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RESUMO

O 4cido fitico (AF) € um &cido orgéanico encontrado em cereais e sementes de plantas, muito
utilizado como agente antioxidante e despigmentante. O objetivo foi avaliar o uso do AF em
diferentes concentracGes como agente condicionante de dentina no procedimento adesivo. As
variaveis independentes do estudo foram, acido fosférico 37% (AF37), AF 1% (F1), AF 2%
(F2), AF 3% (F3) como agentes condicionante de dentina, previamente a aplicacdo de um
adesivo convencional de dois passos. Superficies planas de dentina foram tratadas com os
agentes condicionantes — AF37 por 15 s e AFs por 60 s -, e ap06s aplicacdo ativa do sistema
adesivo e sua fotoativacdo, confeccionou-se um platd de resina composta pela técnica
incremental. Em seguida, foram obtidos espécimes em forma de palitos, com 1mm?2 de sec¢éo
transversal. Para a analise de resisténcia de unido foram realizados ensaios de microtracao [n=5]
(uTBS), por meio de uma maquina de ensaios mecanicos universais, e nanoinfiltracdo [n=3],
por meio de um microscopio eletrbnico de varredura, sendo que as andlises foram
quantitativas e qualitativas, respectivamente. Para a analise estatistica da uTBS os dados foram
submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk seguido de andlise de variancia (ANOVA) e
pos teste de Tukey (p<0,05). Pode-se observar diferenca estatisticamente significante entre os
grupos com AF em diferentes concentracdes e o AF37, sendo F2 e F3 ndo apresentaram
diferencas significativas entre si (p>0,05). Em relacdo a nanoinfiltracdo, pode-se observar
pouca presenca de prata na interface de unido tratada com AF. Conclui-se que o AF pode ser
um potencial agente condicionante em substituicdo ao AF37. No entanto mais experimentos
sd0 necessarios para avaliar o efeito do AF na resisténcia de unido a longo prazo, propriedades
mecénicas da dentina condicionada e seu efeito sobre as células pulpares.

Palavras-chave: Acido fitico, dentina, adesivos



ABSTRACT

Phytic acid (AF) is an organic acid found in cereals and plant seeds, widely used as an
antioxidant and depigmenting agent. The objective was to evaluate the use of PA in different
concentrations as a dentin conditioning agent in the adhesive procedure. The independent
variables of the study were: phosphoric acid 37% (AF37), AF 1% (F1), AF 2% (F2), AF 3%
(F3) as dentin conditioning agents, prior to the application of a conventional adhesive of two
steps. Dentin flat surfaces were treated with conditioning agents - AF37 for 15 s and AFs for
60 s -, and after an active application of the adhesive system and its photoactivation, a resin
plateau composed by the incremental technique was made. Then, specimens were obtained in
the form of sticks, with Imm? cross section. Microtensile tests [n = 5] (WTBS) were carried out
by means of a universal mechanical testing machine and nanofiltration [n = 3] using a scanning
electron microscope. the analyzes were quantitative and qualitative, respectively. For the
statistical analysis of U'TBS the data were submitted to the Shapiro-Wilk normality test followed
by analysis of variance (ANOVA) and Tukey's post-test (p <0.05). A statistically significant
difference was observed between the groups with AF at different concentrations and the AF37,
with F2 and F3 showing no significant differences between them (p> 0.05). In relation to
nanoinfiltration, it is possible to observe little presence of silver in the union interface treated
with AF. It is concluded that FA may be a potential conditioning agent in place of AF37.
However more experiments are needed to evaluate the effect of FA on the bond strength in the

long term, mechanical properties of the conditioned dentin and its effect on the pulp cells.

