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Uma noite eu tive um sonho...
Sonhei que estava andando na praia com o Senhor, e no
céu, passavam cenas de minha vida. Para cada cena que
passava, percebi pegadas na areia; Uma era minha e a
outra do Senhor. Quando a ultima cena de minha vida
passou diante de nés, olhei para as pegadas na areia,
notei que muitas vezes no caminho da minha vida havia
apenas um par de pegadas na areia. Notei também que
isso aconteceu nos momentos mais dificeis da minha vi-
da. Isso me aborreceu ,e perguntei entao ao Senhor:
-Senhor, Tu me disseste que, uma vez que eu resolvi Te se-
guir,Tu andarias sempre comigo, todo o caminho,
mas notei que Nnos momentos das maiores atribulagdes do
meu viver havia na areia dos caminhos da vida, apenas
um par de pegadas.
- N&o compreendo...Porque nas horas em que eu mais ne-
cessitava, Tu me deixastes?
O Senhor respondeu :

- Minha preciosa filha, Eu te amo e jamais te deixaria
nas horas da tua prova e do teu sofrimento. Quando vis-
tes na areia apenas um par de pegadas, foi exatamente

ai que

EU TE CARREGUEI EM MEUS BRACOS!
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Da Silva PRP. Influéncia do tratamento dentinario com Clorexidina, Acido
Hialurdénico ou Vitamina C na resisténcia adesiva e propriedades mecani-
cas da camada hibrida [tese]. Sdo José dos Campos (SP): Instituto de
Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2013.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influencia da Clorexidina, Acido Hialu-
rénico e Vitamina C na resisténcia adesiva a dentina e na propriedade
mecanica (nanodureza e modulo de elasticidade) da camada hibrida. A
dentina superficial de noventa e seis dentes bovinos foi exposta. Os es-
pécimes foram divididos em quatro grupos (n=24) de acordo com o trata-
mento dentinario: G1 (Controle) - aplicacdo do sistema adesivo (Adper
Single Bond 2); G2 - tratamento com solugdo de clorexidina a 2% por 1
min + sistema adesivo; G3 - tratamento de solu¢do com Acido Hialurénico
1% por 1 min + sistema adesivo; G4 - tratamento com solugéo de Vitami-
na C (Vit C) 10% por 1 min + sistema adesivo. Apds polimerizagéo do sis-
tema adesivo foi aplicado duas camadas de resina composta Filtek 250
(3M ESPE) de forma incremental com auxilio de uma matriz e fotopolime-
rizada por 20 s cada. Em seguida, os espécimes foram armazenados em
agua destilada a 37°C por 24 h (n=12) e 6 meses (n=12). Apds o periodo
de armazenamento, 0s espécimes foram seccionados onde se obteve um
espécime de aproximadamente 1 mm? de area. Foram submetidos ao tes-
te de microtragdo em maquina de ensaio universal (DL-1000, EMIC/10
kgf/ 0,5 mm/min). Cinco espécime de cada grupo armazenado por 6 me-
ses foi submetido ao teste de nanodureza e médulo de elasticidade da
camada hibrida. Os dados foram submetidos aos testes estatisticos Ano-
va 2 fatores e Tukey. No grupo apds armazenamento 24 h mostraram que
0s maiores valores foram obtidos nos G1, G2 e G3, mas apds 6 meses de
armazenamento apenas o G2 e G3 apresentaram 0s maiores valores.
Com relagéo as propriedades mecénicas o G3 apresentou o maior valor
de dureza quando comparado aos demais grupos estudados. N&o houve
diferenca estatistica significante quanto ao modulo de elasticidade entre
0s grupos. Concluimos que a aplicacdo da clorexidina e &cido hialurénico
na dentina foi eficiente em manter os valores da resisténcia adesiva apés
6 meses de armazenamento entretato somente o 4cido hialurénico apre-
sentou o0 maior valor de nanodureza na camada hibrida.



Palavras-chave: Clorexidina. Acido Hialurdnico. Vitamina C. Resisténcia
adesiva. Propriedades mecanicas. Dentina bovina.



Da Silva PRP. Influence of dentin treated with chlorhexidine, hyaluronic
acid or vitamin ¢ on the adhesive bond strength and on the mechanical
properties of the hybrid layer [tese]. S&do José dos Campos (SP): Institute
of Science and Technology, UNESP - Univ Estadual Paulista, UNESP —
Univ Estadual Paulista; 2013.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the influence of chlorhexidine, hyalu-
ronic acid and C vitamin C on dentin bond strength and on the hybrid layer
mechanical properties. The buccal surface of ninety six extracted bovine
teeth was ground to exposure a flat dentin surface. The specimens were
divided in four experimental groups (n=24): G1 (Control) - application of
the adhesive system (Adper Single Bond 2); G2: dentin treatment with
chlorhexidine 2% for 1 min + adhesive system; G3: dentin treatment with
hyaluronic acid 1% for 1 min + adhesive system; G4: dentin treatment with
C vitamin 10% for 1 min + adhesive system. After polymerization of the
adhesive system, two increments of the composite resin, Filtek Z 350 (3M
ESPE), were placed on dentin with the aid of a matrix and polymerized for
20 s each. The specimens were stored in distilled water at 37°C for 24 h
(n=12) and 6 months (n=12). They were then sectioned in order to obtain
specimens with an area of approximately 1 mm?. They were submitted to
microtensile bond strength tests using a universal testing machine (DL-
1000, EMIC/10 kgf/ 0,5 mm/min). One specimen of each of the groups
stored for 6 months was submitted to nanohardness and elasticity module
tests for the hybrid layer. Data were analyzed by two-way ANOVA and
Tukey's test. Tests performed after 24 h showed higher adhesive bond
strength for groups G1, G2 and G3, but after six months the highest values
were presented by groups G2 and G3. Nanohardness tests revealed
greater resistance for G3 compared to the other groups. Modulus of elas-
ticity was found to be the same for all groups. It could be concluded that
the application of chlorhexidine and hyaluronic acid on dentin was effec-
tive in keeping high bond strength values after 6 months but regarding the
hybrid layer only hyaluronic acid increased nanohardness.

Keywords: Mechanical properties. Dentin. Nanoindentation technique.
hybrid layer. Bond strength. Bovine dentin.



1 INTRODUCAO

O principal objetivo da ades&@o é a unido efetiva entre a
estrutura dentéaria e o material restaurador, e a sua longevidade. Porém a
degradacgéo da interface adesiva continua sendo a grande responsavel
pela perda das restauragcdes em curto espago de tempo, principalmente
na dentina (Sano et al., 1999; Dos Santos et al., 2011).

Qualidade e uniformidade da camada hibrida, com boas
propriedades mecanicas, dureza e modulo de elasticidade, séo fatores
importantes para se obter adesé&o e estabilidade favoraveis no tecido den-
tinario. No caso das restauracdes adesivas, 0 bom selamento esta rela-
cionado com a capacidade que o material apresenta em resistir esforgos
mecanico imediatos, que ocorrem na contragéo de polimerizacdo da resi-
na composta, ou tardios devido a ac¢fes fisiopatoldgicas do aparelho es-
tomatognético.

Estudos tém sido realizados com o uso de substancias
qgue mantenham a estabilidade do colageno com objetivo de aumentar a
unido entre a restauracdo adesiva e a dentina. A biomodificagéo da denti-
na por meio de agentes bioativo pode melhorar a qualidade e a durabili-
dade da interface adesiva (Dos Santos et al., 2011). Para tanto, é impor-
tante pesquisar o comportamento fisico-mecénico das interfaces adesivas
criadas por estas substéncias para se obter o progndstico restaurador
destes tratamentos dentinario.

Entre os agentes bioativos estudados estdo as substancia
consideradas inibidoras das metaloproteinases (MMPs), enzimas respon-
saveis pela degradacdo do colageno, tornando-as in6cuas ao colageno
exposto. As MMPs constituem uma familia de proteases neutras, funda-

mentais na degradagdo da matriz extracelular em diversos processos fi-
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siologicos e patologicos. Apresentam variacdo de atividade catalitica se-
gundo o tipo de colageno (Garcia-Godoy et al., 2007). Na matriz organica
da dentina humana sadia ja foi identificada inUmeras proteinas, nas quais
estdo incluidos alguns tipos de MMPs: MMP-2, MMP-8, MMP-9, MMP-20,
sendo essas, portanto, as MMPs relacionadas ao processo de degrada-
¢ao das unides com a dentina. (Bourd-Boittin et al., 2005; Sulkala et al.,
2007). Estudos recentes mostraram que a aplicacdo de inibidores de
MMPs reduziu a solubilizagdo da camada hibrida e diminuiu a progresséo
de lesbes de céries (Carrilho et al., 2007b; Pashley DH et al., 2011).

Na odontologia adesiva alguns estudos tem relacionado a
clorexidina como inibidor destas enzimas, pesquisas tém demonstrado
resultados promissores desta substancia, confirmando a manutengdo da
resisténcia adesiva ao longo do tempo, com a inibicdo das MMPs (Osorio
et al., 2011; Stanislawczuk et al., 2011).

Na area da Dermocosmética, o Acido Hialurénico (AH) e a
Vitamina C (4cido ascorbico) tem sido amplamente utilizado como produ-
tos cosméticos de aplicagdo topica. O primeiro, por proporcionar efeito
hidratante, estimular fibroblastos na producdo do coldgeno e ser extre-
mamente bem tolerado, e o segundo por aumentar o nivel de RNA-m dos
colagenos | e lll, ser co-fator de algumas enzimas de conversdo e tam-
bém atuar como agente antioxidante (Tezel, Fredrickson, 2008; Liao et al.,
2005; Bogovic et al., 2011).

O écido hialurdnico (AH) é um polissacarideo pertencente
ao grupo dos glicosaminoglicanos, se faz presente na matriz extracelular
do tecido conjuntivo frouxo, interage com varias macromoléculas incluindo
as fibras colagenas e micromoléculas de forma a determinar sua permea-
bilidade & &gua (Fraser et al., 1997; Stern, 2008). A vasta aplicabilidade
do AH deve-se a sua excelente caracteristica higroscépica, ao seu 6timo
comportamento reolégico e a sua propriedade visco-elastica, o seu efeito
hidratante pode favorecer a completa infiltracdo dos monémeros no cola-

geno exposto (Weindl et al., 2004; Liao et al., 2005). De acordo com Bo-
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govic et al. (2011) o &cido hialurénico pode ser aplicado no tratamento de
capeamento pulpar direto. Autores também relataram em estudos que o
acido hialurénico possui a capacidade de acelerar o processo de cicatri-
zacdo e de aumentar a formagédo do colageno do tipo | (Mendes et al.,
2008, 2010; Li et al., 2012)

O coladgeno é uma proteina fibrosa que apresenta estrutu-
ra longa, rigida com trés cadeias polipeptidicas, chamadas cadeias V que
se encontram entrelacadas. Estes contém dois amino4cidos que séo ca-
racteristicos desta proteina: hidroxiprolina e hidroxilisina. A configuragé@o
helicoidal € estabilizada pela prolina, devido a sua estrutura em anel. Exis-
tem colagenos tipos |, Il, lll, V e Xl, sendo que o colageno tipo | € o mais
abundante do corpo humano e esta presente também na dentina (Blanck,
Peterkofsky, 1975).

A vitamina C ou 4cido ascorbico (AA) é considerada uma
vitamina hidrossoluvel e os seres humanos sao incapazes de sintetiza-la.
Esta vitamina possui um papel importante na formacao do colageno, pois
ela é um co-fator para hidroxiprolina e hidroxilisina (Geesin, 1988; Peter-
kofsky, 1991). Esta substancia também possui caracteristica antioxidante,
agindo como neutralizante dos efeitos nocivos dos radicais livres, o que
protege a integridade estrutural dos tecidos (Campo et al., 2004; Halicka
et al.,, 2009). Este fato é importante, pois a presenca de oxigénio pode
facilitar o processo de degradagcé@o da matriz colagena da camada hibrida
e também inibir a polimerizacdo dos monémeros resinosos, prejudicando
a longevidade da restauracdo (Gutteridge 1994; Hilton, Schwartz, 1995;
Erhardt et al., 2011).

O conhecimento das propriedades eléstica e plastica da
interface de unido é dificil, pois esta regido possui dimensdes muito pe-
guenas. Atualmente as pesquisas buscam na nanociéncia, e mais especi-
ficamente na nanotecnologia, 0 conhecimento para alcangar este objetivo.

A analise da nanodureza e modulo de elasticidade séo

realizados através da técnica da nanoindentagio. E uma técnica seletiva
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e nao destrutiva que fornece dados de materiais rigidos. Apesar da ampla
utilizacéo deste teste na fisica e engenharia, o seu uso na odontologia é
muito recente. O teste consiste em ensaiar amostras utilizando penetrado-
res de geometria conhecida sob condigbes controladas de carga, tempo e
profundidade de penetragdo. A geragdo automética de curvas, forca X
profundidade de penetracdo, permite o acesso a diferentes propriedades
mecanicas do material que esti sendo pesquisado. A andlise dos dados
obtidos no teste de nanoidentacdo mais utilizado é o de Oliver e Pharr
(1992), que resulta em dois parametros, médulo de elasticidade (E) e du-
reza (D). O equipamento utilizado para este teste possui alta resolucéo de
medidas de carga (micro-Newtons) e deslocamento (nanGmetros) (Van
Meerbeek et al., 1993; Schulze et al., 2005).

Diante do exposto se faz necessario averiguar se as subs-
tancias bioativas, citadas acima, interferem na resisténcia adesiva imedia-
ta; e apos 6 meses de armazenamento e também nas propriedade meca-

nicas (nanodureza e médulo de elasticidade) da camada hibrida.



2 REVISAO DE LITERATURA

Para facilitar a compreenséo do leitor, a revisdo da litera-
tura foi dividida em trés topicos principais: Hibridizacdo; Diferentes subs-
tancias utilizadas para melhorar a unido adesiva da resina composta a

dentina; e Nanoidentacao.

2.1 Hibridizacao

A formacé@o da camada hibrida foi descrita pela primeira
vez por Nakabayashi et al. (1982) em um estudo que verificava a efetivi-
dade da solugcdo 4-META/metil metacrilato-tri-n-butil borano (MMA-TBB)
associada a um agente condicionador composto pela unido do cloreto fér-
rico a 3% em &cido citrico a 10%. Esta combinacgdo de acidos, conhecida
como solucao 10-3, além de remover totalmente a lama dentinaria, des-
mineralizava a dentina subjacente em aproximadamente 5 um de profun-
didade. A diferenca desta solugdo com as anteriores, € que as outras a-
penas tratavam a lama dentinéria e ndo modificavam a dentina subjacente
para receber os mondmeros resinosos. Os autores utilizaram cilindros de
esmalte e dentina humana e bovina condicionados, os mondmeros resi-
nosos hidrofébicos e hidrofilicos (4-META), infiltraram-se entre as fibras
colagenas expostas e, posteriormente, foram polimerizados. Os autores
observaram, nas imagens em microscopia eletronica de varredura, uma
regido mista abaixo da interface adesiva, com mondmeros resinosos no

interior da dentina desmineralizada e a denominaram camada hibrida.



26

Este estudo demonstrou que a adesdo ocorria entre os agentes resinosos
e as fibras colagenas.

Para conceituar agentes condicionadores e primers, Pas-
hley DH (1992), observaram que a remogao da camada de smear layer
pelo condicionamento acido, ocasionam um aumento da permeabilidade
da dentina, umidade superficial, potencial de irritacdo pulpar, desnatura-
¢do do colageno e possivel discrepancia entre profundidade de desmine-
ralizagédo e capacidade de penetragdo do agente adesivo. Em virtude dis-
S0, 0s autores concluiram que o sistema adesivo deve ser hidrofilico, ter
afinidade & dgua, com capacidade de penetrar tanto em dentina intertubu-
lar como em dentina peritubular. Os autores ainda acrescentaram que a
profundidade de desmineralizacéo causada pelo &cido depende ndo so6 do
tempo de condicionamento, como também da concentracéo, tipo de acido

utilizado e concentragcdo mineral do substrato em questao.

Testes in vitro de sistemas adesivos aplicados na dentina
ainda requerem comprovacao através de estudos clinicos de longevidade
para avaliar sua efetividade. Van Meerbeek et al., em 1994 realizaram um
estudo clinico com objetivo de avaliar, retrospectivamente, a eficacia clini-
ca de sistemas adesivos dentinarios autocondicionantes (Scotchbond,
Gluma, Clearfil New Bond, Scotchbond 2, Garantia e Tripton), e compara-
ram os resultados clinicos obtidos com quatro sistemas adesivos conven-
cionais (Bayer exp. 1 e 2, Clearfil Liner Sistema de Bond e Scotchbond
multi-Purpose). No total, foram restaurados 1.177 lesdes cervicais do tipo
classe V em dentes de 346 pacientes. Os autores concluiram que a estra-
tégia de adesdo, os sistemas adesivos que removeram a camada de
smear layer e consequentemente desmineralizaram a camada superficial
da dentina revelaram melhor desempenho clinico que os sistemas que
apenas modificaram esta camada sem sua completa remogéo. A hibrida-
¢do por infiltracdo dos mondmeros resinosos pela camada de colageno

exposto da dentina, combinada com a formagé&o dos tags na dentina, pa-
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receu ser essencial para a resisténcia adesiva dentinaria. Afirmaram ainda
que a formacdo adicional de uma area de interface adesiva elastica, que
funcione como amortecedor para a contracdo de polimerizagdo e também
a aplicacdo de uma resina composta com carga de particulas pequenas,

garantiu um resultado clinico eficaz com relacdo a sua longevidade.

Sano et al. (1995), examinaram através do MEV uma no-
va modalidade de infiltragdo marginal denominada nanoinflitracéo, estabe-
lecida ndo entre a parede cavitaria e 0 material restaurador, mas entre a
camada de colageno desmineralizado, sem ter sido impregnado por mo-
ndémeros adesivos. Para tanto, foram utilizados terceiros molares néo ir-
rompidos, extraidos sobre os quais foram confeccionadas cavidades clas-
se V, seguida da aplicagcéo de cinco sistemas adesivos diferentes. A se-
guir, as cavidades foram restauradas. Realizado o isolamento dos espé-
cimes, com exceg¢do de 1 mm ao redor das restauracoes, estes foram i-
mersos por 8 h em solucao fotoreveladora. Os resultados revelaram a pe-
netracdo de prata através da dentina desmineralizada. A infiltracdo ocor-
reu via poros nanométricos (20 a 100 nm) abaixo da interface adesiva,
mesmo na auséncia de fendas. Concluiram que a camada hibrida era
permeavel, e apresentava porosidades de dimensdes nanométricas. As-
sim, poderiam ocorrer infiltragbes bacterianas e de outras substancias
prejudiciais a estrutura dentaria, denominada pelos autores como nanoin-
filtrag&o.

Tay et al., em 1996 realizaram um estudo com o objetivo
de ilustrar e definir a micromorfologia da interface resina-dentina, quando
dois sistemas adesivos de frasco Unico water-free e & base de acetona
(One-Step, Bisco, e Prime & Bond, Dentsply / LD Caulk) quando aplicados
a dentina desmineralizada sob diferentes condi¢c6es de adesao, a seco e
Umida. Para isso foram utilizados quarenta e oito discos de 1 mm de den-
tina que foram condicionados com &cido fosforico 10% e lavados por 20

s. Os discos foram divididos aleatoriamente em 4 grupos de acordo com a
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condicdo de umidade restantes: Grupo | - A superficie da dentina foi sua-
vemente seca com jato de ar, paralelo a superficie por 30 s, e com a dis-
tancia de 20 cm; Grupo Il - A superficie da dentina foi suavemente seca
com jato de ar, paralelo & superficie por 3 s, e com distancia de 20 cm;
Grupo Il — A superficie da dentina foi seca utilizando papel absorvente
removendo o excesso de 4gua; Grupo IV - Apds o condiconamento e la-
vagem da superficie, 20 ml de 4gua destilada foi adicionada a superficie
de maneira que esta ficou totalmente coberta por agua (overwet). Seis
discos de dentina foram unidos com One-Step e o restante dos discos
com Prime & Bond, resultando em oito sub-grupo. Os espécimes foram
desmineralizados em EDTA e incluidos em resina epoxi para a anélise em
microscopia eletronica de transmisséo (MET). Os autores relataram que
os espectros micromorfolégicos dos dois sistemas adesivos foram prati-
camente semelhantes. Ambos foram afetados pela desidratagcéo leve (3
S), que resultou na infiltragdo incompleta dos mondémeros na regidao inter-
tubular. A impregnacdo completa foi alcangada quando a rede de colage-
no foi mantida Umida nesta mesma regiéo.

Sano et al.,, em 1999, avaliaram a estabilidade da resis-
téncia adesiva e a morfologia da interface produzida por um sistema ade-
sivo, aplicado in vivo, apdés diferentes periodos de tempo. Para esse es-
tudo foi utilizado um primata adulto (Macaca fuscata), um ano antes de
ser sacrificado, o animal foi anestesiado e em quatro dentes foram reali-
zadas cavidades rasas classe V em dentina, que foram restauradas com o
sistema adesivo Clearfil Liner Bond Il (Kuraray) e resina Clearfil Photo
Posterior (Kuraray). Apds 180 dias foi realizado o mesmo procedimento
restaurador em mais quatro dentes. Um dia antes de sacrificar o animal,
este foi novamente anestesiado e os procedimentos realizados em mais
quatro dentes. No dia seguinte os dentes foram cuidadosamente extrai-
dos e armazenados em 37 °C por 24 h. Apos este periodo, os dentes fo-
ram submetidos ao teste de microtrag@o. As superficies adesivas, apds a

fratura, foram observadas em microscopia eletronica de varredura (MEV).
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N&o houve diferenca significativa na resisténcia adesiva, que permaneceu
estavel em aproximadamente 19 Mpa durante um ano. As observagfes
em MEV das superficies fraturadas revelaram no topo da camada hibrida
e dentro da resina adesiva, porosidades que aumentaram com 0 tempo
de armazenamento.

Arrais e Giannini (2002) estudaram a morfologia e espes-
sura da difus@do da resina através da dentina desmineralizada ou sem
condicionamento. Dezesseis terceiros molares humanos foram armaze-
nados em formalina a 2% por duas semanas e mantidos por 24 h em &-
gua destilada, antes do experimento. As raizes foram removidas e as co-
roas seccionadas no sentido mésio-distal, obtendo-se 32 hemi-coroas. A
superficie oclusal foi removida até se obter 2 mm de remanescente denti-
nério, e lixas de carbeto de silicio (600) foram utilizadas para regularizar a
smear layer. Os espécimes foram divididos em quatro grupos de acordo
com sistema adesivo: 1 - Sistema adesivo convencional de mdltiplos pas-
sos (Scotchbond Multipurpose Plus —3M); 2 - Sistema adesivo convencio-
nal monocomponente (Single Bond — 3M); 3 - Sistema adesivo autocondi-
cionante (Etch & Prime 3.0 — Degussa); 4 - Sistema adesivo autocondicio-
nante (Clearfil SE Bond — Kurarai). Ap6s a aplicagdo dos adesivos segui-
dos da insercdo da resina, as amostras ficaram 24 h em 4gua destilada a
37 °C. A superficie axial de cada amostra foi polida com lixa e 6xido de
aluminio e pasta de diamante. Em seguida foi aplicado acido fosforico a
37% por 5 s para facilitar a visualizagdo da camada hibrida. Foram fixadas
em solugéo de Karnovsky e tetroxido de 6smio, desidratadas em acetona
e revestidas em ouro. Os autores utilizaram microscopia eletronica para
analise e concluiram que o adesivo Scotchbond seguido pelo Single
Bond, apresentaram a camada hibrida mais espessa, em comparagao
com as finas e homogéneas camadas apresentadas pelos adesivos auto-
condicionantes.

Em 2002, Carrilho et al., testaram a resisténcia adesiva de

quatro sistemas adesivos aplicados a dentina humana. Doze terceiros
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molares tiveram o esmalte oclusal removido para a exposi¢do de uma su-
perficie plana de dentina e foram divididos aleatoriamente em quatro gru-
pos: Gupo 1 - Single Bond e P60 (3M Dental); Grupo 2 - Bond 1 e Surefil
(Jeneric/Pentron); Grupo 3 — Prime&Bond NT e Alert (Dentsply); Grupo 4 -
Prime&Bond 2.1 e TPH (Dentsply). Apés 24 h de armazenagem em agua
destilada a 37 °C, os dentes sofreram cortes longitudinais perpendiculares
para obtencéo de espécimes de 0,8 mm?de area e 10 mm de comprimen-
to e foram submetidos ao teste de microtragdo. Os pesquisadores néo
encontraram diferencas estatisticas significantes entre os adesivos testa-
dos. O Single Bond apresentou a menor evidéncia de espécimes que so-
freram fratura precoce.

