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Silva JMF. Resisténcia adesiva e citotoxicidade “in vitro” de diferentes
geracgbes de sistemas adesivos [tese]. Sdo José dos Campos: Faculdade
de Odontologia de Sao José dos Campos, UNESP - Univ Estadual
Paulista; 2010.

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar quatro diferentes sistemas adesivos (Multi-
Purpose, Single Bond, SE Plus e Easy Bond — 3M ESPE) no que se refere a
resisténcia adesiva ao microcisalhamento na dentina bovina. Além de avaliar a
citotoxicidade desses novos sistemas adesivos por meio do teste de barrerira
dentinaria e ensaio de MTT em fibroblastos pulpares bovinos. Para o teste de
microcisalhamento 80 dentes bovinos tiveram suas raizes seccionadas, foram
embutidos em resina acrilica e tiveram a superficie vestibular desgastada
expondo-se a dentina, sendo que em 40 dentes a espessura de dentina
remanescente foi de 500um e nos outros 40 de 200um. Os cdp receberam entéo
o procedimento adesivo de acordo com as instru¢des do fabricante e com auxilio
de uma matriz metalica, cilindros de resina (Z 250 — 3M ESPE) de 0,8 mm de
diametro e 1mm de altura foram construidos. Apds 24h os cdp foram entdo
submetidos ao ensaio de microcisalnamento. Para avaliar a citotoxicidade foi
usado o teste de barreira dentinaria. Células pulpares bovinas transformadas
foram cultivadas em redes de nylon por 2 semanas, obtendo-se uma cultura de 3
dimensdes. Essas culturas celulares foram separadas dos materiais testados por
fatias de dentina de 500 e 200um em um dispositivo de perfusdo celular. Os
materiais foram aplicados na porgdo cavitaria do dispositivo de acordo com as
instrucdes do fabricante, e um material de moldagem a base de silicona
(President, Coltene) foi usado como controle negativo (100% de viabilidade
celular). Ap6s 24 h de periodo de exposigéo, a viabilidade celular foi mensurada
fotometricamente (teste MTT). Por meio de estatistica descritiva verificou-se que
a melhor eficiéncia adesiva foi apresentada pelo adesivo auto-condicionante de
um passo so6, Easy Bond (21,06 MPa - 200um; 27,01 MPa- 500um) seguido pelo
Single Bond (15,64 MPa - 200um; 23,45 MPa- 500pm), SE Plus (18,23 MPa -
200um; 20,07 MPa- 500um) e Multi Purpose (15,24 MPa - 200um; 17,99 MPa -
500um). Além disso, verificou-se que em todos os adesivos a resisténcia foi
maior nos cdp com espessura de dentina de 500um. Em relagéo a citotoxicidade
o0 Multi Purpose reduziu levemente a viabilidade celular para 92.5% (200um) e
93.7% (500um). Single Bond foi moderadamente toxico, reduzindo a viabilidade
celular para 71.1% (200um) e 64.6% (500pm). O adesivo auto-condicionante SE
Plus diminuiu a viabilidade celular para 85% (200um) e 71% (500um), e foi
considerado moderadamente toxico. Em contraste, o Easy Bond n&o reduziu a
viabilidade celular nesse teste, independente da espessura de dentina. Conclui-
se que todas as quatro geragbes de adesivos testados apresentam boa
adesividade a dentina em cavidades profundas, e que possivelmente a técnica
mais complexa de aplicagcdo dos adesivos de condicionamento acido total
interferiu na qualidade adesiva desses produtos. Como dois dos quatro adesivos



estudados mostraram toxicidade moderada, isso poderia sugerir em cavidades
profundas uma protegéo pulpar.

Palavras — chave: adesivos dentinarios. Resisténcia adesiva.
Citotoxicidade.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

LISTA DE FIGURAS

Confeccao do cdp: a) Dente bovino; b) seccionamento
da raiz; c) abertura coronaria e completa remocgéo do
teto da camara pulpar; d) verificacdo da espessura de
dentina remanescente; e) detalhe da marcagcédo de
0,8mm de dentina remanescente no especimetro; f) cdp
embutido em resina acrilica............ccceeeevveeieeeeiiin

Confecgao do cilindro de resina composta para ensaio
de microcisalhamento: a) matriz metdlica; b)
posicionamento do cdp na matriz e do tubo de tygon; c)
resina composta inserida no tubo apos
fotopolimerizagao; d) cdp finalizado pronto para o ensaio
de microcisalhamento.............ccoooeiiiiiiiiiiiin

Cdp posicionado para ensaio de
microcisalhamento.............cccccoiiiiiiiiii

Cultivo celular: a) Células SV3neoB na passagem 20; b)
cultivo das células em redes de poliamido; c) cultivo das
culturas em 3 dimensdes em placas de 24 pocos; d)
cultura celular em trés dimensodes.............ceeeeeeiciiivinnnnee.

Obtencao das fatias de dentina: a) corte no micr6tomo;
b) conferéncia da espessura no paquimetro; c) quebra
das fatias; d) armazenamento em meio de
CURUIA. ... e

Montagem dos inserts: a) insert metalico; b) colocagao
da rede com as células em cultura tri-dimensional; c)
colocagéo da fatia de dentina por sobre a rede; d) insert
MONTATO. ...t

Montagem das camaras: a) Esquema da camara de
perfuséo; b) insert montado na
(072 0 0 1= = PP RRRRRR

Montagem do sistema: a) Camaras montadas no
sistema; b) sistema de tubos de difusdo; c) sistema
conectado nas garrafas de meio de difusdo; d) sistema

68

72

73

76

77

78

79



Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

MONEAO . ... e

Aplicacao do material: a) camara de difusdo aberta; b)
aplicacao do adesivo; c) fotopolimerizagcdo do adesivo; d)
aplicacéo da resina composta; e) fotopolimerizacdo da
resina composta; f) material
=] o] [To7=To [o TSP

Desmontagem do sistema: a) Inserts removidos das
camaras; b) corte da parte central da rede; c) Insert
aberto; d) detalhe da rede cortada, regido central
utilizada para o teste de viabilidade celular; e) células
armazenadas em meio de cultura antes do teste de

Teste de MTT: a) Células em contato com o corante
MTT; b) Incubacao das células em estufa a 37°C e 5%
de COpy; c¢) Células coradas apés incubacédo; d) Células
colocadas em contato com o DMSO; e) Solugdo de
DMSO tingida; f) Analise da densidade Optica da solugao
tingida em Espectrofotdmetro..............ccoooriiiiiicccenn.

Grafico de colunas (médiatdesvio padrao) dos dados de
resisténcia adesiva obtidos segundo quatro tipos de
adesivos sob duas espessuras da
dentina.. ...

Grafico Interaction Plot dos valores de Mpa para os
diferentes sistemas adesivos e espessura de
remanescente dentin@rio.............cccccceeeeiiiiiiiiii e,

Grafico de colunas referente as porcentagens de
viabilidade celular dos grupos controles e dos adesivos
testados, nas espessuras de 200 e 500

82

84

86

89

92



Quadro 1 -

Quadro 2 -

Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 —

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

LISTA DE QUADROS E TABELAS

Adesivos utilizados na pesquisa............ccoeevvvviiieeeeeiiiinennn.

Materiais utilizados como controle negativo e positivo no
teste de barreira dentinaria..............ccooeeeeeiii

Valores médios e desvio-padrao dos valores de
resisténcia adesiva (Mpa) obtidos dos cdp dos diferentes
sistemas adesivos conforme a espessura de dentina
reMAaNESCENTE. ...couuiiiiii e

ANOVA (dois fatores) para os dados obtidos ...................
Teste de Tukey (5%) para a variavel sistema adesivo......

Teste de Tukey (5%) para a variavel remanescente
AentiNArio.........oiiiii e

Teste de Tukey (5%) para as variaveis sistema adesivo e
remanescente dentinario..............ccceeviiiiiiiiiiiie e

Porcentagens de células viadveis dos grupos controle e
experimentais nas diferentes espessuras de dentina
(200 € 500 M) e

Comparacao entre os grupos - teste ndo paramétrico
Mann-Whitney U-test (0=0.05)........ccceeeereiiiiiiiiiieieie

Valores de resisténcia adesiva dos materiais estudados
no teste de microcisalhamento com espessura de
dentina de 200 PM.. oo

Valores de resisténcia adesiva dos materiais estudados
no teste de microcisalhamento com espessura de
dentina de 500 PM ..o

Valores de densidade 6tica dos materiais estudados no
teste de barreira dentinario numero 1 (200 pm)................

81

89

90

91

91

92

93

96

133

134



Tabela 11 -

Tabela 12 -

Tabela 13 -

Tabela 14 -

Tabela 15 -

Valores de densidade o6tica dos materiais estudados no
teste de barreira dentinario numero 2 (200 ym)................

Valores de densidade 6tica dos materiais estudados no
teste de barreira dentinario numero 3 (200 pm)................

Valores de densidade o6tica dos materiais estudados no
teste de barreira dentinario numero 4 (500 pym)................

Valores de densidade 6tica dos materiais estudados no
teste de barreira dentinario numero 5 (500 pm)................

Valores de densidade o6tica dos materiais estudados no
teste de barreira dentinario numero 6 (500 pym)................

135

136

136

137



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

°C = grau centigrado

Mm = micrometros

3-D = trés dimensdes

cm = centimetros

h = horas

Kg = kilograma

MEV = Microscopia Eletrénica de Varredura
min = minutos

mm = milimetros

rpm = rotagdes por minuto

s = segundos

MTT = 3-(4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazolio
HEMA = 2 hidroxietilmetacrilato
TEGDMA = trietilenoglicol dimetacrilato
Bis-GMA = bisfenil A glicidil metacrilato
UDMA = uretano dimetacrilato

Cdp = corpo-de-prova

kPa = kilo Pascal

MPa = mega Pascal

LED = Light Emiting Diode

MP = Multi-Purpose

SB = Single-Bond

SE = SE Plus

EB = Easy Bond

MEM a = meio minimo essencial

SBF = Soro bovino fetal



PBS = solugéo salina tamponada com fosfato
EDTA = acido etileno diamino tetracético
DMSO = dimetilsufoxido

SDH = succinil desidrogenase

CaGPG 14 = Calcium Glas Pulver gemisch 14



20

1. INTRODUCAO

Os conceitos de promog¢ao de saude, prevencédo e a estética
sedimentam a Odontologia atual, que atravessa um periodo de constante
progresso. O surgimento das técnicas adesivas e materiais restauradores
sao um exemplo disso, devendo, porém, sua aplicag&o clinica ser sustentada
por bases cientificas conseguidas por meio de pesquisas envolvendo novas

técnicas e materiais.

Essa constante atualizacao se torna necessaria, fazendo com que a
funcdo caminhe junto com os novos conceitos de Odontologia, melhorando o

tratamento e consequentemente obtendo uma maior longevidade.

Devido a importancia dos mecanismos de adesdo, o processo de
unido entre os materiais restauradores e a estrutura dental passa por um
longo e arduo periodo de investigacdo desde os anos 50. Neste periodo
tivemos o inicio da “Odontologia Adesiva”, onde as constantes pesquisas
foram responsaveis pela imensa evolugdo observada ao longo dos anos. O
conceito do condicionamento acido, apresentado por Buonocore em 1955
despertou o interesse por novas investigacbes. Dessa maneira passamos
por Bowen (1963) e o desenvolvimento das resinas compostas e Silverstone
et al. (1975) demonstrando os diferentes padrbes de condicionamento da
superficie do esmalte. Posteriormente, pesquisas foram conduzidas para
investigar os mecanismos de adesdo dos materiais restauradores a dentina,
uma vez que devido as caracteristicas histolégicas e estruturais da dentina,
muito diferente da do esmalte, a unido adesiva aquele substrato ndo atingia

0s mesmos valores quando comparadas ao esmalte.
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A melhoria na qualidade de unido dos sistemas adesivos apresentou-
se acompanhada de uma maior complexidade técnica de aplicac&o clinica,
com a necessidade de execugcdo de multiplos passos operatorios,
dificultando o trabalho do profissional e, de certa forma, comprometendo a

homogeneidade dos resultados de adesao (Toba et al., 2003).

Atualmente, observa-se uma tendéncia ao desenvolvimento de
sistemas mais simples, que associam menos passos operatoérios, no sentido
de tornar a técnica adesiva menos sensivel, diminuindo a possibilidade de
erros e, conseqientemente, de falhas na adesdo, como excessivo
condicionamento acido ou ressecamento da dentina. Além disso, o menor
tempo de trabalho diminui o risco de contaminacdo da dentina durante o
procedimento adesivo, fator de extrema importadncia para a qualidade de

unido e resposta biolégica do tecido (Brackett et al., 2005).

Na odontologia restauradora existem diversas técnicas de aplicacao
dos materiais. A utilizagdo de materiais forradores como base é bastante
comum nesses procedimentos. Essas bases sdo indicadas como reforgo da
estrutura dental, amortecedores de carga mastigatoria e também como
protetores do complexo dentina-polpa (Mc Cullock e Smith, 1986; Yap et
al.,2002). Existem diversos materiais que podem ser utilizados para tal fim,
sendo sua indicacdo dependente de suas propriedades. Os cimentos de
iondbmero de vidro e os cimentos de hidréxido de calcio sao os materiais mais
indicados para a protecao desse complexo (Silva et al., 2006). Porém, com o
surgimento da odontologia adesiva, os adesivos dentinarios passaram a ser
usados ndo s6 como o meio de unido entre estrutura dentaria e material
restaurador, mas também como agente protetor do complexo. Alguns
autores indicam a aplicacao de sistemas adesivos como forradores apenas
em cavidades rasas e médias, pois acreditam que em cavidades profundas
estes materiais podem ser téxicos aos tecidos adjacentes (Schmalz et al.,

2002). Porém, outros autores acreditam que mesmo em cavidades profundas
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e até em protecdo pulpar direta os sistemas adesivos podem ser efetivos
sem causar danos as estruturas e promovendo boa adesdo (Akimoto et al,
1998; Cox, 2000; Hafez et al., 2000). Segundo esses autores uma
hibridizacdo adequada pode selar tanto a dentina quanto a polpa, dessa
maneira protegendo-as de injurias adicionais e infeccées pos-operatorias e
permitindo uma completa neoformacado tecidual por meio da capacidade

reacional do complexo dentinario-pulpar.

Idealmente, os adesivos dentinarios deveriam possuir propriedades
fisico-quimicas satisfatérias e apresentar boa tolerancia ao tecido dentario e
estruturas adjacentes. Entretanto, o sucesso clinico dos materiais, néo
depende apenas de suas propriedades fisico-quimicas, mas também de sua
segurancga biologica (Schweikl et al., 2006). A proximidade com o tecido
pulpar, ao usarmos os sistemas adesivos para a realizagdo de restauragoes,
pode levar a uma irritagcdo pulpar devido a difusdo de alguns componentes
pelos tubulos dentinarios (Costa et al., 1999). Dessa maneira uma
propriedade de grande importancia, que sempre deve ser levada em
consideracédo, € a biocompatibilidade dos materiais, uma vez que estes
ficardo em contato direto com os tecidos dentarios por longos periodos de

tempo.

Portanto, sistemas adesivos e seus componentes deveriam ser
exaustivamente testados quanto ao seu comportamento bioldgico antes de
serem utilizados clinicamente. Com esse propoésito, inicialmente,
experimentos em animais e testes em cultura celular devem ser aplicados.
No entanto, os experimentos em animais para analise de citotoxicidade de
materiais sdo dispendiosos, consomem bastante tempo e sua abrangéncia
ainda € um assunto controverso na literatura. Os métodos de cultura celular,
por outro lado, s&do relevantes e satisfatérios para a avaliagdo de
propriedades biol6gicas basicas de materiais dentarios. Sdo melhores

padronizados e reproduziveis, sendo rapidos e faceis na sua realizagao,
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além de apresentarem custo relativamente baixo (Huang, Chang, 2002;
Camps et al., 2003; Souza et al., 2006). Além disso, o experimento realizado
in vitro tem como vantagem a facilidade no controle dos fatores
experimentais, 0 que representa, frequentemente, problema em

experimentos in vivo (Huang, Chang, 2002).

Sabendo que a camada de dentina remanescente € uma protecéo
natural da polpa aos efeitos citotoxicos dos materiais odontologicos (Galler et
al., 2005; Demirci et al., 2008), os testes de citotoxicidade in vitro, que
incluem barreira dentinaria, parecem se aproximar das condi¢gbes clinicas.
Estes testes sdo importantes, pois se pode obter dados cientificos
relevantes, os quais contribuem diretamente com o desenvolvimento de
novos materiais e técnicas, assim como evitam a ocorréncia de danos ao
complexo dentino-pulpar quando da utilizagdo de materiais toxicos ou novos

procedimentos clinicos agressivos.

A determinacdo da viabilidade celular, bem como a citotoxicidade,
pode ser interpretada por marcagao celular com cromo radioativo (Pascon et
al., 2000), identificacdo do halo de inibicdo pelo contato direto entre materiais
e células, analise do grau de destruicdo da monocamada celular, contagem
de células pela exclusao do azul de Trypan (Scelza et al., 2001; Cavalcanti et
al., 2005), entre outros. O método de avaliagdo pelo ensaio do corante
brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazélio  (MTT) &
extremamente confiavel, rapido e facilmente reproduzivel verificando n&o
apenas o numero de células em uma amostra, mas também a atividade
metabdlica devido a acdo de desidrogenases, como a succinil

desidrogenase, presente em células viaveis.

Diante de toda a evolucdo dos materiais dentarios e da técnica de
aplicagdo, em especial dos sistemas adesivos, verificamos a importancia da
avaliagdo das propriedades fisico-quimicas, analisando também a

biocompatibilidade do material.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Para facilitar o entendimento do embasamento teérico, este capitulo foi
dividido em dois topicos: sistemas adesivos, onde descrevemos a evolugéo
dos sistemas e os resultados de pesquisas envolvendo as diferentes
geracgoes; e citotoxicidade, em que apresentamos os testes realizados para a
obtencéo deste tipo de informacéo e pesquisas nesta area em relagdo aos

sistemas adesivos.

2.1Sistemas Adesivos

A odontologia esta em constante evolugédo, com a intencao de buscar
sempre melhores resultados clinicos, novos materiais e novas técnicas
operatérias sao desenvolvidos com o passar dos anos. A adesdo as
estruturas dentarias € um dos grandes desafios da odontologia,
consequentemente € um dos assuntos mais pesquisados. Dessa maneira a
evolugdo dos sistemas adesivos é algo marcante no meio odontolégico,
porém esse progresso deve ser baseado em pesquisas clinicas e

laboratoriais que comprovem sua efetividade clinica.
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Um passo importante na Odontologia Adesiva foi dado em 1955
quando Buonocore avaliou alteragdes no esmalte dental apos a aplicagao do
acido fosférico a 85% durante 30 s. Foi notado que a superficie do esmalte
apresentava uma opacidade, diante disso o autor concluiu que o uso do
acido fosforico alterou quimica e morfologicamente a superficie do esmalte
por meio da criacdo de microporosidades, obtendo retengbes que

aumentaram fortemente a unido da resina acrilica restauradora ao esmalte.

A grande evolugcdo da Odontologia Estética foi marcada em 1963,
quando Bowen ao buscar um material restaurador estético com melhores
propriedades, incorporou particulas de silica tratadas com silano a fase
organica de uma resina a base de Bis-GMA, com o objetivo de refor¢co do
material. Ao comparar este material com os materiais disponiveis na época e
com a estrutura dental, quanto as suas propriedades fisicas, os resultados
mostraram que o novo compdsito apresentou melhor desempenho que os
demais. O autor concluiu que a adicdo de carga inorganica desempenhou
papel fundamental no reforco do material, melhorando suas propriedades

fisicas.

Com o objetivo de verificar a possibilidade da penetragdo de resina ser
o fator mecanico responsavel pela adesdo desse material a superficie do
esmalte condicionado, Buonocore et al. (1968) desenvolveram uma pesquisa
com os materiais utilizados na época. Observaram que a formacao dos tags
devido ao condicionamento acido era sim de fato, a causa principal da
adesdo das resinas a estrutura de esmalte condicionada. Além disso,
concluiram que a diferenca na forga de unido adesiva e sua longevidade
entre os diversos materiais estava relacionada com a diferenca em suas

propriedades fisicas e quimicas.

