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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar sistemas adesivos, tecidos dentais
adjacentes (esmalte ou dentina) as restauragcdes e a uniao formada entre os
adesivos e as estruturas dentais frente aos desafios cariogénicos in situ e in vitro.
Para o estudo foram utilizados dentes bovinos e blocos dos tecidos dentais
(esmalte e dentina) que foram restaurados com dois sistemas adesivos e resina
composta. No estudo in situ; 11 voluntarios utilizaram dispositivos palatinos
contendo 2 amostras do grupo controle (substrato higido sem preparo cavitario) de
esmalte e dentina, e 6 amostras restauradas com os sistemas adesivos Clearfil
Protect Bond (PB) ou One-Up Bond F Plus (OP) (em fases distintas) e com o
composito Filtek Z350. O desafio cariogénico consistiu de 2 fases (cada fase com
um adesivo), sendo cada fase de 14 dias com intervalo de 10 dias entre elas. Os
voluntarios utilizaram solucéo de sacarose a 20%, 8X/dia e dentifricio fluoretado
3X/dia. Apbs cada etapa, o biofilme dental formado foi coletado e analisado. As
amostras foram analisadas através de Microscopia de Luz Polarizada (MLP) e
Microdureza Knoop para observacao da extensao da lesdo de carie. Para o estudo
in vitro foi realizado o preparo dos substratos e foram restaurados em esmalte e
em dentina seguindo o0s grupos experimentais: 1-adesivo PB sem desafio
cariogénico (DC); 2- adesivo PB com DC; 3- adesivo OP sem DC; 4- adesivo OP
com DC. A partir dos blocos dentais restaurados foram obtidos espécimes para o
ensaio de resisténcia da unido com formato de paralelepipedos (palitos) e fatias
para andlise da interface da uniao em Microscopia Eletrdnica de Transmissao
(MET). Os espécimes (palitos ou fatias) foram submetidos a ciclagem de pH
durante 8 dias. O resultado do ensaio de microdureza em esmalte e dentina
mostrou maiores valores para PB nas profundidades mais superficiais e as
imagens de MLP mostraram uma menor extensao da area de desmineralizagao
para o adesivo PB que para o adesivo OP. Na analise bacteriolégica, o adesivo
PB levou a menor quantidade de colénias de Streptococcus totais € do grupo
mutans em esmalte. A resisténcia de unido nao foi afetada pela ciclagem de pH e
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foi semelhante em esmalte para ambos adesivos, entretanto, em dentina, o
adesivo PB apresentou maior resisténcia de unido que o adesivo OP. Os adesivos
produziram hibridizacdo nos tecidos dentais, sem formagdes de fendas na
interface de unido. Concluiu-se que o adesivo PB produziu menor extensédo de
desmineralizacdo dos substratos dentais apdés o desafio cariogénico e maior
microdureza Knoop nas profundidades mais superficiais. Em algumas condi¢oes
deste estudo, o adesivo PB reduziu a formagdes de coldnias bacterianas. Embora
a uniao formada pelos adesivos em esmalte foi semelhante, o adesivo PB mostrou

maior resisténcia de unido em dentina.

Palavras-chave: sistemas adesivos, fluoretos, esmalte dental, dentina.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate adhesive systems, mineralized
dental tissues (enamel and dentin) around restorations and the bonding formed by
adhesives and dental structures in conditions of cariogenic challenge in situ and in
vitro. This study used dental blocks (enamel/ dentin) from bovine teeth, which were
restored with adhesive systems and a resin composite. For the in situ study:
volunteers (n=11) wore intra-oral appliance containing 2 dental fragments without
restoration (enamel or dentin) and six dental blocks with restorations made with
self-etching primers Clearfil Protect Bond (PB) or One-up Bond F Plus (OP) (in two
phases) and the Filtek Z350 composite: The cariogénico challenge was performed
in two phases of 14 days (each phase with one adhesive). The volunteers dropped
20% sucrose solution 8x/day and used fluoridated dentifrice 3x/day. After each
phase, the biofilm was collected and analyzed. The samples were analyzed by
cross-sectional microhardness and polarized light microscopy (PLM) to determine
the demineralization depth. For the in vitro study, bovine were prepared and
bonded in enamel and dentine with Clearfil Protect Bond (PB) or One-Up Bond F
Plus (OP) and restored with Filtek Z-350 composite resin, according to the groups:
1- PB without CC; 2- PB with CC; 3- OP without CC; 4- OP with CC. Restored
teeth were sectioned in order to obtain sticks for microtensile bond strength or
slabs for transmission electron microscopy. The specimens were submitted to pH-
cycling, which consisted of DE (8h/day) and RE (16h/day) cycles at 37°C during 8
days. Microhardness analysis showed that the enamel and dentin around
restorations PB had higher values in superficial depths, and the PLM showed that
PB resulted in lower demineralization depth than OP. The biofilm investigation
indicated that PB produced lower number of bacterial colony of Streptococcus
totais and mutans in enamel. The results showed that the pH-cycling regimen did
not affect the bond strength to enamel or dentin for both adhesives; however, the
bond strength to dentin was higher for PB. The adhesives produced hybridization
and no gaps formation in both dental tissues. In conclusion, PB adhesive may
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result in lower enamel demineralization around restoration and higher
microhardness in superficial depths. In some conditions, PB adhesive reduced the
number of bacterial colony. Although the adhesives in enamel formed similar

bonded interfaces, PB produced higher bond strength to dentin than OP.

Key-words: adhesive systems, fluoride, dental enamel, dentin.
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1 INTRODUCAO

Nos sistemas autocondicionantes de dois passos, o primer funciona
como condicionador dental, infiltrando-se ao mesmo tempo nas estruturas
mineralizadas. A habilidade dos sistemas adesivos que empregam primers
autocondicionantes em promover uniao efetiva e duradoura ao esmalte dental tem
sido um tépico controverso dentro da Odontologia Restauradora (Shimada et al.,
2003). Tal controvérsia tem sido atribuida a alta hidrofilia e menor “agressividade”
dos mondmeros acidos quando comparados a técnica adesiva com separado
ataque acido. Entretanto, alguns estudos tém demonstrado valores de resisténcia
de unido similares entre adesivos autocondicionantes e convencionais, embora a
unido dos autocondicionantes seja formada no nivel nanométrico (Shimada et al.,
2002, 2003; Perdigao et al., 1997; Hashimoto et al., 2003; Cardoso et al., 2002;
Ibarra et al., 2002, Hannig et al., 2002).

Apesar de duvidosa ao esmalte, a unido estabelecida em dentina pelos
adesivos autocondicionantes de 2 passos tem sido considerada efetiva quanto a
durabilidade (De Munck et al., 2003; Van Meerbeck et al., 2003). Os sistemas
adesivos tém sido utilizados para produzir unido dos materiais restauradores as
estruturas dentais, selando a interface dente-restauragcédo. Devido a sua posigcao
estratégica na restauracdo, muitas vezes o desempenho clinico da uniao reflete a
indicacdo de substituicdo, reparo ou manutencdo da restauracdo. Além do
desempenho clinico estabelecido para os agentes de unido, a composi¢ao desses
materiais tem sido modificada para propiciar efeitos adicionais, com caracteristicas
anticariogénicas e antibacterianas.

Entretanto, pouco se sabe a respeito do efeito destes sistemas
restauradores no controle da carie dental. Sabe-se que a falta ou a perda da
adesdo aos tecidos dentais produz os primeiros danos ao elemento dental
restaurado, pois ocorre o comprometimento do selamento marginal da

restauracao. A partir da infiliracao marginal, facilita-se o desenvolvimento de carie



recorrente, que pode ocorrer na superficie e/ou na parede interna da cavidade
(Asmussen et al., 1998).

Devido a alta frequéncia de caries recorrentes apds o tratamento
restaurador principalmente em dentina (Mijér, 1996; Wilson et al., 1997), muita
atencao tem sido dada ao efeito terapéutico dos materiais restauradores diretos. A
remineralizacdo pela liberacdo de fluoretos é representativa, mas o efeito
antibacteriano € uma propriedade importante, pois a inativacdo da bactéria
representa uma estratégia direta para controlar a carie dental (Imazato, 2003).

Alguns sistemas adesivos apresentam fluoreto, e mais recentemente
brometo na formulacdo do monémero MDPB, resultado de uma linha de pesquisa
de Imazato e McCabe (1994). A introducdo do fluoreto estéd relacionada com a
importancia desse componente durante os processos de des- e remineralizagao
(Featherstone et al., 1986). O radical brometo foi inserido na molécula do
mondémero do adesivo com a finalidade de atuar como componente antibacteriano
(Imazato et al., 1994, 1999, 2001, 2003), efeito que ocorre através da desinfecgcao
da cavidade e da inativacdo da bactéria (Imazato et al. 2003b).

Segundo Cehreli et al. (2003), os adesivos autocondicionantes sao
capazes de produzir efeito antibacteriano in vitro em dentina. Outro estudo (ltota et
al., 2002) mostrou que a combinagdo de adesivos e materiais restauradores
contendo fluoreto podem ser utilizados para inibir caries secundarias. Estudos in
vitro (Nagamine, 1997; Ten Cate & Van Duimim, 1995) mostraram que materiais
contendo fluoreto sdo efetivos para inibicdo de cérie secundaria. Além disso,
pesquisas mostraram que o fluoreto pode inibir o metabolismo de muitos
microorganismos (Hamilton & Bowden, 1988), reduzindo o transporte de agucar,
da atividade glicolitica e da tolerancia &cida de muitas espécies Gram Positivas
(Marsh & Bradshaw, 1990). Diante destes aspectos sdo necessarios estudos
objetivando observar a efetividade destes materiais dentro da Odontologia
Restauradora.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1- Os substratos dentais

2.1.1- Esmalte dental

O esmalte dental é o tecido mais mineralizado do corpo humano
(Gwinnett, 1967) e é constituido de 96% de componentes minerais e 4% de
material organico e agua (Sharawy & Yager, 1989). O conteudo inorgéanico é de
fosfato de calcio cristalino conhecido como hidroxiapatita, que também é
encontrado nos 0ssos, na cartilagem calcificada, na dentina e no cemento
(Sharawy & Yager, 1989). A parte organica é composta por proteinas
denominadas de enamelinas que ocupam os espacgos entres os cristais (Ten Cate,
1994).