Em 2003, Tay e Pashley realizaram um estudo utilizando
o MET para verificar a presenca de canais de agua (“Water Treening”)
presentes ao longo da interface dentina/resina. Terceiros molares foram
selecionados e seccionados no terco médio da coroa, expondo uma Su-
perficie dentinéria profunda, abrasionada com lixa de granulacéo 180. Pa-
ra andlise em esmalte a superficie vestibular foi jateada com 6xido de a-
luminio 50 um, para remover a superficie aprismatica. Diferentes tipos de
sistemas adesivos foram utilizados. S os autores a impregnacao de prata
nos adesivos, ocorre nos sitios hidrofilicos do material e nos finos canais
deixados pela passagem de agua, durante o fenébmeno de permeabilidade
dos adesivos. Os autores realizaram fotomicrografias eletrbnicas de
transmissao, obtidas na interface adesiva, tratada pela técnica de impreg-
nagao com nitrato de prata. Os resultados mostraram que todos os adesi-
VoS apresentaram certo grau de nanoinfiltracdo na camada hibrida. Ca-
nais de gua foram observados na superficie da camada hibrida e se es-
tendendo para dentro da camada de adesivo. Os autores concluiram que
esses canais ao longo da interface, representam a incompleta remocéo da
agua residual, os quais podem surgir como sitios de degradacéo hidroliti-

ca da interface adesiva ao longo do tempo.
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Susin et al., em 2003, compararam a espessura da cama-
da hibrida formada por sistemas adesivos atuais sob influéncia de diferen-
tes condi¢des de substrato dentinério (Umido, desidratado e reumidifica-
do). Para a realizac&o deste estudo, foram utilizados 180 terceiros mola-
res humanos higidos, seccionados na altura do 1/3 médio da coroa den-
tal. Os fragmentos foram divididos em seis grupos de acordo com sistema
adesivo utilizado: 1- Scotchbond Multi Uso (3M); 2- Single Bond (3M); 3-
Prime & Bond 2.1 (Dentsply); 4- One Coat Bond (Tokuyama); 5- Clearfil
SE Bond (Kuraray) e 6- One Up Bond F (Tokuyama). As técnicas adesi-
vas foram aplicadas nos respectivos substratos de acordo com as orienta-
¢cOes dos fabricantes e duas camadas de resina composta 2250 (3M), de
1 mm cada, foram aplicadas sobre a area de teste. Os fragmentos foram
seccionados e preparados para observacdo em MEV. Os resultados
quanto a espessura de camada hibrida, mostraram que os sistemas ade-
sivos que empregaram condicionamento acido separadamente, tiveram
comportamentos semelhantes em fungdo dos substratos, sendo que em
dentina Umida a espessura de camada hibrida encontrada, foi maior do
gue em dentina desidratada e reumidificada. Entretanto, os sistemas ade-
sivos autocondicionante apresentaram diferentes performances, quando
comparados aos primeiros, apresentando melhores resultados em dentina
reumidificada. Consideram que as condi¢des do substrato dentinario e os
sistemas adesivos apresentaram interacdo e isso determina que as técni-
cas adesivas realizadas em dentina, previnam o colapso das fibras cola-
genas, que ocorre pela utilizagdo de ar comprimido como meio de seca-
gem.

Pashley DH et al., em 2004 afirmam que as fibrilas cola-
genas expostas pelo condicionamento 4cido que ndo foram completamen-
te impregnadas pelo adesivo sdo suscetiveis a degradagdo. A hipotese
dos autores neste estudo € que a degradacdo ocorre na auséncia de bac-
térias. Foram utilizados vinte e sete terceiros molares, O esmalte oclusal

e a raiz dos dentes foram removidos e descartados. A superficie dentina-
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ria exposta foi condicionada com acido fosférico a 32% por 15 s, mas sem
a aplicacéo do sistema adesivo. Os espécimes foram divididos aleatoria-
mente em trés grupos de acordo com a forma em que os espécimes fo-
ram estocados. No grupo controle os espécimes foram armazenados em
saliva articial e no grupo experimental foram adicionados inibidores de
enzimas proteoliticas. Cada grupo foi subdividido em trés, de acordo com
o tempo de armazenamento (24 h, 90 e 250 dias), as amostras foram e-
xaminadas medindo-se a extensédo de degradacdo da DCM (matriz des-
mineralizada de coldgeno). No grupo experimental (24 h) e no grupo con-
trole (90 e 250 dias), foi observado 6 mm de espessura de DCM. As
DCMs foram praticamente destruidas nas amostras do grupo experimen-
tal de 250 dias, porém no grupo em que as amostras foram incubadas
com inibidores da enzima ou 6leo mineral estas ndo foram destruidas. Na
andlise funcional foi observado pelos autores que a atividade colagenoliti-
ca foi diminuida por inibidores de protease ou pela clorexidina 0,2%. Os
autores concluiram que a degradacdo do coldgeno ocorreu ao longo do
tempo através das metaloproteinases, que séo liberados lentamente ao
longo do tempo.

Cho e Dickens (2004) investigaram a hipotese de que a
variacdo do conteddo de acetona de sistemas adesivos dentinérios pode
afetar a espessura da camada adesiva e resisténcia a microtracdo
(MTBS), e verificaram se a espessura da camada adesiva é um indicador
vélido para MTBS. Adesivos dentinario experimental foram preparados
com 27, 37, 47, 57 ou 67% de acetona e foram utilizados para adeséo da
resina composta em superficies de dentina na oclusal de molares huma-
nos. A espessura da camada adesiva foi determinada por analise de ima-
gens digitalizadas. A MTBS foi medida apds 48 h. As superficies de fratu-
ra foram observadas em MEV. Com o aumento do teor de acetona, a
MTBS variou de 38 MPa (acetona 67%) para o maior valor MTBS de 64
MPa (acetona 37%), enquanto que a espessura da camada adesiva de-

cresceu linearmente. Ambas as variaveis dependentes mostraram corre-
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lag&o inversa com o teor de acetona (p < 0,0001), mas nao foram correla-
cionados entre si (P> 0,05). Noventa e quatro por cento das amostras a-
presentaram fraturas na camada adesiva estendendo para as interfaces
com a camada hibrida ou a resina composta. Nos grupos contendo 57 e
67% de acetona, as fraturas foram observadas nas interfaces. Em vez da
espessura da camada adesiva, trincas interfaciais na amostras contendo
adesivos ricos em acetona pode ter causado MTBS inferiores. Os autores
concluiram que a menor concentracdo de acetona, devido a evaporacao
do solvente durante o uso clinico do sistema adesivo, ndo parecem dimi-
nuir MTBS, mas sim melhorar a integridade da interface adesiva.

Em 2007, Hosoya et al., avaliaram as propriedades bio-
mecanicas e a dureza e modulo de elasticidade, da dentina decidua con-
dicionada por sistema adesivo de um passo. Foram utilizados seis dentes
sem caries e seis dentes cariados. Para os dentes saudaveis, as superfi-
cies oclusais foram desgastadas para expor a dentina superficial. Nos
dentes cariados, a dentina infectada foi corada com um detector de caries
e removida em baixa rotacdo com refrigeracdo constante. Foi aplicado
sobre a dentina preparada o sistema com One-Up Bond F Plus (Tokuya-
ma Dental Co., Téquio, Japdo). A interface resina-dentina e a dentina a-
baixo da interface foi medida com um nanoindentador e observada com
SEM e TEM. Para ambos os dentes cariados e saudaveis ndo houve dife-
renga significativa na dureza da dentina a 10-80 pym abaixo da interface. A
dureza da dentina na regido da interface foi significativamente menor na
dentina cariada do que na ndo-cariada. Quanto ao médulo de elasticidade
da dentina interfacial, ambos os substratos apresentaram valores signifi-
cativamente mais baixos do que a dentina subjacente. Além disso, o mo6-
dulo de elasticidade da dentina interfacial foi significativamente menor na
dentina afetada. A camada hibrida nos dentes cariados foi mais espessa
e exibia caracteristicas morfol6gicas mais complexas.

Pashley et al., em 2007 realizaram uma pesquisa cujo ob-

jetivo foi revisar o uso de um modelo de adeséao de uma nova resina cha-
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mada macro-hibrida, foi avaliado a sua penetragéo, contragdo e evapora-
¢do do solvente. Relataram também que a matriz dentinéria é muito sen-
sivel, principalmente na secagem com jato de ar, onde ocorre o colapso
das fibras colagenas que impede a infiltracdo dos mondmeros resinosos.
Os autores introduziram também um novo conceito da utilizagéo do etanol
como solvente, onde a presenca de adgua apds a desmineralizacdo da
dentina é trocada pelo etanol durante o processo adesivo o que facilitaria
a penetragédo dos mondmeros do sistema adesivo.

Ermis et al. (2008) avaliaram a resisténcia de unido atra-
vés de teste de microtracdo, utilizando um sistema adesivo de condicio-
namento total (controle) e trés sistemas adesivos autocondicionantes com
diferentes niveis de acidez (forte, médio e fraco) em dentina preparada
com trés pontas com diferentes granulagdes (média, fina e extrafina). Fo-
ram utilizados os sistemas adesivos autocondicionantes Adper Prompt L-
Pop, 3M ESPE, (AP), de um passo com acido forte; Clearfil SE Bond, Ku-
raray, (CSE) de dois passos com acidez média; Clearfil S3 Bond, Kuraray,
(CS3) de um passo com acidez fraca e o sistema adesivo OptiBond FL,
Kerr, (OB) de condicionamento total de trés passos (grupo controle). Fo-
ram utilizados dentes humanos extraidos, onde as coroas foram seccio-
nadas no terco médio. Apds a dentina ser exposta, os espécimes foram
divididos em trés grupos de acordo com o preparo da dentina com pontas
de granulacdo média, fina e extrafina. Os quatro sistemas adesivos foram
aplicados em trés dentes de cada grupo de acordo com as especificagcdes
dos fabricantes. Em seguida foi aplicada resina composta em incremen-
tos, na superficie de dentina preparada com espessura de 5-6 mm. Os
espécimes foram mantidos por 24 h em agua destilada a 37 °C. Os den-
tes foram cortados perpendicularmente em pequenos retangulos de apro-
ximadamente 0,90 mm? de secc¢dao transversal. Os dados foram submeti-
dos ao teste de ANOVA dois fatores, post hoc Tukey com comparagéo
multipla. Os resultados obtidos mostraram que os diferentes tipos de gra-

nulagédo das pontas ndo afetaram as propriedades mecanicas da interfa-
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ce, exceto para o sistema adesivo autocondicionante CS3 de acidez fraca
de um passo, que obteve um resultado melhor (34,4 £ 22,3 MPa) quando
foi utilizada uma ponta de menor granulagdo no preparo da dentina. Con-
clui-se neste estudo que para os sistemas adesivos de condicionamento
total OB e autocondicionante de acidez forte, o tipo de ponta utilizada n&o
influenciou na eficicia da adesividade. Entretanto, nos sistemas adesivos
(CS3) de acidez fraca a adesividade pode ser significantemente aumen-
tada utilizando as pontas de granulagéo fina para acabamento.

Albaladejo et al. (2010) avaliaram a eficacia na formagé&o
de tags de resina, ramos laterais e da camada hibrida de cinco sistemas
adesivos (Single Bond -SB-; Prime & Bond NT -PNT-; Clearfil SE Bond -
SEB-, Protect Bond —PB-Etch &Prime 3.0 -EP). Superficies planas de
dentina de 25 molares foram tratadas com os sistemas adesivos de acor-
do com as instrugdes dos fabricantes. Em seguida foi aplicada resina
composta na forma incremental. Os espécimes foram seccionados parale-
lamente ao longo eixo. Uma parte foi tratada com &cido fosforico e hipo-
clorito de sddio a fim de revelar a formagdo da camada hibrida. A outra
metade foi armazenada em &cido cloridrico a 30% para detectar a forma-
céo de tags e ramo lateral de resina. Os dois adesivos convencionais a-
presentaram camadas hibridas mais espessas do que aqueles encontra-
dos em sistemas adesivos autocondicionantes, porém eram continuas e
uniformes de espessura em todos os adesivos. Os adesivos convencio-
nais formaram maior nimero de tags de resina do que os adesivos auto-
condicionantes. Formacdo do ramo lateral foi observada nos adesivos
convencionais e no adesivo autocondicionante Clearfil SE Bond (SEB). Os
autores concluiram que o SEB apresentou infiltragcdo de resina adequada.

Sarr et al., em 2010, avaliaram mecanicamente e morfo-
logicamente, 11 diferentes sistemas adesivos aplicados sobre a dentina. A
ultra-estrutura resultante da interface dentina/adesivo foi caracterizada por
microscopia eletronica de transmisséo (MET). Terceiros molares humanos

tiveram a dentina superficial exposta. Os adesivos selecionados foram
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aplicados conforme as instru¢des do respectivo fabricante, para a medi-
¢do da resisténcia a microtragdo (MTBS) apds armazenamento em agua a
37 °C por 24 h, ou para caracterizagao interfacial (MET). A MTBS variou
de 11,1-63,6 MPa; os maiores valores obtidos foram do adesivo conven-
cional trés passos e 0s menores com adesivos autocondicionantes de um
passo. Na avaliagdo morfolégica (TEM), mostraram padrfes de interag@o
muito diferente, especialmente para os adesivos autocondicionantes. Os
autores concluiram que quando ligado a dentina, os adesivos com 0s pro-
cedimentos de aplicagao simplificada (em particular, autocondicionante de
Unico passo) ainda possuem um desempenho inferior em relagdo aos
convencionais.

Sabemos que o procedimento de preparo cavitario realizado por ins-
trumentos rotatorios forma uma camada amorfa na superficie dental de-
nominada smear layer ou lama dentinaria, contendo fibras coladgenas, cris-
tais de hidroxiapatita, além de sangue, saliva e bactérias. A presenca da
smear layer aderida a superficie dentinaria pode comprometer a adeséo,
sendo indicada sua remogdo através do condicionamento &cido total e
hibridizagdo da dentina para produzir interfaces adesivas mais seguras e
duraveis. Contudo, estudos desenvolvidos com sistemas adesivos auto-
condicionantes, baseados na incorporagdo da smear layer & camada hi-
brida, tém obtido resultados promissores em relacdo a adeséo, eliminando
o risco de impregnacado incompleta do coldgeno desmineralizado, como
se observa comumente com 0s sistemas convencionais. Todavia, devido
a sua menor acidez, a efetividade destes materiais pode ficar prejudicada,
levando a resultados inferiores em relagdo aos sistemas que empregam o
condicionamento total. Baseado nisso, Pleffken et al. (2011) avaliaram a
influéncia de modificagbes na técnica de aplicacdo dos sistemas adesivos
autocondicionantes sobre a resisténcia adesiva a dentina, visando melho-
rar a seu desempenho. Foram utilizados 255 dentes bovinos que foram
embutidos em resina acrilica e tiveram a superficie vestibular desgastada

até a exposicao da dentina. Eles foram divididos em quatro grupos expe-
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rimentais, dependendo do sistema adesivo autocondicionante aplicado, e
um grupo controle que recebeu um adesivo que utiliza condicionamento
acido total. Cada grupo experimental foi dividido em quatro subgrupos,
recebendo a aplicacdo de uma ou duas camadas dos sistemas autocon-
dicionantes, de forma ativa ou passiva. Foram confeccionados sobre a
area de adesao cilindros de resina composta 2250 (3M/ESPE, St. Paul,
Mn, USA). Os espécimes foram submetidos ao ensaio de cisalhamento e
os dados analisados estatisticamente. Os autores concluiram que a apli-
cacao dos sistemas adesivos de forma ativa promoveu uma melhora sig-
nificativa na resisténcia adesiva a dentina em relagédo a aplicacdo de for-

ma passiva.

Yassen et al. (2011) realizaram um estudo com objetivo
de analisar estudos in vitro e in situ ,que compararam diretamente 0 uso
de dentes bovinos como um substituto para dentes humanos em experi-
mentos odontoldgicos. A pesquisa foi incluiu artigos publicados de 30 de
dezembro de 1953 até 2010, com as seguintes palavras-chave: "dente,
bovino, humano" ou "dentina, bovino, humano" ou "esmalte, bovino, hu-
mano". Os resumos dos trabalhos resultantes da pesquisa com estas pa-
lavras-chave foram analisados. Apenas artigos originais escritos em in-
glés e comparando diretamente substratos humanos e bovinos foram in-
cluidos na revisdo. A pesquisa foi complementada por busca manual das
referéncias de cada artigo identificado. De 76 estudos inicialmente sele-
cionados, 68 preencheram os critérios de sele¢éo para a incluséo. Os es-
tudos foram separados em 7 categorias: morfologia dental, composi¢&o
quimica, propriedades fisicas, carie dentaria, erosdo/abrasdo dentaria,
resisténcia adesiva e microinfiltragdo marginal. Os autores concluiram gie
existem dados inconsistentes, sobre se dentes bovinos podem ser consi-
derados um substituto apropriado para os dentes humanos, na pesquisa
odontolégica. Morfologica, composi¢do quimica e diferencas de proprie-

dades fisicas entre os dois substratos devem ser considerados na inter-
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pretacdo dos resultados obtidos a partir de qualquer experimento com
substrato de dente bovino.

Sistemas adesivos atuais oferecem resultados imediatos
favoraveis em termos de resisténcia adesiva. No entanto, a durabilidade
das restauragdes adesivas tem sido vista como um grande problema. Pa-
rece que a simplificagdo das técnicas adesivas, prejudica a estabilidade
ao longo do tempo da interface resina-dentina. A presséo hidrostéatica pul-
par, o fluxo do fluido dentinario e a umidade na dentina pode afetar a inte-
racdo intima de alguns mondmeros resinosos dos sistemas adesivos com
o tecido dentinario. Degradagdo na camada hibrida ocorre através da ab-
sor¢do da agua, esta provoca a hidrolise das ligagbes dos monémeros, e
consequentemente ativacao das metaloproteinases enddgenas, presentes
na interface dentinaria. Manuja et al. (2012) relataram nesta revisdo de
literatura que as etapas realizadas nos adesivos convencionais continuam
sendo o padréo ouro em termos de durabilidade.

Scheffel et al., em 2012 realizaram um estudo para de-
terminar o efeito do tempo de condicionamento acido na dentina na solu-
bilizagcdo do célcio Foram realizados desgaste na superficie oclusal ob-
tendo superficies planas de dentina exposta em dentes deciduos (n = 8) e
em dentes permanentes livres de care (n = 8). Trés areas de 2 mm de
diametro foram delimitadas em cada superficie e atribuida a 5, 10 ou 15 s
de condicionamento acido. Cinco microlitros de H3PO, a 35%, foram apli-
cados em cada &rea, durante os tempos predeterminados, e 4 microlitros
foram recuperados para analise. A quantidade de célcio foi determinada
colorimetricamente usando reagente de Arsenazo lll e expressa como
microg Ca/mm? da dentina. Os dados foram submetidos a ANOVA 2 fato-
res, e teste de Tukey (alfa = 5%). Para a dentina dos deciduos e perma-
nentes, foi observada uma correlagdo estatisticamente significativa entre o
tempo de condicionamento &cido e concentracdo de célcio (deciduo R2 =
0,79; permanente R2 = 0,73). Valores de média (DP) da dentina decidua
desmineralizada ap6s 5, 10 e 15 s, foi de 1,00 (0,25); 1,74 (0,11) e 2,30
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(0,42), ao passo que para a dentina permanente, os valores foram 0,47
(0,13) 0,89 (0,36) e 1,38 (0,20) mcg Ca/mm?, respectivamente. Observa-
ram um aumento diretamente proporcional ao tempo de condicionamento
nas duas dentinas analisadas. Mais solubilizacdo de célcio (P < 0,05) foi
detectada para a dentina decidua do que para na dentina permanente,

depois de todos os tempos de condicionamento &cido.

2.2 Diferentes substancias utilizadas parar melhorar a unido adesiva
da resina composta a dentina: Clorexidina, Acido hialurénico e Vita-

mina C

2.2.1 Clorexidina

Gendron e colaboradores (1999) avaliaram o efeito
inibitério da clorexidina (CHX) na atvidade das: MMP-2 (gelatinase A),
MMP-9 (gelatinase B) e MMP-8 (colagenase 2). Foram usadas 1,5 U/ml
MMP-2 em 50 mM NaCl —20mM Tris-HCI, e 20 pg/ml de MMP-9 em 5 mM
Tris-HCI, contendo 0,1 mM CacCl2, Brij 35 e glicerol 10%. Ambas gelatina-
ses foram ativadas ap0s incubacdo por 30 min a 37°C em 0,5 mM de p-
aminofenil mercurio acetato (APMA). As MMPs-2 (3 ul) e 9 (5 pl) ativadas
foram incubadas com 10 uyl de CLX e 5 pl de 50 mM Tris-HCI por 30 min
em temperatura ambiente. As concentragdes finais de CLX preparadas
em agua destilada testadas, foram 0,03%, 0,015% 0,008%, 0,004%,
0,002% e 0,0001%. EDTA 10 mM foi usado como controle na inibicdo da
atividade das MMPs -2 e -9. Apds a incubagdo, as amostras foram aque-
cidas por 30 min a 60°C na presenga de solugédo tampéao de eletroforese e
as proteinas coradas. O efeito inibitério da CLX foi analisado na presenca
de 0,75 mM CacCl2, que foi adicionado ao ensaio. A atividade da MMP-8
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foi tratada ou nao tratada com 0,005; 0,01 ou 0,02% de CLX e incubada
com 1,5 pyM de colageno tipo | a 3 mg/ml em 50 mM Tris-HCI — 0,2 M Na-
Cl - 0,5 mM CacCl2 por 12 h a 22°C. Produtos da quebra do colageno fo-
ram testados por eletroforese e corados. Sendo avaliados na auséncia ou
presenca de 1 mM APMA, ativador da MMP-8 latente. A concentragéo de
CLX a 0,03% inibiu completamente a atividade das MMPs 2 e 9, sendo
sua acdo inibidora dependente da concentragdo. A dose minima capaz de
inibir a atividade da MMP-9 foi de 0,002%, a MMP-2 foi mais susceptivel a
acéo inibidora sendo inativada por uma concentracdo de 0,0001%. A ati-
vidade da MMP-8 sem APMA foi completamente inibida pela CLX 0,02% e
0,01%. Os autores concluiram que o efeito inibitério da clorexidina sobre
as metaloproteinases ocorre através de uma acdo quelante, ou seja, se-
questradora de célcio.

Hebling et al. (2005) avaliaram a degradacgéo da interface
adesiva usando um sistema adesivo convencional associado ou ndo a
CLX ap0s o condicionamento com &cido fosforico. Vinte e oito criancas (8
— 12 anos) com molares deciduos bilaterais cariados, que necessitavam
de preparos foram selecionadas, sendo que somente 11 delas foram se-
lecionadas pelos dentes que permanecerem na cavidade oral 6 meses,
antes de serem extraidos. Oito das 11 criangas tiveram pelo menos um
dos dois dentes restaurados esfoliados antes de 6 meses, sendo retirados
da pesquisa. No grupo controle foi aplicado o acido fosférico por 15 s, em
seguida recebeu o sistema adesivo Single Bond e restauragcido com resina
composta. O Grupo experimental recebeu tratamento semelhante ao gru-
po controle, porém previamente ao sistema adesivo foi aplicado a clorexi-
dina 2%. Ap6s 6 meses os dentes deciduos foram extraidos, e secciona-
dos em 4 partes de 1,0 mm. Duas amostras de cada dente foram selecio-
nados aleatoriamente e imersos em solugdo de nitrato de prata a 50%,
por 24 h e em seguida avaliados em MET. As amostras restantes foram
completamente desmineralizados e tiveram também sua interface adesiva

avaliada. Houve uma maior extensdo de depdsitos de nitrato de prata nas
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amostras do grupo controle que né&o foi desmineralizados. Os grupos em
que foram aplicados CLX e desmineralizados para analise, apresentaram
uma camada hibrida sem falha com a rede de fibras colagenas intactas,
enquanto no grupo controle que foi desmineralizado apresentou falhas no
interior da camada hibrida e degradacg&o da rede de fibras colagenas. Os
autores concluiram que a clorexidina evita a degradac@o da matriz cola-
gena dentinaria da camada hibrida, in vivo.