Outro marco na evolugéo dos sistemas adesivos foi a descricdo da

camada hibrida por Nakabayashi et al. em 1982 ao realizar uma pesquisa
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com o objetivo de avaliar a efetividade do 4-metacriloxietil trimetacrilato
anidrido (4-META), na adesdo ao esmalte e dentina condicionada por acidos.
O condicionamento com acido citrico a 10% e solugao de cloreto férrico a 3%
previamente a adesdo provou ser eficaz. O monémero com porgdes
hidrofilicas e hidrofébicas infiltraram os tecidos duros, nesta penetragéo, os
mondémeros polimerizaram na dentina condicionada peri e intertubular e uma
adesdo adequada a estrutura foi obtida. Os autores concluiram que a

penetracdo e polimerizacéo reforcam a estrutura dental.

Em uma revisdo de literatura Rueggeberg (1991) analisou aspectos
referentes a escolha e tratamento do substrato dental utilizados em testes de
adesao, comparando dentes humanos e bovinos. Devido a dificuldade de
obtencdo dos dentes humanos e o risco de infeccao que envolve este, a
busca por um substituto se intensificou e os dentes bovinos, pela sua maior
disponibilidade, passaram a ser bastante utilizados em testes de adesdo. Os
autores concluiram que existe uma série de fatores que podem interferir nos
resultados de resisténcia adesiva. Mesmo n&do havendo uma metodologia
para o critério de selec&o e preparo do substrato, o importante € haver uma
padronizagdo dos métodos de analise, bem como a interpretacao dos dados
obtidos.

Com as intensas pesquisas dos materiais adesivos, diferentes testes
de adeséao sao realizados. Fowler et al. (1992) realizaram um estudo com o
objetivo de avaliar a influéncia das variaveis nos testes de adesdo. Além do
tipo de teste (cisalhamento ou tragédo), o desenho do aparelho de teste e o
substrato dentario sdo varidveis importantes nos testes de adesdo. Os
autores analisaram a adesao por meio de método de cisalhamento e tracéo.
Verificaram que o teste de cisalhamento apresentou maior niumero de falhas
adesivas reais, portanto, segundo os autores, deve ser preferido para testes

de ades3o.
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Harnirattisai et al. (1993) realizaram um estudo in vitro com o objetivo
de observar a estrutura na interface de um adesivo dentinario e a dentina de

lesdes cervicais de erosdo/abrasao.

Para tanto, foram selecionados 10 primeiros pré-molares superiores
livres de carie e com a presencga de leséo de erosao/abrasao, extraidos por
motivos periodontais. As paredes da lesao foram limpas e em seguida foi
realizado um condicionamento acido com acido fosférico 37% durante 60 s.
Os espécimes foram entdo lavados com spray de ar/agua por 10 s e secos
com ar durante 15 s antes da aplicacédo do sistema adesivo. Foi usada uma
fina camada de resina flow para cobrir a lesdo cervical. Os dentes foram
entdo armazenados por 24 h e em seguida foram seccionados no sentido
vestibulo-lingual com auxilio de discos de diamante. Obtida as duas
metades, uma delas foi preparada para analise em MEV e a outra para o
teste de microdureza com a intencéo de verificar uma possivel relagéo entre
a espessura da camada hibrida formada e a dureza superficial das paredes
da lesdo. A profundidade de impregnacgéo do adesivo foi medida diretamente

nas imagens do MEV.

Os resultados mostraram que a maioria dos tubulos dentinarios
estavam obliterados por deposi¢céo e que a profundidade de penetracdo do
adesivo foi entre 0,3 a 3um. Uma pequena quantidade de tags foi observada
além de uma camada hibrida mais fina e com uma morfologia variavel na

parede oclusal das lesbes.

Kugel et al.(1993), avaliaram o efeito do condicionamento acido em
esmalte e dentina por meio de analise em MEV. Foram usados o acido
fosférico a 10 e 32%; acido maleico a 10%; uma combinagao de acido
fosforico a 25% e oxalato de aluminio, todos aplicados por 15 s. Os
resultados mostraram que a dentina tratada com acido fosférico apresentou

desobstrucdo e alargamento dos tubulos, o acido maleico promoveu a
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remogao da smear layer e a abertura dos tubulos, ja a combinagdo removeu
a smear layer e promoveu formacao parcial de plugs. Os autores concluiram
que em todos os tratamentos houve remocé&o da smear layer e exposigcéo
dos tubulos dentinarios, porém o tratamento com a combinacdo dos acidos

resultou em plugs subsuperficiais nos tubulos dentinarios.

Jilo (1993) realizou uma revisao de literatura sobre testes de adeséo
e seus significados. A resisténcia adesiva é a forca por unidade de area
necessaria para romper uma ligagdo. O propésito de romper esta ligacao &
estabelecer um valor numérico que represente o quéo forte era aquela
adesdo. Para tanto, pode-se lancar mao dos testes de tragdo e o de
cisalhamento. Nos testes de tragdo, a adesdo € rompida por uma forga
incidindo perpendicular a superficie do dente. A dificuldade neste teste &
manter o alinhamento tanto do dente quanto da forga, evitando que haja
concentracao de stress devido a geometria interfacial incorreta. No teste de
cisalhamento, a ades&o é rompida por uma forca incidindo paralelamente a
superficie do dente. Para o autor, os testes de adesido sao capazes de
fornecerem uma boa indicacdo de como uma determinada combinacdo de

adesivo e composito ira funcionar.

A evolugdo dos materiais odontolégicos atinge a era dos adesivos
autocondicionantes, novos materiais desenvolvidos com a intencdo de
diminuir passos clinicos e promoverem melhor adesdo as estruturas
dentérias. Pesquisas passaram a ser realizadas com estes novos materiais,
Watanabe e Nakabayashi (1993) desenvolveram um  primer
autocondicionante que consistia de uma solugdo aquosa de 2-metacriloxietil
fenila hidrogénio fosfato (Phenyl-P) 20% e de 2-hidroxietilmetacrilato (HEMA)
30% para adesdo em esmalte e dentina simultaneamente. Os autores
verificaram que o primer reduzia o tempo de trabalho, eliminando o passo de

lavagem do acido, além de evitar o risco de colapso das fibras colagenas
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dentinarias. Porém, houve uma retencdo da smear layer a qual foi

responsavel pela difusao insuficiente do adesivo.

Ainda avaliando as novas geracdes de sistemas adesivos, Van
Meerbeek et al. (1998) realizaram uma revisdo de literatura. Uma
classificacdo usada para os sistemas € em relagdo a smear layer. Um grupo
promove a remog¢ao completa desta e sdo subdivididos em um ou dois
frascos, dependendo da aplicagdo combinada ou separada do primer e do
adesivo. O outro grupo se trata dos sistemas autocondicionantes, que
apenas modifica a smear layer. Estes sistemas contém um mondmero
acidico Phenyl-P e HEMA para simultaneamente condicionar e tratar o
substrato. Os autores afirmam que além da simplicidade da técnica de
utilizagdo, estes sistemas promovem uma desmineralizacdo superficial da

dentina e a penetragédo simultanea de mondémeros.

Outra revisao de literatura que teve com tema o estado presente e
perspectivas futuras da Odontologia Adesiva foi realizada por Lopes et al.
(2002). Os autores citam duas técnicas adesivas, que segundo eles séo as
mais proeminentes hoje em dia: condicionamento total e os sistemas
autocondicionantes. Baseados em pesquisas, o0s adesivos com
condicionamento total prévio a sua aplicagdo, ja demonstraram serem
eficazes tanto em situagbes laboratoriais quanto clinicas. Porém os sistemas
autocondicionantes necessitam provar sua eficacia. A evolugdo dos novos
sistemas ¢é intensa, porém os resultados envolvendo estes materiais ndo sao
previsiveis, mas alguns sistemas, como o Prompt L-Pop (3M ESPE) e o
Clearfil SE Bond (Kuraray), alcangaram resultados positivos nas estruturas
dentarias. No entanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar a

evidéncia destes sistemas.

Duke (2002) em uma revisdo de literatura, afirma que com o

surgimento dos adesivos autocondicionantes muitos profissionais passaram
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a utilizar estes novos materiais. O autor enfatiza a importancia de pesquisas
cientificas comprovarem a efetividade dos langcamentos antes deles serem
utilizados em consultorios e clinicas. Segundo o autor os cirurgides dentistas
tém o costume de esperar a comprovacao cientifica dos novos materiais para
entdo lancarem mao deles no tratamento de seus pacientes. Porém, no caso
dos adesivos autocondicionantes, por diminuirem o tempo clinico das
sessbes, os profissionais ignoraram este aspecto e passaram a usar o0s
novos sistemas em larga escala. Enquanto a comunidade cientifica nao
comprovar a efetividade dos sistemas adesivos autocondicionantes, o autor
sugere aos clinicos que caminhem devagar e foquem exclusivamente nos

interesses de seus pacientes.

Para Rodrigues Filho e Lodovici (2003) os problemas técnicos
relacionados a utilizacédo de sistemas adesivos de condicionamento total
estdo associados as caracteristicas morfologicas e de composi¢cao dos
substratos aderentes, sobretudo no que se refere a complexidade da dentina.
Diante disso, novos sistemas surgiram com a proposta de acabarem com os
problemas na unido adesiva devido a complexidade da obtencdo desta na
dentina. Os chamados sistemas autocondicionantes promovem uma
penetragdo do adesivo ao mesmo tempo em que vai ocorrendo a
desmineralizagcado da dentina. Os autores concluiram que os novos sistemas
adesivos sdo promissores e constituem uma boa alternativa para casos
especificos, por facilitarem a técnica adesiva e garantirem uma menor
influéncia de variaveis inerentes ao processo. Entretanto, por ainda serem
muito recentes, requerem mais estudos clinicos longitudinais, para

considerarmos estes sistemas como substitutos dos convencionais.

Com o surgimento dos novos sistemas adesivos autocondicionantes é
importante encontrarmos técnicas de utilizacdo que melhorem o seu
desempenho clinico. Diante disso, Roh e Chung em 2005 desenvolveram

uma pesquisa com o objetivo de verificar se a utilizagdo do adesivo e da
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resina composta do mesmo fabricante promove uma maior resisténcia

adesiva quando comparados a outras combinac¢des de diferentes fabricantes.

Para a confecgéo dos cdp foram utilizados terceiros molares extraidos
por motivos ortoddnticos. Estes tiveram a porgdo oclusal e as raizes
seccionadas resultando em discos de 2 mm. Foram utilizados 5 diferentes

tipos de adesivos e 5 resinas compostas:
a) Prime & Bond NT / Spectrum (Dentsply)
b) Onecoat Bond / Synergy Compact (Coltene)
c) Excite / Tetric Ceram (Vivadent)
d) Syntac / Tetric Ceram (Vivadent)
e) Clearfil SE Bond / Clearfil AP-X (Kuraray)
f) Z100 (3M ESPE)

Foram formados 25 grupos de acordo com as combinacdes entre
adesivo e resina composta. Apds os tratamentos de superficie na dentina,
cilindros de resina composta de 0,7 mm de didametro e 0,4 mm de altura

foram construidos para a realizagdo do ensaio de micro-cisalhamento.

Os resultados mostraram uma maior eficiéncia dos adesivos
autocondicionantes em relacdo aos de condicionamento total, sendo esta
diferenca estatisticamente significante. Entre 0s adesivos
autocondicionantes, ndo foi verificada diferengca na resisténcia adesiva em
fungdo da resina composta utilizada, j& nos de condicionamento total,
algumas combinagcdes apresentaram alteragdes na resisténcia de uni&o.
Dessa maneira os autores concluiram que ndo houve um aumento na
resisténcia adesiva quando feita uma combinacdo de adesivo e resina
composta de mesmo fabricante, especialmente nos adesivos

autocondicionantes.
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Sempre com o objetivo de melhorar a unido adesiva entre dente e
material restaurador, tratamentos de superficies s&o realizados nos
substratos. Com a intencao de avaliar, por meio de microscopia, o efeito de
alguns pré-tratamentos de superficie de dentina Montes et al. (2005)

realizaram um estudo.

Foram obtidos 30 dentes bovinos que tiveram a dentina exposta por
meio de desgaste com lixa. Em seguida os dentes foram divididos em 6

grupos que receberam diferentes tratamentos em suas superficies:
a) Grupo 1 : Controle, nao foi realizado nenhum tratamento;

b) Grupo 2 : a dentina foi condicionada com &cido fosférico a 37%

durante 15 s;

c) Grupo 3: a dentina foi condicionada com acido fosférico a 37%

durante 15 s e depois foi aplicado NaOCI durante 1 min;
d) Grupo 4: foi aplicado NaOCI durante 1 min;

e) Grupo 5: foi aplicado o sistema autocondicionante Clearfil SE
Bond;

f) Grupo 6: foi aplicado o sistema autocondicionante Clearfil SE

Bond e depois foi aplicado NaOCI durante 1 min.
Os resultados mostraram diversos aspectos:

a) Grupo 1: apresenta uma smear layer cobrindo a dentina com
caracteristicas de uma crosta de debris que apresentava pouca

porosidade;

b) Grupo 2: o tratamento provocou a completa remocao da smear

layer abrindo os tubulos, sendo o didmetro deles de 3 a 4um;
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c) Grupo 3: além da remocédo da camada hibrida, o tratamento
realizado promoveu a completa remogao do colageno inter e

peritubular;

d) Grupo 4: quando apenas o NaOCI foi aplicado por sobre a
Smear layer, ndo houve grandes alteragdes na morfologia da

superficie;

e) Grupo 5: o tratamento com o sistema auto-condicionante foi
suficiente para dissolver a smear layer, porém removeu
parcialmente os smear plugs. A desmineralizacao foi superficial
e ndo mostrou uma diferenga nitida entre dentina intertubular e

peritubular.

f) Grupo 6: observou uma maior dissolugdo dos smear plugs e

uma permanéncia das fibras colagenas peritubulares.

Diante dos resultados, os autores concluiram que os tratamentos
realizados nesse estudo mostraram diferengas significantes no substrato

dentina, o que pode influenciar nos resultados dos procedimentos adesivos.

Com o surgimento dos adesivos autocondicionantes diversas
pesquisas envolvendo estes sistemas foram realizadas. Além de verificarem
a eficacia destes novos adesivos dentinarios, os autores os comparavam
entre si. Diante disso, Sasakawa et al. (2005) realizaram um estudo com o
objetivo de avaliar a resisténcia adesiva a dentina, por meio de ensaio de
microcisalhamento, de diferentes sistemas autocondicionantes e comparar a

morfologia da interface resina dentinade cada adesivo.

Foram selecionados para a pesquisa 24 terceiros molares, dos quais
foram obtidas fatias de dentina de 1 mm de espessura. A porgéo oclusal da

fatia foi polida com lixa d’agua n° 600 para alisar a superficie e promover a
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formagcédo da smear layer. Em seguida as fatias foram divididas em 6

diferentes grupos de acordo com o adesivo aplicado:
a) Adper Promt L-Pop (3M ESPE);
b) AQ Bond Plus (Sun Medical);
c) OBF-2 (Tukuyama);
d) Reactmer Bond (Shofu);
e) Xeno Il (Dentsply);
f) SE Bond (Kuraray) — controle.

Apds a aplicagcdo do adesivo foram construidos 3 ou 4 cilindros de
dentina em cada fatia de dentina, esses cilindros apresentavam 0,8 mm de
espessura e 1 mm de altura. Em seguida foram armazenados em agua a
37°C durante 24h antes de serem submetidos ao ensaio de
microcisalhamento. Para analise da interface dentina/adesivo/resina fatias de
resina foram construidas sobre as fatias de dentina. Apds seccionamento os

corpos-de-prova foram avaliados em microscopia eletrénica de varredura.

Os autores observaram uma menor resisténcia adesiva dos
autocondicionantes de um passo s6, com exce¢ao do adesivo AQ Bond Plus,
que mostrou valores semelhantes ao do grupo controle. Em relacédo a
interface foi observado que a camada hibrida formada pelos sistemas de um
passo sO apresentava espagos vazios, sem penetracdo de adesivo, o que

para os autores justifica a menor resisténcia desses sistemas.

Knobloch et al. em 2007 avaliaram alguns destes novos adesivos. O
objetivo da pesquisa foi verificar a resisténcia adesiva de 3 adesivos
autocondicionantes de um passo, 2 adesivos de dois passos e um adesivo

de condicionamento acido prévio, por meio de ensaio de microtragéo.
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Foram selecionados 24 terceiros molares humanos isentos de carie
que tiveram a porcao oclusal seccionada com discos de diamante para a
exposicao da dentina. Em seguida os dentes foram divididos em 6 grupos

que receberam a aplicagao dos sistemas adesivos estudados:

a) Clearfil SE (Kuraray);

b) Optibond Solo Plus-self-etch (Kerr Corp);
c) iBond (Heraus Kulzer);

d) G-Bond (GC America);

e) Clearfil S3 Bond (Kuraray);

f) Prime & Bond NT (Dentsply).

Os adesivos foram aplicados de acordo com as instrucbes dos
fabricantes e em seguida foram construidos cilindros de resina em
incrementos de 1 mm por sobre a dentina tratada. Os espécimes foram entao
seccionados e obtidos 20 palitos para cada grupo para o ensaio de

microtragao.

Os resultados permitiram que os autores concluissem que os adesivos
autocondicionantes apresentam uma menor adesividade a dentina quando
comparados com um adesivo que necessita do condicionamento acido
prévio. Quando comparados entre si, os adesivos autocondicionantes de 2 e

1 passo mostraram valores semelhantes de resisténcia adesiva.

Banomyong et al. em 2007 realizaram uma pesquisa com o objetivo
de comparar a permeabilidade dentinaria usando quatro condicionadores de

superficie. Além disso, verificaram o efeito desses condicionadores na
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resisténcia adesiva de um cimento de iondbmero de vidro e dois adesivos

dentinarios.

Para o condicionamento da superficie foram utilizados:
a) Condicionador de dentina (ac. Poliacrilico 10%)
b) condicionador de cavidade (ac. Poliacrilico 20% + 3% Al CI3);
c) acido fosférico 37%;
d) primer do adesivo Clearfil SE Bond.

Primeiramente foi realizado o teste de permeabilidade dentinaria apds
a aplicacao dos agentes de superficie. A verificacao foi feita por meio de um
aparelho especial para verificar passagem de fluidos em duas condi¢gbes de

pressao diferentes (0 e 1,3 kPa).

Apos o teste de permeabilidade dentinaria foi realizado o teste de
microcisalhamento. Os grupos foram divididos de acordo com o tratamento

de superficie e o material restaurador:

a) Grupo 1: sem condicionamento, sem agente adesivo e
material restaurador cimento de ionébmero de vidro (Fuji IX
GP -GC)

b) Grupo 2: condicionador de dentina, sem agente adesivo e
material restaurador cimento de ionémero de vidro (Fuji IX
GP -GC)

c) Grupo 3: condicionador de cavidade, sem agente adesivo e
material restaurador cimento de ionébmero de vidro (Fuji IX
GP -GC)
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d) Grupo 4: condicionamento com ac. fosférico 37%, adesivo
Single Bond 2 (3M) e material restaurador Filtek supreme XT
(3M);

e) Grupo 5: condicionamento com o primer do Clearfil SE,
adesivo do Clearfil SE e material restaurador Filtek supreme
XT (3M).

Os grupos de 6 a 10 seguiram respectivamente 0s mesmos
procedimentos dos grupos de 1 a 5, porém nos 5 primeiros grupos o ensaio
de microcisalhamento foi realizado com pressao pulpar simulada em 0 kPa

enquanto que os ultimos grupos a pressao pulpar foi de 1,3 kPa.

Os resultados mostraram que apenas a superficie dentinaria
condicionada com acido fosférico teve a permeabilidade aumentada, em
pressdo simulada de 1,3 kPa. No teste de microcisalahamento os autores
verificaram que os valores variaram de acordo com o sistema adesivo
utilizado, sendo que o sistema autocondicionante apresentou melhor
desempenho que o sistema de condicionamento acido total, tanto na presséo
de 0 kPa quanto na de 1,3 kPa. O desempenho dos sistemas nas diferentes
pressoes foi afetado apenas no caso do Single Bond 2, sendo os valores de
unido adesiva sob pressao de 0 kPa maiores quando a pressao foi simulada
em 1,3 kPa.

Diante disso os autores concluiram que a hip6tese de que ndo haveria
diferenga na permeabilidade dentinaria e na resisténcia adesiva entre os

grupos experimentais foi rejeitada.

Ishikawa et al.(2007) avaliaram a resisténcia adesiva de alguns

adesivos autocondicionantes de um frasco s6 ao esmalte e dentina.

Para avaliar a unido adesiva foram realizados dois testes, o de

microtracdo e o de microcisalhamento. Foram selecionados 104 molares
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humanos, dos quais 24 foram separados para realizar analise em
microscopia eletrénica de varredura e os outros 80 foram destinados aos

ensaios de resisténcia adesiva.