Keywords: Phytic acid, dentin, adhesive
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1 INTRODUCAO

Nas Ultimas duas décadas tem-se assistido a uma popularidade crescente das
restauracdes estéticas, bem como grandes avancos no ramo da adesdo dentaria (L1U, 2011;
KHOROUSHI et al., 2014). A durabilidade da ades&o é essencial para promover a longevidade
de restauracoes estéticas (EKAMBARAM et al., 2014). No entanto, ao contrério do esmalte, a
dentina é um tecido mineralizado hidratado que consiste em 50 vol% de matriz inorganica
cristalina, 30 vol% de matéria organica, da qual predomina o colageno tipo I, e 20 vol% de
fluido dentinario sob pressdo pulpar que lIhe confere a humidade carateristica (PASHLEY,
2011; TJADERHANE, 2013; EKAMBARAM et al., 2014). Isto faz com que a adesdo a dentina
seja um desafio clinico constante (PERDIGAO, 2007), para além de que a interface resina-
dentina sofre deterioracdo com o tempo e ocorre falha na adesdo, como resultado da degradacéo
do adesivo, do colageno, ou de ambos (EKAMBARAM et al., 2014)

Nos sistemas adesivos de condicionamento e lavagem, € necessario um ataque acido
para remover o componente inorganico da dentina e criar uma rede de colageno
desmineralizada, onde os mondmeros de resina infiltram para formar a camada hibrida. O 4cido
fosforico (AFC), utilizado a uma concentracdo de 30-40% tem sido historicamente o padrédo
ouro para o tratamento de superficie. Em 1955, Buonocore introduziu inicialmente o AFC para
o condicionamento em esmalte (BUONOCORE, 1955). J& o condicionamento de dentina ainda
€ uma questdo um pouco mais controversa. A aplicacdo de AFC a dentina resulta na remocao
de componente inorganico e exposicao de fibrilas de coldgeno que séo totalmente desprovidas
de hidroxiapatita (DE MUNCK et al., 2003). Essas fibras de coldgeno desmineralizadas sdo
suscetiveis ao colapso, resultando em infiltracdo incompleta dos mondmeros resinosos
presentes nos sistemas adesivos (TAY et al., 2000). Esta ma impregnacdo de colageno pode
resultar em baixa resisténcia de ligacdo imediata (PRATI et al., 1999), sensibilidade pos-
operatéria (CHERSONI et al., 1999) e/ou degradagdo de colageno por metaloproteinases de
matriz (MMPs), o que pode comprometer a durabilidade a longo prazo da ligacdo (PASHLEY
et al., 2004).

Embora a ligagdo da resina em esmalte mais efetiva seja conseguida através do
tratamento de superficie com AFC (FRANKENBERGER et al., 2008), o tratamento da dentina
¢ agora considerado como muito agressivo (VAN MEERBEEK et al., 2011), além de ser dificil
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controlar o grau de umidade que € necessaria para evitar o colapso do colageno que dificultaria
a infiltracdo de mondmeros de resina. Em tentativas de superar esses problemas, estudos
anteriores avaliaram o uso de AFC em concentra¢des mais baixas do que a recomendada pelos
fabricantes (CHAN et al., 1997), bem como outros agentes, como acido maleico (CHAN, 1997;
BRESCHI et al., 2002), 4cido citrico (BRESCHI et al., 2002), Acido etilenodiaminotetraacético
(EDTA) (TORII, 2003; KIM et al., 2011), e acido fitico no tratamento de superficie dentinaria
(NASSER et al., 2013).

O acido fitico (AF) conhecido como hexafosfato de inositol € um &cido organico
comumente encontrado em nossa dieta diaria, incluindo cereais, legumes, sementes de 6leo e
nozes (SCHLEMMER et al., 2009). Os papéis biolégicos e fisioldgicos do AF foram
amplamente investigados e revisados, particularmente no campo da quimica e dos
medicamentos, especialmente na pesquisa sobre o cancer. O AF tem uma carga negativa forte
(Fig. 1), tendo assim a capacidade de quelar com céations multivalentes carregados
positivamente, formando complexos (COWIESON et al., 2006) soltveis em condi¢des cidas,
mas precipitados a pH neutro (SCHLEMMER et al., 2009), além disso, pode se ligar a alguns
tipos de proteinas, formando complexos diretos e indiretos (CHERYAN, 1980; SELLE et al.,
2012) e tem um efeito de reticulacdo nas nanofibras de proteinas (RAVICHANDRAN et al.,
2013).