Em 2007 Brackett et al. avaliaram através de MET e mi-
crotracdo a degradacdo de camada hibrida de restauracfes adesivas na
face oclusal quando a dentina foi tratada com clorexidina, um estudo in
vivo. Premolares higidos que tinham indicag&o a extracdo ortodontica fo-
ram preparados, restaurados e avaliados apo6s dois ou seis meses respec-
tivamente. O sistema adesivo empregado foi o Single Bond. Somente o
grupo experimental recebeu aplicacdo de uma solugéo a 2% de digluco-
nato de clorexidina, previamente ao sistema adesivo. Apds as extragoes,
cada dente foi seccionado em quatro fatias no sentido vestibulo-lingual
com 1 mm de espessura cada. Duas fatias foram analisadas em MET.
Com o objetivo de confirmar que a aplicagéo da clorexidina nédo alterou a
resisténcia adesiva, nas outras duas fatias foi realizado o teste de micro-
tracdo. A resisténcia adesiva foi calculada, e os dados foram analisados
estatisticamente. Os resultados revelaram que nenhuma degradagédo na
camada hibrida ocorreu em ambos os grupos apés dois meses. Leve de-
gradacao foi observada no grupo de controle apds seis meses, mas nao
foi observado no grupo experimental. A utilizagdo de uma solugéo de clo-
rexidina, previamente a aplicagcdo do sistema adesivo parece néo ter efei-
tos prejudiciais tanto para a resiténcia adesiva ou na manutencao clinica
de restauracfes Classe | de resina composta apds dois meses e seis me-
ses.

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo proteinases
que partcipam da degradagdo do coldgeno da camada hibrida e conse-

glientemente ocasionam a diminuigdo da resisténcia adesiva. Carrilho et
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al. (2007a) verificaram se as falhas que ocorrem na camada hibrida que
compromete a estabilidade da interface adesiva poderiam ser desacelera-
das na presenca da clorexidina pela inibicdos das MMPs evitando assim a
degradacgéo da interface adesiva. Para isso foram realizados cavidades
classe | em sete terceiros molares, que foram seccionados em duas hemi-
coroas no sentido vestibulo-lingual. Metade de cada dente foi restaurado
de acordo com as recomendacdes do fabricante e a outra foi tratada com
a substéancia bioativa clorexidina 2% ap6s o condicionamento &cido por 1
min, em seguida o excesso de solucdo foi removido com papel absorven-
te, e restaurados da mesma forma que grupo ndo tratado. ApGs o proce-
dimento restaurador os dentes foram armazenados em agua destilada a
37°C durante uma semana. Entdo, os dentes foram seccionados longitu-
dinalmente para obtengéo dos palitos. De 8 a 10 palitos foram obtidos.
Um terco dos espécimes foram testados imediatamente, enquanto que 0s
palitos restantes foram aleatoriamente divididos e armazenados a 37 °C
durante 6 meses em saliva artificial (pH 7,1) contendo ou n&o inibidores
da enzima proteolitica. O meio de armazenamento foi substituido sema-
nalmente. Apés o tempo de armazenamento determinado os espécimes
foram fraturados para obter o valres de resisténcias adesiva. O pré-
tratamento com clorexidina ndo prejudicou a resisténcia adesiva dos es-
pécimes testados no periodo imediato. O armazenamento de seis meses
resultou na reducédo significativa da resisténcia adesiva de todos os gru-
pos. Armazenamento em saliva artificial sem inibidores da protease redu-
ziu a resisténcia adesiva no grupo controle em 45,3%. No grupo da clore-
xidina a resisténcia adesiva foi significativamente maior com reducéo de
apenas 23,4%. O armazenamento em saliva artificial contendo inibidores
de protease néo afetou a resisténcia adesiva quando comparado com a-
queles armazenados em saliva artificial sem inibidores de protease. O tipo
de fratura que mais ocorre nas amostras do grupo controle, independen-
temente da solugdo de armazenamento e do tempo, ocorreu na camada

hibrida. No entanto, depois de 6 meses de armazenamento, a falha no
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grupo da clorexidina foi predominantemente nas camadas adesiva e resi-
na composta. Os autores relataram que tal fato demonstra a manutengao
da matriz colagenosa da camada hibrida. Os autores concluiram que a
clorexidina é grande valia para a preservacdo da camada hibrida ao longo
do tempo.

Bengston et al. (2008) avaliaram in vitro a influéncia da
solucéo de digluconato de clorexidina 2% na adesdo de dois sistemas
adesivos (convencional e autocondicionante) a dentina de molares huma-
nos. Foram utilizados 40 terceiros molares humanos livres de carie, com a
face oclusal lixada até a exposi¢cdo dentinaria. Os dentes foram divididos
em 4 grupos (n=10) de acordo com o sistema adesivo utilizado e trata-
mento: G1 — Controle do sistema adesivo convencional (Single Bond); G2
— Controle do sistema adesivo autocondicionante Clearfil SE Bond; G3 —
Aplicacdo da clorexidina + Single Bond; G4 — Aplicagdo da clorexidina +
Clearfil SE Bond. Em seguida foi realizada a restauragdo com resina
composta e os dentes foram armazenados em 4gua destilada a 37 °C por
24 h. As amostras foram seccionadas para obtengéo dos palitos, que fo-
ram tracionados em maquina de ensaios universal. Os resultados de re-
sisténcia adesiva foram analisados usando os testes estatisticos ANOVA
e Tukey (p<0,05). Fatias de dentina foram obtidos de 3 dentes adicionais
e as superficies submetidas aos mesmos tratamentos realizados para o
teste de microtracdo e foram observadas em MEV. N&ao foram encontra-
das diferencas estatisticas entre os grupos controles (G1 = 31,52 + 6,24 e
G2 = 42,88 + 2,31) e os grupos tratados com clorexidina (G3 = 34,41 +
6,92 e G4 = 40,14 +2,91). A solucéo de clorexidina 2% n&o interferiu na
resisténcia de unido dos sistemas adesivos utilizados.

Beraldo e Andrade em 2008 realizaram um estudo em
que analisaram as meta-analises e ensaios clinicos randomizados inde-
xados no Medical Literature Analysis and Retrieval System e Cumulative
Index para Enfermagem e bancos de dados Literatura Allied Health sobre

0 uso topico de clorexidina na prevengdo da pneumonia associada a ven-
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tilacdo mecéanica(PAV). Oito publicagdes foram analisadas, em sete delas
(87,5%) a clorexidina diminuiu a colonizagdo da orofaringe, e em quatro
(50%), houve uma reducéo de PAV. Os autores conluiram que a clorexidi-
na pode diminuir a colonizacdo de bactérias, reduzindo assim a incidéncia
de PAV.

Em 2009 Breschi et al. avaliaram o efeito da clorexidina
(CLX) a 0,2% e 2% sendo aplicado como um primer terapéutico na ade-
sdo de sistemas adesivos convencionais. Cento e oito terceiros molares
livres de carie tiveram o esmalte e dentina superficial oclusal. As superfi-
cies foram condicionadas com &cido fosférico por 15 s. Os espécimes fo-
ram divididos aleatoriamente em 6 grupos (n= 18) de acordo com o trata-
mento de superficie: G1-CLX 0,2% aplicado antes do sistema adesivo
Adper Scotchbond 1XT (SB1); G2- CLX 2% aplicado antes do sistema
adesivo SB1; G3- aplicagdo do sistema adesivo sem tratamento dentinario
(controle); G4- CLX 0,2% aplicado antes do sistema adesivo XP-Bond
(XPB); G5- CLX 2% aplicado antes do sistema adesivo XPB e G6- aplica-
¢do do XPB sem tratamento prévio (controle). A CLX foi aplicada na su-
perficie condicionada por 30 s e levemente seca. Aplicacdo dos sistemas
adesivos foi de acordo com as instrugdes dos fabricantes e em seguida foi
realizada a restauracdo adesiva com RC. Foi entdo realizada a secgao
dos espécimes para obtencdo dos palitos, que foram subdivididos em 3
grupos de armazenamento (por 24 h, 6 meses e 12 meses em saliva arti-
ficial a 37 °C). ApoOs cada periodo de armazenamento foi realizado teste
de microtragéo. Os grupos SB1 e XPB apresentaram valores imediatos de
resistenca adesiva semelhantes com ou sem tratamento com CLX. Apds 6
meses 0s controles que ndo receberam tratamento com CLX apresenta-
ram menor valor de resisténcia adesiva. Apds 12 meses os controles tive-
ram reducao da resisténcia adesiva em 54% (SB1) e 65% (XPB), enquan-
to os grupos tratados com CLX reduziram a resisténcia adesiva em 21% e
32%, respectivamente. As duas concentragdes de CLX ndo apresentaram

diferenca estatistica com relag@o ao tempo de armazenamento ou tipo de
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sistema adesivo utilizado (p > 0,05). Doze espécimes (n= 2) adicionais
foram preparados para andlise de nanoinfiltragdo, e mostraram que apdés
6 e 12 meses houve um aumento da nanoinfiltragcdo nos grupos controles,
enquanto nos grupos tratados com CLX apresentaram pouca nanoinfiltra-
¢do em ambas concentragOes e sistema adesivo. Com isso, 0S autores
concluiram que fatores enddgenos responsaveis pela degradacdo da in-
terface adesiva podem ser inibidos pela CLX.

Loguercio et al. (2009) analisaram a influencia na preser-
vacao da interface adesiva tratada com CLX em diferentes concentracdes
e tempo, usando sistemas adesivos convencionais: Adper Single Bond e
Prime & Bond. Cento e vinte terceiros molares higidos tiveram a dentina
oclusal exposta. Experimento 1- Metade dos espécimes foram subdividos
em 6 grupo (n=10) de acordo com o pré-tratamento, ou seja, condiciona-
dos com &cido fosférico a 37%, por 15 s, lavados por 15 s, secos e re-
hidratados com agua (controle), CLX a 0,002%, 0,02%, 0,2%, 2% e 4%
por 60 s. A aplicagdo dos sistemas adesivos e das restauragdo com RC,
seguiram as especificagdes instrugdes dos fabricantes. Experimento 2- Os
outros 60 dentes foram subdivididos em 6 grupos, sendo que ap6s o con-
dicionamento acido, foram rehidratados com agua (controle), CLX 0,002%
e 2% por 15 s, aplicagéo do sistema adesivo e restauragédo com RC. Os
espécimes foram seccionados em palitos e divididos aleatoriamente para
o teste de microtracdo. Metade dos espécimes (n= 5) foram testados ime-
diatamente e a outra metade apds 6 meses de armazenamento em agua
destilada 37 °C. No primeiro experimento, o0 grupo controle teve sua resis-
téncia adesiva reduzida apds reidratacdo. Na segunda etapa, houve uma
reducéo significativa na resisténcia adesiva em ambos os sistemas adesi-
vos quando rehidratados com &gua. No entanto, a reidratacdo com CLX
em diferentes concentragfes e tempo de armazenamento apds 6 meses
manteve a interface adesiva estavel. Os autores concluiram que o uso da
CLX 0,002% por 15 s, pode ser suficiente para preservar a interface ade-

siva dentinaria por 6 meses.
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Chang e Shin (2010) analisaram o efeito da clorexidina
(CLX) com relacdo ao tipo de aplicacdo na interface adesiva dentinaria.
Cinquenta molares higidos tiveram a superficie oclusal desgastada para
exposi¢cdo da dentina. Os espécimes foram divididos aleatoriamente em 5
grupos (n= 10). G1: tratamento da cavidade com CLX 2% por 20 s, lava-
gem com agua por 20 s e condicionamento com &cido fosférico 37% por
10 s, lavagem por 10 s, leve secagem por 10 s, aplicagdo do sistema ade-
sivo Singe Bond 2 s o fabricante e restauragéo adesiva; G2: semelhante
ao grupo 1, mas a CLX ndo foi removida; G3: CLX 2% aplicada apds o
condicionamento 4cido, por 20 s, e lavagem por 20 s; G4: CLX 2% aplica-
do de forma semelhante ao grupo 3, sem lavagem; G5: grupo controle,
sem tratamento da CLX. Os grupos foram subdivididos em dois subgrupo
de acord com o tipo de armazenamento: em agua por 24 h e submetidos
a 10.000 ciclos de termociclagem. Os espécimes foram seccionados lon-
gitudinalmente para obtencdo de palitos para o teste de microtragdo, que
mostraram que o tratamento com CLX ndo alterou a resisténcia adesiva in
vitro, no entanto a termociclagem reduziu significantemente a forga adesi-
va no grupo controle (p< 0,001). O Pré tratamento com a clorexidina n&o
afetou a RA no grupo imediato, quando commparado com 0 grupo contro-
le. Entretanto, ap6s a ciclagem uma reducao significativa foi observada no
grupo controle. Em geral, a aplicagdo Ca CLX nao apresentou diferenca
estatistica significante. No entanto, houve diferenca significante apés a
termociclagem nos grupos tratados com CLX antes do condicionamento e
ndo houve diferencga significante nos grupos tratados com a CLX ap6s o
consdicionamento.

Breschi et al., em 2010 realizaram um estudo que avaliou
o papel das MMPs dentinérias na degradacdo das fibras coldgenas na
interface adesiva com ou sem tratamento com CLX. Para isso, 10 molares
sem céries foram selecionados, e tiveram a dentina superficila exposta
que foi pulverizada em nitrogénio liquido para obtengé@o do p6 de dentina,

obtendo-se 5 aliquotas com 1 g cada: G1- dentina mineralizada sem tra-
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tamento; G2- dentina desmineralizada por 10 min em 1% de acido fosfori-
co; G3- dentina mineralizada tratada com 3 ml de Adper Scotchbond 1XT
(SB1XT) por 24 h a 4 °C; G4 e G5- dentina mineralizada tratada previa-
mente com 0,2% e 2% de CLX (respectivamente), por 30 min a 4°C, lava-
da com 1 ml de 4gua destilada e aplicado o sistema adesivo de forma
semelhante ao grupo 3. Em seguida, os espécimes foram centrifugados
para precipitagdo e extracdo das proteinas mineralizadas e parcialmente
desmineralizadas do p6 de dentina, sendo a concentracdo dessas protei-
nas determinadas. Elas sofreram eletroforese, com ativagdo pela solugao
APMA (p-aminophenylmercuric acetate) e incubadas em solucdo tampé&o
para zimografia, que analisou as atividades das MMPs. O controle foi in-
cubado em EDTA com inibidor de gelatinases. Adicionalmente 48 molares
foram seccionados para exposi¢cdo da dentina oclusal que foi condiciona-
da com &cido fosforico 35% e divididos em trés grupos (n=18): G1 e G2-
pré-tratamento ap6s o condicionamento com CLX 0,2% e 2% respectiva-
mente, por 30 s, secagem e aplicagdo do sistema adesivo; G3- controle.
Os espécimes foram subdivididos (n=9) e submetidos ao teste de micro-
tragcdo imediato e apés 2 anos de armazenamento em saliva artificial. A
andlise zimografica ndo mostrou atividade de proteinas na dentina mine-
ralizada, o grupo desmineralizado com acido fosforico apresentou formas
ativas de MMP-2 e -9, assim como no grupo tratado com SB1XT. No en-
tanto os grupos tratados com CLX 0,2% e 2% apresentaram inibicdo das
MMPs -2 e -9. Quanto a microtragdo, s6 houve diferenca apds 2 anos de
armazenamento, com reducédo em 67% da resistencia adesiva no grupo
controle, e apenas 16% no grupo tratado com CLX 0,2% (32,6 + 8,3 MPa)
e 30% tratado com CLX 2% (28,5 + 7,2 MPa), revelando a efetiva agao
inibitéria das MMPs pela CLX.

Ricci et al. (2010) avaliaram a estabilidade mecanica da
interface adesiva resina-dentina realizada in vivo na presenca de clorexi-
dina. Criangas com pelo menos um par de molares deciduos bilaterais

com les@es cariosas oclusais, foram incluidas no estudo. Apés a prepara-
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¢do da cavidade e aplicacdo do é&cido fosforico, a dentina foi tratada com
5 microlitros de clorexidina 2% (grupo experimental) ou agua deionizada
(grupo controle). Treze pares de dentes foram restaurados e foram cole-
tadas apos a esfoliagdo fisioldgica. Os periodos em fungéo oral apds a
restauracao foram divididos da seguinte forma: até 30 dias, e 1-5, 10-12 e
18-20 meses. Espécimes em forma de palitos com 0,81 milimetros? foram
obtidos e submetidos a testes de microtracdo. Uma reducéo significativa
da resisténcia adesiva foi observada no grupo controle a partir do periodo
de 1-5 meses (30,6%), entretanto no grupo experimental, esta diminui¢cédo
comecgou apenas 10-12 meses apos o periodo de funcéo (26,3%). Os au-
tores concluiram que o uso da clorexidina como coadjuvante na adesao
dentinaria ndo produziu qualquer efeito deletério para a resisténcia adesi-
va imediata e foi capaz de reduzir a taxa de degradacdo da camada hibri-

da, nos primeiros meses apods a restauragéo.

Osorio et al. (2011). As Metaloproteinases da matriz
dentinaria (MMPs) estdo envolvidas na degradagdo do coldgeno da
interface adesiva. Este estudo avaliou se a degradacéo do coladgeno pode
ser diminuida com a aplicacdo da clorexidina (CHX), apés diferentes
protocolo de desmineralizagdo da dentina. Dez terceiros molares higidos
foram extraidos e armazenados por uma semana. Um Disco de dentina
(0,75 = 0,08 mm de espessura), foi obtido a partir da porgcéo central de
cada coroa. Quatro fatias de dentina (0,75 mm x 0,75 mm x 5,0 mm)
foram obtidas a partir de cada disco, assim, 40 fatias de dentina estavam
disponiveis. A desmineralizacdo da dentina foi realizada com acido
fosforico (PA), EDTA ou mondmeros &cidos (Clearfil SE Bond e Xeno V).
As amostras foram armazenadas (por 24 h, 1 e 3 semanas), na presenga
ou auséncia de CHX. Em metade dos grupos, MMP-2 ativa foi
incorporada na solucéo de armazenamento. No final de cada periodo de
armazenamento, a quantidade de coldgeno do Tipo | foi verificado pelo
ensaio imunoenzimético tipo |. Os resultados mostraram que a

degradagédo do coldgeno foi maior no grupo PA e EDTA. A clorexidina
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reduziu a degradacdo do coldgeno nestes grupos apenas por 24 h.
Quando a dentina foi desmineralizada com Clearfil SE Bond ou V Xeno, a
degradacgéo do colageno foi reduzida em até 30%, mas a adigcdo de MMP-
2 exbégena aumentou a degradacéo do coldgeno. Nestes mesmo grupos,
o efeito inibitério da CHX nas MMPs, durou até 3 semanas. Os autores
concluiram que a CHX possui efeito inibidor da atividade de MMPs. A
degradagcdo do coldgeno por MMPs é menor na dentina tratada por
adesivos autocondicionantes, pois a infiltracdo de mondmero pode
exercer protecao ao colageno desmineralizado, provavelmente através da
imobilizagdo de MMPs.

Kim et al. (2011) realizaram um estudo com objetivo de
avaliar a influéncia de diferentes concentra¢des de clorexidina (CHX) no
processo de remineralizagdo e desmineralizagdo da dentina. Blocos de
dentina (2 mm x 7 mm x 0,9 m) foram desmineralizados em solugéo 0,2 M
de 4&cido formico. Quantidade de CHX foi mensurada num
espectrofotometro e em seguida os blocos de dentina foram embebidos
em solugcbes de CHX 0,02%, 0,2%, 2%, durante 1 min. A mudanga no
modulo de elasticidade dos blocos de dentina armazenada foi medida
inicialmente, 2, 4, e 6 semanas apés 0 armazenamento. Os aspectos
micromorfolégicos das amostras foram observadas no MEV, depois de 6
semanas de armazenamento. O grupo tratado com a concentragdo mais
elevada de CHX reduziu o modulo de elasticidade em 2 semanas e um
maior aumento foi verificado em 4 a 6 semanas. Amostras de dentina com
a CHX 0,2% e 2%, depositaram maior quantidade de minerais granulares
ao longo das fibras colagenas em comparacdo com o grupo 0,02% CHX.
A aplicagdo de 0,2% a 2% CHX, pareceu ser eficaz em promover a
remineralizagdo da dentina desmineralizada.

Stanislawczuk et al. (2011) avalaram o efeito do gel de a-
cido fosférico contendo CLX 2% e da solucdo aquosa de CLX 2%, na re-
sisténcia adesiva imediata e ap6s 2 anos, de dois tipos de sistemas ade-

sivos convencionais. Quarenta e dois terceiros molares tiveram a superfi-
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cie dentinaria exposta. Nos grupos controle as superficies foram condicio-
nadas com acido fosférico, sem CLX, lavadas, secas e rehidratadas com
adgua, e aplicados os sistemas adesivos Single Bond 2 (SB) e Pri-
me&Bond (PB). Nos grupos condicionados com &cido fosférico com CLX,
os adesivos foram aplicados da mesma forma que no grupo controle. Nos
grupos CLX, a reidratacdo apds condicionamento acido, foi feita com CLX
2% por 60 s. ApOs os tempos de armazenamento em agua destilada os
espécimes foram submetidos ao teste de microtragéo e os tipos de fratura
classificados em coesiva, adesiva ou mista. Apos 2 anos, houve uma re-
ducéo significativa nos valores de resistencia adesiva nos grupos contro-
les (p< 0,05), enquanto tanto nos grupos condicionados com acido fosfori-
co com CLX 2%, e nos reidratados com CLX 2% a interface adesiva per-
maneceu estavel. Os autores do estudo concluiram que a adi¢do de CLX
pode aumentar a durabilidade das restaracdes adesivas por estabilizar as
fibras colagenas da camada hibrida.

Em 2012 Lafuente avaliou o efeito da aplicagdo de CLX
2% na camada hibrida usando adesivos convencionais e auto-
condicionantes em dentes humanos, apds armazenamento em 4gua. Fo-
ram realizados preparos cavitério do tipo MO e OD com 1,0 mm de pare-
de de esmalte separando-as em 6 molares e 6 premolares. Os grupos
experimentais foram: G1- as cavidades mesiais foram condicionadas com
acido fosforico 37%, aplicagdo do sistema adesivo- Adper Single Bond 2
(SB2): e restauragéo adesiva; G2- nas cavidades distais foi aplicado CLX
2% por 30 s, apds condicionamento acido e remogéo do excesso antes da
aplicacéo do adesivo - Adper SE Plus. Todos os espécimes foram seccio-
nados mesio-distalmente e armazenados em &gua por 125 dias a 37 °C.
Apos o periodo de armazenamento, 0s espécimes tiveram sua interface
adesiva analisadas em MEV em duas varidveis: imagem clara da camada
hibrida em pelo menos 75% da extensédo da interface adesiva, e presenca
de tags resinosos nos tubulos dentinérios. Os espécimes tratados com

CLX apresentaram uma camada hibrida mais espessa. O sistema adesivo
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SB2 apresentou uma camada hibrida mais homogénea que o SEP. Am-
bos os sistemas adesivos nédo tratados com CLX, apresentaram uma ca-
mada hibrida com falhas ao longo da interface em metade das amostras.
Em 3 das amostras SB2 néo tratados com CLX ndo apresentavam tags
resinosos ou estes eram muito pequenos, 0 que NAo ocorreu com 0S es-
pécimes tratados com CLX. Os autores concluiram que o uso da CLX 2%,
antes da aplicacdo do sistema adesivo, reduziu a degradagao da camada
hibrida quando armazenados em agua, mas sem influenciar na formagéo
dos tags resinosos nos tabulos dentinarios.