O esmalte é formado por estruturas em formato de fechadura
denominadas de prismas (Meckel et al., 1965). Os prismas tem uma largura media
de 5 um e proximo a dentina ndo existem prismas. O esmalte aprismatico também
ocorre nos 30 um mais superficiais do esmalte de todos os dentes deciduos e no
terco gengival do esmalte dos dentes permanentes (Gwinnett, 1967).

Devido ao alto conteudo inorganico, a dureza do esmalte, expressa em
relacdo a deformacdo, varia entre 200 a 500 Knoop sendo um tecido
extremamente duro (Cadwell et al., 1957). O esmalte apresenta um alto moédulo de
elasticidade e uma resisténcia a tracao relativamente baixa, mostrando-se ser uma
estrutura friavel (Tyldesley, 1950), com necessidade da protecdo dentinaria
resiliente.

O esmalte dental bovino possue um padréo de orientacdo dos prismas
de esmalte semelhante ao esmalte humano (Reis et al., 2004), podendo ser

utilizado em pesquisas cientificas em substituicdo aos dentes humanos.



2.1.2- Dentina

A dentina é um complexo biolégico hidratado cuja composicdo e
propriedades variam com a localizagdo. A dentina é modificada por processos
fisiologicos e patologias criando diferentes formas desse tecido. A dentina primaria
é formada durante o desenvolvimento dental. E composta de cerca de 50% de
mineral na forma de carbonato, apatita e 30% de material organico, sendo a maior
parte de colageno do tipo |. Apresenta cerca de 20% de fluidos, similares ao
plasma (Mjor & Fejerskov, 1979) e outras proteinas nao-colagenosas e outros
componentes organicos que estao presentes em menor quantidade (Marshall Jr et
al., 1997).

Os tubulos dentinarios representam faixas deixadas pelas células
odontoblasticas. A densidade dos tubulos e orientagao varia com a localizagao. O
numero de tubulos é menor na jungdo amelo-dentinaria e maior préxima a camara
pulpar. Uma baixa densidade de tubulos é encontrada na raiz. Os tubulos s&o
separados pela dentina intertubular composta de matriz colagenosa do tipo |
reforcado por apatita. A quantidade de dentina também varia com a localizagéo.
Os cristais de apatita sdo menores do que os encontrados no esmalte e contem 4-
5% de carbonato (Marshall Jr et al., 1997).

A dentina secundaria resulta em gradual estreitamento da polpa e é
caracterizada pela sua estrutura tubular regular que é similar a dentina priméaria,
com uma mudanc¢a na orientacdo dos canaliculos (Ten Cate, 1994).

A dentina terciaria, também chamada de reparativa ou reacional (Cox et
al.,, 1992) é depositada em areas localizadas dentro da camara pulpar como
resultado de uma injuria, como abrasdo ou carie. Parece ser uma resposta
protetora e com estrutura pouco regular, com poucos ou nenhum tubulo alinhado
(Avery, 1990; Marshall Jr et al., 1997).A dentina esclerética é usada para referir-se
a dentina que teve a mineralizagcdo alterada como resultado de um processo
carioso ou trauma (Marshall Jr et al., 1997).



2.2- A lesao de carie

2.2.1- Carie em esmalte

O biofilme e 0 agucar sao respectivamente necessarios e determinantes
para manifestacdo da doenca carie. A bactéria precisa se acumular sobre a
superficie dental e ser freqientemente exposta a uma dieta cariogénica (Cury &
Tenuta, 2009).

Em condicbes fisioldgicas, os fluidos orais (saliva) tem célcio e fosfato
em concentracdes supersaturadas em relacdo a composi¢cdo mineral do esmalte.
Portanto, os ions sdo constantemente depositados na superficie do esmalte ou
nas areas do esmalte onde sao perdidas (Cury & Tenuta, 2009).

A desmineralizacdo ou remineralizacdo do esmalte € um processo
fisico-quimico, que ocorre quando bactérias orais formam um biofilme na
superficie do esmalte e este € exposto a carboidratos fermentaveis diariamente,
sendo a sacarose 0 mais cariogénico. O agucar penetra no biofilme e é convertido
em acidos pelo metabolismo bacteriano, a saliva fica subsaturada em relagdo ao
esmalte e ocorre a desmineralizacdo. Quando o pH é restabelecido e as
condicbes de supersaturacdo sao restauradas, certa quantidade de mineral
perdido pode ser reposto no esmalte, obtendo assim, a remineralizagdo do
esmalte. Isto ocorre por acdo da saliva e pela remogdo do biofiilme com a
escovacao (Cury & Tenuta, 2009).

Atualmente, sabe-se que, a acdo do fluoreto é local interferindo com o
processo de carie (Cury & Tenuta, 2008). Se o fluoreto esta presente no fluido do
biofilme e o pH é menor que 4,5, ocorre a saida de certos ions do esmalte,
enquanto acontece a incorporacao de ions fluoreto. Isso resulta numa diminuicao
da dissolugao do esmalte em desafios cariogénicos, mesmo com certa quantidade
de calcio e fosfato da hidroxiapatita perdidos. Este ganho mineral de fluoreto

durante a queda de pH nao é considerado remineralizagdo, mas a importancia do



fluoreto € no controle e reducao da desmineralizacédo (Cury & Tenuta, 2009). Se o
esmalte desmineralizado € limpo pela escovacdo, a saliva é capaz de
remineraliza-lo (Edgar & Higham, 1995), mas na presenca do fluoreto este efeito &
aumentado (Dijkman et al., 1990).

2.2.2- Carie em dentina

A cérie em dentina é classicamente descrita como uma estrutura de
varias camadas alteradas, com a camada mais externa de céarie denominada de
camada infectada. Além dessa, tem-se a camada interna de cérie e a camada de
dentina afetada. Na camada externa, a maior parte da estrutura é obliterada, mas
na camada interna pode haver um numero de zonas chamadas por Fusayama
(Marshall Jr et al., 1997) de camada descolorida, a zona transparente e a zona
subtransparente. Presumi-se que ha uma dentina inalterada abaixo da camada
subtransparente. A dentina transparente é esclerética ou mais dura que a dentina
normal, é hipermineralizada devido a oclusdao dos tubulos e age como uma
barreira para a penetracao de substancias (Avery, 1990). Ogushi e Fusayama
(1975) mostraram diferencas basicas entre as camadas internas e externas de
dentina cariada. Estruturas de bandas cruzadas de coldgeno permanecem na
camada interna, mas ndo na externa, essas estruturas sdo essenciais para a

remineralizacao (Marshall Jr et al., 1997).

2.3- Adesao ao substrato dental

Desde o sucesso de Buonocore em 1955, no processo de adeséo ao
esmalte dental (Buonocore et al., 1955), muitas pesquisas tem sido realizadas
para o desenvolvimento de um agente de unidao com exceléncia em adesao e
longevidade clinica (Breschi et al., 2007). Os sistemas adesivos atuais interagem

com o substrato utilizando duas diferentes técnicas ou estratégias. A primeira



consiste na remocgao total da smear layer (técnica de ataque acido prévio ou
separado) com remog&o mineral da superficie de 4 a 10 um em profundidade. A
segunda dissolve parcialmente a smear layer e a incorpora na formagao da
hibridizacao (técnica autocondicionante) (Tay & Pashley, 2002; Van Meerbeek et
al., 2003).

2.3.1- Adesivos autocondicionantes

A técnica de agentes autocondicionantes consiste na simultanea
desmineralizacao e infiltracdo de mon6meros acidos nos tecidos dentais através
da smear layer (Breschi et al., 2007). Os adesivos autocondicionantes podem ser
de dois passos ou de passo Unico dependendo se o primer acido é separado do
agente hidrofébico ou combinado ao adesivo, permitindo um procedimento
simplificado (Van Meerbeek et al. 2003).

Recentes achados mostraram que os adesivos autocondicionantes de
dois passos (com acidez moderada e pH préximo 2), podem estabilizar as cadeias
quimicas entre carbonos especificos ou grupos fosfatos de monémeros funcionais
e cristais de hidroxiapatita residuais ainda presentes no colageno (Yoshida et al.,
2004). Esta interacdo com os mondmeros adesivos no substrato descalcificado
leva a um aumento na estabilidade da unido através do tempo (De Munck et al.,
2003).

2.3.2- Componentes dos sistemas adesivos

Os sistemas adesivos sdo formados por diversos compostos, como
mondmeros resinosos, fotoiniciadores, agua ou outros solventes, particulas de
carga e pigmentos.

Para assegurar uma boa ligagdo covalente entre adesivo e resina, 0s

adesivos contem mondémeros resinosos que sao similares aos dos materiais



restauradores. Os metacrilatos sdo os mais comuns, sendo pouco sensiveis a
inibicdo pelo oxigénio, mas sdo vulneraveis a degradacao (Van Landuyt et al.,
2007).

O monémero HEMA é um mondmero pequeno com boa
biocompatibilidade, mas quando o polimero ndo estd polimerizado € altamente
alergénico. Este mon6mero é diluido em agua, etanol ou acetona, mas sé é capaz
de evaporar-se em pequena quantidade (Van Landuyt et al., 2007). Devido a
caracteristica de hidrofilicidade, este monémero promove uma adesao excelente
com o molhamento da dentina, com altos valores de resisténcia de uniao (Nakaoki
et al., 2000).

O monémero Bis-GMA possui alto peso molecular e baixa contragéo de
polimerizagdo, promovendo a formagdo de um polimero com boas qualidades
mecanicas (Peutzfeldt, 1997).0 MDPB é um monémero patenteado pela Kuraray
que foi sugerido por Imazato e McCabe (1994), que contem um componente
antibacteriano denominado brometo dodecilpiridineo. O mecanismo do efeito
antibacteriano acredita-se ser devido a ligacdo catibnica e hidrofilica com os
componentes da parede celular que destroem a funcdo da membrana e,
subseqlientemente, induzem ao vazamento do material citoplasmatico (Scheie,
1989; Kourai et al., 1994). Embora a maioria dos monO6meros funcionais seja
hidréfila, essa molécula é altamente hidréfoba (Van Landuyt et al., 2007).