OH

Fig. 1 — Estrutura molecular do acido fitico (CHERYAN et al., 1980).
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A literatura sobre o uso do &cido fitico em odontologia é escassa, no entanto, o AF foi
postulado para ter efeitos anticariogénicos ou cariostaticos atraves da reducdo da solubilidade
do esmalte (BORGGREVEN; DRIESSENS, 1983) ou através da sua alta afinidade com a
hidroxiapatita, reduzindo assim a adsorcdo de bactérias nas superficies dos dentes (efeito
antiplaca) (NORDBO; ROLLA, 1972); além disso, o AF foi relatado como um eficaz agente
quelante do canal radicular (NASSAR et al., 2015) bem como no tratamento de dentina a fim
de fornecer boa ligacao resina dentina (NASSAR, 2013, KONG et al., 2015), apresenta uma
melhor biocompatibilidade para as células da polpa e osteoblastos quando comparado ao AFC
ou EDTA (NASSAR, 2013; NASSAR et al., 2015). Entretanto, o conhecimento sobre AF e seu
uso em odontologia adesiva sdo limitados. O mecanismo por trés da alta resisténcia de ligacéo
do adesivo de resina a dentina condicionada ndo foi claramente compreendido. Especulou-se
qgue o AF pode atuar como um agente de ligacdo cruzada natural as fibrilas de colageno da
dentina, o que poderia fortalecé-las mecanicamente e evitar o colapso (NASSAR et al., 2013).
Com base na capacidade deste agente natural as hipdteses do presente estudo sdo: (1) O AF,
guando usado como agente de tratamento de superficie em dentina, poderd efetivamente
remover a camada de smear layer e aumentar a resisténcia de unido do sistema adesivo na
dentina quando comparado ao uso do &cido fosforico a 37% e (2) melhorar a interface adesiva

com menor “gaps” ¢ sitios de possiveis atuacdo enzimatica e hidrofilica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a utilizacdo do acido fitico como agente condicionante de dentina previamente a

utilizagdo de um sistema adesivo de condicionamento e lavagem.

2.2 Objetivos especificos

o Verificar “in vitro” a resisténcia de unido a dentina do sistema adesivo Adper Single
Bond 2 apds condicionamento com acido fitico nas concentragdes de 1%, 2% e 3%,
imediatamente apds o procedimento adesivo;

e Avaliar, qualitativamente, a influéncia do condicionamento dentinario com &cido fitico

nas diferentes concentracGes, por meio de nanoinfiltracdo (ap6s 24 horas) na interface
de unido.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Ceara, sob o numero de parecer 2.439.067. Terceiros molares humanos, livres de caries,
extraidos e doados a partir de um termo de doacdo de dentes (Apéndice A) e armazenados em
solucdo de timol 0,1% a 4°C, por um periodo de, no maximo, 30 dias.

3.2 Delineamento experimental

Trata-se de um estudo laboratorial in vitro, no qual as variaveis dependentes do estudo
sdo os agentes condicionantes em dentina: Acido fosforico a 37 v/v % (Condac 37%, FGM,
Joinville, Brasil) [AF37]; Acido Fitico 1 v/v % (Soluco de &cido fitico) [F1], Acido Fitico 2
vIv% (Solucdo de &cido fitico) [F2] e Acido Fitico 3v/iv % (Solucio de 4cido fitico) [F3]. Para
tanto foram realizados testes de microtracdo, por meio de uma maquina de ensaios mecanicos
universais (EMIC DL 2000, Sao José dos Pinhais, Brasil) e nanoinfiltracdo, analisada por meio
de um microscopio eletrénico de varredura (Quanta FEG 450, FEI, Amsterda, Paises Baixos).

