UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
Fundacéo Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966

Sao Luis - Maranh&o.

CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA
DOUTORADO EM ODONTOLOGIA

DESENVOLVIMENTO DE MATERIAIS BIOATIVOS PARA
OBLITERACAO DE TUBULOS DENTINARIOS NO
TRATAMENTO DE HIPERSENSIBILIDADE DENTINARIA.

Sédo Luis
2024



LUANNA MARINHO SERENO NERY SALDANHA

DESENVOLVIMENTO DE MATERIAIS BIOATIVOS PARA OBLITERACAO DE
TUBULOS DENTINARIOS NO TRATAMENTO DE HIPERSENSIBILIDADE
DENTINARIA.

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacao
em Odontologia como parte dos requisitos para a
obtencéo do titulo de Doutor em Odontologia.

Orientador: Prof. Dr. Darlon Martins Lima

Sédo Luis
2024



Ficha gerada por meio do SIGAA/Biblioteca com dados fornecidos pelo(a) autor(a).
Diretoria Integrada de Bibliotecas/lUFMA

Mari nho Sereno Nery, Luanna.

DESENVOLVI MENTO DE MATERI Al' S Bl OATI VOS PARA OBLI TERAGAO
DE TUBULOS DENTI NARI OS NO TRATAMENTO DE H PERSENSI BI LI DADE
DENTI NARI A / Luanna Marinho Sereno Nery. - 2024.

59 f.

Orientador(a): Darlon Martins Lina.

Tese (Doutorado) - Programa de Pds-graduagcao em
Qdont ol ogi a/ ccbs, Universi dade Federal do Maranh&do, Sé&o
Luis, 2024.

1. Perneabilidade Dentinaria. 2. Oxalatos. 3.
Bi ovidro. 4. Dessensibilizantes. 5. Hipersensibilidade
Dentinaria. |I. Martins Lima, Darlon. Il. Titulo.




LUANNA MARINHO SERENO NERY SALDANHA

DESENVOLVIMENTO DE MATERIAIS BIOATIVOS PARA OBLITERACAO
DE TUBULOS DENTINARIOS NO TRATAMENTO DE
HIPERSENSIBILIDADE DENTINARIA.

A Comissao julgadora de defesa de Doutorado em Odontologia, em
sessdo publica realizada no dia 07/05/2024, considerou a candidata

() APROVADA () REPROVADA

1) Examinador: Prof. Dr José Roberto de Oliveira Bauer
2) Examinador: Prof. Dr. Paulo Vitor Campos Ferreira
3) Examinador: Prof. Dr. Adaias Oliveira Matos

4) Examinador: Prof. Dr. Andres Felipe Millan Cardenas

5) Presidente (Orientador): Prof. Dr. Darlon Martins Lima




“Nao existem métodos faceis para resolver
problemas dificeis.”
René Descartes


https://www.pensador.com/autor/rene_descartes/

AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus a oportunidade de fazer esse Doutorado, que foi um processo
muito dificil para mim, mas de aprendizado e crescimento profissional sem davida

alguma.

A minha filha, Maria Luisa, que me salvou de tudo e de mim mesma com o amor

mais puro e verdadeiro. E indescritivel a forca Divina que é o maternar.

Aos meus pais, Luis Nery (in memoriam) e Giovanna Nery, gratidao pela minha
vida, por todo cuidado, amor e investimento, por priorizarem a nossa educagdo sempre.

Se hoje estou aqui, é porque eles me guiaram nesse caminho.

Ao meus esposo, Mauro Saldanha, por dividir comigo os sabores e principalmente
os dessabores dessa jornada. Mais uma etapa vivida e crescendo juntos. Que possamos

ser a chama, mas também calmaria um do outro, e juntos sermos o farol de Maria Luisa.

Aos meus irmdos, minhas sobrinhas e minha familia, por serem ponto de apoio, e

morada do coragéo.

Ao meu orientador, professor Darlon, por ser nessa jornada especificamente ter
sido meu ponto de suporte, meu amigo e meu conselheiro, antes da posicao de professor
foi acolhimento, foi humano e foi amor. Quantas dores dividi com ele nesses anos e com
tanto carinho ele seguro minha mé&o, por vezes ndo me deixou cair, algumas outras

precisou me levantar, mas nunca desistiu de mim. VVocé sempre serd 0 meu mestre!

Ao professor Bauer, por ter sido minha mente e coracdo dentro dessa loucura toda,

e muitas vezes a for¢a motriz. Sou tua fa. Obrigada também por sua dogura e carinho.

Ao Prof. Paulo Campos, obrigada por ceder teu tempo e conhecimento, por
acompanhar lado a lado o nosso desenvolvimento, pelas tuas ideias geniais, e
principalmente por sempre dizer: Calma...vai dar tudo certo, fica tranquila. Isso faz muita

diferencga.

Ao BIOMMA, por ser mais que um grupo de pesquisa, por juntar tanta gente boa

num proposito de colaborar um com o outro genuinamente.

Muito obrigada por me ajudarem na construcdo desse trabalho!



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

Figura 1 — Grafico de reducdo da permeabilidade dentinaria dos diferentes grupos
experimentais de oxalato de nidbio (5, 10 e 20%) e pastas comerciais nos periodos
IMediato, 7, 14 € 21 dI8S. ...voieiieiiieie ettt 27
Figura 2 — Imagens ilustrativas de microscopia eletronica de varredura de amostras dos
grupos experimentais utilizadas no ensaio de permeabilidade dentinaria apds 21 dias. 29
Figura 3 - Imagens de MEV, em 500X de magnificacdo (A) e1000x de magnificagéo (B),
dos precipitados formados sobre a superficies dos espécimes de dentina tratados apos 28
dias de armazenamento em PBS; (C) Espectros de EDS dos precipitados formados sobre
a superficie dos discos de dentina tratados

Figura 4 - Gréafico de viabilidade celular (hGF) ap6s 24h de exposicdo ao oxalato de
niébio amoniacal, em concentracbes de 1%, 2,5%, 5%, 10% e 20%, em relacdo ao
(010011 (0] =SSP 32

CAPITULO 2

Figura 1 — Fluxograma do processo aplicado aos corpos de prova de cada grupo no
decorrer do eXPEITMENTO. .....ooiiiiieie et sb e 47
Figura 2 — Grafico de reducdo da permeabilidade dentinaria das solucdes comercial e
controle experimental e suspensdo experimental nos periodos imediato, 7, 14 e 21 dias
........................................................................................................................................ 49
Figura 3 - Imagem de microscopia eletronica de varredura da superficie dos discos de
dentina ao final do tratamento (21 dias). G1 indica amostra de dentina tratada com Gluma
desensitizer; G2 indica amostra tratada com controle experimental, sem particulas de
vidro; G3 indica amostras tratadas com material experimental



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1

Tabela 1 — DiVISA0 0OS QIUPOS ...ecveiieiireiiciesieesiesie st e ste e e ste e ste e e raesseaneesneenas 24
Tabela 2 — Composicéo das pastas comerciais e eXperimentais ........ccocceveeivererreeseenee. 24
Tabela 3 — Tempo de realizacdo das leituras de permeabilidade ............cccccceeviiiernnen. 26
CAPITULO 2

Tabela 1 — Grupos de tratamento e composi¢do dos materiais............ccoeveeveerecrvesnnenne. 45



SUMARIO

RESUMO ..ottt nse s anannenees ix
ABSTRACT oottt es e X
FUNDAMENTAGAO TEORICA ..ot 11
12 (0] 10157 (071 TR 17

CAPITULO 1 -
Impacto de um dessensibilizante a base de oxalato de nidbio na obliteracdo dentinéria e

W S 0T VA [0 = (o [OOSR 19
CAPITULO 2 -

Desenvolvimento de um agente dessensibilizante experimental contendo particulas de
vidro bioativo dopada glutaraldeido: permeabilidade dentinaria e formacdo de

