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RESUMO



Sanabe ME. Efeito da inibi¢do de metaloproteinases da matriz dentinaria na producdo e
estabilidade mecanica da unido resina-dentina afetada por cérie [Tese de Doutorado]

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2009.

RESUMO

Objetivo: O objetivo geral deste trabalho, dividido em trés estudos, foi avaliar
in vitro o efeito da aplicacdo da clorexidina na morfologia, resisténcia de unido imediata
e em longo prazo da unido resina-dentina higida e dentina afetada por carie produzida
por sistemas adesivos convencionais e autocondicionantes. Materiais e Métodos: No
estudo 1, espécimes obtidos de interfaces produzidas pelo sistema adesivo Adper Single
Bond 2 com a dentina higida e a dentina afetada por carie foram armazenados por 24
horas em 4gua, 6 meses em 4agua, clorexidina a 0,12% ou oOleo mineral e
subseqlientemente preparados para a avaliagdo do coldgeno exposto na interface
(coloragdo de Tricromico de Goldner). Aos dados foram aplicados os testes de ANOVA
e Tukey. No estudo 2, sobre a dentina higida (n=24) ou artificialmente afetada por carie
(n=24), foram aplicados os sistemas adesivos Adper Scotchbond MP, Adper Single
Bond 2, Clearfil SE Bond ou Adper Prompt L-Pop, na presenga ou auséncia de
clorexidina. Espécimes para o ensaio mecéanico de microtragdo foram produzidos (0,81
mm?) e os valores de resisténcia de unido foram confrontados pelos testes de ANOVA e
Tukey, para cada sistema adesivo. No estudo 3, 48 dentes foram artificialmente cariados
e divididos segundo os mesmos sistemas adesivos utilizados no estudo 2 e aplicacdo ou
ndo da clorexidina. Os espécimes produzidos (0,81 mm?) foram armazenados em 4gua
por 24 horas ou 6 meses sendo em seguida submetidos ao ensaio mecanico de

microtragdo. Os dados obtidos foram analisados pelos testes de ANOVA e Tukey. Para



todos os estudos, os testes estatisticos foram considerados ao nivel pré-estabelecido de
significancia de 5%. Resultados: Nao houve diferenga estatistica para as medidas de
colageno exposto dos grupos higidos e cariados; entretanto foi detectada maior
exposicdo do coldgeno no grupo armazenado em agua. Os grupos armazenados em
clorexidina e em Oleo mineral foram estatisticamente ndo diferentes ao controle. Os
valores de resisténcia de unido da dentina afetada por carie foram estatisticamente
inferiores na auséncia de clorexidina do que os da dentina higida. Porém, na presenca
desse agente, valores similares foram obtidos entre a dentina higida e a dentina afetada
por carie para todos os sistemas adesivos. Apds 6 meses de armazenagem em agua,
degradacdo significante foi observada apenas para os sistemas Scotchbond MP, Single
Bond 2 e Prompt na auséncia de clorexidina. Quando esse agente foi aplicado, valores
de RU obtidos apds 6 meses ndo diferiram dos observados apds 24 horas para os
sistemas convencionais. Conclusdo: Fibrilas de colageno permanecem expostas na
unido resina-dentina higida e dentina afetada por cérie. A utilizagdo de clorexidina ndo
interfere na RU imediata de sistemas adesivos convencionais e autocondicionantes a
dentina higida e favorece a mesma quando aplicados a dentina afetada por cérie.
Degradagdo da unido resina-dentina afetada pro cérie ocorre com menor intensidade

quando a clorexidina ¢ incorporada aos protocolos de adesao.

Palavras chaves: Carie dentéria; dentina; adesivos dentindrios; coldgeno; clorexidina;

longevidade



ABSTRACT



Effect of a matrix metalloproteinase inhibitor on the production and stability of resin-
caries affected dentin bonds [Tese de Doutorado] Faculdade de Odontologia da UNESP;

2009.

ABSTRACT

Objective: The overall purpose of this work, divided into three studies, was to evaluate
the in vitro effect of chlorhexidine application on the morphology, immediate and long-
term bond strength of resin-noncarious dentin and resin-caries affected dentin bonds
produced by etch-and-rinse and self-etching adhesive systems. Materials and
Methods: In the first study, specimens obtained from bonds produced by Single Bond 2
applied on noncarious and caries-affected dentin were stored for 24 h in water, 6 m in
water, in 0.12 chlorexidine or mineral oil. Subsequently, they were prepared for
collagen identification within the bonds (Goldner’s Trichrome stain). Data were
submitted to ANOVA and Tukey tests. In the second study, Scotchbond MP, Single
Bond 2, Clearfil SE Bond and Prompt were applied on noncarious (n=24) or caries-
affected dentin (n=24) with or without chlorhexidine. Specimens were produced (0.81
mm?) and microtensile tested. The data for each adhesive system were submitted to
ANOVA e Tukey tests. For the third study, 48 artificially decayed teeth were divided
according to the same adhesive system used in study 2 and the use or not of
chlorhexidine. The produced specimens (0.81 mm?) were stored in water for 24 h or 6 m
before being stressed to failure. Data were analyzed by ANOVA and Tukey tests. For
all the studies, the statistical tests were considered at the preset level of significance of
5%. Results: No statistical significant difference was seen between the width of the

exposed collagen zone in bonds produced on noncarious and carious dentin. However,



thicker zones were observed after 6 m of water storage for both substrates. Specimens
stored in 0.12 chlorhexidine and mineral oil did not differ from those stored in water for
24 h (control). Bond strengths produced on caries-affected dentin were significantly
lower than those produced on noncarious dentin when chloherxidine was not used.
Conversely, when this agent was applied comparable bond strengths were produced in
both substrates for all the adhesive systems. After 6 m of aging in water, significantly
lower bond strengths were observed for Scotchbond MP, Single Bond 2 and Prompt in
the absence of chlorhexidine. In the presence of this agent, bond strengths recorded for
the etch-and-rinse adhesive systems did not differ from those observed after 24 h
(control). Conclusion: Collagen fibrils remain exposed in bonds produced on
noncarious and caries-affected dentin. The use of chlorhexidine does not interfere with
the immediate bond strengths to noncarious dentin and seems to improve that property
to caries-affected dentin. Degradation of bonds produced on caries-affected dentin is

decelerated in the presence of chlorhexidine.

Keywords: Dental caries; dentin; dentin bonding agents; collagen; chlorhexidine;

longevity
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INTRODUCAO GERAL

Embora os testes de adesdo sejam, em sua maioria, realizados em dentina higida,
a condi¢do clinica mais relevante desse substrato ¢ a superficie resultante apds a
remocdo da lesdo de carie (Kimochi et al.”', 1999; Nakajima et al. *’, 1995; Yoshiyama
et al. ¥, 2000). Devido a fendmenos quimicos e fisiologicos que ocorrem durante a
evolugdo do processo carioso, a zona intertubular da dentina afetada por carie apresenta
menor conteido mineral ** (Nakajima et al. 2.1999; Yoshiyama et al. 472000; Zheng et
al. ¥, 2003; Wang et al. *, 2007), enquanto cristais resistentes & dissolugdo 4cida
resultantes da recristalizagdo da apatita dissolvida (Ogawa et al. >*, 1983), como os de
fosfato tricalcico (Wang et al. *, 2007), sio depositados no interior dos tibulos
dentinarios, reduzindo a permeabilidade desse tecido (Tagami et al. **, 1992). Se por um
lado essa obstrugdo tubular representa um mecanismo de defesa contra a invasdo
bacteriana, por outro, também limita a penetracdo de mondmeros resinosos e a formacao
dos tags de resina (Yoshiyama et al. 47.2000). Essas estruturas, conjuntamente com a
camada hibrida, ou seja, a rede de fibrilas de coldgeno exposta pela acdo de
componentes 4cidos (Nakabayashi et al. ** 1982) infiltrada por mondmeros
polimerizados in situ, constituem as principais e mais efetivas formas de adesdo das
resinas a dentina (Pashley, Carvalho30, 1997; Van Meerbeek et al. 42, 2003).

Consequentemente, as alteracdes fisico-quimicas e morfologicas observadas na
dentina afetada por carie influenciam diretamente no desempenho de materiais adesivos
sobre ela aplicados (Nakajima et al. %’, 1995; Nakajima et al. *°, 1999;Yoshiyama et al.
¥ 2002) resultando na inferioridade da resisténcia de unido quando comparada a

observada em dentina higida (Arrais et al. %, 2004; Kimochi et al. *', 1999; Nakajima et



al.?”’ ,1995; Nakajima et al.26, 1999; Nakajima et al.27, 1999; Xie et al. 45, 1996; Pereira
et al. %, 2006; Erhardt et al. '2, 2008).

Durante os procedimentos adesivos, a desmineralizagdo superficial da dentina ¢
essencial para a formagdo da camada hibrida. Entretanto, a profundidade de
desmineraliza¢do da dentina resultante da aplicacdo de substancias acidas, geralmente
excede a capacidade de infiltragdo dos mondmeros resinosos, resultando na formagio de
uma zona de dentina desmineralizada desprovida de protecdo na base da camada hibrida
(Nakabayashi et al.** 1998; Hashimoto et al.'’, 2000; Spencer, Wang38, 2002; Wang,
Spencer®, 2003; Wang et al. **, 2007). Essa zona é observada tanto para sistemas
convencionais (Spencer, Wang’®, 2002; Wang, Spencer*’, 2003) como para sistemas
autocondicionantes (Sano et al.’’., 1995; Oliveira et al.’, 2004; Carvalho et al.®, 2005).
Devido ao aumento de porosidades e menor conteido mineral observado na dentina
intertubular afetada por cérie quando comparada a dentina sadia, a difusdo do agente
acido ¢ maior, a0 mesmo tempo em que sua neutralizag@o pelos minerais dissolvidos da

dentina ¢ desfavorecida (Wang et al.*!

,2007). Desta forma, camadas hibridas mais
imperfeitas, contendo um maior numero de defeitos intrinsecos sd@o formadas com a
dentina alterada pelo processo carioso (Yoshiyama et al. 47, 2000; Pereira et al. 3 2, 2006;
Haj-Ali et al. 15, 2006; Wang et al. 44, 2007; Erhardt et al.!? , 2008).

Os mecanismos de degradacdo da interface adesiva envolvem a deterioracdo
tanto dos constituintes poliméricos como das fibrilas de coldgeno desprovidas de
prote¢do, presentes na unido resina-dentina. Essas s3o susceptiveis a hidrolise e
degradacdo enzimatica via endopeptidases presentes no proprio substrato dentindrio e

liberadas durante sua dissolucdo (metaloproteinases da matriz, MMPs) (Pashley et al. *',

2004), ou via colagenases produzidas por microrganismos participantes do processo



1. *, 1998). Além disso, a presenca dessa zona de fibrilas de

carioso (Tjdderhane et a
colageno expostas favorece a nanoinfiltracdo (Sano et al. *, 1995), a qual permite o
ingresso constante de fluidos diversos, produtos do metabolismo bacteriano, ¢ MMPs
provenientes da saliva. Em conjunto, todos esses fatores culminam com a degradacdo
hidrolitica e enzimatica das fibrilas de colageno expostas na interface de unido, apesar
dos mecanismos precisos de ativagio das MMPs ainda nf3o estarem totalmente
esclarecidos (Tjiderhane et al.*!, 1998).

Metaloproteinases representam um conjunto de 23 endopeptidases zinco e calcio
dependentes que apresentam capacidade de degradagdo de componentes da matriz
extracelular. Na dentina, sd3o encontradas as MMP-2 (gelatinase-A), MMP-8
(colagenase-2), MMP-9 (gelatinase-B), MMP-14 ¢ MMP-20 (enamelisina) (Tjdderhane
et al.*', 1998; Martin-De Las Heras et al. >, 2000). Tem sido demonstrado que solugdes
de clorexidina tém a capacidade de inibir completamente a atividade de MMP-2 e
MMP-9, mesmo em concentragdes tdo pequenas quanto 0,03% (Gendron et al. '*, 1999).
Recentemente, estudos in vitro (Brackett et al.3, 2007; Carrilho et al. 6, 2007; Campos et
a1.4, 2009) e in vivo (Hebling et al.lg, 2005; Carrilho et al.’, 2007) tém demonstrado
bons resultados na inibi¢do da degradacdo sub-clinica de camadas hibridas quando da
aplicacdo de solugdes de clorexidina (2%) sobre a dentina condicionada com &cido
fosférico e previamente a utilizagdo de um sistema adesivo convencional
monocomponente. Também tem sido demonstrado que a aplicacdo de solugdes de
clorexidina sobre a dentina condicionada ndo influencia negativamente a resisténcia de
unido imediata de sistemas adesivos a este substrato (Castro et a1.9, 2003; Carrilho et
al.6, 2007; Brackett et al.3, 2007; Ricci et a1.36, 2008). Consequentemente, a aplicagcdo

de clorexidina apos o condicionamento 4acido da dentina e previamente a aplica¢do de



sistemas adesivos tem, além da atuacdo como procedimento antimicrobiano, mais uma
funcdo importante que seria a prevengdo ou desaceleracdo da degradacdo das fibrilas de
colageno expostas na base da camada hibrida, resultando em interfaces adesivas mais
estiveis em longo prazo. Entretanto, apenas um trabalho in vivo (Hebling et al.'®, 2005)
e um in vitro (Erhardt et al.'?, 2008) utilizaram como substrato para adesdo a dentina
afetada por carie, enquanto outro (Campos et al.*, 2009) investigou os beneficios da
clorexidina na desaceleragdo da deterioracdo de interfaces adesivas produzidas com

sistema adesivo autocondicionante.
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PROPOSICAO GERAL

A proposicdo geral desta pesquisa foi avaliar o efeito da inibigdo de
metaloproteinases da matriz dentinaria (MMPs) pela clorexidina na produgdo e
estabilidade mecanica de interfaces entre a dentina afetada por cérie e sistemas adesivos

convencionais e autocondicionantes.

PROPOSICAO ESPECIFICA

Capitulo 1: Identificacio do coldgeno exposto na unido resina-dentina higida e afetada

por carie apos envelhecimento

Identificar, em longo prazo, a zona de coldgeno exposta na base da unido resina-
dentina higida ou afetada por carie, produzidas com e sem a utiliza¢@o de um inibidor de

metaloproteinases da matriz dentinaria.

Capitulo 2: Efeito da clorexidina na resisténcia de unido de sistemas adesivos a dentina

higida e afetada por cérie.

Avaliar a influéncia da aplicagdo de uma solucgdo de clorexidina no desempenho
adesivo imediato da unifo resina-dentina higida ou afetada por cérie apds utilizacdo de

sistemas adesivos convencionais € autocondicionantes.

