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Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito oclusivo de agentes de
dessensibilizacdo dentinaria quando submetidos a ciclos de desgaste abrasivo e
desafio acido por meio de alteragbes na permeabilidade da dentina (Lp). Discos
de dentina com 1 mm de espessura foram obtidos a partir de 42 terceiros molares
humanos higidos. Uma smear layer padronizada foi criada em cada espécime
para a mensuragao da Lp minima, enquanto a Lp maxima foi medida apos a
imersdo em solucdo de EDTA 0,5M. Os espécimes (n=9) foram submetidos ao
tratamento com os dessensibilizantes Fluor Protector (FP), Desensibilize Nano-P
(NP), Clinpro XT Varnish (CV) e Oxa-Gel (OG). A Lp de cada espécime foi
medida em 5, 10 e 15 minutos. Os discos foram submetidos a um ciclo de
erosao/abrasao durante 7 dias, com imersdo em solug¢ao de acido citrico 0,5% 6x
ao dia e desafio abrasivo com escovacdo por 5 segundos apds a primeira,
terceira e a ultima erosdo de cada dia. Os espécimes foram armazenados em
saliva artificial a 37°C nos intervalos. A mensuracao da Lp foi realizada no 1°, 4° e
7° dias. Os dados foram submetidos a ANOVA a 3 critérios com medidas
repetidas e ao teste de Games-Howell (a=5%). ANOVA detectou diferencas
significantes para "material" e "condi¢des experimentais”, bem como interacdo
significante entre esses fatores (p<0,05). Os dessensibilizantes FP e CV néao
apresentaram diferencas significantes na Lp quando comparada a Lp minima
desde a aplicagao até o sétimo dia de desafio (p<0,05). OG apresentou aumento
significante na Lp apdés o quarto e sétimo dias com relagdo a Lp minima e
imediatamente apds a aplicagédo (p<0,05). Imediatamente apds a aplicagao e
apés o primeiro dia de desafio erosivo/abrasivo, o dessensibilizante NP
apresentou permeabilidade significantemente maior do que os demais materiais
(p<0,05). Somente os dessensibilizantes Clinpro XT e Fluor Protector foram
capazes de manter a permeabilidade dentinaria semelhante a minima apods os

ciclos de desafio erosivo/abrasivo.

Palavras-chave: Sensibilidade dentinaria, Fluoreto de sodio, Oxalato de potassio, Verniz

fluoretado, Cimento de ionémero de vidro e Fosfato de calcio.

Significancia clinica: O tratamento da hipersensibilidade dentinaria com agentes
dessensibilizantes na forma de verniz se mostrou mais eficaz na manuteng¢ao do

efeito oclusivo frente a desafios de erosio e abrasao.



Introducgao

O desconforto causado pela hipersensibilidade dentinaria € uma das
queixas mais comuns nos consultérios odontologicos. Estudos epidemioldgicos
demostram que a prevaléncia da hipersensibilidade dentinaria varia de 2,8% a
74%, dependendo da populagao estudada e da configuragéo do estudo’.

A hipersensibilidade dentinaria ocorre quando os tubulos dentinarios sao
expostos ao ambiente oral® como resultado da perda do esmalte pela abrasao,
erosdo, abfragdo ou exposicdo da superficie radicular, causada por recessao
gengival ou tratamentos periodontais®. A hipersensibilidade & caracterizada por
uma resposta exagerada, na qual o paciente apresenta dor aguda, de intensidade
variavel e de curta duracédo, em resposta a estimulos como mudancgas térmicas,
tateis, osmaticas ou quimicas que nao podem ser atribuidas a qualquer outro tipo
de afeccdo odontoldgica®*.

Varias teorias tém sido apresentadas para explicar a hipersensibilidade
dentinaria, mas a Teoria Hidrodinamica proposta por Brannstrom na década de
60° ainda é a mais aceita. Essa teoria afirma que quando um estimulo é aplicado
na dentina exposta ha um aumento na movimentacdo de fluido no interior dos
tubulos dentinarios e, consequentemente, uma alteracao na pressdo osmoética da
polpa, desencadeando uma ativagcdo sensorial das células. O resultado é a
percepcao de uma dor aguda e curta, que geralmente so persiste enquanto o
estimulo é aplicado ou por pouco tempo apds a sua remogao°.

Com base nessa teoria, duas estratégias de tratamento para a
hipersensibilidade dentinaria tém sido propostas: a primeira propde a modificacdo
ou bloqueio nervoso da resposta pulpar e a segunda, a oclusdo dos tubulos
dentinarios com consequente reducdo da permeabilidade dentinaria e da
movimentacao do fluido intratubular’®.

Para o tratamento da hipersensibilidade dentinaria por meio da oclusao
dos tubulos dentinarios, produtos de uso caseiro ou de consultério podem ser
empregados. Os caseiros constituem comumente dentifricios e, em menor
escala, géis e enxaguatorios bucais. Os agentes dessensibilizantes aplicados
profissionalmente podem se apresentar como cimentos, vernizes, géis, pastas ou
ainda sistemas adesivos. Estes produtos podem conter fluoretos, oxalatos, nitrato

de potassio e fosfato de calcio e sdo os mais comumente empregados para esta
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finalidade’. Durante os periodos entre as aplicagdes, as barreiras formadas
podem estar sujeitas a remogdo ou dissolugdo devido ao desgaste abrasivo
promovido pela escovacao dental com dentifricio ou devido a presenca de dieta
acida®.

Alguns dessensibilizantes que contendo veiculos resinosos como o0s
cimentos de iondbmero de vidro modificados por resina agem na estrutura
dentinaria se infiltrando nos tubulos dentinarios, demonstrando assim potencial
para reduzir a sensibilidade na dentina expostag. Produtos a base de fosfato de
calcio demonstraram ser capazes de obliterar os tubulos pela formacdo de um
mineral amorfo similar a apatita promovendo uma redugcdo mecanica e

fisicoquimica no diametro dos tubulos dentinarios'®"".

A utilizacdo de
dessensibilizantes a base de oxalato de potassio pode provocar a despolarizagao
neural e também a oclusdo dos tubulos pela formacao de cristais de oxalato de
calcio'®. Vernizes a base de fltior, quando em contato com as estruturas dentarias
mineralizadas, reagem quimicamente com os ions de calcio e fosfato da dentina,
levando a precipitacdo de cristais de fluoreto de calcio na embocadura dos
tubulos dentinarios. Porém, existem evidéncias de que os cristais formados sao
instaveis e se dissociam rapidamente .

Independente do tratamento selecionado, o grande desafio € a sua
efetividade em longo prazo. Portanto, seria importante avaliar o comportamento
dos precipitados formados pela aplicacdo destes agentes dessensibilizantes
quando expostos ao meio oral com todas as suas condigdes e variagdo de pH.

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito oclusivo de agentes de
dessensibilizacdo dentinaria quando submetidos ao desgaste abrasivo promovido
pela escovacgao dental com dentifricio e a sua manutencao frente a um desafio
acido por meio das alteragdes na permeabilidade da dentina. Adicionalmente, as
alteragdes na morfologia € na microestrutura dentinaria foram visualizadas por
meio da microscopia eletronica de varredura (MEV).

As hipoteses nulas testadas no estudo foram de que: 1) ndo haveria
diferenca entre os diferentes agentes dessensibilizantes com relagdo a
permeabilidade dentinaria e 2) ndo haveria diferenca na permeabilidade da
dentina tratada com os diferentes agentes dessensibilizantes antes e apds o

desafio erosivo/abrasivo.
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Materiais e Método

Preparo dos espécimes

Quarenta e dois terceiros molares humanos higidos foram obtidos a partir
do Banco de Dentes da Pontificia Universidade Catdlica do Parana apds a
aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (Parecer n° 632.162/2014) e
mantidos em cloramina T 0,5% a 4°C, por um periodo maximo de seis meses. Os
dentes foram seccionados perpendicularmente ao seu longo eixo, com disco de
corte diamantado acoplado em uma cortadeira de precisao (Isomet 1000, Buehler
Inc., Lake Bluff, IL, EUA) com baixa rotagédo (250 rpm) sob irrigacdo constante.
Espécimes em forma de disco (Figura 1) com 1,0 + 0,2mm de espessura foram
obtidos a partir da porgao meédia da coroa de cada dente. A espessura de todos
os discos foi verificada com um paquimetro digital (Modelo CD 6”CS, Mitutoyo
Corp., Toquio, Japao). Os discos foram limpos com banho em ultrassom com
agua destilada por 10 minutos. A auséncia de remanescentes de esmalte e
exposi¢cdes pulpares foram avaliadas com microscopio o6tico com 40 x de

aumento (Olympus BX60, Olympus Corp, Toquio, Japao).

[N\ 2o
NIl

7

Figura 1: Imagem esquematica do corte para obtencdo do disco de dentina
(Adaptado de Santiago et al., 2006).