Precursores de NIAroXIAPALITA. ........ueveierieie it 41

REFERENCIAS .o e e e e e et e et e e e et e e et e e s e e et eees e er e, 55



RESUMO

O interesse no desenvolvimento de materiais para o tratamento de hipersensibilidade
dentinaria vem crescendo ao longo dos anos. A hipersensibilidade dentinaria (HD) é uma
das doencas mais comuns na préatica clinica atual; definida como dor resultante da
exposicao da dentina em resposta a estimulos quimicos, térmicos, tateis ou osmoticos. A
HD tem ganhado destaque devido a sua crescente prevaléncia, se tornando uma
preocupacdo constante para os pacientes. O objetivo desse trabalho foi propor
desenvolvimento de agentes dessensibilizantes bioativos para tratamento de
hipersensibilidade dentinéria. No capitulo 1 foi proposto o desenvolvimento de pastas
experimentais com diferentes concentracdes de oxalato de niébio amoniacal (5,10,20%),
comparadas a dessensibilizantes comerciais, divididos entre 5 grupos de tratamento
(n=5). A avaliacéo do potencial de obliteracdo dos tubulos foi feita através do teste de
permeabilidade dentinéria, realizado imediatamente apds a aplicacdo das pastas, 7, 14 e
21 dias depois. Entre as leituras as pastas eram reaplicadas e as amostras permaneciam
armazenadas em solucéo de tampéo fosfato-salino (PBS) trocadas a cada 7 dias. Ao fim
do periodo de avaliacdo foram realizadas imagens de microscopia eletronica de varredura
(MEV) para analise das superficies, além da avaliacéo da citotoxicidade. Dessa forma, as
pastas experimentais independente da concentracdo apresentaram grande reducdo da
permeabilidade desde o periodo imediato; enquanto as pastas comerciais mostraram
maior reducdo apos 7 dias da primeira aplicacdo. A imagens de MEV mostraram a
formag&o de uma camada espessa composta por precipitados do material e por sucessivas
aplicacdo das pastas, para todos 0s grupos experimentais. Logo, conclui-se que as pastas
de oxalato de nidbio sdo capazes de reduzir consideravelmente a permeabilidade
dentinaria em curto e longo prazo, independente da concentracdo aplicada. No capitulo
2, foi proposto o desenvolvimento de uma suspensdo contendo particulas de vidro
bioativo (45S5) e glutaraldeido, comparando-a com duas solucdes controles, comercial e
experimental. Sendo avaliados também pelo teste de permeabilidade dentinéria e anélise
de MEV. O grupo experimental com adicdo de biovidro apresentou menores valores de
permeabilidade na anélise imediata comparado aos grupos controles, comercial e
experimental. Os valores da Lp para esse periodo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes para todos os grupos. Mas ao final do estudo ndo houve
diferenga estatistica entre os diferentes tratamentos (p > 0,05). Dessa forma, podemos
concluir que a suspensdo experimental contendo biovidro 45S5 obteve melhor
performance no tempo imediato, mas no decorrer do estudo se mostrou semelhante as
solugdes controles. Esses achados permitem o surgimento de novos tratamentos para
hipersensibilidade dentinéria.

Palavras Chaves: Permeabilidade dentinaria; Oxalatos; Biovidro: Dessensibilizantes;
Hipersensibilidade dentinéria.



ABSTRACT

Interest in developing materials for the treatment of dentin hypersensitivity has been growing
over the years. Dentin hypersensitivity (DH) is one of the most common diseases in
current clinical practice; defined as pain resulting from exposure of dentin in response to
chemical, thermal, tactile or osmotic stimuli. HD has gained prominence due to its
increasing prevalence, becoming a constant concern for patients. The objective of this
work was to propose the development of bioactive desensitizing agents for the treatment
of dentin hypersensitivity. In chapter 1, the development of experimental pastes with
different concentrations of ammonium niobium oxalate (5,10,20%), compared to
commercial desensitizers, divided between 5 treatment groups (n=5) was proposed. The
assessment of the potential for obliteration of the tubules was done through the dentin
permeability test, carried out immediately after applying the pastes, 7, 14 and 21 days
later. Between readings, the pastes were reapplied and the samples remained stored in a
phosphate-buffered saline (PBS) solution, changed every 7 days. At the end of the
evaluation period, scanning electron microscopy (SEM) images were taken to analyze the
surfaces, in addition to evaluating cytotoxicity. Thus, the experimental pastes regardless
of concentration showed a large reduction in permeability from the immediate period;
while commercial pastes showed a greater reduction after 7 days of the first application.
SEM images showed the formation of a thick layer composed of precipitates of the
material and successive application of the pastes, for all experimental groups. Therefore,
it is concluded that niobium oxalate pastes are capable of considerably reducing dentin
permeability in the short and long term, regardless of the concentration applied. In chapter
2, the development of a suspension containing bioactive glass particles (45S5) and
glutaraldehyde was proposed, comparing it with two control solutions, commercial and
experimental. They are also evaluated by the dentin permeability test and SEM analysis.
The experimental group with the addition of bioglass presented lower permeability values
in the immediate analysis compared to the control, commercial and experimental groups.
Lp values for this period showed statistically significant differences for all groups. But at
the end of the study there was no statistical difference between the different treatments (p
> 0.05). Therefore, we can conclude that the experimental suspension containing 45S5
bioglass had better performance in the immediate term, but during the study it proved to
be similar to the control solutions. These findings allow the emergence of new treatments
for dentin hypersensitivity.

Keywords: Dentin permeability; Oxalates; Bioglass: Desensitizers; Dentin
hypersensitivity.



FUNDAMENTACAO TEORICA

Hipersensibilidade Dentinaria

A hipersensibilidade dentinaria (HD) é uma das doencas mais comuns na préatica
clinica atual; definida como dor resultante da exposicdo da dentina em resposta a
estimulos quimicos, térmicos, tateis ou osmoticos, que ndo pode ser atribuido a nenhum
outro defeito ou patologia dentéria [1-6]. Clinicamente, € uma dor aguda localizada ou
generalizada de inicio rapido e pode afetar um ou varios dentes superficies [1]. No que
diz respeito a localizacdo, a HD é relatada frequentemente nas superficies vestibulares
dos pré-molares, embora haja divergéncias entre qual arcada é mais acometida ([7-10].

Enquanto em pacientes idosos acredita-se que ocorra por recessdo gengival advinda
de doenca periodontal, nos jovens atribui-se a HD a exposic¢do por erosdo [1] e outras
lesBes cervicais ndo cariosas (LCNC) associadas a héabitos dirios. A erosdo, mais
apropriadamente denominada “biocorrosdo”, abrange todas as formas de degradacdo
quimica, bioquimica e eletroquimica [11] por sua vez € definida como dissolucdo
aparente do esmalte e da dentina, formando cavidades de base dura e lisa, ndo relacionada
a carie [12]. podendo ser de origem intrinseca, quando associada a presenca de acido
gastrico na cavidade bucal, ou de origem extrinseca, causada principalmente pelo alto
consumo de alimentos e bebidas acidas [13].

Para Derceli et al. (2016) o desgaste erosivo esta associado a habitos populacionais,
especialmente a dietas que inclui consumo substancial de alimentos e bebidas acidas.
Além disso, muitos individuos apresentam doencgas como anorexia nervosa, bulimia e
doenca do refluxo gastroesofagico, que facilitam o contato do suco gastrico com a
cavidade bucal levando a dissolugdo seletiva dos componentes especificos da superficie
dentaria, causando perda de estrutura e hipersensibilidade [14-16].

De todo modo, nos ultimos anos, a biocorrosao tem ganhado destaque devido a sua
crescente prevaléncia, se tornando uma preocupacao para 0s pacientes, especialmente
pela rapida progressdo, onde ha perdas funcionais, estéticas e além da dor [13]. Existem
ainda outros materiais e procedimentos que sdo capazes de causar hipersensibilidade
como: jatos de ar, solucBes hipertdnicas, materiais absorventes (como material
restaurador), e estimulos evaporativos, por fluxo externo de fluidos, mas esse em nivel de
menor intensidade [2].

Segundo Aminoshariae & Kulild, 2021, existem seis principais mecanismos que

refletem a dor na odontologia, um deles é a transducdo de estimulos dentinarios que
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causam a hipersensibilidade, que apresentam impactos e limitacbes nas acdes mais
simples do dia a dia do paciente, como dieta, higiene bucal, sendo assim um limitador da
qualidade de vida [1,2,5]. Autores afirmam através de revisao sistematica e meta-anélise
uma associacgdo significativa encontrada entre HD e a frequéncia de escovacdo dentaria
[1], que corrobora para os surgimentos de outras doengas bucais e aumento da sensacao
dolorosa.

Em 2010 HEINTZE; RUFFIEUX & ROUSSON afirmaram que cerca de um quarto
da populacdo mundial possui algum tipo de LCNC [17]; e a respeito disso, varios estudos
epidemioldgicos foram sendo conduzidos em todas as regides geograficas na ultima
década [7,8,10,15,18-29]. Entretanto existe uma alta varia¢do na prevaléncia da HD, isso
porque diversos estudos se basearam em critérios subjetivos por meio de questionarios e

ndo por parametros clinicos testaveis e confiadamente replicaveis [4,5]

Fisiopatologia

Embora a HD seja um problema reconhecido e continuamente estudado,
compreende-se que ainda ha mecanismos que precisam de melhores elucidagdes. A
etiologia vem sendo estudada por dados de estudos in vitro, in situ e dados obtidos a partir
de levantamentos epidemioldgicos, em que a exposi¢do dos tabulos dentindrios com
comunicagdo nervosa a polpa dental respondem ao estimulo ambiental externo geando a
dor.

Um estudo publicado em 2021 sobre os conceitos atuais de hipersensibilidade
dentinaria relatou que muitos estudos se concentram na prevaléncia da hipersensibilidade
dentinaria, e poucos se propdem a explicar o mecanismo da dor, e para que haja um
melhor diagnostico e intervencéo terapéutica é necessario o entendimento desse processo.
Para explicar a HD seu estudo destacou cinco teorias, sendo elas, a teoria hidrodinamica,
teoria da inervacdo direta, da neuroplasticidade, teoria mecanosensorial dos
odontoblastos, e dos algoneurdnios de baixo limiar [2].

E assim muitas teorias foram propostas para explicar o mecanismo bioldgico da
HD. No entanto, a teoria do sistema hidrodindmico, proposta por BRANNSTROM et al.,
1968 € a mais aceita e sugere que a sensacdo dolorosa € induzida pela estimulagdo da
dentina exposta pelo movimento do fluido dentro dos tabulos dentinarios abertos em
resposta a alteragdes/estimulos mecanicos ou osmoticos. O deslocamento do liquido no
interior dos tubulos provoca pressdo intrapulpar, que estimula as fibras nervosas

localizadas na interface dentina-polpa e gera a HD [1,2,4,6].
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Aminoshariae & Kulild, 2021, concluiram entdo que a dor dentaria/pulpar surge de
um mecanismo complexo devido as suas propriedades neuroquimicas Unicas e estruturas
anatdbmicas proximas. E embora a teoria hidrodindmica tenha sido o conceito mais
amplamente aceito nas Ultimas décadas, a compreensdo recente desta estrutura

neuroguimica gera questdes que requerem mais pesquisas.