Capitulo 3: Degradacdo da unifio resina-dentina afetada por cérie produzida na

presenca de clorexidina

Avaliar a acdo da clorexidina como inibidor de MMPs na degradagao
(estabilidade mecanica) da unido resina-dentina afetada por carie apds a utilizagdo de

sistemas adesivos convencionais € autocondicionantes.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi identificar a presenga de colageno na unido resina-
dentina higida e afetada por carie apds envelhecimento, na presenga ou auséncia de
clorexidina. Superficies planas de dentina foram produzidas em dezesseis molares
higidos, dos quais oito foram submetidos ao processo microbiologico de indugdo a
carie. Apds a remogdo do tecido cariado ou sobre a dentina higida foi aplicado o sistema
Single Bond 2. Espécimes de dentina (n=6) foram produzidos ¢ armazenados por 24 h
em agua, 6 meses em agua, clorexidina a 0,12% ou 6leo mineral. Em seguida, os
espécimes foram preparados para a produgdo de cortes histoldgicos corados com
Tricromico de Goldner. A zona de coldgeno exposta na base da camada hibrida foi
quantificada em microscopio Optico e os dados submetidos aos testes estatisticos de
ANOVA a dois critérios fixos e Tukey (0=0,05). Nao foi encontrada diferenca
estatistica para nenhuma das condi¢des de armazenagem entre a dentina higida e afetada
por carie. Para ambos os substratos, exposi¢do significantemente maior de coldgeno foi
observada apds 6 meses de armazenagem em 4dgua. A armazenagem em solucdo de
clorexidina resultou em exposi¢do de colageno intermedidria entre os grupos controle e
de envelhecimento por 6 meses em agua, enquanto que para a armazenagem em o6leo
ndo foi observado aumento da zona de colageno exposto. Foi concluido que o
envelhecimento em solugcdo aquosa resultou em degradacdo da unido resina-dentina,
identificada pelo aumento da zona de coldgeno exposta na base da camada hibrida.
Entretanto, na presen¢a de clorexidina, os efeitos da degradacdo sobre a exposicdo de

colageno foram reduzidos.

Palavras-chaves: carie dentaria, dentina, adesivos dentindrios, colageno, clorexidina,

longevidade.



INTRODUCAO

A producdo de uma unido resina-dentina estavel longitudinalmente ainda ¢ um
desafio a ser superado. A degradacdo dos componentes dessa unido ocorre pela agdo
conjunta da agua e de enzimas proteoliticas provenientes do proprio substrato dentinario

4,6,16,23 r I . 32

(MMPs), ou de fontes exdgenas como bactérias e saliva.” Ambas as formas de
degradagdo hidrolitica e enzimatica sdo indesejaveis e culminam com a faléncia da
funcionalidade da unido.

Fibrilas de coldgeno permanecem expostas apds o estabelecimento da unido
resina-dentina devido a incompleta infiltracio da dentina desmineralizada pelos
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mondmeros resinosos. Isso ocorre como resultado conjunto de uma série de fatores
tais como a redugdo gradual dos espagos interfibrilares no sentido da dentina
mineralizada, o alto peso molecular e baixa hidrofilia de alguns mondmeros resinosos

10,29 : - 3l
“” e o gradiente de umidade da dentina,” o que

presentes nos adesivos dentindrios
permite a ocorréncia da separacio de fases.”® Além destes fatores imediatos, fibrilas de
coldgeno podem ser expostas devido a degradacdo hidrolitica, em longo prazo, do
componente polimérico” e lixiviagdo dos mondémeros residuais e polimeros de baixo
peso molecular.

Inibidores da atividade das MMPs sobre as fibrilas de colageno expostas na
unido resina-dentina tém sido investigados como coadjuvantes no processo de
adesdo. *011163 Egges agentes, entre eles a clorexidina, mimetizam a acéo de inibidores
teciduais naturais (TIMPs) preservando a integridade do coldgeno na presenca dessas
enzimas proteoliticas™ e desacelerando a degradacio das camadas hibridas.®'®

Maior exposi¢cdo de coldgeno na base da camada hibrida tem sido demonstrada

para as interfaces produzidas sobre dentina afetada por carie.’* Isso ocorre devido a



menor mineralizacdo da dentina intertubular na dentina afetada por cérie, o que favorece
a difusdo do agente 4cido e, consequentemente, uma desmineralizacio mais
profunda."*** Como resultado, menores valores de resisténcia de unido sdo produzidos
com a dentina afetada por carie quando comparados aos produzidos em dentina
higida,1%1720-2225.38
Uma das técnicas para detecgdo de fibrilas de colageno expostas na unifio resina-
dentina ¢é a colorag@o pelo Tricromico de Goldner, utilizada com essa finalidade pela
primeira vez por Spencer et al.”’. Em seu trabalho pioneiro, seguido de varios outros
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que validaram a técnica,

esses autores demonstraram que fibrilas de
coldgeno ndo completamente envolvidas por adesivo estavam disponiveis para reagir
com o corante e podiam ser facilmente identificadas nas ldminas por sua coloragdo
vermelha. Entretanto, apenas um estudo desenvolvido por Haj-Ali et al."* utilizou essa
técnica para andlise de interfaces produzidas com a dentina afetada por cérie, enquanto
nenhum estudo foi encontrado sobre a degradacdo de interfaces adesivas utilizando essa
coloracdo.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi identificar, por meio da coloragdo do
Tricromico de Goldner, a presenca de colageno exposto na unido adesiva produzida
com a dentina higida e afetada por carie apds 6 meses de armazenagem em dagua,
solucdo de clorexidina e 6leo mineral. As hipdteses nulas testadas foram que (1) o tipo

de substrato (higido ou cariado), assim como, (2) a solu¢do de armazenagem ndo

interferem na presenca de coldgeno exposto na unido resina-dentina.



MATERIAIS E METODOS

Dezesseis terceiros molares humanos higidos foram coletados para este estudo
apds a obtencdo do termo de consentimento livre e esclarecido assinado, o qual foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia de
Araraquara — UNESP (Protocolo n°. 26/07). Foram incluidos no estudo apenas dentes
higidos que apresentavam coroas sem areas hipoplasicas. Os dentes, apds a remogdo dos
restos teciduais e profilaxia com pedra pomes em agua, foram armazenados em solugdo
de timol a 0,2% sob refrigeragdo (4°C) e utilizados dentro de trés meses apds sua

obtengao.

Superficies planas em dentina foram produzidas apds a remoc¢do da metade
oclusal da coroa por meio de um corte transversal realizado com auxilio de cortadeira
metalografica (ISOMET 1000, Buehler Ltd., Lake Bluf, IL, EUA) equipada com disco
diamantado (n.11-4254, Buehler Ltd., Lake Bluf, IL, EUA), sob lubrificacdo constante
(300 rpm e 200gf). As superficies foram inspecionadas em lupa estereoscopica (Modelo
SZX7, Olympus, Sao Paulo, Brasil) com 30 vezes de aumento para confirmar a auséncia

de remanescentes de esmalte.

Inducdo Artificial da Lesdo de Cérie

Oito dentes dos dezesseis inicialmente selecionados tiveram suas raizes seladas
com resina composta. Em seguida, foram impermeabilizados com uma camada de
adesivo epoxi (ARALDITE, Ciba Especialidades Quimicas Ltda., Sdo Paulo, Brasil) e
outra de esmalte acido resistente (Colorama, CEIL Com. Exp. Ind. Ltda, Sao Paulo,

Brasil), deixando apenas a superficie dentinaria exposta. Os dentes foram suspensos



com auxilio de um fio ortodontico em um béquer contendo agua destilada para
esterilizagdo em autoclave por 20 minutos a 121 °C. A solugdo cariogénica consistiu de
3,7 g de BHI caldo (Brain Heart Infusion, Becton Dickinson and Company,Sparks, MD,
USA), 2 g de sacarose (Synth; LabSynth, Sdo Paulo, SP, Brazil), 1 g glicose (Synth;
LabSynth, Sdo Paulo, SP, Brazil) e 0,5 g de extrato de levedura (Becton Dickinson and
Company, Sparks, MD, USA) para cada 100 mL de agua destilada. Essa soluc¢do foi
esterilizada (autoclave por 20 minutos a 121 °C) previamente a inoculagdo de 2% de
cepas de Streptococcus mutans ATCC25175 (Colegao de Culturas Tropical Fundagio
André Toselo) (10° UFC/mL). Os dentes foram suspensos no meio cariogénico ¢ o
conjunto levado em jarra de microaerofilia por 14 dias. Durante esse periodo, a solugdo
cariogénica foi substituida a cada 48 horas, porém sem a inoculagdo de novos
microrganismos. Apds o periodo de incubagdo, os dentes foram novamente
autoclavados. O biofilme foi removido com gaze e os materiais isolantes (adesivo epdxi
e esmalte) removidos manualmente com laminas de bisturi. Os dentes foram
abundantemente lavados em agua deionizada, possibilitando a constatacio de uma

superficie de dentina escurecida e amolecida ao toque com sonda exploradora.

Procedimentos adesivos e obtencdo dos espécimes

A superficie cariada foi removida com auxilio de broca esférica de ago n° 4 (KG
Sorensen, Barueri - SP, BR) em baixa rotagao, a qual foi trocada por uma nova a cada 4
dentes. A dentina cariada amolecida foi removida até a obten¢do de uma dentina mais
endurecida e resistente ao toque com sonda exploradora sem pressdo. Esse, assim como

os demais procedimentos, foi realizado por um tnico operador previamente treinado.



Um corte adicional de aproximadamente 0,5 mm foi realizado para os dentes
mantidos higidos com o objetivo de compensar a dentina removida dos dentes cariados.
Sobre a dentina higida, brocas esféricas também foram utilizadas por 30 segundos para
que a smear layer fosse produzida pelo mesmo tipo de instrumento de corte.

Os dentes foram divididos aleatoriamente segundo o substrato (higido e cariado)
e a solugdo de armazenagem. O sistema adesivo Adper Single Bond 2 (3M ESPE, St.
Paul, MN, EUA) foi aplicado segundo a recomendacdo do fabricante. Desta forma, a
dentina foi condicionada por 15 s com acido fosforico a 35% (Scotchbond Etchant, 3M
ESPE, St. Paul, MN, EUA), lavagem por 15 s, secagem com papel absorvente para
obtencdo de uma superficie umida. Duas camadas consecutivas do adesivo foram
aplicadas, sendo cada uma delas individualmente submetida a leves jatos de ar para
remog¢do do solvente. Ao final, as camadas foram conjuntamente fotoativadas com o
aparelho de luz Optilux 500 (Kerr, Danbury, CT, EUA) cuja irradidncia foi monitorada
com radiémetro (490+10 mW/cm?). Em seguida, quatro camadas adicionais do adesivo
foram aplicadas e fotoativadas ao final da ultima camada para possibilitar a microtomia
dos espécimes. Para o grupo armazenado em clorexidina a 0,12%, apds o
condicionamento acido foram aplicados 20 pL de solugdo de clorexidina a 2%
(Clorhexidina s — FGM Brasil SC, BR) por 60 s, seguido da remog¢é@o dos excessos com
papel absorvente previamente a aplicacdo do sistema adesivo. Os dentes foram mantidos

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

Os dentes foram seccionados na cortadeira metalografica para obtencdo de trés
espécimes com dimensdes de 2 mm de espessura, 2 mm de altura e 5 mm de
comprimento para cada dente. Os espécimes, segundo o substrato, foram aleatoriamente

divididos (n=6) de acordo com a condi¢do de armazenagem: dgua destilada por 24 h a



37° C; agua destilada acrescida de cristais de timol a 0,2% ou 6leo mineral (Nujol,
Schering Plough, Sao Paulo, BR) por 6 meses. Os dentes que receberam aplicagdo de
clorexidina a 2% foram armazenado em solugdo de clorexidina a 0,12% (Farmacia
Escola, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP, Araraquara, SP, BR), por 6

meses a 37°C.

Processamento histolégico

Decorrido o periodo de armazenagem os espécimes foram fixados em solugo de
formol a 10% por 48 horas e levemente desmineralizados em solugdo de Morse a 10%
por 48 horas sem agitacdo. Em seguida, foram lavados, neutralizados em solucdo de
sulfato de sddio a 5% por 24 horas, novamente lavados em agua corrente por 24 horas,
para posterior desidratacdo em solugdes crescentes de alcool (70 a 100%), diafanizacdo
e inclusdo a vacuo em parafina. Cortes de aproximadamente 4 um de espessura (820
Spencer Microtome - American Optical Corp, Bufallo, NY — USA) foram corados pelo
Tricrémico de Goldner?” Nessa coloragdo, a dentina mineralizada ¢ corada em verde, a
camada de adesivo em bege, o coldgeno hibridizado pelo adesivo em laranja e o
coldgeno exposto em vermelho. Um corte de cada espécime foi aleatoriamente
selecionado e analisado em aumento de 400X (Olympus BX51 e Camera Camedia
C5060 — Olympus Corp, Tokio, JP). Trés medidas da espessura da zona de coldgeno
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). As leituras foram realizadas em duplicata por um mesmo

examinador, com intervalo de uma semana entre elas.



Andlise Estatistica

A média das seis leituras foi computada para cada espécime. Para andlise da
reprodutibilidade do examinador foi utilizado o teste de correlacdo de Pearson. Aos
dados de espessura da camada de coladgeno foi aplicado o tese estatistico de analise de
varidncia a dois critérios fixos (substrato vs. condicdo de armazenagem)
complementado pelo teste para comparacdo multiplas de Tukey. Todos os testes foram
considerados ao nivel de significancia de 5% e foram realizados no programa estatistico

SPSS 13.0 (SPSS Inc. Chicago, IL. EUA).

RESULTADOS

O valor da reprodutibilidade do examinador foi de 0,90 (p<0,05). Dados
descritivos da espessura da zona de colageno identificada na base da camada hibrida em
fun¢do do tipo de substrato e da condi¢do de armazenagem estdo apresentados na
Tabela 1. Para nenhuma das condi¢des de armazenagem foi identificada diferenca
estatisticamente significante entre a dentina higida e afetada por cérie (p>0,05). Os
maiores valores de espessura da zona de coldgeno exposta foram observados para os
grupos onde os espécimes foram armazenados em 4gua por 6 meses, 3,21+£0,85 e
3,52+0,43 pum, respectivamente para a dentina higida e afetada por cérie, embora esses
valores ndo tenham diferido estatisticamente dos grupos onde a armazenagem foi feita
em solug¢do aquosa de clorexidina 0,12%, 2,78+0,81 e 2,804+0,29 um, também
respectivamente para a dentina higida e afetada por carie. Entretanto, esses ultimos
grupos ndo diferiram estatisticamente dos grupos controle, ou seja, armazenagem em
agua por 24 horas, 2,30+0,48um para a dentina higida e 2,99+0,67um para a dentina

afetada por carie. Para os espécimes de dentina higida e afetada por carie mantidos por 6



meses em Oleo mineral a espessura da zona de colageno, 2,09+0,50 ¢ 2.28+0,55 pum,
respectivamente, foi comparavel aquela observada para a armazenagem em agua por 24
horas (controle).

Espécimes corados com o tricromico de Goldner representativos da unido
produzida sobre a dentina higida e afetada por cérie estdo apresentados nas Figuras 1 e 2
respectivamente. Nos espécimes submetidos ao desenvolvimento microbiologico de
carie artificial, pode ser observada a desmineralizagdo parcial do substrato dentinario
(Figura 2), quando comparados aos espécimes do grupo de dentina higida (Figura 1). A
melhor condi¢do de hibridizagdo para ambos os substratos, identificada por areas
coradas em laranja, foi observada para os espécimes armazenados em 6leo mineral por 6
meses (Figuras 1d e 2d). Contrariamente, areas coradas em vermelho indicativas da
presenga de coldgeno exposto para reagdo com o corante, foram observadas com maior
freqliéncia e intensidade nos espécimes armazenados por 6 meses em adgua (Figuras 1b e
2b). Quando comparados aos espécimes armazenados em agua por apenas 24 horas
(grupos controle, Figuras la e 2a) camadas mais espessas de colageno exposto foram
visualizadas. Para os espécimes tratados com clorexidina e posteriormente armazenados
em solucdo de clorexidina a 0,12% por 6 meses, nenhuma diferenca significante pode
ser identificada quando esses foram comparados aos espécimes dos grupos controle

(Figuras la e 2a).