Tratamento das superficies

Para a obtencado da permeabilidade minima (Lp min) de cada espécime
uma smear layer padronizada foi criada na superficie oclusal utilizando lixas SiC
de granulagdo 600 (3M do Brasil, Sumaré, SP, Brasil) por 30 segundos. A

permeabilidade maxima (Lp max) foi obtida com a imersédo dos discos de dentina
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em solugdo de EDTA 0,5 M por 2 minutos™ em ultrassom (Metason 60T, Struers
Inc., Ballerup, Dinamarca) para abertura total dos tubulos dentinarios.

Os espécimes foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos contendo 9
discos cada, os quais receberam o tratamento com os diferentes agentes
dessensibilizantes de acordo com a Tabela 1. Apds a aplicagdo, um tempo de
espera de 45 minutos foi utilizado, no qual os espécimes permaneceram em

umidade relativa previamente ao inicio dos testes de permeabilidade dentinaria.

Dispositivo e calculos para obtengéo de permeabilidade dentinaria

Cada disco foi conectado a um sistema de filtragdo modificado (Figura 2)
para simular a pressao intrapulpar de 10 psi (703.1 cm H,0). O disco de dentina
foi fixado por um par de anéis de borracha conectados a uma placa de PMMA (2
cm de diametro x 0,5 cm de espessura) contendo um orificio com uma area
padronizada de 0,38 cm? disponivel para a difusdo da agua destilada.

As medidas de permeabilidade foram executadas a partir da
movimentacdo de uma bolha de ar no interior de um capilar de vidro de 25 uL
fixado sobre uma escala milimetrada. Para cada espécime, o fluxo de fluido

através dos discos de dentina (filtragao) foi calculado a partir da seguinte formula:

_25uL . (x)mm
- (yymm . (z)min

Onde Q ¢ a filtracdo dentinaria, x € a distancia percorrida pela bolha em
mm, y € o comprimento do capilar em mm (130 mm) e z é o tempo em min.
A condutividade hidraulica da dentina, Lp (ML.min-"". cm H20™. cm™), foi

calculada com base na seguinte formula:

Q
LP=5 A

Onde Q é a taxa de filtragdo (ML.min™), P € a pressao de agua (703.1

cmH20) e A é a area de dentina exposta (0,38 cm?).
A permeabilidade de cada espécime foi expressa como a porcentagem
(Lp%) de fluxo de fluido comparado a Lp max. A mensuragéo da permeabilidade
6
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dos discos de dentina em todos os tratamentos foi realizada nos tempos de 5, 10

e 15 minutos sob pressao constante.

Ce
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10 Psi _ Disco de == :::;:2
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Figura 2: Desenho esquematico do sistema de filtragcdo utilizado para mensurar a

conducgao hidraulica da dentina (Santiago et al., 2006).

Ciclo de desafio acido e escovagéo

Todos os espécimes foram submetidos a um ciclo de desafio acido durante
7 dias em uma solucao de acido citrico 0,5% com pH de 2,5, seis vezes ao dia
durante 2 minutos sob agitagdo em um aparelho de ultrassom. Entre os tempos
de imersao, os espécimes eram armazenados em saliva artificial a 37°C. Apds a
primeira, a terceira e a ultima imersao do dia, os espécimes foram submetidos a
escovacdo dental durante 5 segundos, utilizando uma escova elétrica (Oral-B
Pro-Saude Power, The Procter & Gamble Company, Cincinnati, Ohio, USA)
acoplada a um suporte fixo com carga de 200g16’17. Apods a escovagao durante 5
segundos, os discos permaneceram em contato com uma suspensado de
dentifricio (Colgate Total 12, Colgate-Palmolive Company, Toronto, Ontario,
Canada) e agua destilada por 2 minutos. Em seguida, os discos foram lavados
em agua destilada por 10 segundos em ultrassom, e entdo armazenados em
saliva artificial (CaCl, « 2H,0, 0,167; KH,PQO4, 0,123g; KCI, 11,2g; (HOCH,)3CNH2,
2,42g; agua destilada, 1.000 ml; pH ajustado para 7,0) a 37°C.

A permeabilidade da dentina foi mensurada no 1°, 4° e 7° dias, nos tempos

pré-determinados.



1 Tabela 1:

Descricao dos

grupos e

2 dessensibilizantes a serem utilizados no estudo.

composi¢cao dos

agentes

Grupo Material Composigao Modo de Aplicagao *
(Classificagao)
FP Fluor Protector, acetato de etila, isoamil Aplicacao do verniz com
[VOCLAR VIVADENT propionato, verniz de microaplicador.
AG, Schaan, poliuretano e difluorsilano
Liechtenstein
CcVv Clinpro XT Varnish, 3M  Parte A: particulas de vidro Mistura das duas pastas por
ESPE, St Paul, MN, de fluoro-aluminosilicato 15 seg, aplicagao do verniz
EUA silanizado, HEMA, agua, na superficie de uma fina
BIS-GMA, silica silanizada. = camada e fotoativacdo por
Parte B: copolimero do 20 seq, limpeza da
acido polialcendico, agua, superficie com algodao
HEMA, glicerofosfato de umidecido.
calcio.
OG Oxa-Gel, Kota Import’s Oxalato de potassio Aplicacao do gel com
LTDA., Sao Paulo, SP, monohidratado e gel de microaplicador ativamente
Brasil carboximetilcelulose. por 2 min.
NP Desensibilize Nano-P, Fosfato de Calcio Friccdo da pasta por 10 seg

FGM, Produtos
Odontoldgicos,

Joinville, SC, Brasil

nanomeétrico, fluoreto de

sédio, nitrato de potassio.

com disco de feltro em baixa
rotagao, espera de 5 min,

remogao com algodao seco.

3  *Recomendacao do fabricante.
4
5  Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
6 Seis molares humanos higidos foram preparados adicionalmente para
7 analise morfologica da dentina. Discos de dentina foram obtidos e seccionados
8 em 4 partes. Cada parte foi atribuida a uma das fases de tratamento da dentina, a
9 saber, smear layer, abertura dos tubulos com EDTA, aplicagdo dos
10 dessensibilizantes em cada tempo de avaliacédo do ciclo abrasivo/erosivo.
11 Os espécimes foram fixados em solugéo de glutaraldeido 2,5% tamponado
12  com solugao de fosfato de sddio 0,1 M (pH 7,4) sob temperatura de 4°C por 24

8
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horas. Em seguida, foram lavados com solu¢do de fosfato de sédio 0,2 M (pH
7,4), por uma hora com trés trocas. A desidratacdo das estruturas foi entdo
realizada com banhos sucessivos de etanol em concentragbes crescentes de
25%, 50%, 75%, 95% e 100%. A desidratacao final foi realizada utilizando o
processo de ponto critico, onde as amostras foram transferidas para a camara do
aparelho e recobertas por diéxido de carbono liquido (BAL-TEC CPD 030 Critical
Point Dryer, Balzers, Liechtenstein). As amostras foram metalizadas com liga de
ouro/paladio (Balzers SCD 050, Balzers, Liechtenstein) e observadas em
microscopio eletrénico de varredura (TESCAN VEGA3 LMU, Tescan Orsay
Holding, Brno-Kohoutovice, Republica Tcheca) com aumento de 5000x.

Analise estatistica

As médias e desvios-padrao de Lp% foram calculados e os dados obtidos
foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov e Lévene para verificar os
preceitos de normalidade de distribuicdo e homogeneidade de variancia. ANOVA
a 3 critérios (material, tempo e condigao experimental) com medidas repetidas e o
teste de Games-Howell foram realizados para as comparag¢des multiplas entre os
grupos. Todos os testes foram realizados com nivel de significancia de 5%. A
analise dos dados foi realizada com o programa SPSS 22.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, EUA).
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Resultados

Uma vez que ndo foram detectadas diferengas significantes no fator
"tempo" (5, 10 e 15 min), e ndo foram detectadas interacdes entre "tempo" e os
outros dois fatores, a analise foi feita somente para os fatores "material" e
"condigbes experimentais", agrupando os trés tempos de avaliagdo. ANOVA
detectou diferengas significantes para "material" e "condigdes experimentais",

bem como interagao significante entre esses fatores (p<0,05).

Tabela 2: Média e desvio padrdo do percentual de permeabilidade dentinaria

(Lp%) nos diferentes momentos de avaliagéo.