O mondémero 10-MDP foi sintetizado pela Kuraray e utilizado em
adesivos autocondicionantes, devido ao grupo de dihidrogenofosfato, que pode
dissociar-se em agua para formar dois protons (Hayakawa et al, 1998).
Estruturalmente, apresenta uma longa cadeia de carbonos que faz desse
mondmero um componente hidr6fobo. Como conseqiiéncia, os solventes mais
apropriados sdo o etanol e a acetona. O 10-MDP é relativamente estavel a
hidrélise, mantendo a agua a distancia (Van Landuyt et al.,, 2007). Yoshida et al.
(2004) mostrou que este mondémero é capaz de formar cadeias iGnicas fortes com

o calcio resultando em sais de calcio na camada hibrida. Como Clearfil Protect



Bond contém 10-MDP, os resultados favoraveis podem ser atribuidos a intensa
adesao quimica com o tecido dental (Van Landuyt et al., 2007).

MAC10 (11-metacriloixi-10 &cido decanodicarbolixilico) € um monémero
acido encontrado nos produtos da empresa japonesa Tokuyama. Poucas
informagdes na literatura sdo encontradas, mas as propriedades podem ser
deduzidas através da sua estrutura quimica. Como o 10-MDP, o MAC10 consiste
de uma longa cadeia de carbonos, fazendo com que este mondédmero também seja
hidréfobo e refletindo na sua limitada dissolugdo em agua (Van Landuyt et al.,
2007).

Componentes antibacterianos tém sido adicionados aos sistemas
adesivos com intuito de prevenir a recorréncia de cérie. Um exemplo destes
componentes é a presenca do brometo no monémero MDPB como citado
anteriormente. Outros componentes podem ser citados, como os fluoretos
descritos posteriormente e os parabenos presentes no adesivo Adper Prompt-L
Pop da empresa 3M-ESPE (Van Landuyt et al., 2007).

Alguns fabricantes adicionam corantes ao adesivo autocondicionante
(One-Up Bond F Plus- Tokuyama, Tyrian SPE- Bisco), com o objetivo de melhorar
a visualizagao da mistura dos componentes e sua aplicacao (Van Landuyt et al.,
2007).

As particulas de carga podem ser adicionadas por diversas razoes.
Alguns autores defendem que a adicao de carga pode aumentar a resisténcia da
camada hibrida e do adesivo (Kim et al., 2005). Os fabricantes freqlientemente
adicionam carga para modificar a viscosidade dos adesivos (Van Landuyt et al.,
2007).

O tamanho das particulas de carga € o fator principal para as particulas
penetrarem nos tdbulos dentinarios. Apdés o ataque acido, 0s espagos
interfibrilares do colageno sem o mineral ao seu redor é de aproximadamente 20
nm, por isso as particulas devem ter tamanho menores que essa medida. Por isso,
a silica coloidal de tamanho nanométrico é a particula mais utilizada (Van Landuyt
et al., 2007).



Os sistemas adesivos podem conter fluoreto em varias formas como
sais inorgéanicos, vidros ou fluoreto organico. No entanto, ndo somente a
quantidade de liberacdo de fluoreto, mas o tipo e tamanho das particulas
fluoretadas, a solubilidade do material podem ser importantes fatores que
contribuem para a liberacdo de fluoreto. Essa liberagdo aumenta com a
hidrofilicidade e as caracteristicas acidas dos monémeros (Wiegand et al., 2006).
Trés diferentes abordagens para o desenvolvimento de materiais que liberam
fluoreto tém sido discutidas incluindo a adi¢cdo de sais solUveis como o NaF ou
SnF» (Clearfil Protect Bond), sistemas com particulas de carga que liberam fluoreto
ou fluoreto ligado a matriz (Arends et al., 1995). A incorporagdo de fluoreto
inorganico, como o NaF adicionado ao adesivo PB, tem resultado no aumento da
liberagdo de fluoretos. A dispersdo dos vidros lixividveis ou sais solUveis de
fluoretos no monémero permitem a difusdo dos fluoretos sollveis em agua do
material para o meio local. O fluoreto é liberado durante e apds a reacao de
polimerizag&o, seguida por uma pequena quantidade de fluoreto liberado ao longo
do tempo (Wiegand et al., 2006).

Vidros de silicato contendo fluoretos sdo muitas vezes adicionados com
a intencao de liberar fluoretos, como presentes no adesivo One-Up Bond F Plus.
Sabe-se que os mondémeros acidos funcionam na agua como doadores de
protons, que podem reagir com o fluoraluminosilicato seguido por uma tipica
reacdo acido-base do cimento de ionébmero de vidro. Subseqlentemente, a
adesédo quimica entre o fluoroaluminosilicato e a resina pode ser formada e o
fluoreto liberado (Van Landuyt et al., 2007).

2.4- Efeito dos materiais restauradores diretos

Devido a alta freqiéncia de carie recorrente apdés o tratamento
restaurador, principalmente, em dentina (Mijér, 1996; Wilson et al., 1997), muita
atencao tem sido dada ao efeito terapéutico dos materiais restauradores diretos. A

remineralizacdo pela liberagao de fluoretos é representativa, mas o efeito
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antibacteriano é uma propriedade importante porque a inativacdo da bactéria
representa uma estratégia direta para eliminar uma das causas da carie dental
(Imazato, 2003), tendo em vista que a carie € uma doenga multifatorial.

Sistemas adesivos apresentam fluoreto e, mais atualmente, brometo na
forma de MDPB em sua composi¢ao (Imazato e Mc Cabe, 1994). A introducao do
fluoreto esta relacionada com a importdncia desse componente durante os
processos de desmineralizagdo e remineralizagdo como descrito anteriormente
(Featherstone et al., 1986). O brometo foi inserido na molécula do monémero do
adesivo com a finalidade de atuar como componente antibacteriano (Imazato et
al., 1994, 1999, 2001, 2003a, 2003b, 2005), agindo na desinfeccédo da cavidade e

da inativagao da bactéria (Imazato, 2003).
2.5- Estudo in vitro através de ciclagem de pH.

As ciclagens de pH simulam as variagbes dinamicas da saturagao
mineral e do pH, mimetizando a ocorréncia de altos desafios cariogénicos em
periodos ciclicos de desmineralizacdo e remineralizacao (Ten Cate & Duijsters,
1982; Herkstroter et al., 1991). Nesse modelo, lesées subsuperficiais com 100 um
a 250 um de superficie do esmalte podem ser formadas em curtos periodos de
tempo, como dias ou semanas, representando de 6 a 12 meses de progressao de
lesao in vivo (White, 1995).

Para esse modelo, o substrato dental é exposto a volumes previamente
calculados de solugao acida tamponada (Featherstone et al., 1986; Shinkay et al.,
2001), contendo quantidades conhecidas de ions calcio, fosfato e, algumas vezes,
fluoreto (Vieira et al., 2005), durante um periodo curto, geralmente 3 a 6 horas,
dependendo da proposta do estudo (Ten Cate & Duijsters, 1982; Featherstone et
al., 1986; White, 1995). A substituicdo dessa solugdo pode ser diaria ou em

intervalos de tempo de alguns dias. Apdés o periodo de desmineralizagdo, o
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substrato dental é transferido para uma solugao remineralizante por um periodo
superior, simulando a agdo da saliva natural (Ten Cate & Duijsters, 1982).

Como se sabe do potencial cariostatico do fluoreto, as ciclagens de pH
passam por diversas modificacées para tentar comprovar sua eficacia. Para a
analise do efeito do fluoreto na remineralizacdo do esmalte, a adi¢gao de fluoreto
nas solugbes desmineralizante e remineralizante, pode proporcionar um modelo
de ciclagem eficaz na simulagao do desenvolvimento de carie (Vieira et al., 2005).
Assim, o ion fluoreto pode ser utilizado de maneiras associadas durante ciclagens
de pH. Além disso, o dentifricio fluoretado pode determinar uma menor perda
mineral (Hara et al., 2002) e, quando associado aos bochechos de fluoreto de
sodio, obtém-se uma completa protecao contra a desmineralizagdo (Featherstone
et al., 1986).

Os materiais restauradores também podem conter fluoretos em sua
composi¢cao, como 0s materiais ionoméricos e, mais recentemente, introduzidos
nos sistemas adesivos (Imazato & Mc Cabe, 1994). Estudos mostram que o
cimento de ionbmero de vidro € capaz de inibir a desmineralizacao da dentina
adjacente a restauracao (Hara et al., 2005, Cenci et al., 2009). A alta liberacao de
fluoreto nos materiais ionoméricos pode resultar em um aumento superficial na
remineralizacdo da dentina desmineralizada (Exterkate et al., 2005). Para
restauracdes realizadas em resina composta, durante ciclagens de pH nao se
observaram efeito cariostatico (Serra & Cury, 1992; Serra, 1995; Hara et al.,
2002).

Os adesivos que contem fluoretos em sua composigao provocam um
efeito adicional benéfico induzido pelo fluoreto na inibicdo da desmineralizagdo em
casos de microinfiltragdo (lthagarun et al., 2001). Estes adesivos sao efetivos na
prevencao da lesdo de parede, mas exibem pouca inibicdo da leséo (ltota et al.,
2002). Estudos comprovam a eficacia destes adesivos na liberacao de fluoretos
(Hara et al., 2005, ltota et al., 2002), porém eles ndo sdo capazes de inibir o
desenvolvimento da carie secundaria como os cimentos de iondmero de vidro
(Hara et al., 2005; Lobo et al., 2005; Peris et al., 2007; de Carvalho et al., 2009),
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embora ocorra uma menor perda mineral no substrato ao redor das restauragdes
(de Carvalho et al., 2009). Quando se verifica a capacidade destes adesivos de
inibir o crescimento bacteriano, resultados positivos vem sendo encontrados
(Walter et al., 2007; Walter et al., 2008).