Tratamentos

Além da eliminacdo de estimulos nociceptivos, ha algumas estratégias comumente
escolhidas como tratamento da HD, dentre elas tem-se a modificacdo da resposta nervosa
ou reducdo da transmissdo neuronal e obliteracdo dos tubulos dentinarios permeaveis.
[3,4,30].

Na primeira estratégia busca-se a modificacdo dos impulsos nervosos por meio de
sais de potassio que vdo despolarizar as células alterando seu potencial elétrico e
resultando numa menor excitabilidade, deixando os estimulos menos responsivos a dor.
E na segunda, busca-se a obliteracdo dos tubulos, que pode ocorrer quimicamente, por
meio de fluoretos, oxalatos, arginina e/ou por agdo fisica por meio de adesivos e selantes
e ainda por laserterapia [1,3,4].

Para Liu etal., 2020, as estratégias de manejo da HD incluem a educacéo em higiene
bucal, remocdao dos habitos comportamentais e fatores de predisposicéao, tratamentos ndo
invasivos e por fim os tratamentos restauradores e cirrgicos.

Para os tratamentos ndo invasivos existem ainda condutas primarias, por meio de
cremes dentais que contenham agentes ativos dessensibilizantes com diferentes
mecanismos, como ProArgin™ (arginina 8%), novamin (fosfosilicato de célcio 5%),
nanohidroxiapatita 25% e concentracGes de 5 a 10% de oxalato de potassio [1,4,31,32].

Para os casos de hipersensibilidade persistente ao tratamento primario, ou casos de
dor intensa, existem os tratamentos realizados em consultério, onde geralmente resulta
em alivio imediato da dor. A aplicacdo de verniz fluoretado é amplamente utilizada, 0s
vernizes contém altas concentracdes de flGor, capazes de formar uma barreira mecanica
sobre a dentina exposta. [1,31,32].

A laserterapia também vem ganhando notoriedade [1,31,32] uma revisdo
sistematica publicada no ultimo ano mostrou que a terapia de laser, de alta ou baixa
poténcia apresenta uma reducdo satisfatoria da percepcdo dolorosa depois de alguns
meses de tratamento aliviando os sintomas através da formagdo de dentina reacionéria

apos irradiagdo. Sabe-se que, em além de ter efeito analgésico imediato, o laser estimula
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os odontoblastos na producdo de dentina irregular que pode levar a obliteracdo dos
tlbulos dentinrios [1].

Outra opcdo de tratamento muito difundida é a utilizacdo de solucdo aquosa
contendo metacrilato de hidroxietila (HEMA) e glutaraldeido; o gluma (Kulzer) €
utilizado no tratamento de HD desde 1991, no seu mecanismo de acdo o glutaraldeido
promove a coagulacdo das proteinas do fluido dentinario, que reagem com o HEMA e
geram um poliHEMA e uma proteina reticulada com glutaraldeido, reduzindo a dor da
hipersensibilidade. Este material, devido a sua composicdo a base de resina, também
provou ser eficaz no manejo dos sintomas da HD mesmo ap0s submissao a ciclos in vitro
de erosdo-abrasdo[31,33,34] E teve seu efeito observado 6 meses apds sua aplicacdo em
um ensaio clinico [32].

Embora todos os procedimentos tenham o objetivo de obliterar os tubulos e/ou
dessensibilizar os receptores pulpares, ndo ha resultados duradouros suportados pela
literatura. Acredita-se que isso ocorra porque o0s processos fisicos e quimicos que ocorrem
continuamente no meio bucal acarretam novas exposi¢des dos tubulos[1].

No que diz respeito aos tratamentos acima mencionados, além de agirem

imediatamente apds a sua aplicacao, devem proporcionar efeitos a longo prazo.

Materiais Bioativos

A utilizacdo de materiais bioativos € uma proposta promissora para o tratamento da
HD, pois promove a neoformacdo de uma barreira bioativa na superficie da dentina
exposta, capaz de ocluir os tubulos dentinarios e formar uma camada mecanicamente forte
de hidroxiapatita [6,35].

O biovidro é um material exdgeno que libera ions de célcio e fosfato em contato
com fluidos bioldgicos, como a saliva. Esses ions subsequentemente cristalizam em
apatita de hidrocarbonato para obliterar os tibulos, semelhante a hidroxiapatita, por conta
disso, o vidro bioativo tem apresentado resultados promissores como substituto 6sseo e
para remineralizacdo da dentina devido a sua maior durabilidade, e por sua
biocompatibilidade, sendo atoxico e inofensivo aos tecidos biolégicos humanos
[6,30,36].

Se apresentam em varias outras formulacdes, tais como 45S5, 45S2, 55S5, onde a
primeira dezena, a esquerda do “S” significa o percentual de SiO2 no composto, e o0 ultimo

numero a relacdo molar de Ca/P. Dessa forma, a composicao basica que o biovidro mais
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utilizado na Odontologia é 0 45S5 (45% SiO2; 24,5% CaO, 24,5% Na2O, 6% P>07)
(HENCH, 1991) [6].

Podemos encontrar biovidro como composto de biosilicato de 1 a 10%, e o
Novamin (45S5/Bioglass) também em concentracao variavel (2,5-15%) e em diferentes
formulacGes, sendo em po, pasta, gel, assim como diferentes protocolos de aplicacdes[6].
Uma revisdo sistematica avaliou as duas formulagdes no tratamento da HD, e verificou
que o Novamin em baixas concentracdes 2,5-7,5% apresentou bons resultados tanto para
tratamento primario (em casa) como para aplicagdes em consultorio, O biosilicato por sua
vez possui resultados mais controversos, mas ainda assim apresenta ligeira melhora em
comparacéo a pastas comerciais [6].

Diante das caracteristicas deste biomaterial, o seu emprego na HD possibilitara um
tratamento mais eficaz e duradouro, uma vez que este material além de promover a
obliteracdo mecanica dos tdbulos dentinarios, € biocompativel e ndo interfere na
diferenciacdo celular, favorecendo a formacdo da dentina tercidria, que mesmo na
presenca de inumeros tratamentos, ainda é a barreira mais eficaz e duradoura para
obliterar os tubulos dentinéarios [6,35,37].

Outro material com potencial de acdo no tratamento da HD €é o uso pastas com
oxalato de nidbio. Os oxalatos foram incluidos no tratamento de hipersensibilidade na
década de 70, diminuindo a condutancia hidraulica, sugerindo a partir dai o potencial de
obliteracdo pela formacdo de precipitados cristalinos na forma de oxalato de célcio
(Pashley & Galloway, 1985). Entretanto estes cristais formados sobre a dentina possuem
apenas efeito imediato, uma vez que sdo sollveis num ambiente oral de constante
renovacao ionica [39]

O nidbio tem sido reportado como detentor de alta biocompatibilidade, capaz de
induzir a formacdo mineral e estimular a proliferacdo/diferenciacdo celular [40-42].
Miyazaki et al., 2001 demonstraram que a formacao de cristais de apatita na superficie de
oxido de Nb sintetizado via processo sol-gel, imersos em solu¢do mineralizadora, esta
diretamente associada a presenga de grupos funcionais Nb-OH [40].Na ultima década,
diferentes materiais odontolégicos tém sido desenvolvidos aplicando diferentes particulas
bioativas contendo ions Nb na busca de incorporar propriedades bioativas a estes
materiais [43-48].

Portanto, 0 presente invento tem como principio ativo o oxalato de nidbio
amoniacal, que quando em contato com o0 meio oral, dissocia-se em 2 cristais: oxalato de

calcio e uma particula a base de nidbio e calcio. Esta Ultima possui resisténcia a
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solubilidade, além de tamanho apropriado para penetrar nos tabulos dentinarios. Outra
vantagem, é a inducgdo de formacao de cristais de hidroxiapatita a partir desse composto,
tal efeito remineralizador proporciona a recuperacdo dentinaria e reducdo ou fim da
sensibilidade dentinaria.

Diante do exposto, ndo ha no estado da técnica uma composicdo compreendendo
oxalato de nidbio amoniacal, e sal de carboximetilcelulose, para tratamento de
hipersensibilidade dentinéria, que seja capaz de formar cristais de hidroxiapatita no
interior dos canais e superficie dentinaria. Esses cristais sdo acido-resistentes,

proporcionando resisténcia a longo prazo.
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PROPOSICAO

Este trabalho se propds a estudar o efeito de materiais experimentais contendo
oxalato de nidbio e biovidro 45S5 na capacidade de obliteracdo de tdbulos dentinarios
como meio de tratamento para hipersensibilidade dentinéria, comparando-os com
tratamentos convencionais, avaliando a permeabilidade dentindria e analise das
superficies por microscopio eletrdnico de varredura com espectroscopia de energia
dispersiva de Raios X (EDS).

