel
degradacgao da unido da resina composta aos tecidos dentais ao longo do tempo, tanto
in vitro quanto in vivo (Sano et al., 1999; Hashimoto et al., 2000; De Munck et al, 2003;
Giannini et al., 2003). A redugao da resisténcia de unido de sistemas adesivos a dentina
€ atribuida a degradacao das fibrilas colagenas e/ou da resina adesiva (Tay et al.,
2003). Fatores como a viscosidade da solugcdo do adesivo e o colapso da malha de
fibrilas coldgenas podem dificultar a infiltracdo do agente de unido. As taxas de sorcéao
de agua e solubilidade apresentadas pelos sistemas adesivos apés a sua polimerizacao
sao importantes na determinacéao da longevidade e qualidade marginal da restauracao
(Reis et al., 2007). Sabe-se que a umidade presente no meio oral ou de armazenagem

tem um papel importante no processo de degradacdo quimica dos polimeros,



apresentando um efeito deletério para a interface resina-dentina (Goépferich, 1996).
Somando-se a este fato, a degradacao hidrolitica dos polimeros sintéticos € um evento
previsivel, j& que eles sdo naturalmente degradaveis. O fator que diferencia é o periodo
de tempo que o processo de degradacado leva para acontecer (Gopferich, 1996). A
degradacao de um polimero é definida como o processo de cisdo da corrente
polimérica, durante o qual esta é quebrada em segmentos menores (oligbmeros), e em
circunstancias especiais, até em mondmeros novamente (Ortengren, 2000). Essa
degradacao hidrolitica também acontece em diferentes severidades com os materiais
poliméricos odontol6gicos como os sistemas adesivos e as resinas compostas.

As interfaces de uniao resina-dentina se degradam em trés estagios.
Primeiro, a agua € absorvida pelo polimero, desencadeando a degradacdo quimica
(Gofperich, 1996). Segundo, produtos de degradacdo, monO6meros nao reagidos e
oligbmeros sdo removidos da camada hibrida e da camada de adesivo. Terceiro, as
fibrilas de colageno expostas podem ser degradadas por metaloproteinases (MMPs)
presentes na dentina ou saliva (Pashley et al., 2004).

Existe na literatura um consenso com respeito a ocorréncia de
nanoinfiltracdo em praticamente todos os procedimentos adesivos (Li et al., 2000; Pioch
et al., 2002; Tay et al, 2003; Reis et al., 2004; Reis et al, 2006). O termo
“nanoinfiltracdo” foi introduzido para se descrever a ocorréncia de espacgos
nanométricos dentro da camada hibrida, mesmo na auséncia de uma fenda na interface
de uniao (Sano et al.,, 1995). Esta técnica utiliza um tragador de baixo peso molecular
como o nitrato de prata (AgNO3) para evidenciar tais porosidades na interface. Esta
area de uniao é observada em microscocopia eletrénica (Sano et al., 1995; Reis et al.,
2004). A deposicao de graos de prata na camada hibrida dos sistemas que utilizam o
condicionamento acido prévio é atribuida a existéncia de regides nas quais as fibrilas
colagenas nao foram totalmente envolvidas pela resina adesiva, ou onde a resina nao
foi adequadamente polimerizada. A degradagdo da unido tem sido atribuida a
penetracdo de fluidos nestas porosidades (Hashimoto et al., 2000). Pouco se sabe a
respeito da composicado do fluido que circula nestas porosidades. Porém, acredita-se
que contenha enzimas e outras proteinas provenientes do fluido dentinario, além de

produtos de degradacao e mondmeros nao reagidos.



A infiltracao incompleta da rede de colageno desmineralizada e microporosa
com o adesivo resulta na presenca de uma zona fragilizada dentro da camada hibrida e
entre a camada hibrida e a dentina integra (Van Meerbeek et al., 1992; Sano et al.,
1994; Sano et al., 1995; Spencer & Swafford, 1999; Tay et al., 2003; Tay et al., 2003a).
Esta zona é considerada uma area propicia a degradacéo e capaz de influenciar a
resisténcia de unido (Sano et al., 1999; Hashimoto et al., 2000; Hashimoto et al., 2001).
Partindo do principio que ha uma zona desmineralizada e nao infiltrada pelo adesivo,
principalmente nos sistemas em que se utiliza o condicionamento prévio, e que esta
area pode propiciar uma degradacao da interface adesiva e comprometer a eficiéncia
da restauragdo, é necessario pesquisar quais os fatores que podem influenciar as
caracteristicas dessa zona e o que ocorre com esta estrutura ao longo do tempo, em
nivel ultramorfol6gico.

Existem evidéncias na literatura demonstrando que a dentina
desmineralizada por solucdes acidas pode ser remineralizada in vivo (Kato &
Fusayama, 1970; Miyauchi et al.,, 1978). No entanto, a observacao ultra-estrutural da
possibilidade de remineralizacdo da regiao dentinaria desmineralizada e nao infiltrada
pelo adesivo apresenta poucos dados na literatura (Tatsumi et al., 1992; Akimoto et al.,
2001). Muita informacao tem sido gerada sobre o comportamento das interfaces resina-
dentina ao longo do tempo in vitro, no entanto poucos dados estdao disponiveis a
respeito do comportamento desta interface in vivo, especialmente em seres humanos.

Partindo do pressuposto que haja uma remineralizagdo da dentina
desmineralizada em seres humanos, 0 mecanismo de deposicao desse mineral, além
de complexo, pela ocorréncia de processos biolégicos e fisico-quimicos que agem
estimulando essa deposicdo de mineral, pode estar relacionado com a mineralizacao
fisiolégica que ocorre na formacao da dentina, ap6s a erupcao do elemento dental,
denominada dentina secundaria. E interessante do ponto de vista ultra-morfolégico
novos estudos que comparem o processo de remineralizacao da zona desmineralizada

e nao infiltrada pelo sistema adesivo com a mineralizagao fisiol6gica dentinaria.



2. PROPOSICAO

Os objetivos deste estudo ultramorfolégico foram: (1) observar o aspecto da
mineralizacao fisiol6gica que ocorre na frente de mineralizacdo na regiao circumpulpar
e; (2) analisar o comportamento da interface adesiva resina-dentina apés um periodo
de 6 meses in vivo, quanto a possibilidade da ocorréncia de um processo de
remineralizacdo na camada hibrida. A hipétese nula testada foi a de que nao ocorre
remineralizagdo da regido dentinaria desmineralizada pelo condicionamento acido ap6s

0 periodo proposto.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Aspectos Eticos

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1), bem como o
projeto de pesquisa foram avaliados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Guarulhos (Projeto n® SISNEP/96 — Anexo 2), devido ao fato da pesquisa
ser realizada em seres humanos. Todos os pacientes foram devidamente informados
dos propésitos do estudo e quais procedimentos restauradores seriam realizados
clinicamente. Apds a leitura e assinatura do termo de consentimento, as etapas clinicas

eram iniciadas.