Condigcdes Fluor Protector Clinpro Oxa-Gel Nano-P

Lp min 5,67 £ 2,35 Aa 6,49 £ 4,47 Aa 7,33 £ 3,37 Aa 8,41 +4,81 Aa

Imediato 5,79 £ 2,50 Aa 5,65+ 1,90 Aa 452+228Aa 13,17 +£4,73 ABb

1° dia 6,14+229Aa 499+339Aa 9,68+6,73ABa 14,89 +6,90 Bb
4° dia 6,77 2,42 Aa 4,22+ 3,70 Aa 14,64 £7,53Bb 15,57 +6,12Bb
7° dia 6,41+ 1,92 Aa 5,62 + 5,82 Aa 15,30 +£6,37Bb 16,29 +7,62Bb

Grupos conectados por letras distintas mailusculas apresentam diferengas significantes na mesma
coluna e os conectados por letras distintas minusculas ndo apresentam diferencgas significantes
na mesma linha (p>0,05).

Na avaliacdo da permeabilidade minima (Lp min), com a presenga de
Smear Layer, nao houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos
(p>0,05). Imediatamente apds a aplicacédo e apds o primeiro dia de desafio
erosivo/abrasivo, o dessensibilizante Nano-P apresentou permeabilidade
significantemente maior do que os demais materiais (p<0,05). Apos 4 e 7 dias de
ciclo, a médias de permeabilidade obtidas com o Fluor Protector e Clinpro se
mostraram significantemente menores que as obtidas com Oxa-Gel e Nano-P
(p<0,05).

Os dessensibilizantes Fluor Protector e Clinpro mantiveram as médias de
permeabilidade semelhantes a permeabilidade minima em todas as condi¢des
em que foram avaliados (p>0,05). Oxa-Gel ndao demonstrou diferengas na
permeabilidade logo apds a aplicagdo e apds o primeiro dia quando comparado a

permeabilidade minima (p>0,05). Houve um aumento significante na
10
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permeabilidade apdés o quarto e sétimo dias com relagdo ao periodo
imediatamente apds a aplicagao (p<0,05). A aplicagdao do Nano-P resultou em
permeabilidade semelhante a minima (p>0,05). Porém, apds o primeiro dia de
ciclo, houve um aumento significante com relagdo a Lp minima, que se manteve
até o sétimo dia (p<0,05).

A andlise das superficies dentinarias em MEV estdo apresentadas nas
Figuras 3 a 7. Na Figura 3 estdo apresentadas micrografias da superficie
dentinaria coberta com Smear Layer e apds a sua remogado e abertura dos
tubulos com EDTA. O verniz fluoretado Fluor Protector (Figura 4) resultou em
uma obliteracdo parcial dos tubulos dentinarios apds a aplicacdo, observando-se
uma camada nao uniforme que, com o desafio erosivo/abrasivo, foi sendo
gradualmente removida da superficie dentinaria. Na Figura 5 observa-se o
aspecto da dentina tratada com o verniz Clinpro XT varnish com total obliteracao
dos tubulos dentinarios e degradacdo gradual da matriz resinosa e
desprendimento das particulas de vidro a partir do 4° dia apdés o desafio
erosivo/abrasivo. O dessensibilizante Oxa-Gel (Figura 6) proporcionou somente
uma oclusao parcial dos tubulos com uma deposicdo de cristais de oxalato de
calcio no seu interior, apresentando desmineralizagdo da dentina intertubular
mais evidente a partir do 7° dia. A dentina tratada com o Desensibilize Nano-P
(Figura 7) demonstra tubulos ocluidos parcial e totalmente com particulas de
fosfato de calcio que se tornam ausentes apdés a agao dos ciclos de eroséo e

abraséo.

11



0 N o o B~ WO DN -

Figura 3: A) Fotomicrografia representativa da superficie de dentina com
presenga de Smear Layer obliterando os tubulos dentinarios; B) Dentina tratada

com EDTA mostrando total abertura dos tubulos dentinarios (5000x).

12
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Figura 4: Fotomicrografia representativa da superficie de dentina tratada com
Fluor Protector (5000x). A) Apds aplicagao do verniz observa-se uma camada
nao uniforme obliterando parcialmente os tubulos dentinarios; B e C) 1° e 4° dias
de ciclo erosivo/abrasivo: observa-se a presenga de porosidades (setas) na
camada de verniz e areas de exposicado tubular com deposicdo de cristais de
fluoreto de calcio (asterisco); D) 7° dia de ciclo erosivo/abrasivo: camada de

verniz visivelmente desgastada e com rachaduras.
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Figura 5: Fotomicrografia representativa da superficie de dentina tratada com
Clinpro XT Varnish (5000x). A) Apos aplicagao do verniz observam-se particulas
de vidro de fluoro-aluminosilicato; B) 1° dia de ciclo erosivo/abrasivo: observam-
se poucas particulas e a matriz resinosa exposta e planificada; C e D) 4° e 7° dias
de ciclo erosivo/abrasivo: particulas expostas (asterisco), presenga de poros
correspondentes a remogado de particulas de carga (seta) e matriz resinosa

irregular.
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Finura 6: Fotomicrografia representativa da superficie de dentina tratada com
Oxa-Gel (5000x). A) Apos aplicagao do gel observam-se cristais de oxalato de
célcio depositados no interior dos tubulos dentinarios (seta); B) 1° dia de ciclo
erosivo/abrasivo: observam-se tubulos abertos e parcialmente obliterados por
cristais; C e D) 4° e 7° dias de ciclo erosivo/abrasivo: dentina intertubular irregular

devido ao efeito do ciclo de abrasio e erosio e tubulos dentinarios abertos.
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Figura 7: Fotomicrografia representativa da superficie de dentina tratada com
Desensibilize Nano-P (5000x). A) Apés aplicagao da pasta observam-se tubulos
dentinarios ocluidos parcial (seta) e totalmente (asterisco) com particulas de
fosfato de célcio; B) 1° dia de ciclo erosivo/abrasivo: observam-se tlbulos abertos
e residuos, provavelmente do dentifricio utilizado; C e D) 4° e 7° dias de ciclo
erosivo/abrasivo: tubulos dentinarios expostos com dentina intertubular irregular

devido ao efeito do ciclo de abrasédo e eroséo.
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Discussao

As hipoteses nulas formuladas para o estudo foram rejeitadas, uma vez
que houve diferenca entre os agentes de dessensibilizagdo dentinaria na
permeabilidade da dentina tanto antes quanto apds o desafio erosivo/abrasivo.

Os agentes dessensibilizantes Clinpro XT Varnish e Fluor Protector
apresentaram resultados semelhantes de permeabilidade dentinaria em todas as
fases do estudo e semelhantes @ manutencdo da Smear layer. O Clinpro XT
Varnish apresenta o copolimero do acido polialcendico, encontrado também nos
cimentos de ionbmero de vidro modificados por resina Vitrebond™ e Vitremer™,
o que confere adesividade quimica a dentina por meio de ligagdes iGnicas ao
calcio da hidroxiapatita, 0 componente mineral da dentina®. Além disso, o Clinpro
apresenta o glicerofosfato de calcio que promove a formagéo de calcio e fosfato
biodisponiveis na saliva'®. No presente estudo, durante os intervalos do desafio
erosivo/abrasivo as amostras permaneceram em saliva artificial o que,
provavelmente, permitiu a liberacdo de calcio e fosfato da saliva para a dentina
apos cada queda de pH promovida pela agao do acido citrico no ciclo erosivo.

Entre os estudos utilizando o Clinpro XT Varnish, alguns investigam a sua

acao remineralizadora®®?' 9,19,2223

e outros, a sua acdo como dessensibilizante
Em uma comparacéo in vitro do uso do verniz Clinpro com um sistema adesivo
convencional (Single Bond Plus), ambos apresentaram habilidade de reduzir a
permeabilidade dentinaria e selar a dentina, com ou sem a presenca de smear
layerq. Estudos clinicos comparando Clinpro com um dessensibilizante a base de
glutaraldeido constataram uma maior redugdo da hipersensibilidade, além de
uma agdo mais prolongada apos 222 e 4 semanas?®. No presente estudo, além da
manutencgao da permeabilidade mesmo apds um desafio erosivo/abrasivo in vitro,
a efetividade do Clinpro péde ser comprovada pelas fotomicrografias realizadas,
onde uma camada continua € observada obliterando os tubulos dentinarios e
mantida com os ciclos de erosao/abraséo realizados ao longo de 7 dias, apesar
da degradagao superficial da camada com desprendimento de algumas particulas
de carga.

O verniz Fluor Protector contém uma base de poliuretano que permite um
contato intimo com a superficie dentaria apds a evaporagao do solvente e o fluor

se encontra na forma de difluorsilano 1%, o que equivale a 1.000 ppm?*. O
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mecanismo de acado dos vernizes fluoretados ocorre pela reacao entre o NaF e
ions de calcio, levando a formacao de pequenos cristais de fluoreto de calcio
(0,05 um), que sdo depositados no interior dos tubulos dentinarios abertos®. Um
estudo recente®® encontrou permeabilidade semelhante & minima com um verniz
de fluoreto de sddio 5,42% antes e apds desafio acido, o que concorda com os
resultados do presente estudo. Um estudo clinico comparou a eficiéncia de um
verniz fluoretado com um gel de nitrato de potassio e encontrou maior redugéo
nos escores de sensibilidade e um efeito mais prolongado nos pacientes tratados
com o verniz?’. Outros estudos t&m relatado efetividade clinica dos vernizes

fluoretados na redugao da hipersensibilidade dentinaria?®%°

por um periodo de até
8 semanas®.