17



CAPITULOS
Esta tese estd baseada na normativa da Prd-Reitoria de Pesquisa e Pds-graduacao
da Universidade Federal do Maranhdo. Sendo assim composta de dois capitulos, contendo

artigos que serdo enviados para publicacdo na revista Dental Materials.
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Capitulo 1
“Impacto de um dessensibilizante a base de oxalato de ni6bio na obliteracdo dentinaria e

na Bioatividade”

NERY SALDANHA; LMS; FERREIRA PVC; LIMA DM; BAUER JRO.
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RESUMO

Objetivos: Avaliar o potencial de obliteracdo dos tdbulos dentinéarios de pastas
experimentais com diferentes concentracdes de oxalato de niébio amoniacal Métodos:
Foram usados 25 terceiros molares, cortados em discos de dentina de 1,5mm, divididos
entres 5 grupos de tratamento (n=5): 2 grupos de dessensibilizantes comerciais e trés com
diferentes concentragdes de oxalato de nidbio amoniacal (5,10,20%). Os corpos de prova
(cps) foram divididos randomicamente, apds determinacdo da permeabilidade (Lp)
inicial. As pastas foram aplicadas com escovas de robson em baixa rotagdo por 10s;
ficaram em repouso por 10 min, e 10s ativo novamente. Em seguida fez-se as
mensuragOes das Lps. Os cps foram armazenados em solugdo de tampéo fosfato-salino
(PBS) trocadas a cada 7 dias. As leituras de Lps foram feitas nos periodos: imediato, 7,
14 e 21 dias, bem como a reaplicacdo das pastas. Para medicdo foram feitas no aparelho
THD-02b (Odeme, Brasil). Imagens de microscopia eletrénica de varredura foram feitas
para analise das superficies, além da avaliacdo da citotoxicidade. Resultados: Os grupos
comerciais apresentaram maior reducdo da Lp somente apds 7 dias mantendo-se
constante até os 21 dias; j& 0S grupos experimentais independentes da concentracédo
apresentaram alta reducédo da Lp desde o periodo imediato, mantendo o padrdo de queda.
Imagens de MEV mostraram a formacao de uma espessa camada composta pela formacéo
de precipitados e sucessivas aplicacdo do material, para todos 0s grupos experimentais.
Concluséo: Pastas de oxalato de nidbio sdo capazes de reduzir a consideravelmente a
permeabilidade dentinaria curto e longo prazo, independente da concentracdo aplicada.
Significancia Clinica: Esses achados permitem o surgimento de novos tratamentos para
hipersensibilidade dentinaria. As pastas experimentais contendo oxalato de niébio sdo
mais eficientes, pois sdo capazes de reduzir a permeabilidade dentinaria imediatamente a
sua aplicacdo, e se mostram tdo eficazes quanto as pastas comerciais pois mantem essa

obliteracdo no decorrer do tempo.

Palavras Chaves: Permeabilidade dentindria; Oxalatos; Dessensibilizantes;

Hipersensibilidade dentinéria.

21



INTRODUCAO

A hipersensibilidade dentinaria (HD) consiste em uma situacao clinico-patoldgica
causada pela exposi¢do de uma regido da dentina e consequente abertura dos tabulos
dentinarios[1,2]. A prevaléncia dessa patologia tem aumentado ao redor do mundo e esta
associada a diferentes etiologias [3] que podem agir de forma isolada ou multifatorial.
Dentre as principais causas etiologicas os fenémenos de abrasdo, erosdo e atri¢do
possuem importante papel [4,5]. A exposi¢do dos tubulos dentinarios gera uma dor curta
e aguda quando esta regido € exposta a estimulos térmicos, quimicos, tateis, osmaticos,
entre outros[6].

As estratégias de tratamento para HD envolvem dois mecanismos de a¢do: reducdo
da excitabilidade nervosa, através da despolarizacdo das células com sais de potéssio que
alteram o potencial elétrico; e obliteracdo dos tubulos, que pode ocorrer por meio de
fluoretos, oxalatos, arginina, polimeros, entre outros [7]. A longo prazo, a oclusdo dos
tabulos corresponde a forma mais eficaz de reducéo dos impactos causados pela HD[8].
O mecanismo mais comum para obliteracdo dos tUbulos consiste na deposi¢do de
precipitados inorganicos a partir de sais de oxalato e fluoreto [2,9].

Aplicacdo de oxalato de potassio corresponde a uma das mais antigas formas de
tratamento da HD. Os primeiros estudos in vitro datam do final da década de 1970 e inicio
da década de 1980 [9,10]. O mecanismo de acdo envolve inicialmente a dissociacdo em
grupos oxalato e ions K, quando em contato com meio aquoso, e posterior formacao de
cristais de oxalato de calcio. Esse processo ocorre sobre a superficie dentinaria de forma
quase instantanea. Os cristais formados consistem em oxalato de célcio dihidratado e sdo
formados a partir de ions calcio proveniente da smear layer e fluido dentinario [9]. Os
cristais formados sdo relativamente insoliveis em condi¢bes &cidas e, portanto,
resistentes a dissolucéo por alimentos e bebidas acidas [10,11].

Apesar do bom desempenho apresentado pelos produtos contendo oxalato de
potassio, uma nova geracdo de materiais bioativos tem sido desenvolvida e aplicada no
tratamento de HD. Materiais como hidroxiapatita, vidros bioativos, nanoparticulas silica,
fosfato de calcio amorfo e outros, tém sido aplicados em estudos in vitro envolvendo HD
[8,12-15]. Esses biomateriais tém como objetivo interagir com fluidos corporais e
induzir a formacdo de hidroxiapatita carbonata e/ou fase mineral precursora dentro das
fibrilas de colageno e tubulos dentinarios, remineralizando e ocluindo essa regido [16]. O
mecanismo utilizado para esse processo de inducdo de formagdo mineral envolve o

fendmeno de nucleacdo heterogénea [17,18]. Esse fenbmeno ocorre através da dissolucao
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ibnica das particulas bioativas e saturacdo do meio, bem como pode ocorrer na superficie
das particulas devido a presenca de grupos funcionais especificos como Si-OH, Ti-OH,
Zr-OH, Ta-OH e Nb-OH [17,19]. Dessa forma diferentes tipos de biomateriais tém sido
desenvolvidos envolvendo esses elementos.

Entre esses elementos, nidbio tem sido reportado como detentor de alta
biocompatibilidade, capaz de induzir a formacdo mineral e estimular a
proliferagcdo/diferenciacdo celular [19-21]. Miyazaki et al., 2001 demonstraram que a
formacéo de cristais de apatita na superficie de 6xido de Nb sintetizado via processo sol-
gel, imersos em solugdo mineralizadora, esta diretamente associada a presenca de grupos
funcionais Nb-OH [19]. Recentemente, diferentes materiais odontoldgicos tém sido
desenvolvidos aplicando diferentes particulas bioativas contendo ions Nb na busca de
incorporar propriedades bioativas a estes materiais [22-27].

Frente as limitacOes e possibilidades de desenvolvimento de novos materiais ainda
mais eficazes no tratamento da HD, este estudo tem como objetivo propor a aplicacdo de
oxalato de nidbio amoniacal na obliteracdo de tUbulos dentinarios. Para isso pastas
experimentais contendo diferentes concentraces de oxalato nidbio foram desenvolvidas
e testadas. Espera-se que este principio ativo promova duas diferentes estratégias de
obliteracdo: deposicdo de cristais de oxalato e nucleacdo de cristais de apatita. A hipdtese
de estudo é que as pastas experimentais contendo oxalato de ni6bio obtenham melhor

performance quando comparada com grupo controle.
MATERIAIS E METODO

Delineamento experimental
Vinte e cinco terceiros molares humanos foram utilizados neste estudo, extraidos
por motivos ndo relacionados a esta pesquisa, cedidos pelo Banco de Dentes Humanos
do Curso de Odontologia da Universidade Federal do Maranhdo (Odontologia — UFMA).
Apbs a limpeza dos dentes e confec¢do dos corpos de prova, 0s espécimes receberam
tratamento da superficie conforme os grupos determinados (Tabela 1);
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Tabela 1. Divisdo dos grupos (n=5).

GRUPO

Oxagel BF - (KOTA)
Dessensibilize KF2% - (FGM)

CONTROLE

Concentracdo de NH4ANbO(C204); .. % em peso
2,5%

EXPERIMENTAL
5,0%

10%

Confeccao das pastas experimentais

As pastas experimentais foram preparadas no laboratorio de materiais dentarios do
curso de Odontologia da UFMA em sala de temperatura e umidade controlada. Para
producdo das pastas foi usado sal de carboximetilcelulose de sddio como agente
espessante, e adicionado a essa matriz, diferentes concentracdes (5, 10 e 20 % p/v) de
oxalato de niébio amoniacal (NHsNbO(C204)2), homogeneizadas com agitador
magnético. A composigao das pastas experimentais e comerciais estdo expressas na tabela
2.

Tabela 2. Composicdo das pastas experimentais e comerciais usadas nesse estudo.

COMPOSTOS OUTROS
GRUPOS  (PASTAS) BIOATIVOS INGREDIENTES
Carboximetilcelulose,

Oxalato de potassio

OXAGEL Oxa-gel-BF (KOTA) ) agua destilada,
monoidratado - .

clorexidina, fldor.
Agua destilada,

KE 2 Dessensibilize Nitrato de potéssio 5% e glicerina, agente

- KF2%(FGM) Fluoreto de sodio 2% neutralizante e

espessante.

ONb_5%  Oxa5% 5 a 20% de Oxalato de éf% de sal de sodio

ONb_10% Oxa 10% niébio amoniacal carboximetilcelulose

ONb_20% Oxa 20% (NH4NbO(C204)2) ’

gsp 100% agua.

