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Ricci HA. Efeito de diferentes solu¢des de clorexidina na producdo e estabilidade
mecanica da unido resina-dentina afetada por cérie [Tese de Doutorado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2012.

RESUMO

Proposicao. O objetivo geral deste trabalho, o qual foi dividido em trés
estudos, foi avaliar o efeito da clorexidina (CLX) em diferentes excipientes, etanol
e dgua, na producdo e estabilidade mecanica da unido resina-dentina afetada por
carie. Materiais e Métodos. No primeiro estudo foi avaliada a influéncia da CLX
em solucdo aquosa ou alcodlica na umectabilidade da dentina higida e afetada por
carie por um sistema adesivo. Foram preparadas superficies planas de dentina em
100 terceiros molares higidos, das quais 50 foram submetidas ao processo
microbiol6gico de indugdo de carie. Dentro de cada condi¢do de substrato, higido
e afetado por cdrie, as superficies foram divididas em 5 grupos (n=10): com smear
layer (SL), sem smear layer impregnada com dgua, sem smear layer impregnada
com CLX em &gua, sem smear layer impregnada com etanol e sem smear layer
impregnada com CLX em etanol. Angulos de contato entre a superficie de dentina
e o sistema adesivo Single Bond 2 foram mensurados por meio de um gonidmetro,
e os dados submetidos aos testes de ANOVA e Tukey (a=0,05). No segundo
estudo foi avaliado o efeito da solu¢do de CLX em diferentes excipientes, etanol
ou 4gua, na presenga de coldgeno exposto na unido resina-dentina higida e dentina
afetada por cérie. Foram produzidas superficies planas de dentina em 24 molares
humanos higidos, sendo metade delas cariadas artificialmente. Os dentes foram

divididos em 8 grupos (n=3) segundo o tratamento da dentina apds o



condicionamento dcido (CLX associada a etanol, CLX associada a dgua, somente
etanol ou somente dgua) e segundo o tipo de substrato utilizado para a adesio.
Espécimes foram produzidos de cada dente e preparados histologicamente para
coloragdo com tricromico de Goldner. A zona de coldgeno exposta (ZC) foi
quantificada (um) em microscopio Optico e os dados submetidos aos testes de
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney (a=0,05). No terceiro estudo foi testada a
hipétese nula de que a utilizacdo de diferentes solu¢des de CLX ndo interfere na
producdo e na estabilidade mecéanica da unido resina-dentina afetada por carie.
Superficies planas em dentina foram produzidas em 72 molares higidos, as quais
foram submetidas ao protocolo biolégico de producao de cérie por S. mutans. Os
dentes foram divididos em 12 grupos (n=6) segundo o sistema adesivo (Single
Bond 2, Prime & Bond NT e Excite) e o tratamento da dentina apds
condicionamento com &4cido fosférico (os mesmos dos estudos anteriores). Apds
aplicacdo dos adesivos, foram produzidos espécimes com 0,81 mm’ de 4rea
adesiva os quais foram submetidos ao ensaio mecanico de microtracao
imediatamente apOs sua obtengdo (24 horas) ou 6 meses apOs armazenagem em
saliva artificial. Os dados de resisténcia de unido foram submetidos aos testes de
ANOVA a dois critérios fixos e Tukey (a=0,05). Resultados. No primeiro estudo,
maiores angulos de contato foram obtidos sobre a dentina higida em comparacio a
afetada por cdrie, independente do tratamento da superficie. Para ambas, dentina
higida e afetada por carie, angulos de contato estatisticamente superiores foram
obtidos para a dentina coberta com SL. Os solventes dgua e etanol ndo diferiram

entre si quanto a umectabilidade da dentina e o mesmo resultado foi observado



quando comparadas as solucdes de CLX aquosa e alcéolica. No segundo estudo,
independente da solu¢do de impregnagdo, a dentina afetada por cérie apresentou
maior ZC na base da camada hibrida quando comparada a dentina higida. Para
ambos os substratos, o etanol interferiu negativamente na infiltragio monomérica
quando comparado a dgua, exceto quando associado a CLX. Nenhuma diferenca
foi observada entre as solu¢des contendo CLX, assim como quando essas solucdes
foram comparadas aos seus respectivos solventes. No terceiro estudo, nenhuma
das solugdes de impregnacdo da dentina influenciou negativamente os valores de
resisténcia de unido imediata. Apenas para Excite, a utilizacdo de solucdo
alcodlica de CLX resultou em aumento significante desses valores. Reducdo
significativa da resisténcia de unido foi obervada para Prime&Bond NT e Single
Bond 2 apdés 6 meses de armazenamento em &dgua quando a dentina foi
impregnada por dgua. O mesmo ndo foi observado para as demais solucdes de
impregnacdo da dentina. Conclusdo: A umectabilidade da dentina afetada por
carie foi maior do que a da dentina higida e ndo foi influenciada pela utilizagdo de
CLX. A CLX em excipiente alcodlico ou aquoso ndo interferiu negativamente na
exposicdo de fibrilas de coldgeno nas unides adesivas produzidas em dentina
higida e afetada por cdrie ou na resisténcia de unido imediata dos sistemas
adesivos investigados. Entretanto, essas solu¢des foram capazes de desacelerar a
degradacao da unido resina-dentina afetada por cérie.

Palavras-chave: carie dentaria; adesivos dentinarios; dentina; etanol,

clorexidina.






Ricci HA. Effect of different solutions of chorhexidine on the production and mechanical
stability of resin-caries affected dentin bonds [Tese de Doutorado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2012.

ABSTRACT

Purpose. The overall purpose of this work, divided into three studies, was
to evaluate the effect of chlorhexidine (CHX) in different excipients, ethanol and
water, on the production and mechanical stability of resin-caries affected dentin
bonds. Materials and Methods. In the first study, it was evaluated the influence
of aqueous and alcoholic solution of CHX on the wettability of noncarious and
caries-affected dentin by an adhesive system. Flat dentin surfaces (n=100) were
produced, and 50 were submitted to a biological method of artificial caries
induction. Within each type of substrate, noncarious and caries-affected dentin,
the surfaces were divided into 5 groups (n=10): with smear layer, smear layer-free
impregnated with water, smear layer-free impregnated with CHX in water, smear
layer-free impregnated with ethanol and smear layer-free impregnated with CHX
in ethanol. Contact angles between the dentin surface and the adhesive system
Single Bond Plus were measured by using a goniometer and the data were
submitted to ANOVA and Tukey tests (a=0.05). In the second study, it was
evaluated the effect of CHX in different excipients, ethanol or water, on the
collagen exposure in interfaces produced on noncarious and caries-affected
dentin. Flat dentin surfaces were prepared in 24 noncarious human molars, and
half of them were artificially decayed. The surfaces were divided into 8 groups

(n=3) according to the treatment of the dentin after its conditioning with



phosphoric acid (CHX in ethanol, CHX in water, water and ethanol) and to the
type of substrate used for the adhesive procedures. Specimens were produced
from each tooth and histologically prepared to be stained by Goldner’s trichrome.
The zone of exposed collagen (CZ) was quantified (um) under a light microscope
and the data submitted to Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests (¢=0.05). In the
third study, it was tested the null hypothesis that the use of different solutions of
CHX do not interfere in the production and mechanical stability of resin-caries
affected dentin bonds. Flat dentin surfaces of obtained from 72 noncarious teeth
and then artificially decayed by using S. mutans. The teeth were divided into 12
groups (n=6) according to the adhesive system (Single Bond Plus, Prime&Bond
NT and Excite) and to the treatment of the dentin after the conditioning with
phosphoric acid (as previously described). Beam specimens with 0,81 mm2 of
cross-sectional area were produced and microtensile tested after 24 hours or 6
months of artificial saliva storage. Data were analyzed by two-way ANOV A and
Tukey tests (0=0.05). Results. In the first study, higher contact angles were
obtained on noncarious dentin compared to caries-affected dentin, regardless the
treatment of the surface. For both, noncarious and carious dentin, statistically
higher angles were seen in the presence of the smear layer. Water and ethanol did
not differ between each other and the same was observed when aqueous and
alcoholic solutions of CHX were compared. In the second study, irrespective of
the impregnation solution, resin-dentin bonds produced on caries-affected dentin
presented larger CZ at the base of the hybrid layer when compared to noncarious

dentin. For both substrates, ethanol negatively influenced the monomeric



infiltration of the demineralized dentin, except when combined with CHX. No
difference was noted when comparing the CHX solutions with their respective
solvents. In the third study, none of the impregnation solutions was detrimental to
the immediate bond strength of all adhesive systems. However, higher bond
strength was seen for Excite after 24 hour-storage when the dentin was treated
with CHX in ethanol. After 6 months of aging in artificial saliva, significant
reduction in bond strength was observed for Prime&Bond NT and Single Bond
Plus when only water was used to impregnate the dentin. The same was not noted
when the dentin was impregnated by the experimental solutions, including
ethanol. Conclusion. A better wettability was achieved for caries-affected dentin
when compared to noncarious dentin. That property was not influenced by CHX.
Both water and ethanol-based CHX solutions did not interfere with the amount of
collagen fibrils exposed at the resin-dentin bonds produced on noncarious and
caries-affected dentin. In the same way, there was no interference in the
immediate bond strength to caries-affected dentin. However, the CHX solutions

were able to arrest the degradation of resin-caries affected dentin bonds.

Keywords: dental caries; dentin bonding agents; dentin; ethanol, chlorhexidine.






INTRODUCAO

A condig¢do clinica mais frequente do substrato dentindrio no momento da

adesdo de materiais poliméricos € a superficie resultante apds a remocao da lesdo

31,36,64

de cérie . Dessa forma, dentina higida e dentina afetada pelo processo carioso

coexistem na grande maioria dos preparos cavitdrios. Embora, idealmente,
sistemas adesivos devessem apresentar satisfatorio desempenho em ambos os
substratos, estudos sobre a resisténcia de unido desses materiais a dentina afetada

por cérie reportam desempenho adesivo inferior em comparacdo ao alcangado

21,31,32,36,42,52,64

sobre a dentina higida . Em funcdo das alteracdes fisico-quimico-

mecanicas do substrato dentindrio em resposta a evolu¢do do processo carioso,

N . . 23,62
observa-se para esse substrato a formagio de camadas hibridas mais espessas®°

e interfaces contendo maior exposi¢do de fibrilas de coldgeno desprovidas de

21,42,62

reforco mineral e/ou polimérico na base da camada hibrida , culminando

com menores valores de resisténcia de unido quando comparados aos obtidos com

. .1 2131,32,36,42,52,64
a dentina higida™" >~

. Todos esses fatores contribuem negativamente a
estabilidade da unido resina-dentina quando submetida aos desafios impostos pela

cavidade bucal.

A degradacdo da unido resina-dentina tem sido demonstrada em vérios

7.9,10,12,13,19,34,43,54 6,7,14,26,28,45

estudos in vitro € in vivo . Embora o exato mecanismo
de deterioracdo da interface adesiva ainda ndo seja totalmente conhecido, sabe-se
que seus componentes estdo sujeitos aos efeitos deletérios da presenca de dgua

circulante na interface (degradacao hidrolitica) e da a¢do de enzimas proteoliticas.



A degradacdo enzimdtica pode ser mediada por um grupo de enzimas que
representam uma familia de endopeptidases metal-dependentes capazes de
degradar componentes da matriz extracelular denominadas de metaloproteinases
da matriz dentindria (MMPs). Essas hidrolases atuam nas fibrilas de coldgeno
expostas na base da camada hibrida'**® devido a discrepancia entre a
profundidade de desmineralizagdo 4cida da dentina e a infiltracdo monomérica

. . 20,5557
durante os procedimentos adesivos®’~>

, ou ainda devido a lixiviacdo de
componentes poliméricos resinosos em longo prazo, que ocorre como resultado da
~ . 00 25
degradacao hidrolitica™.
A clorexidina apresenta, além de comprovado efeito antimicrobiano, a

. e e . 16,22,37
propriedade de inibir metaloproteinases'®***

e a conseqiiente degradacdo das
fibrilas de coldgeno expostas na unido resina-dentina. Quando utilizada a solucdo
aquosa de clorexidina a 2% como agente coadjuvante no processo de adesdo
polimérica ao substrato dentindrio, observou-se que ela ndo interferiu

. . . . 6,9,10,12-14,17,34,40,44
negativamente no desempenho adesivo imediato®”!%!1*1417:3440

e a longo
prazo®” 01214383445 qog materiais resinosos. Até mesmo maiores valores de
resisténcia de unido foram observados para alguns sistemas adesivos quando
aplicados sobre a dentina condicionada e impregnada pela clorexidina™.
Entretanto, se por um lado a utilizacdo de clorexidina favorece a
estabilidade das fibrilas de coldgeno expostas na unido, por outro, 0 componente
resinoso continua vulnerdvel a degradacdo hidrolitica. Devido a condig¢do

naturalmente Umida da dentina, os sistemas adesivos contem componentes

hidréfilos em sua composicdo. Adicionalmente, devido a simplificacdo das



técnicas adesivas, quantidades ainda maiores desses componentes sao
incorporadas aos materiais de tal forma que os polimeros formados constituem
membranas permeéveis27. Porém, hidrofilia e estabilidade hidrolitica sao
propriedades antagdnicas™".

A possibilidade de infiltracdo da dentina desmineralizada com mondmeros
mais hidr6fobos e, portanto, mais resistentes a degradacdo hidrolitica, tem sido
investigada''**?3*313% Eptretanto, para que tais mondmeros, como o BisGMA
(bisfenol A glicidil metacrilato), BisSEMA (bisfenol-etil-dimetacrilato) e UDMA
(uretano dimetacrilato) possam permear os espacgos interfibrilares é necessario
tornar o0 meio menos hidréfilo, condicdo essa que pode ser temporariamente
alcancada pela substituicdo da dgua, a qual mantém a matriz de coldgeno
expandida e por conseqiiéncia as vias para difus@o do adesivo, por etanol. Essa

38 Adicionalmente, o uso de

técnica foi denominada “ethanol wet-bonding
diferentes alcodis, incluindo o etanol, tem se mostrado efetivos na tentativa de
o 60
inibir as MMPs in vitro™".

Uma vez que tanto a utilizacdo de clorexidina quanto a impregnagdo da
dentina desmineralizada por etanol tém demonstrado resultados favordveis quanto
a estabilidade da unido resina-dentina, é plausivel acreditar que poderia haver um
sinergismo com a associacdo de ambos. Essa hipétese, entretanto, ainda necessita
de suporte cientifico uma vez que poucos estudos demonstraram efeito
significante positivo dessa associacdo tanto na resisténcia de unido imediata
15,48

quanto na estabilidade mecanica de interfaces produzidas em dentina higida

Em dentina afetada por carie, entretanto, essa hipétese ainda ndo foi investigada.



Além do mais, existem outros aspectos a serem validados quanto a utilizacdo de
clorexidina como coadjuvante nos procedimentos adesivos. Perdigdo et al.”’
(1994) sugerem que a aplicagdo de clorexidina sobre a dentina desmineralizada
pode aumentar sua energia livre de superficie a semelhan¢a do observado para o
esmalte’'. Embora ndo exista comprovacdo cientifica para tal suposicdo, o
aumento da energia de superficie da dentina desmineralizada favoreceria sua
umectabilidade pelos sistemas adesivos, o que poderia justificar os maiores
valores de resisténcia de unido imediata para os grupos tratados com clorexidina

13,17,44

em alguns estudos , embora essa diferenca ndo tenha sido estatisticamente

significante para todos'>'” .