2.6-Estudos in situ através de alto desafio

cariogénico

Modelos de estudo intra-orais sdo utilizados para a compreensdo do
equilibrio dindmico da desmineralizagdo e da remineralizacao entre os dentes e
fluidos circundantes (Koulorides & Chien, 1992) e para a eficacia dos fluoretos na
prevencao da cérie (Koulorides et al., 1974, Dijkman, Benelli et al., 1993). Modelos
in situ relacionam os estudos laboratoriais a experiéncia clinica e podem ser
considerados mais realistas que modelos in vitro (Ten Cate, 1992). Quando
materiais restauradores sao inseridos no meio oral, suas superficies sao também
expostas aos fluidos bucais, a mudancas de pH, ao biofilme dental, ao potencial
abrasivo de comidas e bebidas e a abrasdo por escovacao. Portanto, os modelos
de estudo in situ podem ser utilizados como um método pré-clinico para avaliar as
propriedades fisicas, quimicas e mecanicas dos materiais antes de sua insergcao
na cavidade restauradora ou para analisar seus comportamentos quando inseridos
na cavidade bucal (Basting et al., 2002).

A presenca de sacarose € fundamental para o desenvolvimento de
céarie in situ. A solucdo de sacarose a 20% apresenta maior cariogenicidade
quando comparada a solugcdo de glicose a 10% associada a frutose a 10%
gotejada oito vezes ao dia. Isso ocorre devido a maior concentracdo de
polissacarideos extracelulares, promovendo uma maior perda mineral e,
consequentemente, uma maior extensdo da lesao de cérie (Cury et al., 2000).

As freqUéncias de exposicdo aos carboidratos também interferem na
determinagao do desafio cariogénico. Quando blocos de esmalte sdo expostos a
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sacarose a 20% 8 vezes ao dia, promovem uma menor concentragao de F, P e
Ca, 3 vezes mais glucanos insoluveis e uma maior perda mineral quando
comparados a freqiéncia de 2 a 4 vezes ao dia (Cury et al, 1997; Cury et al.,
2001). O uso do dentifricio fluoretado também é capaz de modificar o desafio
cariogénico. De acordo com Cury (2001), a eficacia do fluor € maior quanto menor
a perda mineral. Desse modo, a eficiéncia do dentifricio fluoretado assenta-se na
regularidade de escovagéo, uma vez que o fluor interfere na dindmica do processo
de carie. Assim, ao mesmo tempo em que a placa dental é desorganizada
periodicamente, diminuindo seu potencial patogénico, o fllor ajuda a saliva a repor
os minerais perdidos ao dente (Cury, 2001). Essa associacao promove uma menor
perda mineral quando comparados ao uso de dentifricios ndo fluoretados (Murrer
et al.,«1994; Nobre dos Santos et al., 1998).

O uso de materiais restauradores que liberam fluoreto, como os
cimentos de ionémero de vidro, promove um aumento na concentragao de flior no
biofilme dental (Benelli et al., 1993; Tenuta et al., 2005; Cenci et al., 2009) e uma
menor quantidade de Streptococcus mutans formados (Benelli et al., 1993).
Observa-se, também, uma maior concentracdo de fluoreto ao redor de
restauragées com cimentos de iondmero de vidro (Yamamoto et al., 2005, Tenuta
et al., 2005). A dureza dos tecidos dentais ao redor de materiais ionoméricos
aumenta quando comparada as restauragdes em resinas compostas, sugerindo
apresentarem um potencial anticariogénico (Basting et al., 2002; Tenuta et al.,
2005) e promovendo uma menor perda mineral (Yamamoto et al., 2005). Quando
se utiliza adesivos contendo fluoreto e brometo promove-se uma menor

desmineralizac&do ao redor das restauracdes (Pinto et al., 2009).
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3 PROPOSICAO

O objetivo geral deste estudo foi avaliar os efeitos do uso de sistemas
adesivos autocondicionantes contendo fluoretos na unido e nos tecidos dentais
adjacentes (esmalte dental e dentina) em condigdes orais com alto risco a carie
dental apds desafio cariogénico in situ e in vitro.

No estudo in situ foram avaliados:

1- A microdureza longitudinal Knoop do esmalte e dentina ao redor das
restauracgoes;

2- A extensao/profundidade da desmineralizacdo do esmalte e dentina
proxima as restauracdes de compdésitos, utilizando microscopia de luz polarizada;

3- A microbiota de Streptococcus totais e do grupo mutans e
Lactobacilos formados sobre os blocos dentais restaurados ou nao.

No estudo in vitro foram avaliados:

1- A resisténcia de unido por micro-tracao dos adesivos em esmalte e
dentina, sendo os espécimes submetidos ou ndo a ciclagem de pH. O padrao de
fratura dos espécimes testados foi analisado de acordo com o grupo experimental;

2- A area de uniado resina-esmalte ou dentina para ambos adesivos

estudados, utilizando-se microscopia eletrénica de transmisséo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1- Capitulo | - Experimento in situ

Delineamento do estudo

Delineamento experimental: inteiramente ao acaso em esquema fatorial 9X2X3.
Unidades experimentais: 11 voluntarios.

Fatores em estudo:

Sistemas adesivos, em 2 niveis: One-Up Bond F Plus e Clearfil Protect Bond;
Profundidade em relagcao a superficie, em 9 niveis: 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140,
160 e 180 pm;

Distancia da restauracao, em 3 niveis: 60, 160 e 260 um.

Variaveis de resposta:

Microdureza Knoop;

Extensédo da desmineralizagao;

Quantidade de Streptococus totais; S. mutans e Lactobacilus.

Obtencao e seccao das amostras e preparo cavitario

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba (Anexo 1).

Para este estudo foram utilizados 112 incisivos bovinos, obtidos junto
ao frigorifico Angelelli (Santa Teresinha — Piracicaba, SP, Brasil). Os dentes
bovinos foram limpos através de raspagem para remogao de restos teciduais com
curetas periodontais Duflex (SS White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e a profilaxia foi
feita com pedra-pomes (SS White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e agua utilizando
escovas de Robinson (KG Soresen, Barueri, SP, Brasil) montadas em contra-

angulo em baixa rotagao (Kavo do Brasil, Joinville, SC, Brasil). Ap6s a limpeza os
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dentes foram selecionados, excluindo os dentes com presenca de trincas, e
armazenados a temperatura ambiente em timol 0,1% pH 7 (Hara et al., 2004),
durante 30 dias para desinfecgao.

As amostras de dentina e esmalte (dimensdées 5 X 5 X 3 mm) foram
obtidas por secgdo com disco diamantado (11-4243, Buehler Ltd., Lake Bluff, IL,
EUA ) a partir de 112 dentes incisivos bovinos. Nessa amostras foram realizados
preparos cavitarios circulares com dimensées de 2 X 2 mm (didmetro e
profundidade) que foram confeccionados com pontas diamantadas 3097 (KG
Sorensen, Barueri, SP, Brasil) em alta rotacdo (Kavo do Brasil, Joinville, SC,
Brasil) e com refrigeracdo spray ar/agua tanto para esmalte, quanto para dentina
(Figura 1).

Esterilizacdo, aplicacao dos sistemas adesivos e
restauracao das amostras

As amostras foram esterilizadas em autoclave (Odontoplas, Sao Paulo,
SP, Brasil) a 1212 C durante 20 minutos. Os sistemas adesivos Clearfil Protect
Bond (Kuraray Medical Inc., Kurashiki, Japao) e One-Up Bond F Plus (Tokuyama,
Tokyo, Japéo) foram aplicados de acordo com as instrugbes dos fabricantes
(Tabela 1 e 2). Em seguida, foi aplicada a resina composta Filtek Z350 (3M ESPE
St. Paul, MN, EUA) (Tabela 1), com auxilio de uma espatula de inser¢cao n° 1 (Hu-
Friedy, Chicago, IL, EUA) pela técnica incremental horizontal (Reis et al., 2003;
Santos et al.,, 2004) com dois incrementos de 1 mm cada. Cada camada foi
fotoativada por 20 segundos com intensidade de luz 550 mW/cm? (Curing Light XL
3000, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA). Em seguida, foi realizado o acabamento

inicial com discos de 6xido de aluminio (Sof-lex 3M ESPE St. Paul, MN, EUA).

Apés 24 horas, foram realizados o acabamento final e o polimento das

restauracdes com discos sequénciais impregnados com 6xido de aluminio (Sof-lex

3M ESPE St. Paul, MN, EUA). Apbs o polimento, as margens das restauragoes
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foram observadas em lupa estereoscoépica (MEIJI 2000, MEIJI TECHNO, Tokyo,
Japéo) para verificar possiveis remanescentes ou excessos de material
restaurador além da cavidade (Figura 2 e Figura 3). Essas amostras foram
inseridas na mesma sequéncia nos dispositivos palatinos apds 24 horas do
acabamento e polimento. Vale ressaltar que todas as amostras foram restauradas
48 horas antes do inicio do experimento e permaneceram em 100% de umidade
relativa (TFA, Haar-Synth-Hygro).

Figura 1- A- Dente bovino com as delimitagdes das regides (esmalte/dentina
radicular) a serem seccionadas para a obtengcdo dos blocos dentais. B- Bloco
dental; C- Preparo cavitario (2mm de didmetro X 2 mm de profundidade).
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Tabela 1- Materiais utilizados no estudo descrevendo o fabricante, composicao e

numero do lote.

Abreviatura Material Bonding A Bonding B n? lote
(Fabricante)

OoP One-up Bond F MAC 10, MMA, HEMA, agua, 555
Plus (Tokuyama, fotoiniciador, fluoroaluminiosilicato,
Tokyo, Japéo) metacriloalquilfosfato fotoiniciador

acido, monomeros
multifunctional

acrilico
Primer Adesivo
PB Clearfil Protect MDPB, MDP, MDP, HEMA, Bis-GMA, 00042A
Bond (Kuraray HEMA ,dimetacrilato dimetacrilato hidrofilo,
Medical Inc., hidrofilo, fotoiniciador fotoiniciador, silica
Kurashiki, e agua coloidal, NaF
Okayama, Japao)
Z 350 Filtek 2350 Carga, bisfenol A polietienoglicol diéter 7GL/
(3M-ESPE) dimetacrilato, diuretano dimetacrilato, bisfenol a 7HL
Cor A2 di-glicidil éter dimetacrilato, trietilenoglicol

dimetacrilato e pigmento

(HEMA: 2-hidroxietilmetacrilato; Bis-GMA: bisfenol-A glicidil metacrilato; MDP: 10 — metacriloxidecil di-
hidrigénio fosfato; PAA: copolimero do &cido polialqguendico; MAC 10- 11 metacriloiloxi-10 acido
decanodicarboxilico).

Tabela 2- Aplicacao dos sistemas adesivos segundo orientacdes dos fabricantes.