Kato et al. (2012) avaliaram se a reducéao da degradacéo
da matriz organica desmineralizada (DOM) pelo tratamento com os
inibidores da protease (PI) com a hipdtese de a clorexidina ser eficaz
contra a perda da matriz organica da dentina. Fatias de dentina foram
desmineralizadas com &cido citrico 0,87 M, pH 2,3, por 36 h. Na
sequéncia, as amostras foram tratadas ou ndo, durante 1 min com géis
contendo 3-epigalocatequina galato (EGCG, 400 | iM), clorexidina (CLX,
0,012%), FeSO (4) (1 mM), NaF (1,23 %), ou nenhum composto ativo (P,
placebo). As amostras foram entdo armazenadas em saliva artificial (5
dias, 37 °C) com adicdo de colagenase (Clostridium histolyticum, 100 U /
mL). Foi avaliado por ensaio de hidroxiprolina (HYP) a degradacdo do
coldgeno (n= 5), e avaliaram a perda da matriz de dentina por
perfilometria (n= 12). Os resultados demonstraram que o tratamento com
0 gel contendo CLX, reduziu a degradacdo do colageno e também a
perda da matriz organica dentinaria. Os resultados deste estudo sugerem
que a clorexidina € capaz de prevenir a erosdo dentinaria devido a sua

capacidade de reduzir a degradacao da matriz organica desmineralizada.
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2.2.2 Acido hialurénico

Campo et al., em 2004, realizaram uma pesquisa com ob-
jetivo de avaliar os efeitos antioxidantes do HA no tratamento fibrose he-
pética. A fibrose hepética envolve interacdo com varios fatores, incluindo
espécies reativas ao oxigénio. Os glicosaminoglicanos (GAGs) que inclu-
em o &cido hialurénico (HA) e condroitina-4-sulfato (C4S) possuem pro-
priedades antioxidantes. Terapia com HA (25 mg/kg) foram administradas
diariamente durante 6 semanas. Os dados obtidos mostraram que essas
moléculas foram capazes de limitar a lesdo hepética cronica e fibrose he-
patica através do HA exercer mecanismo antioxidante.

Liao et al., em 2005, relataram que o HA possui a capaci-
dade de estabilizar as estruturas e de absorver choques. Atua como me-
diador de funcdes fisiolégicas através da interagdo com proteinas de liga-
¢ao e como receptores celular incluindo a morfogénese, a regeneragao,
cicatrizagédo e invasdo de tumor. A natureza Unica viscoelastica do &cido
hialurénico, juntamente com sua biocompatibilidade levou a sua utilizagéo
em varios tipos de cosméticos, e em aplicagbes médicas e farmacéuticas.

Halicka et al., em 2009, observaram que o acido hialurd-
nico protege o DNA das células dos danos causados pelos oxidantes en-
dégeno e exdégeno e também é capaz de atenuar o processo inflamatério.

Mendes et al. (2008) avaliaram os efeitos do &cido
hialurénico (AH) no processo de cicatrizagcdo 0ssea em dentes recém
extraidos. Imediatamente apés a extracdo dos molares superiores de
ratos, os alveolos da hemi arcada direita foi tratada com gel de 1% AH
(aproximadamente 0,1 ml), enquanto que os alveolos esquerdos foram
utilizados como controle (codgulo sanguineo). Os animais foram
sacrificados 2, 7 e 21 dias ap0ds e foi realizada a analise histoldgica e
morfométrica dos tercos apical e médio. A analise histoldgica mostrou que

o tratamento com AH induziu a deposicdo éssea resultando em uma
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matriz 6ssea mais organizado, aos 7 e 21 dias apos a extracdo do dente.
Além disso, 0 AH aumentou a quantidade de osso trabecular nos 7 e 21
dias apos a extracdo dos dentes (osso trabecular de 7 dias: 13,21 (HY);
2,58 (controle). Os autores concluiram que o AH acelera o processo de
cicatrizagdo em alveolos de dentes extraidos de ratos pois estimulam a
expressdo de proteinas osteogénicas.

Mendes et al. (2010) verificaram em seu estudo a
possibilidade do &cido hialurénico (AH) acelerar o reparo de defeitos
0sseos. No entanto, a estabilidade de formulacbes de AH fraco em
ambientes aquosos tem dificultado a sua vasta utilizagdo com isso a
hip6tese deste estudo era se a adicdo de nanotubos de carbono
(SWCNT) em AH (HY-SWCNT) resultaria em um hidrogel reforgado com
uma maior estabilidade. Para isso ratos foram submetidos a extragdo dos
molares e os alvéolos foram tratados com SWCNT (50-400 ug / mL) + 1%
de AH, ou carbopol (veiculo). Depois de sete dias apo0s a cirurgia, as
andlises histologica e morfométrica foram realizadas para avaliar a
formacdo de osso trabecular. A expressdo de coladgeno tipo | e Ill foi
determinada por imuno-histoquimica. Os autores observaram que o
tratamento com SWCNT néo alterou a deposicdo 6ssea. Em contraste, a
adicdo de &cido hialuronico 1% induziu um aumento acentuado na
formacéo de osso (AH:10,10 + 1,99%); controle:3,69 + 1,17%). Além disso,
o colageno tipo | aumentou com o tratamento com o AH.

Bogovic et al., em 2011, investigaram os efeitos do acido
hialurdnico na proliferacdo dos odontoblastos e fibroblastos e a possibili-
dade de utiliz4-lo como capeamento pulpar direto, comparando com hi-
dréxido de calcio e adesivo dentinario. Apds o sacrificio dos ratos, os
dentes foram imediatamente extraidos e seccionados transversalmente
através da polpa. Os cortes foram colocados em meio de cultura com cé-
lulas de soro bovino fetal a 10%. Durante duas semanas 0S espécimes
foram tratados com acido hialurénico, hidréxido de calcio e adesivo denti-

nario. A celularidade e a viabilidade dos fibroblastos e odontoblastos fo-
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ram analisados utilizando um hemocitometro. Em comparagéo com o gru-
po controle o nimero de células e a viabilidade de fibroblastos e odonto-
blastos foi maior na cultura tratada com &cido hialurdénico. Em contraste o
namero de células necrosadas foi menor também nesta cultura. Na anali-
se de viabilidade mostrou também ser menos toxico e mais biocompativel
com a polpa do que o adesivo dentinario e o hidroxido de calcio. Os resul-
tados deste estudo demonstraram alta eficiéncia terapéutica no tratamen-
to de capeamento pulpar utilizando &cido hialurénico.

Li et al. (2012), investigaram revestimentos com adi¢&o de
acido hialurdnico a 1% (AH) para melhorar a biocompatibilidade de liga-
mentos artificiais de polietileno tereftalato (PET). Os resultados deste
estudos in vitro demonstraram que o AH aumentou significamente a
adeséao celular, facilitou o crescimento celular , e suprimiu a expressao de
genes relacionados com a inflamag&o em relagdo a um enxerto controle.
In vivo os resultados experimentais em animais mostraram que este o HA
inibiu significativamente a infiltracdo de células inflamatérias e promoveu a
regeneracdo de um novo tecido. Além disso, a formagéo de colageno do
tipo | no grupo que utilizou AH foi muito maior do que no grupo de

controle.

2.2.3 Vitamina C

A vitamina C ou &cido ascoérbico (AA) é classificada como
vitamina hidrossoluvel e termolabil, destruida por temperaturas altas por
um periodo prolongado. Os seres humanos sdo incapazes de sintetizar o
AA, devido a auséncia da enzima gulonolactona oxidase, capaz de reali-
zar esta sintese a partir da glicose (Nelson D and Cox M 2000). O acido
ascorbico encontra-se predominantemente na sua forma ionizada, o as-

corbato (CsHsO) Atua como um antioxidante, sendo usado para transfor-
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mar os radicais livres de oxigénio em formas inertes (Welch et al., 1995)
e é essencial para a formacao das fibras coldgenas existentes em prati-
camente todos os tecidos do corpo humano, incluindo a dentina.

O AA é co-fator para duas enzimas férricas essenciais na
biossintese do colageno, a lisil e prolil hidroxilases (Pinnel et al., 1987).
Atua na prevencgdo da oxidagéo do ferro desta enzima, evitando sua auto-
inativagdo. Estas enzimas catalisam a hidroxilacdo dos residuos prolil e
lisil nos polipeptideos precursores do colageno, e essas modificagfes
pés-translacionais permitem a formacéo e estabilizacdo do coldgeno de
tripla hélice, e sua subsequente secrecdo no espaco extracelular como
procolageno (Pinnel et al., 1987). O procolageno é entéo transformado em
tropocolageno, (Chan et al., 1990). Dessa forma o AA promove a sintese
de uma trama coldgena madura e normal por meio da perfeita manuten-
¢éo da atividade das enzimas lisil e propil hidroxilases.

Blanck e Peterkofsky (1975) analisaram o estimulo cau-
sado pelo acido ascorbico em fibroblastos, na secre¢do de colageno de
acordo com o aumento da hidroxilagdo da prolina, ou seja, pela incorpo-
racdo da prolina na proteina colagena. A prolina estabiliza a configuragédo
helicoidal do coldgeno. A fim de produzir diferentes niveis de hidroxilagéo,
as células foram incubadas com diferentes concentra¢gdes de acido ascor-
bico. Relataram que o acido ascorbico estimulou tanto a hidroxilacdo da
prolina no colageno, como também sua secrecdo e afirmaram que a se-
crecdo de colageno torna-se diretamente proporcional a hidroxilacdo da
prolina.

Em 1988, Geesin et al., pesquisaram a influencia do acido
ascorbico no aumento do nivel de mRNA (RNA mensageiro) do Procola-
geno do Tipo | e do Tipo Il em fibroblastos da pele humana. Em culturas
de fibroblastos, a Vitamina C estimula a producéo de colageno, sem qual-
quer alteracdo na degradacdo intracelular do procolageno recém-
sintetizado. Para entender mais sobre este assunto, os autores mediram

os niveis mMRNA dos procoldgeno de tipo | e tipo lll em células tratadas
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com ascorbico acido. Observaram um aumento de 3 a 4 vezes na sintese
do colageno, que foi associado a 2 ou 3 vezes o aumento do nivel de
MRNA, de ambos os tipos de procolageno. Relataram que estes efeitos
estdo associados com o controle do acido ascérbico na translagéo, ligado
ao gene de transcri¢cdo do procolageno ou & degradacdo do mRNAs.

Nomoto et al. (2006) estudaram o efeito do acido ascorbi-
co sobre a resisténcia adesiva a dentina clareada. As superficies dentina-
rias de incisivos bovinos foram tratadas por 30 min com perdxido de car-
bamida a 10%, peroxido de hidrogénio a 30% ou agua destilada. Em se-
guida, foram submetidas a aplicagéo de acido ascorbico a 10% por 0, 30,
90 e 180 min. Apds o condicionamento com 4cido citrico e restauracé@o
com resina composta, 0os espécimes foram preparados para o teste de
microtrac@o e andlise em MEV. O clareamento reduziu a for¢a de adeséo
a dentina e promoveu uma grande oxidacéo superficial. O &cido ascorbico
aumentou a forca de adesé&o proporcionalmente ao tempo de aplicagéo.
Concluiu-se que o &cido ascorbico foi capaz de reverter a forca de adeséo
a dentina, apés o clareamento.

Muraguchi et al. (2007), avaliaram a ag¢do do tratamento
clareador e do &cido ascorbico (AA) sobre a resistenca adesiva (RA). To-
dos os grupos, com excegao do controle, receberam aplicagéo do AA a-
pds o procedimento clareador. A RA teve seus valores reduzidos apés o
clareamento porém restabelecida com a aplicacdo do AA. Com isso, 0s
autores concluiram que o 4cido ascorbico foi capaz de reverter a RA re-
duzida ap@s o tratamento clareador.

Turkun et al. (2009) avaliaram a influencia de diferentes
concentragdes (2,5%, 5% e 10%) do AA em gel, sobre a RA ao esmalte
que recebeu tratamento clareador com peréxido de carbamida a 10%.
Neste estudo os autores observaram que a aplicagéo do gel AA a 10% a
resisténcia adesiva do esmalte clareado foi superior quando comparada

com 0 grupo que nao recebeu o tratamento com AA. A concentracdo de
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10% AA foi a mais efetiva para restabelecer a ades&o apos o clareamen-
to.

Kimyai et al. (2010) investigaram o efeito do ascorbato de
sédio em gel ou solugdo, em dois periodos de tempo de aplicacéo, na re-
siténcia adesiva ao esmalte clareado com perdxido de carbamida. Para
isso, 72 premolares foram divididos em 6 grupo (n= 12) um controle e cin-
CO experimentais, que receberam o tratamento clareador com peréxido de
carbamida. O grupo dois foi realizado o procedimento adesivo imediata-
mente apés o clareamento. O grupo 3 e 4 foram clareados e em seguida
tratados com solugéo de AA por 10 min e 3 h, respectivamente, e entao
foi realizado o procedimento adesivo. Nos grupos 5 e 6 o AA em gel foi
aplicado da mesma forma que no grupo 3 e 4. Os resultados deste estudo
revelaram que ndo houve diferenca estatistica entre o gel e a solugéo do
AA, também verificarm que a resisténcia adesiva diminui apos o tratamen-
to clareador e que a resisténcia adesiva somente foi restabelecida com a
aplicacédo de 3 h da solucédo ou gel AA apds o clareamento com perdxido
de carbamida.

Soeno et al. (2008) investigaram a efichAcia de um
condicionador de dentina experimental consistindo de &cido ascorbico
(AA) e cloreto férrico (Fe), em termos de resisténcia adesiva, a hipétese
deste estudo era que o acido ascorbico agiria como agente antioxidante,
facilitando a polimerizagdo dos adesivos, resultando em melhora da
resisténcia adesiva. Cinco solugbes experimentais foram preparadas e
avaliadas: G1 - 10% de AA e 5% de Fe (10AA-5Fe), G2 - 10% de AA e Fe
0% (10AA-OFe); G3 - 0% de AA e 5% de Fe (OAA-5Fe); G4 - 10% de
acido citrico e 3% de cloreto férrico (10-3), e, G5 - 0% de AA e Fe 0%
(OAA-OFe). Foram utilizados 20 terceiros molares que tiveram a superficie
oclusal removida. As superficies dentinarias foram tratadas com cada uma
das solucbes experimentais e posteriormente realizados os testes de
microtragédo. Os melhores resultados de resisténcia adesiva foram obtidos

no grupo que foi tratado com acido ascorbico 10% e 5% de cloreto férrico.
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Celik et al. (2010) realizaram um estudo para avaliar 0s
efeitos do &cido ascorbico na resisténcia de unido de diferentes sistemas
adesivos, a dentina tratada com hipoclorito de sédio. Oitenta dentes
molares extraidos foram utilizados no estudo. As superficies vestibulares
de esmalte foram removida para se obter uma superficie plana na dentina.
Os dentes foram inseridos em resina autopolimerizavel e as superficies de
dentina foram irrigadas com NaOCI por 10 min. Metade das amostras foi
tratada com &acido ascorbico, durante 10 min. Os dentes foram
aleatoriamente divididos em quatro subgrupos de acordo com os sistemas
adesivos utilizados (Clearfil SE Bond, Clearfil Tri-S Bond, Adper Prompt-L-
Pop, Adper Single Bond 2). A resisténcia adesiva foi determinada com
uma maquina universal de ensaios, a uma velocidade de 0,5 mm / min.
Os dados foram analisados estatisticamente através d teste ANOVA a
dois fatores, com nivel de significancia de 0,05. Os resultados obtidos
revelaram que o efeito da aplicagdo de &cido ascorbico na resisténcia de
unido de sistemas adesivos, a dentina tratado com NaOCI, foi
estatisticamente significativa (P < 0,05). Os autores concluiram que a
aplicacéo do &cido ascorbico melhorou a resisténcia adesiva.

Erhardt et al., em 2011, realizaram um estudo com o ob-
jetivo de determinar o papel de um agente antioxidante (acido ascorbico-
AA), quando adicionado a formula de dois sistemas adesivo, na degrada-
¢ao da interface adesiva. Para isso, a dentina de 48 molares humanos foi
exposta e condicionada, em seguida foram aplicados os seguintes siste-
mas adesivos de acordo com as recomendacdes do fabricante: condicio-
namento total (Single Bond-SB) e um autocondicionante (Clearfil SE
Bond-CSE). Em metade dos espécimes de cada grupo foi aplicado o
mesmo sistema adesivo, porém com adicdo em sua formula de AA a 10%.
Apos aplicacdo dos sistemas adesivos, foi inserida de forma incremental a
resina composta, em seguida os espécimes foram seccionados em forma
de palitos (1,0 mm?), onde foram subdivididos em quatro grupos de acor-

do com a forma de armazenamento: (1) imersdo em agua por 24 h, (2)
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imersdo em &gua por 1 ano; (3) imersdo em agua por 4 anos, e (4) sofreu
desafio quimico (imersdo em NaOCI| 10% por 5 h). Os espécimes passa-
ram pelo teste de microtragdo (0,5 mm/min). Os dados obtidos foram ana-
lisados pelo teste estatistico de comparacdo mdltipla ANOVA (p <
0,05). Os espécimes também foram analisados em MEV. Apés 24 h, tanto
0 grupo SB quanto o CSE apresentaram resultados semelhantes inde-
pendentemente da incorporagdo AA. Ainclusdo de AA na formulagéo
CSE diminuiu a resisténcia adesiva ap6s um ano de armazenamento, po-
rém se manteve no grupo SB, o mesmo ocorreu apds quatro anos. O de-
safio quimico diminuiu a resisténcia adesiva para ambos os adesivos, mas
quando AA foi adicionado no grupo SB, esta reducgao foi significativamen-
te menor. Os autores concluiram que a inclusédo de AA na formula dos
sistemas adesivos exerce um papel protetor na degradagéo da interface
adesiva, quando adicionado no sistema SB, isso ocorreu devido a acao
inibitéria  das metaloproteinases que o0 acido ascoérbico pos-
sui. Observaram também que a durabilidade da resisténcia adesiva do
sistema adesivo CSE, pode ser comprometida pela adicdo de &cido as-
corbico.

E preconizado n&o realizar restauragbes adesiva
imediatamente apds os dente serem clareados sendo necessario periodo
de espera de uma semana. No entanto, o uso de antioxidantes, tais como
acido ascorbico, podem ser Uteis para evitar este periodo de espera. Com
isso Mazaheri et al. (2011) invetigaram a eficicia do &cido ascorbico 10%,
como um agente antioxidante, na resisténcia de unido de esmalte
clareado. Os resultados deste estudo mostraram que a aplicagcdo de
hidrogel 10% de acido ascérbico, previamente a restauracdo, apresentou
valores semelhantes a dentes que nao receberam clareamento, com

relacdo a resistencia adesiva.
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2.3 Nanoindentacéao

Desde o século passado, pesquisadores tém utilizado tes-
tes de resisténcia a dureza para avaliar o efeito de procedimentos capa-
zes de provocar alteragdes sobre as propriedades mecanicas das estrutu-
ras dentarias. Porém, nesta época, 0s instrumentos utilizados geralmente
provocavam uma distor¢do destrutiva nas superficies testadas. Com o
desenvolvimento de novas técnicas e instrumentais mais adequados, o
teste de nanodureza tornou-se um dos mais amplamente empregados na
atualidade.

Hodge, em 1936 definiu a dureza como a resisténcia de
um corpo para impedir que outro ocupe 0 mesmo espago em um mesmo
tempo. Basicamente, para os testes de dureza, é avaliada a resisténcia da
superficie a ser testada a penetracdo de uma substancia mais dura.

As medidas iniciais de dureza eram realizadas com gran-
des forgas e grandes indentadores que provocavam deformagdes em es-
cala milimétrica no material. Nos ensaios macroscopicos, 0s testes mais
utilizados para a obtencdo da dureza sao os testes Brinell e Rockwell, na
qual o valor da carga aplicada é bastante alto, deixando impressoes rela-
tivamente grandes.

Em 1900, Brinell divulgou o ensaio de dureza que consis-
te em aplicar uma forca “F” em penetradores esféricos de aco ou metal
duro (tungsténio), de didmetro conhecido “D”, sobre a superficie da amos-
tra, durante um tempo pré-determinado, produzindo uma impressdo em
formato de calota esférica permanente que possui uma profundidade “h”
(ABNT).

Outro teste de dureza macroscépica € de Rockwell criado
em 1922, que consiste em penetrar na superficie da amostra um cone de
diamante ou indentador esférico de aco endurecido. Nesse método, o en-

saio é realizado em etapas, ou seja, primeiro se aplica uma pré-carga,
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para garantir um contato firme entre o penetrador e a amostra, e depois
se aplica a carga do ensaio propriamente dito. A leitura do grau de dureza
é feita diretamente num mostrador acoplado & maquina de ensaio, de a-
cordo com uma escala predeterminada (ABNT).

Para se obter dados na dimensdo microscopica, 0s ensai-
os utilizam penetradores do tipo Vickers ou Knoop e cargas que variam de
1 of (0,01 N) e 1000 gf (10 N). O que diferencia estes testes € o tipo de
penetrador utilizado. Para visualizar as indentacdes realizadas nestes en-
saios a técnica da microscopia € utilizada.

Em 1925, Smith e Sandland desenvolveram o ensaio de
dureza Vickers, que utiliza o penetrador em formato piramidal com uma
base quadrada, onde suas faces estédo afastadas com um angulo de 136°.

O equipamento que faz o ensaio Vickers nédo fornece o
valor da area de impressao da piramide, mas permite obter, por meio de
um microscopio acoplado, as medidas das diagonais “d1” e “d2” formadas
pelos vértices opostos da base da piramide. Conhecendo as medidas das
diagonais e a sua média “d”, é possivel calcular a dureza Vickers (ABNT-
NBR)

Na técnica de Knoop o penetrador utilizado também é de
base piramidal, porém mais alongado que o penetrador Vickers, produzin-
do assim uma indentacéo rasa (Mccolm). Este teste é utilizado em materi-
ais frageis.

Utilizando o teste do tipo Koop, em 1958 Craig e Peyton,
avaliaram a dureza da dentina e do esmalte. Os dentes utilizados neste
estudo, foram embutidos e seccionados obtendo espécimes de 1 a 2
mm de espessura. Os espécimes foram submetidos ao teste de microdu-
reza utilizando carga de 50 g por 15 s. Os valores obtidos para o esmalte
humano e dentina foram de 343 + 3 KHN e 68 + 3 KHN, respectivamente.

Ogawa et al., em 1983, investigaram a dureza da camada
intermediaria entre a dentina saudavel e o tecido cariado, chamada ca-

mada transparente. Utilizaram cento e cinquenta molares cariados, que
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foram seccionados verticalmente no centro da les@o de cérie, resultando
em duas metades. As superficies seccionadas de 36 dentes foram sub-
metidas ao teste de dureza Knoop, aplicando carga de 50 g por 15 s. Em
todas as amostras, a dureza aumentou a partir da dentina préxima a ca-
mara pulpar até a camada transparente, em seguida o valor da dureza
caiu gradualmente através das camadas transparentes, tornando-se mais
baixa do que a dureza da dentina normal préxima a polpa.

Para relacionar dureza com o grau de polimerizagcdo da
resina, Dewald e Ferracane (1987), compararam diferentes técnicas de
avaliar a profundidade de polimerizagdo das resinas fotoativadas. Este
estudo foi composto de duas partes. Na primeira parte foi utilizado um
molde de aluminio cilindrico de 5 mm de didmetro. Para produzir espéci-
me em Varias alturas, os cilindros possuiam 1 mm, 2 mm, 3 mm, 4 mme 5
mm de espessura. As resinas foram inseridas nestes moldes e sobre es-
tes, foi colocado uma tira matriz de plastico e uma lamina de vidro con-
tendo uma fina camada de adesivo entre eles, e outra tira matriz cobriu a
parte superior do molde. As amostras (n = 5) foram entdo colocadas em
uma camara escura e fotoplimerizadas por 40 s a uma distancia de 1
mm. O grau de conversao de carbono de ligagdes duplas para carbonos
de ligagdo Unica foi analisado pela Espectroscopia Infravermelha (IR). O
grau de conversdo da resina na parte inferior do molde é assumido ser
proporcional ao nivel de conversdo do carbono a essa profundidade. A
andlise IR revelou a porcentagem de carbono de ligacdo dupla (1640 cm-
1) presentes na resina antes e ap6s a polimerizagdo. Na segunda parte
do estudo foi avaliada a dureza da resina composta em diferentes profun-
didades da amostra fotopolimerizada em moldes de aluminio (5 mm de
diametro x 5 mm de altura). Os moldes foram preenchidos por cada uma
das resinas compostas, coberta por uma tira de matriz, e entdo fotopoli-
merizadas por 40 s. As amostras (n = 5 por composto) foram removidas
dos moldes e deixadas em camara escura por 24 h a 37° para polimeriza-

¢éo final. As amostras foram embutidas e seccionadas no seu longo eixo,
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onde se obteve duas metades. Apos o polimento, cada amostra foi obser-
vada por um stero-microscopio e determinou-se a parte do material ndo
polimerizado, que foi descartado. Entdo foi medida a dureza do material
nas profundidades 1, 2, 3, 4, 5 mm ao longo da superficie. O teste de du-
reza Knoop foi repetido duas vezes em cada profundidade. Os resultados
obtidos foram comparados com o grau de conversédo. Desta forma, o grau
de conversao para cada resina especifica poderia estar associado com a
profundidade de polimerizagcdo determinada por valores de dureza. Os
autores concluiram que com o aumento da profundidade da resina, menor
foi o grau de conversdo e dureza da resina composta. Assim a dureza
Knoop obteve uma boa correlagéo com grau de conversao.