Desta forma, o objetivo geral do presente projeto, o qual estd divido em
trés estudos, foi avaliar se interven¢des que visam minimizar os efeitos dos
mecanismos de deterioracdo da unido resina-dentina (degradacdo enzimdtica e

hidrolitica), associados ou isoladamente, interferem na producdo e estabilidade

mecanica da unido resina-dentina afetada por cérie.






PROPOSICAO GERAL

A proposicdo geral deste estudo foi investigar se a utilizacdo de
clorexidina, em diferentes excipientes, como coadjuvante no processo de adesdo
ao substrato dentindrio, interfere na producdo e na estabilidade mecanica da unido

resina-dentina afetada por cérie.

PROPOSICOES ESPECIFICAS
ESTUDO 1

Investigar se a impregnacdo da dentina por clorexidina em diferentes
excipientes, dgua ou etanol, influencia na umectabilidade da dentina higida e da

dentina afetada por carie por um sistema adesivo convencional simplificado.

ESTUDO 2
Investigar o efeito da impregnacdo da dentina por clorexidina em
excipiente aquoso ou alcodlico na exposicao de fibrilas de coldgeno em unides

produzidas em dentina higida e dentina afetada por carie.

ESTUDO 3
Investigar o efeito da clorexidina associada ao etanol na producdo e

estabilidade mecanica da unido resina-dentina afetada por cérie.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito da clorexidina (CLX) em diferentes excipientes
na capacidade de umectabilidade da dentina higida e afetada por cédrie por um
sistema adesivo. Materiais e métodos: Foram preparadas superficies planas de
dentina em 100 molares higidos, das quais 50 foram artificialmente cariadas. Para
cada condi¢do de substrato, higido e afetado por cérie, as superficies foram
divididas em 5 grupos (n=10): com smear layer (SL), sem SL impregnada com
dgua, sem SL impregnada com etanol, sem SL impregnada com CLX aquosa a
1% e sem SL impregnada com CLX alcodlica a 1%. A dentina infectada foi
removida com lixa d’dgua de granulacdo 320. A remocdo da SL foi realizada pela
aplicacdo de dcido fosférico por 15 s, seguida da aplicacdo de 20 ul. de cada
solucdo por 60 s. Em seguida, uma gota de Single Bond 2 foi depositada sobre a
superficie e o angulo de contato entre a superficie da dentina e o adesivo foi
mensurado por meio de um gonidmetro. Os dados foram submetidos aos testes de
ANOVA e Tukey (a=0,05). Resultados: Maiores angulos de contato foram
obtidos sobre a dentina higida em comparagdo a afetada por cdrie (p<0,05),
independente do tratamento da superficie. Para ambas, dentina higida e afetada
por cdrie, angulos de contato estatisticamente superiores foram obtidos para a
dentina coberta com SL (p<0,05). Os solventes dgua e etanol ndo diferiram entre
si quanto a umectabilidade da dentina e o mesmo resultado foi observado quando
comparadas as solugdes de CLX aquosa e alcéolica. Conclusdo: Pode ser
concluido que a umectabilidade da dentina afetada por carie foi maior do que a da
dentina higida e que a utilizacdo das solu¢des de clorexidina ndo interferiram

nesta propriedade.



INTRODUCAO
A discrepancia existente entre a profundidade de desmineralizacdo da
dentina e a capacidade de infiltracio monomérica, resulta na formacdo de uma

zona de coldgeno exposto ndo refor¢cada por resina na base da camada

:1.21,41,43,44 . ~ . ss P 14,2234
hibrida®"*"***+° " guscetivel a degrada¢do hidrolitica e enzimatica”'*****,

18,46

mediada pelas metaloproteinases (MMPs) do préprio substrato ", assim como

pelas MMPs salivares e colagenases de origem bacteriana. Este fato é agravado na
dentina afetada por cérie’, na qual a maior profundidade de desmineralizacdo

gerada pelo condicionamento 4cido culmina em maior exposi¢do de fibrilas de

. . -~ < . , .4 204
coldgeno na base da camada hibrida em relacio a dentina higida®*.

A acdo das MMPs sobre as fibrilas de coldgeno expostas na unido resina-
dentina é atualmente reconhecida como um importante mecanismo de degradacdo

. 7,8,13,22,34 .
dessas interfaces”®'*****% degradando os componentes da matriz extracelular,

6,16,33

incluindo coldgeno tipo I, mesmo na sua forma higida . Trabalhos tem

demonstrado que a clorexidina desempenha um papel importante na inibi¢ao

7.8,13,22,38

destas enzimas , ndo interferindo negativamente na resisténcia de unido de

9-12,15,26,37 - 24,28

diferentes sistemas adesivos a dentina higida e afetada por carie”"",

podendo até gerar maiores valores de resisténcia de unido' ">’

Perdigdo er al.” (1994) sugerem que a aplicacdo de clorexidina sobre a
dentina desmineralizada pode aumentar sua energia livre de superficie a
semelhanca do observado para o esmalte®®. Embora ndo exista comprovacao

cientifica para tal especulacdo, o aumento da energia de superficie da dentina

desmineralizada favoreceria sua umectabilidade pelos sistemas adesivos, o que



poderia justificar os maiores valores de resisténcia de unido para os grupos
tratados com clorexidina.

A umectabilidade de uma superficie é pré-requisito para a adesdo e é
fortemente dependende da rugosidade, da composicdo quimica e da condi¢do de
hidratacdo do substrato?’. Enquanto o esmalte condicionado permite que a resina
“molhe” prontamente sua superficie, devido a sua alta energia superficial, a
dentina condicionada apresenta baixa energia superficial'’, uma vez que o
contetdo inorganico é removido, ficando exposto apenas o conteido organico
(fibrilas de coldgeno). Entretanto, ainda ndo existe consenso na literatura quanto a
este fato. Alguns estudos que investigaram a capacidade de molhamento da
dentina demonstraram que o condicionamento 4cido promove o aumento da

.. . . | 40.4
umectabilidade deste substrato devido ao aumento da energia superficial' =43

)
enquanto outros demonstraram ndo haver alteracdo significante’ ou haver redugio
desta umectabilidade em funcdo do condicionamento dcido™.

Dessa forma, as informacdes divergentes existentes na literatura, assim
como a auséncia de evidéncia sobre o efeito da clorexidina na umectabilidade da
dentina condicionada com d4cido fosférico, instigaram o desenvolvimento do

presente estudo. Adicionalmente, ndo existem informacdes sobre o efeito do

condicionamento dcido na umectabilidade da dentina afetada por carie.

MATERIAIS E METODOS

Selecdo dos dentes
Cem (n=100) terceiros molares humanos higidos foram coletados para

este estudo junto ao Banco de Dentes da Faculdade de Odontologia de Araraquara



- UNESP (com aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP; protocolo no.
61/09, Anexo 1). Os dentes foram inspecionados macroscopicamente apds a
limpeza para remoc¢do de debris (quando necessdrio) e lavagem abundante em
dgua, e apenas foram selecionados 0s que apresentaram coroas anatomicamente
normais e sem dreas hipopldsicas. Os dentes selecionados permaneceram

armazenados em solu¢@o de timol 0,1% a 4° C até o momento de sua utilizagao.

Obtencao da superficie de dentina

Superficies de dentina corondria foram produzidas por meio de desgaste do
ter¢co oclusal em politriz (Buehler Ltda., Lake Bluff, IL, EUA), equipada com
lixas de carbeto de silicio de granulacdo 320, em velocidade de 500 rpm e
refrigeracdo constante. O desgaste foi concluido quando da obten¢do de uma
superficie plana completamente em dentina, ou seja, sem a presenca de
remanescentes de esmalte, o que foi verificado em lupa estereoscopica (Modelo
SZX7, Olympus, Sao Paulo, Brasil), em aumento entre 10 e 40X.
Inducio artificial da lesao de carie

Metade dos dentes selecionados (n=50) tiveram uma das raizes perfuradas
com o auxilio de uma fresa diamantada na regido apical e um fio ortodontico foi
transfixado neste orificio para permitir, futuramente, que os mesmos ficassem
suspensos na solugdo cariogénica. Entdo, foram impermeabilizados com uma
camada de adesivo epoxi (Araldite, Ciba Especialidades Quimicas, Sdo Paulo,
Brasil) e outra de esmalte dcido resistente (Colorama, Ceil, Com Exp Ind Ltda,

Sdo Paulo, Brasil), deixando apenas a superficie dentinaria exposta e foram



esterelizados com 6xido de etileno. A solug@o cariogénica é composta de 3,7 g de
BHI caldo (Brain Heart Infusion, Becton Dickinson and Company, Sparks, MD,
EUA), 2 g de sacarose (Synth; LabSynth, Sao Paulo, Brasil), 1 g de glicose
(Synth; LabSynth, Sao Paulo, Brasil) e 0,5 g de extrato de levedura (Becton
Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA) para cada 100 mL de dgua destilada.
Essa solugédo foi autoclavada (20 minutos a 121 °C) previamente a inoculagio de
cepas de Streptococus mutans ATCC25175 (Colecao de Culturas Tropical
Fundacdao André Toselo) (2% do conteddo de um tubo de ensaio contendo 5 mL

da cultura 2 10° UFC/mL). Os dentes esterelizados foram suspensos no meio

cariogénico (25 mL/dente) e o conjunto mantido em jarra de microaerofilia por 14
dias, em estufa a 37°. Durante esse periodo, a solugio cariogénica foi substituida a

cada 48 horas, porém sem a inoculacdo de novos microrganismos. Apds o periodo
de incubacdo, o biofilme foi removido com gaze e os materiais isolantes (adesivo
epoxi e esmalte) removidos manualmente com laminas de bisturi. Os dentes foram
abundantemente lavados em dgua deionizada, possibilitando a constatacdo de uma
superficie de dentina escurecida e amolecida ao toque com sonda exploradora

aplicada sem pressao (Apéndice).

Remocao da dentina cariada infectada

Lixas de carbeto de silicio de granulagdo 320 foram utilizadas
manualmente para remoc¢do da dentina cariada, possibilitando desta forma, a
manutencdo da superficie plana. Foi removida toda a dentina infectada, mantendo-

se a dentina contaminada. O limite de remo¢ao da dentina cariada foi estabelecido



por meio de inspe¢do visual e tictil com auxilio de uma cureta sem pressdo. Dessa
forma, a dentina resultante ap6s a remocao do tecido infectado deveria apresentar-
se escurecida e ligeiramente resistente ao toque com cureta, aplicada com leve
pressdo. Esse procedimento foi realizado por um unico operador previamente
treinado.

Com o objetivo de compensar a espessura de dentina removida para os
dentes cariados, a dentina higida dos dentes pertencentes ao grupo controle (n=50)
sofreu um desgaste adicional de aproximadamente 0,5 mm, realizado em politriz
equipada com lixas de carbeto de silicio de granulac¢do 320, em velocidade de 500
rpm e refrigeracdo constante.

Todos os dentes foram, adicionalmente, lixados manualmente com lixas de
carbeto de silicio 320 lubrificadas em 4gua, por 15 segundos, com objetivo de

padronizar a formacado da smear layer.

Tratamentos da superficie de dentina e obtencao do angulo de contato
O angulo de contato (0) é definido como o angulo formado na interse¢do

entre um plano tangente a gota e a superficie onde o liquido se encontra
depositado. Os angulos de contato foram obtidos usando o Gonidmetro Optical
Contact Angle Measurements OCA20 (DataPhysics Instruments GmbH,
Filderstadt, Baden-Wiirttemberg, Alemanha). Este equipamento € constituido por
uma plataforma mével com parafusos de nivelamento onde a amostra é colocada,
uma seringa de 1 mL fixada no aparelho para dispensar a gota, um sistema de

iluminacdo com fibra 6tica, uma camera CCD (Charge-Coupled Device) e um



microcomputador que processa a imagem da gota captada pela camera, através de
um programa especifico (SCA 20 — Software for OCA e PCA - DataPhysics

Instruments GmbH, Filderstadt, Baden-Wiirttemberg, Alemanha).

Os dentes pertencentes ao grupo dentina higida (n=50) e dentina afetada
por cérie (n=50) foram divididos aleatoriamente de acordo com o tipo de
tratamento do substrato dentindrio. Os tratamentos aos quais os dentes foram
alocados estdo apresentados logo a seguir. As solucdes aquosa e alcodlica de
clorexidina a 1% foram manipuladas nas propor¢des descritas na Tabela 1. Na
mesma tabela também podem ser visualizadas algumas informacdes sobre os

materiais usados nesse estudo.

e Dentina coberta por smear layer — controle (n=10)

Sobre a dentina coberta com smear layer foi aplicado o volume de 2,0 uL
do sistema adesivo Single Bond 2 (3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) com auxilio de
uma seringa de 1 mL pré-ajustada para dispensar o volume determinado, seguida
da captura da imagem nos primeiros 10 s apds a aplicagdo da gota de adesivo e

posteriormente, a medi¢do do dngulo de contato.

e Dentina sem smear layer impregnada por dgua (n=10)

A superficie coberta por smear layer foi condicionada com dcido fosférico a
35% (Ultradent Products INC, South Jordan, Utah, EUA) durantel5 segundos,
seguido da lavagem por 10 segundos e remocao dos excessos de dgua com papel

absorvente para a obtencdo de uma superficie imida. Em seguida, foram aplicados



sobre a dentina condicionada 20 pL de dgua deionizada, mantida passivamente
por 60 segundos e os excessos removidos com papel absorvente Em seguida, foi
dispensado o mesmo volume do sistema adesivo Single Bond 2 sobre a superficie

e o angulo de contato mensurado.

e Dentina sem smear layer impregnada com clorexidina em dgua (n=10)

Seguido o condicionamento 4cido da dentina coberta com smear layer e
obtida a mesma condi¢do de umidade com a remoc¢do dos excessos de dgua com
papel absorvente, foram aplicados sobre a dentina condicionada 20 pL de uma
solucdo aquosa de diacetato de clorexidina a 1% (0,25 g/ 25 mL). A solucao foi
mantida passivamente por 60 segundos e os excessos removidos com papel
absorvente. Sobre a superficie imida tratada com clorexidina foi dispensada a

gota do sistema adesivo para medi¢do do dngulo de contato.

e Dentina sem smear layer impregnada por etanol (n=10)

A superficie coberta por smear layer foi condicionada com é4cido fosférico a
35% durante 15 segundos, seguido da lavagem por 10 segundos e remocao dos
excessos de 4gua com papel absorvente para a obten¢do de uma superficie imida.
Em seguida, 20 pL de etanol anidro (J.T.Baker - Mallinckrodt, S.A., Xalostoc,
Meéxico) foram aplicados sobre a superficie e mantidos passivamente por 60
segundos. Apds remocdo dos excessos com papel absorvente, a gota do sistema

adesivo foi dispensada sobre a superficie e o angulo de contato mensurado.



e Dentina sem smear layer impregnada com clorexidina em etanol (n=10)

Seguido o condicionamento dcido da dentina coberta com smear layer e
obtida a mesma condi¢do de umidade com a remoc¢ao dos excessos de dgua com
papel absorvente, foram aplicados sobre a dentina condicionada 20 uLL de uma
solucdo de diacetato de clorexidina a 1% preparada em laboratério com etanol
anidro como solvente (0,19 g/ 25 mL). A solucdo foi mantida passivamente por 60
segundos e os excessos removidos com papel absorvente. Sobre a superficie
Umida tratada com clorexidina em etanol, foi dispensada a gota do sistema

adesivo para medi¢cdo do angulo de contato.