3.2. Amostra

Foram selecionados 2 dentes pré-molares integros (n=2), com indicacao
para exodontia por motivos ortoddnticos (Figura 3.1), de pacientes oriundos do curso de
Especializacdo em Ortodontia da Universidade Guarulhos. Os fatores de incluséo
foram: individuos do género masculino ou feminino, idade entre 12 e 20 anos, auséncia
de doenca geral ou bucal pregressa, bem como a auséncia de lesées de carie.

Como critérios de exclusao foram considerados os pacientes impossibilitados
de se realizar o isolamento absoluto do campo operatério ou pela presencga de alguma
variacao anatbmica das raizes que dificultasse a exodontia, visualizada através da
radiografia periapical de diagnéstico.

Figura 3.1. Dente pré-molar integro indicado para exodontia por motivos ortodénticos.
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3.3. Delineamento Experimental

Em cada dente foram realizados dois preparos do tipo Classe | e restaurados
com resina composta, porém com um intervalo de 6 meses de diferenca entre as
restauracoes. A restauracao inicial foi denominada restauragao tardia, pois permaneceu
um periodo no meio bucal. A restauracédo realizada apds 6 meses, de restauragcao
imediata, devido ao fato do dente ser extraido no mesmo dia de sua realizacdo. As
restauracdes foram executadas por um unico operador, sendo uma na féssula mesial e
outra na féssula distal da superficie oclusal. Com o objetivo de nao viciar a amostra, a
restauracao tardia era iniciada ora pela féssula mesial, ora pela féssula distal (Tabela 1).

Tabela 1. Condicoes elaboradas para distribuicdo da restauracao tardia em relagao ao tipo de féssula.

Féssula Mesial Féssula Distal
Dente 1 Restauracao Tardia Restauracao Imediata
Dente 2 Restauracao Imediata Restauracao Tardia

3.4. Procedimentos Restauradores

A anestesia do elemento dental foi efetuada mediante a aplicacao de solucao
anestésica loco-regional (Cloridrato de lidocaina e fenilefrina — Novocol 100 — SSWhite,
SP-Brasil, Lote 0010106), seguido pela colocacdo do isolamento absoluto do campo
operatorio (Figura 3.2).

A Tabela 2 apresenta os materiais restauradores utilizados neste
experimento. Os procedimentos restauradores estao ilustrados nas Figuras 3.2 a 3.16.
O preparo cavitario foi iniciado na regidao da féssula, seguindo a Tabela 1, com uma
ponta diamantada esférica (1014, KG Sorensen, Barueri-SP, Brasil) (Figura 3.3 a,b), em
alta rotacado (Kavo, SP-Brasil) e sob intensa refrigeracdao, com o objetivo de facilitar o
trabalho seqlencial. Utilizou-se entdo uma segunda ponta diamantada tronco-conica
de extremidade arredondada (3131, KG Sorensen, Barueri-SP, Brasil) nas mesmas
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condicdes (alta-rotacdo e com refrigeracdo) para dar o formato e a profundidade
planejada (Figura 3.4a,b).

As dimensbes cavitarias foram: 3mm de profundidade, tendo como referéncia
a crista marginal (posicao da parede pulpar), 3mm no sentido vestibulo-lingual e 2mm
no sentido mésio-distal sempre conferidos com uma sonda periodontal milimetrada
(Goldman-Fox/Willian, Hu-Friedy, Rio de Janeiro-RJ, Brasil) que funcionava como um
guia (Figura 3.5). Esta conduta teve o objetivo de padronizar a profundidade da parede
pulpar em uma dentina meédia a profunda.

Apbs o término do preparo cavitario, realizou-se o condicionamento dental
com a aplicacdo do acido fosférico a 37% (Figura 3.6a). Para se verificar a fluidez e a
consisténcia do mesmo, inicialmente este era aplicado sobre uma gaze (Figura 3.6b),
evitando assim que durante a sua aplicacdo no preparo, ocorresse 0 extravasamento
sem o devido controle. Por meio de um rigoroso controle da aplicacdo, o gel foi
cuidadosamente dispensado sobre esmalte cavosuperficial do preparo e la permaneceu
durante 15s (Figura 3.7a). A seguir, o gel foi aplicado sobre a dentina, iniciando-se a
contagem de permanéncia de 20s. (Figura 3.7b,c). Na seqliéncia, a cavidade foi lavada
durante 20s com jato de ar/agua (Figura 3.8a). O excesso de agua do campo operatério
foi removido inicialmente com o auxilio de uma gaze seca e esterilizada. Uma canula de
endodontia serviu para aspirar a umidade ao redor da cavidade, apenas na regiao do
esmalte, tomando-se o cuidado para manter a dentina iumida (Figura 3.8b). Excessos
de agua da superficie dentinaria foram removidos com aplicadores do tipo microbrush
(Figura 3.9a,b) de modo que o esmalte anteriormente a aplicacdo do sistema adesivo
se apresentasse branco opaco e a dentina com aspecto brilhante, demonstrando uma
caracteristica de umidade dentinaria (Figura 3.9c).

Duas camadas do sistema adesivo resinoso de dois passos Prime&Bond NT
foram aplicadas até que visivelmente se observasse um aspecto brilhante de toda a
cavidade, pois segundo o fabricante uma “generosa quantidade” deve ser aplicada
(Figura 3.10a,b,c). A superficie da dentina permaneceu assim por 20s. O solvente
presente no adesivo (acetona) foi removido com um leve jato de ar por 5s a
aproximadamente 2cm de distancia. Esta camada de adesivo foi entdo fotoativada
durante 10s, com uma unidade emissora de luz visivel (Optilight Plus, Gnatus, Ribeirao
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Preto-SP, Brasil) (Figura 3.11) e intensidade de 600mW/cm? aferida com um
radibmetro (Gnatus, Ribeirdo Preto-SP, Brasil), o qual também foi utilizado para
fotopolimerizar as resinas utilizadas na seqiéncia. Uma camada de aproximadamente
2mm de uma resina composta de baixa viscosidade (Protect Liner F) foi aplicada na
parede pulpar (Figura 3.12a,b) e fotopolimerizada por 40s. A resina composta de baixa
viscosidade foi utilizada com o intuito de facilitar a ultramicrotomia (Perdigédo et al.,
2000).

Na seqUéncia, a cavidade foi restaurada com uma resina composta
microhibrida pela técnica incremental (Figura 3.13a). Nas cavidades realizadas nas
fossulas distais optou-se pela colocacdo da resina na cor A2-O, enquanto nas
cavidades das féssulas mesiais, a resina escolhida foi a cor W-E, com o objetivo de
facilitar a identificacdo no processamento das amostras (Figura 3.13b). Cada camada
foi inserida pela técnica obliqua de insercao (Pollack, 1987) (Figura 3.13c), com
aproximadamente 1mm de espessura, e entdo polimerizada pela mesma unidade
emissora de luz visivel, durante 40s por incremento, segundo recomendacao do
fabricante, quando se utilizam cores mais opacas.