Para o ensaio de microcisalhamento em dentina, 20 dentes tiveram a
dentina exposta pela remogao da por¢ao oclusal dos dentes. Em seguida os

sistemas adesivos foram aplicados:
a) S3 Bond;
b) AQ Bond;
c) G Bond;
d) Clearfil SE Bond;
e) Clearfil AP-X.

Por sobre a dentina tratada foram construidos cilindros de resina de
0,7 mm de didmetro e 0,5 mm de altura com a resina Clearfil AP-X. Apds
armazenamento em agua destilada o teste de microcisalhamento foi

realizado em uma maquina de ensaios universal.

Dentro das limitacbes do estudo, os autores concluiram que os dois
tipos de ensaios mostraram que o adesivo de dois passos produziu melhor

resisténcia adesiva em dentina que os de um passo sé.

Coelho et al. em 2008 realizaram pesquisa com o objetivo de testar a
hipotese de que os valores de resisténcia adesiva sdo inversamente
proporcionais a espessura da camada de adesivo dentinario, realizando teste

laboratorial de microtracéo e analise se elementos finitos.

Para o estudo foram utilizados 18 terceiros molares, os quais tiveram
o esmalte oclusal removido usando um disco de diamante expondo dessa

maneira a dentina. Em seguida os dentes foram divididos em dois grupos
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que receberam procedimento adesivo com dois diferentes sistemas: Single
Bond e Clearfill SE Bond. Os dois grupos foram entdo divididos em trés
subgrupos cada um, de acordo com a quantidade de camadas de adesivo

aplicadas:

a) SBC (controle): Single Bond (3M ESPE) sistema foi aplicado de

acordo com as instrug¢des do fabricante;

b) SB 1 : ap6s a aplicacdo e fotopolimerizagdo da primeira

camada, uma camada adicional foi aplicada e fotopolimerizada;

c) SB 2: ap6s a aplicacao e fotopolimerizagéo da primeira camada,

duas camadas adicionais foi aplicada e fotopolimerizada;

d) SEC (control): Clearfill SE Bond (3M ESPE) sistema foi aplicado

de acordo com as instrug¢des do fabricante;

e) SE 1: ap6s a aplicacao e fotopolimerizagcédo da primeira camada,

uma camada adicional foi aplicada e fotopolimerizada;

f) SE 2: apés a aplicacao e fotopolimerizagdo da primeira camada,

duas camadas adicionais foram aplicadas e fotopolimerizada;

Apds aplicagdo do sistema adesivo um bloco de resina de 4mm foi
fabricado com a resina Z100 (3M ESPE) sobre cada dente e em seguida
estes foram armazenados em H,O por 7 dias a 37°. C. Os espécimes foram
entdo cortados para a obtencgéo dos palitos usados no ensaio de microtragao
que foram executados em uma Maquina de testes de tensdo (Model TSD
500 — USA). Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste

de ANOVA um fator e Teste de Tukey com nivel de significancia de 95%.

De acordo com os resultados laboratoriais e do teste de elementos
finitos, a hipotese estudada, segundo os autores, foi aceita para o adesivo

Single Bond e rejeitada para o sistema Clearfill SE Bond.
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Burrow et al. (2008), considerando a falta de informagbes a respeito
dos sistemas adesivos all-in-one realizaram um estudo comparando a
resisténcia adesiva, por meio de teste de microcisalhamento, de um adesivo

autocondicionante de dois passos e de 5 sistemas de frasco unico.

Molares humanos foram selecionados e tiveram suas raizes
seccionadas na juncédo amelo-dentinaria com auxilio de discos de diamante.
Em seguida os espécimes foram cortados no sentido vestibulo-lingual
expondo esmalte e dentina. Os dentes foram entdo embutidos em gesso
Tipo Il e receberam os procedimentos adesivos de acordo com as instrugdes

dos fabricantes:
a) Go! (Southern Dental Ind. — Australia)
b) S°Bond (Kuraray — Japan)
c) G-Bond (GC Int — Japan)
d) Adper Promt L-Pop (3M — ESPE — USA)
e) One-Up Bond F Plus (Tokuyama Dental — Japan)
f) Clearfil SE Bond (Kuraray — Japan)

Apéds aplicacdo dos sistemas adesivos, com o auxilio de um tubo de
polietileno de 0.7 mm de didmetro e 1,5 mm de altura, a resina composta foi
aplicada na regido adesiva e os espécimes foram armazenados em H;O a
37°. C por 24 h. Apds esse periodo os espécimes foram submetidos ao
ensaio de microcisalhamento em uma maquina de ensaios universal. Os
valores obtidos foram avaliados estatisticamente pelo teste ANOVA seguido

do teste de comparacao multipla de Tukey.

Os resultados mostraram para todos os adesivos que os valores de
resisténcia adesiva foi maior para a dentina quando comparado com o

esmalte. Na dentina o sistema Clearfil SE Bond diferiu estatisticamente dos
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sistemas de frasco unico, apresentando valores maiores de resisténcia. Os
autores concluiram que os sistemas de frasco unico, pelos valores de
resisténcia adesiva mostrados, possivelmente terdo resultados clinicos

satisfatérios.

Ritter et al. (2008) realizaram uma pesquisa clinica com o objetivo de
avaliar a performance de um adesivo de frasco unico (iBond — Heraus Kulzer)
com um de trés passos (Gluma Solid Bond — Heraus Kulzer) quando
utilizados em dentina esclerética e n&o-esclerética em lesdes cervicais nao

cariosas.

Um total de 30 pacientes foi atendido durante o estudo, sendo que 105
restauragdes foram realizadas. Os dentes restaurados apresentavam contato
oclusal normal com o dente antagonista e tinham saude periodontal
adequada. As lesdes foram classificadas em 4 tipos de acordo com o grau de

dentina esclerética presente.

Baseados nessa classificacdo e dependendo do tratamento de

superficie com o sistema adesivo as lesdes foram divididas em 4 Grupos:

a) Grupo 1: usado o adesivo de trés passos em lesées sem ou com

minima esclerose dentinaria;

b) Grupo 2: usado o adesivo de passo unico em lesdes sem ou

com minima esclerose dentinaria;

c) Grupo 3: usado o adesivo de passo unico em lesbes com

esclerose dentinaria;

d) Grupo 4: usado o adesivo de passo unico em lesbes com

esclerose dentinaria apds condicionamento acido.
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As lesbes foram entdo restauradas com resina composta de
microparticulas (Durafill VS — Heraus Kulzer) pela técnica incremental sendo

cada incremento fotopolimerizado por 20 s.

As restauragbes foram avaliadas nos periodos de 6 e 18 meses e
depois de 3 anos em relagcdo aos seguintes critérios: retencéo, cor,
adaptacdo marginal, forma anatbmica, descoloracdo marginal, caries
secundarias, sensibilidade pré e pos-operatéria, textura superficial e fratura

da restauracéo.

Os resultados mostraram um excelente desempenho das restauracdes
quando utilizado o sistema adesivo de trés passos em dentina n&o
esclerética (Grupo 1). Os Grupos 2 e 3 apresentaram bom comportamento
em relagdo a retencdo porém nos aspectos de adaptacdo marginal e
descoloragdo marginal mostrou alguns defeitos depois dos 3 anos, estando
dentro dos niveis de clinicamente aceitavel. No Grupo 4 a quantidade de
desadaptacao marginal e de descoloragédo marginal foi menor que no Grupo

3, porém naquele grupo 4 restauragdes falharam por motivo de retencgéao.

Os autores, levando em conta as limitagbes do estudo, concluiram que
os adesivos de frasco unico tiveram um desempenho inadequado nas
restauragdes de lesbes nao cariosas, especialmente quando existe algum

grau de esclerose dentinaria.

Saboia et al. em 2008 desenvolveram uma pesquisa variando a
caracteristica do substrato, no caso a dentina. O objetivo foi analisar a
resisténcia adesiva de um adesivo autocondicionante de dois passos em
dentina desproteinizada, imediatamente apds aplicagdo do adesivo e apds 6
meses. Testaram a hip6tese de que o uso de hipoclorito de sédio (NaOCI)

apo6s condicionamento acido promoveria um aumento na resisténcia adesiva.
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Vinte e quatro terceiros molares foram selecionados e tiveram a parte
oclusal seccionada expondo a dentina. Os dentes foram condicionados com
acido fosfoérico a 35% durante 15 s e em seguidas lavados em agua. Logo

apos os cdp foram divididos em 2 grupos:

a) Grupo 1. adesivo XP Bond foi aplicado na dentina sem

colageno;
b) Grupo 2: adesivo XP Bond foi aplicado em dentina normal.

No grupo 1, ap6s o condicionamento acido da dentina, esta foi tratada
com NaOCl a 10% durante 60 s para remover a matriz orgénica

desmineralizada.

Apds os tratamentos de superficie, blocos de resina de 4 mm de altura
foram construidos por sobre a dentina tratada e o conjunto foi seccionado
para a obtencado dos palitos para o ensaio de micro-tracao. Obtido os palitos
estes foram divididos em dois subgrupos, um deles foi submetido ao ensaio
apos 24h de armazenamento, ja o outro grupo foi testado apdés 6 meses de

armazenamento em saliva artificial a 37° C.

Os resultados mostraram que a resisténcia adesiva foi afetada pela
aplicagdo do NaOCI ap6s condicionamento acido. Os autores concluiram
que, devido a essa diminuicdo da unido adesiva apoOs pré-tratamento, uma
adequada penetracao do adesivo na matriz organica da dentina € um passo
fundamental para a adesividade contribuindo também para a longevidade e

estabilidade da unido adesiva.

Can-Karabulut et al.(2009) desenvolveram uma pesquisa com o
objetivo de avaliar a resisténcia de uniao de diferentes sistemas adesivos em

dentina de dente permanente e deciduo.
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Foram selecionados 21 dentes permanentes e 21 deciduos, sendo
eles isentos de carie e restauracdo. Os dentes tiveram suas raizes
seccionadas e foram embutidos em resina acrilica mantendo a porcéo
coronaria exposta. A parte oclusal também foi seccionada com o auxilio de
discos de diamante expondo a dentina. Em seguida os dentes foram
divididos em 3 subgrupos nos quais foram aplicados os diferentes sistemas

adesivos de acordo com as normas dos fabricantes:

a) Sistema condicionamento total de trés passos (Scotchbond Multi

Purpose — 3M);

b) sistema autocondicionante de 2 passos (Gluma Comfort Bond —

Heraus-Kulzer);
c) sistema autocondicionante de passo unico (Promt-L-Pop — 3M).

ApoOs a aplicagédo dos adesivos, um cone de resina composta de 3 mm
de didmetro e 2 mm de altura foi construido . Os espécimes foram entéo
armazenados em H,O destilada por 24 h e submetidos a 500 ciclos em uma
cicladora térmica. Ap6s a ciclagem térmica foi realizado o ensaio de
cisalhamento para obtencéo dos valores de resisténcia adesiva em Mpa. As

fraturas foram analisadas e classificadas em adesiva, coesiva ou mista.

Os resultados mostraram uma maior unido adesiva a dentina dos
dentes permanentes em todos os sistemas. Ao comparar os adesivos entre
si, independente da dentina, o sistema de condicionamento total se mostrou
mais efetivo em relagdo aos outros dois, porém s6 apresentou diferenga
estatistica quando comparado ao sistema autocondicionante de um passo

soO.
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2.2Citotoxicidade

Pesquisas envolvendo materiais odontolégicos foram, desde 1919,
sinbnimas de testes de propriedades fisicas. A avaliacédo da citotoxicidade
era realizada posteriormente, apdés o uso clinico, quando danos
desnecessarios aos pacientes ja haviam ocorrido (Langeland, 1978).
Atualmente esse conceito vem mudando, cada vez mais pesquisas, em
relacdo a biocompatibilidade dos materiais, vem sendo feitas, o que leva a
uma maior confianga por parte dos profissionais na hora de aplicar um

material.

Em relacéo aos testes de avaliacdo da biocompatibilidade dos materiais
odontolégicos, eles sao divididos em dois tipos: primarios (testes in vitro) e os
secundarios (testes in vivo). Para Camps et al. (2003) os testes secundarios

s6 deve acontecer quando ha coeréncia nos resultados dos testes primarios.

Recentemente, muitas pesquisas vém sendo realizadas, pois existe
uma grande preocupacao em relagdo a biocompatibilidade dos materiais,
uma vez que essa propriedade, hoje em dia, € um pré-requisito para o
sucesso de um tratamento. Estes estudos s&o realizados por meio de
pesquisas de citotoxicidade in vitro, utilizando modelos em cultura de células
provenientes de linhagens obtidas comercialmente e culturas primarias
estabelecidas em laboratérios individualmente (Souza et al., 2006). Estes
estudos possuem grande importancia na avaliagéo prévia do comportamento
biolégico dos materiais frente aos tecidos (Schmalz et al., 2002; Mantellini et
al., 2003; Wang et al., 2006).

O grande desafio dos testes in vitro € poder extrapolar os seus
achados para a clinica, dessa maneira alteracbes nas metodologias ja

conhecidas estdo sempre sendo empregadas para poder cada vez mais
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aproximar estes testes ao que acontece clinicamente. Com esse intuito,
Schmalz et al. em 1996 iniciaram o desenvolvimento de um teste que visa
simular uma situagao clinica, € o teste de barreira dentinaria, o qual simula o
complexo dentina-polpa utilizando um dispositivo que permite por meio de
uma fatia de dentina separar a cultura de célula do material estudado, além
de conseguir similar a circulag&o pulpar.

Os adesivos dentinarios, por serem aplicados muitas vezes proximos
ao tecido pulpar, sdo materiais, cuja bicompatibilidade, é fator indispensavel
para um sucesso clinico em sua utilizagdo. Diante disso, os sistemas
adesivos sempre foram alvo de intensas pesquisas de citotoxicidade.
Bouillauet et al. (1998) testaram a hipotese de que a permeabilidade
dentinaria pode influenciar a toxicidade dos sistemas adesivos. Para os
autores uma alta permeabilidade deveria aumentar a toxicidade por

aumentar a difusdo dos componentes através da dentina.

Discos de dentina com espessura de 0,5 mm foram preparados de
molares humanos. Um total de 48 discos foi obtido, sendo eles, por meio de
um teste de permeabilidade, divididos em trés categorias: baixa, média e alta
permeabilidade. Quatro diferentes adesivos foram aplicados nos discos de
dentina, um total de 12 discos por grupo, sendo 4 de cada categoria de

permeabilidade:
a) Aelitebond (Bisco);
b) Optibond (Kerr);
c) Prisma Universal Bond 3 (DeTrey);
d) Scotchbond Multipurpose (3M ESPE).

Os discos foram posicionados sobre uma cultura de células pulpares e
apo6s a aplicagdo dos adesivos o teste de MTT, para verificagdo da

viabilidade celular, foi realizado.
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Os resultados mostraram que a permeabilidade dos discos afetou a
toxicidade dos adesivos, sendo a supressao celular maior para as dentinas
com meédia e alta permeabilidade. O adesivo Scotchbond Multipurpose

mostrou claramente esse resultado.

Os autores concluiram que a aplicacédo destes adesivos na dentina,
especialmente em dentina com alta permeabilidade, € um risco em potencial

para causar danos no tecido pulpar.

Com o surgimento dos adesivos de um frasco so, iniciou-se o ciclo de
pesquisas envolvendo estes materiais. As pesquisas abordaram também o
aspecto da biocompatibilidade. Hashieh et al. em 1999, realizaram um
estudo com o objetivo de comparar a citotoxicidade de adesivos

autocondicionantes de um passo s6 com sistemas de multiplos passos.

A citotoxicidade foi avaliada através do teste de MTT, através do qual
se avalia a capacidade de um material de induzir danos celulares. Culturas
de células foram expostas a diferentes adesivos dentinarios de quarta e

quinta geragdes:
a) All-Bond 2 (42. geragao — Bisco);
b) One-step (5% geracao — Bisco);
c) Scotchbond Multi-purpose (42 geracdo — 3M ESPE);
d) Scotchbond One (5 geragéo — 3M ESPE);
e) Syntac (4% geracdo — Vivadent);
f) Syntac SC (52 geracao — Vivadent);
g) Tenure (42 geragédo — Denmat);

h) Tenure Quick (5% geragcao — Denmat).
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Cada adesivo foi avaliado quanto a sua citotoxicidade em diferentes
diluigdes: 107, 102, 103, 10™, 10°, 105, 107 e 10®. Apds 2 h de contato as
células foram avaliadas em um Spectrofotdmetro e a citotoxicidade foi

calculada.

Os resultados mostraram que todos os adesivos promoveram uma
citotoxicidade quando usados sem diluigdo e quando diluidos em 10" e 107,
como esperado pelos autores a citotoxicidade diminuiu progressivamente
nas diluicdes de 10° a 10®. Além disso, verificaram que nos adesivos das
marcas 3M e Vivadent os adesivos de 52 geracdao mostraram menos
citotoxicidade em relagédo aos de 42 geragéo. Ja nas marcas Bisco e Denmat
os sistemas de frasco uUnico foram mais citotoxicos que os de multiplos

frascos.

Huang e Chang em 2002 realizaram um estudo de citotoxicidade com
o objetivo de avaliar cinco diferentes sistemas adesivos e seus efeitos em

cultura de células pulpares humanas.

Para o teste de citotoxicidade foi usado o MTT, que permite avaliar a
quantidade de células vivas apdés o contato com o material estudado. Os

adesivos utilizados foram:
a) Clearfil SE Bond (Kuraray);
b) Heliobond (Vivadent);
c) Prime & Bond NT (Dentsply);
d) Single Bond (3M ESPE);
e) Syntac Single Component (Vivadent).

Os resultados mostraram que todos os adesivos avaliados s&o

citotdxicos para células pulpares humanas pelo teste de MTT. Verificaram
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que o adesivo Single Bond foi o mais toxico, seguido pelo Prime & Bond,

Sintac Single Component, Heliobond e o menos téxico Clearfil SE Bond.

Diante dos resultados, os autores concluiram que os adesivos
dentinarios sado citotoxicos para células pulpares humanas, dependendo do
material estudado. Devido a isso, uma polimerizagédo adequada dos adesivos
€ necessaria e quando possivel substituir estes materiais por outro menos

toxico.

Os componentes dos sistemas adesivos, por difusdo podem entrar em
contato com o tecido pulpar e dessa maneira causar algumas injurias a este
tecido. Sabe-se que a dentina remanescente pode servir com uma protegao,
diminuindo o contato dos componentes toxicos com as células. Com a
intencdo de simular o que ocorre clinicamente, Schmalz et al. em 2002
realizaram uma pesquisa que avaliou o efeito de diferentes sistemas
adesivos, com pH baixo, sobre células pulpares bovinas, por meio de um

teste de barreira dentinaria.

Foram obtidas fatias de dentina com espessura de 0,5 mm, as quais
foram colocadas em uma cémara separando-a em dois compartimentos.
Foram utilizados 5 sistemas adesivos os quais foram aplicados sobre a
superficie “cavitaria” da dentina de acordo com as instrugdes dos fabricantes:
All-Bond 2 (Bisco); Prime & Bond (Dentsply); Syntac Single Component
(Vivadent); Syntac Classic (Vivadent); Prompt L-Pop (3M ESPE). A porcao
“pulpar” foi difundida com meio de cultura em duas diferentes velocidades,
0,3ml/h e 2ml/h, apds 24h o eluato foi obtido e realizado ensaio de MTT para

verificacao da vitalidade celular.

Os resultados mostraram que o adesivo Syntac Classic foi mais
danoso para as células, reduzindo a viabilidade celular para 38,2% para a

difusdo de 0,3 ml/h e para 73,4% na difusdo de 2mi/h. Em ambas as
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situagcbes o Prompt L-Pop foi o menos citotdxico, chegando até a aumentar o

numero de células viaveis.

Diante dos resultados os autores concluiram que os sistemas de pH
baixo ndo se mostraram citotoxicos no teste de barreira dentinaria, portanto,
danos pulpares devido aos materiais testados ndo devem ocorrer. Além
disso, concluiram que o teste de barreira dentinaria realizado mostrou
simular melhor uma situagdo clinica do que métodos que promovem o
contato direto do material com as células, podendo o teste de barreira

dentinaria substituir, mesmo que parcialmente, experimentos com animais.

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade de diferentes sistemas
adesivos, Szep et al. (2002) realizaram uma pesquisa utilizando fibroblastos
gengivais. Para tal foram utilizados os seguintes materiais: Ariston Liner
(Vivadent); Etch & Prime 3.0 (Degussa); Optibond Solo (Kerr); Prime & Bond
NT (Dentsply); Scotchbond 1 (3M ESPE); Syntac Sprint (Vivadent).