Analise estatistica

Os angulos de contato registrados para os lados esquerdo e direito foram
submetidos a andlise de correlagdo de Pearson. Devido a alta correlagdo existente
(R* = 0,94), a média entre esses dngulos foi computada. Aos dngulos médios
foram aplicados os testes de andlise de variancia a dois critérios fixos (substrato e
solu¢do de impregnacdo da dentina), complementados por testes de Tukey para
comparacao multipla dos grupos. O nivel de significancia de 5% foi estabelecido

para todos os testes estatisticos.

RESULTADOS
Angulos de contato formados entre a gota do sistema adesivo Single Bond
2 e a dentina higida e dentina afetada por cérie estdo apresentados na Tabela 2 em

funcdo das diferentes solugdes de impregnacdo da dentina, apds sua



desmineralizacio com 4cido fosférico. Ambas as varidveis independentes,
substrato e tratamento, exerceram efeito significante na umectabilidade da
dentina, enquanto o mesmo nao foi verdadeiro para a interacdo dessas varidveis.

Para ambos os substratos, a remocao da smear layer com 4cido fosférico
exerceu efeito positivo na umectabilidade, uma vez que menores angulos de
contato foram formados sobre a superficie na auséncia dessa estrutura,
independentemente da solucdo de impregnacdo da dentina desmineralizada
(Tabela 2, colunas). Da mesma forma, para todas as condicdes investigadas,
menores angulos de contato foram obtidos sobre a dentina afetada por carie
quando comparados aos formados sobre a dentina higida (Tabela 2, linhas),
demonstrando que a umectabilidade da primeira foi maior.

A impregnacdo da dentina higida e da dentina afetada por cédrie com a
solucdo de clorexidina aquosa a 1% previamente a aplicacdo da gota do sistema
adesivo Single Bond 2 resultou em angulos de contato estatisticamente
compardveis aos observados para a a clorexidina alcéolica a 1% (Tabela 2,
colunas). O mesmo resultado foi observado quando comparados os solventes agua
e etanol pois ndo diferiram entre si quanto a umectabilidade da dentina, uma vez
que angulos de contato também foram compardveis para ambos os substratos
(Tabela 2, colunas). As Figuras 1 e 2 sdo imagens representativas de cada

condicao da superficie avaliada para os diferentes substratos.



DISCUSSAO

Uma condi¢do indispensdvel para o estabelecimento da adesdo € o intimo
contato e espalhamento do adesivo no substrato. A capacidade de molhamento e a
extensdo no qual o adesivo penetra na dentina apresenta um papel importante na
qualidade da interface adesiva®’. A determinacdo do 4dgulo de contato entre um
liquido e um sélido reflete o grau de propagacao deste liquido sobre a superficie,
expressando desta forma a medida de sua umectabilidade. Este angulo ¢é
fortemente influenciado pela rugosidade, condi¢dao de hidratacdo, heterogeneidade
quimica e fisica do sélido®” e parece ser a técnica mais adequada para prover
informacdes quanto a capacidade de molhamento de uma determinada
superficie'.

A lesdo de carie estabelecida em dentina é composta por duas zonas
distintas em vdrios aspectos, quanto a coloracdo, dureza, conteddo
microbioldgico, potencial de remineralizagdo, composi¢io molecular. A zona
externa da lesdo, denominada de dentina infectada, € constituida de tecido
dentindrio necrético, com perda praticamente completa do seu conteido mineral,
rede de colageno irreversivelmente degradada e presenca de um grande nimero de
microrganismos essencialmente proteoliticos’ . A zona interna, denominada de
dentina afetada ou contaminada, apresenta-se endurecida em relacdo a primeira,
embora ainda com menor conteddo mineral e maior nimero de porosidades na

30,49,51,52
. Essas

zona de dentina intertubular, quando comparada a dentina higida
diferencas constitucionais poderiam justificar os menores valores dos angulos de

contato obtidos para a dentina afetada por carie observados no presente estudo,



independente do tratamento realizado na superficie dentindria, indicando assim
uma maior capacidade de molhamento desta superficie.

Quanto a presenca de smear layer, os resultados do presente estudo
demonstraram haver melhora da umectabilidade da dentina, higida e afetada por
carie, apds a remocdo desta camada pelo 4cido fosférico, uma vez que menores
angulos de contato foram formados sobre a dentina condicionada em comparacdo
a dentina coberta por smear layer. Esses resultados concordam com estudos

1 40.4 . . . . .
394048 1165 quais foi demonstrado que a umectabilidade da dentina foi

prévios
significantemente aumentada. Esse aumento pode ser justificado pelo fato da
dentina condicionada aprisionar em seu interior um maior conteido de dgua na
dentina intertubular e também dentro dos tibulos dentindrios ampliados em seu
didmetro pela remogdo da dentina peritubular pelo 4cido fosférico'. O contetido
aquoso da dentina mineralizada € por volta de 25% (v/v) enquanto que da dentina
desmineralizada pelo 4cido fosférico gira em torno de 75% (v/v)*. A manutengio
da dentina desmineralizada imida é fundamental para garantir que as vias para
difusdo do sistema adesivo, ou seja, os espacgos interfibrilares produzidos com a
remo¢do do conteido mineral sejam preservados, garantindo desta forma a
infiltracio monomérica e formacdo da camada hibrida apds polimerizagdo in situ
desses mondmeros'”. Adicionalmente ao fato de o condicionamente &cido
promover a abertura dos tibulos e o aumento da quantidade de 4gua na dentina,
tornando-a mais hidréfila, o sistema adesivo avaliado neste estudo (Single Bond

2) apresenta monomeros hidrofilicos, dgua e etanol em sua composicdo, o que

facilita seu espalhamento no substrato dentinério”.



Apesar de Perdigio et al.”

(1994) sugerirem que, a semelhanca do que foi
observado para o esmalte, a clorexidina poderia aumentar a energia livre da
superficie dentindria resultando em sua maior umectabilidade, os resultados do
presente estudo demonstraram que a impregnagdo da dentina desmineralizada com
esse agente, tanto em solucdo aquosa como alcodlica a 1%, ndo influenciou a

umectabilidade deste substrato. Apesar dos resultados mostrarem auséncia de

relacdo entre a aplicagdo de clorexidina e umectabilidade, tem sido demonstrado,

7-12,15,26,37 7,8,13,22,38

tanto em estudos in vitro como in vivo , que a impregnacdo da
dentina com uma solucdo aquosa de clorexidina foi capaz de desacelerar a
degradacdo da interface resina-dentina, porém, nao h4 até o momento trabalhos
que demonstrem o mesmo para a solucdo alcodlica de clorexidina. No entanto, a
clorexidina atua como inibidor de metaloproteinases (MMPs), enzimas enddgenas
liberadas pela desmineralizacdo da dentina, quer pelo processo carioso ou pelo
condicionamento 4cido, aprisionadas na interface, justificando desta forma sua
incorporacao nos protocolos de adesdo a esse substrato.

Os solventes dgua e etanol ndo diferiram entre si quanto a umectabilidade
da dentina, uma vez que os angulos de contato foram compardveis para ambos 0s
substratos. No entanto, foi observada uma tendéncia de menores valores de angulo
de contato para a dentina impregnada com etanol. O tunico estudo presente na
literatura que correlacionou angulo de contato com a técnica adesiva (water vs
ethanol wet-bonding), também observou menores angulos de contato para o grupo

tratado com etanol, porém essa diferenca foi estatisticamente significante®. Isto

que pode ser explicado em fun¢do de diferencas metodolégicas entre os estudos,



no presente trabalho as imagens foram capturadas nos primeiros 10 s apds a
aplicacdo da gota de adesivo, assim como realizado por Aguilar-Mendoza et al.?

(2008), enquanto que no trabalho de Li et al.®?

(2011), as imagens foram obtidas
durante os 60 s iniciais, 0 que poderia proporcionar uma melhor penetracdo da
gota no substrato.

O etanol é um solvente adequado para a maioria dos mondmeros
hidr6fobos e ainda considerado melhor do que a d4gua como solvente para os
mondmeros hidréfilos*>. Assim, os sistemas adesivos atuais, que apresentam uma
mistura de mondmeros hidréfilos e hidréfobos, sdo capazes de infiltrar os espagos
interfibrilares previamente = ocupados por etanol, produzindo um melhor
encapsulamento dessas fibrilas pelo adesivo. Além disso, tem sido demonstrado
que o etanol é capaz de produzir contracdo no diametro das fibrilas de coldgeno
maior que a contracdo total no volume da matriz dentindria, ampliando os espagos
interfibrilares e otimizando a penetracio dos mondmeros hidréfobos™*,
proporcionando melhor selamento resinoso, reduzindo a permeabilidade e assim
aumentando a resisténcia a degradac@o da unido resina-dentina.

O efeito positivo da técnica umida com etanol (ethanol-wet bonding) pode
ser influenciado pela composicao do sistema adesivo utilizado, visto que a tensao
superficial do liquido (adesivo) exerce papel importante na umectabilidade do

substrato™>*. O

sistema adesivo Single Bond 2, tem como solventes a dgua e o
etanol, que apresentam tensdo superficial de 72,0 mN/m e 22,4 mN/m,

. 19 . = - . .
respectivamente . A maior tensdo superficial da dgua reduz a capacidade de

penetracdo deste solvente no substrato, quando comparado a adesivos que



apresentam somente etanol em sua composicdo'’. Apesar dos resultados de Li et
al.* (2011) terem apresentado maior capacidade de umectabilidade para a técnica
do etanol-wet bonding o adesivo que continha 4gua na composicdo (SB)
apresentou os maiores valores de angulo de contato, o que também foi observado
no presente estudo, apesar de ndo ter havido diferenca estatistica entre os grupos

dgua/etanol.

CONCLUSAO

Dentro das limitagdes do presente trabalho, pode-se concluir que melhor
capacidade de umectabilidade foi apresentada pela dentina afetada por céarie do
que pela dentina higida, independente da soluc¢do de impregnacdo da dentina e que
a remog¢do da smear layer pelo dcido fosforico favoreceu a umectabilidade de
ambos os substratos. Também pode ser concluido que a aplicacdo da solucdo
aquosa ou alcodlica de clorexidina 1%, bem como as técnicas adesivas com dgua
e etanol ndo exerceram influéncia sobre a umectabilidade da dentina

condicionada.
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Tabela 1- Nome comercial, fabricante e principais componentes dos materiais

utilizados no estudo

Nome comercial (fabricante)

Principais componentes

Single Bond 2
(3M ESPE, St. Paul, MN, EUA)

Etchant
(Ultradent Products INC, South
Jordan, Utah, EUA)

Clorexidina aquosa 1%

(manipulada)

Clorexidina alcodlica 1%

(manipulada)

Bis-GMA, HEMA, diuretano dimetacrilato,
copolimero do 4cido polialcendico,
canforoquinona, dgua, etanol e glicerol 1.3
dimetacrilato, 10% em peso de nanoparticulas

de silica

Acido fosférico 35%

P6: diacetato de clorexidina
Liquido: dgua deionizada

(0,25 g/25 mL)

P6: diacetato de clorexidina
Liquido: etanol anidro

(0,19 g/25 mL)

Abreviaturas. Bis-GMA: bisfenol-glicidil-dimetacrilato; HEMA: hidroxietil metacrilato.



Tabela 2. Angulos de contato obtidos com a superficie de dentina higida e dentina
afetada por cdrie impregnada por diferentes solucdes de clorexidina apds o

condicionamento acido.

Substrato
Solu¢do de impregnacgdo
) Dentina higida Dentina afetada por
da dentina
cérie
Smear layer (SL) presente 63,8(5,2)aB 57,4 (12,4)b B
Agua 475(73)a A 39,5(13,1)b A
Clorexidina aquosa 1% 48,4 (4,8)a A 38,0(8,0)0b A
Etanol 38,1 (17,2)a A 34,1 (7,1)b A
Clorexidina alcodlica 1% 36,0 (7,3)a A 32,2(7,6)b A

a . . ~ . . - .
valores sdo média (desvio-padrdo), n=10. Letras mindsculas permitem comparagdes nas linhas enquanto

letras maitdsculas permitem comparagdes nas colunas. Médias seguidas por letras iguais identificam grupos

que ndo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05).
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FIGURA 1 - (A) Dentina higida coberta por smear layer - controle ; (B) dentina higida sem smear

layer impregnada por dgua; (C) Dentina higida sem smear layer impregnada com clorexidina.

@Superfl’cie de dentina; ~a gota de adesivo; * extremidade da seringa; A angulo de contato.
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FIGURA 2 - (A) Dentina afetada por carie coberta por smear layer - controle ; (B) dentina afetada

por carie sem smear layer impregnada por dgua; (C) Dentina afetada por carie sem smear layer

impregnada com clorexidina. @ Superficie de dentina; ~a gota de adesivo; * extremidade da

seringa; A_ angulo de contato.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito da impregnacdo da dentina desmineralizada por
clorexidina em excipiente aquoso e alcodlico na exposicdo de fibrilas de coldgeno em
unides produzidas sobre dentina higida e afetada por caric. Materiais e métodos:
Foram preparadas superficies planas de dentina em 24 molares higidos, das quais 12
foram submetidas ao protocolo microbiol6gico de inducdo artificial de cérie. Dentro
de cada condi¢do de substrato, higido e afetado por cérie, as superficies foram
divididas em 4 grupos (n=3) de acordo com a solucdo de impregnacdo da dentina
desmineralizada: 4gua, clorexidina em &4gua, etanol ou clorexidina em etanol. A
dentina contaminada foi removida por desgaste em lixa. Apds o condicionamento
com 4cido fosférico, ambos os substratos foram impregnados com 20 uLL de uma das
solugdes teste por 60 s previamente a aplicacio do adesivo Single Bond 2. Os
espécimes foram processados para coloracdo com Tricromico de Goldner, a espessura
da zona de coldgeno (ZC) exposta nas interfaces mensurada em microscopia de luz e
os dados submetidos aos testes estatisticos de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney
(0=0,05). Resultados: Independente da solucdo de impregnagdo, a dentina afetada
por cérie apresentou maior espessura da ZC exposto na base da camada hibrida
quando comparada a dentina higida. Para ambos os substratos, o etanol interferiu
negativamente na infiltragio monomérica quando comparado a dgua, exceto quando
associado a CLX. Nenhuma diferenca foi observada entre as solu¢des contendo

clorexidina, assim como quando essas solugdes foram comparadas aos seus



respectivos solventes. Conclusdo: A utilizagdo de CLX em excipiente alcodlico ou
aquoso nao interferiu na exposicao de fibrilas de coldgeno nas unides adesivas

produzidas em dentina higida e afetada por cérie.