3.3 Procedimento adesivo

Vinte dentes foram cortados removendo-se o esmalte oclusal e as raizes com um disco
diamantado, em baixa velocidade, por meio de uma cortadeira metalogréafica (Isomet 4000;
Buehler, Lake Bluff, Estados Unidos), para expor a superficie plana de dentina média. Essa
dentina exposta foi lixada com papel de carbeto de silicio de granulagdo # 320, sob constante
irrigacdo com agua durante 30 segundos, para criar uma smear-layer padrdao. Os blocos de
dentina meédia foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (n=5), de acordo com o
tratamento dentinario: AF37, durante 15 segundos; F1, F2 e F3 durante 60 segundos. Em
seguida, os espécimes foram lavados abundantemente com &gua destilada por 30 segundos.
Para a secagem das superficies tratadas foi utilizado papel absorvente, pela técnica umida
adesiva, e posteriormente realizou-se aplicacdo do sistema adesivo (Adper Single Bond 2 - 3M
ESPE) de forma ativa por 30 segundos, seguido de fotoativagdo por 40 segundos por um
aparelho fotopolimerizador LED, com densidade de poténcia de 1100 mW/cm? (DB-685, Dabi
Atlante, Ribeirdo Preto, Brasil). Foi confeccionado um platd de resina (Filtek Z350 XT- 3M
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ESPE) de aproximadamente 4 milimetros pela técnica incremental, a partir da insercdo de
quatro incrementos de 1 milimetro, fotoativados por 40 segundos cada.

3.3 Teste de resisténcia de uniao

Os dentes restaurados (N=5) foram armazenados em agua destilada por 24h a 37°C e
seccionados em duas diregdes “x” ¢ “y” perpendiculares entre, obtendo-se espécimes em forma
de palitos com 1,0mm?, de seccéo transversal, utilizando o disco diamantado acoplado a uma
cortadeira (Isomet 4000; Buehler, Lake Bluff, Estados Unidos), apos a confec¢éo, os espécimes
foram avaliados ap6s 24 horas. Os palitos foram fixados em um dispositivo Geraldelli
utilizando um adesivo a base de cianoacrilato (Super Bonder Gel, Loctite, Henkel Co.,
Diadema, Brasil), e acoplados a uma maquina universal de ensaios (EMIC DL 2000, S0 José
dos Pinhais, Brasil) e tracionados até a fratura do espécime, utilizando uma célula de carga de

500N e velocidade de 0,5 mm/min.
3.4 Teste de Nanoinfiltracéo

Trés palitos (n=3) de resina-dentina de cada grupo foram analisados quanto a
nanoinfiltracdo, usando uma solucéo de nitrato de prata amoniacal [Ag (NH3)2 NO3z ] 50% em
peso (TAY; PASHLEY, 2009). Os espécimes imersos na solucdo marcadora por 24 horas, com
auséncia de luz, em seguida imersos em solucéo reveladora com a presenca de luz fluorescente,
por 8 horas, para a precipitacdo de graos de ions metalicos de prata. Em seguida, os espécimes
foram lavados com agua destilada, embutidos em resina epoxi, e polidos sucessivamente com
lixas de carbeto de silicio com granulacdo de 600, 1200 e 2000, molhados com agua destilada
e uso de pasta de diamante 1,0 um (Buehler). Ao final de cada etapa de polimento abrasivo, 0s
mesmos foram colocados por 5 minutos em banho ultrassdnico. Apos revestimento com
carbono foram examinados utilizando um microscopio eletronico de varredura (MEV) de
emissdo de campo (Quanta FEG 450, FEI, Amsterda, Paises Baixos), em modo de elétrons com
retroespelhamento de 1000X e 2000X amplia¢des padronizadas (TAY; PASHLEY, 2009).

3.5 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do software estatistico SigmaPlot. Apds

passar pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk, para o teste de resisténcia de unido, realizou-se
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uma analise de variancia (ANOVA), seguida do pds-teste de Tukey, sendo que para todos as
andlises realizadas adotou-se um nivel de significancia adotado foi de 5%.
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4 RESULTADOS

A anélise de variancia demostrou haver diferencas significativas entre os grupos de
acido fitico testados (F1, F2 e F3) e o AF37 (p <0,001). O grupo F2 apresentou valores de
resisténcia de unido a dentina estatisticamente similares (p>0,05) aos obtidos pelo grupo F3, e
ambos apresentaram diferencas estatisticamente significantes em relagéo ao AF37 (p<0,05). O
grupo F1 ndo apresentou diferencas estatisticamente significantes nos valores de resisténcia de
unido a dentina em relacéo aos demais grupos avaliados (p>0,05). (Tabela 1)