DISCUSSAO
Para nenhuma das condi¢cdes de armazenagem foi observada diferenca
significante entre a espessura da zona de coldgeno exposta nas interfaces produzidas

sobre a dentina higida e afetada por carie, embora zonas mais espessas tenham sido



registradas para a ultima. Consequentemente a primeira hipotese nula nao foi rejeitada.
Esses resultados diferem dos apresentados por Haj-Ali et al.'* onde os autores,
utilizando a mesma coloracdo histologica, observaram espessura da zona de colageno
significantemente mais espessa nas interfaces produzidas sobre a dentina afetada por
carie em comparacdo a dentina higida. Em seu estudo, a espessura média da zona de
colageno observada para a dentina afetada por carie foi de 8,6+1,7 um, enquanto que
para a dentina higida foi de 6,01+ 1,5 um (p=0,042). Comparando esses valores aos
obtidos no presente estudo, espessuras médias bastante inferiores foram observadas,
2,99+ 0,67 um e 2,30+ 0,48 pum para a dentina afetada por céarie e higida,
respectivamente (p=0,057). Os diferentes resultados observados podem encontrar
respaldo nas diferengas metodoldgicas de ambos estudos. Enquanto no presente estudo
foi utilizado um método microbioldgico para a produgdo das lesdes artificiais de carie,®
no trabalho de Haj-Ali et al.'* esse substrato foi produzido pelo método quimico de
armazenagem dos espécimes em solucdo 4cida tamponada (pH 4,5). Adicionalmente,
Haj-Ali et al.'"* utilizaram acido fosforico a 38% como agente desmineralizador da
dentina, enquanto no presente estudo esse mesmo agente foi utilizado na concentragdo
de 35%. Diferentes concentragdes e formulagdes do mesmo agente condicionador
resultam em diferentes padrdes morfologicos da dentina.** Frente a disparidade dos
resultados desses estudos, e considerando que a significancia estatistica de ambos,
quando os substratos higido e afetado por cdrie foram confrontados, foi apenas
marginal, novos experimentos ainda s3o necessarios para melhor elucidar esses
resultados.

Embora a avaliagdo da qualidade da unido resina-dentina em MEV seja

questionada uma vez que os procedimentos necessarios para o preparo dos espécimes



podem resultar em camadas hibridas com qualidade sobrestimada, Pereira et al.” ¢
Erhardt et al.'> demonstraram por meio desta técnica a formacdo de camadas mais
espessas quando essa unido foi produzida na dentina afetada por carie em comparagdo a
dentina higida. Camadas hibridas mais espessas contém um maior nimero de
imperfeicdes'? com conseqiiente maior exposi¢io de fibrilas de coldgeno na
interface.'””” De fato, tem sido demonstrada auséncia de correlacdo positiva entre a
espessura da camada hibrida e a resisténcia de unido de sistemas adesivos a dentina."

O tecido dentinario afetado por cérie, em comparagdo ao higido, apresenta a
dentina intertubular com menor dureza'>*® devido a sua desmineralizagdo parcial,”*
resultando no aumento de sua porosidade. Em fun¢do dessas caracteristicas, hd menos
minerais para serem removidos pelo condicionador 4cido em adi¢do a menor resisténcia
oferecida pelo tecido contra a difusdo desse agente, o que resulta em desmineralizagao
mais profunda desse substrato.'*** A impregnacio adequada da dentina desmineralizada
torna-se menos provavel a medida que a profundidade dessa desmineralizagdo aumenta,
em funcdo das limitagdes inerentes 4 infiltragio monomérica dessa zona.'****'** Como
resultado da formagdo de camadas hibridas apenas parcialmente infiltradas, a unido
resina-dentina torna-se mais susceptivel a degradacdo hidrolitica e enzimatica.

Aumento significante da espessura da zona de coldgeno exposta na base da
camada hibrida foi observado no presente estudo apds 6 meses de armazenagem dos
espécimes em dgua. Isso demonstra que mais fibrilas de colageno tornaram-se
disponiveis para reacdo com o corante devido a lixiviagdo de mondmeros residuais,
assim como de polimeros hidroliticamente instaveis e de baixo peso molecular

plastificados pela agdo da agua.



Degradagdo hidrolitica dos componentes poliméricos da interface adesiva tem
sido demonstrada em varios estudos.”® O exato mecanismo de degradacdo dos
componentes da interface adesiva ainda ndo ¢ totalmente conhecido, mas esse processo
pode ser definido como um complexo e intrincado fendmeno que envolve ambos os
substratos, resina e dentina, os quais sdo negativamente afetados pela acdo da agua
(degradacdo hidrolitica) e de enzimas salivares, bacterianas e¢ da prdopria dentina
(degradagdo enzimatica.>'** Embora o processo de degradagdo possa ser dividido em
trés estagios, plastificacdo do polimero pela dgua, eluicdo de mondmeros e/ou
oligdbmeros da camada hibrida ou de adesivo e degradag@o hidrolitica e enzimatica da
matriz dentinaria;*® ainda ndo existe consenso sobre qual componente da interface é
mais susceptivel a esses eventos.’

Embora Carvalho et al.’ ndo tenham observado alteragdo das propriedades
mecanicas, modulo de elasticidade e resisténcia maxima a tracdo da matriz dentindria
em espécimes completamente desmineralizados em EDTA e armazenados por 4 anos
em solug¢do aquosa, no estudo de Hebling et al.'® foi observado o quase completo
desaparecimento das camadas hibridas em interfaces que permaneceram em fun¢do da
cavidade bucal por 6 meses. Em um estudo recente, Carrilho et al.” quantificaram a
solubilizacdo do colageno em espécimes de dentina completamente desmineralizados,
os quais receberam posterior tratamento com clorexidina. Apos 4 dias de armazenagem
em saliva artificial, os autores observaram que a porcentagem de degradacdo do
colageno nos espécimes tratados com clorexidina foi de 0,38% enquanto que para os
espécimes controle esse valor foi de 2,05%.

A espessura da zona de colageno exposta na base da unido sistema adesivo-

dentina para os espécimes armazenados em solugdo de clorexidina apresentou valor



médio intermediario aos grupos controle (24 horas em agua) e de armazenagem em
agua por 6 meses. Baseados nesses resultados sugerimos que a aplicagdo de clorexidina
pos condicionamento acido, assim como a armazenagem em solucdo contendo essa
substancia, ofereceu alguma protecdo contra a degradagdo enzimatica das fibrilas de
coldgeno, embora a degradacdo hidrolitica ainda tenha se manifestado. Pode ser
especulado, entretanto, que devido a manutencdo da integridade das fibrilas de
coldgeno, parcialmente ou totalmente expostas, a lixiviagdo dos componentes resinosos
pode ter sido dificultada uma vez que a trama de colageno pode atuar como uma
barreira fisica a saida de componentes da interface. O efeito positivo da clorexidina na
protecdo das fibrilas de colageno contra a acdo de MMPs tem sido comprovado em

. . 3,423
estudos in vitro™™"

e in vivo.”*'® O exato mecanismo de agdo desse agente catiénico
ainda nio esta totalmente esclarecido, porém sugere-se que devido a sua carga positiva,
as moléculas de clorexidina competem com sitios das MMPs que deveriam ser ativados
por ions metalicos como calcio e o zinco, inativando dessa forma sua a¢éo proteolitica.
A manifestagdo dos fenomenos de degradagdo no presente estudo foi validada
pela armazenagem dos espécimes em 6leo mineral. Esse meio de armazenagem teve por
objetivo impedir que os mecanismos de degrada¢do enzimatica e hidrolitica se
manifestassem sobre a interface adesiva, o que foi confirmado para ambos os substratos,
uma vez que os resultados desses grupos ndo diferiram dos grupos onde os espécimes
foram armazenados em dgua por apenas 24 horas. Esses resultados demonstram que na
auséncia de agua tais efeitos ndo ocorrem, o que também foi observado em estudos
prévios.”*® Devido a presenca de uma solu¢do hidrofoba a dgua presente na unido

adesiva ¢ gradualmente removida favorecendo a conversdo monomérica ¢ impedindo a

ocorréncia da degradacdo hidrolitica.’?® Adicionalmente, uma vez que as MMPs



dependem da agua e da presenca de fons zinco e calcio™ para serem ativadas, ndo é
esperado que a agdo dessas enzimas ocorra quando os espécimes sdo armazenados em
6leo mineral.>*®

Embora os sistemas adesivos contempordneos apresentem satisfatério
desempenho adesivo imediato, os desafios impostos pelas caracteristicas do tecido
dentinario e da cavidade bucal ainda desafiam a estabilidade longitudinal da unifo
resina-dentina. Dessa forma, estudos devem buscar solu¢des que tornem os
componentes dessa unido mais resistentes aos mecanismos de degradacdo.
Especificamente para o componente organico exposto na interface, a incorporacdo da
clorexidina nos protocolos de adesdo tem demonstrado resultados bastante favoraveis®™'®
e novos estudos s@o necessarios para respaldar o uso clinico de tais protocolos

considerando que ambos substratos, dentina higida e afetada por carie, coexistem na

maioria das cavidades a serem restauradas com comp0ositos.

CONCLUSAO

O envelhecimento em solucdo aquosa resultou em degradacdo da unido resina-
dentina, identificada pelo aumento da zona de coldgeno exposta na base da camada
hibrida. Entretanto, na presenca de clorexidina, os efeitos da degradagdo sobre a

exposicdo de colageno foram reduzidos.

RELEVANCIA CLINICA
A exposi¢do de fibrilas de coldgeno na unido resina-dentina ocorre devido a

incompleta impregna¢do da dentina desmineralizada pelo adesivo ou pela lixiviacdo do



mesmo pela acdo da agua circulante na interface. A utilizacdo de clorexidina exerce

efeito benéfico na estabilidade longitudinal dessas fibrilas.
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Tabela 1. Espessura (um) da zona de coldgeno exposta na base da camada hibrida

segundo o substrato e a condi¢do de armazenagem.

Condigdo de armazenagem

Substrato

24 horas agua 6 meses agua 6 meses CHX 6 meses 6leo
Higido 2,30+0,48* * 3,21+085° 2,78+0,81°°  2,09+0,50 °
Cariado 2,99+0,67 ° 3,524043°  2,80£0,29%°  2,28+0,55°

* valores sdo média+dp (n=6)

** valores representados por letras iguais ndo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05)
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Figura 1. Espécimes de dentina higida corados com tricromico de Goldner. (a) Grupo
controle (armazenagem em agua por 24 h); (b) armazenagem em agua por 6 meses; (C)
armazenagem em solugdo de clorexidina 0,12% por 6 meses; e (d) armazenagem em dleo
mineral por 6 meses. X400. Camada de adesivo em bege claro (A), colageno hibridizado

pelo adesivo em laranja (*), colageno exposto em vermelho (seta) e dentina em verde (D).
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Figura 2. Espécimes de dentina afetada por carie corados com tricromico de Goldner. (a)
Grupo controle (armazenagem em agua por 24 h); (b) armazenagem em agua por 6 meses;
(c) armazenagem em solucdo de clorexidina 0,12% por 6 meses; ¢ (d) armazenagem em
6leo mineral por 6 meses. X400. Camada de adesivo em bege claro (A), colageno
hibridizado pelo adesivo em laranja (*), colageno exposto em vermelho (seta) e dentina em

verde (D).
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da clorexidina na resisténcia de
unido (RU) imediata de sistemas adesivos convencionais € autocondicionantes a dentina
higida e afetada por cérie. Foram utilizados 48 molares higidos para a obtengdo de
superficies planas em dentina, das quais 24 foram submetidas ao processo
microbioldgico de indugdo de carie. Os dentes foram divididos em 4 grupos de acordo
com o sistema adesivo: Adper Scotchbond MP, Adper Single Bond 2, Clearfil SE Bond
e Adper Prompt L-Pop. Apds remogdo do tecido cariado ou sobre a dentina higida, em
50% dos dentes para cada sistema adesivo (n=4) foi utilizada clorexidina 2% por 60 s.
Em seguida, os sistemas adesivos foram aplicados e a coroa reproduzida em resina
composta. Os dentes foram seccionados para a produgdo de espécimes (0,81 mm?), os
quais foram submetidos ao ensaio mecanico de microtragdo. Os valores de resisténcia
de unido (RU) foram analisados pelos testes ANOVA a dois critérios e Tukey (a=0,05).
Os resultados demonstraram que na auséncia de clorexidina, os maiores valores de RU
foram produzidos sobre a dentina higida, enquanto valores similares para ambos os
substratos foram obtidos na presenca desse agente. A clorexidina ndo influenciou nos
valores de RU quando os sistemas adesivos foram aplicados sobre a dentina higida,
porém sobre a dentina afetada por carie, o uso desse agente resultou em melhora

significante da RU do sistema Adper Prompt L-Pop.

Relevancia clinica: Dentina higida e afetada por carie sdo substratos que coexistem na
maioria dos preparos cavitarios. Assim, a clorexidina pode ser incorporada aos
protocolos de adesdo uma vez que nao interfere negativamente no desempenho adesivo

imediato de sistemas aplicados sobre ambos os substratos.



INTRODUCAO

A dentina acometida pelo processo carioso apresenta caracteristicas quimicas,
fisicas e bioldgicas que a diferem da dentina higida, resultantes, direta ou indiretamente,
da dinamica do biofilme dentario. E composta de duas camadas denominadas infectada
e afetada por carie, sendo que a primeira apresenta-se clinicamente amolecida,
resultante da perda praticamente completa do conteudo mineral, rede de colageno
irreversivelmente degradada e presenca de um grande niimero de microrganismos
proteoliticos.'” A segunda camada apresenta-se endurecida em relagio a primeira,
embora ainda com menor conteudo mineral e maior presenca de porosidade na zona de
dentina intertubular, em relagdo a dentina higida.”® Adicionalmente, apresenta rede de
coldgeno desorganizada porém passivel de remineralizacio e menor numero de
microrganismos.'” Além disso, a dentina cariada apresenta cristais de fosfato tricalcico
acido-resistentes decorrentes da recristalizagio da apatita,”” os quais obliteram a entrada
dos tibulos dentinarios reduzindo a permeabilidade deste tecido.®

Todas essas caracteristicas afetam negativamente a adesdo de materiais a esse
substrato. Tem sido demonstrada maior desmineraliza¢do da dentina em profundidade
por solugdes acidas devido ao menor conteudo mineral intertubular® assim como
limitacdes quanto a infiltragdo monomérica dos tibulos dentinarios devido a sua

6,8,9

oblitera¢do por cristais acido resistentes. Estudos de adesdo a dentina afetada por

6,10,11

carie demonstram a formacdo de camadas hibridas mais espessas, menores valores

2,4,10-12

de resisténcia de unido e maior exposi¢ao da zona de dentina desmineralizada na

base da camada hibrida em relacdo a dentina higida.*"

Tem sido demonstrado que a unido resina/dentina ¢ susceptivel a degradagdo

hidrolitica'® e enzimatica."” Essa tltima é responsavel pela deterioragio do colageno



exposto na interface, sendo mediada por endopeptidases zinco-calcio dependentes
denominadas metaloproteinases da matriz (MMPs).'® Essas enzimas estdo presentes na
propria matriz dentinaria sendo liberadas pela dissolu¢do mineral durante o processo de
formacdo de cérie,'” assim como pela dissolugdo com acido fosforico'™ ou monémeros
acido presentes nos sistemas autocondicionantes.'’