INTRODUCAO

Fibrilas de coldgeno permanecem expostas apds o estabelecimento da unido
resina-dentina devido a incompleta infiltracio da dentina desmineralizada pelos
mondmeros resinosos® *’. Isso ocorre como resultado conjunto de uma série de
fatores tais como a redu¢do gradual dos espagos interfibrilares no sentido da dentina
mineralizada, o alto peso molecular e baixa hidrofilia de alguns mondmeros resinosos
presentes nos adesivos dentindrios”* ¢ o gradiente de umidade da dentina,”” o que
permite a ocorréncia da separacdo de fases.*” Adicionalmente a estes fatores
imediatos, fibrilas de coldgeno podem ser expostas devido a degradagdo hidrolitica,
em longo prazo, do componente polimérico'* e lixiviagdo dos mondmeros residuais e
polimeros de baixo peso molecular.

Uma maior exposi¢do desse coldgeno na base da camada hibrida tem sido
demonstrada para as interfaces produzidas sobre dentina afetada por carie.*® Isso
ocorre devido a menor mineraliza¢do e maior porosidade da dentina intertubular no
substrato afetado por cdrie, o que favorece a difusdo do agente dcido e,

. o . 13,46
consequentemente, uma desmineralizacdo mais profunda. ™



Os componentes da interface adesiva estdo sujeitos a degradacdo hidrolitica e
enzimdtica. A degradacdo enzimdtica € mediada por um grupo de enzimas que
representam uma familia de endopeptidases metal-dependentes capazes de degradar
componentes da matriz extracelular denominadas de metaloproteinases da matriz

dentinaria (MMPs). Estas enzimas podem ser oriundas do préprio substrato'2%*

. . 4144
assim como da saliva™

. Uma vez que o tecido dentindrio sofre desmineralizacdo,
quer seja pelo processo carioso™ ou pela utilizacdo de agentes dcidos como parte do
processo de adesdo,”® as MMPs sio liberadas e participam diretamente do processo de
degradacdo do contetido organico da dentina.

1126 14
além de

A clorexidina apresenta a propriedade de inibir as MMPs,
apresentar boa substantividade, ligando-se a dentina desmineralizada. Embora essa
ligacdo seja de natureza eletrostatica e reversivel, ¢ mantida mesmo apds os

. . 17 - ..
procedimentos adesivos, ' esta pode ser a razdo para a eficdcia em longo prazo da
CLX como um inibidor de MMP na interface adesiva.'®

A aplicacdo da solucdo aquosa de clorexidina a 2% previamente aos

. . e o . 13467202
procedimentos adesivos tem demonstrado satisfatorio efeito imediato SA0T2028 o o

1,3,4,6,8,15,20,2 ~ ~ . . .
3408152029 desaceleracdo da degradagdo da interface resina-dentina.

longo prazo
No entanto, a clorexidina atua apenas sobre a degradacdo do conteddo organico
(fibrilas de coldgeno) exposto na interface, enquanto a parte resinosa permanece
susceptivel a degradacdo hidrolitica. Assim, estudos tém sido realizados na tentativa

de favorecer a estabilidade do componente resinoso por meio da infiltracdo de

mondmeros essencialmente hidréfobos, como por exemplo o BisGMA, na dentina



5,18,30,32,36,43

condicionada, sendo que esta condicao pode ser alcancada substituindo-se

a dgua da matriz de coldgeno desmineralizada por etanol, técnica esta denominada
“ethanol wet-bonding”.*’

Um dos métodos para detec¢ao de fibrilas de coldgeno expostas na unido
resina-dentina € a coloracdo pelo Tricromico de Goldner, utilizada com essa
finalidade pela primeira vez por Spencer et al.>’ (1999). Em seu trabalho pioneiro,

12 45,474
839454748 a5ses  autores

seguido de vdrios outros que validaram a técnica,
demonstraram que fibrilas de coldgeno nao completamente envolvidas por adesivo
estavam disponiveis para reagir com o corante e podiam ser facilmente identificadas
nas laminas por sua coloracdo vermelha. Entretanto, apenas dois estudos utilizaram
essa técnica para andlise de interfaces produzidas com a dentina afetada por cérie. 1333

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo avaliar, por meio da coloragdo
do Tricromico de Goldner, se a associacdo da inibicdo exercida pela clorexidina e a
infiltracdo da dentina desmineralizada por mondmeros mais hidréfobos, pela acdo do

etanol presente na solugdo alcodlica de clorexidina, interfere na infiltracdo da dentina

desmineralizada e consequente exposicdo de coldgeno na base da camada hibrida.

MATERIAIS E METODOS
Selecdo dos dentes

Vinte e quatro (n=24) terceiros molares humanos higidos foram coletados para
este estudo junto ao Banco de Dentes (com aprovagio pelo Comité de Etica em

Pesquisa — CEP; Protocolo no. 61/09) da Faculdade de Odontologia de Araraquara -



UNESP. Apo6s a obtengdo, os dentes foram limpos para a remocgao de debris e lavados
em agua corrente para a inspecdo macroscopica da coroa dentdria. Somente foram
utilizados aqueles que apresentaram coroas anatomicamente normais € sem areas
hipoplasicas. Os dentes foram armazenados em solugdo de timol 0,1% em

temperatura de 4° C até o momento de sua utilizagdo.

Obtencao da superficie de dentina

Superficies de dentina corondria foram produzidas por meio de desgaste da
superficie oclusal em politriz (Buehler Ltda., Lake Bluff, IL, EUA), equipada com
lixas de carbeto de silicio de granulacio 320, em velocidade de 500 rpm e
refrigeracdo constante. O desgaste foi concluido quando da obtencdo de uma
superficie plana completamente em dentina, ou seja, sem a presenca de
remanescentes de esmalte, o que foi verificado em lupa estereoscopica (Modelo

SZX7, Olympus, Sao Paulo, Brasil), em aumento entre 10 e 40X.

Inducio artificial da lesao de carie

Metade dos dentes selecionados (n=12) tiveram uma das raizes perfuradas
com o auxilio de uma fresa diamantada na regido apical e um fio ortodontico foi
transfixado neste orificio para permitir que os mesmos ficassem suspensos na solucao
cariogénica. Entdo, foram impermeabilizados com uma camada de adesivo epoxi

(Araldite, Ciba Especialidades Quimicas, Sao Paulo, Brasil) e outra de esmalte dcido



resistente (Colorama, Ceil, Com Exp Ind Ltda, Sdo Paulo, Brasil), deixando apenas a
superficie dentindria exposta e foram esterelizados com 6xido de etileno.

A solucdo cariogénica foi composta de 3,7 g de BHI caldo (Brain Heart
Infusion, Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA), 2 g de sacarose
(Synth; LabSynth, Sdo Paulo, Brasil), 1 g de glicose (Synth; LabSynth, Sdao Paulo,
Brasil) e 0,5 g de extrato de levedura (Becton Dickinson and Company, Sparks, MD,
EUA) para cada 100 ml de dgua destilada. Essa solucdo foi autoclavada (20 minutos a
121 °C) previamente a inoculagdo de cepas de Streptococus mutans ATCC25175
(Cole¢ao de Culturas Tropical Fundagao André Toselo) (2% do contetido de um tubo
de ensaio contendo 5 mL da cultura a 10® UFC/mL). Os dentes esterelizados foram
suspensos no meio cariogénico e o conjunto mantido em jarra de microaerofilia por
14 dias. Durante esse periodo, a soluc@o cariogénica foi substituida a cada 48 horas,
porém sem a inoculagdo de novos microrganismos. Apds o periodo de incubacgdo, o
biofilme foi removido com gaze e os materiais isolantes (adesivo epoxi e esmalte)
removidos manualmente com laminas de bisturi. Os dentes foram abundantemente
lavados em 4gua deionizada, possibilitando a constatacdo de uma superficie de
dentina escurecida e amolecida ao toque com sonda exploradora aplicada sem

pressao.

Remocao da dentina cariada infectada
Lixas de carbeto de silicio de granulacao 320 foram utilizadas para remog¢ao

da dentina cariada, possibilitando desta forma, a manutenc¢io da superficie plana. Foi



removida toda a dentina infectada, mantendo-se a dentina contaminada. O limite de
remocado da dentina cariada foi estabelecido por meio de inspecdo visual e tactil com
auxilio de uma cureta aplicada sem pressdo. Dessa forma, a dentina resultante apds a
remo¢do do tecido infectado deveria apresentar-se escurecida e ligeiramente
resistente ao toque com a cureta. Esse procedimento foi realizado por um tnico
operador previamente treinado.

Com o objetivo de compensar a espessura de dentina removida para os dentes
cariados, a dentina higida dos dentes pertencentes ao grupo controle (n=12) sofreu
um desgaste adicional de aproximadamente 0,5 mm, realizado em politriz equipada
com lixas de carbeto de silicio de granulacdo 320, em velocidade de 500 rpm e
refrigeracdo constante.

Todos os dentes foram, adicionalmente, lixados manualmente com lixas de
carbeto de silicio 320 lubrificadas em 4gua, por 15 segundos, com objetivo de

padronizar a formagdo da smear layer.

Procedimentos Adesivos

Os dentes foram divididos aleatoriamente segundo o substrato (higido ou
cariado) e a solu¢cdo de impregnagdo da dentina desmineralizada (dgua, clorexidina
em dgua, etanol ou clorexidina em etanol). Desta forma, a dentina foi inicialmente
condicionada por 15 segundos com dcido fosférico a 35% (Ultradent Products INC,
South Jordan, Utah, EUA), o qual foi removido por meio de lavagem abundante com

dgua também por 10 segundos. Em seguida, o excesso de dgua foi removido com



papel absorvente para obtenc@o de uma superficie imida. Sobre essa superficie serdo
aplicados 20 pL das solugdes em estudo, ou seja, 4gua deionizada, clorexidina aquosa
1%, 100% etanol (J.T.Baker - Mallinckrodt, S.A., Xalostoc, México), ou clorexidina
1% em etanol. A solucdo foi mantida em contato com a dentina por 60 segundos sem
agitacdo, sendo em seguida removidos os excessos com papel absorvente para a
manuten¢do do aspecto imido. As solu¢des de clorexidina foram manipuladas na
propor¢ao descrita na Tabela 1. Na mesma Tabela 1 também podem ser visualizadas
algumas informacdes sobre os materiais usados nesse estudo.

Em seguida, duas camadas consecutivas do adesivo Single Bond 2 (3M ESPE,
St. Paul, MN, EUA) foram aplicadas, sendo cada uma delas individualmente
submetidas a leves jatos de ar para remoc¢do do solvente (5 s a 10 cm de distancia).
Ao final, as camadas foram conjuntamente fotoativadas por 10 segundos com o
aparelho de luz Optilux 500 (Kerr, Danbury, CT, EUA) cuja irradiancia foi
monitorada com radidmetro, nao devendo ser inferior a 300 mW/cm’. Quatro
camadas adicionais do adesivo foram aplicadas e fotoativadas ao final da aplicacdo da
dltima camada para possibilitar a microtomia dos espécimes. Os dentes foram

mantidos em ambiente com 100% de umidade relativa a 37 °C por 24 horas.

Processamento histolégico
Os dentes foram seccionados na cortadeira metalografica (ISOMET 1000)
para obtencdo de espécimes (ca. 3 por dente) com dimensdes de 2 mm de espessura, 2

mm de altura e 5 mm de comprimento. Os espécimes foram fixados em solugdo de



formol a 10% por 48 horas e levemente desmineralizados em solu¢do de Morse a
10% por 48 horas sem agitacdo. Em seguida, foram lavados, neutralizados em
solug@o de sulfato de sddio a 5% por 24 horas, novamente lavados em dgua corrente
por 24 horas, para posterior desidratacio em solucdes crescentes de dlcool (70 a
100%), diafanizacdo e inclusdo a vacuo em parafina. Cortes de aproximadamente 5
um de espessura (820 Spencer Microtome - American Optical Corp, Bufallo, NY —
EUA) foram corados pelo Tricrdomico de Goldner’’. Nessa coloracdo, a dentina
mineralizada foi corada em verde, a camada de adesivo em bege, o colidgeno

hibridizado pelo adesivo em laranja e o coldgeno exposto em vermelho (Figura 2).

Analise em microscopia de luz

Um corte de cada espécime foi aleatoriamente selecionado e analisado em
aumento de 400X (Olympus BX51 e Camera Camedia C5060 — Olympus Corp,
Tokio, Japdo). Trés medidas da espessura da zona de coligeno exposto foram
realizadas para cada lamina/espécime com auxilio do programa UTHSCSA Image
Tool (The University of Texas Health Science Center, Santo Antonio, TX, EUA). Foi
determinado um ponto central e dois pontos eqiiidistantes a este, um do lado esquerdo
e outro do lado direito. As leituras foram realizadas em duplicata por um mesmo
examinador previamente calibrado (r>0,80), com intervalo de uma semana entre elas,

e as médias foram computadas.



Analise Estatistica

O teste de correlacdo intraclasse (ICC) foi aplicado para a determinacdo da
concordancia intra-examinador para as duas leituras da espessura da zona de coldgeno
(varidvel resposta) presente nas unides adesivo-dentina. A média das duas leituras foi
computada e aos dados obtidos foram aplicados os testes de Kruskal-Wallis
complementados por testes de Mann-Whitney, considerando-se como fatores de
variacdo do estudo o “tipo de substrato” e a “solu¢do de impregnagdo da dentina”. O

nivel de 5% foi estabelecido para todos os testes estatisticos.

RESULTADOS

A correlagdo intra-examinador obtida para as leituras da espessura da zona de
coldgeno exposta na base da camada hibrida foi de 98% (1°=0,98). Os dados de
espessura de coldgeno estdo apresentados na Tabela 2 como mediana e percentis 25-
75, em funcdo do tipo de substrato e da solu¢do de impregnacdo da dentina
desmineralizada pelo condicionamento com acido fosférico.

Fibrilas de coldgeno expostas (coradas em vermelho) foram identificadas em
todas as interfaces avaliadas, como ilustrado nas figuras 1 e 2. Independente da
solu¢do utilizada para saturar a dentina desmineralizada pelo 4cido fosférico, na
dentina afetada por cdrie a espessura da zona de coldgeno exposta nas unides adesivas

foi estatisticamente maior do que a espessura observada para a dentina higida (Tabela

2, linhas).



Para ambos os tipos de substrato, dentina higida e afetada por cérie, a
utilizacdo de etanol para a impregnacdo da dentina interferiu negativamente na
infiltragdo monomérica desses substratos quando comparada com a utilizacdo de
dgua, exceto quando associado a clorexidina. Nesse caso, valores equivalentes ao
grupo impregnado com dgua foram obtidos (Tabela 2, colunas). Nenhuma diferenca
estatistica foi observada entre as solucdes contendo clorexidina, assim como quando
essas solugdes foram comparadas aos seus respectivos solventes. Dessa forma, pode
ser afirmado que a adicdo de clorexidina ao etanol, assim como a adi¢do de
clorexidina a 4gua ndo interferiu negativamente na infiltracdo da dentina pelo sistema
adesivo Single Bond 2. Em outras palavras, a espessura da zona de fibrilas de
coldgeno exposta na unido resina-dentina formada com o uso adjunto das solug¢des

contendo clorexidina nio diferiu estatisticamente (Tabela 2, colunas).