Entretanto com o passar do tempo, as escalas de medida
foram se tornando cada vez menores e 0s métodos para aplicar e medir
forgcas mais sensiveis, permitindo aplicacdo de pequenas forgas resultan-
do em deformagdes no material em escala nanométrica, chamando os
testes agora de nanoindentagéo.

Entre os primeiros a aplicar a técnica nanoindentacdo na
odontologia foi Van Meerbeek et al. (1993). Os autores avaliaram a dure-
za e modulo de Young das sucessivas camadas da interface resi-
na/dentina através da nanoindentacdo de quatro sistemas adesivos dis-
poniveis comercialmente, na qual dois foram também aplicados diferentes
agentes condicionantes. Terceiros molares humanos extraidos foram sec-
cionados em discos de dentina de 1 a 1,5 mm de espessura. Os sistemas
adesivos foram aplicados sobre a superficie de acordo com as recomen-
dacdes dos fabricantes, exceto dois que utilizaram acido fosférico por 60s,
para aumentar a zona de difusdo na interface. ApGs a polimerizacao foi
aplicada a resina composta de baixa viscosidade. Em seguida as amos-
tras foram seccioandas perpendicularmente a interface adesiva. Para faci-
litar o teste de nanoindentacdo da interface os dentes foram embutidos
em resina epoxica quimicamente polimerizavel e polidos por meio de lixas

de 600, 1200 e 4000 de granulagéo e disco de feltro com suspensoes di-
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amantadas de 3 e 1 y. Os residuos do polimento e pastas foram ultrasso-
nicamente removidas por 5 min cada. Pelo menos dois espécimes foram
preparados por grupo. Indentacgdes triangulares foram realizadas dentro
de uma pequena &rea com poucos micrometros de didmetro com peque-
nas cargas. A dureza da interface adesiva foi significativamente menor
que da dentina inalterada. Um gradiente de modulo de elasticidade foi
observado da dentina em direcdo a camada adesiva. Os autores conclui-
ram que a interface além de fornecer adeséo adequada, também possui
uma caracteristica elastica e flexibilidade que contribui para conservar
esta unido. Este estudo demonstrou um grau de elasticidade através da
interface, validando assim o conceito de cavidades elasticas.

Kinney et al. (1996), utilizou a nanoindentagéo para medir
o0 modulo de elasticidade da dentina intertubular e peritubular. Duas fatias
de dentina, de aproximadamente 1 mm de espessura foram removidas
paralelamente & superficie oclusal de cada dente. Uma foi removida pro-
xima a juncdo amelo-dentinéria e a outra proxima da polpa. A dureza da
dentina intertubular n&o totalmente hidratada ndo foi dependente da loca-
lizag&o e variou de 2,23 a 2,54 GPa. A dureza intertubular foi de 0,49-0,52
GPa perto da jungdo amelo-dentinério, perto da polpa variou de 0,12-0,18
GPa. O md6dulo de elasticidade da dentina peritubular foi de 29,8 GPa e
na dentina intertubular os valores variaram de 17,7 a 21,1 GPa. Desde
entdo, nanoindentacdo tornou-se uma técnica comum para a determina-
cdo das propriedades mecéanicas e caracteristicas estruturais de tecidos
biolégicos duros.

Em 2000, Mahoney et al., afirmaram que a informacé&o
bésica sobre as propriedades mecéanicas e os efeitos da carga sobre o
tecido duro dental é importante para o desenvolvimento bem sucedido
dos materiais dentérios. Para isso realizaram um estudo avaliando a du-
reza e modulo de elasticidade do esmalte e da dentina de molares. Utiliza-
ram primeiros molares deciduos superiores que foram seccionados, fixa-

dos em resina e polidos. Trinta indentagdes foram feitas em esmalte e
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dentina usando um indentador Berkovitch, 15 destas nanoindentacdes
estavam sujeitas a uma carga de 50 mN e as outras a uma carga de 150
mN. Um sistema computadorizado automatico converteu cada penetragdo
a um grafico for¢a/profundidade, partir da qual os valores médios para a
dureza e modulo de elasticidade foram calculados. O resultado obtido pa-
ra esmalte tinha uma dureza média de 4,88 + 0,35 GPa enquanto que a
dureza da dentina foi de 0,92 + 0,11 GPa. O mddulo elastico para o es-
malte foi 80,35 + 7,71 GPa e da dentina foi 19,89 + 1,92 GPa. Em geral, a
elasticidade da estrutura dental aumentou com o aumento da dureza. Os
autores concluiram que a nanoindentacdo oferece um método simples e
reprodutivel de medir as propriedades mecéanicas basicas de pequenas
amostras de esmalte e dentina

Urabe et al. (2000), determinaram as propriedades fisicas
entre esmalte e dentina na juncdo amelo/dentinéria (JED). A JED é a Uni-
ca interface biolégica entre um tecido muito duro (esmalte) e um macio
(dentina). O teste de resisténcia a tracao da regido JED de dentes huma-
nos e bovinos foram medidos através de um teste de microtracao, e a na-
nodureza e médulo de Young do esmalte profundo e a dentina superficial
de dentes humanos foram medidos através de um nanoindentador. A mé-
dia de ruptura a resisténcia a tracdo da regido JED de dentes bovinos e
humanos foram 47,7 MPa e 51,5 MPa, respectivamente. A nanodureza e
maodulo de Young da regido JED foram de 2,37 GPa e 53,18 GPa respec-
tivamente. Os autores concluiram que a JED apresentaram valores inter-
mediarios ao esmalte e dentina.

Utilizando a tecnologia da nanoindentacdo Marshall et al.,,
em 2001, testaram a hipdtese que a zona transparente da dentina cariada
ndo aumenta a dureza (H) e o moédulo de elasticidade (E). Oito molares
cariados e trés néo cariados, para controle, foram utilizados. Nos dentes
cariados foram realizados secgbes com espessura de 1 a 2 mm na regiao
de interesse. As indentagdes na dentina foram feitas em intervalos a partir

da polpa através da camada afetada. Os valores da dentina aumentaram
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ligeiramente perto da polpa para a zona transparente (E 20,6 = 2,2 GPa,;
H 1,0 £ 0,1 GPa), em seguida, manteve-se constante ou diminuiu ligeira-
mente através da dentina transparente (E 18,3 GPa; H 0,8 GPa) confir-
mando a hipotese.

Para diferenciar as pontas utilizadas na nanoindentagéo,
Poolthong et al. (2001) determinaram o médulo de elasticidade (E), dure-
za (H) da dentina. Trés pontas indentadoras esférica com raio de 20,5e 1
um foram utilizados e ciclos parciais de carga/descarga foram repeti-
dos. Cada ciclo forneceu os valores de modulo de elasticidade e de dure-
za. Os resultados foram comparados com aqueles determinados pelo in-
dentador piramidal convencional (técnica de indentacdo Berkovitch). Os
valores E obtidos com as trés pontas esféricas ndo foram estatisticamente
significantes, de acordo com o raio 20 € 5 ym, com valores de 19.5-20.9
GPa e o indentador com raio de 1 um foi capaz de fornecer E da dentina
peritubular (28.0 GPa) e intertubular (14.9 GPa). A média de valores de
dureza da ponta Berkovich foi semelhante & média de valores obtidos com
a ponta esférica de 5 ym e significamente diferente dos indentadores de
20e 1 um.

O tecido mineralizado da dentina intertubular é composto
por coldgeno e mineral que determina importantes varia¢cdes locais nas
propriedades mecanicas. Tesch et al. (2001) realizaram testes para anali-
sar correlagdes entre as propriedades mecéanicas e densidade, tamanho e
cristalinidade das particulas minerais. Imagens a partir da mesma amostra
foram coletadas com microespectroscopia de infravermelho por transmis-
sdo transformada de Fourier (FTIR-RM), espalhamento de raios X a baixo
angulo (SAXS), imagem quantitativas de elétrons retroespalhados (qBElI),
e Nanoindentagdo. Dureza e médulo de elasticidade diminuiram na jun-
¢cdo esmalte/dentina (JED). Em uma andlise de correlacdo, o teor de mi-
nerais e a espessura dos cristais de minerais foram encontrados como 0s

melhores indicadores de dureza.
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Schulze et al., em 2005, testaram a hipotese que o siste-
ma autocondicionante (Clearfil SE Bond, CSE) é menos sensivel a varia-
¢do de umidade da superficie do que o sistema adesivo convencional de
2 passos (Single Bond, SB). Dezoito molares livres de cérie foram seccio-
nados horizontalmente obtendo uma fatia de 2,5 mm de espessura da
porcdo media da coroa. Trés condi¢des diferentes de umidade de superfi-
cie (muito Umida,W; seca, D; visivelmente umido, N) foram realizadas an-
tes da aplicagcdo do sistema adesivo. Uma secgdo transversal de cada
amostra foi analisada com linhas de nanoindentagdo perpendicular & in-
terface adesiva. Um conjunto adicional de amostras foram analisadas em
microscopia eletronica de varredura para verificar a espessura da camada
hibrida e determinar se as indentacfes foram realizadas no interior da
camada hibrida. As nanoindentacdes revelaram diferencas significativas
no modulo de elasticidade (E) e dureza (H) para a camada hibrida compa-
rando SBN, E = 2,7+1,6; H = 0,24+0,1 GPa com SBD, E = 0,9+0,7 ; H =
0,07%0,05 GPa, respectivamente, enquanto CSE ndo mostraram diferen-
¢as entre os grupos. Uma zona desmineralizada abaixo da camada hibri-
da foi encontrada para SBD. A camada hibrida foi maior para CSED e
SBD. Em concluséo, CSE apresentaram nenhuma alteracéo significativa
das propriedades mecéanicas da camada hibrida (E, H) em diferentes con-
dicdes de hidratagdo, enquanto SB apresentaram diferengas significati-
vas, especialmente apds a secagem.

He et al., em 2006, utilizaram a nanoindentagéo para de-
terminar o modulo de elasticidade do esmalte humano. O modulo de elas-
ticidade e dureza versus profundidade de penetragéo foi determinado. A
partir dos dados, o médulo de elasticidade mostrou dependéncia da car-
ga. As amostras foram fotografadas com um MEV para investigar os da-
nos superficiais. Utilizando esta técnica, as propriedades mecénicas do
esmalte foram investigadas em dire¢cOes paralelas e perpendiculares aos

prismas. Os autores concluiram que o modulo elasticidade do esmalte é
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influenciada pelos prismas, e a superficie superior € mais dura e tem mai-
or estresse a resposta e a tensao.

O modulo de elasticidade das resinas foi avaliado por Ma-
souras et al. (2008) que realizaram um estudo para determinar o médulo
de Young (E) de uma série de modelos de resina odontolégica utilizando
a nanoindentacéo, e para examinar como E é influenciado por diferencas
no tamanho e forma das cargas. Foram investigados materiais com dife-
rentes cargas variando nos tamanhos e formas, com um preenchimento
volume-fracdo constantes. Espécimes em forma de disco (12 mm x 2 mm)
para cada material, foram embutidos em resina de poliestireno e monta-
dos em anel fenilico. Posteriormente foram polidos mecanicamente e tes-
tadas, em um nanoindentador. Foram utilizados para a analise estatistica,
ANOVA um-fator e teste Bonferroni com nivel de significancia p<0,05. A-
nélise de regresséo e correlagédo foram realizadas para determinar possi-
vel correlacdo em moédulo de Young e o tamanho da carga. O resultado
de E variaram de 9,31 a 12,54 GPa para cargas esféricas e de 14,09 a
17,03 GPa para cargas irregulares. Diferengas estatisticamente significati-
va foram encontradas entre os grupos. Para os materiais testados com a
fracdo de volume constante, o tamanho da carga das resinas compostas
parecia ser um fator de ajuste para a determinagdo do médulo de Young.
Tamanhos maiores de cargas tendem a tornar o material mais rigido. Par-
ticulas de carga Irregulares resultaram em maiores valores no médulo de
elasticidade.

A literatura tem relatado que a resisténcia adesiva da den-
tina € alterada pelo lazer. Aizawa et al. (2008) avaliaram a nanodureza da
interface entre resina e dentina que foi irradiada pelo laser Er:YAG. Trés
configuracdes de laser foram avaliadas no mesmo nivel de energia (apro-
ximadamente 1.0W): 100 mJ/pulso-10 pps (100-10), 50 mJ/pulso-20 pps
(50-20), and 33 mJ/pulso-30 pps. Doze dentes bovinos foram limpos e
seccionados na cervical. A parte coronaria foi desgastada com lixas

d’agua (180-, 400-, e 600 de granulacdo) para preparar a dentina. Os den-
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tes foram aleatoriamente divididos em quatros grupos com trés dentes
cada. Nove dentes foram irradiados por laser e trés néo receberam irradi-
acdo (Grupo Controle). Na sequéncia as superficies da dentina foram
condicionadas com solucdo de &cido citrico a 10 % + cloreto férrico a 3 %
por 15 s, lavadas com 4gua destilada e secas. Posteriormente foi aplicado
o sistema adesivo 4-META/MMA-TBB (Super-Bond C&B, Sun Medical).
Os espécimes foram armazenados por 24 h & 37 °C, apoés este periodo o0s
dentes foram seccionados verticalmente. As superficies seccionadas fo-
ram embutidas em resina acrilica. Ap6s um dia as superficies foram poli-
das com lixas d’agua com granulagcdo 1200 e finalizadas com pasta de
diamante de 0,5 y de didmetro. A nanodureza da interface adesiva dos
espécimes foi mensurada com o auxilio do nanoindentador (ENT-1100a;
Elionix, Tokyo, Japan). As mensuragdes foram feitas a partir de 40 ym de
distancia da interface adesiva seguindo em dire¢do a resina. O intervalo
de cada indentacao foi de 5 p na vertical, e 10 um na horizontal ao longo
da interface e foram realizadas trés linhas de indentacéo por espécime. A
carga teste foi de 100 mgf na velocidade de 0.01 mgf/msec. Os dados
obtidos a partir de 9 indentagbes por linha (3 linhas de indentacdes X 3
espécime) foram realizados na resina, camada hibrida e dentina e estatis-
ticamente analisadas pelo teste ANOVA um fator e dois fatores e teste de
Fisher. Amostras de cada grupo também foram analisadas em MEV para
verificar a espessura da camada hibrida. As interfaces resina/adesiva do
grupo controle mostraram o menor nivel de dureza, o que aumentou gra-
dualmente a partir do topo da camada hibrida em direcdo a dentina. No
grupo controle os valores da dureza foi maior que nos grupos irradiados
com laser. Na analise em MEV foi observado no grupo controle trés ca-
madas na interface: a camada de adesivo, camada hibrida de 3-5 ym de
espessura e a dentina subjacente. No grupo irradiado com laser a interfa-
ce foi composta por quatro camadas: adesivo, camada hibrida, dentina
afetada por laser e dentina subjacente. A camada hibrida e a camada afe-

tada pelo laser apresentaram 5 ym e 15 ym de espessura, respectiva-
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mente, e ambas foram claramente visivel. Os autores concluiram que a
camada hibrida foi afetada pelo laser.

As modificagcdes da superficie de esmalte ocasionadas
por bebidas citricas foram avaliadas por Machado et al. (2008), que anali-
saram a nanodureza, mddulo de elasticidade e rugosidade superficial do
esmalte dental humano. O esmalte dental humano foram divididos em 3
grupos de acordo com o tipo de bebida utilizada: bebida gaseificada, suco
de laranja e agua (controle). A rugosidade superficial foi avaliada utilizan-
do um perfilometro, e a nanodureza e o médulo elasticidade foram regis-
trados por um nanoindentador. O pH das bebidas foi medido antes e apés
0 contato citrico durante 5 semanas. Os refrigerantes causaram uma di-
minuicao significativa na nanodureza e no médulo eléstico. Suco de laran-
ja mostrou uma tendéncia semelhante, mas, surpreendentemente, tinha
menos efeito sobre a dureza, médulo elastico e rugosidade do esmalte do
que as bebidas gaseificadas.

Pongprueksa et al., em 2008, avaliaram os médulos elas-
ticos da interface resina/dentina utilizando varios tipos de adesivos. Foram
utilizados pré-molares livres de carie, recém-extraidos. Os dentes foram
limpos com pedra pomes e estocados com solucdo de timol 0,1% a 4°C.
Cavidades do tipo classe V foram preparadas na face vestibular utilizando
brocas cilindricas, a margem oclusal ficou em esmalte e a margem gengi-
val no cemento. Os dentes foram distribuidos em 4 grupos de 10 dentes,
de acordo com o procedimento restaurador. Grupo 1) &cido fosférico 35%
por 15 s, seguida da aplicacdo de duas camadas de adesivo (Adper™
Single Bond, 3M EPSE, MN, USA) e aplicacdo de resina composta (Fil-
tek™ 7250, 3M EPSE, MN, USA) na cavidade. Grupo 2) igual grupo 1,
exceto o adesivo (Adper ™ Single Bond 2, 3M EpsE, MN, E.U.A.). Grupo
3) o procedimento adesivo foi realizada da mesma forma como descrito
anteriormente no Grupo 1. Mas antes da resina composta, foi aplicada
uma resina flow (Filtek ™ Flow, 3M Epsk, MN, EUA), em seguida, a cavi-

dade foi restaurada com a resina composta como mencionado anterior-
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mente no Grupo 1. Grupo 4) Os procedimentos restauradores foram reali-
zados conforme descrito anteriormente no Grupo 3, com excec¢ao do a-
gente adesivo que foi utilizado (Adper ™ Single Bond 2, 3M EpsE, MN,
EUA). Em seguida os dentes foram seccionados no sentido vestibulo-
lingual embutidos em resina acrilica. Os espécimes foram polidos e ane-
xados ao equipamento de nanodureza (ENT-1100, Elionix, Toquio, Jap&o)
para medir o médulo de elasticidade, foi utilizada carga de 5000 mgf na
dentina, adesivo e resina composta e carga de 1000 mgf na camada hi-
brida em condicdo seca. Mddulos de elasticidade foram calculados e re-
gistrados em MPa por um computador ligado ao equipamento, 30 inden-
tacbes foram realizadas em cada grupo. Os modulos elasticos foram
25,111 MPa para a dentina; 12.243 MPa para a camada hibrida de Adper
™ Single Bond, 11.765 MPa para a camada hibrida de Adper ™ Single
Bond 2; para a camada adesiva do Adper ™ Single Bond foi de 7,595
MPa e 8,430 MPa para Adper ™ Single Bond 2; 13,543 MPa para Filtek
™ Flow e 24.494 MPa para a resina composta Filtek ™ Z250. A anélise
estatistica demonstrou que os médulos elasticos foram significativamente
diferentes entre as camadas (p < 0,05), exceto entre as camadas hibridas
dos adesivos (p = 1,0). O mdédulo de elasticidade da interface resi-
na/dentina, camada hibrida, camada adesiva, foi menor do que a dentina
e a resina composta. A aplicagdo do adesivo flow ndo aumentou o médu-
lo de elasticidade da camada hibrida, quando comparadas com os outros
grupos.

A compreenséo das propriedades mecéanicas da dentina
muito importante para o diagndstico clinico e na avaliagdo dos materiais
dentarios quando se considera estética e longevidade. Com este objetivo
Inoue et al. (2009) investigaram a dureza e mddulo de Young da dentina
intertubular. Dez dentes bovinos foram utilizados, cada dente foi seccio-
nado em seu longo eixo obtendo fatias do dente com espessura de 3 mm,
cada espécime possuia a borda incisal e o &pice da raiz. Em seguida, as

fatias foram seccionadas em por¢do coronéria e porcdo radicular. Cada
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porcao foi embutida em resina acrilica. A dureza e o médulo de Young da
dentina intertubular coronaria e radicular foram avaliados através do teste
de nanoindentacdo (DUH-W201, Shimadzu Corp, Kyoto, Japdo) que tinha
acoplada uma ponta do tipo Berkovich. A temperatura ambiente foi manti-
da em 26 £ 0,5 °C. O penetrador, entdo se aproximou da amostra a uma
velocidade de 1 mN/s. A dureza foi medida utilizando uma forca de até 5
mN para criar uma indentacdo superficial sobre a superficie da amostra.
Depois do contato estabelecido, a presséo se manteve constante por 5 s.
A média de valores da dureza e médulo de Young foi comparada estatisti-
camente por ANOVA um fator e teste de Fisher PLSD. A dureza da denti-
na intertubular coronéria foi de 0,81 + 0,05 GPa e da dentina radicular foi
de 0,55 + 0,02 GPa. O mdédulo de elasticidade da dentina intertubular co-
ronéria foi de 26,60 + 2,19 GPa e da dentina radicular foi de 20,89 + 1,10
GPa. Os resultados deste estudo revelaram que a dureza e médulo de
Young da dentina intertubular coronaria foram superiores aos da dentina
intertubular radicular. Neste mesmo estudo foram realizados testes de
andlise elementar que concluiu haver um maior teor de Ca na dentina co-
ronaria quando comparado com a dentina radicular. Este resultado con-
firmou que o conteddo mineral contribui para propriedade mecénica da
dentina.

