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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do pré-tratamento da
dentina com hipoclorito de célcio (Ca(OCl),) associado ao &cido
fosforico na resisténcia de unido a resina composta. Para isso 56 molares
humanos integros foram selecionados. A por¢do coronaria dos dentes foi
cortada e os dentes foram divididos em 8 grupos conforme concentragéo
de substancias (para acido fosférico= 35% ou 10% e para Ca(OCl), =
10%, 20% ou 30%) e associacdo das substancias em etapa Unica (+) ou
em duas etapas, como segue: Ass; AssCarg; AsstCaiy; Ass+Cay;
Ass+Casg; AgtCayg; AgtCay e AjgtCasg. Os dentes preparados foram
restaurados com sistema adesivo Ambar (FGM) e resina composta. As
amostras foram seccionadas em barras de 1mm? de &rea de seccdo
transversal, que foram submetidas ao ensaio de microtracéo, em méaquina
universal de ensaios a 0,5 mm/min, até a fratura. Os dados (MPa) foram
analisados por Kruskal-Wallis e Dunn (0=0,05). Os grupos que tiveram a
dentina tratada com o protocolo de desmineralizagdo convencional (Ags—
30,2 MPa) e desproteinizacdo em duas etapas (AgsCao — 19,3 MPa)
apresentaram os maiores valores de resisténcia de unido, sendo similares
estatisticamente (p>0,05). Os demais grupos apresentaram menores
valores de resisténcia de unido e foram estatisticamente semelhantes
entre si. Portanto conclui-se que a associacdo do acido fosforico com o
hipoclorito de célcio foi efetiva no grupo em que utilizou as
concentragdes AzsCajge AszstCayg,

Palavras-chave: hipoclorito de calcio; desproteinizacéo;
desmineralizacéo; dentina; resisténcia de unido.
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ABSTRACT!

The aim of this study was to evaluate the effect of pretreatment of
dentin with calcium hypochlorite (Ca (OCI) 2) associated with the
phosphoric acid on the bond strength of composite resin. For this fifty
six sound human molars were selected. The coronal portion of the tooth
was cut and the teeth were divided into 8 groups according to the
substances concentration (phosphoric acid to 35% or 10% and Ca (OCI)
2 =10%, 20% or 30%) and association of substances single (+) or step in
two steps, as follows: A35; A35Cal0; A35 + Ca 10; A35 + CA20; A35
+ CA30; A10 + Ca 10; A10 + A10 + CA20 and CA30. The prepared
teeth were restored with adhesive system Ambar (FGM) and composite
resin. The samples were sectioned into beams 1mm2 cross sectional
area, which were submitted to microtensile test in universal testing
machine at 0.5 mm / min until failure. The data (MPa) were analyzed by
Kruskal-Wallis and Dunn (o = 0.05). The groups that were treated with
the dentin demineralization conventional protocol (A35- 30.2 MPa) and
deproteinized in two steps (A35Cal0 - 19.3 MPa) had the highest bond
strength values, with similar statistically (p> 0 , 05). The other groups
had lower bond strength values were statistically similar. Therefore it is
concluded that the combination of phosphoric acid with calcium
hypochlorite was effective in the group that used the A35Cal0 and A35
+ Cal0 concentrations.

Keywords: calcium hypochlorite; deproteinization;
demineralization; dentin; bond strength.

! Effect of the association of calcium hypochlorite and phosphoric acid
on the dentin-resin bond strength.
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1. INTRODUCAO

A técnica do condicionamento &cido visa remover a camada de
smear layer oriunda do preparo cavitario, remover parcialmente o
mineral e expor as fibrilas colagenas da superficie de dentina. Nessa
técnica, a adequada adesdo entre resina composta e dentina é alcancada
pela penetracdo e polimerizacdo dos monémeros adesivos no interior da
rede de fibras, formando uma camada hibrida (MONTAGNER et al.,
2014). Para isso, € necessario manter a dentina Umida para preservar
espacos entre as fibras e prevenir que elas colabem. No entanto, apesar
de oferecer resisténcia adesiva imediata adequada, a técnica é sensivel a
umidade do substrato, que pode sofrer variagdes conforme o operador.
Além disso, o colageno exposto pelo condicionamento acido pode sofrer
a acdo de enzimas proteoliticas que degradam o colageno ao longo do
tempo diminuindo a longevidade da unido adesiva (TOLEDANO et al.,
2009; SAURO et al., 2009; MONTAGNER et al., 2014).

Em busca de solucBes para evitar a degradacdo da interface
adesiva a técnica de desproteinizagdo (DES) da superficie da dentina,
sugerida por Pratti em 1995, estd sendo estudada. Varios autores
aperfeicoaram esta técnica utilizando diferentes tempos e concentrag6es
de hipoclorito de so6dio (NaOCI). Esta técnica apresenta vantagens como
melhor penetragdo dos mondmeros resinosos quando comparada a
técnica etch and prime, aumento da energia de superficie e eliminacédo

do passo do método de secagem com discos de papel. Além disso, a



desproteinizacdo é de facil execucdo e apresenta um bom selamento da
interface. Apesar dos beneficios, esta técnica apresenta algumas
limitagdes como: formacdo de A&cidos graxos que interferem na
polimerizacdo dos sistemas adesivos, tempo de aplicacdo longo (1 a 45
mim) e limitacdo quanto a concentragdo de NaOCI, em torno de 10 e
12% (BONDAN et al., 2009; DUARTE e SILVA., 2007; SPAZZIN et
al., 2008; SAURO et al., 2009).

Como alternativa ao NaOCI, Balbinott (2009) propds a utilizacdo
do hipoclorito de calcio, Ca(OCl),. O autor comparou os resultados de
resisténcia de unido entre resina composta e dentina submetida as
técnicas de desproteinizacdo com NaOCI 5% e com Ca(OCl), a 10%
aplicado durante 15 s. Ambas as substancias demonstraram valores
médios de resisténcia a unido semelhantes estatisticamente ao grupo
controle. Concluiram que a desproteinizacdo com Ca(OCI), constitui-se
em uma técnica promissora para o protocolo de unido resina e dentina.
Este produto possui fons calcio na composicdo, ndo produz acidos
graxos a partir de fon Sddio, seus valores de resisténcia de unido, tempo
de aplicacdo e concentracdo tornam a técnica viavel clinicamente
(BALBINOTT et al., 2009; BONDAN et al., 2009; COSTA 2012;
FERREIRA, 2012).

O método de desproteinizacdo com Ca(OCI), foi desenvolvido na
Faculdade de Odontologia da Universidade de Passo Fundo (FOUPF) e
tem se mostrado promissor (BALBINOTT et al, 2009; BONDAN et al,
2009; COSTA 2012; FERREIRA, 2012. O método da
desproteinizacdo da dentina interpde um passo adicional no protocolo de
unido da resina a dentina condicionada. Aplica-se o acido fosforico,

seguido de lavagem e secagem, aplicacdo do hipoclorito e nova lavagem
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e secagem para finalmente ser aplicado o sistema adesivo. A
desmineralizacdo da dentina e a remo¢do da malha de colageno séo
realizadas em dois passos (TOLEDANO et al., 2009; SAURO et al.,
2009). Com o objetivo de simplificar a técnica, foi idealizado um
protocolo de associacdo do &cido fosforico e do Ca(OCl),, a fim de
permitir que a remocdo da parte mineral e organica da superficie da
dentina ocorra concomitantemente.