DISCUSSAO

A odontologia adesiva somada a filosofias mais conservadoras de intervencao
sobre o substrato afetado pelo processo carioso faz com que cada vez mais interfaces
adesivas sejam estabelecidas em cavidades onde coexistem tecido dentinario higido e
afetado por cdrie. A dentina afetada por cdrie apresenta menor contetido mineral,
maior nimero de porosidades e obliteracdo dos tibulos dentindrios pela deposi¢do de
dentina intratubular, quando comparada a dentina higida.********>* No entanto,
apesar destas peculiaridades e alteracdes apresentadas por este tecido, que interferem

diretamente sobre a qualidade da interface adesiva, a maioria dos estudos



relacionados a adesdo tem utilizado a dentina higida como suporte para o
estabelecimento das interfaces adesivas a serem avaliadas.*®

No presente estudo foi utilizado um protocolo microbiolégico de indugdo
artificial de cérie. Este método pretende simular o processo de cdrie utilizando cepas
bacterianas, reproduzindo algumas caracteristicas da lesdo de cdarie natural em
dentina como coloracdo, degradacdo do coldgeno e a presenca de duas camadas
distintas, sendo que a camada mais externa se assemelha a dentina infectada, com
consisténcia amolecida, sendo facilmente removida, expondo a camada interna,
semelhante a afetada, mais resistente ao corte. Essa zona interna € aquela que
predomina apds o procedimento de escavacdo e € submetida aos procedimentos
adesivos.”!

Apds o condicionamento dcido da dentina, hd o surgimento de uma zona
desmineralizada, a qual deveria, idealmente, ser completamente impregnada pelos
mondmeros resinosos do sistema adesivo. No entanto, devido a fatores como

94042 14
além da

tamanho e peso molecular, presenca de umidade no substrato,
degradacao hidrolitica do componente polimérico em longo prazo,]4 ha a manutengdo
de uma zona de coldgeno exposto na base da camada hibrida, esta regido propicia
uma via de infiltracdo de fluidos e bioprodutos bacterianos, denominada
nanoinfiltra¢io.* Esse fendmeno favorece a degradacio, hidrolitica e enzimética, dos
constituintes da unido resina-dentina, culminando em sua faléncia funcional.

Os resultados deste estudo mostraram que independentemente da solucdo de

impregnacdo na dentina e do tipo de substrato avaliado, fibrilas de coldgeno



permaneceram expostas na interface adesiva. No entanto, na dentina afetada por cdrie
a espessura da zona de coldgeno exposta sempre foi estatisticamente maior do que a
espessura observada para a dentina higida, concordando com os resultados
apresentados por Haj-Ali et al."> (2006), onde mesma coloracio histolégica foi
utilizada. Isso pode ser explicado devido a dentina afetada por cérie apresentar menor
conteido mineral e maior nimero de porosidades na dentina intertubulatr,zz’27
facilitando a difusdo do agente dcido ao mesmo tempo que seu tamponamento pelos
minerais dissolvidos fica comprometido pelo inferior conteddo mineral que esse
tecido apresenta em comparacdo a dentina higida. Entrento, estes resultados

discordam do trabalho de Sanabe et al.*

(2011), onde ndo foi observada diferenca
estatistica da zona de colageno exposto entre a dentina higida e afetada por carie,
apesar do mesmo método de indugdo da lesdo de cérie e a mesma concentragdo do
dcido fosférico terem sido utilizados. Sendo o tnico fator que diferencia as
metodologias e seria capaz de explicar as diferengas entre os resultados ser a
utilizacdo de broca esférica em baixa rota¢do para a remocao da dentina infectada
enquanto no presente trabalho foi utilizada lixa de carbeto de silicio de granulagdo
320, a qual permite maior controle durante a remoc¢ao da dentina infectada, resultando
em uma superficie plana de dentina afetada, j4 com a utilizagdo da broca esta
remocdo € mais grosseira, dificultando a verificacdo do limiar entre dentina afetada e
dentina higida, de modo que os procedimentos adesivos do trabalho de Sanabe et al.”

podem ter sido realizados sobre uma superficie predominantemente higida.

Ethanol wet-bonding € uma filosofia criada para os sistemas adesivos



convencionais, que busca a substituicdo da dgua presente nos espagos inter e intra-
fibrilares por etanol, buscando a formacdo de um ambiente hidréfobo, capaz de
melhorar a infiltracio dos mondmeros resinosos com maior hidrofobia.”> A
infiltracdo de mondmeros hidr6fobos na matriz de coldgeno diminui a sorp¢io de
dgua, a plastificacdo da resina e a clivagem hidrolitica do coldgeno por enzimas, %!
criando unides adesivas mais estaveis. O presente trabalho buscou avaliar se o uso do
etanol aplicado apds o condicionamento dcido e previamente a aplicacdo do sistema
adesivo auxiliaria na penetracdo monomérica de forma a reduzir a zona de fibrilas de
coldgeno exposta. Porém, para ambos os substratos, dentina higida e afetada por
cérie, o etanol interferiu negativamente na infiltracio monomérica quando comparada
a 4gua, exceto quando associado a clorexidina, nesse caso, valores equivalentes ao
grupo impregnado com dgua foram obtidos.

O efeito negativo do etanol sobre a infiltracio monomérica observado neste
estudo pode ser explicado pelos resultados de Osorio et al.>* (2010). Estes autores
avaliaram diferentes protocolos de substituicdo da dgua presente na matriz de
coldgeno por etanol apds o condicionamento dcido e observaram que a aplicacdo de
etanol absoluto por 1 min, sobre a dentina, produziu colapso e contra¢do das fibrilas
de coldgeno, o que gera dificuldade para infiltragdo dos mondmeros do adesivo por
entre a rede desmineralizada. Por outro lado os mesmos autores concluiram que uma
sequéncia ascendente da concentracdes de etanol ndo causou colapso da matriz e a

contracao das fibrilas foi menor do que quando utilizado o etanol absoluto.

Além disso, o Single Bond 2, utilizado no presente trabalho, € um sistema



adesivo convencional simplificado que apresenta em sua composi¢do uma mistura de
mondmeros hidr6fobos e hidréfilos, além de dgua e etanol como solventes. Os
mondmeros hidréfobos sdo mais resistentes a degradacdo hidrolitica, no entanto
apresentam estruturas moleculares maiores o que restringe sua penetracao por entre as
fibrilas de coldgeno, este fato € agravado pela contragdo da matriz gerada pelo etanol
absoluto.” Somado a isso, a remogdo da dgua presente nos espacos interfibrilares
pelo etanol absoluto, gera um ambiente temporariamente hidréfobo, dificultando
assim a penetracdo dos mondmeros hidréfilos, gerando uma maior zona de coldgeno
exposto na base da camada hibrida, tanto para a dentina higida quanto para a dentina
afetada por cérie.

Quando a clorexidina em solu¢do aquosa foi comparada com a agua, ndo
houve diferenca, tanto para a dentina higida quanto para a afetada por carie. O mesmo
foi observado para a clorexidina em solucdo alcodlica em comparagdo a superficie
impregnada com etanol absoluto. Quando foram comparadas as solugdes de
clorexidina, aquosa ou alcodlica, nenhuma diferenca estatistica foi observada para
ambos 0s substratos quanto a espessura de coligeno exposto. Levando em
consideracdo o efeito positivo da clorexidina na inibicdlo das MMPs e
consequentemente sobre a reducdo da degradacdo da interface adesiva' 0819202 ¢
que a adi¢cdo de clorexidina a dgua ou ao etanol ndo exerceu efeito negativo sobre a
infiltragdo monomérica por entre a rede de fibrilas de coldgeno, a aplicacdo desta

substancia se faz pertinente nos procedimentos adesivos.



Embora a técnica do ethanol wet-bonding vise melhorar a penetracdo de
mondmeros mais hidréfobos na matriz de coldgeno desmineralizada, estudos tem
demostrado que alguns fatores podem interferir na efetividade da técnica, como a
composi¢io quimica do sistemas adesivo utilizado™ e o protocolo de aplicagio do
etanol.”* Desta forma, sdo necessarios mais estudos com a finalidade de estabelecer

parametros que garantam a eficdcia da técnica para posterior aplicacio clinica.

CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que a adicao de clorexidina ao etanol e a dgua
ndo interferiu negativamente na infiltracdo da dentina pelo adesivo, enquanto o uso
do etanol absoluto promoveu maior exposicao de coldgeno na base da camada hibrida
quando comparado a dgua, independente do tipo de substrato, dentina higida e afetada

por cérie.
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Tabela 1- Nome comercial, fabricante e principais componentes dos materiais

utilizados no estudo

Nome comercial (fabricante) Principais componentes

Bis-GMA, HEMA, diuretano dimetacrilato,

copolimero do 4cido polialcendico,
Single Bond 2

canforoquinona, dgua, etanol e glicerol 1.3
(BM ESPE, St. Paul, MN, EUA)

dimetacrilato, 10% em peso de nanoparticulas

de silica

Etchant
(Ultradent Products INC, South Acido fosférico 35%
Jordan, Utah, EUA)

Pé: diacetato de clorexidina
Clorexidina aquosa 1% Liquido: 4gua deionizada

(manipulada) (0,25 g/25 mL)

o ] P6: diacetato de clorexidina
Clorexidina alcodlica 1% ) )
Liquido: etanol anidro

(manipulada)
(0,19 g/25 mL)

Abreviaturas. Bis-GMA: bisfenol-glicidil-dimetacrilato, HEMA: hidroxietil metacrilato.



Tabela 2. Espessura da zona de coldgeno (um) exposta na base de camadas hibridas
produzidas sobre dentina higida ou afetada por cérie, impregnada por dgua, solu¢do aquosa
de clorexidina 1%, etanol ou solu¢@o alcodlica de clorexidina 1%, apds o condicionamento

com acido fosforico.

Solugdo de Substrato
impregnacao Dentina higida Dentina afetada por carie
Agua 2,26 (1,87-2,30) " [7] ** 10,01 (8,76-10,99) [9] *°
Solugdo aquosa CLX" 2,62 (2,26-2,78) [6] *B-* 7,04 (4,67-8,01) [6] *°

Solugdo alcodlica CLX 2,65 (2,30-2,84) [6] *5-* 9,47 (7,95-14,39) [9] *B-°
Etanol 2,91 (2,63-3,23) [6] ®* 16,83 (13,56-18,17) [9] ®°

*CLX = clorexidina 1%
**valores sdo mediana (percentil 25-percentil 75) [n]. Letras maidsculas permitem comparagdes nas colunas enquanto
que letras mintsculas permitem comparacdes nas linhas. Grupos identificados com letras iguais ndo diferem

estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05).
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Figura 1. Espécimes de dentina higida corados com Tricromico de Goldner. Solucdes de impregnacdo: (A)
dgua; (B) solugdo aquosa de clorexidina; (C) etanol; e (D) solucdo alcodlica de clorexidina. X400. Camada de

adesivo em bege claro, coldgeno hibridizado pelo adesivo em laranja, coldgeno exposto em vermelho e dentina

mineralizada em verde.



Figura 2. Espécimes de dentina afetada por cdrie corados com Tricromico de Goldner. Solucdes de
impregnagdo: (A) dgua; (B) solugdo aquosa de clorexidina; (C) etanol; e (D) solugdo alcodlica de clorexidina.
X400. Camada de adesivo em bege claro, coldgeno hibridizado pelo adesivo em laranja, coldgeno exposto em

vermelho e dentina mineralizada em verde.






EFEITO DA CLOREXIDINA ASSOCIADA AO ETANOL NA
DEGRADACAO DA UNIAO RESINA-DENTINA AFETADA POR

CARIE

Hérica Adad Ricci, DDS, MS, PhD Student
Pés-graduanda em Odontopediatria, Departamento de Clinica Infantil da Faculdade de Odontologia de
Araraquara - UNESP, Sado Paulo, Brasil

Débora Lopes Salles Scheffel, DDS, MS, PhD Student
Pés-graduanda em Odontopediatria, Departamento de Clinica Infantil da Faculdade de Odontologia de

Araraquara - UNESP, Sao Paulo, Brasil

Elcilaine Rizzato Azevedo, DDS, MS, PhD Student
Pés-graduanda em Odontopediatria, Departamento de Clinica Infantil da Faculdade de Odontologia de

Araraquara - UNESP, Sao Paulo, Brasil

Denise Madalena Palomari Solidorio
Professor Adjunto, Departamento de Fisiologia e Patologia, da Faculdade de Odontologia de
Araraquara - UNESP, Sao Paulo, Brasil

Carlos Alberto de Souza Costa, DDS, MS, PhD
Professor Titular, Departamento de Fisiologia e Patologia, da Faculdade de Odontologia de Araraquara
- UNESP, Sao Paulo, Brasil

Josimeri Hebling, DDS, MS, PhD™
Professor Adjunto, Departamento de Clinica Infantil da Faculdade de Odontologia de Araraquara -
UNESP, Sao Paulo, Brasil

™Autor Correspondente:

Profa. Dra. Josimeri Hebling

Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP

Rua Humaitd, 1680 Araraquara, SP, Brasil 14.801-903

e-mail: jhebling@foar.unesp.br Fone: (16) 3301 6334 Fax: (16) 3301 6329

O artigo foi formatado segundo as normas do periédico Journal of Biomedical Materials Research Part B (Dezembro de 2011)




RESUMO

Objetivo: Avaliar se a aplicacdo de diferentes solucdes de clorexidina (CLX)
interfere na producdo e estabilidade mecénica da unido resina-dentina afetada por
carie. Materiais e métodos: Superficies planas em dentina foram produzidas (n=72)
em molares higidos e submetidas a producdo de carie por S. mutans. Os dentes foram
divididos em grupos (n=6) segundo o sistema adesivo: Single Bond 2(SB),
Prime&Bond NT(PB) e Excite(EX), e o tratamento da dentina: dgua, etanol, 1% CLX
em 4gua e 1% CLX em etanol. Apds remocao da dentina infectada, a superficie foi
condicionada com H3POj4 (15s). As solugdes foram aplicadas (20uL) por 60s. Apds
24h da producdo da interface adesiva, foram obtidos espécimes (0,81mm2), 0s quais
foram submetidos ao ensaio mecadnico de microtragdo imediatamente apds sua
obtencdo ou 6 meses apds armazenagem em saliva artificial. Para cada sistema
adesivo, os dados de RU (MPa) foram submetidos aos testes de ANOVA e Tukey
(p>0.05). Resultados: Nenhum dos tratamentos da dentina influenciou a RU imediata
do SB, enquanto que para os demais adesivos, a associagdo de CLX ao etanol
aumentou significantemente esses valores em relac@o a sua associacdo a dgua. Apds 6
meses de envelhecimento, reducdo significante da RU foi observada apenas para a
dgua, quando SB e PB foram aplicados. Para EX, ndo houve reducdo da RU.
Conclusao: As solugdes de CLX ndo interferiram negativamente na RU a dentina

afetada por cdrie, e produziram unides mais estaveis longitudinalmente.