A base de poliuretano encontrada no Fluor Protector apresenta a
vantagem de se aderir mais firmemente do que as bases de resina sintética
comumente encontradas em vernizes fluoretados®'. Este fato pode ter sido
responsavel pela baixa permeabilidade obtida pelo Fluor Protector no presente
estudo. Apesar de sua concentracao de fluor ser muito menor do que a do verniz
fluoretado Duraphat, que tem 23.600 ppm, sua habilidade de se manter na
superficie dental foi comprovada em um estudo in vitro que simulou desafios
erosivos com vinho®'. De fato, no presente estudo, uma camada de verniz foi
observada sobre a dentina obliterando os tubulos dentinarios com manutencao
parcial apds o desafio erosivo/abrasivo.

Ambos os agentes dessensibilizantes na forma de vernizes, apesar de
serem compostos por substancias distintas, apresentaram um padrdao de
obliteracao semelhante que pode ser atribuido mais a base resinosa utilizada nos
compostos do que a disponibilidade de ions fluor para a reducdo da
permeabilidade dentinaria. As fotomicrografias de ambos os materiais
demonstram que a matriz resinosa se mostrou resistente aos ciclos erosivos e
abrasivos. Um estudo prévio comprovou que 0s vernizes se mantém por mais
tempo sobre a superficie dental do que as solucdes e pastas?®.

Imediatamente apdés a aplicacdo, os dessensibilizantes avaliados nao
apresentaram diferencas na permeabilidade dentinaria, com excecdo do
Desensibilize Nano-P. Na microscopia eletrénica de varredura pode-se notar que

este material, composto por fosfato de céalcio nanométrico organizado de forma

18



0 N o o0~ WDN -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

cristalina, resultou em um padrdo de obliteracdo heterogéneo, uma vez que
podem ser observados tubulos abertos, parcialmente e totalmente obliterados por
precipitados. No primeiro dia de ciclo, a dentina tratada com Desensibilize Nano-
P apresentou maior permeabilidade do que os demais dessensibilizantes. Porém,
no quarto e no sétimo dias, houve uma semelhanca na permeabilidade quando
comparada ao Oxa-Gel, com ambos apresentando na analise microscoépica, uma
provavel desmineralizagéo da dentina intertubular devido a erosao acida e uma
grande quantidade de tubulos abertos. Apesar do fabricante do Desensibilize
Nano-P afirmar que a forma de cristais de hidroxiapatita torna este material
altamente estavel e mais resistente ao desafio acido, no presente estudo foi
possivel observar por meio de MEV a remocgédo de precipitados e ainda uma
desmineralizacdo da dentina intertubular.

A literatura é ainda bastante escassa sobre o Desensibilize Nano-P. Até o
momento, os estudos publicados apresentam apenas o seu efeito remineralizante
no esmalte®3*. O efeito oclusivo do fosfato de calcio nanoestruturado no se
mostrou efetivo, ao contrario de outras formas avaliadas em outros estudos,
como o tetracalcio fosfato e o dicalciofosfato anidro, que demonstram boa
penetragdo nos tubulos dentinarios™. Um estudo prévio demonstrou que um
dessensibilizante contendo fosfato de calcio anidro reduziu significativamente a
permeabilidade dentinaria mesmo apods desafio acido, apresentando ainda
depdsitos de cristais ao longo da dentina e dos tubulos dentinarios apés um
periodo de 4 semanas®*.

O oxalato de potassio € considerado na literatura como um
dessensibilizante eficiente na reducdo da permeabilidade da dentina®®>°>".
Estudos realizados para avaliar as caracteristicas de oclusdao dos tubulos
dentinarios mostraram que o oxalato de potassio foi capaz de penetrar nos
tubulos dentinarios e reagir com os ions de calcio para formar cristais de oxalato

36,38,39

de calcio . Porém, a estabilidade desses cristais ainda & controversa.

Enquanto alguns autores afirmam que os cristais de oxalato de calcio séo

insoltveis?®:3940

, outros afirmam que os cristais formados pela reacado entre o
oxalato de potassio e a hidroxiapatita sdo dissolvidos com o tempo®**!. As
micrografias no presente estudo demonstram um efeito oclusivo limitado do Oxa-

Gel ap6s a sua aplicagcéao e auséncia de cristais de oxalato do primeiro ao sétimo
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dias de ciclo erosivo/abrasivo. Estes resultados corroboram com os encontrados
por um estudo prévio36, que constatou a dissolucdo dos cristais de oxalato de
calcio e abertura dos tubulos apés o desafio erosivo com acido citrico.

O desafio acido mais comumente utilizado nos estudos in vitro se baseia
em uma Unica aplicacdo de &cido citrico por um tempo que varia de 1 a 5 min?®3*
%42 0O desafio erosivo/abrasivo durante 7 dias utilizado no presente estudo teve
um efeito muito mais agressivo e clinicamente mais relevante, simulando um alto
consumo de bebidas acidas associado a escovagao dental regular 3 vezes ao
dia.

Os resultados de permeabilidade dentinaria ndo devem ser diretamente
extrapolados para situacdes clinicas. O teste utiliza um aparato laboratorial que
se baseia na movimentacao do fluido dentro de um capilar sob pressao simulada
proxima aquela da polpa e o resultado € obtido por meio de uma férmula que
prediz a permeabilidade ou condutividade hidraulica da dentina dentro de uma
area pré-estabelecida. Outras limitagdes ainda envolvem a heterogeneidade dos
espécimes, uma vez que os dentes podem apresentar diferentes quantidades e
diametros de tubulos dentinarios por area, além das alteragbes de pressao e
temperatura no ambiente em que o teste é realizado, que podem influenciar
diretamente os resultados. Desta forma, estudos clinicos randomizados devem
ser realizados para confirmar a eficacia de agentes dessensibilizantes sob

condigdes intra-orais fisioldgicas e sujeitas a desafios mecanicos e quimicos.
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Conclusao

Todos os dessensibilizantes foram capazes de reduzir a permeabilidade
dentinaria imediatamente apdés a aplicagdo. Porém, os vernizes Clinpro XT
Varnish e Fluor Protector mantiveram a permeabilidade dentinaria semelhante a

minima mesmo apos sete dias de desafio  erosivo/abrasivo.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the occlusive effect of desensitizing
agents subjected to abrasive and erosive cycles by changes in dentin permeability
(Lp). Dentin discs (1 mm thick) were obtained from 42 healthy human third molars.
A standardized smear layer was produced in each specimen for the measurement
of the minimum Lp, whereas the maximum Lp was measured after immersion in
0.5 M EDTA solution for 2 min. The specimens (n = 9) were treated with the
following desensitizers: Fluor Protector (FP), Desensibilize Nano-P (NP), Clinpro
XT Varnish (CV), and Oxa-Gel (OG). The Lp of each specimen was measured at
5, 10, and 15 minutes. The discs were subjected to an erosion/abrasion cycle for
7 days, where erosive action was achieved by immersing the discs in 0.5% citric
acid solution (6 times/day), while the abrasive challenge was performed by a 5
sec toothbrushing after the first, third, and last erosive challenge. The specimens
were stored in artificial saliva at 37°C during the intervals. Lp was measured on
the first, fourth, and seventh days. The data was analyzed by three-way analysis
of variance (ANOVA) with repeated measurements, and by a Games-Howell test
(a=5%). The ANOVA detected significant differences for the factors “material” and
“conditions”, as well as a significant interaction between both factors (p < 0.05).
The Lp observed with FP and CV did not show any significant differences from
immediately after application until the seventh day (p<0.05). OG showed a
significant increase in Lp after the fourth and seventh days, compared to the
minimum Lp and immediately after application (p<0.05). Imediately after the
application and after the first day of challenge, NP resulted in a significantly higher
permeability compared to that of the other materials (p<0.05). Only the varnish
desensitizers showed dentin permeability comparable to the minimum value

following the erosion/abrasion challenge cycles.

Keywords: dentin sensitivity, sodium fluoride, potassium oxalate, fluoride varnish,

glass ionomer cement, calcium phosphate.

Clinical significance: The dentin hypersensitivity treatment with varnishes
desensitizing agents was capable of maintaining their occlusive effect under

erosive and abrasive challenge.
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Introduction

The discomfort caused by dentin hypersensitivity is one of the most
common dental complaints. Epidemiological studies have demonstrated that the
prevalence of dentin hypersensitivity varies from 2.8% to 74% depending on the
population studied and the study design1.