Portanto, o presente estudo propbe a avaliar a resisténcia de
unido resina/dentina mediante técnica de desproteinizacdo simplificada,
em aplicacdo concomitante de &cido fosfdrico e Ca(OCl),, em diferentes
concentragdes, sobre a dentina previamente a aplicacdo do sistema

adesivo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A adesdo dentéria pode ser definida como uma atragdo
molecular entre duas superficies em contato, promovida pela forca de
atracdo interfacial de diferentes moléculas. Este fendbmeno pode ocorrer
por meio de mecanismos fisicos, mecanicos ou quimicos ou ainda pela
combinacdo desses, sendo que sempre que um agente adesivo for
utilizado para unir dois materiais e se solidificar durante esta unido, o
processo é denominado unido adesiva (DELLA BONA, 2009).

A presenca da smear layer criada durante o preparo cavitario
pode ter um efeito adverso na adesdo dentinaria e sua remocao pelo
condicionamento &cido é aconselhdvel. Entretanto, o tratamento da
dentina com 4&cidos pode causar um colapso das fibrilas colagenas
expostas dificultando a penetragdo de monbémeros adesivos nesta
superficie (TOLEDANO et al., 1999).

2.1 Condicionamento &cido — desmineralizacao

O condicionamento acido da superficie da dentina é utilizado
para expor por completo a matriz de colageno da dentina. Esta superficie
apo6s a lavagem com agua deve ser mantida Umida para a rede de

coladgeno permanecer expandida, criando uma condicdo favoravel para



que os mondmeros resinosos hidrofilicos infiltrem na rede de coldgeno,
formando a camada hibrida (CARVALHO et al., 1999). Esta
desmineralizacdo da matriz de colageno resulta em uma superficie de
dentina desnaturada com cristais de apatita na base da rede de colageno e
ocasionalmente minerais interfibrilares remanescentes que podem
proteger as fibrilas colagenas. O excesso de agua ao redor das fibrilas
colagenas e na base da camada dentinaria desmineralizada pode impedir
a completa infiltragdo e polimerizacdo dos monémeros resinosos. Esta
condicdo pode resultar na degradacdo da matriz de colageno exposta e
comprometer a longevidade da adesdo da resina ao substrato dentinario
(SAURO et al., 2009).

Montagner et al. (2014) mostram que o0s sistemas adesivos
perdem sua adesdo a dentina ao longo do tempo, e existe um consenso
que a degradagdo da camada hibrida esta relacionada com a diminuicéo
da resisténcia adesiva. A resisténcia adesiva diminui ap6s 100 dias ou 6
meses de envelhecimento, mas ndo diminui a zero pois a resisténcia
adesiva se mantém parcialmente mesmo apds o armazenamento em
agua. Essa diminuicdo da resisténcia de unido estad relacionada com a
hidrélise da matriz de coldgeno da camada hibrida combinada com a
degradacdo dos polimeros hidrofilicos dos sistemas adesivos.

Além dos fatores citados, o mecanismo de degradacdo do
colageno ao longo do tempo envolve a atividade de enzimas
proteoliticas, como as metaloproteinases (MMPs) e catepsinas
encontradas na dentina coronéria e radicular. As enzimas sdo as
responsaveis pela degradacdo da matriz de coldgeno da camada hibrida.
Como a integridade da matriz de colageno é essencial para a preservacao

em longo prazo da resisténcia de unido, a inibicdo ou inativacdo das
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enzimas da dentina é necessaria para tornar duravel a unido entre resina
composta e o dente. Os sistemas adesivos utilizados atualmente perdem
sua resisténcia adesiva a dentina, devido a hidrélise da matriz de
coldgeno na interface de unido, e muitas séo as alternativas para inibicao
da ac&o dessas enzimas (TJADERHANE et al., 2013).

Tanto o adesivo como a degradacdo do colageno vem sendo
considerados a maior causa de falhas na unido adesivo-dentina, tanto
pela combinacdo de efeitos da degradacdo hidrolitica dos componentes
resinosos apés a absor¢do de dgua como pela degradacdo das fibrilas
colagenas expostas (CECCHIN et al., 2012).

A fim de superar os desafios da técnica de desmineralizagdo
convencional, a desproteinizacdo ofereceria o beneficio de obtencéo de
superficies dentindrias com maior permeabilidade e energia de
superficie, conferindo adesao direta a porcdo mineral (SABOIA et al.,
2002). Além disso, a influéncia do operador no desenvolvimento do
protocolo de adesdo seria menor, pois elimina o passo de remocdo do

excesso de umidade e manutencdo do colageno expandido.

2.2 Desproteinizacao com hipoclorito de sodio

O mecanismo de adesdo dentinaria para a maioria dos sistemas
adesivos é baseado na desmineralizagdo da dentina e infiltracdo do
agente adesivo no interior da rede de colageno exposta, com formagdo da
camada hibrida. Os procedimentos de adesdo dentinaria apresentam
limitagOes, especialmente em relagdo & formagdo da camada hibrida.

Procedimentos alternativos, como a desproteinizacdo (DES) vém sendo
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estudados para melhorar a adesdo da resina a dentina (BASEGGIO et al.,
2008).

A dissolugéo das fibrilas colagenas expostas utilizando solucéo
de NaOCI foi proposta como um procedimento adjunto a técnica do
condicionamento acido, para melhorar a molhabilidade do substrato e
facilitar a infiltragdo inter e intratubular dos mondémeros resinosos
(PRATTI et al., 1995; MAIOR et al., 2007). Além disso, com a remogao
parcial das fibrilas colagenas a degradacdo seria reduzida.

Correr et al. (2005), relatam que a dissolucdo das fibrilas
colégenas apds a aplicacdo da solucdo desproteinizante como o NaOCl,
pode resultar numa melhor difusdo do agente adesivo e aumento da
permeabilidade dentindria, diminuindo a presenca de fendas marginais
nas restauragoes.

Segundo Ravishanker e Chaitanya (2012), o NaOCI vem sendo
utilizado como um procedimento adjunto da técnica adesiva
convencional para promover a remogdo parcial da matriz de colageno
exposto apds o condicionamento &cido, melhorando a umidade do
substrato dentinario e facilitando a penetragdo intertubular do sistema
adesivo para que resulte em restauragdes com maior longevidade clinica.
Além disso, promove a exposicdo e ampliacdo da rede de tUbulos

dentinarios favorecendo a adeséo.

2.2.1 Tipo de adesivo

Silva et al. (2006) compararam a eficiéncia da técnica de

desmineralizacdo com a DES da dentina utilizando NaOCIl a 10%,
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aplicado por 1min, sobre a resisténcia de unido da dentina a trés sistemas
adesivos: Scothbond Multipourpose (SB, 3M/ESPE), Prime-Bond (PB,
Dentsply) e Clearfill SE Bond (CF, Kuraray). Nenhuma diferenca
significativa entre os tratamentos dentinarios foi encontrada quando o
sistema adesivo utilizado foi o SB. Contudo, houve aumento da
resisténcia de unido ap6s DES com NaOCI utilizando o sistema PB e
reducdo dos valores ap6s a DES com o sistema CF. A presenca de
acetona no sistema adesivo PB poderia contribuir para esse resultado,
pois a alta difusdo do solvente junto com a alta capacidade de
deslocamento da &gua contribuem para o melhor contato do PB com a
dentina desproteinizada.