Higashi et al., em 2009, avaliaram as propriedades meca-
nicas da interface resina/dentina de adesivos em véarias formas de aplica-
cdo. Foi utilizado um adesivo a base de agua/etanol (Adper Single Bond
Plus [PAS]) e um sistema & base acetona (One Step Plus [OPS]), aplica-
dos sob diferentes condi¢cdes de umidade e métodos de aplicacdo. Vinte e
quatro molares humanos foram utilizados, suas superficies foram desgas-
tadas até obter uma superficie plana de dentina superficial. O condicio-
namento acido da superficie oclusal foi realizado com o respectivo acido
dos diferentes sistemas adesivos. Diferentemente das recomendacdes
dos fabricantes, a superficie foi lavada e seca com jato de ar para colapso

das fibras coldgenas. Sobre a superficie seca (S) ou reumedecida (U), os
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adesivos foram aplicados na forma ativa (AA) e inativa (A). Apés a polime-
rizacdo dos adesivos foi inserida a resina composta de forma incremental.
Ao término, os espécimes foram armazenados em agua destilada (37°C
por 24). Os espécimes foram seccionados perpendicularmente a interface
resina-dentina para obtencdo de 1,5 mm de espessura, que foram embu-
tidos e polidos antes do teste. No total foram utilizados 3 dentes por con-
dicdo experimental. Estudos pilotos determinaram os procedimentos ade-
quados e necessarios para realizagdo dos ensaios de nanoindentacao.
NanoindentagOes foram feitas em atmosfera e temperatura ambiente (24
°C), utilizando uma ponta do tipo Berkovich, em amostras que foram man-
tidas secas no momento do teste. Foram mensuradas a dureza (D) e o
maodulo de elasticidade (E) da resina composta, adesivo, camada hibrida
e a dentina. Os valores da D e E (GPa) do sistema adesivo e camada hi-
brida foram submetidos a uma andlise de variancia de trés fatores e ao
teste de comparagdo mdultipla de Tukey (alfa=0,05). A média e desvio pa-
dréo dos valores de dureza e modulo de elasticidade da resina composta
foram (1,02 £ 0,07) e (14,94 + 0,67), respectivamente. Na dentina, a dure-
za foi (0,69 % 0,10) e 0o médulo de elasticidade (17,94 + 1,84). Na camada
de adesivo, os maiores valores de dureza (0,38 + 0,06) e modulo de elas-
ticidade (6,93 = 0,93) do SB foram obtidos no grupo U. Nesta mesma re-
gido, o modulo de elasticidade do OPS (5,91 + 1,12) foi menor para o gru-
po AA. Na regido da camada hibrida, a dureza de ambos os sistemas a-
desivos foi maior no grupo AA. No grupo S os maiores valores de dureza
(0,47 £ 0,24) e modulo de elasticidade (10,98 + 4,65) da camada hibrida
foram obtidos com o AA. Os autores concluiram que a aplicagdo ativa de
ambos os sistemas adesivos em substrato seco, resultou nos maiores
valores de dureza e médulo de elasticidade na regido da camada hibrida
e a umidade dentinaria influenciou positivamente nos valores de dureza e
maodulo de elasticidade do sistema adesivo Adper Single Bond Plus 2 na

regido da camada adesiva.
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Com o objetivo de conhecer as propriedades da camada
hibrida, Hosoya et al. (2010) avaliaram a qualidade da interface da denti-
na cariada e dentina ndo cariada de dentes deciduos utilizando adesivo
autocondicionante de passo Unico. Dezesseis dentes (8 cariados e 8 ndo
cariados) foram utilizados. Para os dentes nédo cariados a superficie oclu-
sal foi desgastada com broca diamantada, a dentina cariada foi evidenci-
ada com detector de carie (cérie Check) e removida. Foi aplicado sobre a
dentina o adesivo autocondicionante de passo Unico (Bond Force, Toku-
yama Dental). A superficie foi restaurada utilizando resina composta de
baixa viscosidade (Protect Liner F, Kuraray Medical Inc.). Os dentes foram
armazenados em 4gua destilada por 24 h. Os dentes n&o cariados foram
seccionados vestibulo-lingualmente, paralelo ao eixo longitudinal dos den-
tes e ao longo do centro da superficie oclusal. Os dentes cariados foram
também seccionados, 0s que possuiam caries oclusais no sentido vesti-
bulo-lingual e mésio-distais nos dente que possuiam caries proximais. Em
seguida, os espécimes foram armazenadas a 4 °C, com 100% de umida-
de por 2 - 4 dias até o teste de nanoindentacdo. Para determinar a dureza
(H) e médulo de Young (Y), da interface resina-dentina foi utilizado um
equipamento de nanoindenta¢do (ENT-1100A, Elionix Co., Téquio, Jap&o)
com uma camara de temperatura de 26 °C. As indentagbes foram feitas
em intervalos de 10 ym ao longo de toda a interface resina/dentina. A-
mostras similares foram examinadas com SEM/EDX, e TEM para avaliar a
microinfiltragdo. Na comparacéo dos valores de H e Y entre a dentina in-
terfacial e a dentina mineralizada, nenhuma diferenga significativa foi ob-
servada na dentina cariada, entretanto, os valores da dentina interfacial
foram significativamente inferior em dentina saudavel. O valor de H da
dentina interfacial do dente n&o cariado foi significativamente menor que o
dente cariado. O teor de Ca na dentina cariada foi significamente maior
que o dente ndo cariado. Nao houve diferenga significativa dos valores de
Y da dentina interfacial dos dois substratos. Tanto para dentina ndo caria-

da e dentina cariada, TEM revelou depdsitos de prata na dentina interfa-



75

cial e camada adesiva. No entanto, o contetdo Ca e P da camada adesi-
va em 10 ym acima da superficie da dentina foram os mesmos presentes
na dentina interfacial. Os autores concluiram que para ambos os dentes,
cariado e néo cariado, o Bond Force n&o diminui a microinfiltracdo e a
dureza foi maior na interface de dentes cariados.

Dos Santos et al., em 2011 avaliaram as propriedade me-
canicas, nanodureza (H) e médulo de elasticidade (Er) da interface adesi-
va que receberam tratamento dentinario. A pouca longevidade das restau-
racOes sdo geralmente atribuidas & degradacdo dos componentes da in-
terface dentina/resina. Biomodificagdo da dentina por meio de agentes
bioativos podem melhorar a qualidade e a durabilidade da interface adesi-
va. As propriedade mecanicas foram avaliadas em 24 h, 3 e 6 meses a-
pdés o procedimento restaurador. Superficies da dentina desmineralizada
foram biomodificadas com glutaraldeido 5% (GD) ou extrato de semente
de 6,5% de uva (GSE) antes da aplicacdo dos sistemas adesivos e resina
composta. As medidas de nanodureza e médulo de elasticidade dos com-
ponentes da interface adesiva mostraram um aumento aumentaram a Er
e H da dentina apds 3 e 6 meses quando comparados com o grupo con-
trole que ndo recebeu tratamento dentinario. A propriedades mecéani-
cas das camadas adesivas e hibridas diminuiram com o tempo. Com isso
0s autores concluiram que o tratamento dentinario com GD e GSE podem
melhorar as propriedade mecanicas na interface ao longo do tempo con-

tribuindo assim para o aumento da longevidade da interface adesiva.



3 PROPOSICAO

O objetvo deste estudo foi analisar “in vitro” a influéncia
da Clorexidina, Acido Hialurdnico e Vitamina C, aplicados apés o condi-
cionamento Acido da dentina, quanto a unido adesiva em dois peridos: 24
h e 6 meses de armazenamento, empregando o teste de microtracao; e
as propriedades mecéanicas da camada hibrida (nanodureza e médulo de

elasticidade) pela técnica da nanondentac&o.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais empregados

Os materiais utilizados neste estudo e respectivas carac-

teristicas, sdo apresentados no Quadro 1 e Figura 1.

Quadro 1 - Materiais, composic0es e fabricantes

Bis-GMA, HEMA, diuretano dimeta-
Adpter  Single | crilato, copolimero do &cido polial- | (3M, St. Paul,
Bond 2 cendico, canforoquinona, agua, eta- | MN, USA)

nol e glicerol 1.3 dimetacrilato

Filtek Z250 Bis-GMA, UDMA, Bis-HEMA, (3M, St. Paul,
Zirconia/Silica 60% (0,01 a 3,5 um). | MN, USA)

Figural— A) Sistema adesivo Adper Single Bond; B) Resina composta Filtek Z250.
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4.2 Preparo dos espécimes

Para este estudo foram utilizados 96 dentes bovinos re-
cém-extraidos, limpos e armazenados em solucéo de timol 1% e em free-
zer a -18 °C / 28 dias. As raizes foram seccionadas com disco de carbo-
rundum em torno de alta rotacdo e descartadas. Somente as coroas den-
tarias foram utilizadas (Figura 2A, 2B, 2C e 2D). Limas endoddnticas tipo
Kerr foram utilizadas para remocéo do tecido pulpar. As camaras pulpares
foram irrigadas com 4gua destilada até a completa remocéo dos residuos,
de forma a evitar sua deterioracdo durante o periodo de armazenagem
dos espécimes.

Figura 2 - A) Dente bovino; B) Torno de alta rotacdo; C) Raiz seccionada; D) Coroa utili

zada.

Foram realizados acessos nas faces linguais por meio de
uma ponta diamantada esférica (n® 1016HL - KG Sorensen, Barueri-SP,
Brasil) na regido do cingulo, até a exposi¢do da camara pulpar, a fim de
padronizar a espessura da dentina posteriormente. As superficies vestibu-
lares foram desgastadas utilizando-se lixas d’agua de granulacao 80, a-
copladas a uma politriz circular (DP-10, Panambra, S&o Paulo-SP, Brasil),
sob refrigeracdo com agua, até a exposicdo de uma area de aproximada-

mente 6 mm de diametro de dentina (Figura 3A, 3B e 3C). A espessura da
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dentina remanescente foi padronizada em 2 mm com o auxilio de um es-
pessimetro inserido no acesso lingual previamente realizado. Apés a pa-
dronizacéo, a abertura lingual e o orificio radicular exposto apés a secc¢éo
da raiz foram obliterados com cera utilidade para evitar a penetracdo da
resina utilizada no processo de inclusdo. Em seguida, os dentes foram
embutidos em blocos de resina acrilica incolor autopolimerizavel (Jet-
Artigos Odontologicos Classico LTDA., Sdo Paulo-SP) imersos em agua,
para evitar elevacdo térmica da temperatura da resina por reagcao exotér-
mica (Huhtala,1999) e n&o ocasionar alteracdo no substrato (Figura 4A,
4B, 4C e 4D).

Figura 3- A) Coroa seccionada; B) Palitriz circular; C) Dentina exposta.

Figura 4- A) Matriz de silicona; B)Coroa posicionada na matriz; C) Resina acrilica; D)
Coroa embutida.
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4.3 Diviséo dos grupos

Noventa e seis corpos-de-provas foram divididos aleatori-
amente em oito grupos de 12 espécimes cada (quatro grupos imediato e
quatro grupos de armazenamento) para o teste de microtragéo e o proto-
colo de tratamento foi o seguinte:

a) G1 (Controle): Condicionamento com gel de acido
fosforico a 37 % por 15 s (Figura 5A), seguido da
lavagem da superficie com agua por 30 s. Em
seguida, a superficie foi seca com papel absor-
vente sob suave pressao para remogao do ex-
cesso de 4gua. Apds o condicionamento acido o
sistema adesivo Single Bond (3M, St. Paul, MN,
USA), seguindo as instrucbes do fabricante foi
aplicado de acordo com as orientagdes do fabri-
cante: aplicagdo de 2 camadas consecutivas do
desivo, agitagdo do produto com pincel aplicador
(Microbrush Interanational, WI, EUA) por 15 s,
secagem suave com jato de ar para evaporagao
do solvente seguida de fotopolimerizag&o por 10
s (Figura 5C).

b) G2 (Grupo experimental com clorexidina):
Condicionamento com gel de acido fosférico a 37
% por 15 s, seguido da lavagem da superficie
com agua por 30 s. Em seguida, a superficie foi
seca com papel absorvente sob suave pressao
para remocgdo do excesso de dgua. Em seguida
foi aplicada a solucéo de clorexidina a 2% por 1
min (Byoférmula, S&o José dos Campos, SP,

Brasil) sobre a &rea condicionada, na sequéncia
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d)
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foi removido o excesso da solugdo com papel ab-
sorvente (Figura 5B). Em seguida o sistema ade-
sivo Single Bond (3M, St. Paul, MN, USA) foi a-
plicado de acordo com as instru¢des do fabrican-
te: aplicacdo de duas camadas consecutivas do
adesivo, agitagcdo do produto com pincel aplica-
dor (Microbrush Interanational, WI, EUA) por 15
S, secagem suave com jato de ar para evapora-
¢éo do solvente seguida de fotopolimerizagao por
10 s.

G3 (Grupo experimental com &cido hialurdni-
co): Condicionamento com gel de 4cido fosférico
a 37 % por 15 s, seguido da lavagem da superfi-
cie com agua por 30 s. Em seguida, a superficie
foi seca com papel absorvente sob suave pres-
sdo para remocdo do excesso de 4gua. Em se-
guida foi aplicada a solugéo de solugéo de Acido
Hialurdnico (AH) 1% por 1 min (Byoférmula, Sao
José dos Campos, SP, Brasil) sobre a area con-
dicionada, na sequéncia foi removido 0 excesso
da solugéo com papel absorvente. Em seguida o
sistema adesivo Single Bond (3M, St. Paul, MN,
USA) foi aplicado de acordo com as instrugdes
do fabricante: aplicagdo de duas camadas con-
secutivas do adesivo, agitacdo do produto com
pincel aplicador (Microbrush Interanational, WI,
EUA) por 15 s, secagem suave com jato de ar
para evaporagdo do solvente seguida de fotopo-
limerizac&o por 10 s.

G4 (Grupo experimental com vitamina C):

Condicionamento com gel de acido fosférico a 37



82

% por 15 s, seguido da lavagem da superficie
com agua por 30 s. Em seguida, a superficie foi
seca com papel absorvente sob suave pressao
para remocdo do excesso de agua. Em seguida
foi aplicada a solugéo de Vitamina C 10% por 1
min (Byoférmula, S&o José dos Campos, SP,
Brasil) sobre a area condionada, na sequéncia foi
removido o excesso da solugdo com papel ab-
sorvente. Em seguida o sistema adesivo Single
Bond (3M, St. Paul, MN, USA) foi aplicado de a-
cordo com as instru¢gdes do fabricante: aplicacéo
de duas camadas consecutivas do adesivo, agi-
tacdo do produto com pincel aplicador (Microbru-
sh Interanational, WI, EUA) por 15 s, secagem

suave com jato de ar para evaporagao do solven-

te seguida de fotopolimerizag&o por 10 s.

Figura 5 — A) Condionamento &cido; B) Aplicac@o da substancia experimental; C) Aplicagdo
do sistema adesivo.
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Quadro 2 - Diviséo dos grupos conforme o tipo de tratamento realizado.

Grupo Tratamento dentinario
G1 - Grupo Controle N&o recebeu tratamento dentinario com
substéancia bioativa
G2- Grupo Clorexidina Solugéo de clorexidina a 2% por 1 min
apos o condicionamento acido da denti-
na

G3 - Grupo Acido Hialurénico | Solugéo de AH 1 por 1 min apés o con-
dicionamento acido da dentina

G4 - Grupo Vitamina C Solugédo de VC 10% por 1 min apés o
condicionamento acido da dentina

/ 96 dentes bovinos \
ey
Controle Clorexidina Acido Hialurénico Vitamina C

N=24 N=24 *= H:iﬁ

43 18 83

\%ﬂ%& il el %ﬂ/

Figura 6 — Esquema representativo da divisdo dos grupos.

Em seguida foi aplicada sobre cada um dos espécimes a
resina composta Filtek 250 (3M ESPE). A resina foi inserida em incremen-
tos de 2 mm (Figura 4B), com auxilio de uma matriz de silicone com di-
mensodes de 4x4x4 mm (Figura 7A e 7B), e foi realizada a fotopolimeriza-
¢ao de cada incremento com aparelho CL-K50 (Kondortech, Sado Carlos-
SP, Brasil) com densidade de poténcia de 500 mW/cm? por 20 s, de acor-

do com as recomendagdes do fabricante. Para complementar a polimeri-
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zagdao da resina, a matriz foi removida e o bloco foi fotopolimerizado por
mais 20 s em cada face (Figura 7C). Os espécimes foram armazenados

em recipientes fechados com 4gua destilada a 37 °C em estufa bacterio-

logica.

Figura 7 — A) Matriz de silicone; B) Insercdo da resina composta; C) Espécime finalizado.

ApGs 24 h de armazenamento em agua destilada, nas a-
mostras dos quatro grupos iniciais foram realizadas secc¢0es paralelas ao
longo eixo do dente nos sentidos mésio-distal e vestibulo-lingual, com es-
pessura aproximada de 1 mm, em uma maquina de cortes seriados Lab-
cut 1010 (Extec Technologies Inc., EUA) utilizando-se um disco de dia-
mante em baixa velocidade, sob refrigeragdo abundante. De cada dente

foram obtidos 9 palitos (Figura 8).
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D Teste Microtragao

- Teste Nanodureza

Cr

- By,

Resina

Dentina

Figura 8 - Confeccao dos Palitos.

Os 4 grupos com 6 meses de armazenamento permanece-
ram em recipientes fechados com agua destilada a 37 °C em estufa bac-
teriolégica, sendo realizada troca da 4gua a cada semana. Apés este pe-
riodo as amostras foram submetidas aos mesmos procedimentos de sec-

cdo descritos para o periodo imediato.

4.4 Teste de microtragéo

Cada palito foi fixado individualmente em um dispositivo pa-
ra teste de microtragdo (Figura 9A), pelas suas extremidades, com um
adesivo instantaneo gel a base de cianoacrilato (Loctite 454 gel, Henkel,
Itapevi, SP, Brasil), de modo a posicionar a area adesiva perpendicular-

mente ao longo eixo da forga de tracdo, para realizacdo do ensaio de mi-
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crotracdo na maquina de testes universais EMIC DL-1000 (Equipamentos
e Sistemas Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil). Foi utilizada uma
célula de carga de 10 Kgf, a uma velocidade de 0,5 mm/min, preconizada
pela ISO/TR 11405:1994. No momento da fratura (Figura 8B), o movimen-
to foi interrompido de forma automatica, o corpo-de-prova removido da
maquina, e os valores referentes a resisténcia de unido a microtracdo co-

letados e tabelados para a realizacao da andlise estatistica.

Figura 9- A) Fixacdo individual do corpo-de-prova no dispositivo para teste de microtra

cédo; B) Corpo-de-prova fraturado.

4.5 Analise do padrao de fratura

Os espécimes fraturados foram corados e analisados em
estereomicroscopio 6ptico com um aumento de 20 vezes (Stemi 2000 —
Karl Zeiss, Alemanha) para determinagdo do padrao de fratura. Para tanto
0s corpos de prova receberam, na superficie da zona de fratura, a aplica-
cdo de uma solucdo corante a base de hematoxicilina (Harris; Laboratério
Merck), durante 3 min, proposto por (Ohkubo, 1982). A solucdo néo cora a

resina composta e o adesivo, evidenciando apenas o material organico da
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dentina. A seguir os espécimes foram lavados em 4gua e secos com jatos
de ar.

Os espécimes foram classificados quanto ao tipo de fratu-
ra, conforme proposto por (Hibino et al., 2002; Sengun et al., 2002; Baba
et al., 2002) em quatro tipos:

» 1-Adesiva: fratura na interface adesiva;

» 2-Coesiva em resina: fratura na resina;

» 3-Coesiva em dentina: fratura no substrato den-
tinario;

» 4-Fratura mista: parte da fratura no substrato

dentinério e parte na resina.

4.6 Teste de nanoindentagéo

Foi selecionado um palito dos dentes em que houve me-
nor nimero de palitos perdidos, sendo assim foram observados 5 dentes
de cada grupo que foi armazenado por 6 meses para analise de nanodu-
reza e modulo de elasticidade da camada hibrida. Os palitos foram cola-
dos com cola de cianocrilato (Loctite 454, Henkel Ltda., Itapevi, SP, Brasil)
em um dispositivo de resina acrilica para faciltar o polimento das amos-
tras. Em seguida as interfaces adesivas foram regularizadas com lixas
d’agua em granulagdo sequencial 800, 1000, 1200, 1500, 2000, 2400 e
4000 por 10 s em cada, em Politriz (Dp-10 Panambra Industrial e Técnica
AS) a 300 rotac6es por min (rpm) e refrigeradas a 4gua (Pashley EL et al.,
1993; Anido, 2001; Rauscher, 2003). As amostras foram entdo polidas em
disco de feltro com pasta de diamante 1y, para obter uma superficie espe-
lhada. Ap6s o polimento todas as amostras foram limpas em ultrassom

por 40 min.
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A interface de cada amostra foi medida para avaliagéo
das grandezas, dureza e médulo de elasticidade, com auxilio de uma méa-
guina de teste dinamico de ultra-microdureza (DUH-W211S Co., Tokyo,
Japan), do laboratério de dentistica da Universdade de S&o Paulo USP. O
teste foi controlado por computador anexo ao aparelho, que fez a analise
dos dados. As indentagdes foram feitas em temperatura 21 °C.

Atualmente, para avaliar as propriedades mecéanicas de
um determinado material, realizam-se ensaios de indentagédo. A escolha
do tipo de ensaio a ser utilizado na determinagéo dos valores da dureza e
0 moédulo de elasticidade dependem das dimensfes e da composicdo do
material a ser estudado. A carga aplicada e o modo como se obtém a &-
rea da indentag&o € o que diferencia os ensaios. Esta area, A, dependen-
do da geometria do penetrador e da perspectiva, podera ser projetada
(vista superior da impressdo) ou contatada (area interna do material em
contato com o penetrador).

Os valores das propriedades mecéanicas dos materiais sdo
hoje avaliados com maior acuidade pela técnica da nanoindentag&o, que
fornece dados em escalas nanométricas, em detrimento aos testes ma-

croscopicos (Brinell e Rockwell) e microscopicos (Vickers ou Knoop).

4.6.1 Dureza

A dureza é uma propriedade mecénica definida como uma
medida da resisténcia dos materiais a uma deformacéo plastica causada
pela penetragdo de uma ponta ou por um risco (Brotzen, 1994).

O modo mais utilizado para a obtencéo dos valores de du-
reza sdo os ensaios de penetracdo, onde a area da deformacéo plastica

deixada por uma ponta esférica, piramidal ou conica ao penetrar no mate-



89

rial € determinada. A dureza é entdo definida como a razéo entre a carga

méaxima de penetracdo e a area medida.

4.6.2 M6dulo de Elasticidade

No processo de deformacéo elastica o material € defor-
mado de uma maneira reversivel, ou seja, quando se aplica uma determi-
nada tensdo, o, na superficie do dente, esta é deformada, €, entretanto,
quando se retira a for¢a, a superficie retoma sua forma inicial.

A razdo entre a tensé@o que é aplicada e a deformagéo e-
lastica da superficie do dente € definida como médulo de elasticidade
(médulo de Young), e representa o coeficiente angular elastico em um
grafico de tensdo X deformagé&o. A figura 10 mostra uma curva tipica de
tensdo X deformagédo. O regime elastico compreende a deformacéo inicial
até atingir o ponto de escoamento. Ao aumentar a tenséo, a deformacédo
aumenta até a fratura. O médulo de elasticidade depende principalmente
da composi¢éo, estrutura e natureza das ligagbes quimicas entre os ele-

mentos.

(e) Escoamento

Ny

\./\ .

Fratura

€

Figura 10 - Curva tipica de tensdo versus deformacao.
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4.6.3 Aplicacdo da Técnica da nanoindentacao

A nanoindentacdo consiste em fazer penetrar uma ponta
com geometria conhecida no material, controlando e registrando a carga e
profundidade de penetracdo, a qual é feita em escala nanométrica. A pon-
ta utilizada neste ensaio é de diamante, tipo Berkovich, que possui uma
geometria piramidal de trés lados, com cada lado formando um angulo de

65,3° com um plano normal a base da piramide (Figura 11).

Figura 11 - A) Impresséo da indentacéo; B) Indentador Berkovich*.

Para obter os valores de dureza e médulo de elasticidade,
uma forca (carga) P € aplicada ao indentador que penetra na superficie
da amostra. Os valores da carga utilizada neste estudo foram definidos
com base na reviséo de literatura e no estudo piloto, sendo padronizado
em 1 mN.

As regides sobre a amostra foram examinadas e selecio-
nadas para indentagéo utilizando um microscoépio Optico (aumento 100X)
acoplado ao equipamento. As medi¢cbes foram realizadas com intervalos

de 25 um ao longo da camda hibrida.

*Fotos cedidas pelo Prof. Dr Carlos Mauricio Lepienski Professor Doutor do Departamento de Fisica, Univer-

sidade Federal do Parana — UFPR, PR, Brasil.
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RESINA

DENTINA

Figura 12 - Pontos de medicdo para nanoindentacao

Esta ponta foi pressionada contra a superficie do dente
com a forga controlada, enquanto seu deslocamento sobre o dente foi
medido. Em seguida foi construida uma curva de forca aplicada (P) em
funcéo do deslocamento vertical da ponta (h) que foi registrada em fungéo
do tempo (Figura 13). A curva de forga foi caracterizada por uma regiao
de carga e outra de descarga. Na parte de carga ou carregamento, a pon-
ta entrou em contato com a superficie do dente e a forca entre elas foi
aumentada gradualmente até o valor maximo de forca que foi utilizada no
teste (Pmax). Quando a tensao entre a ponta e a superficie ultrapassou o
limite de escoamento, a curva de carga resultou em uma combinagéo de
deformacéo elastica e plastica do dente. Depois de atingir o valor maximo
da forca, a ponta comecgou a retroceder o movimento e a superficie avali-

ada acompanhou a ponta, até acontecer toda sua recuperacao elastica.
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Estes dados caracterizaram a curva de descarga ou descarregamento
que é a resposta referente a recuperagéo elastica da superficie.

A velocidade de aproximagéo do indentador em direcéo a
superficie da amostra é de 30 nm/s. Apds o contato, o tempo utilizado tan-
to para o ciclo de indentacdo e carregamento quanto para o descarrega-
mento, é de 30 s. Entre o ciclo de carregamento e descarregamento a

carga € mantida constante por um periodo de 5s.

P max

Curva de carregamento—

<+curva de descarregamento

Figura 13- Representagdo esquematica da curva de carregamento e descarregamento.