Dentin hypersensitivity occurs when the dentinal tubules are exposed to the
oral environment? as a result of enamel loss by abrasion, erosion, abfraction, or
any exposure of the root surface caused by gum recession or periodontal
treatments®. Hypersensitivity is characterized by an exaggerated response,
wherein the patient displays acute pain (variable intensity, short duration) in
response to stimuli, such as thermal, tactile, osmotic, or chemical changes, that
cannot be attributed to any other dental condition®* .

Several theories have been advanced to explain dentin hypersensitivity.
However, the hydrodynamic theory proposed by Brannstrédm in the 1960s°
continues to be the most widely accepted theory. According to this theory, the
application of a stimulus to the exposed dentin leads to an increase in the
movement of fluid within the dentinal tubules. This causes a change in osmotic
pressure inside the pulp chamber, which triggers sensory cell activation, resulting
in the perception of short bursts of acute pain, which usually persists only as long
as the stimulus is applied or shortly after it is removed?®.

Two treatment strategies have been proposed for dentin hypersensitivity
based on this theory: the first proposes the nerve blocking or modification of the
pulp response, while the second involves the occlusion of dentinal tubules with
consequent reduction in dentin permeability and movement of the intratubular
fluid™®.

Home-based or dental clinic products can be employed for the treatment of
dentin hypersensitivity by occlusion of dentinal tubules. Home-based products
include toothpaste and, to a lesser extent, gels and mouthwash solutions.
Professionally applied desensitizing agents include sealers, varnishes, gels,
pastes, or adhesive systems. These products generally contain fluorides,
oxalates, potassium nitrate and calcium phosphate, and are commonly employed

for this purpose’. The barriers formed may be subjected to removal or dissolution
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between or shortly after applications, caused by the abrasive wear promoted by
toothbrushing or by an acidic diet®.

Some resin-contained desensitizers, such as resin modified glass ionomer
cements, act on the dentin structure by infiltrating the dentinal tubules, thereby
reducing the sensitivity of the exposed dentin®. Calcium phosphate-based
products are capable of occluding the tubules through the formation of an
amorphous mineral similar to apatite, which promotes a mechanical and
physicochemical reduction in dentin tubule diameter'®'". The use of potassium
oxalate-based desensitizers causes neural depolarization, as well as occlusion of
the tubules, through the formation of oxalate calcium crystals'. Fluoride-based
varnishes, when in contact with mineralized dental structures, chemically react
with the calcium and phosphate ions of dentin, leading to the precipitation of
calcium fluoride crystals at the mouth of dentinal tubules. However, the crystals
thus formed are known to be unstable, and therefore undergo rapid dissociation.

Regardless of the selected treatment method, the biggest challenge lies in
achieving long-term effectiveness. Therefore, the behavior of the precipitates
formed by the application of these desensitizing agents, when exposed to the
varying conditions and pH of the oral environment, must be evaluated.

The objective of this study was to evaluate the occlusive effect of dentin
desensitizing agents when subjected to abrasive wear promoted by toothbrushing,
and their maintenance when subjected to an acid challenge, through changes in
dentin permeability. Additionally, changes in morphology and dentin
microstructure were visualized by scanning electron microscopy (SEM).

This study tested two null hypotheses: 1) there would be no difference in
dentin permeability when different desensitizing agents were applied, and 2) there
would be no difference in the permeability of dentin treated with these

desensitizing agents, before and after the erosion/abrasion challenge.
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Materials and Methods

Specimen preparation

Thirty-six healthy human third molars were stored in 0.5% chloramine-T at
4°C for no more than six months after extraction (approved by Research Ethics
Committee No. 632.162/2014). The teeth were sectioned perpendicularly at the
long axis, using a diamond-cutting disc attached to a precision saw (Isomet 1000;
Buehler Inc., Lake Bluff, IL, USA) at low speed (250 rpm) under constant
irrigation. Disc-shaped specimens (1.0 £ 0.2 mm thick) were obtained from the
middle portion of the crown of each tooth. The thickness of all discs was
measured using a digital caliper (Model CD 6"CS; Mitutoyo Corp., Tokyo, Japan).
The discs were cleaned in an ultrasonic distilled water bath for 10 minutes. The
absence of enamel remnants and dental pulp exposure was evaluated using an
optical microscope at 40x magnification (Olympus BX60; Olympus Corp., Tokyo,
Japan).

Surface treatment

The minimum permeability (Min Lp) of each specimen was obtained by
creating a standardized smear layer in the occlusal surface of the dentin disc
using a 600-grit SiC sandpaper for 30 seconds. The maximum permeability (Max
Lp) was obtained by immersion the dentin discs in 0.5 M EDTA solution for 2
minutes' in ultrasonic bath (Metason 60T; Struers Inc., Ballerup, Denmark) in
order to completely expose the dentinal tubules.

The specimens were randomly distributed into 4 groups containing 9 discs
each, which were treated with different desensitizing agents as detailed in Table
1. The specimens were incubated in relative humidity for 45 minutes after the

desensitizers’ application, prior to the dentin permeability tests.

Dentin permeability test and calculations

Each disc was attached to a modified filtration system'® in order to simulate
a 10 psi (703.1 cm H0) intrapulpal pressure. The dentin disc was attached to a
PMMA plate (2 cm diameter; 0.5 cm thick) by a pair of rubber rings. The plate had

a central hole (0.38 cm? area) for the diffusion of distilled water.
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The permeability was measured based on the movement of an air bubble
within a 25uL glass tube mounted over a millimeter scale. The fluid flowing
through the dentin discs (filtration rate Q) was calculated for each specimen using

the following formula:
_25uL . (x)mm
- (yy mm . (z)min

Where, x is the distance traveled by the bubble in mm, y is the capillary

length (130 mm) and z is the time in minutes.

The hydraulic conductivity of dentin, Lp (uL.min™.cm H,O™".cm™), was

calculated using the following formula:
Q
EEA

Where, Q is the obtained filtration rate (uL.min™), P the water pressure
(703.1 cm H20), and A is the area of exposed dentin (0.38 cm?).

The permeability of each specimen was expressed as the percentage of
fluid flow (% Lp) compared to the Lp max of the same specimen. The permeability
of the dentin discs subjected to each treatment was measured at 5, 10, and 15

minutes under constant pressure.

Erosion/abrasion challenge

All specimens were subjected to an acid challenge cycle for 7 days in 0.5%
citric acid solution (pH 2.5). The samples were immersed in the solution six times
a day for 2 minutes under agitation in an ultrasonic device. Between immersion
times, the specimens were stored in artificial saliva at 37°C. The specimens were
abraded for 5 seconds after the first, third, and sixth immersion every day, using
an electric toothbrush (Oral-B Pro-Health Power; The Procter & Gamble
Company, Cincinnati, OH, USA) attached to a fixed mount under a 200g load'®"".
The discs remained in contact with a suspension made of toothpaste (Colgate
Total 12; Colgate-Palmolive Company, Ontario, Canada) and distilled water for 2
minutes after brushing. The discs were then rinsed with distilled water in an
ultrasound bath for 10 seconds and stored in artificial saliva at 37°C.
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1 Dentin permeability was measured on the first, fourth, and seventh days, at
2 5,10 and 15 min.
3
4
5 Table 1: Description of the groups and composition of desensitizing agents used
6 in this study.
Group Material Composition Application Mode *
(classification)
FP Fluor Protector, ethyl acetate, isoamyl Varnish application with a
[VOCLAR VIVADENT propionate, polyurethane microbrush.
AG, Schaan, varnish, and difluoride

Liechtenstein

Ccv Clinpro XT Varnish, 3M
ESPE, St Paul, MN,
USA

oG Oxa-Gel, Kota Imports
LTDA., Sao Paulo, SP,

Brazil
NP Desensebilize Nano-P,

FGM, Dental Products,

Joinville, SC, Brazil

silane

Part A: glass particles of
silanized
fluoroaluminosilicate,
HEMA, water, BIS-GMA,
and silanized silica.
Part B: copolymer of
polyalkenoic acid, water,
HEMA, and calcium
glycerophosphate.

Potassium oxalate
monohydrate and

carboxymethyl cellulose gel.

Nanometric calcium
phosphate, sodium fluoride,

and potassium nitrate.

Mixing of the two pastes for
15 sec, application of the
varnish in a thin layer, light-
curing for 20 sec and surface
cleaning with moistened

pellet.

Active application of the gel

with a microbrush for 2 min.

Active application for 10 sec
with felt disc at low speed; 5

min waiting and excess

removal.
7 * Manufacturer-recommended protocol
8
9  Scanning Electron Microscopy (SEM)
10 Six healthy human molars were also prepared for morphological analysis of

11 the dentin. Dentin discs were obtained and sectioned into 4 parts. Each part was

28



0 N o o0~ W DN -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

allocated to one of the dentin treatment stages, i.e., smear layer, opening of
tubules with EDTA, and application of the desensitizers at each evaluation time of
the abrasion/erosion cycle.