Os adesivos testados foram aplicados em I|adminas de vidro e
polimerizados de acordo com as instrugcbes dos fabricantes. As laminas
foram entdo colocadas em placas de Petri e entdo foi acrescentado meio de
cultura até que se atingisse a concentracao de 0,2 mg por 1ml de meio. Apos
48h foi obtido o eluato, e 5ml dele foi colocado em contato com fibroblastos e
incubado a 37°C e a 4% CO, por 72h. Apo6s esse periodo as células foram
avaliadas em microscépio com aumento de 100 — 250 vezes. Os seguintes

parametros foram utilizados para a avaliagéo das células:
a) Células normais, incluindo fibroblastos em mitose ou nucleo
inativo;

b) Células alteradas patologicamente, incluindo fibroblastos com
aumento do nucleo, binucleagdo, anormalidades nucleares e

vacuolos;
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c) Células mortas, incluindo fibroblastos redondos, células com

desintegracao nuclear,;
d) Densidade celular (numero de células por mm?).

Os resultados mostraram uma diferenga estatistica em termos de
células normais entre os grupos dos adesivos dentinarios e o grupo controle.
Entre os materiais, Prime & Bond NT mostraram maior numero de células
normais que o Ariston Liner e Scotchbond 1. O menor numero de células
viaveis foi encontrado para o Scotchbond 1, sendo estatisticamente diferente

em comparagado com Optobond Solo e Prime & Bond NT.

Diante dos resultados os autores concluiram que pela citotoxicidade
apresentada pelos sistemas adesivos, os fabricantes deveriam fornecer uma
lista precisa dos componentes destes sistemas para podermos trabalhar com

mais seguranca.

Mantellini et al. (2003) realizaram uma pesquisa com o objetivo de
avaliar o efeito de um adesivo dentinario na viabilidade e no ciclo celular de

trés diferentes linhagens de células.

Discos de 5 mm x 2 mm foram confeccionados com o adesivo Single
Bond (3M ESPE) com o auxilio de um molde pré fabricado. O tempo de
polimerizagdo também foi variado, sendo o sistema testado sem
polimerizacéo, parcialmente polimerizado (10s) e totalmente polimerizado
(40s). Os cdp foram entdo colocados em inserts de membrana permeavel
para evitar contato direto com as células. As células ficaram expostas ao
sistema por 24h, sendo sua vitalidade avaliada apds esse periodo por

citometria de fluxo.

Verificaram que quando ndo polimerizados o adesivo foi altamente
citotoxico, sendo quase 100% das células apoptéticas. Quando parcialmente

polimerizados o sistema adesivo induziu apoptose em 40-50% das células, ja
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quando completamente polimerizados n&o houve inducdo apoptoética nas

células.

Os autores concluiram ser importante o conhecimento dos
mecanismos de citotoxicidade dos materiais dentarios para a sele¢cao de uma
estratégia de protecdo do complexo dentina-polpa que permite uma saude

pulpar e consequente regeneracéo dentinaria.

Ap6s a polimerizagdo dos sistemas adesivos uma quantidade de
mondmeros nao sofre conversdo, sendo estes mondmeros residuais 0s
responsaveis pela citotoxicidade causada por esses materiais. Diante disso,
Spagnuolo et al. (2004) desenvolveram uma pesquisa com 0 objetivo de
avaliar a citotoxicidade de dois adesivos de frasco unico apds polimerizagéo

com uma luz halégena convencional e com LED.

Foram utilizados dois sistemas adesivos de frasco unico (Optibond
Solo — Kerr; Scotchbond One — 3M ESPE) que foram polimerizados por duas
fontes diferentes, uma luz halégena convencional (Optilux 500 — Kerr) e um
LED (Elipar Freelight — 3M ESPE). Os materiais foram colocados em contato
com culturas de células e apés a incubacéo foi verificada a viabilidade celular
(teste de MTT).

Os resultados mostraram que o adesivo Scotchbond One polimerizado
com o LED foi o mais toxico, resultando em uma quantidade de células vivas
de apenas 23%. Em seguida com 29,3% de viabilidade celular veio o adesivo
Scotchbond One polimerizado com a luz halégena. O adesivo Optibond Solo
foi 0 menos téxico, sendo que quando polimerizado com LED a viabilidade

celular foi de 35% e quando usada luz hal6gena foi de 77,61%.

Os autores concluiram que a liberagdo de monbOmeros tem um

impacto na biocompatibilidade do material, sendo a polimerizagdo completa
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fator importante para os adesivos dentinarios ndo causarem danos ao tecido

pulpar.

Koliniotou-Koumpia et al. (2005) desenvolveram um estudo, cujo
objetivo foi avaliar comparativamente a reagao tecidual do complexo dentina-
polpa apds uso de 4 sistemas adesivos em cavidades experimentais em

dentes integros de cachorros.

Trés cachorros saudaveis foram usados no estudo, sendo que 81
cavidades de classe V foram preparadas em dentes molares, pré-molares,
caninos e terceiros incisivos tanto da maxila quanto da mandibula. As

cavidades foram preparadas de acordo com o seguinte protocolo:

1) O preparo foi realizado 0,5 a 1 mm acima da gengiva livre,

paralelo a jungcdo cemento-esmalte;

2) a cavidade foi preparada até atingir dentina com uma

profundidade de 2mm;

3) o soalho da cavidade foi mantido curvo e paralelo a superficie

vestibular dos dentes;
4) as cavidades foram lavadas com solucao salina e secas com ar.

Apos os preparos os dentes foram restaurados, sendo que os dentes
foram divididos em 4 grupos cada um correspondendo a um adesivo

diferente:
a) Etch and Prime 3.0 (Degussa);
b) Single Bond (3M ESPE);
c) Clearfil SE Bond (Kuraray);

d) Promt L-Pop (3M ESPE).
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Em todos os grupos a aplicacado dos adesivos foi realizada de acordo
com as instrugdes dos fabricantes. Os procedimentos restauradores foram
realizados e permaneceram em func¢ao por 65 dias. Passados os primeiros
44 dias, mais 24 dentes receberam o mesmo tratamento. Finalmente,
passados 58 dias mais 24 dentes receberam o tratamento, isso foi realizado
para que se pudesse fazer a verificagdo nos periodos de 7, 21 e 65 dias.
Apobs esse periodo os dentes foram extraidos, seccionados e obtidas laminas

para visualizagdo em microscoépio.

Ao microscopio foi avaliada a infiltracado de células inflamatérias,

alteragbes na camada odontoblastica e alteragbes na zona de pré-dentina.

Os resultados mostraram uma moderada infiltragdo de células
inflamatérias quando adesivos fortes autocondicionantes foram usados. Além
disso, os adesivos Etch and Prime 3.0 e Prompt L-Pop apresentaram uma

redugdo severa na camada odontoblastica nos trés periodos avaliados.

Diante disso os autores concluiram que os adesivos contemporaneos
aplicados em cavidades profundas nao esta correlacionado com inflamagéao
pulpar ou necrose tecidual. Porém, relatam que os adesivos
autocondicionantes médios parecem ser mais promissores em termos de

biocompatibilidade.

Acredita-se que a barreira dentinaria seja um meio de protecéo para a
polpa, diante disso Galler et al. em 2005 desenvolveram uma pesquisa cujo
objetivo foi avaliar a influencia de trés materiais, que apresentam contato
com a dentina, na reagcdo de células pulpares quando sao aplicados em

barreiras dentinarias de diferentes espessuras.

Para a pesquisa foram usados quatro diferentes materiais. Como

controle negativo utilizou-se um material de moldagem n&o toxico a base de
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polivinilsiloxano (100% de viabilidade celular). Para os grupos experimentais

foram utilizados os seguintes materiais:

a) Cimento de iondbmero de vidro modificado por resina (Vitrebond
— 3M ESPE);

b) Adesivo dentinario auto-condicionante (Prompt L-Pop — 3M
ESPE);

c) Adesivo (Syntac classic — Vivadent).

A viabilidade celular de culturas de trés dimensodes foi determinada

pela atividade enzimatica por meio do teste de MTT.

Os resultados mostraram que o adesivo Syntac classic foi o material
mais citotdxico, reduzindo a viabilidade celular a 17-18%. O Vitrebond
apresentou toxicidade significante quando comparado ao grupo controle e ao
Prompt L-Pop, este foi o menos téxico entre os grupos experimentais,
mantendo viabilidade celular entre 59 a 107%. Em relagdo a barreira
dentinaria, a citotoxicidade para o Vitrebond e Prompt L-Pop foi claramente
influenciada pela espessura da dentina, visto que a viabilidade celular foi

maior quando a espessura de dentina foi de 500 um para 100 pm.

Os autores concluiram que as propriedades de protecédo do
remanescente dentinario sdo aparentemente seletivas e dependem da

natureza quimica do material.

Teixeira et al.(2006) em um estudo in vivo objetivou avaliar a
biocompatibilidade de trés agentes e um cimento a base de hidroxido de

calcio.

Para o estudo in vivo foram usados ratos nos quais foram implantados

tubos de polietileno contendo os materiais a serem avaliados: Grupo 1: Prime
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e Bond NT; Grupo 2: Bond 1; Grupo 3: Optibond Solo e Grupo 4 (controle):
cimento de Ca(H),. Apds os periodos de 15, 30 e 60 dias as partes
subcutaneas contendo as implantacbées foram excisadas e preparadas para
serem visualizadas em microscopio para avaliagdo do grau de inflamagéo.
Para classificar as reag¢des inflamatorias foi usada a seguinte escala: sem
inflamacao; inflamacédo média; inflamagdo moderada e inflamagéao severa, de

acordo com o numero de células inflamatdrias presentes.

Os resultados mostraram que apds 15 dias de contato houve uma
inflamacdo moderada, sendo que os grupos experimentais nesse periodo
ndo diferiram do grupo controle. Ja ap6s 30 dias, no grupo controle a
inflamacgao diminuiu, passando a ser média, porém para os outros grupos a
inflamacado se manteve moderada. Apdés os 60 dias de teste houve uma
melhora na inflamacdo em todos os grupos, porém o grupo controle foi o

unico que houve uma reducdo completa da inflamacéo.

De acordo com as condigdes experimentais, os autores concluiram
que os agentes adesivos em contato com os tecidos promoveram reagéo
inflamatéria, ndo podendo ser considerados compativeis. Entre os adesivos o
Prime e Bond foi o mais toxico sendo que o hidroxido de calcio pode ser

considerado compativel aos tecidos biologicos.

Wiegand et al. (2006) realizaram uma pesquisa com o objetivo de
verificar a citotoxicidade de diferentes sistemas adesivos autocondicionantes
por meio de um teste de barreira dentinaria, alterando a espessura dentinaria

e o tempo de perfuséo.

Foram usados 5 diferentes sistemas adesivos auto-condicionantes: A
— Prompt LPop; B — Xeno lll; C — Clearfil SE Bond; D — One Up Bond F; E —
Resulcin Aqua Prime & Monobond. Fatias de dentina de 1, 1.5 e 2.5 mm
foram obtidas de dentes bovinos. A superficie voltada para a polpa teve a

Smear layer removida por meio da aplicagdo de acido fosférico a 38%,
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durante 15 s. As células utilizadas foram fibroblastos de ratos L-929. Para a
simulagdo da interagdo do complexo dentina-polpa, as fatias de dentina e as
células foram posicionadas em uma camara de testes que simula essas
condi¢gdes. O dispositivo permite a perfusdo do meio com as células
simulando a polpa. Os materiais avaliados foram aplicados na superficie
dentinaria de acordo com as instrugées do fabricante. Apés 15, 30, 45,60 e
120 min. o meio perfundido foi recolhido e realizado o teste de MTT para

verificagao da viabilidade celular.

Os resultados permitiram aos autores concluirem que os adesivos
autocondicionantes podem ser citotoxicos para fibroblastos L-929. Porém,
essa citotoxicidade é limitada com o passar do tempo e também dependente

da espessura de dentina remanescente.

Em 2007 Koliniotou-Koumpia et al. realizaram um estudo com o
objetivo de avaliar a citotoxicidade de seis sistemas adesivos usando cultura
de células.

Foram utilizados 6 sistemas adesivos, os quais foram colocados em
contato com cultura de células pulpares humanas. Apo6s incubagédo a
viabilidade celular foi verificada. Os adesivos utilizados foram: Syntac
(Vivadent); Solobond (Voco); Bond 1(Jeneric Pentron); Scotchbond 1 (3M
ESPE); Heliobond (Vivadent); F-2000(3M ESPE). Foi verificada a

biocompatibilidade do material sem estar polimerizado e apds polimerizagao.

Os resultados mostraram que os seis sistemas exibiram certa
toxicidade, resultando em redugéo no numero de células vivas apos 24 e 72
h. A citotoxicidade foi maior ap6s as 72 h e nos grupos nao polimerizados.
Em relacdo aos adesivos, o Scotchbond 1 e F-2000 mostraram maior

toxicidade seguidos pelo Solobond e Bond 1.
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Os autores concluiram entdo que todos os adesivos dentinarios
testados podem causar reagcdes em cavidades profundas na auséncia de

uma base adequada.

A citotoxicidade dos adesivos dentinarios é dependente da quantidade
do material que entra em contato com o tecido pulpar. A dentina € uma
barreira de protecédo ao tecido, sendo que quanto maior a espessura de
dentina remanescente, menor o risco de dano pulpar. Diante disso Cetinglic
et al. (2007) desenvolveram uma pesquisa com o objetivo de avaliar a
difusdo pela dentina de HEMA de trés diferentes adesivos dentinarios em

molares permanentes e deciduos.

Foram selecionados 15 molares deciduos e 15 molares permanentes
para o estudo, sendo que estes tiveram suas raizes seccionadas 1 mm
abaixo do limite amelo-cementario. Em seguida cavidades oclusais de 4 mm
de diametro foram preparadas até uma profundidade na qual se obtinha 1
mm de dentina remanescente. Os dentes foram entao divididos em 3 grupos
que receberam os tratamentos de superficie de acordo com o sistema

adesivo utilizado:

a) Grupo 1: condicionamento com acido fosférico a 37% por 15 s e

depois aplicagédo do adesivo Syntac Single Component (lvoclar);
b) Grupo 2: aplicacédo do adesivo Clearfil SE Bond (Kuraray);

c) Grupo 3: aplicagdo do adesivo Syntac Single Component

(Ivoclar) sem condicionamento acido prévio.

As cavidades foram preenchidas com cimento de ionébmero de vidro e
a quantidade de HEMA que passou pela dentina foi avaliada apés 4 min, 24
he72h.
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Os resultados mostraram que em todos os grupos houve difusdo do
componente dos sistemas adesivos utilizados. Apos as 72 h verificou-se a
maior quantidade de HEMA liberado, porém 50% dessa liberagéo ocorreram
nos primeiros 4 min em todos os grupos. Além disso, foi observado que os
dentes deciduos que receberam condicionamento acido permitiram uma
maior e mais rapida difusdo de HEMA, enquanto que os dentes permanentes
tratados apenas com o Syntac Single Component apresentaram o menor

indice de difusao.

Diante disso os autores concluiram que os dentes molares podem ser
considerados seguros em relagédo a difusdo dentinaria, porém, em cavidades

profundas, uma protecdo do complexo dentina/polpa deve ser feita.

Com os novos conceitos de odontologia nos deparamos com
situagdes que antigamente ndo eram vivenciadas, muitas vezes se realiza
procedimentos adesivos sobre uma dentina alterada. Diante disso,
Harnirattisai et al. (2007) desenvolveram uma pesquisa com o objetivo de
avaliar a resisténcia adesiva de dois adesivos usados em dentina normal e
em dentina pigmentada por amalgama, simulando uma troca de restauracéo

de amalgama por resina composta.

Foram selecionados 24 dentes extraidos que apresentavam
restauragdes de amalgama. As restauracdes de amalgama foram removidas
e a parte oclusal da coroa dentaria foi seccionada expondo a dentina. Para
que os dentes fossem selecionados para o estudo foi necessario apresentar
uma regiao preta descolorida na parede pulpar da cavidade, além disso, a
presenca de dentina normal ao redor para servir de controle. Logo apoés
foram realizados os procedimentos adesivos, os dentes foram divididos em
dois grupos os quais receberam tratamento se superficies com os seguintes

adesivos:

a) Single-Bond (3M ESPE)
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b) Clearfil SE Bond (Kuraray)

Os adesivos foram aplicados de acordo com as instrucbes dos
fabricantes. Ap6s a aplicacdo dos adesivos, blocos de resina foram
construidos sobre a dentina. Os dentes foram entdo seccionados e obtidos

os palitos para o ensaio de microtragao.

Os resultados mostraram que a unido adesiva a dentina normal foi
maior que a dentina pigmentada para ambos os adesivos. Ao se comparar 0s
adesivos entre si, foi verificado que na dentina normal o Clearfil SE Bond
apresentou maiores valores de unido adesiva, porém, na dentina pigmentada

ambos se comportaram de maneira semelhante.

Os adesivos dentinarios liberam o mondmero residual que pode
interagir com o tecido pulpar. Diante disso Demirci et al. (2008) avaliaram a
hipétese de que adesivos dentinarios podem causar citotoxicidade em

células pulpares pela geracédo de espécies reativas de oxigénio (ROS).

Foram utilizados para o estudo 5 diferentes adesivos, os quais

foram analisados quanto a citotoxicidade:
a) Clearfil SE Bond (Kuraray);
b) Clearfil Protect Bond (Kuraray);
c) AdheSE (lvoclar Vivadent);
d) Prompt L-Pop (3M ESPE);
e) Excite (Ivoclar Vivadent).

Para o teste de citotoxicidade, células humanas transformadas de

tecido pulpar foram expostas aos extratos dos primers e adesivos dos
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sistemas estudados. Além disso, foi realizado também o teste de barreira

dentinaria, com a intengao de simular uma situagao clinica mais real.

Os resultados mostraram que em todos os sistemas avaliados no
estudo os agentes adesivos foram mais citotoxicos que os primers. Além
disso, os autores verificaram que ndo houve agresséo as células quando foi
utilizada a barreira dentinaria, isso demonstra que a dentina protege a polpa
de um dano imediato apdés a aplicagdo do sistema adesivo. Porém, o
potencial citotdbxico demonstrado nas culturas deve ser clinicamente
relevante, foi observado que a redugéao celular ocorreu tanto na aplicagdo do
primer quanto do adesivo. Diante disso, a concentragdo de ingredientes de
atividade bioldgica pode ser o suficiente para modificar o metabolismo das
células pulpares quando estes materiais sdo usados em cavidades profundas
sem a protecdo de uma barreira dentinaria e quando células pulpares estéo

expostas a esses materiais.

A Biocompatibilidade dos materiais vem ganhando importancia no
conceito atual de odontologia. Dessa maneira, Koulaouzidou et al. em 2008
realizaram uma pesquisa com o objetivo de verificar a citotoxicidade de 5
sistemas adesivos, sendo um deles um novo que apresenta potencial

antibacteriano.

Foram utilizados 5 sistemas adesivos na pesquisa, os quais foram
colocados em contato com trés diferentes tipos de linhas celulares:
Scotchbond 1 (3M ESPE); Clearfil Protect Bond (Kuraray); Excite (lvoclar);
One-Step Plus (Bisco); Tyrian SP (Bisco). Os adesivos foram avaliados
quanto a citotoxicidade estando polimerizados e n&o polimerizados, 100 ul de
cada adesivo foram aplicados em uma placa esterilizada. Em seguida 5 ml
de meio de cultura foi colocado em cada placa e incubado por 24h a 37°C.

Apds esse periodo, 100ul do eluato foi colocado em contato com as células e
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incubado por 24 e 48h, periodos nos quais foram realizados os ensaios de

citotoxicidade por coloragdo de SRB.

Os resultados mostraram que os adesivos sem estarem polimerizados
sdo altamente citotdxicos, ndo apresentando células vivas apos 24h de
contato. Nos ensaios com os adesivos polimerizados, o sistema com
capacidade antibacteriana (Clearfil Protect Bond) foi 0 menos citotoxico nas
trés linhagens de célula, sendo o Scotchbond 1 o mias citotoxico também em

todas elas.

Os autores concluiram que o sistema adesivo com propriedades
antibacterianas pode representar um passo a frente, ndo apenas devido ao
potencial antibacteriano, mas também por ter apresentado uma menor

citotoxicidade.