Basseggio et al., (2008) e Aguilera et al. (2011) avaliaram in
vitro a influéncia da DES na resisténcia de unido a restauracOes de resina
composta. Os autores observaram um efeito negativo na resisténcia de
unido quando utilizados sistemas adesivos a base de alcool ou agua,
enquanto que adesivos a base de acetona apresentam melhor habilidade
para deslocar a agua e consequentemente se difundir no substrato,
aumentando o contato do mondmero com a estrutura intertubular
irregular da dentina submetida a DES pelo NaOCI. Cecchin et al. (2010)
avaliaram a influéncia da aplicacdo do hipoclorito de s6dio e EDTA na
resisténcia de unido de sistemas adesivos autocondicionantes a dentina.
Os autores concluiram que o NaOCI aumenta a resisténcia de unido,
portanto, pode ser utilizando como solucdo irrigadora em endodontia

sem prejuizo a adesdo da dentina a restauracao subsequente.
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2.2.2 Tempo de aplicacdo

Sauro et al. (2009) estudaram a eficicia da solugdo de NaOCl a
12% sobre a DES da superficie da dentina ap6s o condicionamento &cido
para remocéo das fibrilas colagenas, num tempo clinico de 120 segundos
e 10 minutos de aplicacdo. Através da microscopia eletronica, foi
observado que no periodo de 2 minutos a remogao da matriz de colageno
foi parcial. Apos o periodo de 10 minutos foi detectado restos da matriz
de colageno na superficie, sendo que a completa DES foi verificada apds
um tempo de 45 min de aplicacdo do NaOCI. Portanto a completa DES
da dentina condicionada é inatingivel num periodo clinico de 2 min.

Embora a obtencdo de uma superficie de dentina
completamente desproteinizada seja invidvel clinicamente (45 min),
varios autores tém relatado o beneficio de aumento da resisténcia de
unido imediata e de manutencéo da integridade da interface adesiva ao
longo do tempo com remogdo parcial do colageno, obtida em um tempo
reduzido de aplicacdo (ARIAS et al., 2004; GANESH et al., 2005;
SAURO et al., 2009).

2.2.3 Veiculo: gel vs liquido

Existe uma semelhanca na resisténcia de unido entre resina e a
dentina tratada pela técnica de desmineralizacdo e pela desproteinizacéo,
utilizando gel de NaOCI a 10% ou solucdo liquida de NaOCI a 10%
(ARIAS et al., 2004; GANESH et al., 2005). Porém, Arias et al., 2004

mostraram que o sistema adesivo Gluma One Bond apresentou melhores
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valores de resisténcia adesiva quando utilizada a solu¢do de NaOCI em
comparagdo com o gel.
2.2.4 Condicéo de umidade da dentina

Spazzin et al. (2009) avaliaram a influéncia da DES e condi¢édo
de umidade da dentina na resisténcia de unido a resina. Quatro diferentes
condi¢bes foram testadas: sistema adesivo aplicado a dentina seca,
dentina desproteinizada com NaOCI 10% por 60 s sendo o sistema
adesivo aplicado a dentina Umida, e desproteinizacdo sendo o sistema
adesivo alicado a dentina seca. Foi utilizado o adesivo PB e os dentes
foram restaurados com resina composta. Os autores relataram que um
dos fatores potencialmente associados com a perda de qualidade e
diminuicdo da espessura da camada hibrida é a secagem excessiva da
dentina que resulta no colapso das fibras colagenas. Outro fator
importante é o tipo de adesivo, pois adesivos a base de acetona
apresentaram um melhor desempenho quando o colageno foi removido e

0 substrato dentindrio seco.

2.2.5 LimitagOes da técnica DES com NaOCI

Apesar dos potenciais vantagens da DES em relacdo a
desmineralizacdo convencional, alguns resultados ainda sdo controversos
sobre o real beneficio da técnica em relagdo ao aumento da resisténcia
adesiva e longevidade da interface.

Yui et al. (2009) avaliaram a resisténcia de unido de
restauracdes de resina composta mediante a remoc¢édo ou ndo do colageno

dentinario bovino. Os resultados obtidos no estudo mostraram que a
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remocdo parcial do colageno com a aplicacdo de NaOCI a 10% por 1
min diminuiu significativamente a resisténcia adesiva entre resina e
dentina.

Vérios autores aperfeicoaram a técnica de desproteinizagdo com
NaOCIl e observaram que é uma técnica de facil execucdo, apresenta boa
penetracdo dos mondmeros resinosos e bom selamento marginal. Apesar
dos beneficios, a técnica apresenta algumas limitagdes como: formacao
de &cidos graxos, subprodutos que formam uma pelicula que interferem
na polimerizacdo dos sistemas adesivos, tempo de aplicacdo longo para
efetividade (45 mim) e limite de concentracdo entre 10 e 12%
(BONDAN et al., 2009; DUARTE e SILVA, 2007; SPAZZIN et al.,
2008; SAURO et al., 2009).

Devido as limitagBes da utilizacdo do NaOCI, outras substancias
oxidantes vém sendo estudadas para a técnica de desproteinizagdo, com
especial destaque no presente estudo: o Ca(OCl),. A DES com Ca(OCl),
mostrou resultados semelhantes aos obtidos com a desproteinizacdo com
0 NaOCI e desmineralizacdo (técnica convencional), sendo uma técnica
promissora para o protocolo de unido resina e dentina. O Ca(OCI),
apresentou valores de resisténcia de unido semelhantes a técnica
convencional e da desproteinizacdo, tempo e concentracdo utilizados
tornam a técnica viavel, ndo apresenta toxicidade e possui ions calcio na
composicdo (BALBINOTT et al, 2009; BONDAN et al, 2009; COSTA
2012; FERREIRA, 2012).
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2.3 Desproteinizagao com hipoclorito de célcio

Dutta et al. (2012) compararam os efeitos do NaOCl e
Ca(OCl), nas concentracdes de 5% e 10% para ambos, na capacidade de
dissolugdo de fibras colagenas, utilizando tecido muscular bovino. Pode-
se observar que ap6s o tempo de 60 min de imersdo nenhuma diferenca
estatistica foi encontrada na dissolucdo tecidual. Contudo, nos primeiros
35 minutos, a solucdo de NaOCI dissolveu o tecido mais rapidamente
que a solucdo de Ca(OClI),.

Balbinott (2009) avaliou a eficiéncia da aplicacdo de NaOCl a
5% e Ca(OCl), a 10% como substancias desproteinizantes da dentina,
com aplicacdo em tempo reduzido e clinicamente viavel (15 s). O autor
comparou a resisténcia de unido da resina & dentina ap6s DES com
NaOCI, DES com Ca(OCl), e desmineralizacdo convencional (&cido
fosforico 37). Os resultados revelaram que a dentina submetida a DES
com Ca(OCl), apresentou valores de resisténcia de unido semelhantes ao
condicionamento acido e que a DES com NaOCI apresentou menores
valores que os demais grupos testados. Portanto, ha um potencial
melhoramento da técnica DES com a utilizacdo do Ca(OCl), em relacdo
a resisténcia de unido.