Observou-se na nanoinfiltracdo, por uma analise qualitativa, a presenca significativa de
infiltrado de prata na interface de unido do grupo AF37, indicando espagos existentes na
interface de unido, podendo ser um indicativo de futuros sitios de degradacéo da camada hibrida
(Figura 2). Em contrapartida, o grupo F2 apresentou pouca presenca de prata nessa interface de

unido, indicando uma melhor qualidade dessa interface de unido. (Fig. 2)
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5 DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo a avaliar o efeito do AF usado como um agente condicionante
de dentina nas concentracdes (1%, 2% e 3%). Os achados demonstraram que o AF aumentou
significativamente a resisténcia de unido da dentina, onde os melhores resultados foram
observados nas concentracdes de 2% e 3%, que foram iguais estatisticamente (tabela 1). Além
da alta resisténcia de unido, foram detectadas pequenas gotas de nanoinfiltracdo em comparagéo
ao acido fosforico a 37%. Aceitando a hipotese de que o AF, quando usado como agente de
tratamento de superficie em dentina, podera efetivamente remover a camada de smear layer e

aumentar a resisténcia de unido do sistema adesivo na dentina.

AF37 foi utilizado como grupo controle, pois 0 mesmo é considerado na literatura como
0 padrdo ouro para o condicionamento da dentina. Esse condicionamento é realizado para
remover a camada de smear layer e expor uma rede de colageno, que serd posteriormente
infiltrada pelo adesivo que preenche as lacunas entre as fibrilas de colageno formando a camada
hibrida (VAIDYANATHAN; VAIDYANATHAN, 2009). Para a dentina, o acido fosforico tem
sido amplamente utilizado em concentragdes de 35 a 37% por 15s (LOGUERCIO et al., 2014).
Com essas altas concentracdes, é provavel que esse acido forme uma camada profunda
desmineralizada que pode ndo ser completamente impregnada por mondmeros de resina
(SUPPA, 2005; REIS et al., 2007). Quando a camada de dentina desmineralizada € deixada
desprotegida pela resina, ela pode se tornar uma zona fraca da interface ligada (FUENTES et
al., 2004). Neste estudo, esta zona fraca pode estar presente na camada hibrida do grupo AF37,

gue apresentou baixa resisténcia de unido (UTSB), e nanoinfiltracdo distinta. (Figura 2)

No presente estudo os melhores resultados foram obtidos nos grupos F2 e F3, podemos
observar que quanto maior a concentracao do acido obtemos melhores resultados, devido a uma
maior quantidade desse agente. Possivelmente, o AF em maior concentracdo pode gerar uma
maior quantidade de ligacdes cruzadas e uma maior reatividade com o coladgeno. O aumento na
resisténcia de unido pode ser atribuido a dois mecanismos. Primeiro, em certas condigdes o AF
tem a capacidade de se ligar a proteinas e Célcio (Ca), formando um complexo ternario
(proteina-Ca-Fitato) que tem boa ligacdo quimica (CHERYAN, 1990; CAMPS; PASHLEY,
2000). Portanto, quando a dentina é desmineralizada ou condicionada, pode haver uma
interacdo entre o AF, colageno e Ca na hidroxiapatita, formando esse complexo ternario, que

pode melhorar a resisténcia de unido resina-dentina e proteger o colageno dentinario da
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degradacédo. Segundo, o AF pode atuar como um agente de ligacGes cruzadas para fibrilas de
coldgeno da dentina desmineralizada (LEE et al., 2011; RAVICHANDRAN et al., 2013),
tornando-as mais estaveis e menos suscetiveis ao colapso, resultando em melhor preservacgéo
dos espacos interfibrilares, permitindo uma melhor impregnacdo do monémero (KONG et al.,

2015), dessa forma o agente pode gerar uma unido resina-dentina mais estavel.