The specimens were fixed in 2.5% glutaraldehyde solution buffered with
0.1 M sodium phosphate (pH 7.4) at 4°C for 24 hours, rinsed in 0.2 M sodium
phosphate solution (pH 7.4) for one hour with three solution changes. The
specimens were dehydrated in successive baths of increasing concentrations of
ethanol (25%, 50%, 75%, 95%, and 100%). The critical point dryer was used for
final drying, where the samples were transferred to the device chamber and
covered with liquid carbon dioxide (CPD 030, Bal-Tec AG, Balzers, Liechtenstein).
The samples were covered with a gold/palladium alloy and observed in a
scanning electron microscope with a 5000x magnitude (VEGA3 LMU, Tescan

Orsay Holding, Brno-Kohoutovice, Czech Republic).

Statistical Analysis

The means and standard deviations of %Lp were calculated. The data was
analyzed by Kolmogorov-Smirnov and Levene tests to determine the normality
distribution and homogeneity of variance precepts. Multiple comparisons between
the groups were analyzed by three-way ANOVA with repeated measurements,
and the Games-Howell test. All tests were performed at a significance level of 5%.
Data analysis was performed using the SPSS v.22.0 software platform (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA).
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Results

No significant differences were detected for the “time” variable, as well as
significant interactions between “time” and the other two variables. Therefore, the
analysis was conducted only for the “material” and “experimental conditions”
factors, by grouping the three times of evaluation (5, 10, and 15 min). There were
found significant differences between groups based on the material and
experimental conditions used, as well as a significant interaction between these
factors (p < 0.05).

Table 2: Mean and standard deviation of the dentin permeability percentage

(%Lp) at different time points.

Conditions  Fluor Protector Clinpro Oxa-Gel Nano-P

Min Lp 5.67+235Ba 649+447Ba 7.33+3.37Ba 8.41+4.81Ba

Immediate 5.79+250Ba 555+190Ba 452+228Ba 13.17+4.73BCb
1% day 6.14+229Ba 499+339Ba 9.68+6.73BCa 14.89 +£6.90 Cb
4" day 6.77+242Ba 4.22+370Ba 1464+753Cb 1557 £6.12Cb

7" day 6.41+£192Ba 5.62+582Ba 1530+6.37Cb 16.29 +7.62Cb

Groups connected by distinct upper case letters displayed significant differences in the same
column, and those connected by different lower case letters did not show any significant
differences in the same row (p >0.05).

The assessment of the minimum permeability (Min Lp) with the presence of
a smear layer revealed no statistically significant differences between the groups
(p>0.05). Imediately after the application and after the first day of challenge,
Desensibilize Nano-P resulted in a significantly higher permeability compared to
that of the other materials (p<0.05). The mean permeability of Fluor Protector and
Clinpro was significantly lower from that of Oxa-Gel and Nano-P (p < 0.05) after
the 4™ and 7" days of challenge.

The mean dentin permeability obtained with Fluor Protector and Clinpro
desensitizers was similar to the minimum permeability, under all evaluated
conditions (p>0.05). Oxa-Gel showed no difference in permeability immediately
after application and after the first day of cycle, compared to the minimum

permeability (p>0.05). In the other hand, there was a significant increase in
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permeability with this material after the fourth and seventh days, compared to the
period immediate after application (p<0.05). The application of Nano-P resulted in
permeability similar to the minimum value (p>0.05). However, the permeability
increased significantly in relation to the minimum Lp after the first day of the
erosion/abrasion cycle, which was maintained up to the seventh day (p<0.05).
Figures 1 to 5 show the SEM micrographs of dentin surfaces. Figure 1a
shows the dentin surface covered with smear layer, and Figure 1b shows the
same surface after tubule opening with EDTA. The Fluor Protector fluoride varnish
(Figure 2) resulted in a partial obliteration of dentinal tubules after application, and
showed an uneven layer that was gradually removed from the dentin surface after
the erosion/abrasion challenge. Figure 3 demonstrates the appearance of dentin
treated with the Clinpro XT Varnish, with total obliteration of the dentinal tubules,
gradual degradation of the resin matrix, and detachment of glass particles four
days after the erosion/abrasion challenge. The Oxa-Gel desensitizer (Figure 4)
provided only a partial occlusion of the tubules with the presence of calcium
oxalate crystals within, and evidences of demineralization of the intertubular
dentin from the first to the seventh day. The dentin treated with Desensibilize
Nano-P (Figure 5) showed partially- and totally-occluded tubules with calcium

phosphate particles that disappeared after the erosion/abrasion cycles.

Figure 1: A) Representative photomicrograph of the dentin surface with the
presence of a smear layer obliterating dentinal tubules. B) Dentin treated with

EDTA showing full opening of the dentinal tubules.
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Figure 2: Representative photomicrographs of the dentin surface treated with
Fluor Protector. A) After the application of the varnish, an uneven layer is
observed partially obliterating the dentinal tubules. B) and C) First and fourth days
of the erosion/abrasion cycle: the presence of pores (arrows) is observed in the
varnish layer and tubular exposure areas, with the deposition of calcium fluoride
crystals (asterisk). D) Seventh day of the erosion/abrasion cycle, showing a visibly

worn varnish layer with cracks.
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Figure 3: Representative photomicrographs of the dentin surface treated with
Clinpro XT Varnish. A) Fluoroaluminosilicate glass particles observed after the
application of the varnish. B) First day of the erosion/abrasion cycle, where few
particles are observed with the exposed and flattened resin matrix. C) and D)
Exposed particles (asterisk), pores corresponding to the removal of load particles
(arrow), and an irregular resin matrix observed on the fourth and seventh days of

the challenge.
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Figure 4: Representative photomicrograph of the dentin surface treated with Oxa-
Gel. A) Calcium oxalate crystals were observed within the dentinal tubules (arrow)
after application of the gel. B) Open and partially obliterated tubules observed on
the first day of the erosion/abrasion cycle. C) and D) Open dentinal tubules and
irregular intertubular dentin observed on the fourth and seventh days of the

erosion/abrasion challenge.
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Figure 5: Representative photomicrographs of the dentin surface treated with
Desensibilize Nano-P. A) Dentinal tubules partially (arrow) and fully (asterisk)
occluded by calcium phosphate particles observed after the application of the
paste. B) Open tubules and residue (probably from the toothpaste) observed on
the first day of the erosion/abrasion cycle. C) and D) Exposed dentinal tubules
with irregular intertubular dentin observed on the fourth and seventh days

probably because of the effect of the erosive and abrasive cycles.
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Discussion

The tested null hypotheses were rejected, because of the observed
difference in dentin permeability affected by the different dentin-desensitizing
agents before and after the erosion/abrasion challenge.

The Clinpro XT Varnish and Fluor Protector desensitizing agents showed
similar dentin permeability rates during all phases of the study and similar to the
dentin permeability obtained with the presence of a smear layer. The Clinpro XT
Varnish is composed of polyalkenoic acid copolymer, also found in the resin
modified glass ionomer cements Vitrebond™ and Vitremer™, which provides
chemical adhesion to dentin by ionic bonding with the hydroxyapatite calcium, the
prevalent mineral component of dentin™®. Furthermore, Clinpro XT Varnish
contains calcium glycerophosphate, which allows the increase of bioavailable
calcium and phosphate in saliva®. In this study, the samples were maintained in
artificial saliva during the intervals of the erosion/abrasion challenge, which might
have allowed the release of calcium and phosphate from the saliva to the dentin
after each pH drop promoted by the citric acid action in the erosion cycle.

Some of the studies evaluating the Clinpro XT Varnish have investigated its

remineralization activity®>?’

, while others have focused on its desensitizing
activity®'®?%2_ An in vitro comparison between the use of the Clinpro and a
conventional adhesive system (Single Bond Plus) revealed that both reduced
dentin permeability and sealed dentin, with or without the presence of a smear
Iayerg. Clinical trials comparing Clinpro to a glutaraldehyde-based desensitizer
observed a greater reduction in hypersensitivity and a more prolonged action after
2 weeks?? and 4 weeks®. In this study, in addition to the maintenance of dentin
permeability even after an erosion/abrasion challenge in vitro, the effectiveness of
Clinpro was proven by the SEM photomicrographs, which displayed a continuous
layer obliterating the dentinal tubules over the duration of the cycles (seven days),
despite the mild surface layer deterioration caused by the detachment of some
load particles.