Costa (2012) avaliou in vitro a eficAcia de tratamentos de
superficie de dentina desproteinizada na unido com o sistema adesivo
Prime & Bond 2.1 (PB, Dentsply). Foi possivel observar que as técnicas
de desmineralizacdo e de desproteinizacdo, tanto com NaOCI quanto
com Ca(OCl), ambos a 10% durante 15s, ofereceram valores de

resisténcia de unido semelhantes. Em microscopia eletronica de
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varredura (MEV), foi possivel verificar remanescentes esparsos de
fibrilas colédgenas na superficie da dentina, indicando que ocorreu
remogao parcial da malha de colageno. Portanto, mesmo a remogdo do
colageno sendo parcial, ndo ha efeito deletério da DES na resisténcia de
unido imediata em relagdo ao condicionamento acido.

Procurando o aprimoramento da técnica, Bondan (2009)
verificou a influéncia do EDTA sobre a resisténcia de unido da interface
resina e dentina apo6s tratamento com Ca(OCl),. Os resultados
demonstraram néo haver aumento da resisténcia de unido entre dentina e
resina com a utilizacdo do EDTA apds a aplicagdo do Ca(OClI),,

descartando a necessidade do uso da substancia no protocolo adesivo.

2.4 Teste de estratégia para reducao de etapas clinicas

O método da DES da dentina interpde um passo adicional no
protocolo de unido da resina a dentina condicionada. O presente estudo
visou buscar um protocolo para condicionamento da dentina que buscou
viabilizar a técnica de desproteinizagdo da dentina por meio da
otimizacdo do tempo de trabalho do cirurgido dentista. Portanto, o
presente estudo propds a associacdo do acido fosférico ao Ca(OCl), em

aplicacdo sobre a dentina para unido com resina composta.
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3. PROPOSICAO

Este estudo teve o objetivo de avaliar o efeito do tratamento da
dentina com aplicagdo Unica de Ca(OCl), associado ao acido fosforico
na resisténcia de unido a resina composta.

Os objetivos especificos do estudo foram:

1. Comparar os resultados de resisténcia adesiva da técnica de
aplicacdo de &cido fosférico e Ca(OCI), em etapa Unica com técnica
convencional de desmineralizacdo com acido fosférico e com a
desproteinizacdo realizada em duas fases (acido fosférico, seguido de
Ca(OCl),. A hipdtese testada (H1) é de que todos os protocolos testados
proporcionam valores de resisténcia adesiva semelhantes.

2. Avaliar a influéncia da associacdo para aplicacdo em etapa
Unica do é&cido fosforico e Ca(OCl),, em diferentes concentracdes,
testando a hipétese (H2) de que quando uma das substancias associadas
estd em maior concentragdo do que a outra hd maior a resisténcia adesiva

entre dentina e resina.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Selecéo e preparo dos dentes

Por utilizar dentes humanos, o projeto foi encaminhado ao
comité de ética da Universidade de Passo Fundo (UPF) sob parecer de
nimero 631.046, aprovado em 30/04/2014. O banco de dentes da
Faculdade de Odontologia da UPF forneceu 56 terceiros molares
humanos integros. Os dentes foram limpos por meio de curetas
periodontais (Mcall, Golgran, S&o Paulo, SP, Brasil) e jateamento com
bicarbonato (Jet Sonic Plus, Gnatus, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Os
dentes foram armazenados em agua destilada a temperatura ambiente por
24 hs.

4.2 Incluséo dos dentes

Para este estudo, a porcdo radicular dos dentes foi incluida em
resina acrilica autopolimerizavel incolor (JET, Classico, Sao Paulo, SP,
Brasil). Os dentes foram medidos por meio de paquimetro digital e
marcados na superficie radicular em 1,0 mm abaixo do limite
amelocementario com caneta para retroprojetor. Em seguida, a porcao
coronaria dos dentes foi incluida em placas de cera utilidade até a
marcacdo feita. O longo eixo dos dentes foi posicionado

perpendicularmente ao plano horizontal com o &pice radicular voltado



para cima. Cilindros de cloreto de polivinil (PVC) de 25 mm de didmetro
e 20 mm de altura foram posicionados ao redor da amostra e fixados nas
placas de cera. Resina acrilica autopolimerizavel incolor foi manipulada
conforme as recomendacBes do fabricante e vertida no interior do
cilindro de PVC na transicdo da fase arenosa para fibrilar (menos
viscosa), até cobrir completamente a raiz do dente. Quando a resina
atingiu a fase borrachodide, as amostras foram imersas em agua a
temperatura ambiente para evitar o aquecimento dos dentes. Apds a
completa polimerizagdo da resina acrilica, a cera foi removida e 0s
dentes foram limpos com agua a 45 °C e gaze. Os cilindros de PVC
foram removidos e os dentes foram armazenados imersos em agua

destilada a temperatura ambiente por 24 horas.

4.3 Seccao corondria

Apo6s a inclusdo em resina acrilica, a superficie oclusal dos
dentes foi seccionada a 2 mm abaixo da crista marginal com o objetivo
de expor superficies planas de dentina. Como referéncia, esta distancia
foi medida com paquimetro digital (Digital Caliper, Cosa, China) e
marcada com caneta para retroprojetor. Os dentes foram posicionados
em cortadora metalografica (Struers Minitom, Copenhagen, Dinamarca),
com o longo eixo perpendicular ao disco diamantado de dupla face
(EXTEC, Extec Corp, Enfield, EUA) para o corte da por¢do coronaria
com uma velocidade de 300 rotacBes por minuto, sob irrigacdo com
agua, para remocao da porcdo de esmalte. Em seguida, os dentes foram
abrasionados em discos de lixa de granulacdo 220 e 400 (Atlas, Esteio,

RS, Brasil) em maquina politriz (Abramin-Struers, Copenhagem,
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Dinamarca) para padronizar a superficie de dentina. A superficie de
corte foi lavada com jatos de &gua e secada com jatos de ar para ser
observada a completa remocdo do esmalte oclusal. Caso fossem
detectados residuos de esmalte, os dentes eram submetidos a toda a
sequéncia de lixas e examinado novamente, até que todo o esmalte fosse
removido da superficie da dentina antes do tratamento restaurador. Os

dentes seccionados foram armazenados em agua por 24 horas.

4.4 Preparo da superficie da dentina

Apbs o seccionamento das coroas, regularizacdo com lixas e
limpeza dos dentes com agua destilada, foram realizados os
procedimentos de tratamento de superficie. Os 56 dentes foram divididos
aleatoriamente em 8 grupos para tratamento da superficie utilizando

diferentes protocolos (Tabela 1).

Tabela 1 — Descri¢ao dos grupos, concentracao e técnica utilizada.

Concentragdo (%)

Grupo Acido Hipoclorito de Técnica
fosforico calcio
Ags 35 Néo Etch and prime

AssCayp 35 10 DES 2 etapas
Ass+Cayg 35 10 DES 1 etapa
Ass+Cay 35 20 DES 1 etapa
Ass+Casg 35 30 DES 1 etapa
Ao+Cago 10 10 DES 1 etapa
Ajo+Cay 10 20 DES 1 etapa
Apt+Casgg 10 30 DES 1 etapa
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No grupo Ags, a superficie dentinaria foi tratada com protocolo
de desmineralizacdo convencional, utilizando solucéo de &cido fosférico
35% por 15 s, lavagem com 4agua por 30 s e remocdo do excesso de
agua com gaze em contato por aproximadamente 5 s.