Ao término da restauracao tardia (Figura 3.14), apds os devidos ajustes
oclusais, 0 paciente era dispensado e aguardava o intervalo de 6 meses para se
realizar a outra restauracdo. Apds o periodo proposto, a mesma sequiéncia operatdria
era entdo realizada na outra féssula, com a preocupacdo de se utilizar a resina
composta na cor adequada (Figura 3.15a,b). Ao final da realizacdo da segunda
restauracao, o isolamento absoluto do campo operatério era cuidadosamente removido
(Figura 3.16) e realizava-se a exodontia do elemento dental.
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Tabela 2. Materiais, fabricantes, lote e composi¢ao dos produtos utilizados nos procedimentos
restauradores.

Produto e Fabricante Composicao

Condicionador acido: Condicionador
dental gel a 37% (Dentsply, Petropolis-

RJ, Brasil)
Lote 242437

Acido fosférico, silica coloidal e corante

PENTA, UDMA, Resina R5-62-1,

Sistema adesivo: Prime&Bond NT . ) L
T-resina, D-resina nanométrica,

(Dentsply /Caulk, Milford-DE, EUA)
Lote 168410

hidrofluoreto de cetilamina, acetona,

fotoiniciador

Resina de baixa viscosidade: Protect o ) o . ,
Silica coloidal silanizada em matriz pré-

polimerizada (30%p), Bis-GMA, UDMA,
TEGDMA, THFMA.

Liner F (Kuraray Medical, Kurashiki,
Japan)
Lote 0062

Bis-GMA Uretano modificado, BisEMA,
TEGDMA, Vidro de Borosilicato de Fltuor
Aluminio e Bario Silanizados, Silica

Resina composta: Esthet-X A20,
Esthet - X WE (Dentsply, De Trey-

Konstanz, Alemanha) Lote 04062143 _ o
Coloidal e Nanométrica

PENTA, Acido fosforico pentaacrilodipentaeritritol; TEGDMA, Trietileno glicol dimetacrilato; bis-GMA,

Bisfenol-glicidil-dimetacrilato; UDMA, Uretano dimetacrilato; BisEMA, Bisfenol-A Dimetacrilato etoxilado
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Figura 3.2. Isolamento absoluto do campo operatério previamente a realizagcao dos procedimentos
restauradores.

Figura 3.4. a) Ponta tronco-cénica diamantada em posigao; b) Observagao do preparo final.

Figura 3.5. Sonda periodontal conferindo as dimenso6es do preparo em relagdo a profundidade.
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Figura 3.7. a) Acido fosférico sendo aplicado apenas no esmalte cavosuperficial; b) Inicio da aplicacdo
do gel sobre a parede pulpar; ¢) Preenchimento de toda a cavidade preparada com o gel.

Figura 3.8. a) Lavagem do gel por 20s. b) Aspiragéo inicial do excesso da umidade com cénula de
endodontia, com o cuidado de n&o desidratar demasiadamente a dentina.

Figura 3.9. Remocao do excesso de umidade dentindria: a) microbrush seco; b) microbrush amido; c)
Observacao do aspecto esbranquicado do esmalte cavosuperficial condicionado e o aspecto Umido da
dentina localizada na parede pulpar do preparo.
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Figura 3.10. a) Inicio da aplicagdo do sistema adesivo; b) Aplicagao na superficie de esmalte cavo
superficial; c) Aplicacdo em toda a dentina.

& =1 T .
e ‘ Cav. Distal ! Esthet')

micro matrix restorativ

Cav. Mesial H'Esthef'*‘“

Figura 3.13. a) Detalhe da resina utilizada; b) Identificacdo das resinas compostas de acordo com o
posicionamento das cavidades; ¢) Inser¢cao do incremento pela técnica obliqua.
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Figura 3.15. Realizagao da restauracao imediata: a) Destaque da cor WE (cavidade mesial);
b)Restauragéo imediata finalizada.

Figura 3.16. Ap6s a remogao do isolamento absoluto.
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3.5. Procedimentos Cirurgicos

Os movimentos de sindesmotomia (Freer duplo, Quinelato, SP-Brasil) e
luxagao, principalmente com alavancas do tipo Seldin reta (n.2, Quinelato, SP-Brasil),
foram aplicados com a preocupagdo para que se realizasse uma avulsdo menos
traumatica para o elemento dental. (Figura 3.17). Cuidados pés-operatérios eram
transmitidos aos pacientes que retornavam em 1 semana para remogao da sutura e

avaliacéo.

Figura 3.17. Procedimentos para a exodontia do elemento dental e sutura.

Apdbs a remocao do elemento dental, os tecidos periodontais adjacentes a
este eram removidos com curetas (McCall 17/18, Hu-Friedy, RJ-Brasil) e um corte com
um disco diamantado dupla face para corte externo e interno (7020, KG Sorensen, Ind.
Com. Ltda, SP-Brasil) em baixa rotacdo e com refrigeracao, foi realizado 1mm abaixo
da juncdo cemento/esmalte, separando a raiz da coroa dental (Figura 3.18), e deixado
imerso inicialmente em solucéo fixadora de paraformaldeido (2,5%) com glutaraldeido
(2,5%), conhecida como Solugcédo de Karnovsky (Electron Microscopy Sciense, Hatfield,
PA, EUA).

Figura 3.18. Limpeza dental e separacdo da coroa e raiz
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3.6. Preparo da Amostras para Microscopia Eletronica de Transmissao

Para observacdo em Microscopia Eletrénica de Transmissdo, as amostras
foram inicialmente seccionadas em uma cortadeira metalografica de precisao (IsoMet
1000, Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA) em fatias de aproximadamente 1mm de
espessura no sentido mesio-distal do elemento dental sobre as restauragdes
confeccionadas (Figura 3.19).

N

Figura 3.19. a) Cortadeira metalografica; b)Cortes mesio-distais; ¢) Cortes por uma vista oclusal.
Em seguida, um corte paralelo ao sentido vestibulo-lingual foi realizado para
que fosse separado a restauracdo da fossula mesial da restauracdo realizada na
fossula distal (Figura 3.20).

Figura 3.20. a) Posicionamento para o corte vestibulo-lingual; b,c) Cortes sendo realizados; d) Cortes por

uma vista oclusal.

As amostras devidamente identificadas foram fixadas em nova Solucdo de
Karnovsky por pelo menos 1h. Em seguida, receberam 3 trocas de 10min em tampé&o
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Cacodilato de Sédio (0,05M). Apbs este passo, as amostras foram péds-fixadas em
tetroxido de 6smio (OsQ4) a 1% por 1h e lavadas com 3 trocas em agua destilada de
10min (Figura 3.21). Os materiais utilizados para a fixagdo final foram manipulados
(Electron Microscopy Sciense, Hatfield, PA, EUA).

Figura 3.21. Detalhe das amostras seccionadas ao centro e nas laterais com uma das solugdes de

fixacao.