Preparo dos corpos de prova
Os corpos de prova (cps) foram confeccionados na maquina de corte (Isomet 1000,
Buehler, USA) realizando dois cortes perpendiculares ao longo eixo do dente, um
removendo o esmalte oclusal e o segundo para obtencdo do disco de dentina, com
espessura média de 1,5mm. Em seguida, fez-se a padronizacao da smear layer com lixa
d’agua de granulagdo 600 por 30 segundos; levados a lupa para verificacdo quanto a

auséncia de esmalte em sua superficie.
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Definicéo da permeabilidade inicial e randomizacéo das amostras

Para divisdo randomizada dos cps entre os grupos de tratamento (tabela 1)
verificou-se a permeabilidade inicial (Lp_inicial), e de acordo com o resultado da
mensuracéo, os cps foram distribuidos de forma que cada grupo possuisse espécimes com
mesmo padrdo de permeabilidade, garantindo assim a homogeneidade dos grupos.

Nessa analise da Lp_inicial, os cps foram avaliados no que corresponderia a sua
permeabilidade méaxima, entdo foram condicionados com acido fosférico 37% por 30
segundos, lavados em agua corrente pelo mesmo tempo, secos com papel absorvente e
levados para a maquina de permeabilidade. As medidas foram feitas de acordo com o
manual do fabricante do aparelho de mensuragdo da permeabilidade dentindria THDO3d
(Odeme Equipamentos Médicos e Odontolégicos Ltda, Joagcaba, SC, Brasil).

Tratamento dos espécimes

Cada grupo foi tratado com as pastas conforme os grupos definidos na tabela 1.
Para todos os grupos as pastas foram aplicadas na superficie do disco de dentina com
escova de Robson em baixa rotagdo por 10 segundos e deixado em repouso por 10
minutos, depois reativado por 10 segundos; em seguida removeu-se 0 excesso de material
com algodao Umido e realizou-se a mensuracdo da permeabilidade dentinéria.

O tratamento foi realizado apds leitura da Lp_inicial, determinando em seguida a
Lp_imediata, e depois de cada leitura (7,14 e 21 dias). Apos a aplicacdo das pastas 0s cps
foram armazenados em solucéo de tampdo fosfato-salina (PBS) em estufa a 37°C (502C;
FANEM®, SP, Brasil).

Permeabilidade dentinéria
Para o teste e permeabilidade dentinéria foi utilizado o modelo de camara dividida
(split chamber), no qual o lado pulpar do disco de dentina é colocado em contato com um
fluido sob pressdo, e o outro lado em contato com o ambiente em pressao atmosférica.
Na execucdo do teste, o fluido de perfuséo (agua destilada) sai do reservatorio em
pressdo controlada (+ 20mmH-0O) e passa por um tubo capilar seguindo até a camara de
perfusdo preenchendo todo o sistema. Por meio de uma valvula secundaria insere-se uma
bolha de ar no tubo capilar. E através do deslocamento dessa bolha é avaliada a taxa de
movimentacdo do fluido pelos discos de dentina. Nesse estudo para cada cp foram
realizadas cinco leituras do deslocamento linear da bolha durante 2 minutos, utilizando
um paquimetro digital com resolucdo de 0,01 mm. Os testes de permeabilidade foram
realizados conforme a tabela 3.
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Tabela 3. Tempos de realizagdo das leituras de permeabilidade.

TESTE DE PERMEABILIDADE (Lp)

Inicial Apos condicionamento &cido dos cps

Imediata Apos a primeira aplicacao das pastas de cada grupo
7 dias Apos 7 dias de armazenamento em PBS

14 dias Apos 14 dias de armazenamento em PBS

21 dias Apos 21 dias de armazenamento em PBS

Os célculos de permeabilidade foram realizados através software de analise de
dados Odeme Analysis, disponibilizado pelo proprio fabricante do equipamento. A
permeabilidade dentinaria foi expressa em valores de condutancia hidraulica (Lp) por
meio das seguintes equacdes:

Vp*D
L+T

__20 _
LP_P*Asde € Q_

Onde:

Lp Condutancia hidraulica expressa em (uL/min.cm H20.cm?)
Q  Taxade filtragdo (uL/min) — Obtida pela segunda equacao
P Diferenca de pressdo hidrostatica através da dentina (cm.H20)
Asde Area de superficie de dentina exposta (cm?);
Vp  Volume padronizado (uL);
D  Deslocamento da bolha no tubo capilar (mm);
L  Comprimento do tubo capilar (mm);
T  Tempo de teste (min).
Desses, 0 deslocamento da bolha (D) e presséo hidrostatica (P) foram dados variaveis,
enquanto as demais eram constantes.

Analise de superficie e formacao de nanoprecursores de hidroxiapatita

Trés amostras de cada grupo foram selecionadas apés o fim do ensaio de
permeabilidade dentinaria e levadas ao microscépio eletrdnico de varredura (MEV).

Adicionalmente, foram preparados outros dois corpos de prova para cada grupo
para avaliacdo da formacgéo de nanoprecursores de hidroxiapatita. Os cps receberam o0s
tratamentos conforme protocolo estabelecido e armazenados em estufa por 28 dias a 37
°C. Apo0s o periodo de imersdo, estas foram retiradas da solucdo e desidratadas em
dessecador por 24 h. Imagens de MEV/EDS (TM3030, Hitachi, Toquio, Japdo) em
magnificacdes de 100x 500x e 1000x foram obtidas para caracterizagdo morfoldgica dos

precipitados depositados na superficie.
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Ensaio de citotoxicidade
A citotoxicidade das pastas foi avaliada utilizando fibroblastos imortalizados de
gengiva humana. O meio de cultura foi condicionado com a pasta de composic¢éo 3 (10%)
por 4 horas a 37°C e entdo filtrado. Foi feita diluicdo seriada do meio condicionado (10%
- 1%) que ficou em contato com as células por 24h. Apos este periodo foi realizado o teste

de MTT para mensurar a viabilidade celular.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através do programa estatistico SigmaPlot 13.0 (Systat
Software Inc., San José, CA, EUA). Foram realizados os testes de Shapiro-Wilk para
avaliacdo da normalidade; ANOVA-2 para analise de variancia e o teste de Holm-Sidak

para comparagdes multiplas (o = 5%).
RESULTADOS

Permeabilidade dentinaria
Andlises de permeabilidade dentinéria foram realizadas em discos de dentina
tratados imediatamente apds os periodos de tratamento pré-determinados, os valores
foram expressos em condutancia hidraulica (Lp). O calculo de reducdo da permeabilidade
promovida pelos tratamentos, foi realizado utilizando-se o valor de Lp inicial de cada

amostra (Figura 1).
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Figura 1- Gréfico de redugdo da permeabilidade dentinaria dos diferentes grupos experimentais de oxalato

de niébio (5, 10 e 20%) e pastas comerciais nos periodos imediato, 7, 14 e 21 dias. Letras mailsculas
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representam analise intragrupo (diferem periodo de analise) e letras minusculas representam analise entre

grupos (diferencga entre os materiais).

Nota-se que 0s grupos tratados com as pastas comerciais Oxa-gel e KF
apresentaram baixo impacto na reducdo da permeabilidade dentinaria imediatamente apds
a primeira aplicacdo (imediato). No entanto, apds 7 dias de armazenamento em solugdo
PBS, foi observada grande reducgédo nos valores de permeabilidade para as amostras, em
ambos o0s grupos. Essa tendéncia de reducdo foi mantida ao longo das leituras em 14 e 21
dias. Para Oxa-gel, os valores apresentados nos periodos de 7 dias diferem das pastas
comerciais, 0s grupos experimentais tratados com pastas de oxalato de nidbio apresentam
dréstica reducdo da permeabilidade dentinaria imediatamente ap6s a primeira aplicacao,
independente da concentracdo aplicada. O padrdo de queda da permeabilidade foi
mantido ao longo dos demais periodos de analise. Para todos 0s grupos experimentais
tratados com pastas de oxalato de nidbio amoniacal os valores de 14 e 21 dias ndo
presentaram diferenca estatistica significante (p>0,05).

Considerando-se valor final de reducdo da permeabilidade dentinaria todos os
grupos apresentaram a mesma capacidade de obliteracdo de tGbulos dentinarios, ndo

havendo diferenca estatistica entre os diferentes tratamentos apos 21 dias.

Anélise de superficie e formacéo de nanoprecursores de hidroxiapatita
Todos os grupos experimentais apresentaram a formacdo de uma camada espessa
sobre a superficie das amostras de dentina e, consequentemente, completa obliteracdo dos

tabulos apds 21 dias (Figura 2).
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KF 28d PBS

x1.0k 100 pm
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Figura 2 Imagens ilustrativas de microscopia eletrénica de varredura de amostras dos grupos experimentais
utilizadas no ensaio de permeabilidade dentinaria apés 21 dias. As amostras foram armazenadas em solugédo
PBS entre os periodos do ensaio de permeabilidade
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Formacéo de nanoprecursores de hidroxiapatita
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Figura 3. Imagens de MEV, em 500X de magnificagédo (A) e 1000x de magnificagdo (B), dos precipitados
formados sobre a superficies dos espécimes de dentina tratados ap6s 28 dias de armazenamento em PBS;
(C) Espectros de EDS dos precipitados formados sobre a superficie dos discos de dentina tratados.