A degradacdo das fibrilas de colageno expostas na unido resina-dentina, embora
inevitavel, pode ser atenuada por substincias sintéticas que mimetizam a agdo dos
inibidores bioldgicos teciduais (TIMPs) das MMPs. Uma dessas substidncias ¢ a
clorexidina, a qual impede a acdo das MMP-2 e MMP-9 mesmo em baixas
concentragdes.”’ A aplicagdo da clorexidina posteriormente ao condicionamento 4cido

da dentina ndo influencia negativamente os valores de resisténcia de unido imediata in

21,22 15,22,24

vitro e em longo prazo in vitro™ e in vivo. Entretanto, dentre os poucos

trabalhos envolvendo a utiliza¢do da clorexidina como inibidor de MMPs, apenas dois

15,25

utilizaram espécimes obtidos de dentes cariados e outros dois investigaram sua

o . . 21,26
associacdo com sistemas autocondicionantes,

porém utilizando como substrato a
dentina higida. Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da aplicacdo de
clorexidina sobre a resisténcia de unido produzida por diferentes sistemas adesivos
sobre a dentina higida e afetada por carie. As hipoteses nulas testadas foram que: (1) os

sistemas adesivos ndo diferem no seu desempenho aplicado a dentina higida e afetado

por carie; e (2) a utilizagdo de clorexidina ndo exerce efeito sobre esse desempenho.

MATERIAIS E METODOS
Quarenta e oito terceiros molares humanos higidos foram coletados para este

estudo, cujo protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da



faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP (Protocolo n°. 26/07). Foram
incluidos no estudo apenas dentes higidos que apresentavam coroas sem areas
hipoplésicas. Os dentes, apds a remog¢do dos restos teciduais e profilaxia com pedra
pomes em agua, foram armazenados em solugdo de timol a 0,2% sob refrigeragio (4°C)

e utilizados dentro de trés meses apods sua obtengao.

Superficies planas em dentina foram produzidas apds a remog¢do da metade
oclusal da coroa por meio de um corte transversal realizado com auxilio de cortadeira
metalografica (ISOMET 1000, Buehler Ltd., Lake Bluf, IL, EUA) equipada com disco
diamantado (n.11-4254, Buehler Ltd., Lake Bluf, IL, EUA), sob lubrificacdo constante
(300 rpm e 200gf). As superficies foram inspecionadas em lupa estereoscopica (Modelo
SZX7, Olympus, Sdo Paulo, Brasil) com 30 vezes de aumento para comprovar a

auséncia de remanescentes de esmalte.
Inducéo artificial da leséo de carie

Vinte e quatro dos dentes inicialmente selecionados tiveram suas raizes seladas
com resina composta. Em seguida, foram impermeabilizados com uma camada de
adesivo epoxi (ARALDITE, Ciba Especialidades Quimicas Ltda., Sdo Paulo, Brasil) e
outra de esmalte acido resistente (Colorama, CEIL Com. Exp. Ind. Ltda, Sdo Paulo,
Brasil), deixando apenas a superficie dentinaria exposta. Os dentes foram suspensos
com auxilio de um fio ortodéntico em um béquer contendo dgua destilada para
esterilizagdo em autoclave por 20 minutos a 121 °C. A solugdo cariogénica consistiu de
3,7 g de BHI caldo (Brain Heart Infusion, Becton Dickinson and Company,Sparks, MD,
USA), 2 g de sacarose (Synth; LabSynth, Sdo Paulo, SP, Brazil), 1 g glicose (Synth;
LabSynth, Sao Paulo, SP, Brazil) e 0,5 g de extrato de levedura (Becton Dickinson and

Company, Sparks, MD, USA) para cada 100 mL de agua destilada. Essa solugdo foi



esterilizada (autoclave por 20 minutos a 121 °C) previamente a inoculagdo de 2% de
cepas de Streptococcus mutans ATCC25175 (Coleg¢do de Culturas Tropical Fundagio
André Toselo) (10° UFC/mL). Os dentes foram suspensos no meio cariogénico ¢ o
conjunto levado em jarra de microaerofilia por 14 dias. Durante esse periodo, a solugdo
cariogénica foi substituida a cada 48 horas, porém sem a inoculagdo de novos
microrganismos. Apds o periodo de incubagdo, os dentes foram novamente
autoclavados. O biofilme foi removido com gaze e os materiais isolantes (adesivo epdxi
e esmalte) removidos manualmente com ldminas de bisturi. Os dentes foram
abundantemente lavados em agua deionizada, possibilitando a constatacio de uma

superficie de dentina escurecida e amolecida ao toque com sonda exploradora.

Procedimentos adesivos

A superficie cariada foi removida com auxilio de broca esférica de ago n° 4 (KG
Sorensen, Barueri - SP, BR) em baixa rotagdo, a qual foi trocada por uma nova a cada 4
dentes. A dentina cariada amolecida foi removida até a obtenc@o de uma dentina mais
endurecida e resistente ao toque com sonda exploradora sem pressdo. Esse, assim como
os demais procedimentos, foi realizado por um Unico operador previamente treinado.

Um corte adicional de aproximadamente 0,5 mm foi realizado para os dentes
mantidos higidos com o objetivo de compensar a dentina removida dos dentes cariados.
Sobre a dentina higida, brocas esféricas também foram utilizadas por 30 segundos para
que a smear layer fosse produzida pelo mesmo tipo de instrumento de corte.

Os dentes, higidos e cariados, foram inicialmente divididos, aleatoriamente,
segundo a aplicagdo ou ndo de clorexidina (n=12). Em seguida, foram subdividios

segundo o sistema adesivo (Adper Scothbond Multi Purpose, Adper Single Bond 2,



Clearfil SE Bond e Adper Prompt L-Pop), cujas informagdes principais estdo
apresentadas na Tabela 1. Ao final, dezesseis grupos (n=3) foram delineados

considerando-se todas as variaveis do estudo.

Dessa forma, em metade dos dentes para cada sistema adesivo foram aplicados
20 pL de clorexidina a 2% ou o mesmo volume de dgua deionizada posteriormente ao
condicionamento acido para os sistemas convencionais ¢ previamente a aplicacdo do
primer acido para o sistema Clearfil SE Bond e do sistema Prompt L-Pop. As solugdes
foram mantidas passivamente sobre a superficie de dentina, previamente condicionada
ou ndo, por 60 segundos. Em seguida, para os sistemas convencionais, 0 excesso da
solugdo foi removido com papel absorvente para a obtengdo de uma superficie imida,
enquanto que para os sistemas autocondicionantes, a superficie foi seca com leves jatos
de ar. Os sistemas adesivos foram aplicados segundo as recomendagdes dos respectivos
fabricantes (Tabela 1) e fotoativados com o aparelho de luz Optilux 500 (Kerr,
Danbury, CT, EUA), cuja irradidncia foi monitorada com radidometro (490+10
mW/cm?). A reconstrucdo da coroa foi realizada em resina composta Filtek Z250 em
trés incrementos de 1 mm fotoativados individualmente por 20 s. Entdo, os dentes foram

armazenados por 24 horas a 37 °C.

Ensaio mecénico de microtragdo

Os dentes foram seccionados longitudinalmente para a obten¢do de espécimes
com 4rea transversal de seccdo de 0,81 mm?, os quais foram inspecionados em lupa
estereoscopica com aproximadamente 30 vezes de aumento. Espécimes que
apresentaram defeitos na interface, bolhas ou irregularidades nas proximidades da unido

resina-dentina, foram excluidos da amostra e os selecionados tiveram sua area adesiva



individualmente mensurada com paquimetro digital (Mod. 500- 144b, Mitutoyo Sul
Americana Ltda., Sdo Paulo, Brasil) com resolucao de 0,01 mm.

Cada espécime foi fixado em um dispositivo para o ensaio mecanico de
microtracdo com cola de cianoacrilato (Super Bonder Gel e Ativador 7456, Henkel
Loctile Ltda, Sdo Paulo, Brasil) e o conjunto acoplado a uma maquina de testes
mecanicos (Material Test System, MTS 810; Minneapolis, MN, EUA), previamente
ajustada para forgas de tracdo, com célula de carga de capacidade maxima de 1 kN,
sendo a velocidade do atuador de 0,5 mm/min.

Imediatamente apds o teste de microtracdo, as metades obtidas de cada espécime
foram armazenadas por 48 horas em glutaraldeido 2%. As fraturas foram classificadas
em: (1) coesivas da resina ou (2) dentina; (3) adesivas e (4) mistas. A leitura foi
realizada em lupa estereoscOpica em aumentos variados (entre 30 e 60X), que

permitissem a analise adequada.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Trés espécimes ndo fraturados de cada grupo foram aleatoriamente
selecionados para andlise em MEV. Os espécimes foram embebidos em resina epdxica
quimicamente ativada (Epoxicure - Buehler Ltd., Lake Bluf, IL, EUA) e polidos
sequencialmente com lixas de carbeto de silicio de granulagdo decrescente (320, 600,
1200 e 2000). Em seguida foram imersos em acido cloridrico a 6N por 15 s e
posteriormente em hipoclorito de sddio a 1% por 10 minutos. Em seguida, os
espécimes foram desidratados em solugdes de concentracdo crescente de etanol (30%,
50% e 70 por 30 minutos cada, 95% e 100% por 60 minutos) e imersos em

hexametildisilazano (HMDS, Ted Pella, Redding, CA, EUA) por 30 minutos. Os



mesmos foram mantidos em dessecadora a vacuo por 24 horas e posteriormente
metalizados com ouro e examinados em MEV (LEO 435VP, Carl Zeiss, Oberkochen,

Alemanha).

Analise Estatistica

Aos valores de resisténcia de unido (MPa) obtidos para cada sistema adesivo
foram aplicados os testes estatisticos de andlise de variancia a dois critérios fixos
(substrato dentinério vs. aplicagcdo de clorexidina). Testes de Tukey foram utilizados
para comparacdes multiplas aos pares quando a hipotese nula de igualdade foi rejeitada.
Todos os testes foram considerados ao nivel pré-estabelecido de significancia de 5%. Os

dados referentes a leitura das fraturas foram analisados do modo descritivo.

RESULTADOS
Resisténcia de uniéo

Os valores médios de resisténcia de unido (MPa) produzidos pelos sistemas
adesivos em funcdo do substrato dentinirio e da aplicagdo de clorexidina estdo
apresentados na Tabela 2. Na auséncia de clorexidina, a resisténcia de unido produzida
sobre a dentina higida foi significantemente superior a produzida sobre a dentina afetada
por carie para todos os sistemas adesivos (p>0,05). Entretanto, na presenga de
clorexidina, os valores de resisténcia de unido obtidos para todos os sistemas adesivos
sobre a dentina afetada por carie ndo diferiram estatisticamente dos valores obtidos
sobre a dentina higida (p>0,05).

A utilizagcdo de clorexidina ndo influenciou os valores de resisténcia de unido

dos sistemas adesivos Scotchbond MP, Single Bond 2 e Clearfil SE Bond quando



aplicados sobre a dentina higida ou afetada por carie (p>0,05). Por outro lado, os
valores de resisténcia de unido produzidos pelo sistema adesivo simplificado Prompt L-
Pop quando aplicado sobre a dentina afetada por carie foram positivamente afetados na
presenga de clorexidina, resultando em valores estatisticamente superiores aos

produzidos sobre 0 mesmo tipo de substrato sem a utilizacdo desse agente (p<0,05).

Analise das Fraturas

A freqiiéncia absoluta e em porcentagem dos tipos de fratura detectados para
cada grupo esta descrita na Tabela 3. Falhas prematuras, ou seja, ocorridas previamente
ao ensaio mecanico, foram observadas apenas para os grupos onde a dentina afetada por
carie foi utilizada como substrato para adesdo, com exce¢do dos grupos do sistema
adesivo Scotchbond MP. Essas falhas ndo foram consideradas para a andlise estatistica
dos dados. Fraturas coesivas do substrato dentindrio ou da resina composta ocorreram
em pequeno numero. Predominio de fraturas envolvendo a unido, representadas pelas
fraturas adesivas e mistas, foi observado para todos os grupos, independente do sistema
adesivo utilizado bem como da aplicacdo ou ndo da clorexidina sobre a superficie
dentindria higida ou cariada. Nenhum padrdo de distribui¢do dessas fraturas foi

observado em fung¢do dessas variaveis.

Morfologia da interface de unido (MEV)

Interfaces produzidas pelos sistemas convencionais simplificados Scotchbond
MP (Figura 1) e Single Bond 2 apresentaram numerosos ¢ longos tags de resina com
ramificacdes laterais para todas as condi¢des do experimento. Nenhuma distin¢do

morfologica foi observada entre as interfaces produzidas com a dentina higida (Figuras



la e 1b) e dentina afetada por carie (Figuras 1c e 1d), assim como entre espécimes que
receberam (Figuras 1b e 1d) ou ndo (Figuras la e 1c) a aplicagdo de clorexidina.
Camada hibrida mais uniforme foi observada para a dentina higida em comparagdo a
dentina afetada por carie

Para os sistemas adesivos autocondicionantes Clearfil SE Bond e Prompt L-Pop
(Figura 2), de forma geral, tags de resina predominantemente mais curtos foram
observados. Especificamente para o ultimo, camadas hibridas mais espessas foram
identificadas sobre a dentina afetada por cérie (Figuras 2c¢ e 2d) em comparagdo as
observadas sobre a dentina higida (Figuras la e 1b). Tags de resina mais longos foram
vistos quando o sistema Prompt L-Pop foi aplicado na presenca de clorexidina (Figuras

2b e 2d) em comparacdo aos observados na auséncia desse agente (Figuras 2a e 2c¢).

DISCUSSAO
A maioria dos trabalhos que avaliou o desempenho adesivo de sistemas de unido

2-4,10,11,27,28
o0 %% Entretanto,

a dentina afetada por cérie utilizou dentes naturalmente cariados.
devido a dificuldades relacionadas a padronizagdo desse substrato, assim como limitada
area para adesdo, métodos para o desenvolvimento de lesdes artificiais vém sendo
investigados.”” O processo de carie ocorre devido a desmineralizagdo do componente
inorganico quando o pH se estabelece em niveis abaixo de 5,5 causado pela agdo,

2931 Esse evento é seguido da degradacdo da

principalmente, das bactérias S mutans
matriz de coldgeno, a qual ¢ mediada por proteases bacterianas e pela liberacdo das
MMPs presentes na propria matriz dentinaria.'®'” No intuito de simular esses eventos,

no presente estudo, lesdes de carie dentinaria foram produzidas in vitro por meio de um

método microbioldgico, utilizando S mutans. Quando comparado a outros métodos



descritos na literatura, os quais se baseiam exclusivamente em eventos quimicos
(ciclagem de pH, solugdes ou géis acidos), o método microbiologico resulta em um
substrato com caracteristicas mais semelhantes, como textura e coloracdo, a dentina

. 29-31
cariada naturalmente.”"

Além disso, apenas nesse método o processo de degradagio
do colageno por esterases bacterianas é reproduzido.