No grupo AssCayy, a superficie dentindria foi inicialmente
submetida a desmineralizagdo com solucdo de acido fosforico a 35%,
conforme descrito anteriormente. Apds secagem da superficie da dentina
com jatos de ar por 5 segundos, foi realizada a aplicacdo de Ca(OCl), a
10% por 30s, lavagem com agua por 30s, seguida de secagem vigorosa
com jatos de ar por 5 segundos.

Nos demais grupos, uma associacdo das duas substancias
condicionadoras (acido fosférico e Ca(OCI),) foi utilizada, aplicada em
passo Unico, modificando-se somente sua concentragdo, conforme
descrito na Tabela 1. Nesses grupos, a associacdo foi realizada
dispensando uma gota da solucdo do acido fosférico e uma gota de
solucdo de Ca(OCI), em um recipiente (casulo). As substancias foram
misturadas com pincel Cavibrush (FGM, Joinville, Brasil) por 5 s, e
aplicadas imediatamente na superficie dentinéria, sob fricgdo, por 30 s.
A superficie tratada foi lavada por 30 s e 0 excesso de agua foi removido

com jatos de ar por 5 s.

4.5 Procedimento restaurador

Apos os diferentes condicionamentos da superficie dentinéria,
foram realizadas duas aplicacfes do sistema adesivo hidrofilo, a base de
alcool e MDP (Ambar, FGM, Joinville, Brasil) com pincel (Cavibrush,

FGM, Joinville, Brasil) sob friccdo por 20 s, seguido de jatos de ar por
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10s e polimerizacdo por 20 s utilizando fotopolimerizador Radi-i (SDI,
Austrélia). Em seguida, foi realizada a restauracéo com resina composta
microhibrida fotopolimerizavel (Opallis, FGM, Joinville, Brasil), de cor
A3, em trés camadas com 2 mm de espessura cada camada, utilizando
espatula #1/2 (SSWhite, Duflex, Sdo Paulo, SP), até formar uma
restauracdo em forma de cilindro com 6 mm de altura. Cada camada foi
foto ativada por 40 segundos e, ao final da restauracdo, cada face foi
submetida a 40 de aplicagéo de luz.

Ao final das restauracdes, os dentes foram imersos em &gua
destilada a temperatura ambiente para armazenamento por 24 hs para a

confecc¢do das barras para teste de microtragéo.

4.6. Obtenc&o dos corpos de prova

Apbs o procedimento restaurador, os dentes foram seccionados
na forma de barras de 1mm? de 4rea na seccdo transversal e
aproximadamente 6 mm de extensdo (3 mm de dentina e 3 mm de
resina) utilizando um disco diamantado dupla face (EXTEC, Extec Corp,
Enfield, EUA) em cortadora metalografica (Strues Minitton,
Copenhagen, Dinamarca), a uma velocidade de 300 rpm e constante
irrigacdo com agua destilada. A face mesial dos dentes foi utilizada
como referéncia para o primeiro corte, que gerou placas de
aproximadamente 1 mm de espessura no sentido mésio-distal de cada
dente. Em seguida, foram realizados cortes no sentido vestibulo-lingual
obtendo-se os espécimes com as dimensdes requisitadas para o estudo.

Os espécimes fora do padrédo estabelecido (sem a dimensdo requisitada,
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apresentando defeitos de corte ou com inclina¢do da interface adesiva)
foram descartados.

4.7. Teste de resisténcia adesiva por microtracao

Para 0 ensaio de microtracdo, a interface adesiva de cada
espécime foi medida com um paquimetro digital, nos sentidos
mesiodistal e vestibulolingual para calculo e anotacio da &rea, em mm?®.
As amostras foram fixadas em um dispositivo metalico desenvolvido
para ensaios de microtracdo (ODEME Dental Research). Este dispositivo
foi fixado a uma maquina universal de ensaios (EMIC DL 2000 — S&o
José dos Pinhais, Brasil) dotada de célula de carga de 100 N. Os
espécimes foram aderidos individualmente pelas suas extremidades,
utilizando um adesivo a base de cianocrilato (Superbonder — 3M,
Sumaré-SP, Brasil) no longo eixo do dispositivo metalico para ensaio de
microtracdo. O dispositivo possui uma abertura (fenda) para evitar o
contato do cianocrilato com a interface adesiva, mantendo essa regido
livre. O ensaio de resisténcia adesiva foi realizado por meio da aplicacéo
de carga de tracdo a uma velocidade de 0,5 mm/min, até ocorrer fratura.
No momento da fratura, os valores de forca (em N) foram registrados. A
resisténcia adesiva (o, em MPa) foi calculada dividindo a forca de

fratura pela area da seccdo transversal (o=F/A).

4.8 Andlise estatistica
Os dados de resisténcia de unido foram analisados por Kruskal-
Wallis e Dunn (a= 0,05).
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4.9 Analise do padréo de fratura em estereomicroscopio

As superficies de fratura dos espécimes foram avaliadas com
aumento de 40X, utilizando um estereomicroscopio (Série ZTX ZOM,
Instrumento 6tico Co. de Ningbo Wason Ltda, Zhejiang, China) O modo
de fratura dos espécimes foi classificado em: falha coesiva em dentina
(CD), coesiva em resina (CR) e adesiva (A), quando a falha inicia e

propaga-se a partir da interface adesiva.

4.10. Analise da superficie de dentina em Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV)

Para a analise morfolégica em MEV foi utilizada 1 amostra de cada
grupo, as quais receberam o tratamento de superficie descrito
anteriormente para cada grupo e foram identificadas.

Apos este procedimento, as amostras foram desidratadas em
graus ascendentes de etanol: 25% (30 min), 50% (30 min), 75% (30
min), 95% (30 min) e 100% (60 min). Posteriormente, foram fixadas em
stubs e metalizadas por meio de pulverizagdo com ouro.

As amostras foram examinadas em uma aumento de 5.000x

para visualizagdo da superficie de dentina.

5. RESULTADOS
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Os resultados de resisténcia adesiva estdo apresentados na Figura

1 e descritos na Tabela 2.

60 7

Resisténcia adesiva (MPa)

by P x(_;a’s" X(J'a,"»"' x@b" x@'\? xbm" ch‘-“
S S PO S

Figura 1 — Analise descritiva dos resultados de resisténcia adesiva.
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Os grupos que tiveram a dentina tratada com protocolo de
desmineralizaco (Ass- 30,2 MPa) e desproteinizagdo em duas etapas
(As5Cayo- 19,3MPa ) apresentaram maior resisténcia de unido. Contudo,
foi possivel observar que ndo houve diferencas significativas entre o
grupo com protocolo de desproteinizagdo em duas etapas e 0S grupos
que associaram o &cido fosférico a 35% e o0 Ca(OCl), a 10% (Ass+Cayo-
12,3 MPa) e 30% (Ass+Caz- 10,8 MPa) em aplicagdo concomitante.
N&o houve diferengas estatisticamente significativas entre os demais
grupos, que demonstraram os menores valores de resisténcia de unido
(entre 5,4 e 10,2 MPa).

A andlise do modo de falha dos espécimes do grupo Ass
mostrou a fratura adesiva (60%) ligeiramente mais frequente que o0s
demais modos de falha. Por outro lado, houve predominio de fraturas

adesivas nos grupos submetidos aos protocolos desproteinizantes.