Testes em cultura de células s&o indicados para a verificagdo da
citotoxicidade de materiais odontoldgicos em substituicdo aos testes in vivo.
Porto et al. (2009), realizaram um estudo cujo objetivo foi verificar o potencial
citotoxico de um sistema adesivo de condicionamento acido total de frasco
unico, em fungédo de uma polimerizacao tardia e tempo de imersédo em meio

de cultura no preparo do extrato.

O sistema adesivo utilizado foi o Single Bond 2, foram confeccionados
corpos-de-prova de 5mm de didmetro e 2mm de altura que foram imersos em
meio de cultura imediatamente apds a polimerizacdo e apdés 24h, sendo

mantidos imersos por 24 ou 72h, formando assim 4 grupos experimentais:

a) Grupo 1: imersado imediatamente apds apolimerizacao e durante
24h;

b) Grupo 2: imerséo 24h apo6s a polimerizagéo e durante 24h;

c) Grupo 3: imersao imediatamente apds a polimerizagao e durante
72h e
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d) Grupo 4: imersao 24h apds a polimerizacao e durante 72h.
Apds a obtengdo dos extratos, este foi colocado em contato com
macrofagos de ratos em placas de 6 pogos e incubados por 24h em estufa a
37°C com 5% de CO,. Apds o periodo de incubagéo a viabilidade celular foi

verificada por meio do teste de MTT.

Os resultados mostraram que o adesivo utilizado reduziu a viabilidade
celular em todos os casos, porém nos extratos obtidos apos 24h de imerséo
a reducéo foi de 46 (imers&o imediata) e 67% (imers&o apds 24h) enquanto
na imersdo de 72h a reducgao foi de 82 (imersdo imediata) e 79% (imerséo
apos 24h).

Os autores concluiram que o adesivo utilizado causou citotoxicidade
intensa na cultura de macréfagos e ressaltam a necessidade de outros

estudos que simulem uma situagéo clinica de aplicagdo dos adesivos.

Com o surgimento das novas unidades fotopolimerizadoras, estudos
utiizando diversas fontes foram realizados. Sigusch et al. em 2009
realizaram uma pesquisa com o objetivo de avaliar a citotoxicidade de cinco
diferentes sistemas adesivos fotopolimerizados por 3 diferentes unidade

fotopolimerizadoras.

Os adesivos utilizados foram o iBond (Heraus), Adper Promt L Pop
(3M), Prime e Bond (Dentsply), Clearfil protect Bond (Kurraray) e Syntac
(Vivadent). Em relacao as fontes ativadoras, as usadas foram Luz Hal6gena
(10 s), LED LCU (10 s de ativagao) e por ultimo o SML-LCU (4 s. de
ativagao) . Apos o contato com as células, estas tiveram sua vitalidade

testadas por meio do teste vermelho neutro de absorgéo.

Os autores concluiram que a biocompatibilidade pode ser otimizada

com uma boa combinagéo entre material e unidade polimerizadora, uma vez
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que sdo os mondmeros residuais os responsaveis pela citotoxicidade dos

materiais.

Vajrabhaya et al. em 2009 realizaram uma pesquisa com o objetivo de
avaliar a citotoxicidade de 3 sistemas adesivos auto-condicionantes
utilizando cultura de célula em 3 dimensdes em um modelo de simulagao

com perfusao.

Os adesivos avaliados foram o Opti Bond Solo Plus (Kerr), o Xeno |l
(Dentsply) e o i Bond (Heraus Kulzer), como controle negativo foi utilizado o
material de moldagem President (Coltene) e o controle positivo foi o
Vitrebond (3M). O teste utilizado para a avaliacdo foi o teste de barreira
dentinaria, o qual com a utilizacdo de camaras de perfusdo, simulam o
complexo dentina-polpa pela colocacdo de uma fatia de dentina separando
as células em cultura de 3 dimensbes e o material estudado, simulando
dessa maneira, in vitro, uma situacao clinica. Apds o periodo de perfusao, foi

realizado o teste de MTT para verificagdo da viabilidade celular.

Os resultados mostraram que o Optibond Solo Plus reduziu a
viabilidade celular a 99,66%, o Xeno lll a 72,59%, sendo o i Bond o mais

téxico, reduzindo a viabilidade para 10,65%.

Os autores concluiram que quando utilizar adesivos com alta
toxicidade um forramento de protecdo do complexo dentina-polpa deve ser
realizado e ressaltam a importancia de ndo sé avaliar as propriedades de
adeséo, infiltragdo de novos materiais, mas sempre atentar também aos

aspectos de biocompatibilidade.
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3. PROPOSICAO

Avaliar quatro diferentes sistemas adesivos no que se refere a
resisténcia adesiva ao microcisalhamento na dentina bovina simulando
cavidades profundas. Em seguida avaliar in vitro a citotoxicidade desses
sistemas adesivos, em nivel molecular, por teste de barreira dentinaria e

ensaio de MTT em fibroblastos pulpares bovinos.



66

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Teste de Microcisalhamento

Para o preparo dos cdp foram obtidas mandibulas bovinas, retiradas
de animais recém abatidos (Frigorifico Mantiqueira — Sdo José dos Campos
— SP), das quais foram extraidos 80 incisivos empregando-se um elevador
apical reto 301 (Quinelato — Rio Claro — SP). Ap6s a extracdo os dentes
foram limpos e tiveram as fibras do ligamento periodontal removidas com
auxilio de uma lamina de bisturi n° 15. Em seguida foi realizada a abertura
endodéntica com broca esférica n° 3 (KG Sorensen) para a completa
remocao do teto da camara pulpar. A porgéo radicular de todos os dentes foi
removida, por secc¢do transversal ao longo eixo do dente, realizada com o

auxilio de um disco de carborundum.
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O tecido pulpar foi extirpado por meio de limas endoddnticas, sendo a
camara pulpar irrigada com soro fisiolégico para remogédo dos detritos. Em
seguida a superficie do esmalte foi submetida a um desgaste, em um

recortador para gesso, com a finalidade de expor a camada de dentina.

Os dentes foram, entdo, divididos em dois grupos de 40 dentes. No
Grupo 1 os dentes foram desgastados até que a espessura remanescente de
dentina fosse de 500 um e no Grupo 2 de 200 pm. Tal procedimento foi
realizado com o auxilio de um especimetro. Os espécimes foram entdo
colocados em uma matriz de silicone para embutimento em resina acrilica
ativada quimicamente (Jet-Classico), de forma que a superficie vestibular dos

dentes ficasse exposta (Figura 1).
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Figura 1 — Confecg¢édo do cdp: a) Dente bovino; b) seccionamento da raiz; c) verificagcdo da
espessura de dentina remanescente; d) detalhe da marcagdo de 0,5mm de
dentina remanescente no especimetro; e) cdp posicionado na matriz de silicone
para embutimento; f) cdp embutido em resina acrilica.
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Os cdp foram armazenados por 24h em agua destilada a 37°C e a
seguir a superficie de dentina foi submetida a polimento, utilizando uma
politriz circular (Eros), com uma série de discos de granulagéo decrescente

(600, 800, 1200), a fim de se conseguir superficie lisa e uniforme.

Os cdp foram armazenados em agua destilada por mais 24h. Em
seguida os 40 dentes de cada grupo foram divididos em 4 subgrupos
contendo 10 dentes cada um de acordo com o sistema adesivo utilizado
(Quadro 1):

Quadro 1 — Adesivos utilizados na pesquisa.

Material Fabricante | Composicao

Adesivo multifrascos Primer: HEMA, acido

polialcendico.
Adper Scotchbond Multi-Purpose | 3M ESPE

(MP) Adesivo: Bis-GMA e HEMA

Adesivo monocomponente Bis-GMA e HEMA , dimetacrilatos,
3M ESPE etanol acido polialcenoico

Single Bond (SB)

Adesivo com primer | 3M ESPE Primer acidico: HEMA, corante,

autocondicionante surfactante.

Adper SE Plus (SE) Adesivo: UDMA, TEGDMA,

HEMA.
Adesivo autocondicionante Bis-GMA, HEMA, dimetacrilato,

3M ESPE | etanol, 4cido polialcensico.
Adper Easy-Bond (EB)
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GRUPO 1MP e 2MP: Scotchbond Multi-Purpose (3M ESPE)
GRUPO 1SB e 2SB: Single Bond 2 (3M ESPE)

GRUPO 1SE e 2SE: Adper SEPIus (3M ESPE)

GRUPOS 1EB e 2EB: Adper Easy Bond (3M ESPE)

Os diferentes grupos receberam os procedimentos adesivos de acordo

com as instrugdes do fabricante.

Nos grupos 1MP e 2MP, os espécimes receberam condicionamento
com acido fosforico a 35% por 15 s, seguido de lavagem com spray de agua
por 10 s e secagem com jato de ar. Com um pincel do tipo microbrush
(Microbrush Corp.), foi aplicada uma camada do primer Adper Scotchbond
Multi-uso sobre a dentina condicionada, aplicando o pincel na superficie por
10 s, seguido de secagem. Em seguida, também com um pincel do tipo
microbrush aplicou-se uma camada do adesivo do sistema, manipulando-o

por 10 s, seguido de secagem e fotoativagéo por 10 s.

O fotopolimerizador Optilux (Demetron Research Corp.) foi utilizado e
sua intensidade de luz foi medida a cada grupo, por meio de um radidémetro,

para assegurar uma intensidade de luz padronizada em 500mW/cm?.

Nos grupos 1SB e 2SB, os espécimes receberam condicionamento
com acido, como o descrito para os grupos 1MP e 2MP. Com um pincel do
tipo microbrush, aplicaram-se duas camadas consecutivas do adesivo Single
Bond 2 sobre a dentina condicionada, seguido de secagem para evaporar o

solvente e fotoativagéo por 10 s.

Nos grupos SE e EB, os espécimes ndo receberam condicionamento
acido previamente a aplicagdo do adesivo, de acordo com as

recomendacdes dos fabricantes.
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Nos grupos 1SE e 2SE, foi aplicado com um microbrush o Primer do
Adper SE Plus sobre a dentina usando-se o aplicador durante 10 s até a
obtencdo de uma superficie de coloragdo avermelhada. Apés, foi aplicado
um jato de ar para evaporagdo dos componentes volateis. Com outro
microbrush, foi aplicado o bond, até o desaparecimento da cor vermelha,
indicando que os componentes de adesdo foram ativados. Em seguida,
aplicou-se uma nova camada de adesivo, seguida de secagem e

fotoativagéo por 10 s.

Nos grupos 1EB e 2EB, foi aplicada uma camada do adesivo com o
aplicador do préprio material, por 10 s sobre superficie dentinaria. Em
seguida, realizou-se a secagem do liquido por aproximadamente 5 s,
evidenciando a vaporizagcéo do solvente. Logo ap6s, uma segunda camada

do adesivo foi aplicada, seguida de secagem e fotoativacao por 10 s.

Na etapa seguinte as amostras foram posicionadas em um dispositivo
metalico, que possui uma matriz de teflon bipartida com um orificio em seu
interior, com 2 mm de didmetro e 2 mm de altura. Para a confecgdo das
amostras para o ensaio de microcisalhamento foram utilizados tubos de
tygon R-3603 (Norton Performance Plastic Co.), com diametro externo de 2
mm por 1 mm de altura, e 0,8 mm de didmetro interno, com a finalidade de

delimitar a area de adeséo.

Por meio da matriz de teflon, o tubo de tygon foi posicionado e
imobilizado sobre a dentina. No interior desses tubos, com o auxilio de um
aplicador de hidréxido de calcio (SS White Duflex), a resina composta Filtek
Z250 (3M ESPE) foi aplicada em incremento unico e fotoativada por 40 s,
para se obter os pequenos cilindros para o ensaio mecanico. Em seguida, o
cdp foi retirado da matriz e realizada uma fotoativagcdo complementar por 40

s. Apds 1h em temperatura ambiente, o tubo de tygon foi removido utilizando,
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uma lamina de bisturi n°15 (Med Blade), com cuidado, para nao induzir

nenhum estresse ao compésito. (FIGURA 2)

Figura 2 — Confecgdo do cilindro de resina composta para ensaio de microcisalhamento: a)
matriz metalica; b) posicionamento do cdp na matriz e do tubo de tygon; c)
resina composta inserida no tubo ap6s fotopolimerizagéo; d) cdp finalizado
pronto para o ensaio de microcisalhamento.

Todos os cdp foram armazenados em agua destilada, em estufa
bacteriolégica a 37°C por 24h e em seguida foram submetidos ao teste de

microcisalhamento.

Os cdp foram submetidos ao teste mecanico laboratorial para
avaliacdo da resisténcia da unido as tensdes de microcisalhamento. Este
teste foi realizado em uma maquina de ensaios universal EMIC DL2000 com

uma célula de carga de 50 kg. Esta maquina possui um terminal de
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computador acoplado, preparado para efetuar a leitura dos dados

transmitidos pelo ensaio mecénico, por meio de um programa proprio.

Utilizou-se uma base metalica, que possibilita o posicionamento
correto dos cdp e um fio ortodéntico de 0,2 mm de didmetro fixado na
extremidade superior movel da maquina. Na realizagao do teste, o fio forma
um laco ao redor do cilindro de resina composta, sendo posicionado na
interface adesiva (Figura 3) A velocidade utilizada foi de 0,5 mm/seg (Hara et
al., 2001).

Figura 3 —Cdp posicionado para ensaio de microcisalhamento.

O valor da resisténcia ao microcisalhamento foi determinado pelo
quociente da forca maxima aplicada durante o teste, pela area utilizada para
a adesao. Esse valor, expresso em MPa, determina a carga necessaria para
o rompimento da unido adesiva, estabelecida na interface entre dentina e

resina composta.

Os resultados obtidos no teste de microcisalhamento foram
analisados, estatisticamente, por meio de estatistica descritiva, analise de
variancia a dois fatores (ANOVA) e Teste de Tukey com nivel de significancia
de 5%.
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4.2 Teste de Citotoxicidade

Os adesivos dentinarios foram avaliados quanto a citotoxicidade por

meio do teste de barreira dentinaria.

4.2.1 Teste de Barreira Dentinéria
4.2.1.1 Cultivo Celular

Células pulpares bovinas transformadas (SV3neoB), na passagem 20,
foram cultivadas em meio contendo MEM a (Gibco BRL; Karlsruhe,
Germany) suplementado com 20% SBF, com penicilina (100 U/ml),
estreptomicina (100 pug/ml) e geneticina (50mg/ml). As células foram ent&o
lavadas com 10 ml de PBS, separadas com 3 ml de solu¢do de 0,25% de
tripsina com EDTA e ressuspendidas com 10 ml de meio de cultura e
transferidas para um tubo de Falcom (Becton Dickinson Labware, Franklin
Lakes, USA), formando uma suspenséo celular.

Essa suspensdo foi contada com o auxilio de uma camara de
Neubauer (Kerka, Alemanha) e uma quantidade de 4 milhdes de células foi
separada em outro tubo de Falcom e centrifugada a 900 rpm durante 5 min.
Apdés a centrifugacdo o meio antigo foi sugado e o Pellet celular
ressuspendido com 1000 ml de meio de cultura com a finalidade de se obter
uma concentracdo de 80.000 células em cada 20 pl.

No teste de barreira dentinaria as células s&o cultivadas em cultura de
3 dimensdes, como descrito anteriormente (Schuster et al., 2001). Essa
cultura é obtida com o auxilio de uma rede de poliamido (Sefar, Wasserburg

AM Inn, Alemanha) que foi cortada com o auxilio de um dispositivo de corte
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com didmetro de 8 mm. As redes foram entdo lavadas com solugéo de 0,1N
de acido éssico durante 30 min e depois realizadas 5 lavagens de 5 min com
agua destilada. Em seguida a agua foi despejada e as redes foram secas em
temperatura ambiente e autoclavadas. As redes foram entdo colocadas em
placa de 48 pocos com a finalidade de se aplicar uma camada de
Fibronectina a 0,003% (Sigma, Alemanha). Essa camada de proteina é
necessaria para que as células se mantenham unidas na rede. Uma
quantidade de 100 pl foi pipetada no primeiro poco, cobrindo a rede. Na
sequéncia o conteudo era retirado do poco e pipetado no seguinte até que
dessa maneira todas as redes recebessem a camada de fibronectina,
esperando-se 2 h para que as redes secassem por completo.

Para o cultivo celular por sobre as redes, foram utilizadas placas de 6
pocos, com 1,25 ml de meio de cultura em cada pocgo. Filtros Millicel
(Millipore Corporation, Bedford, USA) foram posicionados nos pog¢os e dentro
dos filtros foram colocadas 4 redes, tomando-se o cuidado para que as
redes ficassem umidas e ndo se tocassem entre si e nem nas paredes do
filtro. Em seguida, 20 ul da suspensdo celular (80.000 células) foram
pipetados em cada rede e estas foram incubadas por 48h em estufa a 37°C e
5% CO,. Apos 48 h, as redes, com auxilio de uma pinga, foram transferidas
para uma placa de 24 pogcos com 1 ml de meio em cada pogo e novamente
incubadas. O periodo de incubacéo foi de 14 dias, sendo que a cada 48 h
era feita uma troca de meio de cultura (Figura 4). O meio de cultura para o
cultivo das células continha uma concentracédo de 0,05 mg/ml de &acido
ascorbico (Merck), necessario para uma melhor proliferacédo das células.

Apobs os 14 dias de cultivo iniciou-se o teste de barreira dentinaria.
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C

Figura 4 - Cultivo celular: a) Células SV3neoB na passagem 20; b) cultivo das células em
redes de poliamido; c) cultivo das culturas em 3 dimensdes em placas de 24
pocos; d) cultura celular em trés dimensdes.

4.2.1.2 Obtencgao das fatias de dentina

Para o teste de barreira dentinaria, fatias de dentina foram utilizadas.
Para tal, dentes bovinos foram obtidos de animais recém abatidos
(Frigorifico, Furth im Wald, Alemanha) os quais foram embutidos em resina
acrilica (Paladur — Heraeus Kulzer, Hanau, Alemanha). Em seguida, os
dentes foram posicionados em um Micrétomo (Leitz, Alemanha) e fatias de
200 e 500 pm foram obtidas. Logo apés o corte, as fatias foram medidas
para verificacdo da espessura e a porcao pulpar foi demarcada. A porgao
pulpar da dentina recebeu condicionamento com acido citrico a 50% por 30
s, lavado em agua destilada por 30 s e colocados em solugcado de NaCl 0,9%
para a remogao da smear layer. Apos, as fatias foram autoclavadas a 121° C
durante 25 min e armazenadas em geladeira. Sessenta e duas horas antes

do inicio do teste estas foram retiradas da geladeira e, trabalhando em
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bancada esterilizada, com auxilio de dois alicates, foram quebradas no
tamanho desejado, aproximadamente 6 mm. Foram entdo posicionadas em
placas de 24 pocos que continham meio de cultura sem SBF, e incubadas
até o dia do teste. Este procedimento foi realizado apenas para se controlar
um possivel crescimento bacteriano nas fatias, antes do inicio do teste
(Figura 5).

C

Figura 5 - Obtencdo das fatias de dentina: a) corte no micré6tomo; b) conferéncia da
espessura no paquimetro; c) quebra das fatias; d) armazenamento em meio
de cultura.

4.2.1.3 Montagem dos Inserts

Para a simulagdo do complexo dentina-polpa, inserts de metal foram

utilizados. Os inserts sdo compostos por duas partes, uma inferior e outra
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que € uma tampa rosqueavel com um orificio em sua superficie.
Trabalhando em bancada esterilizada, com o auxilio de uma pinga, as redes
com as células foram posicionadas no centro do insert. Em seguida a fatia de
dentina foi retirada do meio de cultura e colocada, com a porgéo pulpar para
baixo, por sobre a rede com a cultura celular. Feito isso, a tampa foi colocada
e parafusada sem apertar. Através do orificio da tampa tem-se acesso a
lamina de dentina e esta foi coberta com algodao. Os inserts, entao, foram
colocados nos pogos no meio de cultura na placa de 24 pocgos, de onde as

redes foram tiradas para manter a umidade dentinaria. (Figura 6)

C D

Figura 6 - Montagem dos inserts: a) insert metalico; b) colocagéo da rede com as células em
cultura tri-dimensional; c) colocagdo da fatia de dentina por sobre a rede; d)
insert montado.
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4.2.1.4 Montagem das Camaras

O teste de barreira dentinaria consiste de camaras de perfusao, as
quais sao feitas de material poliacrilico e permitem, por meio de um sistema
de tubos, que as células sejam perfundidas, pelo meio de cultura, durante
todo o experimento. Essas camaras possuem um orificio na porgéo interna
da tampa que permite o encaixe dos inserts metalicos. Com os inserts

posicionados as camaras foram fechadas e colocadas no sistema (Figura 7).

wtael holder silicone coversiip

silicons sealing
T 0 - ring
plug ]

A

B

Figura 7 - Montagem das camaras: a) Esquema da camara de perfusdo; b) insert montado
na camara.