The Fluor Protector varnish contains a polyurethane base that allows an
intimate contact with the tooth surface after evaporation of the solvent. In addition,
this varnish contains 1% silane fluoride, equivalent to 1,000 ppm?®*. The action of a

fluoride varnish is based on the reaction between NaF and calcium ions resulting

36



0 N O o0 A WDN -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

in the formation of small calcium fluoride crystals (0.05 um), which are deposited
in the open dentinal tubules®®. A recent study®® observed that a 5.24% sodium
fluoride varnish imparted similar permeability to the minimum value before and
after acid challenge, which is in line with the results of the present study. A clinical
trial comparing the efficacy of a fluoride varnish with that of a potassium nitrate gel
found a greater reduction in sensitivity and a more prolonged effect in patients
treated with the varnish?’. Other studies have reported the clinical efficacy of
fluoride varnish in reducing dentinal hypersensitivity?®2° for up to 8 weeks™.

The polyurethane base of Fluor Protector has the advantage of a more
efficient adhesion, compared to the synthetic resin base commonly seen in
fluoride varnishes®'. This may have been responsible for the low permeability of
Fluor Protector observed in this study. Despite a much lower fluoride
concentration compared to that of the Duraphat fluoride varnish (23,600 ppm), an
in vitro study31 simulating an erosive challenge using wine proved the ability of
Fluor Protector to remain on the dentin surface. Indeed, SEM in the present study
showed a layer of varnish on the dentin surface, obliterating the dentinal tubules
with partial maintenance after the erosion/abrasion challenge.

Both desensitizing varnishes, despite being composed of different
substances, showed a similar obliteration pattern, which could be attributed more
to the presence of resin compounds in the base, than the fluoride ion availability
for the reduction of dentin permeability. Photomicrographs of the two materials
showed the resistance of the resin matrix to the erosive and abrasive cycles. A
previous study has demonstrated that varnish remains longer on the tooth surface
compared to solutions and pastes?.

Immediately after application, the evaluated desensitizing agents showed
no differences in dentin permeability, except Desensibilize Nano-P that
demonstrated higher rates. SEM revealed that this material, which consists of
nanometric calcium phosphate organized in a crystalline form, resulted in a
heterogeneous pattern of obliteration, based on the visualization of open tubules,
partially and fully obliterated by precipitates. The dentin treated with Desensibilize
Nano-P showed a higher permeability on the first day of the erosive and abrasive
cycle compared to the other desensitizing agents. However, Desensibilize Nano-P

showed similarities in dentin permeability to Oxa-Gel on the fourth and seventh
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days, with the microscopic analysis of both agents showing intertubular dentin
demineralization (probably caused by acid erosion) and a large number of open
tubules. Despite the manufacturer's suggestions that Desensibilize Nano-P
imparts greater stability and resistance to the acid challenge because of the
crystalline form of its mineral content, SEM in the present study revealed that
precipitates were scarce and that the acid and abrasive cycles led to a
demineralization of the intertubular dentin.

The comprehensive efficacy of Desensibilize Nano-P as a desensitizing
agent remains to be elucidated. The studies published so far have only
established its remineralizing effect on the enamel®***. The tubule occlusion effect
of the nanostructured calcium phosphate was not effective, compared to other
forms of calcium phosphate evaluated in other studies, such as tetracalcium
phosphate and anhydrous dicalcium phosphate, which show good dentinal tubule
penetration. A previous study has demonstrated that a desensitizer containing
anhydrous calcium phosphate caused a significant reduction in dentin
permeability even after an acid challenge, and also demonstrated crystal
precipitation along the dentin and dentinal tubules after a period of 4 weeks>*.

Potassium oxalate is considered to be an effective desensitizing agent for
the reduction of dentin permeability’*?°*>=" Studies evaluating the occlusion
characteristics of dentinal tubules have demonstrated the penetration of
potassium oxalate into the dentinal tubules, and subsequent reaction with calcium
ions to form calcium oxalate crystals®*3®°. However, the stability of these crystals
remains controversial. While some authors assert calcium oxalate crystals to be

insoluble?-3%40

, others claim that the crystals formed as a result of the reaction
between potassium oxalate and hydroxyapatite are dissolved over time***'. The
micrographs in this study demonstrate the limited occlusive effect of Oxa-Gel after
application, and the absence of oxalate crystals from the first through the seventh
day of the erosion/abrasion cycle. These results corroborate the results of a
previous study®, which confirmed the dissolution of calcium oxalate crystals and
open tubules after erosive challenge with citric acid.

The most common acid challenge used in in vitro studies is based on a
single application of citric acid for 1 to 5 minutes?®®®*%% The 7-day

erosion/abrasion challenge performed in this study showed a more aggressive
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and clinically relevant effect, simulating the high consumption of acidic beverages
(6 times a day) combined with regular brushing of the teeth thrice a day.

The results of the dentin permeability test should not be directly
extrapolated for clinical situations. This test utilizes a laboratory apparatus, which
is based on the movement of fluid within a simulated capillary tube under pressure
(similar to that on the pulp). In addition, the results of this test are obtained using a
formula, which predicts the hydraulic conductivity or dentin permeability within a
pre-established area. More limitations of this study include specimen
heterogeneity (as teeth can have different dentinal tubule quantities and
diameters per area), and pressure and temperature changes in the testing
environment, which can directly influence the results. Therefore, randomized
clinical trials are the best way to verify the efficacy of desensitizing agents under
physiological intraoral conditions, when subjected to mechanical and chemical
challenges.
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Conclusions

All the desensitizers reduced dentin permeability immediately after
application. However, only the evaluated varnishes Clinpro XT Varnish and Fluor

Protector were able to maintain it even after 7 days of erosion/abrasion challenge.
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um ciclo de desafio dcido durante 10 dias em uma solugdo de acido citrico 0,5% com pH de 2.5, seis vezes

Ballerup, Dinamarca). Entre os tempos de imersdo, os espécimes serdo armazenados em saliva artificial a

37°C. Apds a primeira, a terceira e a Ultima
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desmineralizagdo do dia, os espécimes serdo submetidos a escovagdo por 5 segundos, utilizando uma
escova elétrica acoplada a um suporte fixo (com carga de 200g) e colocados em uma solugdo de creme
dental e dgua destilada por 2 minutos. Em seguida, os espécimes serdo lavados em 4gua destilada por 10
segundos, e entdo armazenados em saliva artificial a 372C. A capacidade de condutibilidade hidraulica da
dentina serd mensurada no 12, 42, 72 e 102 dia, imediatamente e nos tempos de 5,10 e 15 minutos. As
médias (+ DP) serdo calculadas a partir das 3 medidas feitas nos tempos (5, 10 e 15 minutos) obtidas em
cada condicdo e os valores de condutibilidade serdo expressos como a porcentagem de redugdo a partir do
valor de permeabilidade maxima (Lp%). Cinco espécimes de cada grupo para cada corte serdo submetidos

a analise em MEV e EDX em todas as fases do estudo (antes e apds o tratamento, no 19, 42, 72 e 102 dias

de ciclo). Para a visualizagdo dos didmetros dos tubulos dentinarios, antes e apds os tratamentos e apds o
ciclo de desafio acido e escovagdo, fotomicrografias serdo obtidas sob microscopia eletrénica de varredura e
a analise quantitativa dos elementos Ca e P na superficie de dentina usando um espectroscopio de energia
dispersiva (EDX). As médias e desvios-padrdo de Lp% serdo calculadas e os dados obtidos serdo

reportados como porcentagem do valor méximo de permeabilidade para cada grupo. ANOVA a trés critérios
com medidas repetidas sera aplicada considerando o tratamento como variavel principal e o tempo como
medida repetida. Testes de comparagGes multiplas serdo aplicados para detectar diferengas significantes

entre os grupos com nivel de significancia de 5%.

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo do presente estudo sera avaliar a manutengdo do efeito oclusivo de agentes de dessensibilizagdo
dentinaria frente a desafios abrasivos e erosivos por meio das alterages na condutividade hidraulica da

dentina

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Quanto aos riscos, os pesquisadores informaram que “os espécimes serdo discos de dentina de dentes
provenientes de Banco de Dentes armazenados em Cloramina T 0,5%. O pesquisador fara uso de EPIs

(mascara, luvas e 6culos de protegdo)”. Ndo ha beneficios diretos provenientes desta pesquisa

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa de grande relevancia, com 6timo embasamento tedrico e clareza textual e metodolégica, que
revela também preocupagdo com os critérios éticos da pesquisa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentag¢do obrigatodria:

A Folha de rosto, Projeto na Plataforma Brasil e a Autorizagdo do Banco de Dentes da PUCPR foram
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apresentados adequadamente.

Recomendagdes:
Recomenda-se que o pesquisador informe, no projeto de pesquisa, que os aparelhos necessarios estdo

disponiveis para o uso na Clinica Odontoldgica da PUCPR.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Projeto aprovado por atender as orientagdes nacionais de ética em pesquisa.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Ndo

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Lembramos aos senhores pesquisadores que, no cumprimento da Resolugdo 466/2012, o Comité de Etica

em Pesquisa (CEP) devera receber relatdrios anuais sobre o andamento do estudo, bem como a qualquer

para conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatério completo ao final do
estudo.