6. DISCUSSAO

Nesse estudo, foi possivel observar que os grupos que tiveram a
dentina tratada com protocolo de desmineralizagdo convencional (Ags) e
desproteinizacdo em duas etapas (AssCajo) apresentaram maior
resisténcia de unido (30,2 e 19,3 MPa, respectivamente), rejeitando a
primeira hipotese (H1) do estudo.

Contudo, foi observado que 0s grupos que associaram em etapa
Gnica a aplicacdo das duas substdncias, Ass+Cajp e Ass+Cas,
apresentaram valores de resisténcia de unido (12,3 e 10,8 MPa,
respectivamente) estatisticamente semelhantes ao grupo submetido a
desproteinizacdo em duas etapas e maiores do que os demais grupos,
rejeitando a segunda hipotese do estudo (H2). Uma possivel explicacao
para esse resultados é que no grupo em que foi utilizada a concentracao
de 35% de é&cido fosférico associado a 10% e de Ca(OCl), houve o
predominio do &cido, sendo que pouco colageno pode ter sido removido
do substrato, que foi penetrado pelo adesivo (TOLEDANO et al., 1999).
Por outro lado, no outro grupo em que o &cido fosférico a 10% e o
Ca(OCl), 30% foram associados houve o predominio do Ca(OClI),,
potencializando a remocdo do colageno na maior parte do substrato,
expondo a por¢do mineral da superficie dentinaria para adesdo (SAURO
et al., 2009). O uso da solucéo desproteinizante pode causar a dissolugdo
das fibrilas colagenas expostas, melhorando o molhamento sobre o
substrato e facilitando a infiltracdo dos mondmeros resinosos (MAIOR
etal., 2007).
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N&o houve diferengas estatisticamente significativas entre os
demais grupos, que demonstraram 0s menores valores de resisténcia de
unido (entre 5,4 e 10,2 MPa).

Os procedimentos de adesdo dentinaria que utilizam etapa de
desproteinizagdo apresentam limitacdes, especialmente em relagcdo a
formacdo da camada hibrida. Os adesivos a base de acetona apresentam
melhor habilidade para deslocar a 4gua e consequentemente se difundir
no substrato dentinario, aumentando o contato do monémero com a
estrutura intertubular irregular da dentina desproteinizada (BASSEGIO
et al, 2008). Por outro lado, 0 uso de um sistema adesivo a base de alcool
e MDP, como utilizado nesse estudo, corroboram com a pesquisa
desenvolvida por SILVA et al., (2006). Este sistema adesivo promoveu
uma unido forte e estavel, pois possui alta afinidade quimica a estrutura
dentaria devido a presenca de MDP. Além da adesdo micromecénica, é
possivel que ocorra unido quimica, pois o MDP apresenta uma
extremidade hidrofilica com alta afinidade pela estrutura dental, unindo-
se quimicamente a hidroxiapatita. Na outra extremidade apresenta
grupamentos com afinidade pelos monémeros resinosos funcionando
como uma ponte que quimicamente incrementa o poder adesivo (HASS
etal., 2013).

E possivel observar também que esta técnica oferece o beneficio
de superficies dentinarias com maior permeabilidade e energia de
superficie aumentada, o que confere maior adesdao a porgdo mineral.
Além disso, a influéncia do operador no desenvolvimento do protocolo
de adesdo é menor, pois elimina o passo de remoc¢do do excesso de
umidade e manutencdo do colageno expandido (SABOIA et al., 2002).

O célcio liberado pode se unir aos grupos fosfatos do dente e dos
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sistemas adesivos, formando cristais compativeis com a estrutura dental,
sem interferir na qualidade da interface (COSTA, 2012).

De acordo com Sauro et al. (2009), o colageno exposto sofre
influéncia da presenca de dgua ao redor das fibrilas colagenas e na base
da camada dentinaria desmineralizada, fato que pode impedir a completa
infiltracdo dos mon6meros resinosos (ARIAS et al., 2005); (BASEGGIO
et al., 2008). Toledano et al. (2009) afirmam que o coladgeno ndo tem
papel importante na qualidade do selamento marginal, bem como na
adesdo entre resina e dentina. Outro fator relevante diz respeito a
degradacdo do coladgeno encapsulado pelos adesivos, que estd sujeito a
acdo das metaloproteinases enddgenas (MONTAGNER et al. 2014).
Embora Tjaderhane et al. (2013) recomende o uso de clorexidina para
bloquear o efeito das MMPs, a remocdo do colageno pode ser uma
adequada alternativa para evitar esta degradacdo. A eliminagdo do
colageno exposto pelo acido fosférico da area de dentina intertubular
proporciona contato direto entre adesivo e cristais de hidroxiapatita
parcialmente dissolvidos, fator que pode contribuir para a durabilidade
da unido a dentina, uma vez que elimina o risco da inadequada
impregnacdo do coldgeno pelo adesivo (BALBINOTT et al., 2009);
(COSTA, 2012); (RAVISHANKER & CHAITHANYA, 2012).

A analise do modo de falha dos espécimes do grupo Aass
mostrou semelhanca de freqiéncia de falhas nas categorias de
classificacdo fratura adesiva (60%) e fratura coesiva de dentina (40%).
Houve o predominio de fraturas adesivas nos grupos submetidos a
protocolos desproteinizantes, que obtiveram menores resultados de
resisténcia de unido em relacdo ao grupo de tratamento com acido

(desmineralizacdo, etch and prime).
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Sugere-se, por fim, a realizacdo de pesquisas utilizando o
hipoclorito de célcio, especialmente avaliagbes ao longo do tempo
(longevidade), uma vez que a técnica apresentou-se promissora em

resultado imediato.
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7. CONCLUSOES

Os grupos que tiveram a dentina tratada com protocolo de
desmineralizagdo (Ass- 30,2 MPa) e desproteinizacdo em duas etapas
(AssCayo- 19,3MPa ) apresentaram maior resisténcia de unido. Porém foi
possivel concluir que o melhor valor de resisténcia de unido obtido foi
no grupo que utilizou a associacdo de &cido fosférico a 35% e o
Ca(OCl), a 10% (Ass+Cayo- 12,3 MPa) mostrando-se efetivo na remocao
do colageno e exposicdo dos tubulos dentinarios,

Apesar das limitagbes desse estudo, foi possivel perceber que
esta técnica pode ser viavel clinicamente. Assim, buscando novos
métodos de aplicacdo e forma de apresentagdo do produto serd possivel

tornar o uso do hipoclorito de calcio uma realidade.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of pre-treatment
of dentine with Ca(OCI), associated to the phosphoric acid (A) on its
bond strength to composite resin. 56 caries-free human molars were
selected. The coronal part of the tooth was sectioned at 2 mm below the
marginal ridge to remove the enamel and expose a flat dentin surface.
The teeth were divided into 8 groups for dentin pre-treatment with
different concentration of the substances (A= 35% or 10%; Ca(OCl), =
10%, 20% or 30%). The substances were applied in one step (+) or in
two distinct steps, as follows: Ass; AssCayg; AsstCayg; Ass+Cay;
Ags+Casg; AjgtCagg; AptCay e Ajp+Cagy. After dentin treatment, teeth
were restored using an adhesive system and 3mm-thick layer of
composite resin. Samples were sectioned into bars with 1 mm? of cross
sectional area. Specimens were submitted to microtensile bond strength
test in a universal testing machine at 0.5 mm/min until fracture. Data (in
MPa) were analyzed by Kruskal-Wallis and Dunn (o = 0.05). The
fracture surfaces were observed and mode of failure was classified. The
groups treated with conventional demineralization protocol (Ass- 30.2
MPa) and with the deproteinization in two steps (AssCay - 19.3 MPa)
showed higher bond strength than the other groups. There was no
statistically significant difference between the other groups. Most part of
fractures occurred at dentin-adhesive interface. Therefore, dentin pre-
treatment with 35% phosphoric acid (Ass) and 10% calcium hypochlorite
(Cayg) promoted an adequate bond strength and represents a clinically

viable alternative to the conventional demineralization treatment.
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1. INTRODUCTION