Adesivos (Fabricantes) Aplicacao segundo instrucoes dos fabricantes
One-Up Bond F Plus Misturar uma gota de cada frasco. Aplicar com um
(Tokuyama) pincel. Aguardar por 20 segundos. Fotopolimerizar

por 10 segundos.

Clearfil Protect Bond Aplicar o primer por 20 segundos nas estruturas

(Kuraray) dentais secas. Secar com um jato de ar. Aplicar o
bond. Aplicar um leve jato de ar. Fotopolimerizar
por 10 segundos.
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Figura 2- Aplicacdo do sistema adesivo Clearfil Protect Bond segundo as
recomendacdes do fabricante. A- Aplicacao do primer (20s); B- leve jato de ar; C-
aplicacdo do adesivo; D- fotopolimerizacdo (10s); E- insercdo do material
restaurador; F- fotopolimerizacdo; G- restauracdo finalizada; H- sistema para
acabamento e polimento Sof-lex (3m-ESPE); I- Lupa estereoscépica. O mesmo

procedimento foi realizado em esmalte e em dentina.

Figura 3- Aplicagdo do sistema adesivo One-up Bond F Plus. A- Mistura do
bonding A e do bonding B; B- aplicacao do sistema adesivo; C- fotopolimerizacéo;
D- adesivo polimerizado; E- insercao do material restaurador; F- fotopolimerizacao;
G- restauracao finalizada; H- sistema para acabamento e polimento Sof-lex (3M-
ESPE); I- Lupa estereoscopica. O mesmo procedimento foi realizado em esmalte e
dentina.
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Fase clinica

Foram selecionados 17 voluntarios adultos para participarem desta
pesquisa, de acordo com a contagem de S. mutans (>10° ufc/mL de saliva, de
acordo com Kohler e Bratthall, 1979) e determinacdo do fluxo salivar nao
estimulado (minimo de 0,2 mL/min, de acordo com Zero et al. 1995 (Tabela 3).
Observamos os voluntarios clinicamente e estes ndo apresentavam atividade de
carie. Apds a selecao inicial realizou-se uma nova selegdo seguindo os critérios
(Anexo 2): apresentar bom estado de saude geral e oral; ndo ter tomado
antibiéticos nos ultimos dois meses, pois afetam a microbiota oral e, com isso, a
resposta ao modelo adotado; ndo serem fumantes; nao ter tomado medicamentos
que afetem o fluxo salivar (Zero, 1995). ApGs essa nova selecao, 11 preencheram
0S requisitos para participarem da pesquisa. Os voluntarios de numero 12 a 17
(Tabela 3) ndo preencheram os requisitos exigidos e foram excluidos da pesquisa.

Todas as recomendacdes e informagdes sobre os procedimentos a
serem realizados durante o experimento foram impressos e entregues aos
voluntarios (Anexo 3), atendendo a resolugao n® 196 de 10/03/1996 do Conselho
Nacional de Saude do Ministério da Saude. Os voluntérios assinaram o termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 4) e receberam recomendacdes e
orientagdes por escrito: a) utilizar o dispositivo intra-oral palatino diariamente,
inclusive para dormir; b) remover o dispositivo intra-oral durante as refeigcdes ou
consumo de qualquer bebida acida, que pode levar a desmineraliza¢ao (Fushida &
Cury, 1999) para padronizar o desafio cariogénico, ou cha preto que pode conter
fldor (Haiacibara et al. 2004). Porém, ao remové-lo da boca devem conserva-lo
dentro do recipiente fornecido com algoddo umedecido, com o objetivo de manter
as bactérias da placa viaveis e impedir o ressecamento dos blocos; ¢) durante o
experimento utilizar apenas o dentifricio fornecido pela pesquisadora; d) nao
utilizar substancias fluoretadas ou antimicrobianas.

Os voluntarios foram orientados a ndo escovar diretamente as amostras

e somente a regido do dispositivo em contato com o palato. Quando fossem
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enxaguar o dispositivo ndo deveriam coloca-los diretamente embaixo da agua. Os

voluntarios receberam um estojo que contendo uma escova dental com cerdas

macias e cabeca pequena, um dentifricio Sorriso Fresh (1100 ppmF com NaF)

(Contendo 1.100 ugF/g, como NaF) (Colgate-Palmolive Ind. Com. Ltda, Sao

Bernardo do Campo, SP, Brasil), um fio dental, um frasco da sacarose a 20% e

um recipiente com algoddo umedecido, onde os voluntarios conservaram o

dispositivo durante as refei¢des (Figura 4).

Tabela 3- Determinacdo do fluxo salivar e contagem de Streptococcus

mutans dos voluntarios.

Voluntarios Fluxo Salivar (mL/min) S. mutans (ufc/mL)
01 0,5 1,85.10°
02 1,0 1,43.10°
03 0,25 1,95.10°
04 1,0 5,87.10°
05 1,0 1,35.10°
06 0,5 1,03.10°
07 0,7 7,6.10°
08 0,5 2,72.10°
09 0,5 3,5.10°
10 1,0 313.10°
11 0,7 5,07.10°
12 0,9 1,08.10°
13 1,0 0,208.10°
14 2,0 0,022.10°
15 1,25 0,157.10°
16 0,5 0,004.10°
17 2,0 0,011.10°

Os valores minimos de referencias foram: S. mutans >10° ufc/mL de saliva e fluxo salivar nio

estimulado= 0,2 mL/min.
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Figura 4- Estojo fornecido aos voluntarios, contendo uma escova de cerdas
macias e cabeca pequena, dentifricio fluoretado, solugdo de sacarose a
20%, estojo para armazenar o dispositivo palatino devidamente identificado.

Preparo do dispositivo intra-oral palatino

Os dispositivos intra-orais palatinos foram confeccionados em resina
acrilica autopolimerizavel (Jet, Classico, Sdo Paulo, SP, Brasil) a partir do molde
da arcada superior dos voluntarios. Cada dispositivo continha no total 8 espacos
localizados na regiao de molares, sendo 4 de cada lado. Trés espagos foram
destinados para as amostras restauradas e 2 espacos para as amostras de
esmalte ou dentina sem cavidades (controle). Telas foram sobrepostas sobre as
amostras deixando um espago de 1 mm entre a tela e a superficie dental para o
acumulo de placa bacteriana ou biofilme (Figura 5).
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Figura 5- A- Selegdo da moldeira; B- Insercdo do material de moldagem (alginato)
na moldeira selecionada; C- Molde confeccionado; D- Modelo do voluntario em
gesso pedra; E- Esquema do dispositivo intra-oral palatino mostrando do lado
direito amostras de esmalte dental e do lado esquerdo amostras de dentina; F-
Detalhe das amostras inseridas no dispositivo com espago de 1mm; G- Detalhe da
tela posicionada.

Fase laboratorial

Os voluntarios participaram do experimento que foi realizado em 2
fases. Eles utilizaram o dispositivo palatino por 14 dias em uma fase que
correspondeu a avaliacdo de um sistema adesivo e apds 10 dias utilizaram por
mais 14 dias com outro adesivo. Durante o desafio cariogénico foram utilizados
substratos de esmalte e de dentina sem cavidades restauradas, para avaliacao
apenas dos substratos isoladamente. Os voluntarios utilizaram os dispositivos
palatinos contendo 8 amostras, sendo 6 amostras (3 de esmalte e 3 de dentina)
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restauradas com um sistema adesivo em cada fase e 2 amostras contendo
somente uma superficie de substrato dental (sendo uma de esmalte e outra de
dentina). No lado esquerdo do dispositivo palatino foram inseridas as amostras de
dentina, e do lado direito amostras de esmalte.

Os voluntarios gotejaram solucao de sacarose 20% oito vezes ao dia as
8:00, 9:30, 11:00, 14:00, 15:30, 17:00, 19:00 e 21:00. O voluntario foi orientado
para colocar cada gota da solugdo exatamente na superficie da tela plastica da
amostra inclusive para a amostra do grupo controle, sem toca-la e mantendo o
dispositivo no recipiente contendo algodao umedecido durante 5 minutos antes de
leva-lo a boca. Todos os voluntarios escovaram os dentes com dentifricio

fluoretado Sorriso Fresh trés vezes ao dia.

Analise microbioldgica da placa dental

Diluicao, dispersao e incubacao

Ap6s o desafio cariogénico, com uma espatula plastica esterilizada
foram coletadas 2 mg de placa dental formada, sendo imediatamente transferida
para tubos criogénicos pré-pesados esterilizados. Ao tubo foi adicionada solugéo
salina (NaCl 0,9%) na proporcado de 1 mL/mg de placa, agitando até desfazer os
grumos de placa e levado ao sonicador (Vibra Cell, Sonics & Materials Inc.,
Danbury,Conn., EUA) (Rosalen et al., 1996). Este tubo passou por processo de
diluicdo seriada em camara de fluxo laminar, partindo-se da diluicao 10° até 10°.
Foi semeada (Spiral Plater, DW Scientific Ltda, Shipley, West Yorkshire,
Inglaterra), em meio Agar Mitis Salivarius a diluicdo 10" até 10° e, em meio Agar
Mitis Salivarius Bacitracina, a diluicdo 10° até 10%, sendo todas semeadas em
duplicada. Lavou-se o sistema da Spiral Plater® por oito vezes com hipoclorito de
sodio 0,5% titulado com agua destilada e deionizada esterilizada em placas de
Petri. Apés a dispersdo, as placas de Petri permaneceram na bancada para
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impedir o escorrimento da dispersao e logo apés foram incubadas em estufa com
atmosfera de 10% de CO, a 37° C por 48 horas.

Preparo do meio de cultura

O meio de cultura utilizado para a contagem de Streptococcus totais foi
o Agar Mitis Salivarius- MAS, para contagem dos Streptococcus do grupo mutans
foi 0 meio Agar Mitis Salivarius Bacitracina- MSB e para Lactobacilus foi o meio
Rogosa Agar. Apés todos os procedimentos de preparo dos meios, placas de Petri
descartaveis foram identificadas e, em seguida, distribuidas 20 mL de meio em
cada uma. Apéds a solidificagédo, foram incubadas em estufa (IG 150, Jouan) com
atmosfera de 10% de CO, a 372 C por 24 horas para controle da esterilidade.