Citotoxicidade
O ensaio de viabilidade celular foi realizado utilizando diluicdes seriadas de pé de
oxalato de niébio amoniacal nas concentracdes 1, 2.5, 5, 10 e 20 %. Apds 24 horas de
exposicao o grupo experimental de 20% foi o Unico a apresentar valores que representam

citotoxicidade do material.
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Figura 4 Gréfico de viabilidade celular (hGF) ap6s 24h de exposicdo ao oxalato de nidbio
amoniacal, em concentracdes de 1%, 2,5%, 5%, 10% e 20%, em relag&do ao controle.
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DISCUSSAO

Sais de oxalato apresentam elevada capacidade de obliteracdo de tubulos
dentinarios e por esse motivo vem sendo empregado no tratamento de hipersensibilidade
dentinaria desde meados de 1975[28,29]. Esses sais quando solubilizados apresentam pH
acido (pH2) capazes de remover a smear layer e interagir com a superficie da dentina[9].
Grupos oxalicos ionizados quando em contato com fluido dentinério depositam uma
camada de cristais de oxalato de célcio responsaveis pela obliteracdo dos tubulos[30].
Baseados na bem-sucedida aplicacdo de sais de oxalato no tratamento de HD, bem como
na promissora aplicacdo de biomateriais a base de nidbio, o presente estudo prop6s a
inédita aplicacdo de sal de oxalato de nidbio amoniacal como alternativa eficaz na
obliteracdo de tabulos.

Além da efetividade de obliteracdo a curto prazo, este estudo avaliou o
comportamento dos materiais ao longo do periodo de 21 dias. Adicionalmente as pastas
compostas por sais de oxalato como principio ativo, um segundo produto comercial a
base de nitrato de potéssio e fluoreto de sddio tambem foi empregado (Tabela 2). Como
disposto na figura 2, ambas pastas comerciais apresentaram moderada reducdo nos
valores de permeabilidade dentinaria imediatamente apds a primeira aplicacdo, quando
comparadas as pastas experimentais. Esses valores podem ser explicados pelo curto
periodo de interacdo entre material e superficie da dentina, e consequente insuficiente
formacdo de precipitados. A auséncia dessas estruturas cristalinas se torna ainda mais
evidente ao se observar uma brusca reducdo nos valores de permeabilidade apés 7 dias
de armazenamento em PBS. Periodo suficiente para adequada deposi¢édo de precipitados.
Os valores permanecem similares ao longo dos periodos de 14 e 21 dias. Imagens de Mev
das amostras tratadas com estes materiais ap0s 21 dias e 4 sessdes de aplicacdo, apontam
a formacdo de uma especa camada sobre a superficie de dentina e completa obliteracédo
dos tubulos (Figura 3). Sugere-se que essa camada seja formada pela deposicdo de
precipitados e sobreposi¢cdo de material aplicado ao longo do estudo.

O mecanismo de agdo das pastas experimentais a base de oxalato de nidbio
amoniacal distingue-se do tradicional fenbmeno atribuido as pastas contendo sais de
oxalato, bem como dos demais produtos empregados (fluoretos, arginina, particulas de
vidro bioativo, hidroxiapatita, entre outros) no processo de obliteragdo de tubulos
dentinarios, por combinar duas estratégias distintas: 1- formacao de cristais de oxalato de
calcio a partir de grupos oxalicos provenientes da dissolugdo da pasta e ions Ca

provenientes do meio oral; 2- Inducgéo da formacdo de uma camada de precipitados tipo
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hidroxiapatita a partir de ions Nb-OH provenientes da dissolucdo do sal de oxalato de
nidbio. Esta Ultima estratégia tem sido atribuida ao fendmeno de nucleagdo heterogénea
que ocorre na superficie de alguns materiais[18,31]. Sabe-se que grupos experimentais
como Si-OH, Ti-OH, Zr-OH, Ta-OH, grupos carboxilicos e grupos fosfatos sédo eficazes
no processo de nucleacdo[32]. A exemplo, particulas de vidros bioativos tem sido
amplamente empregado em casos de enxerto 0sseo[33,34] e, recentemente, também sido
aplicadas para remineralizacdo[35] e obliteracdo dentinaria[14,36,37].

Estudos tem apontado a utilizacdo de niobio na producdo de ceramicas, vidros
fosfatados e particulas de hidroxiapatita[25,38-40]. Isso ocorre devido ao baixo nivel de
citotoxicidade nas distintas formas de apresentacdo (6xido, cloreto, oxalato etc.), bem
como por atribuir beneficios a propriedades destes materiais como cristalinidade,
morfologia, estabilidade térmica, e taxa de dissolu¢do em condicdes fisioldgicas[39].
Adicionalmente, Karlinsey et al., 2016 demonstraram a capacidade de microestruturas
cristalinas de Oxido de niébio automontadas como eficiente agente nucleador de
hidroxiapatita e outros minerais Ca—P, ap6s imersao em solucdo supersaturada de saliva
artificial [20]. Estudo realizado por Miyazaki T et al., relacionam a capacidade de
formacdo de apatita a presenca de grupos Nb-OH, os quais atuam como sitio de
nucleacao[19].

Contrariando aos resultados obtidos nos grupos experimentais tratados com
materiais disponiveis comercialmente, as pastas a base de oxalato de ni6bio amoniacal
apresentaram relevante reducdo da permeabilidade dentinaria imediatamente apos a
primeira aplicagéo. Atribui-se a esse achado o duplo mecanismo de agdo relacionados a
dissociacdo de grupos oxalicos e ions Nb e subsequente deposicdo de precipitados,
responsaveis pela obliteram dos tubulos. O baixo nivel de permeabilidade foi mantido
nos demais periodos de analise, em comportamento semelhante ao demais grupos
experimentais. Ressalta-se que as diferentes concentracbes de oxalato de nidbio
empregadas apresentaram 0 mesmo comportamento e valores similares, inclusive néo
diferindo estatisticamente em alguns periodos de avaliacdo. Nas imagens de MEV foi
possivel observar a deposi¢do de uma espessa camada de precipitado. Especula-se que
estd camada seja composta pela deposicdo de precipitados e sucessivas aplica¢fes do
material.

No que diz respeito a citotoxicidade das diferentes concentragdes do material
experimental, observou-se que apenas a concentragdo de 20% foi nociva a viabilidade

celular, ap6s 24h de exposicdo ao oxalato de nidbio amoniacal. Este resultado pode ser
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explicado ao baixo pH inicial do meio condicionado com a pasta. Apesar do grupo de
10% também apresentar um pH &cido, as células foram capazes de tamponar 0 meio de
cultura e se manterem viaveis (Figura 4). Dessa forma, considerando-se os resultados
obtidos nos ensaios de permeabilidade dentinaria e citotoxicidade das diferentes
concentracdes da pasta experimental, a concentracao ideal para aplicacdo como material
odontoldgico seria a 5%.

Este estudo atual € pioneiro em sugerir o uso de uma pasta a base de oxalato de
niobio como dessensibilizante de dentina humana, e os resultados sdo considerados muito
promissores, uma vez que o alto potencial de reducdo da permeabilidade desde o
momento imediato, além da manutencdo da obliteracdo do tubulo até o dia 21 apés a

aplicagéo.

CONCLUSAO

As pastas comerciais utilizadas neste estudo apresentaram relevantes valores de
reducdo da permeabilidade dentinaria a longo prazo. No entanto, ndo obtiveram sucesso
na reducdo da permeabilidade imediatamente apos a primeira aplica¢do. Por outro lado,
as pastas experimentais, a base de oxalato de nidbio, demonstraram massiva reducdo da
permeabilidade dentinaria apds a primeira aplicacdo, bem como ao longo de todo periodo
de estudo. Diferencas ndo foram observadas na capacidade de obliteracdo entre as trés
concentrages utilizadas. Apenas as pastas contendo 20% de oxalato de niébio demostram
citotoxicidade, as demais apresentaram elevadas concentracGes de viabilidade celular. A
concentracdo ideal de oxalato de niobio para satisfatoria obliteracdo dos tabulos

dentinérios foi estabelecida em 5%.
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Capitulo 2

“Desenvolvimento de um agente dessensibilizante experimental contendo
particulas de vidro bioativo dopada glutaraldeido: permeabilidade dentinéria e formagao

de precursores de hidroxiapatita.”
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RESUMO

Objetivos: propor desenvolvimento de um agente dessensibilizante bioativo
contendo particulas de vidro bioativo e glutaraldeido. A hipotese de estudo é que a
suspensdo experimental contendo biovidro 45S5 obtenha melhor performance quando
comparada com os grupos controles experimental e comercial. Métodos: Foram usados
15 terceiros molares, cortados em discos de dentina de 1,5mm, divididos entres 3 grupos
de tratamento (n=5): 1 grupo de dessensibilizante comercial (Gluma - Kulzer, Alemanha),
1 grupo controle experimental e outro experimental com adicdo de biovidro 45S5. Os
corpos de prova (cps) foram divididos randomicamente, ap0Os determinacdo da
permeabilidade (Lp) inicial. Os materiais foram aplicados ativamente com microbrush
por 1 minutos, enxaguando em seguida, e levadas a maquina de permeabilidade para
mensuracdo da Lp_imediata. Os cps foram armazenados em solugédo de tampao fosfato-
salino (PBS) trocadas a cada 7 dias. As leituras de Lps foram feitas nos periodos:
imediato, 7, 14 e 21 dias, bem como a reaplicacdo dos materiais. Para medi¢do foram
feitas no aparelho THD-02b (Odeme, Brasil). Além de anédlise das superficies por
microscopio eletronico de varredura com espectroscopia de energia dispersiva de Raios
X (EDS). Resultados: O grupo experimental com adicdo de biovidro apresentou menores
valores de permeabilidade na analise imediata comparado aos grupos controles, comercial
e experimental. Os valores da Lp para esse periodo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes para todos os grupos. Ao final do estudo ndo houve
diferenca estatistica entre os diferentes tratamentos (p > 0,05). Concluséo: A hipotese de
estudo foi parcialmente confirmada, pois a suspensdo experimental contendo biovidro
45S5 obteve melhor performance no tempo imediato, mas no decorrer do estudo se
mostrou semelhante as solucdes controles.