4.2.1.5 Colocagao das camaras no sistema

O sistema do teste de barreira dentinaria consiste em uma placa
aquecida onde foram posicionadas as garrafas contendo meio de cultura
para perfusao e as camaras. Por meio de um sistema de mangueiras e uma
bomba peristaltica, o meio de cultura é sugado, difundindo - se pelas
camaras e, dessa maneira, irrigando as células. Ap6s passar pelas camaras
0 meio era entdo gotejado em uma garrafa vazia que serviu de reservatoério
de lixo. Apo6s a montagem do sistema, foi ajustada a velocidade de difusédo

de 0,3ml/h, mantendo-se essa velocidade de perfuséo por 24h (Figura 8).
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Figura 8 - Montagem do sistema: a) Camaras montadas no sistema; b) sistema de tubos de
difusdo; c) sistema conectado as garrafas de meio de difusdo; d) sistema
montado.
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4.2.1.6 Aplicacéo do material

Apds 24 h de difusdo o sistema foi desligado e a tampa da camara
aberta para a aplicagdo do material. Para o teste de barreira dentinaria foram
utilizados os mesmos materiais do teste de microcisalhamento, sendo a
técnica de aplicagdo a mesma em ambos. Como controle negativo foi
utilizado o material de moldagem President (Coltene) e como controle
positivo um material desenvolvido na Universidade de Regensburg
(Alemanha) chamado CaGPG 14 (Quadro 2). Apos aplicagdo do material o
sistema foi novamente ativado, porém agora, com uma velocidade de difusédo
de 2 ml/h (Figura 9).

Quadro 2. Materiais utilizados como controle negativo e positivo no teste de

barreira dentinaria.

Material Fabricante

President Coltene AG

CaGPG 14 Universidade Regensburg
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A B
D
F
Figura 9 - Aplicagdo do material: a) cAmara de difusdo aberta; b) aplicagdo do adesivo;

c) fotopolimerizagdo do adesivo; d) aplicagdo da resina composta; e€)
fotopolimerizagéo da resina composta; f) material aplicado.
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4.2.1.7 Desmontagem do Sistema

ApoOs a aplicagdo do material o sistema é ativado para mais 24h de
difusdo. Apds esse periodo ele foi novamente desligado e os inserts
removidos das camaras. Nessa fase, os inserts antes de serem abertos,
foram fechados mais firmemente com o auxilio de uma chave de fenda. Com
a pressao exercida sobre o conjunto dentina/rede com células, a rede era
cortada na sua parte central, que posteriormente foi usada para fazer a
leitura de viabilidade celular. Apos exercer a presséo para o corte, os inserts
foram entdo abertos e a porcao central da rede com células foi colocada em

meio de cultura em uma placa de 24 pogos (Figura 10).
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E

Figura 10 - Desmontagem do sistema: a) inserts removidos das camaras; b) corte da parte
central da rede; c) insert aberto; d) detalhe da rede cortada, regido central
utilizada para o teste de viabilidade celular; e) células armazenadas em meio
de cultura antes do teste de MTT.

42.1.8 Testede MTT
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Apds a obtencao das redes com as células, a viabilidade celular foi
determinada pela mensuracao da atividade da succinil desidrogenase (SDH).
A atividade da SDH, indicativa da fungdo mitocondrial, foi mensurada pelo
ensaio de MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazélio; Sigma, St Louis,
MO, USA). A atividade foi quantificada pela dissolugdo do sal de formazan
dentro de 0.1 N NaOH (6.25 v/v%) e a leitura da densidade 6ptica resultante
da solugao foi mensurada em um espectrofotémetro a 600nm (EL311, Biotek
Instruments, Burlington, VT, USA).

Em uma placa de 48 pocos, foram pipetados 500ul do corante MTT
em 25 pogos. Apos, as redes com as células foram colocadas em contato
com a solugdo de MTT e incubadas por 1 h em estufa a 37°C e 5% CO».
Apés este periodo, as redes foram transferidas para outra placa de 48 pocos
que continha 250ul de DMSO em cada poco e colocadas para agitar durante
20 min a uma velocidade de 100rpm. Apds, 200ul da solugao tingida, foram
pipetados em pocos de uma placa de 96 pogos para a analise em

espectrofotémetro (Figura 11).
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Figura 11 - Teste de MTT: a) Células em contato com o corante MTT; b) Incubagéo das
células em estufa a 37°C e 5% de CO,; c) Células coradas apds incubagao; d)
Células colocadas em contato com o DMSO; e) Solugdo de DMSO tingida; f)
Andlise da densidade éptica da solugao tingida em Espectrofotdmetro.



87

O teste de barreira dentinaria foi realizado utilizando-se fatias de
dentina de 200 e 500um, sendo realizados, para cada espessura de dentina,
dois testes independentes para cada material. A densidade Optica do
controle negativo foi considerada como sendo 100% de viabilidade celular,
sendo entdo os resultados dos grupos experimentais e controle positivo
expressos em porcentagens em fung¢do do controle negativo. Os resultados
foram entdo avaliados estatisticamente pelo teste de Mann—-Whitney U-test
(a=0.05) (SPSS, Version 13.0 SPSS; Chicago, IL, USA)
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5. RESULTADOS

5.1 Teste de Microcisalhamento

Os valores de resisténcia adesiva referente aos 4 sistemas adesivos
estudados, nas diferentes espessuras de dentina remanescente (200 e 500

Mm) sédo apresentados nas tabelas 8 e 9 (Apéndice A).

A medida de tendéncia central (média) da distribuicdo dos valores e a
dispersao (desvio-padrao), referentes aos sistemas adesivos estudados e as
diferentes espessuras de dentina remanescente, estdo apresentados na

tabela 1 e representados na forma de graficos de colunas na Figura 12.
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Tabela 1. Valores médios e desvio-padréo dos valores de resisténcia adesiva
(Mpa) obtidos dos cdp dos diferentes sistemas adesivos conforme
a espessura de dentina remanescente.

Material Espessura Média Desvio padrao
Multi Purpose 200 pm 15,24 4,49
500 pm 17,99 7,14
Single Bond 200 ym 15,65 6,83
500 ym 23,45 5,03
SE Plus 200 pym 18,24 8,46
500 pm 20,08 6,31
Easy Bond 200 um 21,06 10,39
500 um 27,02 8,56

FIGURA 12 - Grafico de colunas (médiatdesvio padrao) dos dados de resisténcia adesiva
obtidos segundo quatro tipos de adesivos sob duas espessuras da dentina.

Os valores médios de Mpa dos 4 sistemas adesivos testados se
mostram semelhantes quando analisados na mesma espessura de dentina,
verifica-se que o sistema autocondicionante foi o mais eficiente na
resisténcia adesiva (21,06 e 27,02) em ambas as espessuras de dentina.
Seguido pelo Single Bond (15,65 e 23,45), e SE Plus (18,24 e 20,08) com
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resultados bastante semelhantes e por ultimo o sistema de 3 passos Multi
Purpose (15,24 e 17,99). Em todos os sistemas verificou-se uma maior
resisténcia a unido adesiva nos cdp de remanescente dentinario de 500 pym

quando comparados a outra espessura testada (200 ym).

Ao verificar a distribuicdo normal dos valores de Mpa referentes aos
materiais testados, foi efetuado o teste ANOVA a dois fatores (sistema
adesivo e espessura de dentina), para avaliar a influéncia do tipo de adesivo
e a quantidade de dentina remanescente sobre a resisténcia adesiva.
Verificou-se que o efeito interagdo € estatisticamente nado significante (p=
0,5494 > 0,05) (Tabela 2)

Tabela 2 — ANOVA (dois fatores) para os dados obtidos.

Efeito gl SQ QM F p
Adesivo 3 571,82 190,607 3,5 0,0196*
Espessura 1 421,04 421,041 7,74 0,0069*
Interacédo 3 115,81 38,604 0,71 0,5494
Residuo 72 3916,75 54,399
Total 79 5025,43
'p< 0.05

Ainda por meio do teste ANOVA, Tabela 3, foi verificado que os efeitos

principais sdo estatisticamente significantes.

Por meio do teste de Tukey (5%), porém, verificamos que a diferenca
estatistica entre os adesivos sb ocorre quando ndo levamos em
consideracéo a espessura de dentina, ou seja, os sistemas Easy Bond e
Multi Purpose sao diferentes estatisticamente apenas quando comparamos

as médias considerando os 20 valores de resisténcia adesiva. (Tabela 3)
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Tabela 3. Teste de Tukey (5%) para a variavel sistema adesivo.

Material Média Grupos homogéneos
Easy Bond 24,04 A
Single Bond 19,54 AB
SE Plus 19,15 AB
Multi Purpose 16,61 B

Em relac&o a dentina remanescente, quando consideramos os valores
de todos os sistemas em relagdo as duas espessuras, verifica-se diferenga
estatistica, sendo a resisténcia adesiva maior na espessura de 500 pm.
(Tabela 4)

Tabela 4. Teste de Tukey (5%) para a variavel remanescente dentinario.

Espessura Média Grupos homogéneos
500 ym 22,13 A
200 pm 17,54 B

Ao analisarmos os valores de resisténcia a unido adesiva em relagao
aos diferentes sistemas nas mesmas espessuras, o teste de Tukey (5%) nédo
mostrou diferenca estatistica entre os adesivos, assim como n&o houve
diferenca dentro de um mesmo sistema quando comparada as duas
espessuras de dentina remanescente, como pode ser observado na Tabela 5

e na forma de grafico interection plot na Figura 13.



Tabela 5. Teste de Tukey (5%) para as variaveis
remanescente dentinario.
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sistema adesivo e

Material Espessura Média Grupos
homogéneos

Easy Bond 200 pm 21,06 AB
500 pm 27,02 A
Single Bond 200 pm 18,24 B
500 ym 20,08 AB
SE Plus 200 pm 15,65 AB
500 ym 23,45 AB
Multi Purpose 200 um 15,24 B
500 ym 15,24 AB

Interaction Plot for MPa
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FIGURA 13. Grafico Interaction Plot dos valores de Mpa para os diferentes sistemas
adesivos e espessura de remanescente dentinario.
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5.2 Teste de Citotoxicidade

Os valores de densidade Optica dos 4 sistemas adesivos e dos
materiais controle utilizados, nas diferentes espessuras de dentina (200 e
500 um) de todos os testes realizados, séo apresentados nas tabelas de 10 a
15 (Apéndice B).

As porcentagens de células viaveis referentes aos quatro sistemas
adesivos estudados, aos grupos controles e as diferentes espessuras de
dentina, estdo apresentadas na Tabela 6 e representadas na forma de

grafico de colunas na Figura 14.

Tabela 6. Porcentagens de células viaveis dos grupos controle e
experimentais nas diferentes espessuras de dentina (200 e 500

um).

Material 200 ym 500 ym
President 100 100
Multi Purpose 92,51 93,70
Single Bond 71,17 64,60
SE Plus 84,97 71,55
Easy Bond 103,37 110,39

CaGPG 14 6,3 38,97
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Teste de Barreira Dentinaria
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FIGURA 14 - Grafico de colunas referente as porcentagens de viabilidade celular dos grupos
controles e dos adesivos testados, nas espessuras de 200 e 500 ym.

Apds 24h de exposicdo aos materiais, o adesivo Adper Scotchbond
Multi Purpose reduziu a taxa de sobrevivéncia celular para 92,5% na
espessura de dentina de 200 ym e para 93,7% na espessura de 500 ym, o
que o caracteriza como um material de baixa toxicidade. Com o adesivo
Adper Scotchbond Single Bond a redugédo na taxa de sobrevivéncia celular
foi maior, ficando esta em 71,1% na espessura de 200 ym e em 64,6%
quando utilizada a espessura de 500 ym, sendo este entdo considerado um
material com toxicidade moderada. Em relagdo aos adesivos auto-
condicionantes, o Adper Scotchbond SE reduziu a taxa de sobrevivéncia
celular para 85% e para 71%, nas espessuras de dentina de 200 e 500 ym
respectivamente, apresentando dessa maneira uma toxicidade moderada. Ja
o adesivo Adper Easy Bond nado reduziu a taxa de sobrevivéncia celular,
independentemente da espessura de dentina utilizada, ou seja, € um material

nao téxico.
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O material CaGPG 14, utilizado como controle positivo, apresentou
toxicidade severa, reduzindo a taxa de sobrevivéncia celular a 6,3% na

espessura de 200 ym de dentina e a 38,9% na de 500um.

Resumindo, os resultados no teste de Barreira Dentinaria, mostram
que a toxicidade dos materiais pode ser classificada seguindo uma ordem
decrescente de toxicidade, em ambas as espessuras de dentina: CaGPG 14
> Single Bond >SE > Multi Purpose > Easy Bond.

Para a comparagdo entre os grupos, foi realizado o teste nao
paramétrico Mann-Whitney U-test (a=0.05) (SPSS, Version 13.0 SPSS;
Chicago, IL, USA). Foi verificado que n&o houve diferenca estatistica entre
os valores de sobrevivéncia celular, para o mesmo sistema adesivo, quando
comparadas as duas espessuras de dentina utilizada (200 e 500 um). Entre
os materiais testados, verificou-se diferenca estatistica dos adesivos Adper

Single Bond e Adper SE em relagao aos demais. (Tabela 7)

O grupo controle positivo apresentou diferenca estatistica em relagéo
a todos os outros grupos, ja o grupo controle negativo apresentou diferenca
estatistica em relagéo aos adesivos que apresentaram toxicidade moderada,
ndo havendo diferenca estatistica para o adesivo com baixa toxicidade e

nem para o nao toxico.
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Tabela 7. Comparagao entre os grupos - teste ndo paramétrico Mann—

Whitney U-test (0=0.05)

Material | President Multi- Single SE Easy | CaGPG
Purpose Bond Bond 14
President ns ns 0 0,014 ns 0
Multi- 0 | 200
Purpose ns ns 0,003 ns 0,035 Hm
Single 0 0,011 ns 0,043 0 0
Bond
SE Plus 0,005 0,043 ns ns 0,001 0
Easy ns ns 0,001 0,009 ns 0
Bond
CaGPG 14 0 0 0,001 0 0 ns
200um/
500 pm

500 pm
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6. DISCUSSAO

O estudo avaliou a resisténcia adesiva e o comportamento bioldgico,
em simulagédo de cavidade profunda, de quatro diferentes sistemas adesivos
dentinarios, sendo dois deles com condicionamento acido prévio e dois
sistemas autocondicionantes. Optou-se pelo teste de microcisalhamento para
avaliar o comportamento in vitro destes sistemas. Para avaliar o
comportamento biologico foi utilizado um teste de barreira dentinaria em
cultura celular e posterior analise da viabilidade celular por meio de ensaio
de MTT.

A odontologia adesiva esta em constante evolugéo, o uso de adesivos
dentinarios é cada vez maior (Jilo, 1993), e dessa maneira as opg¢des no
mercado e as técnicas de utilizagdo sdo cada vez mais numerosas. Diante
disso, estes novos materiais e técnicas devem ser avaliados, por meio de
pesquisas, para que possam ser indicados e usados clinicamente com

seguranga (Barkmeier e Cooley, 1992; @ilo , 1993; Reifeis et al., 1995).

Os adesivos dentinarios podem ser classificados de diversas
maneiras, como por exemplo, quanto ao periodo de surgimento (geracdes),
quanto a técnica de aplicagdo, quanto ao condicionamento acido e pelo
sistema de ativacao entre outros. Atualmente alguns autores (Perdigao et al.,
2000) sugerem uma classificagdo mais simplificada levando-se em

consideracéo a presencga ou nao de condicionamento acido e o numero de
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frascos em cada sistema. Nessa classificagdo temos entdo 4 tipos de

sistemas adesivos.

Os dois primeiros sdo sistemas que necessitam de condicionamento
acido total prévio. Esse condicionamento é geralmente realizado com &cido
fosforico a 37%, sendo aplicados 30 s em esmalte e 15 s em dentina. Na
dentina o condicionamento dissolve completamente a smear layer e remove
a fase mineral até uma profundidade aproximada de 5 microns (Lopes et al.,
2002; Perdigao, 2002). Uma fase de colageno, acido resistente permanece
presente na superficie apdés a remocédo e limpeza do acido. A posterior
penetracdo do adesivo nessa gama de colageno e sua subseqlente
polimerizagdo resultam na chamada camada hibrida (Nakabayashi et al.,
1982). No primeiro tipo, o primer e o adesivo do sistema vem em frascos
separados, sendo entdo, apds o condicionamento acido, aplicada uma
camada de primer, e em seguida aplica-se o adesivo seguido de
fotopolimerizacao pelo tempo recomendado pelo fabricante. No segundo tipo
de sistema, o primer e o adesivo vem misturados em um mesmo frasco,
sendo ent&o, apos o condicionamento acido, aplicado o sistema seguido de
fotopolimerizagéo. Existem diversos desses sistemas no mercado, sua
efetividade clinica ja foi comprovada por diversas pesquisas (Barkmeier e
Cooley, 1992; Fortin et al.,1994; Cardoso et al., 1998; Coelho et al., 2008;
Can-Karabulut et al., 2009), porém resultados controversos também sao

encontrados na literatura (Roh e Chung, 2005; Banomyong et al., 2007 ).

A evolugdo dos sistemas adesivos foi baseada na tentativa de se
facilitar a técnica de aplicagdo e dessa maneira diminuir a chance de erros
durante o procedimento adesivo, principalmente em relacdo a dentina (Tay et
al., 1996; Sano et al., 1998; Reis Silva, 2002). Surgiram entdo na década de
80 os chamados sistemas autocondicionantes, que ndo necessitavam mais
do condicionamento com &cido fosférico (Chigira et al., 1994 e Watanabe et

al., 1994). Esses sistemas possuem em suas formulagées misturas aquosas
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de mondémeros acidicos, como ésterfosfato ou acido carboxilico, e HEMA
(Hayakawa et al., 1998; Toledano et al., 2001). Além da simplificagdo, uma
caracteristica implicita nesses sistemas é a desmineralizagdo superficial da
estrutura dentaria e a penetragdo simultdnea dos monémeros resinosos que
séo polimerizados in situ (Van Meerbeck et al., 1998; Lopes et al., 2002). Os
componentes reativos dos sistemas autocondicionantes sao ésteres alcodis
bivalentes com acido metacrilico e acido fosforico ou derivado, além dos
mondmeros hidrofilicos tradicionais, como o HEMA. O residuo fosfato é
responsavel por condicionar a dentina, enquanto que o componente
metacrilato da molécula é responsavel pela copolimerizagdo com o agente
de adesédo e a resina composta. Com este processo, ndo ha a necessidade
de lavagem dos produtos da reacédo ou dos ésteres residuais do acido
fosforico, pois ambos sédo subseqientemente polimerizados na camada de
adesdo (Watanabe et al., 1994; Hannig et al., 1999; Fritz et al., 2001). Dessa
maneira o processo de desmineralizacdo da dentina ocorre simultaneamente
a penetragédo do adesivo na malha de colageno, formando a camada hibrida,
e nos tubulos dentinarios formando os tags. Isso, segundo alguns autores,
faz com que a profundidade de desmineralizacdo seja idéntica a
profundidade de penetracdo do adesivo, eliminando o risco de uma
nanoinfiltracdo por conta de espagos vazios. Para muitos autores, a adesao
a dentina é favorecida por eliminar alguns pontos de dificuldade na técnica
antiga, como o tempo de condicionamento com acido fosférico e o excessivo

ressecamento da dentina (Sano et al., 1998).

Os outros dois tipos fazem parte desses sistemas autocondicionantes,
sendo o terceiro tipo, um sistema que apresenta o primer e o adesivo em
frascos separados e no quarto tipo o primer e o adesivo vém em um mesmo
frasco. Quando comparados com os sistemas de condicionamento acido
total, os autocondicionantes apresentam valores inferiores de adesdo em

esmalte (Frankenberger e Tay, 2004), porém em dentina, os resultados s&o
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controversos (Perdigao et al., 2006; Banomyong et al., 2007). Muitos estudos
pesquisaram a efetividade adesiva dos diferentes sistemas, comparando os
de frasco unico com os de multiplos frascos, sendo a maioria dos resultados
desfavoraveis aos sistemas nos quais primer e adesivo vém misturados
(Sasakawa et al., 2005; Ishikawa et al., 2007; Burrow et al., 2008).