Apo6s os procedimentos de fixagdo, os espécimes foram desidratados em
concentracdes crescentes (30, 50, 70, 90 e 100%) de etanol absoluto (Merck,
Alemanha) (Figura 3.22a). Os espécimes ficaram imersos em cada concentragdo de
alcool por um periodo de 10min, sendo que na concentragdo de 100% foram realizados
3 trocas. O o6xido de propileno (Electron Microscopy Sciense, Hatfield, PA, EUA),
(Figura 3.22b) foi utilizado como fluido de transicdo e com este produto foram
realizados no final, 3 trocas de 10min.

30% 50% 70% 90% 100% 1°°f’ 100%
0 9

0 10 20 30 40 50 60 70 8

(0] 100min

Figura 3.22. a) Alcool etilico absoluto; b) Oxido de propileno
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Apbs os procedimentos de desidratacao, iniciaram-se os procedimentos de
inclusdo em resina epoxica. A resina utilizada neste experimento foi a resina Dr. Spurr
(Electron Microscopy Sciense, Hatfield, PA, EUA) (Figura 3.23b), a qual ap6s a mistura
com proporcdes recomendadas pelo fabricante e verificadas por uma balanca digital
Digimed (KN 500, Knwaagen Balancas LTDA, SP-Brasil) (Figura 3.23a), foi colocada
em um agitador magnético (752, Fisatom, SP-Brasil) (Figura 3.23c) por 15 min.

Figura 3.23. a) Balancga digital; b) Constituintes da resina epodxica c) Agitador magnético

Com a resina Dr. Spurr manipulada, esta foi inicialmente diluida em 6xido de
propileno em uma concentragdo de 1:1 em volume. Os espécimes permaneceram nesta
mistura de resina/éxido de propileno por um periodo de 12hs. Apéds este periodo foram
imersas em resina a 100% por um periodo de 12hs (Figura 3.24a), em um dessecador
sob vacuo (Figura 3.24b).

Figura 3.24. a) Amostras em resina epéxica 100%; b) Dessecador para a evaporagao do 6xido de

propileno.

Decorrido este periodo, os espécimes foram entdo colocados em moldes de
silicone (Electron Microscopy Sciense, Hatfield, PA, EUA) proprios para o
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processamento para microscopia eletrbnica de transmissdo, ja devidamente
identificados (Figura 3.25a, b). A resina epdxica a 100% foi vertida sobre estes moldes
em uma sequéncia padronizada (Figura 3.25,c). Posteriormente, as amostras foram
levadas a uma estufa (El 1.6, Odontobras, SP-Brasil) previamente aquecida a 80°C
para polimerizacado da resina. Os espécimes permaneceram na estufa por um periodo
de 48hs.

Figura 3.25. Seqiiéncia para insergdo no molde de silicone. a) Identificagao; b) Inser¢éo das amostras;
¢) Insercao da resina epdxica.

Apbés a polimerizacdo dos blocos (Figura 3.26), os mesmos foram
desbastados (Figura 3.27b) para reducao da regido que seria analisada a uma area de
aproximadamente 0,5mm? (Figura 3.27¢) com auxilio de um aparelho especifico (Leica
EM Trim, Wetzlar, Alemanha) (Figura 3.27a). Em seguida, os blocos foram levados a
um ultramicrétomo (Figura 3.27d,e) para a obtencdo de fatias ultrafinas de
aproximadamente 90nm de espessura. A espessura da fatia é determinada pela
coloracdo dourada da seccado. As fatias ultrafinas foram coletadas e colocadas sobre
grades de cobre (Figura 3.27f) cobertas com formvar e estabilizadas com carbono
(Electron Microscopy Sciense, Hatfield, PA, EUA).

Flgura 3. 26 Blocos apos a pollmerlzagao da resina epoxica.
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Figura 3.27. a) Aparelho Leica EM Trim; b) Realizando o desbastamento do bloco ; ¢) Bloco aparado; d)
Ultramicrétomo com a amostra em posi¢éo; e) Detalhe da faca de diamante; f) Grades de cobre.
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Fotomicrografias representativas foram realizadas em um microscépio
eletrénico de transmissao (Zeiss EM 900, Zeiss, Munich, Alemanha) (Figura 3.28).

Figura 3.28. a) Microscépio Eletrénico de Transmissao; b) Aparato para a colocagao do espécime;

¢) Eclusa para a colocagao do aparato; d) Imagem vista pela janela de observagao.

As imagens foram comparadas para se verificar as caracteristicas
ultramorfolégicas das interfaces, principalmente em relacao a possivel remineralizacéo

do colageno (Figura 3.29).

Figura 3.29. Visualizagao das imagens.
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4. RESULTADOS

Durante o preparo das amostras para microscopia eletronica de transmissao,
foram observadas dificuldades técnicas, que impediram a obtencdo de seccdes
ultrafinas para analise das interfaces resina-dentina nas duas restauragdes imediatas e
em uma restauragao tardia, o que impediu que apresentassemos as imagens destes
espécimes. As interfaces resina-dentina se separaram no momento do corte, 0 que nao
permitiu a sua observacdo. As imagens apresentadas ilustram aspectos representativos
da regiao da frente de mineralizacdo na regido circumpulpar e também da regido da
interface resina-dentina apds um periodo de 6 meses em fungéo.

As Figuras 4.1 a 4.3 apresentam fotomicrografias eletrénicas de transmissao
de seccbes nao-desmineralizadas e ndo-coradas que ilustram o aspecto da frente de
mineralizacdo na regido circumpulpar. Pode-se observar o processo de mineralizacao
fisioldgica que ocorre nesta regido. As imagens demonstram a deposicdo de minerais
na matriz organica nao-mineralizada ao redor dos prolongamentos odontoblasticos na
regiao da pré-dentina. As Figuras 4.2B e 4.3B apresentam em grande magnificagao a
deposicao de cristais de hidroxiapatita nesta regido. Na Figura 4.3, pode-se observar a
intima relacdo que os prolongamentos odontoblasticos tém com este processo de
mineralizacdao. A mineralizacao ocorre ao redor destes prolongamentos até formar uma

matriz totalmente mineralizada.
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Figura 4.1. Fotomicrografias eletrénicas de transmissao (METs) de seccdes ndo-desmineralizadas e néo-
coradas demonstrando a frente de mineralizagdo que ocorre na regido circumpulpar. A — a linha tracejada
demonstra o limite da regido de dentina mineralizada (D) e da regido de pré-dentina que ainda esta
sofrendo 0 processo de mineralizacdo. B — pode-se observar o processo de deposi¢cdo mineral na frente
de mineralizagao. A regiao com maior contraste representa a regido mineralizada enquanto a regido mais
clara representa a matriz organica (M) composta principalmente por fibrilas colagenas e proteinas nao-
colagenosas. C — em maior magnificacdo observa-se com mais detalhe o processo de formacdo da
dentina mineralizada (setas). (PO) prolongamentos odontoblasticos. Magnificagao original: A-1.100X, B-
3.000X, C-12.000X.
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Figura 4.2. METs de secgbes nado-desmineralizadas e nado-coradas demonstrando o processo de
formacdo da dentina secundaria. A — a imagem demonstra o processo de deposicdo mineral na matriz
organica (M) ao redor dos prolongamentos odontoblasticos (PO). B — com um maior aumento pode-se
observar os cristais de hidroxiapatita (setas). Magnificagao original: A — 3.000X, B — 20.000X.