Eventuais modificages ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP PUCPR de forma clara

e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas. Se a pesquisa, ou
parte dela for realizada em outras institui¢des, cabe ao pesquisador ndo inicia-la antes de receber a
autorizagdo formal para a sua

realizagdo. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsavel
da instituicdo e deve ser mantido em poder do pesquisador responsdvel, podendo ser requerido por este

CEP em qualquer tempo.

Comité de Etica

em Pesquisa da i
PUCPR PONTIFICIA UNIVERSIDADE . a‘ m“m

PUGPR CATOLICA DOPPF;ARANA - PUC/

Continuagdo do Parecer: 636.162

CURITIBA, 06 de Maio de 2014

Assinador por:
NAIM AKEL FILHO
(Coordenador)
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Normas para publicacao

OPERATIVE DENTISTRY

INSTRUCTIONS TO AUTHORS

New Instructions as of 20 September 2008

Operative Dentistry requires electronic submission of all manuscripts. All
submissions must be sent to Operative Dentistry using the Allen Track upload site. Your
manuscript will only be considered officially submitted after it has been approved through
our initial quality control check, and any problems have been fixed. You will have 6 days
from when you start the process to submit and approve the manuscript. After the 6 day
limit, if you have not finished the submission, your submission will be removed from the
server. You are still able to submit the manuscript, but you must start from the
beginning. Be prepared to submit the following manuscript files in your upload:

e A Laboratory or Clinical Research Manuscript file must include:

@)

O O O O O O

a title
a running (short) title
a clinical relevance statement
a concise summary (abstract)
introduction, methods & materials, results, discussion and conclusion
references (see Below)
The manuscript MUST NOT include any:
= identifying information such as:
= Authors
= Acknowledgements
= Correspondence information

= Figures
= Graphs
= Tables

e An acknowledgement, disclaimer and/or recognition of support (if applicable)
must in a separate file and uploaded as supplemental material.

o All figures, illustrations, graphs and tables must also be provided as individual
files. These should be high resolution images, which are used by the editor in the
actual typesetting of your manuscript. Please refer to the instructions below for
acceptable formats.

o All other manuscript types use this template, with the appropriate changes as listed

below.

Complete the online form which includes complete author information and select
the files you would like to send to Operative Dentistry. Manuscripts that do not meet our
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formatting and data requirements listed below will be sent back to the corresponding
author for correction.

GENERAL INFORMATION

o All materials submitted for publication must be submitted exclusively to Operative
Dentistry.

o The editor reserves the right to make literary corrections.

e Currently, color will be provided at no cost to the author if the editor deems it
essential to the manuscript. However, we reserve the right to convert to gray scale
if color does not contribute significantly to the quality and/or information content
of the paper.

e The author(s) retain(s) the right to formally withdraw the paper from consideration
and/or publication if they disagree with editorial decisions.

o International authors whose native language is not English must have their work
reviewed by a native English speaker prior to submission.

o Spelling must conform to the American Heritage Dictionary of the English
Language, and SI units for scientific measurement are preferred.

o While we do not currently have limitations on the length of manuscripts, we expect
papers to be concise; Authors are also encouraged to be selective in their use of
figures and tables, using only those that contribute significantly to the
understanding of the research.

o Acknowledgement of receipt is sent automatically. If you do not receive such an
acknowledgement, please contact us at editor@jopdent.org rather than resending
your paper.

e IMPORTANT: Please add our e-mail address to your address book on your server
to prevent transmission problems from spam and other filters. Also make sure that
your server will accept larger file sizes. This is particularly important since we
send page-proofs for review and correction as .pdf files.

REQUIREMENTS

« FOR ALL MANUSCRIPTS

1. CORRESPONDING AUTHOR must provide a WORKING / VALID e-
mail address which will be used for all communication with the journal.
NOTE: Corresponding authors MUST update their profile if their e-mail or
postal address changes. If we cannot contact authors within seven days,
their manuscript will be removed from our publication queue.

2. AUTHOR INFORMATION must include:
= full name of all authors
= complete mailing address for each author
= degrees (e.g. DDS, DMD, PhD)
= affiliation (e.g. Department of Dental Materials, School of
Dentistry, University of Michigan)

3. MENTION OF COMMERCIAL PRODUCTS/EQUIPMENT must
include:
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= full name of product
= full name of manufacturer
= city, state and/or country of manufacturer

4. MANUSCRIPTS AND TABLES must be provided as Word files. Please
limit size of tables to no more than one US letter sized page. (8 27 x 117)

5. ILLUSTRATIONS, GRAPHS AND FIGURES must be provided as
TIFF or JPEG files with the following parameters

= line art (and tables that are submitted as a graphic) must be sized at
approximately 5” x 7”” and have a resolution of 1200 dpi.

= gray scale/black & white figures must have a minimum size of 3.5”
x 57, and a maximum size of 5 x 7 and a minimum resolution of
300 dpi and a maximum of 400 dpi.

= color figures must have a minimum size of 2.5 x 3.5”, and a
maximum size of 3.5 x 5”” and a minimum resolution of 300 dpi
and a maximum of 400 dpi.

= color photographs must be sized at approximately 3.5” x 5 and
have a resolution of 300 dpi.

OTHER MANUSCRIPT TYPES

1. CLINICAL TECHNIQUE/CASE STUDY MANUSCRIPTS must

include:
= arunning (short) title
=  purpose

= description of technique

= list of materials used

= potential problems

= summary of advantages and disadvantages
= references (see below)

2. LITERATURE AND BOOK REVIEW MANUSCRIPTS must include:
= arunning (short) title
= aclinical relevance statement based on the conclusions of the
review
= conclusions based on the literature review...without this, the review
1S just an exercise
= references (see below)

FOR REFERENCES

REFERENCES must be numbered (superscripted numbers)
consecutively as they appear in the text and, where applicable, they should
appear after punctuation.

The reference list should be arranged in numeric sequence at the end of
the manuscript and should include:
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Author(s) last name(s) and initial (ALL AUTHORS must be listed)
followed by the date of publication in parentheses.

2. Full article title.

3. Full journal name in italics (no abbreviations), volume and issue numbers
and first and last page numbers complete (i.e. 163-168 NOT attenuated
163-68).

4. Abstracts should be avoided when possible but, if used, must include the
above plus the abstract number and page number.

5. Book chapters must include chapter title, book title in italics, editors’
names (if appropriate), name of publisher and publishing address.

6. Websites may be used as references, but must include the date (day, month
and year) accessed for the information.

7. Papers in the course of publication should only be entered in the references
if they have been accepted for publication by a journal and then given in
the standard manner with “In press” following the journal name.

8. DO NOT include unpublished data or personal communications in the

reference list. Cite such references parenthetically in the text and include a

date.

EXAMPLES OF REFERENCE STYLE

Journal article: two authors
Evans DB & Neme AM (1999) Shear bond strength of composite resin and
amalgam adhesive systems to dentin American Journal of Dentistry 12(1) 19-25.

Journal article: multiple authors
Eick JD, Gwinnett AJ, Pashley DH & Robinson SJ (1997) Current concepts on
adhesion to dentin Critical Review of Oral and Biological Medicine 8(3) 306-335.

Journal article: special issue/supplement

Van Meerbeek B, Vargas M, Inoue S, Yoshida Y, Peumans M, Lambrechts P &
Vanherle G (2001) Adhesives and cements to promote preservation dentistry
Operative Dentistry (Supplement 6) 119-144.

Abstract:

Yoshida Y, Van Meerbeek B, Okazaki M, Shintani H & Suzuki K (2003)
Comparative study on adhesive performance of functional monomers Journal of
Dental Research 82(Special Issue B) Abstract #0051 p B-19.

Corporate publication:

ISO-Standards (1997) ISO 4287 Geometrical Product Specifications Surface
texture: Profile method — Terms, definitions and surface texture parameters
Geneve: International Organization for Standardization 1st edition 1-25.

Book: single author
Mount GJ (1990) An Atlas of Glass-ionomer Cements Martin Duntz Ltd, London.

Book: two authors
Nakabayashi N & Pashley DH (1998) Hybridization of Dental Hard Tissues
Quintessence Publishing, Tokyo.
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Book: chapter

Hilton TJ (1996) Direct posterior composite restorations In: Schwarts RS, Summitt
JB, Robbins JW (eds) Fundamentals of Operative Dentistry Quintessence, Chicago
207-228.

Website: single author
Carlson L (2003) Web site evolution; Retrieved online July 23, 2003 from:
http://www.d.umn.edu/~Icarlson/cms/evolution.html

Website: corporate publication

National Association of Social Workers (2000) NASW Practice research survey
2000. NASW Practice Research Network, 1. 3. Retrieved online September 8,
2003 from: http://www.socialworkers.org/naswprn/default
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