Inferior resisténcia de unido foi observada no presente estudo para todos os
sistemas adesivos quando aplicados sobre a dentina afetada por cérie sem clorexidina,
em comparacio a dentina higida. Esses resultados corroboram com os de outros estudos

2-4,10,11,27,28,32

que avaliaram sistemas convencionais e autocondicionantes. Desempenho

adesivo imediato inferior a dentina afetada por carie ¢ atribuido a algumas
particularidades desse substrato quando comparado a dentina higida, como por exemplo,
(1) presenga de cristais acido-resistentes no interior dos tiibulos dentinarios que podem
bloquear a infiltragio monomérica e subseqiiente formagdo dos tags resinosos;>*** (2)
menor médulo de elasticidade devido ao menor conteudo mineral>'! e (3) dentina
intertubular com maior nimero de porosidades, o qual estd diretamente relacionado a
extensdo da perda mineral na lesdo de carie.””> Adicionalmente, na dentina afetada por
cérie as fibrilas de coldgenos apresentam redugdo do numero de ligagdes cruzadas®™* e

as proteoglicanas apresentam alteracdes moleculares tais que influenciam a hidratagéo

35 . - ~
desse substrato.”” Em conjunto, essas caracteristicas favorecem a formag@o de zonas

10,11 1

s . P . , . c o~ . . 1
hibridas mais espessas, porém com maior numero de imperfeigdes em seu interior,
assim como maior zona de colageno exposto em sua base devido a incompleta
. ~ . . 283637 . . o

infiltracdo da resina adesiva. A maior desmineralizagdo observada quando a

dentina afetada por carie ¢ condicionada com agentes acidos também resulta em maior

retencdo de 4gua na interface.’ o que favorece a ocorréncia do fendmeno de separacio



38 , . . ~ 39 , . .
além de comprometer a polimerizagdo.” Além de interferirem

de fases,6’
negativamente na resisténcia de unido imediata, essas caracteristicas tornam as
interfaces produzidas sobre a dentina afetada por carie menos estaveis
longitudinalmente."’

A degradagdo da interface adesiva é o resultado sinérgico de eventos que
envolvem ambos os componentes poliméricos e organicos. Os primeiros sdo afetados
exclusivamente pela degradacdo hidrolitica, enquanto que as fibrilas de coldgeno sao
degradadas também pela a¢io enzimatica.'® A participacio de endopeptidases presentes
na propria dentina (MMPs) no processo de degradagdo do colageno exposto na unido
resina-dentina foi demonstrado pela primeira fez por Pashley et al.'® Nesse mesmo
estudo, os autores observaram que a clorexidina atuou como inibidor dessas MMPs,
resultando em preservacdo das fibrilas de coldgeno tratadas com esse agente. Estudos

tém demonstrado o efeito positivo da aplicagdo de solugdes de clorexidina sobre a

dentina previamente condicionada com 4cido fosforico na desaceleragdo da degradagdo

22,2326 15,24

de interfaces adesivas produzidas in vitro e in vivo.
No presente estudo, a utilizagdo de clorexidina ndo exerceu efeito negativo sobre
a resisténcia de unido imediata de nenhum dos sistemas adesivos quando aplicados a

. , . - . , . 21-
dentina higida. Esses resultados estdo de acordo com os descritos em estudos prévios.

242640 1550 demonstra que, apesar de ser uma molécula relativamente de alto peso
molecular (PM = 897,8 g/mol) quando comparada a alguns mondmeros constituintes
dos sistemas adesivos, como HEMA (PM = 130,0 g/mol) ou Bis-GMA (PM = 512,0
g/mol), o digluconato de clorexidina ndo influenciou negativamente a infiltragdo

monomérica da dentina desmineralizada. De fato, interfaces observadas em MEV

produzidas pelo mesmo sistema adesivo sobre a dentina higida com ou sem a utilizacdo



de clorexidina apresentaram caracteristicas morfoldgicas indistintas. Ainda, para os
sistemas convencionais Scotchbond MP e Single Bond 2, uma vez que foi utilizada uma
solucdo aquosa de clorexidina, sua aplicagdo garantiu a manutengdo da expansdo da
rede de coladgeno e, por conseqiiéncia, dos espagos interfibrilares, os quais constituem as
vias de difusdo dos mondmeros resinosos para posterior polimerizacao in situ.

Apesar dos favoraveis resultados observados para a dentina higida,*' 2**¢4
pouco se tem investigado o efeito da clorexidina sobre a resisténcia de unido de sistemas
adesivos aplicados a dentina afetada por carie, a despeito desse substrato ser,
provavelmente, o mais predominante nos preparos cavitarios. No presente estudo, a
utilizagdo de clorexidina previamente a aplica¢do dos sistemas adesivos exerceu efeito
positivo sobre a resisténcia de unido a dentina afetada por carie de tal forma que os
valores finais ndo diferiram dos obtidos sobre a dentina higida também tratada com
clorexidina.

Embora aumento dos valores de resisténcia de unido tenha sido observado para
todos os sistemas adesivos quando aplicados a dentina afetada por cérie na presenga de
clorexidina, especificamente para o sistema Adper Prompt, resultados significantemente
superiores foram obtidos em comparagdo a sua aplicacdo sobre o mesmo substrato,
porém sem aplicacdo desse agente. Efeito positivo da aplicacdo de clorexidina também
foi demonstrado por Erhardt et al.,”> que investigaram a a¢do de inibidores de MMPs
sobre o desempenho adesivo de um sistema convencional simplificado aplicado a
dentina naturalmente afetada por carie. Segundo esses autores, alteragdes proteicas
significantes para o mecanismo de adesdo ocorrem nesse substrato. Proteoglicanas,
localizadas na superficie do colageno e responsaveis pela ligacdo entre fibrilas

adjacentes, sdo importantes proteinas relacionadas a manuten¢do da expansao da matriz



de dentina na presenga de agua apds sua desmineralizacdo, devido a sua alta afinidade
por essas moléculas.*’™* Na dentina afetada por carie, entretanto, essas proteinas
apresentam alteracdes moleculares tais que dificultam a manutengdo da hidratacdo da
matriz desmineralizada.”®> Adicionalmente, as fibrilas de colageno nesse substrato
apresentam reduzidas ligagdes cruzadas quando comparadas as fibrilas da dentina
higida.®** Uma vez que a clorexidina apresenta propriedades como liga¢do a grupos
fosfato,” afinidade pela estrutura dentaria apés condicionamento® e conseqiientemente
aumento da energia livre de superficie desse tecido,”” a utilizagdo desse agente sobre a
dentina afetada por carie pode favorecer sua impregnagdo por mondmeros resinosos. A
clorexidina poderia interagir com sitios do coldgeno exposto e reverter, parcial ou
totalmente, a contra¢do da dentina desmineralizada pelo condicionamento acido e ndo
completamente reexpandida na presenca de umidade devido as alteragdes das
proteoglicanas. A carga positiva dos grupos guanidinas presentes na molécula de
clorexidina ajudam a regular as alteracdes estruturais da dentina desmineralizada pelo
preenchimento de espagos, unidio e organizagdo de moléculas de dgua,”*' fungdes essas
exercidas pelas proteoglicanas na dentina sadia. Entretanto, permanece inconclusivo
porque a manifestagdo dos efeitos benéficos descritos acima foi significante apenas para
o sistema Prompt. Pode ser especulado que o conteudo mineral residual no substrato
condicionado por esse sistema favoreceria a ligacdo de moléculas de clorexidina, uma
vez que esse agente cationico apresenta afinidade por grupamentos fosfato.”

O efeito da associacdo da clorexidina ao protocolo de adesdo de sistemas
autocondicionantes, mesmo aplicados sobre a dentina higida, tem sido pouco

investigado.?'*® Campos et al.”® ndo encontraram diferenca estatisticamente significante

nos valores médios de resisténcia de unido de um sistema autocondicionante



simplificado quando aplicado a dentina higida na presenca de clorexidina em diferentes
concentragdes (0,2 e 2%) quando comparado a dentina higida. O mesmo foi observado
por Castro et al.*' para um sistema autocondicionante de dois passos, o que esta de
acordo com os resultados observados no presente estudo.

As novas propostas de protocolos adesivos devem levar em consideragdo que
ambos os substratos, dentina higida e afetada por carie, coexistem na maioria dos
preparos cavitarios. O presente estudo demonstrou que a incorporacdo da clorexidina ao
protocolo de adesdo a dentina higida ndo exerceu influéncia sobre o desempenho
adesivo imediato tanto dos sistemas convencionais como autocondicionantes, enquanto
que efeito positivo foi verificado quando esses sistemas foram aplicados a dentina
afetada por carie. Baseados nesses resultados promissores novos experimentos devem
ser realizados com o objetivo de observar a influéncia da incorporac¢do da clorexidina
nos protocolos adesivos sobre a longevidade das interfaces adesivas produzidas,
principalmente, sobre a dentina afetada por cdrie, uma vez que essa proposta
fundamenta-se na inibicdo das enzimas responsaveis pela degradacdo do coldgeno

exposto na unido resina-dentina.

CONCLUSAO
A clorexidina ndo interferiu na resisténcia de unido dos sistemas convencionais e
autocondicionantes a dentina higida e melhorou o desempenho adesivo desses materiais

quando aplicados a dentina afetada por cérie.
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Tabela 1. Tabela da composi¢do (principais componentes), fabricantes, modo de aplicacédo e lote

dos materiais utilizados no estudo.

Nome comercial Principais componentes Modo de aplicagéo Lote
Adper Scotchbond  Primer: agua. HEMA e copolimero Aplicagdo de uma camada e jato de 6BC
Multi Purpose do acido polialcendico arpor5s
(3M ESPE, St. Paul, MN, Adesivo: BISGMA, HEMA e Aplicagio de uma camada e
EUA) fotoiniciador fotoativacdo por 10s 6PL
Adper Single Bond 2 Bis-GMA, HEMA,  diuretano Aplicagdo de duas camadas, jatos de SEK
dimetacrilato, copolimero do acido ar por 5s e fotoativagdo por 10s
(3M ESPE, St. Paul, MN, polialcendico, canforoquinona,
EUA) dgua, etanol e glicerol 1.3
dimetacrilato, 10% em peso de
nanoparticulas de silica
Clearfil SE Bond Primer: 10-MDP, HEMA, Aplicacdo por 20s ¢ jatos de ar por 5s  00727A
dimetacrilato hidrofilico,
(Kuraray Med Inc, Osaka,  canforoquinona, N-N-dietanol
Japao) toluidina, agua
1044A
Bond: MDP, Bis-GMA, HEMA, Aplicagio de uma camada e
dimetacrilato hidrofébico, fotoativagdo por 10s
canforoquinona,  N-N-dietanol-p-
toluidina, silica coloidal silanizada
Adper Prompt L-Pop  Blister A: Metacrilatos fosfatados, Apo6s mistura dos componentes, 257205
fotoiniciador, estabilizante aplicagdo ativa por 15s, secagem por
(3M ESPE, St. Paul, MN, ) 5 s, aplicagdo de mais 1 camada por
EUA) Blister B:  Agua, fluoretos, 3 s, jatos de ar por 5s e fotoativagdo
estabilizante por 10s
7250 Resinas Bis-GMA, UDMA, Bis- 3 camadas incrementais de Imm 7KX
(E?’L,}/IA)ESPE’ St. Paul, MN, HEMA, zircOnia, silica fotoativadas por 20s cada
Scotchbond Etchant Acido fosforico a 35% Aplicado por 15s, lavagem com agua 7JA
(3M ESPE, St. Paul, MN, por 10s e secagem com papel
EUA) absorvente
Clorexidina s Digluconato de Clorexidina a 2% Aplicacdo passiva de 20uL por 60s 050707
(FGM Produtos
Odontolégicos, Joinvile, SC,
Brasil)
Abreviaturas: Bis-GMA: bisfenol-glicidil-dimetacrilato, HEMA: 2-hidroxi-etil-dimetacrilato; MDP: 10-

metacriloiloxidecil-dihidrogenio-fosfato, UDMA — uretano dimetracrilato



Tabela 2. Valores médios de resisténcia de unido (MPa) produzidos pelos sistemas

adesivos em func¢do do substrato (higido ou afetado por carie) e aplicagdo ou ndo da

clorexidina.
Sistemas Clorexidina a 2%
. Substrato .
adesivos Sim Nio
Scotchbond MP Higido 27,8 (12,6) [29]* ab** 33,5(13,8)[33] a

Single Bond 2

Clearfil SE Bond

Prompt L-Pop

Afetado por carie
Higido

Afetado por carie

Higido
Afetado por carie
Higido

Afetado por carie

30,5 (9,4) [34] ab

28,2 (11,0) [29] ab
24,2 (9,5) [23] b

32,3 (11,4)[29] a
29,2 (9,6) [26] ab

26,3 (10,2) [29] a
25,8(9,8) [19] a

27,1 (10,7) [34] b

32,8 (9,5)[33] a
23,6 (10,8) [26] b

31,9 (12,1)[30] a
27,2 (13,2)[29] b

28,6 (9,2) [32] a
20,1 (8,5) [22] b

* os valores respresentam as médias (desvio padrdo) em MPa [nimero de espécimes]

** para cada sistema adesivo, médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05)



Tabela 3. Distribuigdo dos tipos de fraturas em fun¢do do substrato, sistema adesivo e

aplicacdo ou ndo de clorexidina.

Aplicagdo de clorexidina

Sistema adesivo Substrato
Sim Nio
Higido A=23 (79,4%); CR =1 (3,4%); M A=23 (69,7%); CR =4 (12,1%);
=5 (17,2% M =6 (18,2%
Adper (17,2%) (18,2%)
Scotchbond MP Afetado A=22 (64,7,%); CR =1 (2,9%);
) A=20 (58,8,%); M =14 (41,2,%)
por carie M =11 (32,4%)
Higido  A=21 (72,5%); CR =1 (3.4%); A =20 (60,6%); CR =6 (18,2%);
) CD =1 (3,4%); M =6 (20,7%) M =7 (22,2%)
Adper Single
Bond 2
Afetado A=13 (56,5%); M =10 (43,5%); A=19 (73,1%); M =7 (26,9%);
por cérie FP=3 FP=4
Higido  A=16 (51.2%); CR =3 (103%); A=19 (63,3%); CR =2 (6,7%);
M =10 (34,5%) CD =1 (3,3%); M= 8 (26,7%)
Clearfil SE Bond
Afetado A=17 (65,4%); CR =2 (7,7%); A=13 (44,9%); CR =1 (3,4%);
por carie M =7 (26,9%); FP=3 M =15 (51,7%); FP=5
Higido A=19 (65,5%); CR =1 (3.4%);  A=29(90,6%); M=3 (9,4%)
M =9 (31,1%)
Adper Prompt L-
Pop
Afetado A=15 (78,9%); M =4 (21,1%); A=15 (68,2%); M =7 (31,8%)
por carie FP=5 FP=9

Abreviaturas: A = fratura adesiva; CR = fratura coesiva em resina; CD = fratura coesiva em dentina; M = fratura

mista; FP = fratura prematura (ocorrida antes do ensaio mecanico)



Figura 1. Fotomicrografias em MEV de interfaces produzidas com o sistema adesivo
Adper Scotchbond MP. (1a) Dentina higida sem clorexidina; (1b) dentina higida com
clorexidina; (1c¢) dentina afetada por cérie sem clorexidina; ¢ (1d) dentina afetada por
carie com clorexidina. Foram observados longos tags de resina com ramificagdes
laterais (pointers). Nenhuma diferenca morfoldgica significante foi observada entre os

grupos com ¢ sem clorexidina. D: dentina; A: adesivo; RC: resina composta.