Descritores: carie dentaria; adesivos dentindrios; dentina; etanol, clorexidina.



INTRODUCAO

O estabelecimento da unido resina-dentina é uma forma unica de engenharia
tecidual, na qual a matriz de dentina desmineralizada se combina com componentes
resinosos do sistema adesivo, formando uma estrutura hibrida', capaz de proporcionar
retencdo micromecanica entre dentina e resina, denomindada camada hibrida.’ Apesar
de seu papel fundamental na unido, a camada hibrida niao € estabelecida de forma
ideal, apresentado imperfeicdes e irregularidades internas provenientes do momento
de seu estabelecimento e da degradacdo sofrida por seus constituintes ao longo do
tempo.

A degradagdo da unido resina-dentina ocorre por duas vias, envolvendo ambos
0s componentes resinoso e organico da interface. Os polimeros formados a partir dos
mondmeros resinosos dos sistemas adesivos sofrem ao longo do tempo deterioragdo
devido ao processo de hidrélise.” Enquanto a matriz organica, composta basicamente
por coldgeno tipo I, € degradada, ndo apenas pela dgua, mas também por meio da
acdo de enzimas salivares, bacterianas ou provenientes da prépria dentina.”® Essas
dltimas sdo expresas durante a sintese da matriz extracelular e aprisionadas no tecido
dentindrio apos a finalizagdo do processo de mineralizagdo ou podem estar presentes
no fluido dentindrio."*"°

As enzimas que tem sido mais relacionadas ao processo de degradagcdao dos
constituintes organicos da unido adesiva sdo as metaloproteinases da matriz
dentindria (MMPs) e as catepsinas. As MMPs estdo presentes em tecidos

4,11-13

mineralizados humanos maturos, incluindo a dentina e sdo liberadas durante sua



dissolucdo pelo condicionador 4cido’ ou pelo processo carioso.* Quando ativadas, por
elevacdo do pH, sdo capazes de degradar constituintes da matriz extracelular,
incluindo o coldgeno tipo I em sua forma nativa (atividade colagenolitica) ou
desnaturada (atividade gela‘tinoh’tica).14’15

As catepsinas, outra classe de enzimas colagenoliticas, s3o expressas por
odontoblastos e estdo presentes tanto na dentina sadia'® quanto na dentina cariada.'”’
Essas enzimas podem ser ativadas em pH 4cido'®, participando da degradacdo da
matriz extracelular, incluindo fibrilas de coligeno expostas na unido resina-dentina,
assim como as MMPs."’

Visando aumentar a estabilidade funcional da unido resina-dentina por meio
da inativacdo destas enzimas, o uso de substancias sintéticas, como a clorexidina, tem
sido investigado. A clorexidina aplicada ap6s o condicionamento 4cido da dentina e
previamente 2 aplicacio de sistemas adesivos tem, além de acio antimicrobiana™, a
importante fun¢do de reduzir a degradacdo de fibrilas de coldgeno expostas na base
da camada hibrida.”'?* Adicionalmente, a clorexidina também tem se mostrado

25,2
220 ¢ outras

efetiva contra as catepsinas produzidas por Porphyromonas gingivalis
catepsinas humanas”’, embora ainda ndo existam estudos que comprovem o efeito
inibidor da CLX sobre as catepsinas presentes no substrato dentindrio.

Ainda no sentido de melhorar a estabilidade longitudinal da interface adesiva,
uma nova filosofia de adesdo a dentina para os sistemas adesivos convencionais,

denominada de ethanol wet-bonding, foi descrita por Pashley et al*®, (2007).

Segundo o protocol proposto pelos autores, apds a desmineralizacdo pelo



condicionador acido, a dgua presente na matriz de coldgeno, nos espagos inter e
intrafibrilares, deve ser substituida por etanol, modificando o cariter hidréfilo da
dentina desmineralizada em hidréfobo, na tentativa de favorecer a penetracdo de

A . 2ogs 1 n28-30
monomeros resimnosos com essa caracteristica .

Assim, a infiltracio desses
mondmeros na matriz de coldgeno reduz a sorpcdo de &dgua pelo polimero, a
plastificacdo da resina e a clivagem hidrolitica do coldgeno por enzimas, resultando
. . . foie 3132
em unides adesivas mais estdveis.
Desta forma, objetivando associar o efeito benéfico da clorexidina como
inibidor enzimético a proposta da técnica do ethanol wet-bonding de melhorar a
infiltragdo monomérica, o presente estudo teve como objetivo investigar o efeito da

clorexidina associada ao etanol na produgdo e estabilidade mecéanica da unido resina-

dentina afetada por carie.

MATERIAL E METODO

Selecio e distribuicao dos dentes

Setenta e dois (n=72) terceiros molares humanos higidos foram coletados para
este estudo junto ao Banco de Dentes (com aprovacio pelo Comité de Etica em
Pesquisa — CEP; protocolo no. 61/09) da Faculdade de Odontologia de Araraquara -
UNESP. Apé6s limpeza para a remocdo de debris (quando necessirio) e lavagem
abundante em dgua corrente, somente foram selecionados os dentes que apresentaram

coroas anatomicamente normais e sem dreas hipopldsicas. Os dentes foram



armazenados em solu¢do de timol 0,1% em temperatura de 4° C até o momento de sua
utilizacdo.

Os dentes foram divididos aleatoriamente em 12 grupos (n= 6) de acordo com
o sistema adesivo aplicado e a solu¢do de impregnacdo da dentina desmineralizada.
Os sistemas adesivos selecionados foram Single Bond 2 (3M ESPE, St. Paul, MN,
EUA), Prime & Bond NT (Dentsply, Milford, DE, EUA) e Excite (Ivoclar Vivadent,
Schaan Liechtenstein). Algumas informacdes sobre os sistemas adesivos e outros

materiais usados nesse estudo estao apresentadas na Tabela 1.

Obtencao da superficie de dentina

Superficies de dentina corondria foram produzidas por meio de desgaste da
superficie oclusal em politriz (Buehler Ltda., Lake Bluff, IL, EUA), equipada com
lixas de carbeto de silicio de granulagdo 320, em velocidade de 500 rpm e
refrigeracdo constante. O desgaste foi concluido quando da obtencdo de uma
superficie plana completamente em dentina, ou seja, sem a presenca de
remanescentes de esmalte, o que foi verificado em lupa estereoscépica (Modelo

SZX7, Olympus, Sao Paulo, Brasil), em aumento entre 10 e 40X.

Inducio artificial da lesdo de carie
Todos os dentes selecionados (n=72) tiveram uma das raizes perfuradas com o
auxilio de uma fresa diamantada na regido apical e um fio ortoddntico foi transfixado

neste orificio para permitir que os mesmos ficassem suspensos na solucdo



cariogénica. Entdo, foram impermeabilizados com uma camada de adesivo epoxi
(Araldite, Ciba Especialidades Quimicas, Sao Paulo, Brasil) e outra de esmalte dcido
resistente (Colorama, Ceil, Com Exp Ind Ltda, Sao Paulo, Brasil), deixando apenas a
superficie dentindria exposta e foram esterelizados com 6xido de etileno.

A solugdo cariogénica foi composta de 3,7 g de BHI caldo (Brain Heart
Infusion, Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA), 2 g de sacarose
(Synth; LabSynth, Sdo Paulo, Brasil), 1 g de glicose (Synth; LabSynth, Sao Paulo,
Brasil) e 0,5 g de extrato de levedura (Becton Dickinson and Company, Sparks, MD,
EUA) para cada 100 ml de dgua destilada. Essa solucao foi autoclavada (20 minutos a
121 °C) previamente a inocula¢do de cepas de Streptococus mutans ATCC25175
(Colecdo de Culturas Tropical Fundacdo André Toselo) (2% do contetido de um tubo
de ensaio contendo 5 mL da cultura a 10® UFC/mL). Os dentes esterelizados foram
suspensos no meio cariogénico e o conjunto mantido em jarra de microaerofilia por
14 dias. Durante esse periodo, a soluc@o cariogénica foi substituida a cada 48 horas,
porém sem a inoculagdo de novos microrganismos. Apds o periodo de incubacio, o
biofilme foi removido com gaze e os materiais isolantes (adesivo epoxi e esmalte)
removidos manualmente com ldminas de bisturi. Os dentes foram abundantemente
lavados em &dgua deionizada, possibilitando a constatacdo de uma superficie de
dentina escurecida e amolecida ao toque com sonda exploradora aplicada sem

pressao.



Remocao da dentina cariada infectada

Lixas de carbeto de silicio de granulacdo 320 foram utilizadas para remocao
da dentina cariada, possibilitando desta forma, a manutencio da superficie plana. Foi
removida toda a dentina infectada, mantendo-se a dentina contaminada. O limite de
remocao da dentina cariada foi estabelecido por meio de inspecdo visual e tactil com
auxilio de uma cureta aplicada sem pressao. Dessa forma, a dentina resultante apos a
remo¢do do tecido infectado deveria apresentar-se escurecida e ligeiramente
resistente ao toque com a cureta. Esse procedimento foi realizado por um tnico
operador previamente treinado.

Ao final da remocao da dentina infectada, os dentes foram adicionalmente
desgastados manualmente com lixas de carbeto de silicio 320 lubrificadas em 4gua,
por 15 segundos, com objetivo de minimizar diferencas quanto as caracteristicas da

smear layer.

Procedimentos adesivos
Inicialmente, a superficie dentindria de todos os dentes foi condicionada com
acido fosforico 35% (Ultradent Products INC, South Jordan, Utah, EUA) durante 15
segundos. Em seguida, a superficie foi abundantemente lavada com &4gua por 10
segundos e seca com papel absorvente para a obtengdo de uma superficie imida.
Sobre essa superficie foram aplicados 20 pL. das solu¢des em estudo, ou seja,
dgua deionizada, clorexidina aquosa 1%, 100% etanol (J.T.Baker- Mallinckrodt, S.A.,

Xalostoc, México), ou clorexidina 1% em etanol. A solu¢do foi mantida em contato



com a dentina por 60 segundos sem agitacdo, sendo em seguida removidos os
excessos com papel absorvente para a manutengio do aspecto umido. As solucdes de
clorexidina foram manipuladas na proporcao descrita na Tabela 1.

Em seguida, o sistema Single Bond 2 foi aplicado em duas camadas, cada uma
delas individualmente submetida a leves jatos de ar (5 s a uma distancia de 10 cm)
para evaporagdo dos solventes, e entdo fotoativadas conjuntamente por 10 segundos.
Para o sistema Excite foi aplicada uma camada do adesivo mantido sob agitagdo com
auxilio do préprio microbrush durante 10 segundos, seguido de fotoativacao por 10
segundos. Finalmente, para o sistema Prime & Bond NT foi aplicada uma primeira
camada de adesivo, a qual foi mantida em contato com a dentina por 20 segundos
antes da aplicagdo da segunda camada, entdo submetida a leves jatos de ar e
fotoativada por 10 segundos. Apds a aplicacdo dos sistemas adesivos, a superficie
dentindria apresentava um aspecto homogéneo e brilhante, verificada visualmente.

Na sequéncia, um bloco em resina composta de 3 mm de altura foi
confeccionado (7250, cor A3, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) incrementalmente,
sendo cada incremento (Imm) individualmente fotoativado por 20 segundos. Todos
os procedimentos envolvendo fotoativagdo foram realizados com o mesmo aparelho
Optilux 500 (Demetron Research Co., Danbury, Connecticut, EUA), cuja intensidade
de luz (irradidncia) deveria ser superior a 300 mW/cm® (Optilux Radiometer,
mod.100; Danbury, CT, EUA). Os dentes foram mantidos em estufa a 37 °C por 24 h

antes de serem preparados para o ensaio mecanico de microtracao.



Preparo dos espécimes para microtracao

Inicialmente, para facilitar o posicionamento dos dentes em uma base de
madeira, dois cortes no sentido transversal foram feitos: um na superficie da coroa
reconstruida em resina e outro, paralelo ao primeiro, na raiz (aproximadamente 3 mm
da juncdo esmalte-cementédria no sentido apical). Esses cortes, e os subsequentes,
foram realizados em uma mdaquina para cortes (ISOMET 1000, Buehler Ltd, Lake
Bluf, IL, EUA) equipada com disco diamantado de 0,3 mm de espessura (Diamond
Wafering Blade, Buehler Ltd, Lake Bluf, IL, EUA), sob refrigeracdo constante, peso
de 250 gf e velocidade de 350 rpm.

Logo apods, o dente foi posicionado na mdquina de tal forma que seu longo
eixo ficasse paralelo ao longo eixo do disco diamantado. O dente foi cortado no
sentido vestibulo-lingual em fatias de 0,9 mm de espessura, sendo que os cortes
foram iniciados junto a uma das superficies proximais, até ser atingida a superficie
oposta. Ap6s rotagdo do dente em 90°, nova série de cortes foi feita, também com 0,9
mm de espessura. Ao final, os espécimes tinham a forma de paralelogramos
(“palitos™), com drea transversal de sec¢do de aproximadamente 0,81 mm”. Todos os
espécimes foram inspecionados em lupa estereoscépica (Modelo SZX7, Olympus,
Sao Paulo, Brasil) com aproximadamente 30 vezes de aumento. Aqueles que
apresentaram defeitos na interface, presenca de esmalte, bolhas ou irregularidades nas
proximidades da unido resina-dentina, foram excluidos da amostra. Os espécimes

selecionados tiveram sua drea adesiva individualmente mensurada com paquimetro



digital (Mod. 500- 144b, Mytutoyo Sul Americana Ltda., SP, Brasil) com resoluc¢io

de 0,01 mm.

Armazenagem dos espécimes (envelhecimento)

Os espécimes obtidos de cada dente foram aleatoriamente divididos de acordo
com o tempo de armazenagem. Assim, alguns espécimes foram tracionados
imediatamente apds sua obtencdo e os restantes apos 6 meses de armazenagem em
saliva artificial contendo timol a 0,1%, a 37°. A saliva ndo foi trocada durante o
periodo de 6 meses e seu pH foi mensalmente monitorado com auxilio de um
pHmetro (modelo 8010, Qualxtron, Sdo Paulo, SP, Brasil). Em caso de queda de pH,

a saliva de todos os espécimes seria trocada, mas nao foi necessario.

Ensaio Mecanico de Microtracao

Os testes de microtracdo foram realizados em mdquina de ensaios mecanicos
(DL (Digital Line, EMIC, Parand, Brasil) ajustada para forcas de tracdo com célula de
carga de capacidade mdxima de 100 N.

Os espécimes foram individualmente fixados a um dispositivo metélico, com
adesivo de cianoacrilato associado a um acelerador a base de cianoacrilato (Super
Bonder Gel e Ativador 7456, Henkel Loctile Ltda, Sdo Paulo, SP). Este dispositivo
metdlico era adaptado a maquina de ensaios mecanicos para o teste de microtracdo, a
qual atuava com velocidade de 0,5 mm/min. Os movimentos de tracdo foram

iniciados por meio de um programa computadorizado especifico (Tesc-Test Script,



EMIC Equipamentos de ensaio Ltda., Sdo José dos Pinhais, Parand, Brasil) até que o
espécime fosse rompido, quando o movimento era cessado e os valores de carga
maxima registrados. Esses valores foram divididos pela drea de seccao transversal do

respectivo espécime para a obten¢do dos dados em megapascal (MPa).