Estudos prévios avaliaram as propriedades de adesividade (Sasakawa
et al.,, 2005; Ishikawa et al., 2007) e citotoxicidade (Huang, Chang 2002;
Demirci et al., 2008) de diversos sistemas adesivos de diferentes marcas. No
estudo optamos por materiais de um mesmo fabricante, com composicdes
semelhantes, com a intencao de focar os resultados nas possiveis diferencas
em funcao das geragdes de adesivos. Como os 4 tipos de sistemas adesivos
escolhidos sado largamente utilizados em consultérios e clinicas particulares,
€ importante que a evolugéo dos materiais e técnicas seja acompanhada de
comprovacgao cientifica, o que nos fez selecionar um sistema adesivo de

cada tipo para o estudo.

Os estudos clinicos sdo de extrema importancia para avaliacédo dos
materiais odontoldgicos, porém pela demanda de tempo para a coleta de
dados e posterior publicagao dos resultados os materiais avaliados podem se
tornar obsoletos. Dessa maneira, estudos in vitro desempenham papel
fundamental na qualificagcdo dos novos materiais, possibilitando, se ndo, por
resultados clinicos, mas por comparac¢ao, comprovarmos a utilizagéo clinica
de novos produtos (Barkmeier e Cooley, 1992; Li et al., 2001; Kaaden et al.,
2002; Frankenberger e Tay, 2005; Van Meerbek et al.,2005). Os testes
laboratoriais s&o rapidos e eficazes, porém necessitam de uma adequada
padronizagcéo para que se possa fazer a extrapolagdo dos resultados obtidos
para a clinica (Stanley, 1993; Miyazaki et al., 1999; Hara et al., 2001; Torii et
al. 2003)
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Os adesivos dentinarios podem ser avaliados quanto as suas
propriedades quimicas e mecanicas, porém, nao existe um teste laboratorial
ou clinico que consiga avaliar todas as propriedades necessarias para o
sucesso de um material. Uma propriedade mecanica de extrema importancia
€ a da resisténcia adesiva, a qual pode ser analisada por meio de testes de
tracao ou cisalhamento (Qilo, 1993). Resisténcia adesiva é definida como a
forgca por unidade de area necessaria para romper uma unido adesiva com a
falha adesiva ocorrendo na/ou perto da interface adesiva (ISO/TC 106). O
proposito dos testes de resisténcia adesiva € a obtencdo de um valor que

mostre quao forte era a uniéo.

Para se qualificar a resisténcia adesiva de um material podem-se
avaliar as tensdes de cisalhamento ou tragcdo, e suas variagdes, utilizando
areas diminutas, testes chamados de microcisalhamento e de microtragao.
Porém, os resultados destes testes mostram que existe uma grande variagao
entre eles (Council on Dental Materials, 1987). Van Noort et al. (1989)
avaliando diferentes métodos para a obtencdo dos dados de resisténcia
adesiva, verificaram que diferentes métodos ou pequenas alteragcdes dentro
de um mesmo método podem gerar resultados de resisténcia adesiva 2 a 4
vezes maiores em um mesmo produto. Diante disso, concluiram nao existir
um meétodo ideal e ressaltaram a importancia da interpretacao cautelosa dos

dados para a comparagao de resultados.

O teste de cisalhamento consiste na aplicacdo de uma forga que age
paralelamente a superficie dentaria, rompendo a unido adesiva. Alguns
autores questionam a validade deste tipo de teste, justificando que ele nao
reflete a resisténcia adesiva da interface dentina/compésito, devido a uma
distribuicdo n&do uniforme da tensédo, sugerindo, dessa maneira, a realizagéo
de testes de tracdo e microtracdo (Aguilar et al., 2002; Hashimoto et al.,
2003; Abo et al., 2004; Andrade et al., 2004). Para a presente pesquisa

optamos pelo teste de microcisalhamento, pois segundo Fowler et al. (1992)
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e Cardoso et al. (1998), o stress de cisalhamento & considerado o mais
representativo das situagdes clinicas, e é efetivo para a comparagao entre
dados de um mesmo trabalho. Além disso, nesse tipo de teste utilizamos
uma area diminuta, o que permite a obtencdo de uma area adesiva com as
mesmas caracteristicas em toda sua extensdo (Mc Donough et al., 2002;
Shimada et al., 2002, Toba et al., 2003) e elimina o problema da nao-
uniformidade de distribuicdo do stress ao longo da interface adesiva.
(Shimada et al., 2002; Weerasinghe et al., 2005; Sadr et al., 2007)

Dentro do teste de microcisalhamento podemos ter alteragcbes. Dessa
maneira Foong et al. (2006) avaliaram dois métodos para a aplicagcdo da
forca, um deles por meio de uma lamina biselada posicionada paralelamente
a interface adesiva e o outro utilizando um fio ortodéntico (0,2 mm de
didmetro) circundando a area de ades&o. Os autores verificaram que o
método do fio, também utilizado em nossa pesquisa, mostrou maior
confiabilidade nos resultados, apresentando um coeficiente de variacao 50%
menor do que o obtido pelo outro método, e concluiram que o fio ortoddntico
foi capaz de distribuir as tensdes de cisalhamento mais uniformemente, por
envolver metade da circunferéncia do cilindro de resina composta e se

posicionar mais facilmente na interface adesiva.

Um aspecto que vem ganhando importancia nos ultimos anos
quando se trata de qualificar um material para a utilizagdo clinica, é em
relacdo ao seu comportamento biologico, ou seja, a biocompatibilidade. Para
avaliar este aspecto inicialmente experimentos em animal e em cultura
celular deveriam ser realizados. No entanto, os experimentos em animais
para analise de citotoxicidade de materiais sdo dispendiosos, consomem
bastante tempo e sua abrangéncia ainda € um assunto controverso na
literatura. Os métodos de cultura celular, por outro lado, sdo relevantes e

satisfatérios para a avaliacdo de propriedades biologicas basicas de
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materiais dentarios, sdo melhores padronizados e reproduziveis, sendo
rapidos e faceis na sua realizacdo, além de possuirem custo relativamente
baixo (Huang e Chang, 2002; Camps et al., 2003; Souza et al., 2006). Além
disso, o experimento realizado in vitro tem como vantagem a facilidade no
controle dos fatores experimentais o que representa freqlentemente um

problema em experimentos in vivo (Huang e Chang, 2002).

Os estudos in vitro devem ser largamente utilizados. Estes tipos de
testes apresentam a vantagem de termos um controle maior das situacdes
do teste. Porém, € preciso cautela na hora de interpretar os dados, pois sua
interpretacdo deve ser feita em funcdo das condi¢cdes experimentais. Em
muitos casos os resultados s&o erroneamente entendidos e dessa maneira
uma falsa interpretagéo pode ocorrer. Nos testes de citotoxicidade in vitro o
objetivo é verificar a toxicidade do material estudado e n&do a resposta do
tecido (Langeland, 1978; Spangberg, 1978).

No estudo optou-se em avaliar a citotoxicidade dos adesivos
dentinarios por meio do teste de barreira dentinaria, que consiste em um
dispositivo capaz de reproduzir a relagdo do complexo dentina-polpa
laboratorialmente. Existem diversos testes para se avaliar a
biocompatibilidade de materiais dentarios (ISO 7405 2008), porém, no caso
dos adesivos dentinarios, ou eles s&o avaliados sem estarem polimerizados
(Hashieh et al., 1999; Demirci et al., 2008) ou quando polimerizados, o primer
do sistema ndo € avaliado juntamente (Huang e Chang, 2002; Mantelini et
al.,, 2003; Teixeira et al.,, 2006), ndo representando o que acontece
clinicamente. Para simular uma situagcédo clinica, para a utilizagdo dos
materiais adesivos, um modelo in vitro de camara pulpar foi desenvolvido,
posicionando a dentina como uma barreira entre o0 material e as células-alvo.
Schmalz et al. (1996) descreveram um sistema in vitro de teste de barreira
dentinaria, o qual é baseado em componentes comercialmente disponiveis,

facilitando assim a padronizagédo do ensaio. Outra vantagem desse sistema é
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a possibilidade de perfusdo da “camara pulpar” com meio de cultura,
simulando assim o fluxo sanguineo pulpar. Com o teste de barreira dentinaria
€ possivel simular a interagdo de todos os componentes envolvidos no
procedimento adesivo e sua relagdo com o complexo dentino-pulpar,

justificando sua utilizagdo no estudo.

No teste de barreira dentinaria utilizamos cultura de célula em 3
dimensdes, 0 que permite um contato célula a célula e uma comunicagao
similar ao que ocorre in vivo. Em contraste com a diferenciacao morfoldgica,
fisiolégica e biomecanica limitadas das culturas monolayer, as culturas em 3
dimensdes facilitam o crescimento e as fungbes celulares, assim como
ocorre in vivo. Além disso, o tipo de cultura de célula utilizado simula uma
distribuicdo de substéncias nos tecidos. A penetragdo e absorgdo de
nutrientes, dos produtos finais das vias catabdlicas ou de substancias toxicas
de materiais aplicados ocorrem similarmente as situacdes in vivo (Knlichel e
Sutherland, 1992; Fusenig, 1994). As células SV3NeoB, que sado células
pulpares bovinas transformadas, foram utilizadas no estudo, porque se

proliferam bem nesse tipo de cultura.

Na realizacdo do teste de barreira dentinaria, apés um periodo de
perfusdo de 24 h, a viabilidade celular foi avaliada pelo teste de MTT. Este
teste foi escolhido, pois se mostra 0 mais adequado para o objetivo, qual foi
o de analisar a vitalidade celular apds a aplicagdo dos materiais estudados.
(Schmalz et al., 1996).

Para os testes de resisténcia adesiva e de barreira dentinaria foram
utilizados dentes bovinos. A escolha foi baseada na facilidade de obtengéo e
devido aos aspectos éticos que envolvem a utilizacdo de dentes humanos.
Além disso, diversos autores ao realizarem comparagdes entre dentes
bovinos € humanos qualificam aqueles para serem usados em testes de
resisténcia adesiva (Nakamichi et al., 1983; Schilke et al., 1999; Kriftka et al.,

2007). Em relacao ao teste de barreira dentinaria, Galler et al. (2005) relatam
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que devido as semelhancas na composic¢ao, densidade e difusdo da dentina

humana e bovina, esta pode ser usada para o teste.

A adesao a dentina é considerada o elo mais fraco nos procedimentos
restauradores. Intensas pesquisas foram realizadas com o objetivo de se
obter a melhor adesdo a esse substrato, sendo esse ainda o maior desafio
da odontologia adesiva. Essa dificuldade € devido a diversos aspectos,
principalmente aos relacionados com a composi¢ao inorganica da dentina. A
umidade dentinaria, a malha de colageno e a relagdo com o tecido pulpar
sdo alguns exemplos que levam esse substrato a ser o verdadeiro “calcanhar
de Aquiles” da odontologia adesiva (Nakabayashi et al., 1982; Perdigéo,
2002). Resultados discrepantes na literatura, que variam de 5 Mpa a 48 Mpa
(Roh e Chung, 2005; Sasakawa et al., 2005) comprovam a dificuldade da
adesao a esse substrato. Assim, quando novos materiais surgem, a dentina
€ sempre alvo dos estudos de adesao, o que € o objetivo também da nossa

pesquisa.

A resisténcia adesiva de quatro geracbes de sistemas adesivos foi
avaliada por meio de ensaio de microcisalhamento, variando-se também a
espessura do remanescente dentinario. O modelo estatistico, aplicado
através de teste de analise de variancia, mostrou o grau de significancia das

variaveis.

Analisando os resultados foi verificado que os sistemas adesivos néo
apresentaram diferencgas significantes na resisténcia adesiva, independente
da espessura do remanescente dentinario. Porém, o adesivo
autocondicionante de um passo (Easy Bond) foi o que apresentou os
maiores valores, seguido pelo Single Bond (sistema de condicionamento
acido total de um frasco), pelo SE Plus (autocondicionante de dois passos) e
por ultimo, com os menores indices de resisténcia, o adesivo Multi-Purpose,

sistema de condicionamento total de 2 frascos.
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Fatores que podem afetar a resisténcia adesiva dos sistemas adesivos
dentinarios estdo descritos na literatura (Kato e Nakabayashi, 1998;
Hashimoto et al.,, 2002), sendo que a maioria deles estad diretamente
relacionado com a completa penetragdo dos agentes adesivos na dentina
desmineralizada e o grau de conversdo dos mondmeros infiltrados (Roh e
Chung, 2005).

Os sistemas de condicionamento total apresentaram valores de
resisténcia adesiva inferiores quando comparados ao sistema
autocondicionante de um passo, fato que vai de encontro com outras
pesquisas (Sasakawa et al., 2005; Knobloch et al., 2007; Can Karabulut et
al., 2009 ). Os sistemas adesivos de condicionamento total acido ja tém sua
efetividade comprovada na literatura (Barkmeier e Cooley, 1992; Fortin et
al.,1994; Cardoso et al., 1998; Coelho et al., 2008; Can-Karabulut et al.,
2009), porém é de conhecimento geral que esses sistemas apresentam a
desvantagem de uma complexidade técnica, principalmente relacionada ao
tempo de condicionamento e a umidade dentinaria (Rodrigues Filho e
Lodovici, 2003; Knobloch et al., 2007). A desmineralizagdo da dentina pelo
acido fosforico torna esse tecido muito mais dinamico e instavel. A remocgéao
da smear layer juntamente com a desmineralizacao da dentina expdem uma
estrutura predominantemente orgénica de fibrilas colagenas, a qual se
mantém aberta, sustentada pela agua. Essa situacéo é requisito para haver
espaco para a penetragcdo adequada dos agentes adesivos e consequente
formacdo da camada hibrida (Nakabayashi et al., 1982). Uma secagem
excessiva da dentina, ap6s a lavagem do acido, leva ao desmoronamento da
rede de fibrilas, colabando-as e impedindo a penetragcdo dos monémeros do
sistema adesivo (Sano et al., 1998). Por outro lado, uma umidade excessiva
da dentina pode levar a diluicdo dos mondémeros hidrofilos, resultando em

uma estrutura preparada inadequadamente (Tay, 1996).
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Quando a técnica adesiva dos sistemas de condicionamento total &
realizada corretamente, ocorre uma boa penetragdo na dentina
desmineralizada pelo acido fosférico, porém, Sano (1998) afirma que o grau
de desmineralizacdo muitas vezes é maior que a capacidade de penetragéo
dos agentes adesivos, originando espagos vazios e uma zona
desmineralizada n&o-hibridizada, podendo resultar em microinfiltragao,
prejuizos na resisténcia adesiva e sensibilidade pds-operatéria. Esse fato,
somado a complexidade técnica de aplicacédo podem justificar o fato desses
sistemas apresentarem valores inferiores ao autocondicionante, sendo o
Multi-Purpose o sistema com os menores valores de resisténcia adesiva em

nosso estudo.

Comparando os dois adesivos de condicionamento total, o Single
Bond apresentou melhores resultados que o Multi Purpose, porém, sem
diferenga estatistica. Lopes et al. (2002) também relatam desempenho
semelhante. Para esses autores a popularidade dos adesivos de
condicionamento acido total de um frasco sé esta relacionada com a sua
facilidade de manuseio, conveniéncia e por ser menos confuso para 0s
clinicos e nédo porque promovem uma melhor adesdo. O discreto melhor
desempenho talvez possa ser explicado por uma melhor penetracdo do
sistema de frasco unico, ndo necessariamente maior, mas com menos
espacos vazios, uma vez que a técnica de trés passos por ser mais
complexa pode ter sido prejudicial ao desempenho do sistema Multi-Purpose.
Além disso, Swift et al. (1995) afirmam que esse sistema mostrou em alguns
estudos in vitro, a formacéao de tags resinosos nos tubulos dentinarios, porém
essa penetracdo nado se difundia para a microestrutura da dentina inter e
peritubular desmineralizada, sendo entdo, esses fags frageis, contribuindo

pouco para a adesividade.

Em nosso estudo, os maiores valores de unido adesiva foram obtidos

pelo sistema autocondicionante de um passo, o que esta de acordo com
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diversos autores (Roh e Chung 2005; Banamyong et al., 2007; Burrow et al.,
2008). Esses sistemas surgiram com a proposta de facilitar a técnica de
aplicagao, dispensando o condicionamento acido prévio, tentando, contornar
0os problemas inerentes a técnica convencional, garantindo uma superficie
mais homogénea e estavel, melhorando a qualidade da unido (Rodrigues
Filho e Lodovici 2003). A medida que a estrutura é condicionada,
concomitantemente vai havendo a penetracdo dos outros componentes do
sistema. Teoricamente deveria entdo se formar uma zona de interdifuséo
saturada de resina e sem espagos vazios, e isso resultaria em valores de
unido adesiva maiores, mesmo sendo essa zona nao tao espessa quanto
nos sistemas de condicionamento total (Roh, Chung, 2005). Outros autores
(Fritz et al., 2001; Hashimoto et al., 2003; Sadr et al., 2007) também
verificaram melhores valores de resisténcia adesiva em sistemas
autocondicionantes, preconizando que a menor capacidade de
condicionamento desses sistemas néo interfere negativamente na resisténcia
adesiva. Esse fato pode explicar os maiores valores do sistema

autocondicionante em nossa pesquisa.

Outro aspecto estudado foi a quantidade de dentina remanescente. De
acordo com os resultados ndo houve diferenga estatistica significante na
resisténcia adesiva, dentro de um mesmo sistema adesivo, variando-se a
espessura de dentina (200 e 500 um), porém em todos os casos os valores
de adeséo para o remanescente de 500 uym foi maior. Ao analisarmos as
médias de todos os sistemas conjuntamente, verificou-se diferenca
estatistica entre as duas espessuras, fato que ja foi relatado por outros
autores (Tagami et al., 1990).

A formagao da camada hibrida na dentina intertubular contribui para a
adesividade de acordo com a quantidade de dentina disponivel para ser
penetrada pelos monémeros. Segundo Garberoglio e Brannstrém (1976), a

quantidade de dentina intertubular vai diminuindo de acordo com a
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profundidade da cavidade, uma vez que quanto mais proximo ao tecido
pulpar a quantidade e o didmetro dos tubulos dentinarios vdo aumentando.
Nossos resultados como de outros autores (Tagami et al., 1990; Shabka e
Khalaf, 1995; Shams, 1995; Yoshiyama et al., 1995; Van der Vyver et al.,
1996) indicam que a resisténcia adesiva varia de acordo com a profundidade
cavitaria, diminuindo em cavidades muito profundas. Isso pode ser explicado
pela menor quantidade de dentina inter e peritubular disponiveis para a
interdifusdo dos mondmeros hidrofilicos (Pashley, 1990). Além disso, uma
maior permeabilidade dentinaria induz a um maior molhamento, dificultando

a penetracao do adesivo na rede de fibras colagenas (Tagami et al., 1990).

O estudo avaliou a citotoxicidade de quatro diferentes sistemas
adesivos, estes foram aplicados em um teste de barreira dentinaria que
simulava a relagdo do complexo dentina-polpa. O modelo estatistico aplicado
através do Mann-Whitney U-test (a=0.05) (SPSS, Version 13.0 SPSS;
Chicago, IL, USA) mostrou as diferengas entre os grupos experimentais e

controles.

Passando a analisar os resultados de citotoxicidade, verificou-se que
trés dos sistemas adesivos (Scotchbond Multi-Purpose, Scotchbond Single
Bond, Scotchbond SE) apresentaram certo grau de citotoxicidade, e um
deles (Adper Easy Bond) ndo apresentou toxicidade, para ambas as

espessuras de dentina (200 e 500 um).

E de consenso na literatura que adesivos dentinarios podem ser
citotoxicos as células pulpares quando aplicados em cavidades profundas
(Schmalz et al., 2002; Schweikl et al., 2006; Teixeira et al., 2006; Wiegand et
al., 2006; Koulaouzidou et al., 2007; Porto et al., 2009; Vajrabhaya et al.,
2009). Diversas pesquisas comprovam a toxicidade dos adesivos dentinarios,
porém a etiologia das respostas pulpares ndo € completamente entendida,
assim como o efeito dos adesivos no ciclo celular (Mantellini et al. 2003;

,Koliniotou-Koubia et al., 2007). A toxicidade dos materiais dentarios tem sido
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avaliada in vitro por meio de testes que verificam o crescimento celular,
alteragcbes na membrana permeavel, alteragcbes metabodlicas e alteracdes
citopatogénicas e, em alguns estudos, a citotoxicidade é avaliada por dois ou
mais desses parametros (Helgeland, 1982). Alguns autores atribuem essa
toxicidade aos mondmeros, relatando o Bis-GMA e o UDMA como os mais
téxicos enquanto o HEMA e o TEGDMA como moderadamente tdxicos
(Ratanasathienet et al., 1995; Rakish et al., 1998; Geursten et al., 1999).
Chang et al.(2005) verificaram que o HEMA induz inibicdo do crescimento
celular e promove perturbacdo do ciclo celular. Resultado disso sédo a
deplecao de glutationio e a produgcéo de ROS que sé&o fatores-chave para a
apoptose celular. Alguns adesivos podem, ao invés de induzir apoptose,
fazer com que a célula entre em fase de laténcia, fato que também é
preocupante, pois células nesse estado ndo sdo capazes de formar dentina
reacional, ou seja, perdem sua funcéo de resposta a agentes agressores
(Mantellini et al.,2003).