The conventional etching technique aims to remove the smear
layer originated from the cavity preparation, partially remove mineral
and expose the collagen fibrils of the dentin surface. In this technique,
proper adhesion of composite resin to dentin is achieved when the
adhesive monomers penetrates and polymerize within the fiber network
forming a hybrid layer (Montagner et al., 2014). Adequate involvement
of collagen fibrils by the resin monomers is obtained by keeping the
dentin humidity to preserve spaces between the fibrils and prevent them
to collapse. However, while providing adequate immediate bond
strength, the technique is sensitive to the moisture of the substrate, which
can vary significantly according to the operator. In addition, collagen
exposed by etching can undergo the action of proteolytic enzymes
(especially metalloproteinases- MMPs) which degrade collagen over
time, decreasing the longevity of the adhesive bond (TOLEDANO et al.,
2009; SAURO et al., 2009; MONTAGNER et al., 2014).

To prevent degradation of the bonding interface, a technique has been
proposed: deproteinization of the dentin surface (DEP) (Pratti, 1995).
The DEP technique consists on the dissolution of the exposed collagen
fibrils applying sodium hypochlorite solution after etching the dentin
surface with acid.

This treatment could improve the wettability of the substrate
(increasing the surface energy), allow better infiltration of the resin
monomers into the dentin (compared to etch and rinse protocol- E&R)

and reduce degradation of the dentin-resin interface (partially removing
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the exposed collagen fibrils) (Pratti et al, 1995; Correr et al. 2005;
HIGHER et al., 2007; MAIOR et al., 2007).

Different DEP protocols have been suggested because performing

this technique using sodium hypochlorite (NaOCI, as originally
proposed), despite the benefits, has some limitations: (1) the formation
of fatty acids, which can inhibit or reduce the polymerization of the
adhesive resin, (2) requirement of long time of application (1 to 45
minutes) and (3) limitation in the concentration of NaOCI from 10 to
12% (BONDAN et al., 2009; DUARTE e SILVA., 2007; SPAZZIN et
al., 2008; SAURO et al., 2009).
A promising alternative to the NaOCI for deproteinization of the dentin
surface is to use calcium hypochlorite - Ca(OCI)2. This substance has
the benefit of having calcium ions in the composition and do not result in
formation of fatty acids, which is mainly related to the presence of
sodium (BALBINOTT et al., 2009; BONDAN et al., 2009; COSTA
2012; FERREIRA, 2012). The technique requires a clinically viable
application time and concentration to promote an adequate bond
strength.

Regarding the adhesion, the dentin surface submitted to DEP
using Ca(OCI)2 or NaOCI has been proved to promote similar bond
strength values compared to the surface treated with the conventional
demineralization protocol (E&P) (Balbinott, 2009). Therefore, DEP
using Ca(OCI)2 is a promising pre-bond treatment of the dentin.

However, dentin deproteinization adds a step in the dentin-resin
bonding protocol: application of phosphoric acid, followed by washing
and drying (W&D), surface treatment using hypochlorite, W&D and

final application of the adhesive resin. To simplify the technique, the
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present study proposes to evaluate the effect of the dentin treatment
using a solution containing phosphoric acid associated to Ca(OCI)2 on
the bond strength to composite resin. The study compares bond strength
obtained by conventional  demineralizing  protocol  (E&P),
demineralization followed by deproteinization with Ca(OCI)2 in two
separated steps and demineralization associated to deproteinization in
one step protocol. The main hypothesis tested is that all the protocols

promote similar bond strength values.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Selection and preparation of the samples

The Ethics Committee of the University of Passo Fundo - UPF
(#631.046, on 04.30.2014) approved this work. Sound third human
molars (n=56) were selected and cleaned using periodontal curettes
(Mcall, Golgran, S&o Paulo, SP, Brazil) and sodium bicarbonate blasting
(Sonic Jet Plus, Gnatus, Ribeirdo Preto, SP, Brazil). The teeth were
stored in distilled water at 5°C during the study.

Each teeth was fixed to a device using acrylic resin (JET, Classic,
S8o Paulo, SP, Brazil) to embed the root until 1.0 mm below cement-
enamel junction. After inclusion in acrylic resin, the occlusal surface of
the tooth was sectioned at 2 mm below the marginal ridge to remove the
enamel and expose a flat dentin surface. Measurements were taken to

standardize dentin thickness at 2 mm.
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Dentin surfaces were grounded using 400, 500 and 600-grit
sandpaper under water cooling in a polishing machine (Abramin-Struers,
Copenhagen, Denmark) to standardize the smear layer and topography.
Surfaces were analyzed under optical microscopy (X40) to assure
complete removal of the enamel.

2.2 Dentin pre-bonding treatment

The prepared teeth were randomly divided into 8 groups (n = 7)
for the surface treatment using different protocols (Table 1).

Table 1 — Description of the groups, accordingly to the type and
concentration of substances and the technique used.

Substances concentration (%) Technique
Group Fosforic Calcium Dentin Number
acid hypoclorite Treatment of steps
Ass 35 0 E&R 1
AzsCayg 35 10 DEP 2
Ass+Cayg 35 10 DEP 1
Ass+Cay 35 20 DEP 1
Ass+Cay 35 30 DEP 1
Ait+Cayg 10 10 DEP 1
Agt+Cay 10 20 DEP 1
Agt+Cay 10 30 DEP 1

2.3 Restorative procedure
After pre-treatment, two consecutive layers of adhesive resin

containing MDP (Ambar, FGM, Joinville, Brazil) were applied on the
dentin surface. The adhesive was applied using a microbrush (Cavibrush,

53



FGM, Joinville, Brazil) under friction during 20 seconds. Each layer was
photoactivated for 20 sec using a light-curing unit Radi-i (SDI,
Australia).
A microhybrid composite resin (OPALLIS, FGM, Joinville, Brazil) was
used to build up a cylinder-shaped restoration in 3 increments of 2 mm
(total height of 6 mm). Each layer was photoactivated for 40 sec and, at
the end, the complete restoration was photoactivated for additional 40
sec.

At the end of the restoration, the teeth were immersed in

distilled water at room temperature, to avoid dehydration.

2.4 Obtainment of microbar specimens

After the restorative procedure, the specimens were sectioned in
two directions ligual-buccal and mesio-distal using a double-sided
diamond disc (EXTEC, Extec Corp., Enfield , USA) attached to a cutting
machine (Strues Minitton, Copenhagen, Denmark) at a speed of 300 rpm
and water cooling.

Microbars with a cross-section area of 1 mm2 and 6 mm long (3 mm of
dentin and 3 mm of resin) were obtained. The specimens which did not
reached the established standard (dimension, presenting defects or

rupture of the adhesive interface) were discarded.