Analise das Fraturas

Apds o teste de microtracdo, as metades obtidas para cada espécime foram
mantidas secas em recipientes a temperatura ambiente até o momento da leitura das
fraturas. Esta leitura foi realizada em microscépio de luz (Modelo SZX7, Olympus,
Sdo Paulo, Brasil) em aumentos variados, que permitiram a andlise adequada. As
fraturas foram classificadas em: (1) coesivas da resina ou dentina; (2) adesivas; e (3)

mistas.

Tratamento Estatistico dos Dados

A média dos valores de resisténcia de unido (RU) dos espécimes pertencentes
ao mesmo dente foi computada e a unidade experimental utilizada para a andlise
estatistica foi o dente (n=6). Para cada sistema adesivo, o conjunto de dados de
resisténcia de unido (MPa) foi submetido a andlise de varidncia a dois critérios fixos
(“tratamento da dentina” e “periodo de envelhecimento”), a qual foi complementada
pelo teste de Tukey para comparagdes multiplas aos pares. O nivel de significincia de
5% foi adotado para as inferéncias estatisticas. Os dados referentes ao tipo de fratura

foram apresentados de forma descritiva como valores absolutos e porcentagens.



RESULTADOS

Os valores de resisténcia de unido (MPa) foram registrados em fungdo das
varidaveis “tratamento da dentina” e “periodo de envelhecimento™ para cada sistema
adesivo e estdo apresentados na Tabela 2.

A utilizagdo de diferentes solu¢des de impregnagdo da dentina desmineralizada
(1% clorexidina aquosa, 1% clorexidina alcodlica e 100% etanol) ndo influenciou
negativamente os valores de resisténcia de unido imediata (24 horas) dos sistemas
adesivos investigados, quando esses valores foram comparados ao do grupo controle
(4gua). Para Single Bond 2, valores estatisticamente semelhantes foram obtidos para
todos os tratamentos da dentina, enquanto que para os demais sistemas houve
variagdo em funcdo desse tratamento. Para o sistema adesivo Prime & Bond NT, o
uso de clorexidina associada ao etanol apresentou valores de RU (média 25,7+7,3
MPa) estatisticamente superiores aos observados quando da utilizacdao da clorexidina
em dgua (média 16,3+4,3 MPa), embora nenhum desses tratamentos tenha diferido do
controle (média 19,4+4,9 MPa). Os valores de RU do sistema Excite foram
estatisticamente superiores quando a dentina foi impregnada por clorexidina em
etanol (média 34,9+7,1 MPa) do que quando clorexidina em dgua foi utilizada (média
21,4+4,7 MPa) ou mesmo apenas dgua (controle, média 20,6+9,1 MPa) (Tabela 2,
coluna).

Ainda quanto a RU imediata, para todos os sistemas adesivos, nenhuma



diferenca estatistica foi observada entre o solvente (dgua ou etanol) puro e sua
associagdo a clorexidina, assim como entre os solventes (Tabela 2, coluna).

Apbés 6 meses de armazenagem em saliva artificial, redu¢do da RU foi
observada para os trés sistemas adesivos quando dgua foi utilizada como solu¢do de
impregna¢do da dentina (grupos controle). Essa redugdo foi de 35% para Prime &
Bond NT, 37,3% para Single Bond 2 e 17,9% para Excite. Apenas para este tltimo,
essa reducdo ndo atingiu niveis significantes. Para todos os demais grupos de
tratamento da dentina, foi observada reducao ndo significante dos valores de RU apds
o envelhecimento em saliva artificial (Tabela 2, linhas), a qual variou entre 0,4% e
14,4%.

Na tabela 3 pode ser visualizada a distribui¢do dos tipos de fratura observados
para cada sistema adesivo em func¢do do tratamento da dentina e do periodo de
envelhecimento dos espécimes. Fraturas adesivas foram predominantes em todas as
situacdes, com aumento de frequéncia apds 6 meses de envelhecimento em saliva

artificial comparado a 24 horas de armazenamento.

DISCUSSAO

Devido a instabilidade longitudinal da unido resina-dentina, novas técnicas e
materiais sdo constantemente propostos sob o prisma de melhoria da resisténcia dessa
unido aos processos de degradacdo hidrolitica e enzimdtica. Os efeitos desses

7z

fenomenos sdo agravados quando a dentina afetada por cdrie é utilizada como



substrato, a qual, infelizmente, constitui a situag@o clinica mais frequente. Entretanto,
essas novas técnicas ndo devem influenciar negativamente a resisténcia de unido
imediata dos sistemas adesivos, a ponto de comprometer sua tolerdncia frente as
tensoes geradas pela contracdo de polimerizacdo do compdsito restaurador.

Os tratamentos alternativos realizados sobre a superficie da dentina
desmineralizada pelo 4cido fosférico (etanol, clorexidina aquosa ou alcodlica) ndo
influenciaram negativamente a resisténcia de unido imediata, para todos os sistemas
adesivos avaliados. Em investigacdes prévias ja foi comprovado que solucdes
aquosas de clorexidina, com concentracdes que variaram de 0,2 a 2%, ndo interferem

33,34 L. 35
e afetada por cdrie.”” Da mesma forma, no

na resisténcia de unido a dentina higida
presente estudo, foi demonstrado que uma solu¢do aquosa de diacetato de clorexidina
a 1% resultou em valores de RU compardveis aqueles produzidos no controle, ou
seja, quando apenas dgua foi utilizada para impregnacdo da dentina previamente a
aplicacdo dos sistemas adesivos.

A utilizag@o de clorexidina associada ao etanol também resultou em valores
de RU semelhantes ao controle (4gua) para todos os adesivos exceto para o Excite
onde valores estatisticamente maiores foram produzidos. Também foi observado que
para dois dos trés sistemas adesivos investigados, a associagdo da clorexidina ao
etanol resultou em aumento significante da RU quando comparada a obtida para o
grupo onde a clorexidina foi associada a dgua. A técnica umida com etanol (ethanol

wet bonding)29 baseia-se em dois principios: aumento da hidrofobia do substrato

dentindrio por meio da substituicdo da dgua por etanol e aumento da hidrofilia do



BisGMA quando solvatado em etanol de modo a colocd-lo dentro da faixa de
miscibilidade da matriz de coldgeno saturada com etanol. Apds a infiltracdo da matriz
de coldgeno e a evaporacgdo do etanol, o BisGMA assume sua caracteristica hidr6foba
original, resultando em wuma interface adesiva relativamente hidréfoba,
consequentemente mais resistente a degradacdo hidrolitica. Utilizando sistemas

37 também

adesivos comerciais, os poucos trabalhos disponiveis na literatura
demonstraram efeitos positivos da associacdo da clorexidina com etanol.

Apenas para Single Bond 2, ndo foi observado efeito benéfico inicial quando
da utiliza¢do da clorexidina em etanol. Pode ser sugerido que devido ao fato desse
sistema apresentar também dgua como solvente, além de etanol, tenha havido maior
resisténcia a evaporagdo desses solventes uma vez que as forgcas de interacdo
intermoleculares sdo maiores nessa mistura do que nas substancias puras originais. A
presenca de solvente residual na interface adesiva prejudica a conversdo monomérica,
a qual pode interferir negativamente na RU. Portanto, os resultados do presente
estudo parecem apontar para o fato de que sistemas adesivos que contenham
solventes outros que ndo a dgua possam responder melhor a técnica imida com
etanol.

De modo geral, a reducdo dos valores de RU apds 6 meses de envelhecimento
em saliva artificial para os grupos controle (entre 17,9 e 37,3%) demonstrou a
ocorréncia de degradacdo da unido resina-dentina afetada por cdrie, embora essa

reducdo tenha sido estatisticamente significante apenas para os sistemas Prime &

Bond NT e Single Bond. Ap6s o condicionamento dcido da dentina a concentracio de



dgua, em relacdo ao volume, aumenta de 20% (dentina mineralizada) para 70%
(dentina desmineralizada).*® A presenca desta 4gua mantém os espagos interfibrilares,
impedindo que as fibrilas de coldgeno entrem em colapso dificultando a infiltracao
dos monOmeros resinosos durante os procedimento adesivos, sendo necessdrio a
manutengdo de uma dentina imida.** No entanto, apesar de ser necessdria para
garantir uma unido efetiva, a dgua também € considerada uma das principais
responsdveis pelo mecanismo de degradacdo da parte organica e inorganica da
interface adesiva.’

Quimicamente, a dgua participa de duas reagdes que ocorrem na degradacio
da unido resina-dentina, hidrélise e plastificacio dos componentes resinosos.*’
Adicionalmente, as endopeptidases presentes na dentina (metaloproteinases e
catepsinas) sao consideradas hidrolases e, portanto, necessitam da presenca de dgua
para sua agdo proteolitica. A hidrélise € responsdvel pela quebra de ligacdes
covalentes, existentes tanto nas fibrilas de coldgeno quanto nos polimeros resinosos.”
Os produtos provenientes da degradacdo do componente resinoso associados aos
mondmeros residuais diminuem a mecanica interfacial e permitem que mais dgua
ingresse nessa interface. Essa dgua reduz as forcas de atrito entre as cadeias
poliméricas, prejudicando as propriedades mecénicas da parte resinosa, sendo este
processo conhecido como plastificagdo.*’

A degradacdo do componente orginico da interface adesiva (fibrilas de

coldgeno) ocorre predominantemente pela acdo de enzimas liberadas por bactérias*'

L, . 4- . . . 4 .
ou presentes no proprio substrato 6 assim CcoOmo por enzimas salivares 7 conhecidas



como metaloproteinases da matriz (MMPs). Essas enzimas sao liberadas do tecido
dentindrio ao ser solubilizado, quer seja pelo processo carioso® ou pela utilizaco de
agentes 4cidos como parte do processo de adesdo.” Embora Mazzoni et al.** (2006)
tenham demonstrado que a utilizacdo de 4cido fosférico por 15 segundos inativa
quase que completamente a atividade proteolitica da dentina (98,1%), os mesmos
autores também observaram que os sistemas adesivos convencionais simplicados
apresentam potencial de reativacdo das enzimas endégenas (MMPs) presentes na
dentina, previamente inativadas pelo dcido fosforico.

As solugdes experimentais de impregnacdao da dentina (etanol, clorexidina
aquosa ou alcodlica) foram capazes de melhorar a resisténcia a degradacdo da unido
resina-dentina afetada por cdrie, capacidade esta demonstrada por meio da redugdo
ndo significante da RU apds o armazenamento por 6 meses em saliva artificial. Esse
mesmo efeito protetor promovido pela técnica imida com etanol, entretanto sem
clorexidina, tem sido demonstrado em outros estudos.’"?

Como esclarecido anteriormente, a técnica Umida com etanol, associado ou
ndo a clorexidina, busca a transformacgdo tempordaria do cardter hidréfilo da dentina
para uma condicdo hidréfoba, possibilitando dessa forma a impregnacdo desse tecido
por mondmeros com essa mesma natureza.”’ Consequentemente, os polimeros
integrantes da camada hibrida apresentam melhores qualidades como, menor grau de
hidrofilia, maior numero de ligacdes cruzadas e maior grau de conversdo
monomérica. Conjuntamente, todas essas caracteristicas resultam em melhoria da

qualidade da camada hibrida, a qual estd diretamente relacionada a sua estabilidade



funcional. A maior conversao monomérica reduz a quantidade de mondmeros
residuais, os quais sdo altamente susceptiveis a lixiviacdo na presenca de dgua, e a
formagdo de polimeros a partir de mondmeros hidréfobos reduz a susceptibilidade da
camada hibrida, em longo prazo, a degradacdo hidrolitica. Como consequéncia,
espera-se uma menor exposicdo de fibrilas de coldgeno, sendo que, as poucas
expostas estariam protegidas da a¢do das enzimas endogenas da dentina, inativadas
pela presenca da clorexidina incorporada ao etanol. A despeito dessa suposicdo,
dados de um trabalho prévio demonstraram nao haver diferenca na espessura da zona
de coldgeno exposta na base de camadas hibridas formadas quando da utilizagdao de
etanol associado a clorexidina em comparacdo a associacdo desse agente a dgua
(dados ndo publicados). Tem sido demonstrado, entretanto, que o etanol promove
contracdo no diametro das fibrilas de coldgeno maior que a contragdo total do volume
da matriz dentindria, ampliando os espacgos interfibrilares e otimizando a penetracdo
dos mondmeros hidréfobos* 1, proporcionando melhor selamento resinoso,
reduzindo a permeabilidade e assim aumentando a resisténcia a degradacdo da unido
resina-dentina.

Segundo os resultados do presente estudo in vitro, a associacdo de clorexidina
a um excipiente alcodlico demonstrou ser promissora na desaceleracao da
deterioracdo de unides produzidas entre a dentina afetada por cdrie e sistemas
adesivos  convencionais  simplificados, sinalizando positivamente para 0
desenvolvimento de outros trabalhos in vitro e, principalmente, in vivo. Os dados

obtidos também sdo encorajadores do ponto de vista de resisténcia de unido imediata



ao tecido dentindrio alterado pelo processo carioso. Estudos tem demonstrado que a
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adesdo a dentina afetada por cdrie ¢ inferior aquela obtida a dentina ndo cariada.”****
Pelo menos para o sistema Excite, o qual apresenta etanol como solvente, houve um

aumento significante nos valores de RU imediata quando a dentina foi previamente

impregnada pela solucao alcodlica de clorexidina.

CONCLUSAO

Assim como a solucdo aquosa, a solug¢do alcodlica de clorexidina a 1% nio
interferiu negativamente na resisténcia de unido imediata dos sistemas adesivos a
dentina afetada por cdrie e tornou as unides produzidas menos susceptiveis a

degradacao.
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Tabela 1. Nome comercial, fabricante e principais componentes dos materiais utilizados

no estudo.



Nome comercial (fabricante)

Principais componentes

Single Bond 2
(3M ESPE, St. Paul, MN, EUA)

Prime & Bond NT
(Dentsply, Milford, DE, EUA)

Excite
(Ivoclar-Vivadent, Schaan

Liechtenstein)

Filtek Z250
(3M ESPE, St. Paul, MN, EUA)

Etchant
(Ultradent Products INC, South
Jordan, Utah, EUA)

Clorexidina aquosa 1%

(manipulada)

Clorexidina alcodlica 1%

(manipulada)

Bis-GMA, HEMA, diuretano dimetacrilato,
copolimero do 4cido polialcendico,
canforoquinona, dgua, etanol e glicerol 1.3
dimetacrilato, 10% em peso de nanoparticulas
de silica
Resinas de di e trimetacrilato, silica coloidal,

PENTA, fotoiniciadores, estabilizantes,

hidrofluoreto de cetilamina, acetona

HEMA, acrilato do acido fosfinico,
dimetacrilatos, diéxido de silicio altamente

disperso, iniciadores e estabilizadores, etanol

Resinas Bis-GMA, UDMA, Bis-EMA,

zircOnia, silica

Acido fosférico 35%

P6: diacetato de clorexidina
Liquido: 4gua deionizada

(0,25 g/25 mL)

P6: diacetato de clorexidina
Liquido: etanol anidro

(0,19 g/25 mL)

Abreviaturas. Bis-GMA: bisfenol-glicidil-dimetacrilato; HEMA: hidroxietil metacrilato; PENTA: dipentaeretritol-pentacrilato éster

fosfato; UDMA: uretana dimetacrilato; Bis-EMA: bisfenol-etil-dimetacrilato.