Figura 2. Fotomicrografias em MEV de interfaces produzidas com o sistema adesivo
Adper Prompt L-Pop. (2a) Dentina higida sem clorexidina; (2b) dentina higida com
clorexidina; (c) dentina afetada por carie sem clorexidina; e (2d) dentina afetada por carie
com clorexidina. Grande numero de tags de resina, porém mais curtos na auséncia de
clorexidina (2a e 2¢). Camadas hibrida mais espessas foram observadas para a dentina

afetada por cérie (2c e 2d) (entre setas). D: dentina; RC: resina composta.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da clorexidina na longevidade da
unido resina-dentina afetada por carie. Superficies planas em dentina foram produzidas
em 48 molares higidos, os quais foram submetidos ao processo microbiologico de
inducdo de carie. Os dentes foram divididos em 4 grupos de acordo com o sistema
adesivo: Scotchbond MP, Single Bond 2, Clearfil SE Bond e Prompt L-Pop. 50% dos
dentes para cada sistema (n=4) recebeu a aplicacdo de clorexidina 2% por 60 s. Apds a
reconstrucdo da coroa, os dentes foram seccionados para a producdo de espécimes (0,81
mm®), os quais foram armazenados em 4gua por 24 h ou 6 meses previamente ao ensaio
mecanico de microtragdo. Os valores de resisténcia de unido (RU) foram analisados
pelos testes ANOVA a dois critérios e Tukey (0=0,05). A aplicagdo da clorexidina ndo
afetou a RU imediata, com exce¢do para o sistema Prompt onde valores
significantemente maiores foram observados. Os valores de RU do sistema Clearfil SE
Bond foram os mais estaveis, ndo sendo afetados pelas varidveis do estudo. Na auséncia
de clorexidina, valores inferiores de RU foram registrados para Scotchbond MP, Single
Bond 2 e Prompt apds 6 meses de envelhecimento. Entretanto, na presenca desse
agente, esses valores ndo diferiram dos obtidos apdés 24 h para os sistemas
convencionais. Portanto a clorexidina exerceu efeito benéfico na estabilidade mecanica
da unido resina-dentina afetada por carie para os sistemas adesivos convencionais. Entre
os sistemas autocondicionantes, as interfaces produzidas pelo sistema Clearfil SE Bond

foram as mais estaveis, contrariamente ao observado para o sistema Prompt.

Palavras chaves: dentina, cdarie dentaria, adesivos dentinarios, clorexidina,

longevidade, resisténcia a tragao



INTRODUCAO

Dentina higida e dentina alterada pelo processo de cérie coexistem na maioria
dos preparos cavitarios. Idealmente, materiais que utilizam esses tecidos como substrato
para adesdo deveriam apresentar satisfatorio desempenho de retengdo e selamento a
ambos. Entretanto, resisténcia de unido inferior tem sido demonstrada para a dentina
afetada por carie em comparacdo a dentina higida.'” Isso ocorre em funcdo de
caracteristicas particulares apresentadas por esse tecido como resultado da dindmica do
processo carioso, o qual envolve eventos fisico-quimicos e bioldgicos.

Apobs remogdo da dentina infectada, o tecido residual, denominado dentina
afetada por carie,” apresenta a dentina intertubular menos mineralizada ¢ com maior
numero de porosidades,™ e presenca de cristais de fosfato tricalcico acido-resistentes,
decorrentes da recristalizacdo da apatita dissolvida, obliterando a entrada dos tubulos
dentinarios.”'® Adicionalmente, alteragdes proteicas significantes para o mecanismo de
adesdo ocorrem nesse substrato. Proteoglicanas, localizadas na superficie do coldgeno e
responsaveis pela ligacdo entre fibrilas adjacentes, sdo importantes proteinas
relacionadas @ manutencdo da expansdo da matriz de dentina na presenca de dgua apos

11-13 .
Na dentina

sua desmineralizacdo, devido a sua alta afinidade por essas moléculas.
afetada por cdrie, entretanto, essas proteinas apresentam alteragdes moleculares tais que
dificultam a manutencdo da hidratacdo da matriz desmineralizada.'* Também, as fibrilas
de colageno nesse substrato apresentam reduzidas ligagdes cruzadas quando
comparadas as fibrilas da dentina higida.”"

Em conjunto, essas caracteristicas favorecem a formacao de zonas hibridas mais

espessas,”™ porém com maior nimero de imperfeicdes em seu interior,” assim como

maior zona de colageno exposto em sua base devido a incompleta infiltracdo da resina



adesiva.'™"® Além de interferirem negativamente na resisténcia de unido imediata, essas

caracteristicas tornam as interfaces produzidas sobre a dentina afetada por carie menos
, . . . 5
estaveis longitudinalmente.

O quase completo desaparecimento das camadas hibridas apds envelhecimento

na cavidade bucal tem sido atribuido a acdo de metaloproteinases da matriz dentinaria

19-22

(MMPs) sobre as fibrilas de coldgeno expostas nessas camada. Entretanto, os efeitos

indesejaveis dessas enzimas proteoliticas endégenas podem ser minimizados pela agdo

19-26

de inibidores sintéticos como a clorexidina, 0s quais mimetizam a a¢do de inibidores

teciduais naturais (TIMPs).> Estudos tém demonstrado que, além de ndo interferir na

22,2427

resisténcia de unido imediata de sistemas adesivos a dentina higida, esse inibidor

preserva a integridade da camada hibrida produzida em sua presenca.**
Entretanto, a despeito da desacelerag¢@o da degradacdo da unido resina-dentina na

2022 apenas o estudo de Hebling et al.*® avaliou o efeito desse

presenga de clorexidina,
inibidor de MMPs na longevidade de camadas hibridas formadas por um sistema
convencional simplificado sobre a dentina afetada por carie in vivo Portanto, o objetivo
do presente estudo foi investigar a degradac¢do da unido resina-dentina afetada por cérie
produzida por sistemas adesivos convencionais e autocondicionantes na presenca de

clorexidina. A hipotese nula testada foi a aplicacdo de clorexidina ndo interfere na

resisténcia de unido apos o envelhecimento em agua.

MATERIAIS E METODOS
Quarenta e oito terceiros molares humanos higidos foram coletados para este
estudo cujo protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da

Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP (Protocolo n°. 26/07). Foram



incluidos no estudo apenas dentes higidos que apresentavam coroas sem areas
hipoplésicas. Os dentes, apds a remog¢do dos restos teciduais e profilaxia com pedra
pomes em agua, foram armazenados em solugdo de timol a 0,2% sob refrigeragio (4°C)

e utilizados dentro de trés meses apods sua obtengao.

Superficies planas em dentina foram produzidas apds a remog¢do da metade
oclusal da coroa por meio de um corte transversal realizado com auxilio de cortadeira
metalografica (ISOMET 1000, Buehler Ltd., Lake Bluf, IL, EUA) equipada com disco
diamantado (n.11-4254, Buehler Ltd., Lake Bluf, IL, EUA), sob lubrifica¢do constante
(300 rpm e 200gf). As superficies foram inspecionadas em lupa estereoscopica (Modelo
SZX7, Olympus, Sdo Paulo, Brasil) com 30 vezes de aumento para comprovar a

auséncia de remanescentes de esmalte.
Inducdo artificial da leséo de céarie

Os dentes selecionados tiveram suas raizes seladas com resina composta. Em
seguida, foram impermeabilizados com uma camada de adesivo epdxi (ARALDITE,
Ciba Especialidades Quimicas Ltda., Sdo Paulo, Brasil) e outra de esmalte acido
resistente (Colorama, CEIL Com. Exp. Ind. Ltda, Sdo Paulo, Brasil), deixando apenas a
superficie dentindria exposta. Os dentes foram suspensos com auxilio de um fio
ortodontico em um béquer contendo dgua destilada para esterilizacdo em autoclave por
20 minutos a 121 °C. A solugdo cariogénica consistiu de 3,7 g de BHI caldo (Brain
Heart Infusion, Becton Dickinson and Company,Sparks, MD, USA), 2 g de sacarose
(Synth; LabSynth, Sao Paulo, SP, Brazil), 1 g glicose (Synth; LabSynth, Sao Paulo, SP,
Brazil) e 0,5 g de extrato de levedura (Becton Dickinson and Company, Sparks, MD,
USA) para cada 100 mL de agua destilada. Essa solu¢do foi esterilizada (autoclave por

20 minutos a 121 °C) previamente a inoculagdo de 2% de cepas de Streptococcus



mutans ATCC25175 (Colecdo de Culturas Tropical Fundacdo André Toselo) (10°
UFC/mL). Os dentes foram suspensos no meio cariogénico € o conjunto levado em jarra
de microaerofilia por 14 dias. Durante esse periodo, a solu¢do cariogénica foi
substituida a cada 48 horas, porém sem a inoculagdo de novos microrganismos. Apds o
periodo de incubagdo, os dentes foram novamente autoclavados. O biofilme foi
removido com gaze e os materiais isolantes (adesivo epdxi e esmalte) removidos
manualmente com ldminas de bisturi. Os dentes foram abundantemente lavados em
agua deionizada, possibilitando a constatacdo de uma superficie de dentina escurecida e

amolecida ao toque com sonda exploradora.

Procedimentos adesivos

A superficie cariada foi removida com auxilio de broca esférica de ago n° 4 (KG
Sorensen, Barueri - SP, BR) em baixa rotagdo, a qual foi trocada por uma nova a cada 4
dentes. A dentina cariada amolecida foi removida até a obtenc@o de uma dentina mais
endurecida e resistente ao toque com sonda exploradora sem pressdo. Esse, assim como
os demais procedimentos, foi realizado por um Unico operador previamente treinado.

Os dentes foram entdo divididos aleatoriamente segundo os sistemas adesivos
Adper Scothbond Multi Purpose (3M ESPE, St. Paul, MN, EUA), Adper Single Bond 2
(3M ESPE, St. Paul, MN, EUA), Clearfil SE Bond (Kuraray Med Inc, Osaka, Japao) e
Adper Prompt L-Pop (3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) ¢ a aplica¢do ou nao de solucdo
de diglucontado de clorexidina a 2%. Algumas informagdes sobre os materiais
utilizados no estudo estdo apresentadas na Tabela 1.

Dessa forma, em metade dos dentes para cada sistema adesivo foram aplicados

20 pL de clorexidina a 2% ou o mesmo volume de agua deionizada posteriormente ao



condicionamento acido para os sistemas convencionais ¢ previamente a aplicagdo do
primer acido para o sistema Clearfil SE Bond ou do sistema Prompt L-Pop. As solugdes
foram mantidas passivamente por 60 segundos cobrindo completamente toda a
superficie de dentina e o excesso removido com papel absorvente para os sistemas
convencionais, para a obtencdo de uma superficie umida, e com leves jatos de ar para os
sistemas autocondicionantes. Os sistemas adesivos foram aplicados segundo as
recomendacdes dos respectivos fabricantes (Tabela 1) e fotoativados com o aparelho de
luz Optilux 500 (Kerr, Danbury, CT, EUA), cuja irradiancia foi monitorada com
radiémetro (490+10 mW/cm?). A coroa foi reconstruida em resina composta Filtek
7250 em trés camadas incrementais de 1 mm cada fotoativadas individualmente por 20

s. Em seguida, os dentes foram armazenados em agua destilada por 24 horas a 37 °C.

Ensaio mecéanico de microtracdo

Os dentes foram seccionados longitudinalmente para a obtencdo de espécimes
com érea transversal de 0,81 mm?, os quais foram inspecionados em lupa estereoscépica
com aproximadamente 30 vezes de aumento. Espécimes que apresentaram defeitos na
interface, bolhas ou irregularidades nas proximidades da unido resina-dentina, foram
excluidos da amostra e os selecionados tiveram sua éarea adesiva individualmente
mensurada com paquimetro digital (Mod. 500- 144b, Mitutoyo Sul Americana Ltda.,
Sao Paulo, Brasil) com resolugdo de 0,01 mm. Os espécimes foram armazenados por 24
horas ou 6 meses em 4gua destilada acrescida de cristais de timol a 37 °C.

Apos o periodo de armazenagem, cada espécime foi fixado em um dispositivo
para o ensaio mecanico de microtracdo com cola de cianoacrilato (Super Bonder Gel e

Ativador 7456, Henkel Loctile Ltda, Sdo Paulo, Brasil) e o conjunto acoplado a uma



maquina de testes mecanicos (Material Test System, MTS 810; Minneapolis, MN,
EUA), previamente ajustada para forcas de tragdo, com célula de carga de capacidade
maxima de 1 kN, sendo a velocidade do atuador de 0,5 mm/min.

Imediatamente apds o teste de microtracdo, as metades obtidas de cada espécime
foram armazenadas por 48 horas em glutaraldeido 2%. As fraturas foram classificadas
em: (1) coesivas da resina ou (2) dentina; (3) adesivas e (4) mistas. A leitura foi
realizada em lupa estereoscopica em aumentos variados (entre 30 e 60X), que

permitiram a analise adequada.

Analise Estatistica

Aos valores de resisténcia de unido (MPa) obtidos para cada sistema adesivo
foram aplicados os testes estatisticos de andlise de variancia a dois critérios fixos
(aplicagdo de clorexidina vs. periodo de armazenagem). Testes de Tukey foram
aplicados para comparagdes multiplas aos pares quando a hipotese nula de igualdade foi
rejeitada. Todos os testes foram considerados ao nivel pré-estabelecido de significancia

de 5%.

RESULTADOS
Resisténcia de uniao

Os valores de resisténcia de unido (MPa) registrados em fun¢do das variaveis
aplicacdo de clorexidina e periodo de envelhecimento para cada sistema adesivo estdo
apresentados na Tabela 2. A utilizacdo de clorexidina nao influenciou os valores de
resisténcia de unido imediata (armazenagem em agua por 24 horas) dos sistemas

adesivos investigados, com exce¢do do Prompt. Para esse sistema, valores de resisténcia



de unido significantemente superiores foram observados na presenca de clorexidina
apos 24 horas de envelhecimento. Apds 6 meses de armazenagem em agua, entretanto, a
utilizacdo de clorexidina retardou o processo de degradagdo das interfaces produzidas
com os sistemas adesivos Scotchbond MP e Single Bond. Para esses sistemas adesivos,
os valores de resisténcia de unido obtidos apds esse periodo, embora inferiores, foram
estatisticamente ndo diferentes dos valores obtidos ap6s 24 horas em agua quando a
clorexidina foi utilizada. O mesmo ndo foi observado quando esses sistemas foram
aplicados sem a utilizacdo de clorexidina, uma vez que redu¢do significante da
resisténcia de unido foi detectada apdés 6 meses de armazenagem em &agua, em
comparag¢do ao periodo de 24 horas.

Para o sistema adesivo autocondicionante Clearfil SE Bond ndo foi observada
influéncia de ambas as varidveis, aplicacdo de clorexidina e periodo de armazenagem,
nos valores de resisténcia de unido resultantes de sua aplicacdo sobre a dentina afetada
por cérie. Entretanto, para o sistema Prompt L-Pop, reducdo significante da resisténcia
de unido apos 6 meses de armazenagem em agua foi detectada, independentemente da
aplicacdo ou ndo de clorexidina.