Figura 4.3. As fotomicrografias demonstram que o processo de mineralizagdo esta intimamente
relacionado com os odontoblastos, pois a mineralizacdo ocorre ao redor dos seus prolongamentos
(setas). (D) dentina mineralizada, (PO) prolongamento odontoblastico, (M) matriz orgéanica nao-
mineralizada. Magnificagao original: A-C — 3.000X.
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Os resultados da observacao das interfaces resina-dentina em microscopia
eletrbnica de transmissdo estdo apresentados nas Figuras 4.4 a 4.11. As imagens
demonstram evidéncias da ocorréncia de um processo de remineralizagdo em algumas
regidbes da interface resina-dentina apdés um periodo de 6 meses em que as
restauracdes permaneceram em fungao in vivo.

A Figura 4.4 ilustra o aspecto da interface resina-dentina demonstrando uma
camada hibrida de aproximadamente 5um de espessura. Os prolongamentos de resina
para dentro dos tubulos dentinarios também podem ser observados. No interior dos
tubulos dentinarios foram observados os prolongamentos odontoblasticos envolvidos
pela resina adesiva. Na base da camada hibrida, nota-se uma regido de dentina com
um aspecto mais elétron-denso, que representa possivelmente uma zona com uma

concentragdo mineral maior que a dentina subjacente.

Figura 4.4 MET de uma secgéo nao-desmineralizada e ndo-corada da interface resina-dentina produzida
pelo sistema adesivo Prime&Bond NT. As setas brancas apontam uma regiao mais elétron-densa na
base da camada hibrida que aparenta apresentar maior conteddo mineral que a dentina (D) subjacente.
As estrelas brancas mostram a presenca dos prolongamentos odontoblésticos envolvidos pela resina
adesiva nos tubulos dentinarios. (CH) camada hibrida, (RC) resina composta. Magnificagdo original:
1.100X.

Pode-se observar com maior detalhe na Figura 4.5 esta zona mineralizada

de aproximadamente 1um de espessura com depdsitos de cristais de hidroxiapatita na
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base da camada hibrida. Na Figura 4.5A pode-se notar um prolongamento
odontoblastico que se extende para o exterior da superficie dentinaria na altura da
camada hibrida e que se encontra envolvido pela resina adesiva. Ao redor deste
prolongamento odontoblastico pode-se verificar alguns depdsitos minerais na forma de
vesiculas.

A Figura 4.6B também ilustra em maior magnificacdo a deposicdo de cristais

de hidroxiapatita na base da camada hibrida.

Figura 4.5. METs nao-desmineralizadas e ndo-coradas representativas da interface resina-dentina.
Observa-se uma zona hipermineralizada (entre as setas) na base da camada hibrida (CH). A estrela
aponta a extensdo de um prolongamento odontoblastico. (RC) resina composta. Magnificagao original: A-
B - 3.000X.
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Figura 4.6. METs nao-desmineralizadas e n&do-coradas representativas da interface resina-dentina.
Pode-se observar o acimulo de cristais de hidroxiapatita na base da camada hibrida (CH). A estrela
mostra a extensdo do prolongamento odontoblastico. (D) dentina, (RC) resina composta. Magnificagao
original: A - 3.000X, B —20.000X.
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Um aspecto interessante foi observado na Figura 4.7, na qual um processo
de mineralizagdo ocorreu no interior da camada hibrida. Aparentemente existe um

nacleo de mineralizacao ao redor do qual o processo de deposicdo mineral acontece
(Fig. 4.7C).

o 7.:;,‘:&';\ ‘ & —
Figura 4.7. METs ilustrativas da interface resina-dentina demonstrando a ocorréncia de um acumulo de
minerais no interior da camada hibrida (CH). (C) Em maior magnificagdo observa-se um nucleo de

mineralizagdo (seta) com maior concentragdo de cristais de hidroxiapatita, ao redor do qual ocorre a
deposicao de outros cristais. Magnificacao original: A — 3.000X, B — 12.000X, C — 20.000X.

Em uma das regides observou-se uma mineralizagdo densa no topo da
camada hibrida, como apresentado nas Figuras 4.8 e 4.9. Esta regido apresentava
aproximadamente 2um de espessura. Na mesma imagem observou-se também logo
abaixo a esta regido mineralizada, uma regidao onde a rede de fibrilas coldgenas que
compdem a camada hibrida apresentavam um aspecto de desintegracao.
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Figura 4.8. MET demonstra a interface resina-dentina, apresentando uma regido densamente
mineralizada (setas brancas) no topo da camada hibrida (CH), com aproximadamente 2 um de espessura
e 6 um de extensdo. Logo abaixo desta regido observou-se uma zona que aparentemente ilustra a
ocorréncia de um processo de degradagao das fibrilas coladgenas na camada hibrida (pontas de setas).
(D) dentina mineralizada, (RC) resina composta. Magnificacdo orginal: 3.000X.
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Figura 4.9. METs demonstram em maior magnificagdo um corte seriado da mesma regiao da interface
resina-dentina apresentada na Figura 4.8. As setas brancas indicam uma regido densamente
mineralizada no topo da camada hibrida (CH). Logo abaixo desta regido observou-se uma zona que
aparentemente ilustra a ocorréncia de um processo de degradacao das fibrilas coladgenas na camada
hibrida (pontas de setas). (D) dentina mineralizada, (RC) resina composta. Magnificagao orginal: A —
4.400X, B — 12.000X.
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Em todas as regides em que se observou o fendmeno de remineralizacéo no
interior da camada hibrida, pode ser notada a proximidade com os prolongamentos
odontoblasticos, como pode ser visto na Figura 4.10a. Na Figura 4.10b, observa-se em

grande aumento a relacdo do prolongamento odontoblastico com a dentina peritubular.

Figura 4.10. METs representativas da interface resina-dentina. Pode-se notar que o processo de
mineralizagéo (seta) na camada hibrida (CH) na maioria das vezes esteve associado a proximidade com
os prolongamentos odontoblasticos (estrela). Magnificagéo original: A — 3.000X, B — 12.000X.