Contagem das colébnias

Apds o periodo de incubagédo, as Unidades formadoras de coldnias
(UFCs) foram contadas com auxilio do contador de col6nias. A placa de Petri foi
posicionada no contador de coldnias, que apresenta divisérias circulares de
setores (Figura 6). Foram analisadas as bactérias totais, Streptococcus do grupo
mutans, Streptococcus totais e Lactobacilos.

Apobs analise exploratéria dos dados e constatacdo de que os mesmos
violam os pressupostos de uma analise paramétrica, foi aplicado o teste néo
paramétrico de Wilcoxon.
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Figura 6- Esquema mostrando a coleta de 2 mg de biofilme dental que era levador
ao sonicador. Em seguida, o biofilme era colocado em placas de Petri e semeado
com Agar Mitis Salivaris e Agar Mitis Bacitracina e permanecendo por 48 h em
estufa. Logo apods, os meios determinados para cada tipo de bactéria eram
preparados e levados novamente em estufa. A contagem de bactérias era feitas
através do auxilio de um contador de coldnias, que dividia a placa de Petri em
setores.

Determinacao da extensao da lesao de carie

Ao final do desafio cariogénico, as telas plasticas foram removidas com
laminas de bisturi n® 15 (Paramount, Paramount Surgimed Ltd., New Delhi, India),
e as amostras removidas, limpas com escova, e agua destilada e deionizada (dd).
Todas as amostras foram fixadas em placas de acrilico e seccionadas ao meio em
cortadeira de precisédo (Isomet 2000, Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA) com disco
diamantado de alta concentracdo (11-4243, Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA) na
regiao central da restauracdo. Uma parte da secgao das amostras foi incluida em
resina de poliestireno para serem novamente seccionadas serialmente, obtendo-
se fatias dentais de aproximadamente 400 um de espessura. Essas amostras
foram lixadas em politriz elétrica e giratoria (APL-4, Arotec, Cotia, SP, Brasil) sob
refrigeragdo com lixas abrasivas de 6xido de aluminio de granulagéo 600 e 1200
(Carburundum Abrasivos, Recife, PE, Brasil) até se obter a espessura final de 0,1
+ 0,01 mm, a qual foi aferida com um paquimetro digital (Starret 727-6/150,
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Starret, Sao Paulo, SP, Brasil). As amostras foram embebidas em agua, dispostas
em laminas de vidro seladas com laminulas, e visualizadas em microscopio de luz
polarizada (Leica, DMLSP, Leica Microsystems, Heerbrug, Suica) com uma
camera acoplada. As imagens foram captadas em lentes com 20 X de aumento,
sendo entao, transferidas para o monitor de um computador, através do software
Image-Pro Plus (Versao 4.1 para Windows, Media Cybernetics). Foram feitas, as
medidas da lesao de carie, considerando como desmineralizagao a faixa continua,
em 5 distancias da restauragao utilizando uma ferramenta de medida linear do
programa de computador (Figura 7).

Apobs analise exploratéria dos dados e constatacao de que os mesmos
violam os pressupostos de uma anadlise paramétrica, foi aplicado o teste nao
paramétrico de Wilcoxon pareado.

Esmalte ou dentina

Lesdo de cdrie

Esmalte ou

Esmalte ou

Figura 7- A- Fatia obtida ap6s desafio cariogénico (100 £ 10 um); B- Amostras
armazenadas em tubos “eppendorfs”; C- Microscopio de Luz Polarizada; D-
Esquema da leséao de cérie; E- Esquema mostrando as medidas da leséao de carie
em relagao a restauragcao. (RC=resina composta).
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Determinacao da Microdureza Knoop

A outra metade das amostras seccionadas foram incluidas em cilindros
de resina epéxica (Buehler, Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA ) de maneira que a
superficie interna do substrato permanecesse exposta. As superficies das
amostras foram polidas para posterior leitura da microdureza. Foram utilizadas
lixas de Al.O3 de granulagao 320, 600 e 1200 (Carburundum Abrasivos, Recife,
PE, Brasil) em politriz (APL-4, Arotec, Cotia, SP, Brasil) sob refrigeragcdo com
agua. Para o polimento final foram utilizados discos de feltro (Polishing Cloth
Buelher n? 40-7618, Lake Bluff, IL, EUA) e pasta de diamante de 1 um e "2 um
(Arotec, Cotia, SP, Brasil) (Figura 8). Entre os procedimentos de polimento, as
amostras foram colocadas em aparelho de ultrassom (Odontoplas, Sao Paulo, SP,
Brasil) com 4gua destilada e deionizada (dd) para remoc¢ao das particulas de lixa e
para nao prejudicar o polimento seguinte. Em seguida, as amostras foram lavadas
em agua dd corrente e armazenadas em recipientes plasticos fechados, cobertos
com papel absorvente umedecido em agua dd e conservados em geladeira a 4°C.
As mensuragdes de microdureza Knoop (Future Tech, FM 1E, Tokyo, Japao)
foram realizadas na regido interna do esmalte e da dentina nas profundidades de
20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160 e 180 um em relacdo a superficie do
esmalte/dentina e nas distancias de 60, 160 e 260 um da restauracdo em todas
profundidades, utilizando uma carga de 25 gramas durante 5 segundos para
esmalte e 10 gramas durante 15 segundos em dentina (Figura 9).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) em
esquema de parcela sub-dividida. Os fatores foram representados pelos
voluntarios e adesivos, a subparcela pelas distancias e as profundidades, sendo o
nivel de significancia adotado de 5%.
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Figura 8- A- Cortadeira Metalografica de precisdo; B- Metade das amostras
incluidas em resina de poliestireno; C- Politriz elétrica e giratéria com braco
acoplado.

260 um 160 um 60 um

20 um
40 um
60 um
80 um
100 um

120 um
140 um

160 um
180 um

restauracao

{ { ] ] [ EET {
' | ' ] ' | 3l | 39

] ] ] ] { E=F-0 {

Esmalte ou dentina

Figura 9- A- Microdurdmetro com identador Knoop; B- Esquema das identagdes
em relagao a distancia da superficie e da restauragao.

4.2- Capitulo II- Experimento in vitro

Delineamento do estudo

Delineamento experimental: inteiramente ao acaso em esquema fatorial 2X2.

Unidades experimentais: dentes bovinos.
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Fatores em estudo:

Sistemas adesivos, em 2 niveis: One-Up Bond F Plus e Clearfil Protect Bond;
Ciclagem de pH: ausente ou presente

Variaveis de resposta:

Resisténcia de Unido em MPa.

Preparo dos substratos, aplicacao dos sistemas adesivos

e restauracdo das amostras

A obtencéo, limpeza e desinfeccdo dos dentes bovinos foi realizada da
mesma maneira citada no experimento in situ. A obtengcdo das amostras em
dentina para os procedimentos adesivos, a face vestibular das coroas em esmalte
foi abrasionada com lixas de granulacdo 320 e 400 de carbeto de silicio (SiC)
(Carburundum Abrasivos, Recife, PE, Brasil) até a exposicao de uma dentina de
profundidade média e posterior tratamentos. As superficies foram abrasionadas
com lixas de granulagdo 600 SiC durante 15 segundos. Para o esmalte, foi
necessario o desgaste da superficie vestibular com lixas de granulacdo 600 de
SiC (Carburundum Abrasivos, Recife, PE, Brasil) durante 15 segundos até a
planificacdo do esmalte (Figura 10). As amostras foram restauradas com os
mesmos adesivos Clearfil Protect Bond (Figura 11) e One-Up Bond F Plus (Figura
12) e com a resina composta Filtek Z 350 (3M ESPE St. Paul, MN, EUA) numa
altura de 4 mm, tanto em esmalte quanto em dentina e de acordo com as
recomendacoes dos fabricantes. A resina composta Filtek Z350 foi aplicada com
auxilio de uma espatula de insercdo n® 1 (Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA) pela
técnica incremental horizontal (Reis et al., 2003; Santos et al., 2004). Cada
camada foi fotoativada por 20 segundos com intensidade de 550 mW/cm? (Curing
Light XL 3000, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA).
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Esmalte  Dentina

Limpeza dos
Desgate com discos de éxido de aluminio
(Polilitriz Arotec APL-4)

dentes bovinos

Figura 10- Preparo dos substratos dentais (esmalte dental e dentina)
. Qearfil Protect Bond
::I;ﬁ:’ LE;:::"’” API'C‘";"D Fotopolimerizagde Insercdo da resina

Figura 11- Aplicacdo do adesivo autocondicionante de 2 passos Clearfil Protect

Bond insercao da resina Z350

Mistura dos m - -
componentes Aplicacas Fotopolimerizagio Insercdo da RC

Figura 12- Aplicacdo do sistema adesivo autocondicionante de passo unico One-

Up Bond F Plus inser¢éo da resina composta
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Grupos experimentais e Ciclagem de pH

Foram formados 4 grupos experimentais, sendo aplicados tanto em
esmalte e quanto em dentina (n=7): 1- Clearfil Protect Bond (PB) sem desafio
cariogénico (DC); 2- adesivo PB aplicado com DC; 3- adesivo One-Up Bond F
Plus (OP) sem DC; 4- adesivo OP com DC.

Apb6s o armazenamento por 24h, 7 dentes restaurados de cada grupo
foram fixados em placas de acrilico com auxilio de cera pegajosa (Horus,
Dentsply, Petropolis, RJ, Brasil) e individualmente acoplados a cortadeira de
precisdao. Os dentes foram seccionados com auxilio de um disco diamantado de
alta concentracao (11-4243, Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA) em intervalos de 1,0
mm no sentido vestibulo-lingual e perpendicularmente a interface de uniao. Duas
fatias de cada dente restaurado foram selecionadas e utilizadas nas analises em
MET da interface de unido resina-dentina/esmalte. As demais fatias foram
novamente seccionadas para obtencdo de espécimes em formato de
paralelepipedo (ou palito), com uma extremidade em compésito e a outra em
esmalte ou dentina, com &rea na seccdo transversal de 1 mm?. Seis espécimes
por dente foram selecionados e testados por dente no ensaio de resisténcia de
unidao por microtragao.