As porcentagens de reducdo da resisténcia de unido apds 6 meses de
envelhecimento em agua estdo apresentadas na Tabela 2. Essa reducdo variou entre
11,8% e 29,5%. Entre os sistemas convencionais, os maiores valores de perda de
resisténcia de unido foram registrados para o sistema Single Bond 2 (19,9% e 15,7% na
auséncia e presenga de clorexidina, respectivamente), enquanto que entre os sistemas
autocondicionantes, as maiores perdas de resisténcia de unido foram observadas para o

Prompt, 21,9% na auséncia e 29,5% na presenca de clorexidina.



Anélise dos tipos de fratura

Na Tabela 3 estdo apresentadas as freqiiéncias absolutas e percentuais das falhas
ocorridas para cada sistema adesivo em func¢do das variaveis do estudo. Predominio de
falhas envolvendo a unido (adesivas e mistas) foi observado para todos os grupos,
independentemente do sistema adesivo, aplicagdo de clorexidina ou periodo de
envelhecimento. Entretanto, aumento percentual de falhas puramente adesivas foi
observado apés 6 meses de armazenagem em agua, para todos os grupos. Nenhuma
falha coesiva em dentina foi registrada em ambos os periodos de armazenagem, assim
como falhas coesivas em resina ndo foram observadas para o periodo de 6 meses de
envelhecimento.

Falhas prematuras foram observadas para todas as condi¢des experimentais,
exceto para o sistema Single Bond 2 ap6s 24 horas de armazenagem em agua. O valor
absoluto desse tipo de falha estd incluido na Tabela 2. Esses espécimes ndo foram
considerados para a andlise estatistica dos dados de resisténcia de unido. O maior
nimero de falhas prematuras foi observado para o grupo Prompt L-Pop em ambos os

periodos de armazenagem sem a aplicacdo de clorexidina.

DISCUSSAO

A incorporagdo de clorexidina aos protocolos de adesdo ndo interferiu
negativamente sobre os valores de resisténcia de unido imediata & dentina afetada por
carie. Esses resultados estdo de acordo com os descritos em estudos prévios para a

21,22,24,25,27,29 . : 28
SoThEe e também para a dentina afetada por carie.” Componentes

dentina higida
dos sistemas adesivos, incorporados a sua composi¢do com diferentes finalidades,

podem influenciar negativamente sua infiltracdo nos espagos interfibrilares produzidos



pelo agente acido. O copolimero do acido polialcendico, por exemplo, presente na
composi¢do do sistema Single Bond, tem sido apontado como um desses componentes
devido ao seu elevado peso molecular (PM=14.000-20.000)."** Da mesma forma,
devido ao gradiente de umidade e reducdo dos espagos fibrilares no sentido da dentina
mineralizada subjacente, mondmeros hidréfilos de pequeno peso molecular como o
HEMA (PM = 130,0 g/mol) tendem a penetrar em maior profundidade na dentina
desmineralizada quando comparados aos mondmeros hidrofobos de maior peso
molecular como o Bis-GMA (PM = 512,0 g/mol). Os resultados do presente estudo,
entretanto, permitem sugerir que apesar de ser um composto molecular relativamente de
alto peso (PM = 897,8 g/mol) quando comparada a alguns mondmeros constituintes dos
sistemas adesivos, como HEMA ou Bis-GMA, o digluconato de clorexidina nao
influenciou negativamente a infiltragdo monomérica da dentina desmineralizada.

Apesar de aumento dos valores de resisténcia de unido ter sido observado para
todos os sistemas adesivos na presenga de clorexidina em comparagdo a sua aplicagdo
sobre a dentina afetada por céarie sem esse agente, apenas para o sistema Adper Prompt
resultados significantemente superiores foram obtidos. Segundo Erhardt et al.?®, efeito
positivo da aplicacdo de clorexidina sobre a dentina afetada por cérie esta relacionado a
sua agdo sobre proteinas da matriz dentinaria que se encontram alteradas em fun¢do dos
eventos quimicos e biologicos do processo carioso, como as proteoglicanas. Essas
proteinas localizam-se na superficie das fibrilas de colageno e sdo responsaveis pela sua
afinidade por agua, assim como pela ligacdo entre fibrilas adjacentes. Em conjunto,
essas atuagdes influenciam diretamente na capacidade da dentina desmineralizada de se
manter hidratada e conseqiientemente, plenamente expandida.''"® Na dentina afetada

por carie, entretanto, essas proteinas apresentam alteragdes moleculares tais que



dificultam a manutencdo da hidratacdo da matriz desmineralizada.'* Adicionalmente, as
fibrilas de coldgeno nesse substrato apresentam reduzidas liga¢des cruzadas quando
comparadas as fibrilas da dentina higida, o que também interfere na sua capacidade de
ligagdo a moléculas de agua.”'" A clorexidina poderia interagir com sitios do colageno
exposto e reverter, parcial ou totalmente, a contragdo da dentina desmineralizada pelo
condicionamento acido e ndo completamente reexpandida na presenca de umidade
devido as alteragdes das proteoglicanas. A carga positiva dos grupos guanidinas
presentes na molécula de clorexidina ajudam a regular as alteragdes estruturais da
dentina desmineralizada pelo preenchimento de espacos, unido e organizagdo de
moléculas de 4gua,''* funcdes essas exercidas pelas proteoglicanas na dentina sadia.
Entretanto, permanece inconclusivo porque a manifestacdo dos efeitos benéficos
descritos acima foi significante apenas para o sistema Prompt. Pode ser especulado que
o conteudo mineral residual no substrato condicionado por esse sistema favoreceria a
ligacdo de moléculas de clorexidina, uma vez que esse agente catidnico apresenta
afinidade por grupamentos fosfato.”> Adicionalmente, Perdigdo et al.*’ sugerem que a
clorexidina aumenta a energia de superficie do substrato, favorecendo sua posterior
umectabilidade.

O efeito da associagdo da clorexidina ao protocolo de adesdo de sistemas
autocondicionantes, mesmo aplicados sobre a dentina higida, tem sido pouco
investigado.”*” Campos et al.”* ndo encontraram diferenga estatisticamente significante
nos valores médios de resisténcia de unido de um sistema autocondicionante
simplificado quando aplicado a dentina higida na presenca de clorexidina em diferentes

concentragdes (0,2 e 2%) quando comparado a dentina higida. O mesmo foi observado



por Castro et al.®’ para um sistema autocondicionante de dois passos, o que estd de
acordo com os resultados observados no presente estudo.

Degradacio significante da unido resina-dentina foi observada apds 6 meses de
armazenagem em agua na auséncia de clorexidina, com excecdo do sistema Clearfil SE
Bond. As maiores porcentagens de reducdo da resisténcia de unido foram observadas
para os sistemas adesivos Prompt L-Pop (21,9%) e Single Bond (19,9%). A degrada¢do
da interface adesiva ¢ o resultado sinérgico de eventos que envolvem ambos os
componentes poliméricos e organicos. Segundo Reis et al.,”’a unidio resina-dentina se
degrada em trés estagios: (1) a dgua ¢ absorvida pelo polimero, iniciando sua
degradacdo hidrolitica; (2) componentes resinosos sao lixiviados da camada hibrida e/ou
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da camada de adesivo, e (3) as fibrilas de coldgeno expostas sdo degradadas por

endopeptidases presentes na propria matriz dentinaria (MMPs)'*?!

ou proteinases
exdgenas provenientes da saliva e bactérias.*®

A intensidade da degradagdo polimérica estd diretamente relacionada a
qualidade do polimero formado. Tem sido demonstrado que sistemas adesivos
simplificados comportam-se como membranas permedveis a passagem de 4gua mesmo
apos polimerizados®* devido ao aumento do seu conteudo hidréfilo. Isso ¢ verdadeiro
especialmente para os sistemas adesivos autocondicionantes simplificados, uma vez que
a dgua ¢ um componente essencial para a ionizacdo dos mondmeros funcionais acidos,
responsaveis pela dissolucido da smear layer e desmineralizagdo da dentina subj acente.”’
Hidrofilia e estabilidade funcional sdo propriedades inversamente proporcionais.*’
Aumento significante de depositos de nitrato de prata foi observado apds 3 meses de

armazenagem em agua de interfaces produzidas pelo sistema Single Bond* e apds 6

meses para o sistema Prompt L-Pop.*® A infiltracdo de nitrato de prata, no caso de



sistemas autocondicionantes, indica ndo apenas a impregna¢do incompleta da dentina
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7 mas também 4reas no interior do adesivo pobremente

desmineralizada,
polimerizadas devido a presenca de 4gua residual,’ uma vez que a 4gua afeta
negativamente a conversdo polimérica.” Especialmente na dentina afetada por cérie, a
quantidade residual de 4gua no interior da dentina desmineralizada é superior a
observada para a dentina higida’ devido a desmineralizagdo 4cida mais profunda
observada nesse substrato intrinsicamente mais poroso.”™*

Sistemas adesivos ndo simplificados sejam eles convencionais ou
autocondicionantes apresentam como vantagem a aplicagdo de uma camada
individualizada de resina livre de solvente e essencialmente hidréfoba. Essa camada
aplicada sobre o primer reduz a sorp¢do de agua® e as subsequentes consequéncias
negativas sobre a estabilidade da interface adesiva. No presente estudo, os valores de
resisténcia de unido do Clearfil SE Bond mostraram-se estdveis apds 6 meses de
armazenagem, enquanto que para o sistema Scotchbond MP foram observadas as
menores porcentagens de perda dessa propriedade, independentemente da utilizagdo ou
ndo de clorexidina. Omar et al.*® também observaram estabilidade da unidio resina-
dentina produzida com o sistema Clearfil SE Bond sobre dentina higida e dentina
afetada por carie, desafiada pelo método de termociclagem. Um importante aspecto que
pode ter contribuido para a estabilidade mecanica das interfaces produzidas pelo sistema
Clearfil SE Bond ¢ a unido quimica produzida entre o mondmero funcional acido
(MDP)**® ¢ a hidroxiapatita residual na dentina parcialmente desmineralizada por esse
sistema de pH moderado (ca. 2,0),” resultando na formac¢do de sais de Ca-MDP

1.49

resistentes a degradacdo hidrolitica.*’ Adicionalmente, Carrilho et al.*’ observaram que

espécimes produzidos pelo precursor desse sistema apresentaram estabilidade de



algumas propriedades mecanicas (mddulo de elasticidade e resisténcia maxima a tragao)
apds armazenamento em agua por 6 meses, demonstrando que a qualidade do polimero
formado também tem uma importante func¢do na resisténcia a degradagdo. Essa premissa
também justifica as maiores porcentagens de reducdo de resisténcia de unido observadas
para o sistema Prompt L-Pop, 21,9% na auséncia e 29,5% na presenca de clorexidina,
uma vez que esse sistema apresenta comprometido grau de conversdo polimérica’’ e
elevada sorpcio de agua.’” Reduzida extensdo de polimeriza¢io pode resultar em alta
susceptibilidade a degradacdo’’ e favorecer o continuo condicionamento da dentina
subjacente.*!

A despeito dos maiores valores de resisténcia de unido registrados na presenca
de clorexidina, a utilizacdo desse agente inibidor de MMPs néo foi capaz de impedir a
deterioragdo da unido resina-dentina, identificada no presente estudo como reducdo dos
valores de resisténcia de unido. Entretanto, desaceleracdo da degradacdo foi observada
para os sistemas Scotchbond MP e Single Bond 2 na presenga desse agente, de tal forma
que os valores de resisténcia de unido obtidos apos 6 meses de envelhecimento ndo
diferiram estatisticamente dos valores obtidos apds 24 horas. Esses resultados sugerem
que a clorexidina exerceu algum efeito positivo no processo de degradacdo da unido.

Tem sido demonstrado que a clorexidina ¢ um efetivo inibidor de

metaloproteinases da matriz dentindria (MMPs)'*?

e que interfaces produzidas na
presenca desse agente s@30 menos susceptiveis a degradacdo via essas enzimas
proteoliticas. Hebling et al.’ e Carrilho et al.?' demonstraram in vivo que a aplicacdo
pos-condicionamento acido de uma solugdo de clorexidina resultou em interfaces menos

susceptiveis a degradagdo apds 6 € 14 meses, respectivamente, de fungdo na cavidade

bucal. Entretanto, apenas no trabalho de Hebling et al.*® foram utilizados ambos os



substratos para adesdo, dentina higida e dentina afetada por carie. Ainda no trabalho de
Carrilho et al.*! manutengdo dos valores de resisténcia de unido do sistema Single Bond
aplicado sobre a dentina higida tratada com clorexidina foi observado, diferindo dos
resultados do presente estudo. Nos trabalhos mencionados acima, todas as margens das
cavidades estavam estabelecidas em esmalte, ¢ o dente como um todo foi submetido a
degradagdo, diferindo dos pequenos espécimes utilizados no presente estudo.

, .

Degradacdo da unido resina-dentina ndo ocorre ou ¢ significantemente reduzida na

1-
presenca de margens em esmalte.”' ™

Quando espécimes com pequena area de seccio
transversal e sem margens em esmalte sdo envelhecidos, os efeitos negativos dos
fenomenos de degradacdo sdo favorecidos. Consequentemente, os resultados observados
no presente estudo demonstram que, apesar da clorexidina ter exercido alguma ago
sobre a degradagdo enzimatica das fibrilas de coldgeno, a degradacdo hidrolitica desses
componentes ¢ dos componentes resinosos prevaleceu, resultando em redugdo da
resisténcia de unido para todos os sisstemas adesivos, com excegdo do sistema Clearfil

SE Bond. Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por Campos et al.”

que
também armazenaram espécimes de dimensdes reduzidas por 6 meses em agua, porém
as interfaces, com ou sem aplicagcdo de clorexidina, foram produzidas sobre dentina
higida.

O exato mecanismo de acdo da clorexidina ainda permanece inexplicado.
Sugere-se que esse agente catidnico poderia competir com receptores das MMPs que
deveriam ser ocupados por ions como calcio e zinco para sua ativagdo. Como resultado,

a atividade colagenolitica sobre as fibrilas de coldgeno ¢ significantemente reduzida

quando essas sdo pré-tratadas com clorexidina.'”*® Esse efeito ¢ particularmente



positivo na dentina afetada por carie, onde colagenases produzidas pelas bactérias
cariogénicas>® somam-se as liberadas pelo condicionamento acido.

Embora redugdo dos efeitos da degradacdo enzimadtica possa ser assegurada com
a simples incorporagdo da clorexidina aos protocolos de adesdo a dentina higida e
dentina afetada por cérie, a degradagdo hidrolitica ainda exerce efeito significativo, e
talvez predominante, na deterioracdo da unido resina-dentina, especialmente em
cavidades sem margens estabelecidas em esmalte. Consequentemente, estudos futuros
devem buscar alternativas para contrapor tais efeitos negativos, em associag@o ao uso de

inibidores de MMPs.