2.5 Microtensile test

For the microtensile test, the adhesive interface of each

specimen was measured with a digital caliper in mesiodistal and
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buccolingual directions to calculate the adhesive interface area (in mm2).
Micro-bars were fixed to a metallic device (ODEME Dental Research)
by the edges using cyanoacrylate-based resin in gel. The device has a
gap to avoid the contact of the gel with the dentin-resin interface. The
device containing the specimen was attached to a universal testing
machine (EMIC DL 2000 - S&o José dos Pinhais, Brazil) capable of
detecting loads until 100N. A tensile load was applied to the specimen at
a cross-head speed of 0.5 mm/min until fracture. The maximum load at
fracture (in N) was recorded. The bond strength (ct, in MPa) was
calculated dividing the load at fracture by the cross-sectional area of the
specimen (ot = F / A). Results were analyzed by Kruskal-Wallis and
Dunn (o = 0.05).

2.6 Analysis of the mode of fracture

The fracture surfaces of the specimens were analyzed under
X40 magnification using a light microscope (ZTX ZOM, Ningbo Wason
Ltd., Zhejiang, China). The mode of fracture was classified as cohesive
in dentin (CD), cohesive in resin (CR) and adhesive (A), when the

fracture starts and propagates through the adhesive interface.
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3. RESULTS

The bond strength values, the results of statistical analysis and the
fractured surfaces evaluation are described in Table 2. Bond strength
values of the group treated with the demineralization protocol (A35-
30.2 MPa) were significantly higher than the other groups, but were
statistically similar to the group deproteinized in two steps (A35Cal0-
19,3 MPa).

Deproteinization in two steps promoted bond strength values
similar to groups that associated 35% phosphoric acid and calcium
hypochlorite 10% (A35 + Cal0- 12.3 MPa) and 30% (A35 + Ca30- 10.8
MPa) in a single application. There were no statistically significant
differences between the other groups, which showed the lowest bond
strength values (between 5.4 and 10.2 MPa).

Table 2. Microtensile bond strenght (MPa), statistical analysis and
failure.

Group A‘(’g'%ge Median  25%  75% it:;;;ts'fsi' Failure (%)
COh _CR A
Aw  302(9.2) 277 230 367 A 0 0 60
AuCan 193 (9,2) 142 116 275 AB 00 10
AwtCan 12,3 (1,3) 10,0 54 185 B 100 %
AwstCan 54 (42) 3.7 2,6 6.3 D 5 0 %
AwstCam 108 (5,) 9.1 70 148 B 0 0 %
AwtCan 58 (3.0 4.9 38 73 ) 00 100
AwtCan 89 (5.1 6.9 51 114 cD 00 10
AwtCam 102 (7,9) 7.0 48 121 cD 5 0 %

* Different letters correspond to statistically significant differences
(p=<0.05).

+ Failure modes classified into cohesive dentin (CD), cohesive resin
(CR) and adhesive (A).
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Specimens of Group A35 presented a significant higher frequency
of coesive failure (40%) than other groups, in which adhesive fracture

was a predominant mode of failure.

4. DISCUSSION

In this study, group treated with conventional demineralization
protocol (A35) showed higher bond strength than the other groups, but
was statistically similar to the group treated with deproteinization in two
stages (A35Cal0) (30.2 and 19.3 MPa, respectively), rejecting the first
hypothesis (H1) of the study.

This study presented a deproteizing protocol using calcium
hypoclorite instead of sodium hypoclorite as previously described by
published studies. This change allows the released of calcium, which
could join to the tooth phosphate groups and adhesive systems, forming
crystals compatible with the dental structure without interfering with the
quality of the interface (COSTA, 2012).

The groups treated with deproteinization protocols in one-step
A35+Cal0 and A35+Ca30 presented bond strength values (12.3 and
10.8 MPa, respectively) statistically similar to the group submitted to
deproteinization in two stages. A potential predominance of acid in the
group A35+Cal0 could explain the high bond strength values promoted
by the protocol. However, few collagen fibrils may have been removed
from the substrate, which was permeated by adhesive (TOLEDANO et
al., 1999). On the other hand, the group A35+Ca30 present higher
concentration of calcium hypochlorite available, which could enhance

the collagen removal from the substrate and expose higher amount of
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inorganic dentin (mineral) for adhesion (SAURO et al., 2009). The
potential dissolution of the exposed collagen fibrils by the calcium
hypoclorite could have improved the wetting and the infiltration of the
resin monomers in the substrate, promoting clinically adequate bond
strength values (MAIOR et al., 2007).

Deproteinizing techniques offers the benefit of dentin surfaces
with higher permeability and increased surface energy, which gives
greater adherence to the mineral of dentin. In addition, the influence of
the operator on the adhesion between resin and dentin is minimized in
this technique, because the removal of collagen decrease the influence of
the amount of water (moisture) necessary to promote an adequate bond
strength (SABOIA et al., 2002).

The exposed collagen is influenced by the presence of water
around the collagen fibrils and at the base of the demineralized dentin
layer, which may prevent complete infiltration of resin monomers (Arias
et al., 2005; Sauro et al., 2009; Baseggio et al., 2008). In addition, the
degradation of collagen over time is of major concern, because since the
collagen can be subject to the action of endogenous metalloproteinases
(Montagner et al. 2014).

Although Tjaderhane et al. (2013) recommended the use of
chlorhexidine to block the effect of MMPs, collagen removal may be a
suitable alternative to avoid this degradation. The elimination of collagen
exposed by phosphoric acid of intertubular dentin area provides direct
contact between adhesive and partially dissolved hydroxyapatite crystals,
a factor that may contribute to the durability of the dentin-resin bonding
interface (BALBINOTT et al., 2009; COSTA, 2012; RAVISHANKER,
CHAITHANYA, 2012).
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Bonding procedures using deproteinizing pre-treatment have
some limitations, especially regarding the formation of the hybrid layer.
Adhesives containing acetone have improved ability to displace water
and spread into the dentin, increasing the contact of the monomer with
the irregular structure of intertubular deproteinized dentin (Bassegio et
al, 2008). However, previous work (Silva et al., 2006) showed that
adhesive systems having alcohol as solvent and MDP, such as the one
used in the present study, can provide bond values similar to the
adhesives containing acetone. This adhesive system promoted a strong
and stable bond, because of the high chemical affinity to tooth structure
due to the presence of MDP, which could bond to the hydroxyapatite of
the dentin (HASS et al., 2013).

Specimens of Group A35 presented a significantly higher
frequency of coesive failure (40%) than other groups. However, there
was a predominance of adhesive fractures in the groups submitted to
deproteinizing protocols, potentially related to lower bond strength
values compared to the demineralized group (E&P).

Since the present study showed that demineralization protocols
using phosphoric acid associated to calcium hypoclorite are promising to
obtain an adequate quality of the adhesion, longer time of observation is

recommended to analyze the longevity of this interface.

5. CONCLUSION

Deproteinizing technique using 35% of phosphoric acid (A) and

10% of calcium hypoclorite (Ca) applied in two steps presented similar

bond strength to the conventional desmineralization protocol. The
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association of substances in a single application, specifically A35+Cal0
and A35+Ca30, promoted an adequate interface quality expressed by
bond strength values statistically similar to the deproteinizing protocol
performed in two steps. Therefore, despite the limitations of this study,
the presented deproteinizing technique may be viable alternative for

clinical use.
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