A andlise dos resultados obtidos foi feita pelo método de-
senvolvido por Oliver e Pharr, que utiliza a curva de carregamento em
funcéo do deslocamento sofrido pelo penetrador, em todo o ciclo do pro-
cesso de nanoindentacdo. Esse método é o mais utilizado nos dias de
hoje para o estudo das propriedades mecéanicas de superficies, filmes fi-

nos e dispositivos que possuem dimensdes submicrométricas.
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4.6.4 O Método Oliver-Pharr

Oliver e Pharr em 1992 propuseram um método para a
obtencéo da dureza e mddulo de elasticidade, que consiste na interacdo
entre o penetrador e o material indentado através da andlise da curva de
carregamento e descarregamento. A figura 14 mostra a secgao transver-
sal de uma indentagdo, com o penetrador em contato com a amostra e

apds a retirada da carga, identificando os parédmetros utilizados nesta

analise.
P
" SUPERFICIE
SUPERFICIEDA DURANTEA
AMOSTRA SUPERFICIEDO INDENTAQ;ELO
l INDE_NTFADDR ¢
In_q ' l
Inc h
SUPERFICIE DA
AMDSTRAAPQS
AINDENTACAO
&

ht‘I

Figura 14 - Perfil da superficie durante o carregamento maximo e apés a retirada da carga,
num teste de indentag&o instrumentada.
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Em qualquer instante durante o carregamento, o deslo-

camento total do penetrador (h) é dado por:
h=hc+hs

hc corresponde a profundidade de contato enquanto hs
corresponde ao deslocamento da superficie no perimetro de contato.
Quando o penetrador esta totalmente fora da amostra, ocorre recupera-
¢ao elastica da mesma, obtendo-se a profundidade da impresséo DF.

A equacédo base para as medidas de dureza é:

(1)

A area de contato projetada, A, € calculada avaliando uma

funcéo da area determinada numa profundidade de contato hc, isto é:

A=f(h,) o

Este calculo é obtido durante a calibragem da ponta. Para

um penetrador Berkovich ideal, tem-se que:

7

A =245h;
(3)

Para se obter os valores do médulo de elasticidade neste

método, o efeito de indentadores ndo perfeitamente rigidos, ou seja, as
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deformacgdes sofridas por estes, sdo levados em consideragdo com a in-

troducdo do chamado mdédulo elastico reduzido E;, definido pela equagéo:

2 A

f*‘ @

E

A grandeza S, denominada rigidez do material, € obtida a
partir da inclinagcdo da porcéo inicial da curva de descarga. Uma vez co-
nhecido o valor de E,, 0 mddulo elastico Es do material analisado sera en-

contrado pela equagéo:

1 _(1—v1)+(1—v;~’)
E E E, -

onde Y e Y| sao, respectivamente, as razbes de Poisson
(definida como a razdo entre as deformagdes especificas transversal e
longitudinal) da amostra e do indentador e E; é o médulo de Young do in-
dentador. No nosso caso, com uma ponta de diamante, Ej= 1141 GPa
e Y;=0,07.
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4.7 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise estatistica por meio
do programas computacionais: MINITAB (Minitab, version 14.12, 2004),
STATISTICA (StatSoft, version 5.5, 2000) e STATISTIX (verséo 8.0, 2003,
Analytical Software). ApOs o teste de microtracdo foram avaliados a partir
do modelo estatistico andlise de variancia (ANOVA) dois fatores e o teste
de Tukey, empregando-se nivel de significAncia de 5%; e para o teste de
nanoindentagao foi empregado o teste ANOVA um fator e o teste de Tu-

key para compragéao entre os grupos (5%).



5 RESULTADOS

Os dados obtidos serdo apresentados em duas partes:
parte 1-teste de microtracdo e parte 2- teste de nanoindentacéo.

Na parte 1, os valores obtidos no teste de microtagao se-
rdo submetidos a andlise estatistica descritiva e inferencial e anélise de
fratura.

Na parte 2, os valores obtidos no teste de nanoindentagéo
serd apresentada a andlise das propriedades mecénicas, subdividido em
nanodureza e médulo de elasticidade da camada hibrida, formada pelos

grupos que foram armazenados por 6 meses.

5.1 Teste de microtragéo

5.1.1 Estatistica descritiva

A estatistica descritiva consistiu no célculo das médias e
desvios padréo, apresentada na Tabela 1 e 2 de acordo com o periodo de
armazenamento, mostrada a seguir: Com sua representacdo grafica, via

Gréfico de Colunas, na Figura 15, mostrada a seguir.
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Tabela 1 — Andlise Descritiva dos dados de microtracéo (MPa) s as estra-

tégias adesivas obtida no periodo de 24 h

Condigéo experimental Média DP
Gl 26,20 3,59
G2 25,90 1,6
G3 27,44 3,51
G4 22,29 5,18

Tabela 2 — Andlise Descritiva dos dados de microtracéo (MPa) s as estra-

tégias adesivas obtida no periodo de 6 meses

Condigéo experimental Média DP
Gl 17,79 1,10
G2 21,68 1,7
G3 23,36 2,49
G4 18,13 4,64

Na figura 15, observam-se as médias e desvio-padréo e-

videnciando as diferencas obtidas entre os grupos.

Efeito Armazena me nto
35
30
254

=

—
H

20-
MPa
15

10

i

—

e

=

2a- Bm . zdh Bm 24h Bm

Gl G2 G3

2dh

Ermn

Figura 15 - Gréafico de colunas (media +desvio padrao) dos valores da resisténcia adesi-
va s as variaveis em estudo (G1: Controle; G2: clorexidna; G3: Acido hialurénco e G4:

Vitamina C).
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5.1.2 Estatistica Inferencial

Para avaliar a influéncia dos fatores em estudo: tempo de
armazenamento (A) e tratamentos dentinarios (TD), os dados obtidos em
nosso experimento foram submetidos ao modelo estatistico de anélise de

variancia dois fatores, elemento fixo.

Tabela 3 - Teste de analise de variancia (ANOVA) a dois fatores

Efeito al SQ QM F p
TD 3 362,97 120,991 11,16 0,0001~
A 1 653,18 653,18 60,50 0,0001*
TD*A 3 81,68 27,226 2,51 0,0638
Residuo 88 954,02 10,841
Total 95 2051,85
*p<0,05

Por meio da tabela 3, se pode verificar: (i) o efeito intera-
cdo apresenta um p-valor préximo ao nivel de significancia comumente
adotado; (ii) os efeitos principais, TD e A, foram estaticamente significan-
tes.

O fato do efeito principal, periodo de armazenamento, ser
estatiscamente significante indica que a resisténcia em 6 meses (20,24
MPa) é inferior ao periodo imediato (25,49 MPa). Pode-se observar, via
grafico de médias, Figura 16, que para todos os niveis do fator TD, os va-
lores de armazenamento de 24 h sdo superiores ao armazenamento por 6
meses.

Em termos do efeito TD, figura 16, pode-se verificar que
em todos os niveis, hd uma reducédo de valores de resisténcia com o au-
mento do periodo de armazenamento. A redugdo é mais acentuada para

o grupo Controle.
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Figura 16 — Gréfico das médias — llustrac@o dos efeitos: tratamento dentinario e efeito

armazenamento.

Na Figura 17, pode ser observado a porcentagem da re-
ducdo da resisténcia adesiva (RA) ap6s 6 meses de armazenamento de

cada grupo.

B % da reducdo de RA apds armazenamento de & meses

G4
G3

G2

Gl 32,09

o

Figura 17 - Grafico de barras- % da redugdo de RA dos valores da resisténcia adesiva
apds 6 meses de armazenamento (G1: Controle; G2: clorexidna; G3: Acido hialurénco e
G4: Vitamina C).

Foi efetuada uma comparacdo dos quatro TD em cada
perido de armazenamento, por meio do teste de Comparacédo Mdltiplas de
Tukey (5%), (Tabela 4 e 5)

Para o periodo de 24 h, o G4 difere dos demais com o

menor valor, Tabela 4 mostrada a seguir.
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Tabela 4 — Teste de Tukey (5%) para o efeito Tratamento dentindrio em
24 h

Tratamento dentinario Média Grupo Homogénio
G3 27,44 A
Gl 26,20 A
G2 25,90 A
G4 22,28 B

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia de 5%

Quando avaliamos os grupos apos o periodo de 6 meses
de armazenamento, verificamos que os grupos G3 e G2 apresentam se-
melhanga, assim como G4 e G1, com valores médios menores que 0s
anteriormente citados, havendo diferengca entre esses e 0s anteriores,
conforme apresentamos na Tabela 5, onde grupos diferentes recebem

letras diferentes.

Tabela 5 — Teste de Tukey para o efeito Tratamento dentinario em 6 me-
ses

Tratamento dentinario Média Grupo Homogénio
G3 23,36 A

G2 21,68 A

G4 18,12 B

Gl 17,79 B

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.

5.1.3 Anélise dos Padrdes de fratura
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ApGs a fratura dos espécimes no ensaio de microtragdo
foi realizada a classificagao do tipo de fratura em: adesiva, mista e coesi-
va em dentina e coesiva em resina. Somente os resultados obtidos por
fratura adesiva e mista foram considerados, uma vez que se pretendia
saber os valores que a unido adesiva suportava e nos casos de fratura na
dentina ou na resina ndo se determinava os valores da unido adesiva da

interface por supor que seriam mais altos.

Tabela 6- Classificacdo quanto ao tipo de fratura (nimero de palitos)

Grupo Total Fratura Fratura | Fratura Coesiva | Palitos

Adesiva Mista em dentina ou | Perdidos
resina

G124 h 98 42 37 19 10

G224 h 96 46 35 15 12

G324 h 99 49 37 13 9

G4 24 h 91 44 29 18 17

Gl 6 meses 85 41 24 15 23

G2 6 meses 81 42 21 13 27

G36meses 78 49 20 11 23

G4 6 meses 86 40 27 14 22

Total 714 266 310 118 150

Na Figura 18, pode ser observado o padréo de fratura de
cada grupo ap0s o teste de microtracdo, classificado em adesiva, coesiva

em resina ou em dentina e mista.
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Figura 18 — Gréfico de colunas — classificacdo do padréo de fratura dos grupos.

5.2 Nanoindentagéo

5.2.1 Nanodureza

A estatistica descritiva consistiu no calculo de médias e

desvios padréo, apresentada na Figura 19, mostrada a seguir em GPa.
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Figura 19 - Gréafico de colunas (médiatdesvio padrdo) dos valores de nanodureza da
camada hibrida, obtidos pelos diferentes tipos de tratamento dentinario.

Verifica-se, com as informagdes acima, que as condi¢cdes
experimentais ndo apresentam mesma dispersdo, valores préximos de
desvio-padrédo. Para avaliar o relacionamento entre os diferentes tipos de
tratamento dentinario os dados obtidos em nosso experimento foram
submetidos ao modelo estatistico da andlise de variancia a um fator, a-
pds ser considerada a distribuicdo dos residuos. Os valores residuos,
decorrentes do ajuste do modelo adotado, foram examinados para avaliar
a adequabilidade do modelo para validas inferéncias estatisticas e foi
determinado que os dados originais propiciaram um adequado ajuste,
seguindo uma distribuicdo normal de probabilidade e ainda uma unifor-
midade dos residuos. Portanto, a estatistica inferencial consistiu no teste
de analise de variancia de (ANOVA) um fator (tratamento dentinario). O
nivel de significancia escolhido foi o valor convencional de 5% (p<0,05)

para verificar se existiam diferengas significantes entre os grupos.
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Tabela 7 - Teste de andlise de variancia (ANOVA) a um fator

Efeito al SQ QM F p
TD 3 867,50 289,166 5,57 0,0082*
Residuo 16 830,87 51,929
Total 19 1698,37
*p<0,05

Quando se aplica o teste ANOVA verifica-se que ha dife-
renca estatistica entre os grupos avaliados (Tabela 7).

Ao comparar os quatro valores médios das condigbes ex-
perimentais (Tabela 8), por meio do teste de comparac¢éo multipla de Tu-
key (5%), pode-se verificar que a nanodureza da camada hibrida do G3
(Acido hialurénico), apresenta maior valor que os demais grupos. Obser-
va-se também que os grupos G2 (Clorexidina) e G4 (Vitamina C) néo dife-
rem do G1 (Controle).

Tabela 8 — Teste de Tukey para o efeito Tratamento dentinario em 6 me-
ses

Tratamento dentinario MédiatDP Grupo Homogénio
G3 0,42+0,2 A

Gl 0,37+0,16 AB

G2 0,28+0,11 B

G4 0,25+0,28 B

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia de 5%
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5.2.2 Mddulo de elasticidade

Na Figura 20 podemos observar a distribuigéo dos valores

médios do mdédulo de elasticidade.
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Figura 20 - Gréfico de colunas (médiatdesvio padrédo) dos valores de mddulo de elasti-
cidade da camada hibrida, obtidos pelos diferentes tipos de tratamento dentinario.

A Tabela 9 a seguir apresenta o teste de variancia a um

fator para os diferentes tipos de tratamentos dentinarios.

Tabela 9 - Teste de analise de variancia (ANOVA) a um fator

Efeito al SQ QM F p
TD 3 3,22 1,10 1,07 0,3912
Residuo 16 16,62 1,03
Total 19 19,94
*p<0,05

Pelo teste ANOVA, pdde-se aceitar a hipotese de nulida-
de do efeito tratamento dentinario sobre o médulo de elasticidade da ca-
mada hibrida, pois os grupos avaliados ndo apresentaram diferenca esta-

tistica significante.



6 DISCUSSAO

6.1 Da Metodologia

O sucesso de um procedimento restaurador com resina
composta depende da formacdo de uma camada hibrida de qualidade. E
importante salientar que a formacdo desta camada esta relacionada a
muitos fatores, dentre eles podemos destacar: a permeabilidade dentina-
ria, os agentes condicionadores, o tempo de condicionamento, a qualida-
de da dentina, a umidade, o tipo de sistema adesivo, a difusibilidade dos
mondmeros, a profundidade de polimerizagdo e as caracteristicas estrutu-
rais da rede de fibras colagenas (Pashley DH et al., 1992; Eick et al.,
1993; Marshall, 1993; Sano et al., 1995; Tay et al., 2000; Cadenaro et al.,
2005; Carvalho et al., 2005).

Atualmente, as pesquisas realizadas nesta area tém de-
monstrado uma mudanca de direcionamento, onde néo se limita somente
as analises que avaliam a resisténcia adesiva inicial, mas também avali-
ando a longevidade de unido. Com isso, ndo s6 € importante uma alta
resisténcia mecanica, como também uma boa qualidade da interface ade-
siva que permita uma maior durabilidade da restauragéo (Manuja et al.,
2012). Dessa forma, analisar o comportamento fisico-mecéanico das res-
tauragbes adesivas se torna de grande valia a fim de conhecer o prognos-
tico restaurador.

Assim, sdo necessarios testes laboratoriais que compro-
vem a eficiéncia e qualidade dos materiais. Devido a dificuldade de repro-

duzir experimento in vivo, por motivos éticos, tempo e custo elevado, os
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estudos laboratoriais, in vitro, sdo indicados para avaliagao inicial desses
materiais (Van Meerbeek et al., 2010). No entanto, a padronizagéo e cui-
dados com as variaveis como o substrato, profundidade da dentina, tem-
po de estocagem e método de teste, S&o necessarios para obter resulta-
dos mais confidveis, que possam predizer o comportamento destes mate-
riais quando aplicados clinicamente.

Com relagédo ao substrato, a obtencédo de dentes huma-
nos para a realizacdo de estudos laboratoriais de materiais e de técnicas
odontoldégicas consiste em uma das maiores barreiras encontradas no
ambito da pesquisa odontoldgica. Adicionado a isto, séo enfrentadas nes-
tas pesquisas dificuldades na padronizagdo destes substratos. Assim, a
utilizagdo de dentes bovinos vem como alternativa préatica de superar es-
tas interferéncias. Embora muitas pesquisas alertem para as diferencas
entre substrato humano e bovino, recomendando a realizacdo de estudos
que comprovem uma inter-relacdo valida, autores como Anido (2001) e
Yassen et al. (2011) validaram em primeira instancia a utilizagéo de den-
tes bovinos como possiveis substitutos de dentes humanos em testes la-
boratoriais. Baseado nisto, no presente estudo optamos pela utilizagdo de
dentes bovinos como substrato de adeséo, devido a facilidade de obten-
¢éo e possibilidade de padronizagéo dos dentes.

A dentina € um tecido que apresenta um aspecto tubular,
com os tubulos dirigidos perpendicularmente & superficie em relacdo ao
plano oclusal, sendo que a quantidade e didmetros médios variam de a-
cordo com a proximidade do tecido pulpar. Proximo a regido da juncéo
amelodentinaria, a dentina apresenta cerca de 10.000 tGbulos mm?, pré-
ximo & porcdo média, cerca de 30.000 tibulos/mm? e, préximo a regido da
polpa, cerca de 50.000 tGbulos/mm?. Em relacdo aos diametros dos tabu-
los, estes s@o menores proximos a juncdo amelodentinéria e maiores pro-
ximo & regido da polpa (Garberoglio, Brannstrom, 1976). A variacdo na
quantidade e diametro dos tubulos influencia diretamente a qualidade da

hibridizacdo. Neste estudo, para evitar variac6es no resultado devido as
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mudancgas morfolégicas do substrato dentario, o remanescente apds o
preparo foi padronizado em 2 mm e também por se assemelhar nesta pro-
fundidade a dentina bovina com a dentina humana (Nakamichi et al.,
1993; Anido, 2005).

Para realizar a armazenagem dos espécimes, optamos
pelo congelamento em solug&o de timol 0,1%. A utilizagdo de meios com
propriedades bactericidas e bacteriostaticas tem sido também proposta
para armazenamento a fim de evitar contaminacdo dos espécimes (Pong-
prueksa et al., 2008). Segundo Titley et al. (1998), os dentes devem ser
congelados para manter suas caracteristicas semelhantes aos dentes re-
cém-extraidos. Esses autores apontam, ainda, que alteracdes post-
mortem podem ocorrer em dentina, mas que o congelamento dos dentes
imediatamente ap6s a extracdo, pode evitar essas mudancgas. Cavalcanti
et al. (2009), afirmaram que dentes armazenados em solu¢cdo de timol
0,1% a temperatura de 4°C ndo afeta os resultados dos testes para estu-
do da interface adesiva.

Para facilitar a execugcdo dos procedimentos adesivos e
posteriormente o posicionamento no equipamento de microtragdo e nano-
indentacdo, os espécimes foram embutidos em resina acrilica, o que se-
gundo Takemori et al. (1993), ndo afeta os resultados do teste.

Com relacé@o a técnica de hibridizagdo da dentina, a utili-
zagao de sistemas adesivos para estabelecer a unido entre estrutura den-
taria e resina composta, quando aplicados de forma adequada, visa ofe-
recer um suporte no selamento marginal e na retencdo de restauragoes
com este material reduzindo assim o surgimento de caries secundarias,
de microinfiltragdo marginal e, consequentemente aumentando a longevi-
dade das restauragfes. Sabe-se que a restauracao adesiva em dentina é
mais complexa que quando realizada no esmalte, uma vez que este pos-
sui um alto teor mineral, e maior homogeneidade na composi¢cédo de sua

estrutura (Sano et al., 1999). Portanto, em dentina a aplicagcédo de siste-
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mas adesivos deve ser meticulosa em funcéo da dificuldade de interagéo
com diferentes estruturas, entre elas o colageno.

Desde que Buonocore, em 1955, propds a aplicacdo de
uma solucdo &cida para aumentar a retencdo de materiais resinosos aos
tecidos dentéarios, diversos estudos foram realizados e comprovaram a
efetividade desta técnica (Bertolottl, 1991; Fusayama, 1992). Ela se ba-
seia numa desmineralizagédo seletiva dos cristais de hidroxiapatita presen-
tes no esmalte e na dentina dental, resultando numa superficie rugosa e
com alta energia de superficie. Estas caracteristicas proporcionam uma
alta capacidade de molhamento quando da aplicagdo dos mondmeros
resinosos que, ao se polimerizarem, resultam na formagéo de prolonga-
mentos que “ancoram” a resina sobre o dente, os quais foram denomina-
dos “tags” (lwaku et al., 1981).

A capacidade de desmineralizagdo do agente condiciona-
dor de superficie esta relacionada a sua acidez, a qual € mensurada atra-
vés de seu pH (Scheffel et al., 2012). Diz-se que uma dada solu¢do tem
pH neutro quando o ndmero de cations H* presentes € igual ao nimero
de anions OH’, sendo que nesse caso o pH mensuravel é igual a 7 (Leh-
ninger et al., 2006). Uma solugéo é considerada &cida quando o namero
de fons H* é maior que o nimero de ions OH". Portanto, toda substancia
que em solucéo aquosa seja capaz de liberar fons H* e deslocar o equili-
brio € considerada um acido (Lehninger et al., 2006). A substancia mais
empregada em odontologia para este fim é o &acido fosférico, um acido
inorg&nico que € constituido por moléculas com trés radicais ionizaveis,
sendo assim denominado um triacido. Este € empregado numa concen-
tracdo de 35 a 37%, devido ao seu alto potencial de ionizag&o, o que re-
sulta num pH final baixo (0,1-0,4). Portanto, devido a alta concentra¢ao
dos fons H, sua aplicagdo deve ser rapida, em nosso estudo padroniza-
mos 15 s de acgéo, onde é capaz de produzir um padréo de condiciona-
mento da dentina satisfatério e sendo amplamente recomendado (Pashley
DH et al., 2011; Scheffel et al., 2012).
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Optamos nesta pesquisa, pela utilizagdo do sistema ade-
sivo Adper Single Bond 2 (3M ESPE) por ser um produto amplamente es-
tudado com propriedades bem conhecidas. E composto por HEMA, além
de solventes como 4gua e etanol, devido a este fato empregamos a técni-
ca de adesdo umida (Tay et al., 1996). Segundo Carvalho et al., em 2003,
0s adesivos cujo solvente é agua, sdo menos sensiveis a técnica quando
comparados aos que utilizam a acetona, devido & menor variabilidade da
resisténcia adesiva. O sistema Adper Single Bond 2 requer o condiciona-
mento total prévio da dentina.

Diante do mecanismo pela qual é conseguida a hibridiza-
¢do do sistema adesivo Adper Single Bond 2, a presenca de agua apos a
lavagem para remoc¢éo do &cido, é importante para que o arcabougo co-
lAgeno seja mantido em expanséo, o que facilita a penetragdo dos mond-
meros (Pashley DH et al., 2001). Por isso, optou-se pela remogéo do ex-
cesso de agua, por meio de secagem com papel absorvente e ndo jato de
ar.

Muitos estudos tém mostrado defeitos ao longo da interfa-
ce adesiva, principalmente em sistemas adesivos que requerem condicio-
namento acido prévio, por haver a possibilidade de discrepéncia entre a
regido desmineralizada e a penetragcdo do adesivo. Quando isso ocorre,
0S mondmeros resinosos aplicados ndo impregnaram completamente as
fibras colagenas expostas (Sano et al., 1994; Burrow et al., 1996; Uno,
Finger, 1996; Toledano et al., 1999). Este coldgeno desprotegido pode
sofrer hidrélise com o passar do tempo, prejudicando a durabilidade das
restauracbes (Watanabe et al.,, 1994; Spencer, Swafford, 1999;
Tjaderhane et al., 2013).

Tentando contornar este problema, uma das alternativas
testadas foi aplicagcdo adicional de uma camada da solucdo de clorexidi-
na, ou acido hialuénico, ou de vitamina C de forma ativa. Estes s&o subs-
tAncias bioativas com potencial de manutencdo da integridade do colage-

no. O objetivo deste procedimento foi testar a possibilidade de melhora na
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qualidade da camada hibrida, evitando a incompleta impregnacédo das
fibras coldgenas pelo sistema adesivo e consequente a degradacdo ao
longo do tempo.

A clorexidina & um anti-séptico quimico, que age matando
as bactérias, com capacidade de eliminar tanto as gram-positivas quanto
gram-negativas (Beraldo, Andrade, 2008). Também possui acdo bacteri-
ostética pois inibe a proliferag@o bacteriana. Foi sintetizada nos anos 40 e
introduzida no mercado em 1954, como um anti-séptico para ferimentos
na pele (Jones et al., 2000). Trata-se de um detergente cationico, da clas-
se das bisbiguanidas, disponivel nas formas de acetato, hidrocloreto e
digluconato, sendo este Ultimo, o sal mais comumente empregado em
formulas e produtos. Tem sido amplamente estudada na odontologia e
atualmente em trabalhos que demonstram sua eficacia na manutencéo ao
longo do tempo da interface adesiva dentinaria quando aplicada previa-
mente ao sistema adesivo (Hebling et al., 2005, Carrilho et al., 2007b;
Breschi et al., 2009; Scaffa et al., 2012). Segundo Gedron e colaborado-
res isso ocorre por que a clorexidina possuir a capacidade de inibigcdo das
MMPs (Gendron et al., 1999; Breschi et al., 2010) e consequentemente
prevencao da degradagéo do colageno (Osorio et al., 2011).