Significancia Clinica: Esses achados permitem o aprimoramento e seguimento da
suspensdo proposta, uma vez que, foi capaz de reduzir a permeabilidade imediatamente a
sua aplicacdo e manteve sua acdo no decorrer do tempo de estudo, se mostrando

semelhante ao grupo comercial ja consolidado.

Palavras Chaves: Permeabilidade dentindria; Biovidro; Dessensibilizantes;

Hipersensibilidade dentinéria.
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INTRODUCAO

Dentre os principais mecanismos que refletem a dor na odontologia a
hipersensibilidade dentinaria (HD) apresenta impactos e limitacdes nas a¢Bes mais
simples do dia a dia do paciente, como dieta, higiene bucal, sendo assim um limitador da
qualidade de vida [1-3]. Muito comum na prética clinica atual, a HD ocorre quando a
dentina exposta sofre estimulos quimicos, térmicos, tateis ou osméticos, que ndo pode ser
atribuido a nenhum outro defeito ou patologia dentéria [1-6]. E referida como dor aguda
localizada ou generalizada de inicio rapido e pode afetar um ou varios dentes superficies
[2].

Quanto a etiologia e mecanismo fisiopatoldgico, a HD é bastante associada ao
processo de biocorroséo e as lesdes cervicais ndo cariosas, que abrange todas as formas
de degradacao quimica, bioguimica e eletroquimica [7], causando dissolucgéo seletiva dos
componentes especificos da superficie dentaria, levando a perda de estrutura e a dor [8—
10], que por sua vez é explicada pela teoria hidrodinamica, proposta por BRANNSTROM
et al., 1968 sendo a mais aceita até os dias de hoje e sugere que a sensacdo dolorosa é
induzida pela estimulacdo da dentina exposta pelo movimento do fluido dentro dos
tubulos dentinarios abertos em resposta a alteragcdes/estimulos mecanicos ou osmoticos.
O deslocamento do liquido no interior dos tubulos provoca pressao intrapulpar, que
estimula as fibras nervosas localizadas na interface dentina-polpa e gera a HD [1,2,5,6].

Especialmente nos casos de hipersensibilidade persistente ou casos de dor intensa,
existem os tratamentos realizados em consultério, dentre eles, a utilizacdo de solucédo
aquosa contendo metacrilato de hidroxietila (HEMA) e glutaraldeido; que bloqueia os
tibulos por duas reagdes, promovendo a coagulacdo das proteinas do fluido dentinario e
a inducdo da polimerizacdo do HEMA [11-14].

Mesmo que esses procedimentos se proponham a obliteracdo dos tubulos, ndo ha
resultados duradouros suportados pela literatura, provavelmente porque 0s processos
biocorrosivos se mantenham constantes causando novas exposicoes [2] e os tratamentos
mencionados acima além de agirem imediatamente apds sua aplicacdo devem se manter
ao longo prazo.

O vidro bioativo € um material exdgeno que libera ions de célcio e fosfato em
contato com fluidos biologicos, como a saliva e tem apresentado resultados promissores
como substituto 6sseo e para remineralizacdo da dentina devido a sua maior durabilidade

e biocompatibilidade [6,15,16]. Sendo assim, seu emprego na HD possibilitard maior
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longevidade no tratamento, promovendo a obliteracdo dos tubulos e favorecendo a
formagcdo de dentina terciéaria. [6,17,18].

Este estudo tem como objetivo propor desenvolvimento de um agente
dessensibilizante bioativo contendo particulas de vidro bioativo e glutaraldeido. Espera-
se que este principio ativo promova diferentes estratégias de obliteracdo: pela coagulagéo
das proteinas do fluido dentinario, inducdo da polimerizacdo do HEMA e pela liberacao
de ions de célcio e fosfato. A hip6tese de estudo € que a suspensao experimental contendo
biovidro 45S5 obtenha melhor performance quando comparada com 0s grupos controles

experimental e comercial.

MATERIAIS E METODO

Delineamento experimental

Quinze terceiros molares humanos foram utilizados neste estudo, extraidos por
motivos ndo relacionados a esta pesquisa, cedidos pelo Banco de Dentes Humanos do
Curso de Odontologia da Universidade Federal do Maranh&o (Odontologia — UFMA).
Apos a limpeza dos dentes e confeccdo dos corpos de prova, os espécimes receberam

tratamento da superficie conforme os grupos determinados (Tabela 1);

Tabela 1. Grupos de tratamento e composi¢do dos materiais

GRUPO CLASSIFICACAO COMPOSICAO
Controle Gluma Desensitizer (Kulzer, Alemanha):
Gl . Glutaraldeido - 5,1%, HEMA - 36,1%,
comercial . - . .
agua, silica coloidal e pigmentos.
. Glutaraldeido - 5-10%, HEMA- 20-40%,
G2 Controle experimental Agua 10-50%
~ Glutaraldeido - 5-10%, HEMA- 20-40%,
G3 Experimental Bioativo Agua 10-50%, 45S5 (Sylc, Londres, Reino Unido)

2,5-20%.

Confecgdo dos materiais experimentais

Os materiais experimentais foram produzidos em sala com controle de temperatura e
humidade relativa. A formulacdo destes materiais baseou-se na composi¢do do produto
comercial Gluma Desensitizer (Kulser, Alemanhd). Ao grupo G3, particulas de vidro
bioativo 45S5 (Sylc, Londres, Reino Unido) foram adicionadas em concentragéo de 2,5

a 20%. Inicialmente, o biovidro foi moido em sistema de moinho com esferas de
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carboneto de tungsténio (8000 M, Misturador/Moinho, SPEX SamplePrep, NJ, EUA) O
p6 moido resultante foi passado através de uma série de peneiras de 150, 75, 53, 38 e 20
um (Hogentogler & Co., Inc., Columbia, MD, EUA); e apenas o que passou atraves da
peneira de 20 pum foi entdo utilizado para incorporar nas solugdes experimentais. OS
materiais experimentais foram semelhantes em textura e cor ao Gluma Desensitizer
(Kulzer, Alemanha) que foi a solucdo escolhida como grupo controle disponivel
comercialmente. Outro grupo controle também foi utilizado: uma solucéo sem adicéo de
biovidro. A descricdo da composicdo de cada solucdo/suspensdo formulada esta
apresentada na Tabela 1. Os reagentes encontram-se em intervalos de concentracdo

devido ao possivel depdsito de patente.

Preparo dos corpos de prova

Os corpos de prova (cps) foram confeccionados na maquina de corte (Isomet 1000,
Buehler, USA) realizando dois cortes perpendiculares ao longo eixo do dente, um
removendo o esmalte oclusal e o segundo para obtencdo do disco de dentina, com
espessura média de 1,5mm. Em seguida, fez-se a padronizacao da smear layer com lixa
d’agua de granulagdo 600 por 30 segundos; levados a lupa para verificacdo quanto a

auséncia de esmalte em sua superficie.

Definigdo da permeabilidade inicial e randomizac¢édo das amostras

Inicialmente mediu-se a permeabilidade inicial (Lp_inicial) de todos os cps e de
acordo os valores foi realizada a randomizacao entre os grupos de tratamento (tabela 1).
Para leitura da Lp_inicial os cps foram condicionados com &cido fosforico 37% por 30
segundos, lavados com agua corrente pelo mesmo tempo, secos com papel absorvente e
levados a maquina de permeabilidade. As medidas foram feitas de acordo com o manual
do fabricante do aparelho de mensuracao da permeabilidade dentinaria THDO3d (Odeme

Equipamentos Médicos e Odontoldgicos Ltda, Joacaba, SC, Brasil).

Tratamento dos espécimes

Apds a randomizacao, os cps foram imersos por 5 minutos em solucdo de albumina,
preparada no momento da imersdo composta por 1 parte de soro fetal bovino (SBF) e 4
partes de solucdo tampdo fosfato-salina (PBS), depois disso aplicou-se ativamente 0s
materiais com microbrush por 1 minuto, enxaguando em seguida, e levadas a maquina de

permeabilidade para mensuracdo da Lp_imediata. Depois disso 0s corpos de prova foram
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novamente imersos na solucdo de albumina e receberam nova aplicacdo das
solugBes/suspensdes e foram armazenados em PBS por 7 dias, quando foi feita a
mensuracdo da Lp_7dias. As imersdes foram feitas sempre antes da aplicacdo das
solugdes/suspensbes; que por sua vez eram aplicadas ap6s a mensuracdo da
permeabilidade, seguindo assim o protocolo por 7,14 e 21 dias (Figura 1), nesse intervalo,
as amostras eram armazenadas em estufa a 37°C (502C; FANEM®, SP, Brasil).