Tabela 2. Resisténcia de unido (MPa) imediata (24 horas) e apds 6 meses, a dentina afetada

por cdrie impregnada por diferentes solucdes apos o condicionamento 4cido.



Sistema Tratamento da Periodo de envelhecimento 9% Reducio

adesivo dentina 24 horas 6 meses RU
Agua 19,4+4,9" AB a 12,6+4,8 b 35,0
Prime&Bond  Etanol 20,1+7,3 AB a 21,948,7 a -8,9
NT Agua + CLX' 16,3+43Ba 16,1+4,1 a 1,2
Etanol + CLX 25,773 Aa 22,0495 a 14,4
Agua 17,7445 A a 11,1#4,6 b 37,3
Etanol 16,2+3,8 A a 14,4+5.2 a 11,1

Single Bond .
Agua + CLX* 14,7¢45 A a 13,745,3 a 6,8
Etanol + CLX 20,8+6,9 A a 19,0+4,3 a 8,6
Agua 20,6+9,1 Ba 16,943,4 a 17,9
Etanol 25,1+6,3 AB a 25,0+8,8 a 0,4

Excite ,
Agua + CLX* 21,4+47 B a 18,742,4 a 12,6
Etanol + CLX 349+7,1 Aa 30,9+5,3 a 11,5

" Clorexidina 1%; " valores sdo médiatdesvio-padrio, n=6 (unidade experimental = dente)

A . . s . . ~ . .
? Para cada sistema adesivo, letras mindsculas permitem comparagdes nas linhas, enquanto que letras maidsculas

permitem comparacdes nas colunas. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05).

Tabela 3. Distribuic@o dos tipos de fraturas em fun¢do do tratamento da dentina e do periodo

de envelhecimento.



Periodo de envelhecimento

Sistema  Tratamento da
Adesivo dentina 24 horas D/P** 6 meses F/P
¢ A=38 (95%)***; CR=1 (2,5%); _
Agua CD=1 (2.5%) 6/40 A=34 (100%) 6/34
H
Z. A=62 (92,5%); CR =1 (1,5%); _
= Etanol CD=1 (1.5%): M=3 (4.5%) 6/67 A=50 (100%) 6/50
)
m
] p " A=42 (93,4%); CD=2 (4,4%); _
g Agua + CLX M=1 (2.2%) 6/45 A=24 (100%) 6/24
=
[
A=49 (89,1%); CR=4 (7,3%); A=40 (95,2%); CR=1 (2,4%);
Etanol + CLX CD=2 (3.6%) 6/55 CD=1 (2.4%) 6/42
Agua A=43 (100%) 6/43 A=26 (100%) 6/26
- Etanol A=50 (98,0%); M=1 (2,0%) 6/51 A=16 (100%) 6/16
b=
)
2] p A=34 (91,9%); CD=1 (2,7%); _ N
%)0 Agua + CLX M=2 (5.4%) 6/37 A=30 (96,8%); M=1 (3,2%) 6/31
=
n
A=43 (93,4%); CR=1 (2,2%); _
Etanol + CLX CD=1 (2.2%): M=1 (2.2%) 6/46 A=32 (100%) 6/32
p A=40 (88,9%); CR=3 (6,7%); _ N
Agua CD=1 (2.2%): M=1 (2.2%) 6/45 A=35 (94,6%); M=2 (5,4%) 6/37
A=59 (92,1%); CD=4 (6,3%); A=61 (92,5%); CR=2 (3,0%);
5 Etanol M=1 (1.6%) 6/64 CD=3 (4.5%) 6/66
% ¢ A=39 (90,7%); CR=2 (4,7%); _ . _
8a} Agua + CLX CD=1 (2.3%): M=1 (2.3%) 6/43 A=39 (95,1%); CD=2 (4,9%) 6/41
Etanol + CLX A=51 (82,3%); CR=10 (16,1%); 6/62 A=48 (90,5%); CR=3 (5,7%); 6/53

CD=1 (1,6%)

M=2 (3,8%)

grupo Tipo de fratura: A=adesiva; M=mista; CR=coesiva de resina; CD=coesiva de dentina

*Clorexidina 1%; **nimero de dentes/palitos por grupo; ***freqii€ncia absoluta/porcentagem em rela¢do ao nimero de espécimes do






CONSIDERACOES FINAIS

Os sistemas adesivos contemporaneos tem apresentado resultados imediatos
satisfatdrios, especialmente quanto a retencdo a dentina, suportando as tensdes
geradas pela contracdo de polimerizacdo da resina restauradora®. Entretanto, a
estabilidade longitudinal dessas interfaces ainda representa um desafio a
funcionalidade mecénica e biolégica das restaura¢des adesivas®.

Na tentativa de preservar a integridade da camada hibrida tem sido
incorporada a aplicagdo de clorexidina nos procedimentos adesivos, protocolo este

proposto pela primeira vez por Pashley et al.*’

(2004), uma vez que ja existe
evidéncia cientifica que essa substdncia apresenta potencial de inibicdo de
metaloproteinases (MMPs)**, enzimas presentes na propria dentina (MMPs), as quais
sdo liberadas e ativadas durante os procedimentos adesivos®~ . Essas hidrolases
atuam sobre as fibrilas de coldgeno expostas nas interfaces, quer seja pela infiltracdo

. . . . 2
incompleta da dentina desmineralizada 05557

ou pela eluicdo, em longo prazo, do
. . 25 ~ . 1.6,13,1428 .
conteddo resinoso”, resultando na degradacdao da camada hibrida . Exposi¢ao
de fibrilas de coldgeno devido a infiltracdo incompleta da dentina desmineralizada
pelo 4cido fosférico foi demonstrada no segundo estudo, sendo que na dentina afetada
por cdrie essa exposi¢do foi significantemente maior. Nesse sentido, os trabalhos tem
demonstrado que a clorexidina ndo interfere negativamente nos valores de resisténcia

de unido imediata, podendo até mesmo melhorar o desempenho adesivo e favorecer a

estabilidade do componente organico da dentina, oferecendo seguranca para que esse



13,44
61344 Rete

procedimento possa ser efetivamente considerado na prética clinica
beneficio frente a degradacdo foi ratificado pelos resultados do terceiro estudo
quando da utilizac@o da clorexidina em solu¢cdo aquosa ou alcodlica, a despeito do
fato dessas solucdes ndo terem sido capazes de melhorar a umectabilidade da
superficie da dentina desmineralizada (estudo 1), ou mesmo a infiltragcio monomérica
da rede de coldgeno exposta (estudo 2).

Ainda na tentativa de promover a longevidade da unido adesiva, a técnica
umida com etanol (ethanol-wet bonding) foi desenvolvida para os sistemas adesivos
convencionais’®. Nessa técnica, como resultado da desidratacdo da matriz de dentina
desmineralizada pelo etanol, hd um encolhimento das fibrilas de coldgeno acarretando
em aumento dos espacgos interfibrilares e reducdo do grau de hidrofilia da matriz®’.
Isto pdde ser confirmado no estudo de Tay et al.>’ (2007), no qual foi demonstrado
alta resisténcia de unido com o uso de BisGMA, um mondmero insolivel em 4gua.

.. . 11,293349-
Adicionalmente, outros estudos tem demonstrado resultados favoraveis =77

50.53.59
A somatoria desses efeitos benéficos, tanto da clorexidina como do etanol, foi
avaliada pelo presente trabalho, em dentina higida e também em dentina afetada por
carie, pois embora a maioria dos estudos relacionados a adesdo ao substrato
dentindrio seja realizado sobre uma superficie higida, na prética clinica o substrato
mais prevalente para adesdo é a dentina acometida pelo processo carioso®.
No primeiro estudo foi avaliado se a clorexidina associada a 4gua ou ao etanol

interferiria na umectabilidade da dentina e foi demonstrado, por meio da medida dos



angulos de contato, que a umectabilidade da dentina afetada por céarie foi, para todas
as solucdes investigadas, sempre maior do que da dentina higida. Também foi
demonstrado que a remoc¢do da smear layer pelo &acido fosférico favoreceu a
umectabilidade de ambos os substratos, corroborando com outros trabalhos da
. 2464761 pa . P . 1

literatura . Pdde ser concluido que a aplicacdo da solugc@o aquosa ou alcodlica
de clorexidina 1%, bem como das técnicas adesivas com &agua e etanol, ndo
exerceram influéncia sobre a umectabilidade da dentina condicionada. Portanto,

1.°' (1994), a clorexidina ndo influenciou

contrariamente ao sugerido por Perdigio et a
na capacidade de molhamento da dentina pelo sistema adesivo Single Bond 2. Isso
pdde ser, indiretamente, observado no segundo estudo, uma vez que a utilizagdo das
mesmas solucdes de clorexidina ndo impediram que fibrilas de coldgeno
permanecessem expostas na base da camada hibrida, formando zonas tdo espessas
quanto as observadas para o grupo controle, onde apenas dgua foi utilizada como
solucdo de impregnacdo da dentina. Curiosamente, quando foi utilizada para a mesma
finalidade 100% etanol, houve um aumento na espessura da zona de coldgeno
exposto, tanto para a dentina higida como para a dentina afetada por cérie.

Uma vez demonstrado nos estudos 1 e 2 que as solugdes de clorexidina, em
excipiente aquoso e alcodlico, ndo interferiram na umectabilidade da dentina e na
infiltragdo monomérica, avaliada indiretamente por meio da quantificacdo da zona de
coldgeno exposto na base das camadas hibridas, no terceiro estudo foi investigada a

influéncia dessas solugcdes na resisténcia imediata e em longo prazo de interfaces

produzidas por sistemas adesivos (Prime&Bond NT, Single Bond 2 e Excite)



contendo diferentes solventes organicos, com a dentina afetada por cdrie. Os
resultados demonstraram que a utilizagdo de clorexidina em excipiente aquoso
desacelerou a degradacdo das interfaces produzidas, como ja demonstrado em estudos
prévios®'***4> Reducido da porcentagem de perda da resisténcia de unido também foi
observada quando da utilizacdo da solucdo alcodlica de clorexidina. Entretanto, ndo
existem estudos na literatura utilizando como substrato a dentina afetada por cérie,
que permitam a comparagcdo dos resultados obtidos neste ultimo experimento. Foi
observado, porém, que a utilizacio de clorexidina em etanol ndo interferiu
negativamente nos valores de resisténcia de unido imediata, e assim como a solucio
aquosa, a solucdo alcodlica de clorexidina também desacelerou o processo de
degradacdo da interface adesiva.

Recentemente, novas substincias tem sido estudadas visando melhorar a
longevidade da unido resina-dentina, sendo que uma das técnicas busca atuar
diretamente na fibrila de coldgeno. Na formagdo da fibrila de coldgeno ocorre a
unido, interna e externa, das moléculas de coldgeno por meio de ligagcdes cruzadas
(cross-links) e essas promovem estabilidade e resisténcia estrutural as fibrilas'®%.
Assim, algumas subtancias (denominadas de cross-linkers) tais como o glutaraldeido
(GD), a proantocianidina (PA) e a carbodiimida (hidroclorito de carbodiimida ou
EDC)"**, tem sido incorporadas durante os procedimentos adesivos visando
aumentar o ndmero de cross-links’*, e como resultado melhorar as propriedades

mecanicas e a resisténcia a degradacdo hidrolitica e enzimdtica das fibrilas de

cola’lgeno5 .



Uma outra técnica desenvolvida foi a técnica da remineralizagdo biomimética
da unido resina-dentina®®. Essa técnica incorpora andlogos biomiméticos que guiam a
deposicdo gradual de cristais de hidroxiapatita intra e interfibrilar, preenchendo os
espacos deixados devido a incompleta infiltracdo dos mondmeros resinosos, de tal
forma que a dgua desses compartimentos (intra e interfibrilares) € substituida pelos
minerais™’.

Assim, a tarefa de produzir unides efetivas e estdveis entre materiais
poliméricos e um substrato heterogéneo e intrinsecamente imido como a dentina,
vem desafiando a ciéncia. Os estudos desenvolvidos no presente trabalho contribuem
no sentido de demonstrar que € possivel utilizar a clorexidina associada ao etanol,
assim como a agua, para obter interfaces mais resistentes aos fendmenos de
degradagdo, os quais podem culminar com a faléncia bioldgica e funcional dessas
interfaces. Entretanto, os trabalhos demonstraram ndo haver sinergismo entre os
beneficios demonstrados na literatura para a clorexidina e para a técnica imida com
etanol. Obviamente, estudos clinicos ainda devem ser desenvolvidos para ratificar os
resultados obtidos neste trabalho, e garantir a seguranca de utilizagcdo de novos

protocolos adesivos.
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Figura 1.1. Protocolo de cdrie artificial realizado nos trés experimentos. (a) Dentes imersos em solugdo cariogénica
contendo S. Mutans; (b) superficie de dentina coberta por biofilme; (c) aspecto da dentina higida comparada a dentina

cariada apds a conclusdo do protocolo de indu¢@o de cdrie artificial por 14 dias.

Figura 1.2. Passos realizados nos trés experimentos. Remocdo da dentina infectada com lixa de carbeto de silicio

(granulagdo 320); (b) cureta foi usada para confirmar a textura da dentina; (c) aspecto da superficie de dentina apds a

remoc¢do dentina infectada.

Figura 1.3. Procedimentos adesivos realizados nos trés experimentos. (a) Aplicacdo do dcido fosférico recobrindo toda a
superficie exposta de dentina, durantes por 15 segundos; (b) secagem da superficie com papel absorvente apds lavagem do
acido fosforico; (c) aplicacao de 20 pL da solugdo de impregnagdo da dentina (4gua ou etanol ou clorexidina aquosa a 1%

ou clorexidina alcodlica a 1%), mantida passivamente por 60 segundos.



Figura 1.4 Procedimentos realizados somente no experimento trés. (a) Aplicacdo do sistema adesivo, segundo a

recomendacdo do fabricante. Observar o aspecto brilhante e homogéneo; (b) aspecto final da coroa reconstruida em resina
z 2 ~ 2 . ~ . Al

composta; (c) espécimes com drea de seccdo transversal de 0,81 mm~ para a realizacdo do ensaio mecanico de

microtracao.



Figura 2.1- Tlustragdo do angulo de contato (0). Quando a gota estd em equilibrio 0 ¢ dado cos 6 =
(ySV - ySL)/ yLV, onde YLV, ySV e ySL sdo as tensdes superficiais nas interfaces liquido/vapor,

solido/vapor e soélido/liquido, respectivamente.

Alta molhabilidade Molhamento parcial Nio hd molhamento

0=0° O<b<m 0=m

Figura 2.2 - Interagdes gota-superficie. (a) alta molhabilidade com angulo de contato nulo; (b)

molhamento parcial com angulo de contato diferente de zero; e (c) auséncia de molhamento.

Figura 2.3. Gonidmetro Ramé-Hart 200-F1
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