O mecanismo exato do &cido fitico agindo como um agente de ligacdo cruzada pode ser
atribuido a sua estrutura molecular, que se apresenta rica em hidroxila (-OH) (Figura 1).
Similarmente a alguns outros agentes de ligacdo cruzada como proantocianidina e
epigalocatequina-3-galato (EGCG), o efeito de reticulagcdo do AF ao colageno pode estar
relacionado a ligacdo de hidrogénio que ocorre entre seus grupos hidroxila e os grupos amina
(~NH2) do aminoacido da cadeia lateral na molécula de colageno (KU, 2007; VIDAL et al.,
2014).

Estudos anteriores avaliaram o efeito do acido fitico usado como agente condicionante
de dentina, os resultados demonstraram que AF a 1% aplicado por 60, 30 ou 15s foi capaz de
aumentar significativamente a forca de unido da dentina, removendo efetivamente a camada de
smear layer e teve um efeito minimo na viabilidade das células pulpares (NASSAR et al., 2013).
O AF a 1% melhorou a resisténcia a tracdo da dentina desmineralizada, preservou a morfologia
da rede de colageno exposta e otimizou a resisténcia adesiva a dentina (KONG et al., 2014). Os
estudos encontrados na literatura testam o AF na concentragao de 1%, e os resultados mostram
significativamente melhores, sendo que no presente estudo os melhores resultados foram nas

concentragdes de 2% e 3%.

Numa analise quantitativa, observou-se a presenca de um menor infiltrado na interface
nas concentracdes de 2% e 3% (Fig. 2), corroborando com os achados mecanicos da resisténcia
de unido. Isso pode se dar ao fato ja mencionado sobre o aumento da concentracdo do agente,
afirmando ainda assim, a hipGtese que uma maior concentracdo promove um padrdo de
desmineralizagdo maior, uma melhor reatividade com o colageno, podendo resultar numa

melhoria da camada hibrida com o passar do tempo.

Com base na capacidade do acido fitico de fornecer alta resisténcia de unido (Tabela 1)
e melhor infiltracdo de resina, que foi mostrada pela menor nanoinfiltragéo dentro da camada

hibrida (Figura 2), O AF € um agente condicionante de dentina promissor que poderia substituir
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0s agentes atualmente utilizados. No entanto, mais estudos s&o necessarios para examinar o
efeito na capacidade dos monomeros de resina se infiltrarem nos espagos interfibrilares e na

inibicdo da degradacdo enzimatica do colageno.
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6 CONCLUSAO

Dentro das limitagdes deste estudo, concluiu-se que o condicionamento da dentina com
AF nas concentragdes de 2% e 3% aumentaram a resisténcia de unido na interface resina-
dentina, assim como apresentaram uma menor nanoinfiltracdo na interface da camada hibrida
guando comparados ao uso do AFC. No entanto, mais experimentos sao necessarios para avaliar
o efeito do AF na resisténcia de unido a longo prazo, nas propriedades mecanicas da dentina e

nos possiveis danos as células pulpares.
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FIGURAS E; TABELAS

Tabela 1: Médias ( + desvio padrao) da resisténcia de unido a dentina

apods 24 horas de procedimento adesivo, sob ensaio de microtracéo

Grupos UTSB
AF37 205+9,8B
F1 25,3+10,5AB
F2 40,2+ 148 A
F3 39,3+ 18,8 A

*Valores de resisténcia de unido cujas letras maiusculas sdo semelhante entre si representam a

auséncia de diferengas estatisticamente significantes (p>0,05).

Figura 2 - Imagens representativas de MEV com aumento de 1000X, mostrando nanoinfiltragdo
na interface ligada de cada grupo. (a) grupo AF37, (b) grupo F1, (c) grupo F2 e (d) grupo F3.
As setas representam a deposicdo de nitrato de prata indicando nanoinfiltracdo (area clara). (C)
composto, (A) adesivo, (T) tag resina, (D) dentina. Observa-se nanoinfiltragdo distinta na
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camada hibrida ao redor e sob tags de resina dos grupos F1 e AF37, enquanto os grupos F2 e

F36 mostraram apenas uma leve nanoinfiltragéo
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