0.3/ 40

Figura 4.11. METs demonstrando o aspecto do prolongamento odontobléstico (PO) no interior do tubulo
dentinario; dentina (D); dentina peritubular (DP). As pontas de setas apontam pequenas substancias que
aparentam estar sendo secretadas do prolongamento e provavelmente estdo envolvidas na deposicéao de
mineral e formacao da dentina peritubular (seta). Magnificagdo original: A — 12.000X, B — 30.000X
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou através das imagens obtidas com o
microscépio eletrénico de transmissdao (MET) algumas regides que apresentam a
ocorréncia de uma mineralizagao fisiol6gica na frente de mineralizagdo na pré-dentina,
e também um processo de remineralizagdo da estrutura dentindria desmineralizada
apos aplicacdo do acido fosforico para formacdo da camada hibrida. As imagens
demonstram que a dentina, por ser um tecido vital e estar diretamente relacionada com
a polpa, pode reagir de diferentes formas aos procedimentos restauradores. A utilizacao
do MET mostrou detalhes jamais apontados na interface resina-dentina. A microscopia
eletrdnica de transmissao foi utilizada para a analise ultraestrutural das amostras no
presente estudo, pois fornece mais detalhes da regido estudada em relacdo a
microscopia eletrénica de varredura, como demonstrou Van Meerbeek et al. (1993), em
um estudo no qual foram comparadas as duas metodologias para analise da interface.

Os mecanismos envolvidos no processo de mineralizagdo ou
remineralizagcdo de um tecido vem sendo estudados ao longo de muitos anos. O
processo nao consiste apenas na combinacdo de ions calcio e fosfato na matriz
organica, gerando fosfato de calcio, porém varios fatores biolégicos e fisico-quimicos
estdo envolvidos estimulando ou inibindo a deposicédo de mineral (Katchburian & Arana,
1999). No presente estudo foi observada inicialmente a regido da dentina circumpulpar,
onde sabidamente ocorre um processo de mineralizagdo, para que pudessem ser
comparados os possiveis mecanismos de deposi¢cdo mineral na frente de mineralizacao
com o processo de mineralizagao que se esperava observar na interface resina-dentina.
Este processo de mineralizagcdo na interface resina-dentina, observado no presente
estudo corrobora com os relatos de Tatsumi et al. (1992) e Akimoto et al. (2001).

Através das imagens 4.1 a 4.3, o processo de mineralizagdo ao redor dos
prolongamentos dos odontoblastos, na regido periférica ao tecido pulpar (pré-dentina),
foi verificado nesse estudo. As regides elétron-densas representam o acumulo de
mineral na matriz extracelular ndo-mineralizada, que é composta principalmente por

fibrilas colagenas (regides elétron-luscentes). A pré-dentina € uma camada nao-
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mineralizada presente durante a dentinogénese, mas que permanece durante toda a
vida do elemento dental, separando os odontoblastos da dentina mineralizada (Linde &
Goldberg, 1993). A partir do momento que se forma uma nova camada de dentina,
permanece uma camada de pré-dentina de aproximadamente 30um separando-a da
camada dos odontoblastos (Katchburian & Arana, 1999). Na pré-dentina, a matriz
extracelular é formada por fibrilas colagenas e contém uma maior quantidade de
proteoglicanas e glicosaminoglicanas do que a dentina mineralizada. As proteinas nao
colagenosas estao relacionadas com o processo de mineralizagao (Linde, 1989; Lussi &
Linde, 1993).

As imagens apresentadas demonstram que o processo de mineralizacao,
tanto na regido de pré-dentina, quanto na camada hibrida sempre esteve associado a
presenca dos odontoblastos ou dos seus prolongamentos. Os odontoblastos sao tipicas
células secretoras de proteinas que constituem uma camada de células acoplada a pré-
dentina, e sdo responsaveis pela sua formacao. Os odontoblastos possuem duas partes
nitidamente diferentes: o corpo celular e os prolongamentos odontoblasticos que estao
presentes nos tubulos dentinarios. A porcdo organica da dentina é produzida pelos
odontoblastos. Essa porcdo, assim como ocorre em outros tecidos que sofrem
mineralizacao, possui dois componentes: o componente fibrilar (fibrilas colagenas) e a
substancia fundamental interfibrilar. O processo de formacéao da dentina se inicia com a
secrecdo das fibrilas colagenas, sendo a parte mais numerosa. Assim que ha a
formacédo de uma fina camada de matriz organica, inicia-se a deposi¢cao de mineral no
seu interior (Katchburian & Arana, 1999). Os cristais de hidroxiapatita sao visualizados
como finas agulhas nas Figuras 4.6 e 4.7.

Na observacdo da interface resina-dentina foi verificada a presenca dos
prolongamentos odontoblasticos no interior dos tubulos e envolvidos pela resina
adesiva (Figuras 4.4, 4.6, 4.8, 4.10 e 4.11). Estudos de imunohistoquimica evidenciam
que a extensdo do prolongamento odontoblastico vai até a juncado dentina-esmalte
(Sigal et al., 1984). Os prolongamentos odontoblasticos possuem um desenvolvido
sistema de microtubulos e microfilamentos que se dispdéem paralelamente ao seu longo
eixo, apesar da caréncia de organelas (Linde & Goldberg, 1993). Os microtubulos

provavelmente participam no transporte de granulos de secregao.
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A dentinogénese ocorre primeiramente por uma formacdo de uma matriz
colagenosa e posteriormente ha uma deposicao de cristais de fosfato de calcio. Apés a
calcificagéo inicial, todos os cristais ficam associados dentro ou na superficie das fibras
colagenas (Avery, 2005). A fase mineral que constitui a maior parte dos tecidos duros é
um fosfato de célcio, em geral sob a forma de hidroxiapatita. A hidroxiapatita é o tipo de
apatita biol6gica que impregna os tecidos mineralizados formando cristais de tamanhos
variados (Katchburian & Arana, 1999). Da mesma forma que existe uma matriz organica
capaz de ser mineralizada na regido da pré-dentina, acreditamos que ao desmineralizar
a dentina com o acido fosférico para realizar os procedimentos adesivos, promove-se
uma regido com caracteristicas estruturais bem préxima da matriz organica inicial. A
matriz organica consiste em uma proteina fibrosa (colageno tipo |) associada com
quantidades e tipos variaveis de outras macromoléculas (proteoglicanos, fosfoproteinas
e fosfolipideos). Essa matriz organica € capaz de receber mineral na forma de
hidroxiapatita. As fibrilas de colageno estdo arranjadas com proteinas nao colagenosas,
tais como as proteoglicanas, que apresentam papel fundamental no processo de
mineralizacao (Goldberg et al., 2003; Wiesmann et al., 2005).

Breschi et al. (2002), Breschi et al. (2003) e Pereira et al. (2006),
demonstraram a presenca de proteinas nao colagenosas na regidao da camada hibrida.
Estes trabalhos demonstram que mesmo apds o condicionamento acido, estas
proteinas permanecem na regidao, e podem estar envolvidas no processo de
remineralizacao observado. Apesar do fluido tecidual ser supersaturado em relacdo aos
ions de calcio e fostato, a precipitacdo de fosfato de célcio ndo ocorre de forma
espontanea, pois o fluido contém também outras moléculas, as quais inibem a
formacao do cristal. Algumas proteinas nédo colagenosas, especialmente as fosfoforinas
podem agir como nucleadoras e controlar o crescimento do cristal (Milan et al., 2006;
Dechichi et al., 2006). Na Figura 4.7, observa-se a ocorréncia de um nucleo de
mineralizacao, ao redor do qual o processo de deposicdo mineral acontece.