Ferracane (1994) e Goldberg (2008) afirmam que a reacéo de
conversao dos monémeros de dimetacrilato em matriz polimérica nunca é
completa, sendo entdo as reac¢des adversas das células, resultantes da
liberagcdo desses monbémeros, nao polimerizados como o TEGDMA ou
HEMA. Relatam que os mondmeros parecem estar diretamente relacionados
com a citotoxicidade provocada em células pulpares e gengivais, e que
provavelmente também sdo os responsaveis pelo potencial alérgico do
material. Além dos mondmeros, alguns sistemas adesivos podem ser téxicos
devido a canforoquinona, que é o fotoiniciador mais comum e capaz de

induzir citotoxicidade e efeitos mutagénicos (Atsumi et al., 1998).

A completa polimerizagdo dos sistemas é dificilmente conseguida,
sendo assim, diferentes componentes dos materiais adesivos podem ser
liberados quando em ambiente umido (Gerzina e Hume, 1996; Geursten et

al,, 1999). Quando aplicados em cavidades profundas, esses mondémeros
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residuais, por difusdo, podem atingir a polpa, e em dentina condicionada
essa penetracao tende a ser maior (Pashley 1990). Em certa concentracado
podem ser téxicos as células pulpares, causando inflamagéo e provocando
uma desorganizagédo tecidual (Pashley, 1990; Ulker e Sengun, 2009). A
severidade dessa reacdo pulpar frente aos materiais adesivos pode ser
influenciada por diversos fatores, como a composicdo do material,
procedimento clinico de aplicacdo e permeabilidade dentinaria (Pashley,
1990; Sdéderholm, 1991). Dessa maneira a composicao dos materiais e a
permeabilidade dentinaria, ou seja, a penetracdo dos mondémeros residuais,
atingindo as células no teste de barreira dentinaria, justifica a toxicidade

apresentada pelos materiais utilizados no estudo.

O sistema de condicionamento total prévio Scotchbond Single Bond foi
0 mais toxico nesse estudo, mas apresentando uma toxicidade moderada, o
que esta de acordo com diversas pesquisas (Huang e Chang, 2002;
Koulaouzidou et al., 2007; Porto et al., 2009). O adesivo Scotchbond Multi-
Purpose apresentou uma baixa toxicidade, o que também esta de acordo
com outros autores (Bouillaguet et al., 1998). A toxicidade desses sistemas
se justifica pela penetragdo dos monémeros residuais do adesivo através da
dentina, devido a permeabilidade dentinaria. Ao compararmos os sistemas
de condicionamento total, a maior toxicidade do Scotchbond Single Bond
esta de acordo com diversos autores (Huang e Chang, 2002; Koulaouzidou
et al., 2007; Porto et al., 2009), e pode ser justificada pelo fato de o sistema
adesivo de condicionamento total prévio, de um frasco, ser formulado com
mondmeros resinosos dissolvidos em acetona, etanol, agua ou uma
combinagéo desses solventes. Os solventes atuam como meio de transporte
e para diminuir a viscosidade da resina, permitindo assim uma penetragéo
mais profunda da resina nas microporosidades e possibilitando melhores
resultados da técnica adesiva (Wang et al., 2007). Porém, a presenca de
solvente residual pode ter efeito adverso na unido adesiva, uma vez que ele

impede a completa polimerizacdo do adesivo. Isso ocorre, pois quando
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acontece evaporacao inicial do solvente, a densidade do adesivo aumenta,
criando um gradiente de concentragdo de mondémero, que atua como uma
barreira para a evaporagédo adicional do solvente (Pashley et al., 1998).
Sabe-se que a polimerizacdo do adesivo ndo é completa quando em
ambiente umido, resultando assim em mais monémeros residuais (Mantelini
et al., 2003), justificando a maior toxicidade do sistema de um frasco. No
sistema de dois frascos, como o primer é aplicado separadamente, a
evaporacgdo do solvente se da por completo, possibilitando um maior grau de
conversao dos mondmeros e diminuindo a quantidade de monémero residual

capaz de atingir as células.

Na literatura encontramos diversos estudos que mostram que os
adesivos com condicionamento acido total prévio sdo mais citotéxicos que os
sistemas autocondicionantes (Hashie et al., 1999; Huang e Chang, 2002;
Schmalz et al., 2002; Vajrabhaya et al., 2009). Esses resultados estdo de
acordo com 0s nossos, com excec¢ao do Scotchbond SE que se mostrou
mais citotoxico que o Scotchbond Multi-Purpose. Segundo Varjhabaya et al.
(2009) os sistemas de condicionamento acido total sdo mais toxicos pois o
condicionamento com acido fosférico aumenta a permeabilidade dentinaria,
permitindo que mais monémeros residuais penetrem para o tecido pulpar,
fato que justifica a citotoxicidade desses sistemas em ambas as espessuras
de dentina. Porém, Schmalz et al. (2002) e Galler et al. (2005), afirmam que
essa influéncia do condicionamento acido na permeabilidade dentinaria sé
seria relevante em cavidades com menos de 300 pm de dentina
remanescente, fato que vai de encontro aos nossos resultados, uma vez que
ndo houve diferenca na toxicidade quando usadas dentina de 200 e 500 pm

de espessura.

O adesivo autocondicionante Scotchbond SE foi o segundo mais
téxico, apresentando uma baixa toxicidade, pouco maior que a toxicidade do

sistema Scotchbond Multi Purpose. Este resultado discorda de outras
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pesquisas (Hashie et al., 1999; Huang e Chang, 2002; Schmalz et al., 2002;
Vajrabhaya et al., 2009), uma vez que a maior capacidade de penetracdo
dos sistemas de condicionamento acido total caracterizaria este tipo de
adesivo como mais téxico que os autocondicionantes. Como dito
anteriormente, a maioria dos autores (Ratanasathien et al., 1995; Rakish et
al., 1998; Geursten et al., 1999; Schweikl et al., 2006) atribuem a toxicidade
dos sistemas adesivos a sua composicéo. Esses dois sistemas apresentam
composi¢cdo semelhante, porém a bula do produto n&o fornece
detalhadamente a composicdo do material e nem a quantidade de cada
componente presente. O sistema autocondicionante pode apresentar uma
maior porcentagem de mondmeros em sua composicdo, 0 que poderia
justificar uma maior toxicidade deste sistema. Além disso, o adesivo
Scotchbond SE apresenta um corante no sistema que indica quando a
dentina esta umedecida ap6s a aplicagdo do primer acidico, o que também
pode ter sido toxico as células. Outro fato seria que a desmineralizagao
dentinaria promovida pelo primer acidico pode ter sido suficiente para uma
boa penetracdo do adesivo, fazendo com que uma quantidade de

mondmeros residuais penetrasse e atingissem as células.

O outro sistema autocondicionante, Easy Bond, ndo mostrou nenhuma
toxicidade, o que estd de acordo com outras pesquisas encontradas na
literatura (Schmalz et al., 2002; Galler et al., 2005; Demirci et al., 2008).
Outros estudos verificaram toxicidade destes sistemas, porém sao pesquisas
que avaliam o sistema diretamente em contato com as células (Koliniotou-
Koubia et al., 2001; Szep et al.,, 2001) . Devido a composi¢cao do sistema
acreditamos que possam ser citotoxicos, porém no teste de barreira
dentinaria, a dentina agiu como uma protecdo natural, impedindo que
mondmeros atingissem as células e causassem algum dano a elas (Demirci
et al., 2008). Alem da protecdo dentinaria, segundo Galler et al. (2005), os
sistemas de frasco Unico ndo promovem uma desmineralizagcdo muito

profunda na dentina, ndo ocorrendo penetracdao suficiente do material a
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ponto de seus mondmeros residuais atingirem as células, o que justifica a

nao toxicidade deles em nossa pesquisa.

E de consenso geral na literatura que a dentina remanescente é um
importante meio de protecdo para a penetragdo dos mondmeros residuais,
diminuindo a chance de haver uma inflamacao do tecido (Hanks et al., 1988;
Meryon et al., 1988; Meryon e Brook, 1989). Porém, em cavidades muito
profundas, existe certa divergéncia na literatura, alguns autores verificaram
que com a presenga de dentina remanescente, ndo ha dano as células
pulpares provocado pelos mondmeros (Schmalz et al., 2002; Galler et al,
2005; Demirci et al., 2008). No entanto, outros relatam que mesmo com
dentina remanescente, apesar dela promover protegdo, ainda assim os
mondmeros séo capazes de causarem danos ao tecido (Bouillaguet et al.,
1998; Ulker e Sengun, 2009). Nossos resultados estdo de acordo com estes
autores, uma vez que em trés dos sistemas avaliados, apesar da presenca
da barreira dentinaria, detectou-se citotoxicidade. Acreditamos que o
sistema Easy Bond s6 ndo se mostrou citotoxico devido a uma
desmineralizacdo dentinaria n&o tado profunda, impedindo que o adesivo
atingisse as células. A protecdo dentinaria € comprovada. Sem duvida ela
diminui a quantidade de mondmeros residuais que entram em contato com
as células, porém, de acordo com nossos achados, essa protecdo nao se
torna muito efetiva em cavidades profundas, uma vez que n&o houve
diferenca nos valores de toxicidade nas diferentes espessuras de dentina.
Vajrabhaya et al. (2009) afirmam que a circulagdo sanguinea pulpar € um
dos fatores mais importantes na diluicdo de substancias téxicas que chegam
a esse tecido. Esse fato pode talvez explicar a ndo diferenca na viabilidade
celular nas espessuras de dentina. Devido ao fato de o teste de barreira
dentinaria ter a difusdo de meio de cultura, os mondmeros residuais podem
ter sido diluidos a valores semelhantes, mesmo havendo uma possivel maior

penetracdo em uma espessura menor de dentina.
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Um material para ser qualificado para o uso clinico deve
primeiramente ter sua efetividade comprovada. Dessa maneira langamos
mao de estudos in vitro, e apdés uma aprovacgao inicial, ha a necessidade da
comprovacao clinica. Nesse estudo foram avaliadas duas propriedades
(resisténcia adesiva e citotoxicidade) de diferentes geracbes de adesivos
dentinarios. De acordo com nossos resultados todos os sistemas mostraram
comportamento compativel para a utilizagdo clinica em ambos os aspectos.
Porém, alguns cuidados devem ser tomados na utilizagdo desses produtos.
Em relacdo a resisténcia adesiva, € importante salientar, principalmente nos
sistemas de condicionamento acido total, que para a obtencdo da maxima
capacidade adesiva € preciso realizar a técnica de maneira correta, tomando
cuidado com o tempo de condicionamento, umidade dentinaria e a aplicagéo
correta dos agentes, respeitando o tempo necessario para evaporagao dos
solventes e penetragédo do adesivo. Em relagdo ao comportamento biolégico,
a pesquisa mostrou que a maioria dos adesivos testados apresenta certo
grau de toxicidade, induzindo apoptose ou interferindo no ciclo celular, o que
interfere na regeneragéo dentinaria. Foi mostrado também, que apesar de o
remanescente dentinario promover uma protecdo pulpar, em cavidades
profundas, essa protecao nao é suficiente para impedir uma penetracao dos
mondmeros residuais. Portanto, achamos necessario nesses casos escolher
uma estratégia de protecdo do complexo dentina-polpa que permita uma

regeneracéao dos tecidos envolvidos.

O sistema autocondicionante de um passo mostrou os melhores
valores de resisténcia adesiva e nao foi toxico as células. O resultado torna
esse tipo de sistema promissor, colocando-o como uma boa alternativa para
casos especificos, sobretudo pela facilidade técnica e pela boa resposta
biol6gica dos tecidos. Porém, € importante ressaltar que a efetividade de um
material esta relacionada a diversas propriedades, sendo necessarias
pesquisas laboratoriais que analisem outros aspectos e pesquisas clinicas

que possam comprovar a efetividade do sistema em um longo prazo.
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7. CONCLUSOES

Com bases nos resultados obtidos e nas condigbes de realizacédo da

pesquisa, podemos concluir:

a) o adesivo autocondicionante (Easy-Bond) apresentou os
maiores valores de resisténcia adesiva e ndo se mostrou toxico

as células;

b) o adesivo de trés passos (Multi-Purpose) apresentou os

menores valores de resisténcia adesiva e uma baixa toxicidade;
c) o adesivo Single Bond apresentou uma toxicidade moderada;

d) o sistema autocondicionante SE Plus apresentou toxicidade

moderada;

e) todos os sistemas adesivos mostraram resultados satisfatérios

para as duas propriedades estudadas;

f) o adesivo autocondicionante se mostrou bastante promissor,
porém é importante a realizagdo de pesquisas clinicas e

investigacao de outras propriedades.
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APENDICES

APENDICE A — Tabelas referentes aos valores de resisténcia adesiva (Mpa)

dos testes de microcisalhamento.

Tabela 8. Valores de resisténcia adesiva dos materiais estudados no teste de
microcisalhamento com espessura de dentina de 200 pm.

CDP Multi-Purpose | Single-Bond SE Plus Easy Bond
1 7,33 18,3 7,63 12,20
2 16,26 12,68 14,73 14,31
3 19,49 21,81 10,41 39,20
4 16,85 17,08 28,87 11,83
5 9,38 11,48 21,54 37,5
6 13,40 29,98 12,26 25,64
7 18,34 8,33 8,33 24,56
8 21,45 9,43 23,89 12,31
9 17,34 9,12 26,43 18,96
10 12,56 18,24 28,30 14,13
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Tabela 9. Valores de resisténcia adesiva dos materiais estudados no teste de
microcisalhamento com espessura de dentina de 500 pym.

CDP Multi-Purpose | Single-Bond | SE Plus Easy Bond
1 20,32 14,44 22,35 24,47
2 20,64 21,55 14,05 15,57
3 15,83 25,00 9,46 31,75
4 17,06 26,93 20,75 29,25
5 7,86 27,23 31,78 21,29
6 27,36 24,81 23,38 33,60
7 4,92 16,11 14,88 30,35
8 22,34 29,59 24,90 23,38
9 25,49 21,38 21,12 43,93
10 18,12 27,48 18,09 16,60
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APENDICE B — Tabelas referentes aos valores de densidade o6tica dos 6

testes de barreira dentinaria.

Tabela 10. Valores de densidade 6tica dos materiais estudados no teste de

barreira dentinario numero 1 (200 ym).

Material/camara | 1 2 3 4 5
de difuséo

President 0,80 0,85 0,74 0,89 0,93
CaGPG14 0,36 0,07 0,09 0,07 0,05
Multi Purpose 0,79 0,78 0,72 0,72 0,48
Single Bond 0,68 0,52 0,62 0,60 0,46

Tabela 11. Valores de densidade 6tica dos materiais estudados no teste de

barreira dentinario numero 2 (200 pym).

Material/camara | 1 2 3 4 5
de difuséo

President 0,80 1,02 1,00 0,89 0,56
SE Plus 0,79 0,78 0,41 0,83 0,84
Easy Bond 1,02 0,92 0,79 1,01 0,85
Single Bond 0,72 0,65 0,71 0,58 0,78
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Tabela 12. Valores de densidade otica dos materiais estudados no teste de

barreira dentinario numero 3 (200 pm).

Material/camara | 1 2 3 4 5
de difuséo

President 0,76 0,90 1,04 0,77 1,01
CaGPG14 0,06 0,08 0,58 0,53 0,17
Easy Bond 0,99 0,92 0,90 0,93 0,92
SE Plus 0,53 0,75 0,74 0,95 0,77
Multi Purpose 1,00 0,95 0,92 0,76 0,87

Tabela 13. Valores de densidade otica dos materiais estudados no teste de

barreira dentinario numero 4 (500 pym).

Material/camara | 1 2 3 4 5
de difuséo

President 0,92 0,91 0,95 0,90 0,92
CaGPG14 0,36 0,37 0,18 0,43 0,09
Multi Purpose 0,78 0,66 0,64 0,66 0,70
Single Bond 0,56 0,73 0,54 0,62 0,49
SE Plus 0,61 0,60 0,60 0,60 0,70
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Tabela 14. Valores de densidade otica dos materiais estudados no teste de

barreira dentinario numero 5 (500 pym).

Material/camara | 1 2 3 4 5
de difuséo

President 0,95 0,89 1,04 0,82 0,79
Easy Bond 1,05 1,04 1,12 1,11 1,08
Single Bond 0,85 0,58 0,27 0,67 0,78
Multi Purpose 0,99 1,01 1,14 1,08 0,91

Tabela 15. Valores de densidade 6tica dos materiais estudados no teste de

barreira dentinario numero 6 (500 pym).

Material/camara | 1 2 3 4 5
de difuséo

President 0,90 0,69 0,82 0,71 0,82
CaGPG14 0,35 0,44 0,45 0,28 0,43
Easy Bond 0,59 0,73 0,71 0,85 0,61
SE Plus 0,85 0,62 0,79 0,57 0,84
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ANEXO A — Certificado do Comité de Etica em Pesquisa — Local.
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Silva JMF. Bond strength and citotoxicity “in vitro” of diferent generations of
dentin adhesives. [tesis]. Sdo José dos Campos: School of dentistry of S&o
José dos Campos, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2010.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate four different adhesive systems (Multi-
Purpose, Single Bond, SE Bond Plus and Easy - 3M ESPE) with regard to
microshear bond strength to bovine dentin. In addition evaluate the
cytotoxicity of these new adhesive systems by means of a dentin barrier test.
To test microshear 80 bovine teeth had their roots sectioned and were
embedded in acrylic resin. The buccal surface had been worn to expose the
dentin, in 40 teeth the remaining dentin thickness was 500um and 200um in
the other 40. The specimes received the adhesive procedure according to the
manufacturer's instructions and with the aid of a metal matrix, cylinders of
resin (Z 250 - 3M ESPE) from 0.8 mm in diameter and 1mm in height were
built. After 24h the specimes were then subjected to the microshear testing
To evaluate the cytotoxicity, a dentin barrier test was used. SV3NeoB
transfected bovine pulp derived cells were grown on nylon meshes for 2
weeks achieving a 3-dimensional cell culture as described. These cell
cultures were separated from the test materials by dentin slices of 200 or
500um thickness in a cell cultures perfusion chamber. The materials were
applied into the cavity part of the device according to manufacturer’s
instruction, and a silicon impression material (President, Coltene) served as a
negative control material (100% cell viability). After a 24h exposure period,
cell viability was measured photometrically (MTT test). Median values (plus
25% and 75% percentiles) of cell viability measurements (n=10) were

statistically analyzed (Mann-Whitney test, a= 0.05). Descriptive statistics
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found that the best bonding performance was presented by the single step
adhesive Easy Bond (21.06 - 200um, 27.01 - 500um) followed by Single
Bond (15.64 - 200um; 23.45 - 500um), SE Plus (18.23 - 200um; 20.07 -
500um) and Multi Purpose (15.24 - 200um; 17.99 - 500um). Moreover, it was
found that all the adhesive strength was greater in specimes with dentin
thickness of 500um. Although the averages verify these differences, the
Tukey test (5%) showed no statistical difference between adhesives when
compared in the same dentin thickness. Regarding the cytotoxicity Multi
Purpose slightly reduced the cell viability to 92.5% (200um) and 93.7%
(500um) . Single Bond was moderately cytotoxic because it reduced cell
viability to 71.1% (200um) and 64.6% (500um). The self-etching adhesive
Scotchbond SE decreased cell viability to 86% (200um) and 71% (500um),
and was considered moderately cytotoxic. In contrast, Easy Bond did not
reduce cell viability in this test regardless of the dentin thickness. We
conclude that all four generations of adhesives tested have good adhesion to
dentin in deep cavities, and possibly the more complex technique of the total
etching adhesives interfered with the bond quality of these products. As Two
of the four studied adhesives showed some cytotoxicity and this may suggest
in deep cavities pulp protection e.g. by a calciumhydroxide preparation

applied on dentin close to the pulp.

Key Words: Dentin adhesives. Bond strength. Citotoxicity.
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