CONCLUSAO

Apds 6 meses de envelhecimento, a clorexidina exerceu efeito benéfico na
estabilidade mecéanica da unido resina-dentina afetada por cérie para os sistemas
adesivos convencionais, embora ndo tenha sido capaz de impedir completamente a
degradagdo das interfaces. Entre os sistemas investigados, as interfaces produzidas pelo

sistema Clearfil SE Bond foram as mais estaveis.
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Tabela 1. Tabela da composi¢do, fabricantes modo de utilizagdo e lote dos materiais utilizados no

estudo
Nome comercial Principais componentes Modo de aplicagdo Lote
Primer: a4gua. HEMA e copolimero do acido Aplicacdo de uma camada e jato 6BC
Adper Scotchbond  Multi polialcendico de arpor 5s
Purpose . S L
Adesivo: BISGMA, HEMA e fotoiniciador Aplicagdo de uma camada e 6PL
(3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) fotoativagio por 10s
Bis-GMA, HEMA, diuretano dimetacrilato,
Adper Single Bond 2 ;2%21110?22?00 canforoqu(iir?ona sgua eta?ﬁ)lld 2 Aplicagdo de duas camadas, jatos SEK
(3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) glicerol 13 dimetacrilato, 10% em peso de de ar por 5s e fotoativagéo por 10s
nanoparticulas de silica
Primer: 10-MDP, HEMA, dimetacrilato Aplicagdo por 20s e jatos de ar 00727A
earfi on idrofilico, canforoquinona, -N-dietanol  por 5s
Clearfil SE Bond hidrofili f i N-N-di 1 5
(Kuraray Med Inc, Osaka, toluidina, 4gua
Japéo) 1044A
Bond: MDP, Bis-GMA, HEMA, dimetacrilato  Aplicagdo de uma camada e
hidrofébico, canforoquinona, N-N-dietanol-p- fotoativag¢do por 10s
q P p
toluidina, silica coloidal silanizada
Blister  A: Metacrilatos fosfatados, aApl?csa r;(;sgifla doosr i(;rsnpsoeréznt:rsr;
Adper Prompt L-Pop fotoiniciador, estabilizante pucag + por > S
(3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) por 5 s, aplicagdo de mais 1 257205
Blister B: Agua, fluoretos, estabilizante camada.por~3 s, jatos de ar por 3s
e fotoativacdo por 10s
7250 Resinas Bis-GMA, UDMA, Bis-HEMA, 3 camadas incrementais de 1mm TKX
(3M ESPE, St. Paul, MN, EUA)  zircénia, silica fotoativadas por 20s cada
Scotchbond Etchant ) Aplicado por 15s, lavagem com
Acido fosforico a 35% agua por 10s e secagem com 7JA
(3M ESPE, st. Paul, MN, EUA) papel absorvente
Clorexidina s Aplicagdo passiva de 20uL por
(FGM  Prod Odontolégicos, Digluconato de Clorexidina a 2% plcagdo p - P 050707

Joinvile, SC, BR)

60s

Abreviaturas: Bis-GMA: bisfenol-glicidil-dimetacrilato; HEMA: 2-hidroxi-etil-dimetacrilato, MDP: 10-metacriloiloxidecil-

dihidrogenio-fosfato, UDMA — uretano dimetracrilato



Tabela 2. Resisténcia de unido (MPa) produzida pelos sistemas adesivos em fungdo da

aplica¢do ou ndo de clorexidina e do periodo de envelhecimento em agua.

Periodo de envelhecimento

24 horas

6 meses

Redugdo
resisténcia  de

unido (%)

Sistema adesivo Clorexidina
Scotchbond MP Néo
Sim
Nio
Single Bond 2 )
Sim
ao
Clearfil SE Bond
im
Nio

Prompt L-Pop
Sim

27,1 (10,7) [34] a
30,5 (9,4) [34] a

23,6 (10,8) [26] a
24,2 (9,5)[23] a

27,2 (13,2)[29] a
29,2 (9,6) [26] a

20,1 (8,5) [22] b
25,8 (9,8) [19] a

23,9 (9,5) [26] b
26,8 (11,6) [34] ab

18,9 (5,7) [22] b
20,6 (6,8) [26] ab

24,0 (9,3) [28] a
25,1(9,6)[19] a

15,7 (7,0) [12] ¢
18,2 (6,2) [18] be

11,8
12,1

19,9
15,7

11,8
14,0

21,9
29,5

* valores representam média (desvio-padrdo) em MPa [numero de espécimes]

** para cada sistema adesivo, médias representadas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (Tukey, p>0.05)



Tabela 3. Freqiiéncia absoluta e porcentagem da distribui¢do dos tipos de fratura

produzidos apds o ensaio mecanico em fun¢@o para cada sistema adesivo em fungdo da

aplicacdo de clorexidina e periodo de envelhecimento.

Periodo de envelhecimento em agua

Sistema Clorexidina 24 horas 6 meses
adesivo

A’ M CR Fp™" A M FP
Scotchbond Nio 22" (64,7) 11324 129 0 25(96,2) 1(3,8) 5
MP Sim 20 (58,8) 14(412) 0 0 30(96,8) 1(3,2) 2
Single Nio 19 (73,1) 7 (26,9) 0 4 19 (86,4) 3(13,6) 1
Bond 2 Sim 13 (56,5) 10 (43,5) 0 3 25(96,2) 1(3,8) 1
Clearfil SE Nio 13 (44,9) 15(51,7) 134 5 23(82,1) 5(179) 4
Bond Sim 17 (65,4) 7 (26,9) 2(7,7) 3 17(94,4) 1(5,6) 4
Prompt Nio 15 (68.,2) 7 (31,8) 0 9 10(83,3) 2(6,7) 17
L-Pop Sim 15(78,9) 4 (21,1) 0 5 16 (94,1) 1(5,9) 8

" A=adesiva; M=mista; CR=coesiva de resina; FP=falha prematura

" Freqiiéncia absoluta (porcentagem)

sk , . . A . r ~ R 3 r1:
Espécimes fraturados antes do ensaio mecanico. Esses espécimes ndo foram incluidos na analise dos dados

e, portanto, ndo participam do nimero de espécimes do grupo.



CONSIDERACAO FINAL



CONSIDERACAO FINAL

Diversos fatores influenciam a ades@o de materiais poliméricos ao substrato
dentinario, os quais estdo relacionados ao tipo ¢ composicdo dos sistemas adesivos, sua
técnica de aplicacdo e a heterogeneidade desse tecido. Por essa razdo, a ades@o a dentina
ainda ndio é considerada tio segura e previsivel quanto a adesdo ao esmalte"!'***,

A dindmica do processo de cérie, a qual envolve eventos quimicos e bioldgicos,
resulta em modificagdes do substrato dentinario que influenciam diretamente o desempenho
de sistemas adesivos sobre ele aplicados. Por exemplo, apds a remocdo da dentina
irreversivelmente comprometida (dentina infectada), a dentina remanescente'’ (dentina

125,44,47,49

afetada) caracteriza-se por menor conteido minera e conseqliente menor

dureza12,32,49

, maior porosidade da dentina intertubular*’, obliteragdo dos tibulos dentinrios
por cristais acido resistentes’®*, desnaturagdo reversivel do colageno, com redugio do
nimero de ligagdes cruzadas e alteragdes moleculares das proteoglicanas™. Em conjunto,
essas caracteristicas respondem pela inferior resisténcia de unido de sistemas adesivos a

dentina afetada por carie em comparagio a dentina higida®'>?"2>273%%

, assim como pela
maior susceptibilidade dessas interfaces a degradagfo. Isso ocorre porque as camadas
hibridas formadas com o substrato afetado por carie apresentam um maior numero de

1215324447 & major exposigdo de fibrilas de colageno®, favorecendo a

defeitos intrinsecos
nanoinfiltracdo.
Embora aceitaveis valores de resisténcia de unido imediata sejam reportados para os
sistemas adesivos comercializados atualmente, a estabilidade longitudinal da unido resina-
dentina ainda é um desafio a ser superado. Além do mais, esse desempenho adesivo deveria

ser igualmente satisfatorio quando dentina higida e dentina afetada por carie sdo utilizadas

como substrato, uma vez que essas coexistem na maioria dos preparos cavitarios. Desta



forma, devido a escassez de trabalhos na literatura, o presente estudo avaliou a adesdo a
dentina afetada por cérie, com destaque a utilizagdo de um inibidor de metaloproteinases da
matriz dentinaria (MMPs), no desempenho adesivo imediato e em longo prazo de sistemas
adesivos convencionais e autocondicionantes.

No primeiro capitulo foi utilizada a coloragdo de tricromico de Goldner para a
identificacdo de coldgeno exposto na interface apos a aplicagdo de um sistema adesivo
convencional simplificado sobre a dentina higida e dentina afetada por cérie. Os resultados
obtidos demonstraram que nao houve diferenca estatistica entre os substratos higido e
afetado por carie, contrariando o Unico estudo publicado que também utilizou a coloragdo
de Goldner para avaliar interfaces produzidas sobre a dentina afetada por carie'. Diferencas
metodoldgicas como o protocolo de inducdo da cérie artificial e concentragdo do acido
fosforico utilizado para a desmineralizagdo do substrato limitam a comparagdo direta dos
resultados. E importante ressaltar, entretanto, que para ambos os estudos os valores de p
obtidos para a comparag¢@o do tipo de substrato foram limitrofes, ou seja, préximos do valor
de significancia de 5%. Desta forma, especulamos que o aumento do nimero de espécimes
do presente estudo (n=6) seria importante para consolidar os resultados obtidos.

Influéncia do tipo de substrato sobre os valores de resisténcia de unido imediata
foram, porém, observados no capitulo 2, na auséncia de clorexidina. Valores de resisténcia
de unido significantemente inferiores foram obtidos para todos os sistemas adesivos
investigados, convencionais e autocondicionantes, quando aplicados sobre a dentina afetada
por carie, concordando com os resultados de outros estudos®!'%2"2527-32:45,

Ainda no capitulo 1, opostamente ao observado para a variavel tipo de substrato, a
condi¢do de armazenagem exerceu efeito significante sobre a espessura da camada de
colageno exposta na interface. Aumento significante dessa espessura foi observado apos 6

meses de armazenagem em agua, demonstrando a ocorréncia de degradagdo dos



constituintes da unifo, resultados esses que concordam com os observados em outros
estudos, embora ndo utilizando o mesmo método de analise*>'®!°233%  Contrariamente,
manutencdo da espessura da camada de colageno exposto foi observado para os espécimes
armazenados em Oleo mineral por 6 meses, uma vez que nesse meio de armazenagem
ambas as formas de degradacgdo, hidrolitica e enzimatica, sd3o minimizadas ou impedidas de
ocorrer’™,

Degradac¢do da unido resina-dentina afetada por carie também foi observada no
capitulo 3 apds 6 meses de envelhecimento em agua, por meio da reducio significante dos
valores de resisténcia de unido comparados aos obtidos apos 24 horas de armazenamento,
na auséncia de clorexidina. Isso foi verdadeiro para todos os sistemas adesivos investigados,
com excecdo do sistema Clearfil SE Bond, provavelmente devido a duas principais
caracteristicas, aplicagio de uma camada hidréfoba de adesivo ndo solvatado® e unidio
quimica ao substrato dentindrio com a formagdo de sais de calcio (MDPCa) resistentes a
hidrdlise, resultantes da reacdo entre o monomero funcional acido presente nesse sistema
(MDP) e cristais de hidroxiapatita®®*°.

Apesar de inevitavel, a deterioracdo da unido resina-dentina pode ser desacelerada,
por exemplo, protegendo-se o componente organico exposto na interface contra a
degradagdo enzimatica. Uma vez que tem sido demonstrado que a clorexidina melhora

346719 "3 influéncia desse agente

significantemente a longevidade da unido resina-dentina
inibidor de MMPs sobre a producio e estabilidade mecénica dessa unido estabelecida sobre
a dentina afetada por carie foi o foco central do presente trabalho.

Durante os procedimentos restauradores adesivos, mais especificamente durante a
cura dos materiais poliméricos, as tensdes geradas pela contragdo de polimerizagdo

representam o primeiro desafio a interface adesiva recém-produzida. Portanto, é importante

que a resisténcia de unido imediata seja forte o suficiente para suportar essas tensoes.



Também, a analise da resisténcia de unido imediata se faz necessaria para a comparagdo de
materiais ¢ modificagdes das técnicas adesivas, como a incorpora¢do da clorexidina aos
protocolos de adesdo, investigada no presente estudo. E imprescindivel que essas
modificagdes ndo influenciem negativamente os valores de resisténcia de unido imediata.
Partindo desse pressuposto, no capitulo 2 foi avaliada a resisténcia de unido imediata de
sistemas adesivos convencionais e autocondicionantes aplicados sobre a dentina higida e
dentina afetada por carie na presenca de clorexidina.

3469 o em um Unico

Assim como observado em outros estudos para a dentina higida
estudo para a dentina afetada por carie'', os resultados do capitulo 2 demonstraram que a
utilizacdo de clorexidina ndo interferiu na resisténcia de unido dos sistemas Scotchbond
MP, Single Bond 2 e Clearfil SE Bond para ambos os substratos, e resultou em aumento
significativo da resisténcia de unido do sistema Prompt L-Pop a dentina afetada por carie.
Também pode ser observado que na presenga de clorexidina houve melhora dos valores de
resisténcia de unido a dentina afetada por cérie de tal forma que esses grupos passaram a
ndo diferir dos grupos produzidos com a dentina higida. Esse efeito positivo da clorexidina
sobre a adesdo a dentina afetada por carie é explicado por Erhardt et al.'' (2008) como
sendo resultado da agdo desse agente sobre a capacidade de hidratacdo da dentina, a qual
esta prejudicada nesse substrato devido & alteragdes moleculares das proteoglicanas®”.

Apesar do efeito positivo da aplicagdo de clorexidina sobre a resisténcia de unido a
dentina afetada por carie, este agente ndo foi capaz de impedir completamente a degradagéo
da unido resina-dentina®, identificada no capitulo 1 como pequeno aumento da espessura da
zona de colageno exposto na base da camada hibrida e no capitulo 3 como redugdo da
resisténcia de unido, apds 6 meses de envelhecimento em agua. Esses resultados diferem

dos obtidos por Hebling et al.' (2005) e Carrilho et al.” (2007) que demonstraram efeito

significante da clorexidina na estabilidade da unido resina-dentina in vivo, apos 6 ¢ 14



meses, respectivamente. Entretanto, no presente estudo, assim como no trabalho de Campos
et al.* (2009), espécimes de pequenas dimensdes e sem margens estabelecidas em esmalte
foram armazenados, diferentemente dos estudos mencionados acima onde toda a
restauracdo com margens em esmalte foi envelhecida na cavidade bucal.
Conseqiientemente, nos capitulos 1 e 3, o desafio imposto sobre a unido foi muito mais
severo, sendo que os resultados obtidos sugerem o predominio da degradagdo hidrolitica
sobre a enzimatica, demonstrando que o selamento promovido pelos sistemas adesivos € tao
ou mais importante do que sua retencao.

Como conclusdo geral, considerando-se os resultados obtidos em cada estudo
conjuntamente, a incorporagdo da clorexidina aos protocolos de adesdo a dentina, além de
favorecer a resisténcia de unido a dentina afetada por carie, também favorece a estabilidade
da unido resina-dentina. Dessa forma, modifica¢cdes nos protocolos de adesdo visando a
incorporagdo desse agente inibidor de MMPs devem ser considerados e investigados em
estudos clinicos. Também, uma vez que a degradacdo da unido resina-dentina ¢ o resultado
sinérgico de eventos enzimaticos e hidroliticos que envolvem todos os componentes dessa
unido, ¢ importante que se investiguem mecanismos que minimizem ambas as formas de

degradacio.
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Anexo 1 - Certificado de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de
Odontologia de Araraquara (FOAr — UNESP), para o desenvolvimentos dos experimentos 1,
2e3.
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