N
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Figura 1. Fluxograma do processo aplicado aos corpos de prova de cada grupo no decorrer do experimento.
Permeabilidade dentinaria

Para o teste e permeabilidade dentinéria foi utilizado o modelo de camara dividida
(split chamber), no qual o lado pulpar do disco de dentina é colocado em contato com um
fluido sob pressdo, e o outro lado em contato com o ambiente em pressao atmosférica.

Na execucdo do teste, o fluido de perfuséo (agua destilada) sai do reservatorio em
pressdo controlada (x 20mmH20) e passa por um tubo capilar seguindo até a camara de
perfusdo preenchendo todo o sistema. Por meio de uma valvula secundaria insere-se uma
bolha de ar no tubo capilar. E através do deslocamento dessa bolha é avaliada a taxa de
movimentacdo do fluido pelos discos de dentina. Nesse estudo para cada cp foram
realizadas cinco leituras do deslocamento linear da bolha durante 2 minutos, utilizando

um paquimetro digital com resolucéo de 0,01 mm.
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Os testes de permeabilidade foram realizados nos tempos inicial, apos
condicionamento  4cido, imediatamente ap6s a primeira aplicacdo das
solugdes/suspensoes, 7,14 e 21 dias seguintes, como descrito no fluxograma acima.

Os célculos de permeabilidade foram realizados atraves software de analise de
dados Odeme Analysis, disponibilizado pelo proprio fabricante do equipamento. A
permeabilidade dentinéria foi expressa em valores de condutancia hidraulica (Lp) por
meio das seguintes equagoes:

Vp*D

__o@ _
LP e Q=2

" PxAsde

Onde:

Lp Condutancia hidraulica expressa em (uL/min.cm H20.cm?)
Q  Taxade filtragdo (uL/min) — Obtida pela segunda equacao
P Diferenca de pressdo hidrostatica através da dentina (cm.H20)
Asde Area de superficie de dentina exposta (cm?);
Vp  Volume padronizado (pL);
D  Deslocamento da bolha no tubo capilar (mm);
L  Comprimento do tubo capilar (mm);
T  Tempo de teste (min).
Desses, 0 deslocamento da bolha (D) e presséo hidrostatica (P) foram dados variaveis,
enquanto as demais eram constantes.

Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Amostras de cada grupo foram selecionadas ap6s o fim do ensaio de permeabilidade
dentinaria, foram retiradas da solucdo e desidratadas em dessecador por 24 h e levadas ao
microscopio eletrénico de varredura MEV/EDS (TM3030, Hitachi, Toquio, Japéo)
obtendo imagens em magnificacdes de 500x e 1000x para caracterizacdo morfoldgica dos

precipitados depositados na superficie.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através do programa estatistico SigmaPlot 13.0 (Systat
Software Inc., San José, CA, EUA). Foram realizados os testes de Shapiro-Wilk para
avaliacdo da normalidade; ANOVA-2 para analise de variancia e o teste de Holm-Sidak

para comparagdes multiplas (o = 5%).
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RESULTADOS

Permeabilidade dentinaria

A permeabilidade da dentina foi avaliada imediatamente apo6s a aplicacdo dos
materiais e durante os periodos de tratamento pré-estabelecidos. Os resultados foram
apresentados em condutancia hidraulica (Lp). O valor de Lp inicial de cada amostra foi

usado para calcular o percentual de reducdo da permeabilidade promovida pelos
tratamentos (Figura 2).
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Figura 2 — Gréfico de reducdo da permeabilidade dentinaria dos diferentes grupos de tratamento nos
periodos imediato, 7, 14 e 21 dias. Estimativa e intervalo de confianga de 95%. A variacdo de desvio padrdo
esta representada no gréfico pela barra vertical. Letras iguais sinalizam que ndo ha diferenca estatistica. As
letras maiUsculas representam analise intragrupo e letras mindsculas representam analise entre grupos.

Nota-se que 0 grupo experimental com adicdo de biovidro apresentou maior
potencial de reducdo da permeabilidade ja na andlise imediata comparada aos grupos
controles, comercial e experimental. Os valores da Lp para o periodo imediato
apresentaram diferencas estatisticamente significantes para todos os grupos (Figura 2).

Na andlise intragrupo, houve diferenca estatisticamente significante dos periodos
imediato e 24h com os demais tempos, para 0s grupos controles (Gluma e Controle
experimental), enquanto para o grupo experimental bioativo apenas o tempo imediato
apresentou diferenca, a partir do periodo de 24h j& ndo houve diferenca estatisticamente

significante para esse grupo.
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O padrdo de queda da permeabilidade foi mantido ao longo dos demais periodos de
andlise para todos 0s grupos, nao havendo também diferenca entre os grupos.

Ao considerar o valor final da permeabilidade dentinéria, todos os grupos
apresentaram capacidade de obliteracdo de tabulos dentinarios, ndo havendo diferenca
estatistica entre os diferentes tratamentos apés 21 dias (p > 0,05).

Microscopia eletronica de varredura

Os grupos G1 e G2 possuem composi¢des similares e apresentam como principio
ativo glutaraldeido 5-10%. Nas imagens de MEV das amostras tratadas com esses
materiais ndo se observa a obliteracdo dos tdbulos dentinarios. Por outro lado, nas
amostras tratadas com o material experimental contendo 10 % de particulas de vidro
bioativo 45S5 (G3) observa-se a formagdo de uma camada de precipitados sobre a
dentina. Nota-se a presenca de particulas de biovidro sobre a amostra, bem como a

completa ou parcial obliteracéo dos tubulos.

X500 200 pm

HL x1.0k 100 um

Figura 3: Imagem de microscopia eletrénica de varredura da superficie dos discos de dentina ao final do
tratamento (21 dias). G1 indica amostra de dentina tratada com Gluma desensitizer; G2 indica amostra
tratada com controle experimental, sem particulas de vidro; G3 indica amostras tratadas com material

experimental.

DISCUSSAO

Tendo em vista que a proposta clinica desses materiais é a acdo imediata no
blogueio dos tubulos, os resultados do presente estudo se mostram promissores a
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suspensdo experimental. A hipotese do estudo que a adigéo de particulas de biovidro 45S5
melhoraria a performance do material experimental, quando comparada com os demais
grupos foi comprovada, uma vez que os resultados apresentados numa anélise imediata
demonstraram um melhor potencial de reducéo de permeabilidade.

O grupo correspondente a solucdo comercial (G1) apresentou uma reducao préxima
de 50% no momento imediato e mais de 95% ao fim do tratamento. O gluma é uma
solucdo aquosa contém 35% de metacrilato de hidroxietila (HEMA) e 5% de
glutaraldeido. A reacdo deste Gltimo agente com as proteinas do fluido dentinario forma
precipitados e atua na polimerizacdo do HEMA, ocluindo os tdbulos dentinarios [13,14].
As imagens de MEV e resultados de permeabilidade do grupo tratado com gluma
concordam com achados anteriores que apresentam alta reducdo de permeabilidade sem
alteracdo nas imagens da superficie [13].

As imagens de MEV das amostras correspondente a suspencao experimental (G3)
demonstra a presenca de precipitados na superficie dentinaria, caracterizando a
obliteracéo dos tubulos. Por outro lado, é possivel observar nas imagens de MEV (figura
3) das amostras das solucGes comercial (G1) e experimental (G2) auséncia da camada de
precipitados. Esse achado estd diretamente relacionado a presenca de particulas de
biovidro 45S5 (10% wi/v) na composi¢do da suspencdo experimental. Essas particulas
possuem reconhecida capacidade de liberacdo i0nica quando presente em meio
aquoso[6,19]. Isso ocorre devido ao processo de degradacdo superficial das particulas,
quebra das ligacbes e consequente liberacdo de ions Ca,P, Na e Si. O aumento na
concentracdo destes ions em solucdes leva a formacao de precipitados de fosfato de calcio
que se depositam sobre a dentina, adentrando aos tubulos dentinarios e causando a
obstrucdo destes.

Esses ions séo responsaveis ndo sé por estimular a formacéo de tecido mineralizado,
quando em contato com fluido humano; mas também, por aumentar o pH,
consequentemente produzindo um ambiente ideal para a remineralizagdo [19]

Adicionalmente ao processo de precipitacdo, as particulas de vidro bioativo também
funcionam como sitios de nucleag¢do formando uma camada de hidroxiapatita carbonatada
sobre sua superficie.

As limitacdes deste estudo incluem diferencas metodologicas em relacédo a outros
estudos publicados inerentes aos corpos de prova de dentina (espessura), uso de lixa
(tempo de trabalho e rugosidade), desafio acido, pH e (marcas e padrdes utilizados em

maquinas de permeabilidade) [6]. Essas varia¢cBes impedem uma comparagdo ideal de

51



nossos achados com os de outros estudos e, mais do que isso, até 0 momento, poucos
estudos na literatura avaliaram o uso de pastas experimentais contendo vidro bioativo.
O uso de materiais bioativos na composi¢do de agentes mineralizantes para a

hipersensibilidade dentinaria é uma area de pesquisa promissora.

CONCLUSAO

Com base nos achados presentes, a suspensdo experimental contendo adi¢do de
biovidro 45S5 apresenta melhor potencial de obliteracéo dos tibulos dentinérios de forma
imediata comparada as solugdes avaliadas nesse estudo. No decorrer do estudo essa

capacidade se mostrou igual aos demais materiais.
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