O objetivo inicial do estudo, que seria comparar a restauracao que
permaneceu no meio oral por um periodo de 6 meses, com a restauracao imediata nao
foi possivel devido a perda dos espécimes deste grupo durante a realizacdo da
ultramicrotomia. O delineamento do presente estudo foi adaptado de um experimento
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realizado por Miyauchi et al. (1978), que compararam 0s grupos em relacdo a
recalcificacdo tecidual em dentes cariados. A formacao dentinaria tem sido estudada a
varios anos tanto em modelos humanos como em animais (Cox et al., 1992). Apesar de
nao terem sido apresentadas imagens obtidas no grupo controle, existe na literatura,
um estudo que analisou in vitro a ultramorfologia da interface resina-dentina produzida
pelo sistema adesivo Prime&Bond NT, o mesmo utilizado no presente experimento. No
estudo realizado por Reis et al. (2006) ndo foi observada a presenca de minerais na
camada hibrida, tampouco a presenca de processos odontoblasticos na interface. Apés
6 meses de armazenagem em 4gua, os autores observaram um aumento na
nanoinfiltracdo, que foi atribuida a degradacao da interface. Kato e Fusayama (1970)
relataram a ocorréncia de mineralizacdo da dentina afetada por carie em dentes
polpados, o que nao foi observado em dentes despolpados, demonstrando a
importancia da vitalidade dental neste processo. Estes resultados podem ser
extrapolados para a comparacgao dos resultados obtidos in vivo e in vitro.

Apesar dos avangos alcancados pelos adesivos dentinarios, trabalhos
apontam para uma possivel degradacdao da unido da resina composta aos tecidos
dentais ao longo do tempo na presenca de agua. A reducao da resisténcia de unidao de
sistemas adesivos a dentina é atribuida a degradacgao das fibrilas colagenas e/ou da
resina adesiva (Sano et al, 1999; Hashimoto et al, 2000; De Munck et al., 20083;
Giannini et al., 2003; Tay et al., 2003). Fatores como a viscosidade da solugdo do
adesivo e o colapso da malha de fibrilas colagenas podem dificultar a infiltracdo do
agente de unido. Embora o processo de degradagao das interfaces resina-dentina seja
um fenbmeno previsivel, pode-se esperar que ocorram outros fenémenos
simultaneamente quando as interfaces s&o produzidas em dentes vitais, como realizado
no presente estudo. As Figuras 4.8 e 4.9 ilustram regides que demonstram um grande
acumulo de mineral. Nas mesmas fotomicrografias, pode-se observar também a
presenca de uma regiao que sugere a degradacao das fibrilas colagenas.

Tanto o processo de degradacao, quanto o processo de remineralizacédo, sé
podem acontecer porque as interfaces nao estdo completamente seladas. A ocorréncia
da nanoinfiltracdo nas interfaces resina/dentina produzidas pelos sistemas adesivos é
dificil de ser evitada. (Sano et al., 1994, 1995; Hashimoto et al., 2000; Reis et al., 2004).
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As cavidades restauradas no presente estudo apresentavam margem em
esmalte, o que diminui a chance de penetracdo de produtos provenientes da cavidade
oral (Lopes et al., 2002; De Munck et al., 2003). Desta forma, acredita-se que o fluido
que circula nos espagos provenientes da nanoinfiltragdo era exclusivamente fluido
dentinario. Neste fluido estdo presentes metaloproteinases (MMPs) (Pashley et al.,
2004), que podem exercer um papel na degradacao das fibrilas colagenas (Hebling et
al., 2005). MMPs sao consideradas uma familia de enzimas proteoliticas zinco
dependentes que sdo capazes de degradar a matriz organica dentinaria apds a
desmineralizagdo (Tjaderhane et al., 1998). No entanto, podem haver outras
substancias provenientes dos prolongamentos dos odontoblastos que podem circular
por essas porosidades, revertendo o processo e auxiliando na remineralizagdo dessas
areas. Além disso, sabe-se atualmente que no mesmo tecido que existem proteinas
que degradam o colageno, estdao presentes também inibidores teciduais das
metaloproteinases, que sdao denominadas de TIMPs, principalmente a TIMP 1 (Ishiguro
et al, 1994). Tatsumi et al. (1992), afirmaram que os prolongamentos dos
odontoblastos podem fornecer fosfato de célcio da polpa vital para a remineralizacao
fisioldgica. Isso ocorre porque o plasma e os fluidos extracelulares contém uma
quantidade de calcio e fosfato ibnico em sua composicdo, 0s quais sao necessarios
para a formacgao de fosfato de célcio (Katchburian & Arana, 1999).

Em trabalhos publicados recentemente, Koshiro et al. (2004; 2005)
demonstraram a degradacdo da interface de unido resina-dentina produzida em
macacos apés o periodo de um ano. Através da analise em microscopia eletrénica de
transmissao (Koshiro et al., 2005), os autores demonstraram sinais de degradagcdo mais
pronunciados nas interfaces produzidas pelo sistema adesivo Single Bond, que utiliza o
condicionamento acido prévio, quando camparado com o sistema adesivo auto-
condicionante de dois passos Unifil Bond. Um fato interessante que foi relatado, mas
nao foi explorado pelos autores foi a presenca de cristais de hidroxiapatita na interface
dos espécimes que permaneceram em funcédo na cavidade oral por um ano, 0 que néao
ocorreu com 0s espécimes restaurados e extraidos apos 24hs.

Outro aspecto que poderia ter contribuido para a remineralizacdo da
interface seria a presenca de ions fluor (hidrofluoreto de cetilamina) presente no
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adesivo utilizado nesse estudo. Em um trabalho in vitro sobre remineralizacao
dentinaria, ltota et al. (2006), observaram diferencas nos resultados quanto a produtos
que possuiam ou nao flior em sua composi¢cdo. Em cavidades com ionémero de vidro
ou resinas fluoretadas, o grau de radiopacidade da regido da dentina desmineralizada
aumentou significativamente quando comparada com a radiopacidade das amostras
sem o fluor. O mesmo ocorreu em um estudo anterior (ltota et al.,, 2003), quando se
compararam adesivos que continham flior na composicdo (grupo experimental) com
adesivos que nao continham fldor (grupo controle), e observaram também uma
diferenga favoravel no grupo experimental. Em um estudo recente, Hayakawa et al.
(2004) demonstraram que o fosfato de célcio presente em uma solucao supersaturada
pode se depositar na presenca de adesivos contendo um monémero fosforilado (10-
MDP). No entanto, a presenca de fluor, ndo € fundamental para que ocorra esse
processo, pois Akimoto et al. (2001) mesmo sem a aplicagcdo do adesivo em um dos
grupos, apos o periodo analisado verificaram também uma remineralizacao da area
analisada. Além disso, Koshiro et al. (2005) utilizaram um adesivo que nao apresenta
flior em sua composicao, € mesmo assim foi observada a presenca de hidroxiapatita
na interface.