Os espécimes dos grupos 2, 4, 6 e 8, que foram submetidos a ciclagem
de pH foram protegidos com esmalte para unhas (Risqué, Niasi Ind. Cosm. Ltda,
Taboao da Serra, SP, Brasil) para delimitar uma area que sofreu os tratamentos
de desmineralizagédo e remineralizagdo. O esmalte cosmético foi aplicado 1,5 mm
acima e abaixo da éarea de unido. Os espécimes (palitos e fatias) foram
submetidos a ciclagem de pH durante 8 dias simulando o desenvolvimento de
céarie. Cada ciclo foi composto por 8 horas em solugdo desmineralizante (1,4 mM
Ca, 09 mM P, 0,06 M acido acético, pH 5,0) e 16 horas em solucao
remineralizante (1,5 mM Ca, 0,9 mM P, 0,1 M tampao Tris, pH 7,0) (Hara et al.
2005). Os espécimes que nao foram submetidos a ciclagem de pH permaneceram
em 100% de umidade relativa.
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Ensaio de Microtracao

Os espécimes em formato de palito, submetidos ou ndo a ciclagem de
pH, foram testados quanto a resisténcia de unido. Com o auxilio de uma cola a
base de cianoacrilato (Super Bonder gel, Henkel Loctite Adesivos Ltda, Sao Paulo,
Brasil) e de um acelerador (Zapit, D. V. A., Anaheim, CA, EUA). Os espécimes
foram fixados ao aparato para microtracdo, o qual estava acoplado a uma
maquina de Ensaio Universal (Instron 4411, Instron Corp, Canton, MA, EUA). A
carga de tracao foi aplicada perpendicularmente a interface de unidao, com
velocidade de 0,5 mm/min até ruptura da unido (Figura 13). Os valores expressos
pela maquina (Quilograma-forca-Kgf) foram anotados. Apds o teste, os espécimes
foram removidos do dispositivo e medidos com um paquimetro digital (Starret 727-
6;150, Starret Ltda., Itu, SP, Brasil) para o calculo da area de unido e resisténcia
de unido (em MPa). Os dados foram analisados através da andlise de variancia (2

fatores) e teste de Tukey (p<0,05).

TEl " E

Secgdo Armazenagem Delimitagdo dos palitos Palitos em méquina de Palito apés
dos palitos (24h/umidade) dos palitos  submetidos a DC Ensaio Universal fratura
ndo submetidos a DC

Figura 13- Preparo das amostras (palitos) e ensaio de Microtragdo em Maquina
de Ensaio Universal (Instron).

Analise do padrao de fratura (MEV)

Os espécimes testados no ensaio de microtracao foram fixados em
stubs metélicos e as superficies fraturadas foram cobertas com uma fina camada

34



de ouro (Desk Il, Denton Vacuun Inc NJ - EUA) e observados em microscopia
eletrénica de varredura (JSM — 5600 — JEOL USA, Inc., Peabody, MA 01960 —
EUA). O objetivo desta parte do projeto foi mostrar a predominancia/prevaléncia
das estruturas envolvidas na fratura dos espécimes por grupo. O padrao de fratura
foi avaliado seguindo a classificacao de Reis et al., 2003: Tipo 1: falha adesiva
entre o sistema de unido e o tecido dental, e parcialmente coesiva no sistema de
unido; Tipo 2: coesiva no sistema de adesivo; Tipo 3: falha predominantemente
coesiva no tecido dental; Tipo 4: falha parcialmente coesiva no compdsito e

adesiva entre 0 compdésito e o sistema de uniéo.

Analise em microscopia eletronica de Transmissao:

Fatias dos grupos experimentais utilizados para o ensaio de
Microtracao foram fixadas em solucao de Karnovsky, pés-fixadas em tetréxido de
o0smio, desidratadas em uma série ascendente de solugdes de etanol (30 a 100%)
e embebidos em resina epdxica (Buehler, Buehler Ltda., Lake Bluff, IL, EUA). As
amostras foram levadas a um Ultramicrétomo (MT-2C, RMC, Florida, USA) e com
uma navalha de diamante foram obtidas fatias com 90nm de espessura. As
amostras foram cobertas com uma fina camada de carbono (Desk IlI, Denton
Vacuun Inc NJ, EUA) e observadas em um microscépio eletrdnico de transmissao
(Zeiss EM 900, Zeiss, Munich, Alemanha) para andlise da ultramorfologia da unido
dente-compdsito. Fotomicrografias foram obtidas para os grupos experimentais e
algumas representativas de cada grupo foram selecionadas e inseridas neste

trabalho.
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5 RESULTADOS

5.1- Capitulo I- Experimento in situ

1- Andlise dos dados de Microdureza Longitudinal Knoop
1.1- Andlise em dentina

A ANOVA indicou que houve diferenca estatistica para os fatores
profundidade (p<0,0001) e distancia (p=0,0007). O fator adesivo (p<0,05) mostrou
diferenca significativa dentro dos seus niveis. Somente a interacao adesivo x
profundidade foi significativa (p<0,0001), enquanto as demais interagdes nao
mostraram diferencas significativas: adesivo x distancia (p=0,3874); distancia x
profundidade (p=0,9862); adesivo x distancia x profundidade (p=0,9305). A
interacdo adesivo x profundidade foi entdo desdobrada e os resultados
apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Média (desvio padrao) da microdureza longitudinal (Knoop) da dentina
apo6s desafio cariogénico.

Adesivo Profundidade Distancia (um) Tukey
(um) 60 160 260

PB 20 *19,07 (6,08) *18,18 (6,20) *18,74 (7,10) g
40 *20,91 (7,07) *20,50 (6,97) *20,04 (6,26) fg
60 21,17 (6,08) 21,81 (5,72) 21,91 (6,04) ef
80 *22,58 (5,28) *28,71 (5,71) *23,81 (5,42) de
100 23,92 (5,68) 24,66 (5,40) 24,85 (5,68) cd
120 24,08 (5,95) 25,40 (5,57) 25,77 (6,35) bcd
140 25,30 (5,54) 26,42 (6,09) 27,00 (5,36) abc
160 26,42 (5,54) 27,37 (5,77) 27,65 (5,72) ab
180 26,71 (5,30) 28,70 (5,75) 28,70 (5,95) a

oP 20 12,70 (4,80) 14,21 (5,18) 16,23 (6,89) f
40 16,21 (4,00) 17,76 (4,52) 18,10 (6,89) e
60 19,68 (4,52) 19,92 (4,70) 20,83 (3,40) d
80 20,28 (3,21) 21,50 (3,84) 22,45 (2,63) d
100 22,56 (3,27) 24,80(5,67) 24,37 (2,77) c
120 24,00 (3,13) 26,20 (4,86) 25,67 (3,43) bc
140 24,98 (2,38) 25,84 (2,34) 26,73 (3,33) abc
160 25,63 (2,21) 26,21 (3,00) 27,40 (2,26) ab
180 27,45 (2 50) 27,60 (2 34) 28,54 (2,45) a

Tukey A

Médias seguidas de letras distintas (mailsculas na horizontal e minUsculas na vertical dentro de
cada adesivo) diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
*Difere do adesivo OP pela ANOVA (p<0,05).

Os resultados mostraram que houve uma menor microdureza
longitudinal na distancia de 60 um da restauracdo para os dois adesivos
estudados. Observou-se para os dois adesivos, 0 aumento da microdureza Knoop
com o aumento da profundidade em relacdo a superficie. O adesivo Clearfil
Protect Bond mostrou maior microdureza em todas as distdncias nas
profundidades de 20, 40 e 80 um quando comparado ao adesivo One-Up Bond F
Plus. Nota-se que na profundidade de 60 um os valores das meédias foram

semelhantes por isso ndo se observou diferenga estatistica significativa.

1.2- Analise em esmalte

A ANOVA detectou diferenca significativa somente para a interacao

adesivo X profundidade (p<0,0001). Os demais fatores ndo foram significativos:
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adesivo (p<0,05) e distancia (p=0,8361). Os resultados das interacdes foram:
adesivo x distancia (p=0,9740); adesivo x profundidade (p<0,0001); distancia x
profundidade (p=0,9881); adesivo x distancia x profundidade (p=0,7037). A

interacdo significativa adesivo x profundidade foi desdobrada e os resultados

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Média (desvio padrao) da microdureza longitudinal (Knoop) do esmalte

apods desafio cariogénico.

Adesivo Profundidade Distancia (um) Tukey
(um) 60 160 260

PB 20 *182,41 (86,17) *188,80 (76,41) *212,28 (60,76) b
40 248,46 (52,3) 248,00 (40,07) 242,66 (36,43) a
60 256,80 (45,43) 268,62 (36,22) 260,57 (29,08) a
80 261,64 (45,87) 268,41 (43,86) 263,00 (35,14) a
100 275,70 (43,56) 279,22 (35,50) 266,00 (38,90) a
120 278,27 (40,34) 281,28 (45,34) 273,84 (43,90) a
140 280,48 (46,53) 272,16 (31,41) 274,75 (48,54) a
160 276,86 (40,34) 276,40 (40,16) 266,65 (42,42) a
180 281,31 (33,54) 267,30 (48,03) 270,78 (46,32) a

oP 20 126,66 (57,07) 131,55 (69,63) 117,40 (57,26) c
40 232,81 (50,82) 236,30 (65,94) 219,76 (37,55) b
60 258,18 (57,41) 248,65 (53,93) 255,48 (52,22) ab
80 272,53 (66,80) 251,14 (49,51) 270,18 (43,02) ab
100 274,67 (67,32) 278,21 (45,77) 278,87 (59,15) a
120 264,93 (48,12) 279,90 (41,16) 270,90 (45,28) ab
140 285,52 (54,64) 284,90 (31,37) 279,80 (35,02) a
160 268,33 (51,87) 286,90 (47,70) 266,61 (61,77) ab
180 263,98 (46,14) 279,51 (47,18) 280,92 (35,93) ab

Tukey A A A

Médias seguidas de letras distintas (mailsculas na horizontal e mindsculas na vertical
dentro de cada adesivo) diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
*Difere do adesivo OP pela ANOVA (p=<0,05).

Os resultados mostraram que ndo houve diferenga estatistica

significativa na microdureza longitudinal nas distancias da restauracao para os
dois adesivos estudados. No adesivo PB observou-se que a microdureza foi
menor na profundidade de 20 um, nao diferindo nas demais profundidades. Para o
adesivo OP observa-se diferenca estatistica entre as profundidades. Nota-se que
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na profundidade de 20 pm houve uma maior microdureza para o adesivo PB
quando comparado ao adesivo OP.