Fraser et al. (1997) descreveram o Acido hialurénico
(AH) como um polissacarideo encontrado em todos os tecidos e fluidos
corporais dos vertebrados, bem como em algumas bactérias. E um poli-
mero linear que pertence a classe dos glicosaminoglicanos que é sinteti-
zado na membrana plasmética celular. As suas fun¢des biologicas de-
pendem do seu peso molecular e resultam da sua interagdo com determi-
nadas proteinas de ligacado (“hialaderinas”) e receptores de superficie, fato
que confere ao AH excelentes caracteristicas de sinalizacédo celular. Por
causa das propriedades fisico-quimicas do AH, varias fungdes fisiologi-
cas foram atribuidas a ele, incluindo a lubrificacdo, homeostase da agua,
efeitos de filtragem e regulacdo do plasma das proteinas de distribui¢&o.

Na odontolgia esta substancia tem sido utilizada para estimular fibroblas-



113

tos e odontoblastos para auxiliar o processo de cicatrizagdo. Na odontolo-
gia restauradora Bogovic et al. (2011), utilizaram o &cido hialurdnico em
capeamento pulpar e verificaram alta eficiéncia terapéutica desta subs-
tancia, visto que proporciona uma proliferacdo dos odontoblastos e fibro-
blastos.

A vitamina C ou 4cido ascoérbico (AA) é classificada como
vitamina hidrossoluvel e termolabil, destruido por temperatura por um pe-
riodo prolongado. Os seres humanos séo incapazes de sintetizar o AA,
devido & auséncia da enzima gulonolactona oxidase capaz de realizar
esta sintese a partir da glicose (Nelson D, Cox M 2000). Acido ascorbico
encontra-se predominantemente na sua forma ionizada, o ascorbato
(CeHsO), (Gutteridge, Halliwell, 1992). Atua como um antiocidante usado
para transformar os radicais livres oxigénio em formas inertes (Welch et
al., 1995) e é essencial para a formacgéo das fibras colagenas existentes
em praticamente todos os tecidos do corpo humano incluindo a dentina.

O AA é co-fator para duas enzimas férricas essenciais na
biossintese do colageno, a lisil e prolil hidroxilases (Pinnel et al., 1987).
Atua na prevencédo da oxidagéo do ferro desta enzima evitando sua auto-
inativagdo. Estas enzimas catalisam a hidroxilacdo dos residuos prolil e
lisil nos polipeptideos precursores do colageno, e essas modificagfes
pés-translacionais permitem a formacéo e estabilizacdo do colageno de
tripla hélice, e sua subseqiiente secre¢cdo no espaco extracelular como
procolageno (Pinnel et al., 1987). O procolageno é entdo transformado em
tropocolageno, (Chan et al., 1990). Dessa forma o AA promove a sintese
de uma trama coldgena madura e normal por meio da perfeita manuten-
¢éo da atividade das enzimas lisil e propil hidroxilases (Blanck, Peter-
kofsky, 1975; Geesin et al., 1988). Na odontologia restauradora é ampla-
mente utilizado como agente antioxidante ap6s o procedimento clareador
e dentina tratada com hipoclorito, pois o &cido ascorbico agiria como
agente antioxidante facilitando a polimerizagcdo dos adesivos resultando

em melhora da resisténcia adesiva (Kimyai et al., 2010; Turkun et al.,
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2009). O mecanismo de acgdo do ascorbato de sodio se d& por transferén-
cia de elétrons ou por adicdo de oxigénio (Buettner, 1993). Erhardt et al.,
em 2011, realizaram um estudo com o objetivo de determinar o papel de
um agente antioxidante (acido ascorbico-AA) quando adicionado a férmu-
la de dois sistemas adesivo na degradacéo da interface adesiva, os auto-
res concluiram que a inclusao de AA na férmula dos sistemas adesivos
exerce um papel protetor na degradagéo da interface adesiva quando adi-
cionado no sistema SB, segundo os autores isso pode ter ocorrido por
dois mecanismos: (1) o acido ascoérico promoveu a integridade do colage-
no ou, (2) devido a acgéo inibitéria das metaloproteinases que o acido as-
corbico possui.

As substancias bioativas foram aplicadas previamente ao
sistema adesivo de forma ativa. O tempo variou de acordo com achados
na literatura (Ricci et al., 2010). Com relacdo a aplicacédo ativa, ela objeti-
vou promover a movimentagdo da solugdo experimental na superficie da
amostra, fazendo com que o maior nimero de moléculas entrasse em
contato com o substrato (Pleffken et al., 2011). Desta forma, a taxa de
reacdo ndo ficaria apenas na dependéncia da difusdo das moléculas para
o0 interior da amostra. O grau de difusdo esta diretamente relacionado a
sua viscosidade e do seu conteddo de &gua. Por este motivo todas as
substancias bioativas testadas apresentam em sua formula o mesmo vei-
culo, o carbopol, o que lhes confere a forma de gel, facilitando a aplicagéo
sobre as amostras.

O bom prognéstico de uma restauracédo se da atraves de
pesquisas que focam analisar seu comportamento fisico-mecanico das
interfaces adesivas, sendo um deles a técnica da nanoindentacdo. Para
avaliacdo da resisténca adesiva, este estudo utilizou teste de microtragéo,
pois apesar dos testes mecéanicos de macrotragéo, cisalhamento ou mi-
crotracdo apresentarem resultados semelhantes, o Ultimo permite avaliar
as diferentes regides de uma amostra e a incidéncia de fraturas adesivas
(Phrukkanon et al., 1998). Segundo Pashley DH et al. (1995) este tipo de



115

fratura revele que o método foi efetivo para uma avaliagdo mais precisa
da resisténcia de adesiva entre a tecidos dentérios e o material restaura-
dor. Por este motivo, nesta pesquisa consideramos para analise estatitica
somente as fraturas adesivas obtidas.

Nos ultimos anos, as pesquisas realizadas na area de a-
deséo tém demonstrado uma mudanca de direcionamento, adicionando
as andlises de resisténcia adesiva imediata, as avalia¢cdes longitudinais
da interface, ja que a longevidade € a raz&o maior dos esfor¢os dos pro-
fissionais (Sano et al., 1995; Sano et al., 1999; Van Meebeek et al., 2000;
Torii et al., 2002; Breschi et al., 2008). Dessa forma, estudos de longevi-
dade, que consiste em armazenar os espécimes apoés certo periodo de
tempo, sdo métodos indicados para avaliar o progndstico de uma restau-
racdo adesiva (Nikaido et al., 2002; Loguercio et al., 2005). Para tal, séo
utilizadas diversas solu¢cdes de armazenamento em estudos in vitro, sen-
do utilizado nesta pesquisa dgua destilada (Hashimoto et al., 2002; Sadek
et al., 2003; Salz et al., 2005), por ser a mais comumente utilizada.

Baseado na literatura para avaliar a qualidade da camada
hibrida obtida pela aplicacdo adicional de agentes bioativos utilizamos a
técnica da nanoindentacdo que avaliou a sua influéncia no nivel da dure-
za e modulo de elasticidade da camada hibrida, buscando elucidar os re-
sultados obtidos de resisténcia adesiva conseguida pelo teste de micro-
tragcdo (Dos Santos, 2011). Esta técnica foi selecionada por possibilitar a
realizagdo de medidas de dureza superficial na escala de nanémetros
com profundidade de penetragédo de alguns décimos de microns (Michler,
Dommann, 2001), ou seja, permite medidas de nanodureza de determi-
nada area sem influéncia de outras. Os ensaios produzidos por nanoin-
dentagdo ndo séo destrutivos, uma vez que a impressao residual, produ-
zida nas superficies indentadas, ndo pode ser vista sem a devida amplia-
¢éo das indentagoes.

Empregamos para o teste de nanodureza, um nimero de

amostras semelhante ao dos trabalhos consultados na literatura. Com
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isso foram utilizados grupos compostos de cinco amostras, assim como
outros autores (Oyen et al., 2006; Inoue et al., 2009; Aizawa et al., 2008;
Pongprueksa et al., 2008; Higashi et al., 2009; Hosoya et al., 2010) e as
andlises foram feitas somente no grupo do armazenamento por seis me-
ses, pois estudos de propriedades mecanicas sao criteriosos o que o tor-
na dispendioso em tempo de trabalho e custo, e também pelo motivo do
foco deste estudo estar na observagao da manutencéo da camada hibrida
ao longo do tempo pelas substancias bioativas comparadas ao grupo con-

trole.

6.2 Dos Resultados

Neste estudo foi utilizado um modelo in vitro com a inten-
¢do de simular as condi¢Bes fisiologicas durante o processo adesivo
(Bayne, 2012). Nosso objetivo foi avaliar resisténcia de unido da interface
adesiva formada por sistema adesivo convencional associado a diferentes
substancias bioativas (Clorexidina, Acido Hialurénico e Vitamina C) em
diferentes periodos (24 h e 6 meses) e sua influencia nas propriedades
mecanicas da camada hibrida.

Os espécimes foram seccionados de modo a se obter pa-
litos com area adesiva entre 1 e 2 mm?, pelo fato da resisténcia & trag&o
ser inversamente proporcional a area adesiva (Sano et al., 1994; Phruk-
kanon et al., 1998). A obtencdo de espécimes neste tamanho proporciona
menor nimero de defeitos iniciais e a distribuicdo da forca é mais homo-
génea, por isso a resisténcia de unido € mais precisa.

O teste de microtragéo tem sido amplamente empregado
para verificar o comportamento da interface adesiva apos a realiza¢éo do

procedimento restaurador (Ermis et al., 2008). Porém mais atualmente as
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pesquisas tem se voltado a avaliar a longevidade das restauragdes atra-
vés da técnica de armazenamento (Manuja et al., 2012).

De acordo com De Munck et al. (2005), a resisténcia ade-
siva imediata ndo pode ser relacionada com a durabilidade das restaura-
¢Oes, visto que a degradacdo da camada hibrida ocorre com o tempo,
quando em contato com a 4gua, e é favorecida pela dificuldade de infiltra-
¢do dos monémeros resinosos, que resulta em coldgeno exposto susceti-
vel a acdo dos fluidos orais e das MMPs, comprometendo a longevidade
da restauracéo (Shirai et al., 2005; Hashimoto, 2010). A degradacédo das
fibras coldgenas leva a queda da resisténcia adesiva ao longo do tempo,
tal fato foi observado na presente pesquisa (Figura 16) onde em todos os
grupos apresentaram diminui¢cdo dos valores de resisténcia adesiva apés
6 meses de armazenamento.

Outro objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades
mecanicas (nanodureza e modulo de elasticidade), da camada hibrida
obtida com a aplicacdo da substéncia bioativa, apds armazenamento de 6
meses e comparar com o grupo controle.

E esperado nas restauracdes adesivas um 6timo desem-
penho na adesdo ao substrato que € obtido através da formagéo da ca-
mada hibrida sendo que a sua durabilidade esta diretamente relacionada
com a estabilidade de seus componentes ao longo do tempo (Yasuda et
al., 2008). Portanto o estudo das propriedades mecéanicas desta camada
nos diferentes grupos estudados, apds o processo de armazenamento €
de grande valia a fim de se obter informagdes sobre possiveis falhas ocor-
ridas ao longo do tempo, com o objetivo de complementar os resultados
obtidos no teste de microtragao.

Para isso, foram realizadas 5 nanoindentagbes na cama-
da hibrida em cada amostra. Sua dureza e o mddulo de elasticidade po-
dem ser influenciados por diversos fatores: Propriedades fisicas da denti-
na (Hosoya et al., 2005), o sistema adesivo aplicado bem como a eficacia
da hibridizagdo (Hosoya, 2006; Hosoya, 2008).
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Com intuito de controlar ou prevenir a hidrélise da fibra
coladgena pertencente da camada hibrida avaliamos a interferéncia da clo-
rexidina, do acido hialurénico e vitamina C na camada hibrida.

Tem-se observado recentemente o papel e a fungédo das
enzimas que degradam as fibras coldgenas, as metaloproteinases de ma-
triz (MMP) e catepsinas em dentina (Tjaderhane et al., 2013). A clorexidi-
na tem sido comumente avaliada como possivel agente bioativo capaz de
aumentar a durabilidade das restauragdes adesiva, por possuir a capaci-
dade de inibir a MMP-2, -9 e -8 (Pashley DH et al., 2004; Gendron et al.,
1999; Mazzoni et al., 2013), e das catepsinas (Scaffa et al., 2012). Tal fato
ocorre, por esta substancia agir como quelante, ou seja, sequestradora de
calcio, competindo assim pelo sitio de calcio com as MMPs que é depen-
dente deste elemento para sua ativacdo (Gendron et al., 1999). Estudos
in vivo e in vitro revelaram resultados promissores na resisténcia adesiva
com diminuicdo da atividade colagenolitica em amostras armazenadas
(Hebling et al., 2005; Carrilho et al., 2007; Brackett et al., 2007), o que
corrobora com nossos resultados onde apds armazenamento por 6 meses
obtivemos melhora na RA (Tabela 2) com o valor médio superior (21,68 +
1,7) ao do grupo controle (17,79 + 1,1). ApGs 6 meses de armazenamento
0 grupo controle teve reducdo da RA em 32,09% enquanto o grupo trata-
do com clorexidina reduziu a RA em 16,29% (Figura 17). Também foi ob-
servado que a aplicacdo da solucéo de clorexidina 2% n&o interferiu na
resisténcia adesiva imediata onde n&o foram encontradas diferengas esta-
tisticas entre este grupo experimental (G2) e o grupo controle (G1), tabela
4, resultado semelhante ao obtido em outros estudos (Bengtson et al.,
2008; Chang, Shin, 2010). E importante salientar que alguns estudos a-
firmam que a efetividade da clorexidina ocorre na concentracéo de 2%,
ndo sendo efetivo em concentragdes baixas (Campos et al., 2009; Breshi
et al., 2010; Zhou et al., 2011), o que justifica a escolha da concentragao
de nosso estudo em 2%. Com relacdo & nanodureza e modulo de elastici-

dade este tratamento dentinério ndo apresentou diferenca estatistica sig-
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nificante com relagéo ao grupo controle (Tabela 8 e 9), o que nos revela
que esta substancia bioativa ndo apresenta efeito deletério a camada hi-
brida ao longo do tempo.

Outro fator que provoca a perda precoce de uma restau-
racdo adesiva é a presenca do colageno desprotegido na regido inferior a
camada hibrida, ou seja a discrepancia entre a regido desmineralizada e
a penetracdo do sistema adesivo (Pashley DH et al., 2004).

E sabido que ap6s o condicionamento &cido a manuten-
¢do da agua nos espagos interfibrilares € de suma importancia para a ob-
tencdo de uma infiltracdo adequada dos monGmeros resinosos (Tay et al.,
1996). A forma pela qual a agua interage com as fibras coldgenas man-
tendo os espacos pré-existentes, ocorre através da teoria da solubilidade.

Hansen (1969) descreveu esta teoria para determinar e
prever a miscibilidade de diferentes substancias quimicas. Para que uma
substancia liquida seja considerada com alto poder de solubilidade, suas
moléculas devem ter a capacidade de vencer as forcas de coesao, que
unem as moléculas que constituem o soluto (forcas de Van der Waals,
que sédo forgcas de natureza eletromagnéticas).

Esta teoria foi adaptada por Miller et al. (1998) na odonto-
logia onde se aplica na interagéo entre fibras colagenas e mondmero re-
sinoso. Extrapolando tais conceitos para o procedimento adesivo, a ex-
pansdo ou o colapso das fibras colagenas ocorre pela presenca ou ndo
da agua. Na auséncia de 4gua, ocorre a contragdo da trama colagena, e
pelo contato ocorre a formagéo de pontes de hidrogénio entre as molécu-
las, tornado-a rigida. Para a matriz colagena reexpandir e reocupar suas
dimensdes primarias ao nivel do estado original hidratado, h& necessida-
de de o solvente possuir alto poder de solubilidade, o suficiente para rom-
per as pontes de hidrogénio formadas anteriormente. Muitos dos sistemas
adesivos que se encontram no mercado ndo possuem alto poder de solu-
bilidade quando comparado com a 4gua, fazendo-se necesséario manter a

umidade da dentina (Tay, Gwinnett, 1996). Entretanto, a técnica da denti-
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na umida faz com que a aplicacdo do sistema adesivo seja sensivel e
bastante dependente do conhecimento do operador.

O 4cido hialurdnico é um polissacarideo polianidnico e
quando em ambiente Umido se liga a agua por pontes de hidrogénio atra-
vés de seus grupos carboxila e N-acetil, conferindo a esta substancia ca-
pacidade de absorver agua e dureza conformacional, que limita sua flexi-
bilidade (Chong at al., 2005). A promog¢&do de um ambiente Umido pela
acao higroscoépica do &cido hialurénico pode ter proporcionado a efetiva
infiltragdo dos mondmeros resinosos 0 que consequentemente pode ter
exercido uma maior protecdo ao colageno previamente desmineralizado
atraveés da imobilizacdo das MMPs (Osério et al., 2011). Tais fatos podem
justicar os maiores valores médios obtidos na resisténcia adesiva apés 6
meses de armazenamento (G3) com relagéo ao grupo controle (G1), tabe-
la 5. Em estudos de capeamento pulpar direto Bogovic et al. (2011) relata-
ram que o numero e a qualidade dos fibroblastos e odontoblastos foi mai-
or quando na presenca de &cido hialurdnico, em contraste com 0s grupos
que utilizaram somente o sistema adesivo e o hidroxido de célcio, conclu-
indo que o &cido hialurénico € menos téxico e mais biocompativel com a
polpa.

Com relacdo a nanodureza, ao aplicar o teste Anova po-
de-se observar diferenca estatistica entre os grupos analisados neste es-
tudo (Tabela 7). Para tanto, foi realizado na sequéncia o teste de Tukey
para comparar os grupos (Tabela 8), onde se observou maior valor da
nanodureza para o0 grupo que recebeu como tratamento o acido hialurdni-
co (42,1 +2,3).

A formacgdo da camada hibrida consiste em um processo
que implica na ocorréncia de mecanismos quimico-fisicos. O primeiro de-
les & a desmineralizac@o parcial ou total dos cristais minerais na dentina
intertubular e peritubular higidas. Esta desmineralizagdo provoca o meca-
nismo subsequiente, que resulta no desnudamento das fibras coladgenas

da matriz dentinaria, tornando-se susceptivel ao terceiro mecanismo que
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é a infiltracdo dos mondmeros adesivos hidrofilicos para o interior da rede
colagena, criando uma cadeia molecular composta por polimero biolégico
e artificial (Nakabayashi et al., 1992; Sano et al., 1994). Acredita-se que
esta malha colagena presente no interior da camada hibrida aumenta sua
rigidez e consequentemente seus valores de dureza (Van Meerbeek et
al.,1993; Aizawa et al., 2008; Hosoya et al., 2009). Extrapolando tais in-
formagOes para os resultados obtidos neste estudo, podemos supor que o
acido hialurdnico pode ter contribuido para uma menor degradagcdo das
fibras colagenas durante o processo de armazenamento, quando com-
prado ao grupo controle, o que justifica também seu maior valor na RA.
Tal fato pode ter ocorrido por esta substancia bioativa assegurar uma
maior penetragédo do adesivo, levando a uma maior concentragdo de mo-
némeros no interior da camada hibrida protegendo-a contra a degrada-
¢do. Outra hipbtese é que este tratamento assegurou também maior grau
conversdo de mondmeros para polimeros, segundo Dewald e Ferracane
(1987) o grau de conversao de carbono de ligagbes duplas para carbonos
de ligag&o Unica esta diretamente relacionada com o seu valor de dureza.
Apos a polimerizagdo formou-se uma camada mais resistente, que possuli
um maior valor de nanodureza (Katz et al., 2003; Higashi et al., 2009).
Porém mais estudos devem ser realizados para verificar as interacdes
desta substancia com os constituintes da composi¢do dos sistemas ade-
Sivos e componentes da dentina.

Com o intuito de melhorar a qualidade da camada hibrida,
utilizamos a vitamina C como agente bioativo por ter agdo antioxidante,
sendo usado para transformar os radicais livres de oxigénio em formas
inertes (Welch et al., 1995; Soeno et al., 2008). A presenca de oxigénio
influencia negativamente a polimerizagéo do sistema adesivo, reduzindo a
formacdo de cadeias poliméricas permitindo assim a presenca de mono-
meros néo polimerizados que atuam como falhas no interior da camada
hibrida (Gauthier et al., 2005; Navarra et al., 2012).
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Ehardt et al.em 2011 realizaram um estudo com o objetivo
de determinar o papel da vitamina C, quando adicionada a formula de sis-
temas adesivos na degradacdo da interface adesiva. Concluiram que a
inclusé@o da vitamina C na formula dos sistemas adesivos exerceu um pa-
pel protetor na degradacgdo da interface adesiva, o que também pode ter
influenciado nos nossos resultados, visto que a vitamina C apresentou
18,66% de reducdo na resisténcia adesiva ap0s amarzenamento de 6
meses, quando comparado ao grupo controle com 32,09% (Figura 16 e
17).

Entretanto este agente bioativo € um acido organico com
baixo pH, inferior ao critico para o inicio da desmineralizacdo do esmalte
dental (pH=5,5), podendo causar erosdo, com perda irreversivel dos teci-
dos dentais duros. Tais fatos podem ter ocasionado o baixo valor na resis-
téncia adesiva deste grupo em todas as estratégias de armazenamento
(Tabela 4 e 5), bem como a menor dureza da camada hibrida (Vitamina
C=25,4+ 2,8/ Controle= 37,1 £ 1,6).

O médulo de Young ou modulo de elasticidade € um pa-
rametro mecanico que proporciona uma medida da rigidez de um material
sélido, e depende principalmente da composigdo, estrutura e natureza
das ligagBes quimicas entre os elementos. Segundo alguns autores, 0
conhecimento do médulo de elasticidade da interface adesiva é necessa-
rio para avaliar a sua capacidade de amortecimento diante de forgas oclu-
sais e a tensdo gerada pela contracdo de polimerizagdo da resina com-
posta durante a restauracdo (Van Meerbeek et al., 1993; Pongprueska et
al., 2008). Observamos em nossos resultados que ndo houve diferenca
estatistica dos grupos experimentais com relagdo ao grupo controle (Ta-
bela 9), o que nos leva a concluir que os agentes bioativos analisados n&o
causam efeito deletério a camada hibrida ao longo do tempo com relagéo
a sua elasticidade.

E importante salientar que a comparagdo com a literatura

em relacdo aos grupos experimentais 4cido hialurénico e vitamina C fica
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comprometida, pois ndo foram encontrados estudos semelhantes para
serem confrontados com nossos resultados.

Embora os resultados obtidos por este estudo com a utili-
zacdo de diferentes agentes bioativos (Clorexidina, acido halurénico e
vitamina C) ndo possam ser diretamente extrapolados para uma situagao
clinica, podemos sugeri-lo para o desenvolvimento de novas estratégias a
fim de manter a resisténcia de unido dentina-resina ao longo do tempo,
aumentando assim a durabilidade das restaurages adesivas sendo um

indicador para novas pesquisas sobre o assunto.



7 CONCLUSAO

Todas as substancias bioativas empregadas reduzi-
ram os valores de RA apds seis meses de armaze-
namento;

O emprego unicamente do sistema adesivo (contro-
le) apresentou os menores valores de RA apos seis
meses de armazenamento;

O melhor comportamento ocorreu com a clorexidina
e acido hialurénico apés seis meses;

O &cido hialurénico apresentou maior valor de nano-
dureza, confirmando uma malha colagena com maior
rigidez;

O mébdulo de elasticidade da camada hibrida foi se-
melhante em todos os grupos estudados o que reve-
la que tais substéncias ndo provocaram efeito dele-
tério e;

Mais pesquisas se fazem necessérias para compro-

var a eficiéncia das substancias bioativas.
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