Poucos estudos tém avaliado in vivo os fenbmenos que ocorrem na interface
resina-dentina ao longo do tempo (Sano et al., 1999; Hashimoto et al., 2000; Donmez et
al., 2005; Hebling et al, 2005; Koshiro et al., 2005). Estudos a respeito do
comportamento da interface resina-dentina em humanos sdo escassos. Até o presente
momento, ndo se tem relato na literatura da ocorréncia da remineralizacao da interface
resina-dentina em humanos. Pode-se perceber que a mineralizacdo biolégica é um
processo altamente complexo e que inuUmeros mecanismos estdo envolvidos, para
iniciar e controlar esse processo. No presente estudo, o fendmeno da formacao de
mineral foi observado em duas regides distintas, tanto na regido da dentina
circumpulpar como na regido da camada hibrida. Mais estudos s&o necessarios para se
desvendar os mecanismos, e possiveis implicacbes que esta remineralizacdo da

interface possa ter nos procedimentos restauradores adesivos.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e dentro dos limites do presente experimento
devemos rejeitar a hipdtese nula. Pbde-se visualizar a mineralizacdo da dentina
circumpulpar e também observar um processo de remineralizagao na interface resina-
dentina in vivo ap6s um periodo de 6 meses. Ao comparar 0s dois processos de
mineralizacao e remineralizagdo dentinaria, uma intima relacdo da formacao de mineral

com os prolongamentos odontoblasticos foi observada.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

As informacdes contidas neste, foram fornecidas pelo Dr. Marcos Kirihata (9720-
4766) e Dr. Saulo Geraldeli (6464-1769, 9756-7467), objetivando firmar acordo por
escrito, com pleno conhecimento da natureza, dos procedimentos e dos riscos que sera
submetido, com a capacidade de livre arbitrio e sem qualquer coagéao.

1) Titulo da pesquisa: “Avaliacao ultra-morfolégica da remineralizacao do
colageno nao-infiltrado pelo adesivo resinoso em interfaces adesivas’.

2) Objetivo principal: Avaliar a remineralizagdo do colageno (um dos constituintes
da dentina humana) nas interfaces adesivas em dentes humanos integros em funcao
tempo de permanéncia no meio bucal.

3) Justificativa: o condicionamento com &cido fosférico pode levar a uma
degradacao/degeneracao do coladgeno quando se faz uma restauracao e prejudicar sua
sobrevida no meio bucal. Os estudos feitos em dentes extraidos nem sempre
reproduzem o que ocorre no meio bucal.

4) Procedimentos: Serao feitas radiografias, fotografias e profilaxia dos dentes.
Apébs a anestesia local, cada dente recebera dois preparos cavitarios e a aplicacao de
um material restaurador. Apés o periodo de 6 meses, o dente ira receber uma nova
restauracao e sera extraido da boca.

5) Desconfortos e riscos esperados: necessidade de um tempo de atendimento
maior em razao da execucao dos procedimentos clinicos restauradores. Contudo, ndo é
condicao necessdaria para a exodontia a realizacdo da restauracdo, mas Unica e
exclusivamente para a participacao na pesquisa.

6) Beneficios para os voluntarios: resolugcao do problema na medida em que os
elementos dentais serdo removidos sem custos. Agendamento de consultas para
avaliacdo e aplicacdo de medidas preventivas (orientacdo sobre higiene bucal,
profilaxia e aplicacdo topica de fluor) e do tratamento restaurador quando necessarios.
O paciente tera assisténcia por um periodo de até 6 meses apds a exodontia.

7) Obrigacbes dos voluntarios: A principal obrigacdo sera a de comparecer as
consultas nos dias agendados que, no maximo, necessitara de duas para cada dente.

8) Informacées adicionais: 0s responsaveis tém a garantia que receberdo
respostas as suas perguntas e esclarecimento das duvidas sobre o estudo (riscos,
beneficios, andamento e resultados) sempre que solicitado ou preciso. Os voluntarios
nao serao identificados sob quaisquer circunstancias.

9) Retirada do consentimento: Os responsaveis tém a liberdade de retirar o seu
consentimento a qualguer momento, deixando de participar do estudo.
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Eu, , certifico que, tendo

lido as informagdes prévias, sido suficientemente esclarecido pelos responsaveis do
projeto sobre todos os itens e, estando plenamente de acordo com 0s mesmos, autorizo
a realizacdo da pesquisa e a publicacdo dos resultados obtidos na mesma, bem como

faco a doagao elementos dentais extraidos.

Guarulhos, de de

Nome legivel:
Assinatura:
numero do RG

Nome, RG, CRO e assinatura do Responséavel pelo atendimento

Nome: Saulo Geraldeli, RG 11.363.978, CRO 37021 e assinatura do Responsavel pela
Pesquisa
Endereco residencial para contato com o Pesquisador Responsavel:

Rua Francisco Lamas, 55, Apto 504, Torre 4
CEP 07023-070, Mogi das Cruzes, SP, Tel.: 4799-5220

Elaborado com base na Resolucao 196/1996 do Conselho Nacional de Saude/ Ministério da Saude, publicada no Didrio
Oficial, 10/10/1996, Brasilia.
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Guarulhos, 07 de novembro de 2005.
Exmo. Sr.

Prof. Saulo Geraldeli
. PARECER N° 11/2005

Referéncia: Aprovacdo de Projeto ]
SISNEP/96 - “Avaliagdo ultra-morfolégica da remineralizagdo do colageno ndo-infiltrado pelo
adesivo resinoso em interfaces adesivas”

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Guarulhos analisou o Projeto de
Pesquisa de sua autoria “Avaliagdo ultra-morfoldgica da remineralizagdo do coldgeno ndo-
infiltrado pelo adesivo resinoso em interfaces adesivas” - SISNEP/96, na reunido de
07.11.2005, e no uso das competéncias definidas na Res. CNS 196/96, considerou o Projeto
acima aprovado.

As orientagdes abaixo devem ser consideradas pelo Pesquisador Responsavel durante a
realizacao da pesquisa, visando que a mesma se desenvolva respeitando os padrdes éticos:

- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu

consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao
seu cuidado e deve receber uma cdpia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado.
O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apo6s analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou, aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao
sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos
grupos da pesquisa que requeiram agao imediata.

- Eventuais modificagdes ou emendas e eventos adversos ao protocolo, devem ser
apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser

. modificada e suas justificativas.

- 'Esclarecemos a necessidade da apresentag&o de relatério final até 31.10.2006.

ﬁﬁ‘ e

Luciene Cristina de Figueiredo
Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa
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