2- Analise dos dados de lesao de carie atraves de
Microscopia de Luz Polarizada

2.1- Analise em dentina

Tabela 6. Mediana, valor minimo e valor maximo da extensdao da
desmineralizacao (um) em dentina apds desafio cariogénico.

Adesivos
PB OP
Mediana 51,50 B 119,12 A
Valor minimo 0,00 77,00
Valor maximo 117,60 198,23

P=0,0109 (teste de Wilcoxon pareado)

Figura 14- A- Microscopia de luz polarizada em dentina para o adesivo Clearfil
Protect Bond, B- Microscopia de luz polarizada em dentina para o adesivo One-Up
Bond F Plus. As setas indicam as regides de desmineralizagao.

Os resultados mostraram uma maior extensdo da desmineralizacao

para o adesivo OP. As imagens de microscopia de luz polarizada ilustram o
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padrdao de desmineralizacdo para os dois adesivos, mostrando uma menor perda
mineral para o adesivo PB, e que a area de desmineralizagado iniciou-se mais

distante da restauragéo.

2.2- Analise em esmalte

Tabela 7. Mediana, valor minimo e valor maximo da extensdao da
desmineralizacao (um) em esmalte apds desafio cariogénico.

Adesivos
PB OP
Mediana 26,15 B 108,45 A
Valor minimo 0,00 35,10
Valor maximo 90,00 229,00

P=0,0173 (teste de Wilcoxon pareado)

Figura 15- A- Microscopia de luz polarizada em esmalte para o adesivo Clearfil
Protect Bond, B- Microscopia de luz polarizada para o adesivo One-Up Bond Plus.
As setas indicam as regides de desmineralizacao.

Em esmalte, observou-se também maior extensado da desmineralizacao
para o adesivo OP. As imagens de microscopia de luz polarizada ilustram as
regides de desmineralizacado para cada adesivo.
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3- Analise Microbioldgica do Biofilme

Foram analisadas as bactérias totais, Streptococus totais e do grupo
mutans e Lactobacilos. Os resultados a seguir mostram as analises do biofilme
acumulado no dispositivo palatino sobre o esmalte dental ap6és o desafio

cariogénico.
3.1- Andlise de Streptococcus no esmalte dental

Tabela 8- Mediana (valor minimo e valor maximo) de UFC/mL x 10 ° de
Streptococcus totais e Streptococcus mutans na auséncia ou na presenga de
restauracao em esmalte dental apds desafio cariogénico.

Bactérias Adesivos Controle (sem Dentes Restaurados
restauracao)
S. Totais PB 396,0 (0; 1020,0)Aa 300,0 (0; 1012,0)Ab
OP 332,0 (6,40; 3200,0)Aa 2040,0 (128,0; 3360,0)Aa
S. mutans PB 0,65 (0; 4,96)Ab 0,20 (0; 2,64)Ab
OP 2,8 (0,0; 26,8)Aa 1,96 (0; 49,6)Aa

Médias seguidas de letras distintas (maiusculas na horizontal e minusculas na
vertical, que comparam adesivos dentro de cada grupo de bactérias) diferem entre
si pelo teste de Wilcoxon (p<0,05).

Os resultados mostraram que ndo houve diferenca estatistica na
auséncia ou presenca de restauracao para os adesivos. Para os S. totais nao
observou-se diferenca na quantidade de colbnias de bactérias entre os adesivos
quando havia apenas o substrato dental. Entretanto, na presenca de restauragao
houve uma menor quantidade de bactérias para o adesivo PB que para o adesivo
OP. Os S. mutans nao apresentaram diferenca estatistica significativa na
presenca e na auséncia de restauracao dentro dos adesivos. Quando comparados

os adesivos observou-se que OP resultou em maior quantidade de bactérias.
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3.2- Analise de Lactobacilus em esmalte dental

Tabela 9- Mediana (valor minimo e valor maximo) de UFC/mL x 10 2 de
Lactobacilus na auséncia ou na presenca de restauragdo em esmalte dental apés
desafio cariogénico.

Adesivos Controle (sem Dentes restaurados
restauracao)

PB 50,0 (0,0; 100000,0)Aa 40,0 (0; 144000,0)Aa

oP 84,0 (0; 2880,0)Aa 32,0 (0; 91200,0)Aa

Médias seguidas de mesmas letras (maiusculas na horizontal e mindsculas na
vertical) ndo diferem entre si pelo teste de Wilcoxon (p>0,05).
Para a andlise dos Lactobacilus nao foi observada diferencas

significativas entre os adesivos estudados e nem na presenca ou na auséncia da

restauragao.

3.3- Analise de Streptococcus em dentina

As Tabelas (10 e 11) abaixo mostram os dados obtidos em dentina.

Tabela 10- Mediana (valor minimo e valor maximo) de UFC/mL x 10 ° de
Streptococcus totais e Streptococcus mutans na auséncia ou na presenca de
restauracao em dentina apos desafio cariogénico.

Bactérias Adesivos Controle (sem Dentes restaurados
restauracao)
S. totais PB 292,0 (0; 15600,0)Aa 60,0 (0; 69200,0)Aa
OP 484,0 (2,80; 2600,0)Ba 1440,0 (108,0; 3200,0)Aa
S. mutans PB 0,28 (0; 12,0)Aa 0,22 (0; 6,50)Aa
OP 0,069 (0; 40,80)Aa 0,33 (0; 60,0)Aa

Médias seguidas de letras distintas (mailsculas na horizontal e mindsculas na vertical,
que comparam adesivos dentro de cada grupo de bactérias) diferem entre si pelo teste de
Wilcoxon (p<0,05).

Os dados de contagem de S. totais em dentina mostraram uma maior
quantidade de bactérias para o adesivo OP na presenca de restauragcdo, nao

houve diferenca estatistica entre os adesivos. Para o S. mutans ndao houve
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diferenca estatistica significativa entre os adesivos e na presenca e na auséncia
das restauracdes.

3.4- Analise de Lactobacilus em dentina

Tabela 11- Mediana (valor minimo e valor maximo) de UFC/mL x 10 2 de
Lactobacilus na auséncia ou na presenca de restauragcao em dentina apés desafio
cariogénico.

Adesivos Controle (sem Dentes restaurados
restauracao)

PB 0 (0; 94000,0)Ba 60,0 (0; 69200,0)Aa

OoP 100,0 (0,0; 3920,0)Aa 96,0 (0; 12400,0)Aa

Médias seguidas de letras distintas (maiusculas na horizontal e minudsculas na
vertical) diferem entre si pelo teste de Wilcoxon (p<0,05).

Na presenga de restauragédo com o adesivo PB em dentina houve uma
maior quantidade de lactobacilus que na auséncia delas. Para o adesivo OP nao
houve diferenca estatistica com ou sem restauracdo. Quando os adesivos foram

comparados nao se observou diferenga estatistica significativa entre eles.
Il. Capitulo 2- Experimento in vitro
1- Microtracao

Os resultados de resisténcia de uniao para os adesivos aplicados em
esmalte ndo mostraram diferenga estatistica significativa (p>0,05) e também néo
houve diferengca na presengca ou auséncia de ciclagem de pH (p>0,05), como

mostrado na tabela abaixo (Tabela 12).
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Tabela 12- Médias (desvio padrao) da resisténcia de uniao em MPa, dos sistemas
adesivos em esmalte em fung¢do da ciclagem de pH.

Adesivos Sem ciclagem Com ciclagem
PB 25,8 (5,05) Aa 21,67 (4,55) Aa
orp 20,1 (7,13) Aa 19,47 (4,36) Aa

Letras mailsculas comparam na linha e letras minasculas comparam na coluna.

O adesivo PB apresentou maiores médias, significativamente
superiores que o adesivo OP, com ou sem ciclagem de pH. A presenga ou
auséncia de ciclagem de pH ndo mostrou diferenca significativa (Tabela 13).

Tabela 13- Médias (desvio padrao) da resisténcia de uniao em MPa, dos sistemas
adesivos em dentina em fungéo da ciclagem de pH.

Adesivos Sem ciclagem Com ciclagem
PB 26,43 (7,98)Aa 22,55 (1,95)Aa
op 14,94 (6,82)Ab 19,55 (4,32)Ab

Letras mailusculas comparam na linha e letras minisculas comparam na coluna.

2- Padrao de Fratura

As figuras em microscopia eletrdnica de varredura mostram as falhas
predominantes dentro de cada grupo estudado. Para o adesivo One-Up Bond F
Plus observa-se em esmalte predominancia da fratura do tipo 4, tanto no esmalte
ciclado como no nao submetido a ciclagem (Figura 16A e 16B). Para o adesivo
Clearfil Protect Bond, em esmalte e sem ciclagem de pH observou-se
predominancia da falha tipo 2, mas quando o espécime foi submetido a ciclagem

ocorreu maior falha tipo 3 em esmalte (Figuras 16C e 16D). O Gréfico 1 mostra a
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porcentagem de fraturas encontradas no esmalte dental para os adesivos
estudados.

Para o adesivo OP no substrato dentinario, foi observado falha tipo 2
predominante no adesivo para a dentina ndo ciclada, e tipo 1 entre o adesivo e a
dentina para o grupo ndo submetido a ciclagem de pH (Figuras 17A e 17B e
Gréfico 2). No adesivo PB em dentina sem ciclagem, a falha predominante foi tipo
1 entre o substrato e o sistema adesivo e na dentina ciclada a maior incidéncia foi
tipo 3 no tecido dentinario (Figuras 17C e 17D). Podemos observar a porcentagem

de fraturas no Grafico 2.
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Figura 16- 16 A- One-Up Bond F Plus sem ciclagem de pH em esmalte. Falha tipo
4. 16B- One-Up Bond F Plus com ciclagem de pH em esmalte. Falha tipo 4. 16C-
Clearfil Protect Bond sem ciclagem de pH em esmalte. Falha tipo 2. 16D- Clearfil
Protect Bond com ciclagem de pH em esmalte. Falha tipo 3.(A- adesivo, CR-resina
composta, E- esmalte, setas- camada de adesivo).
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Grafico 1- O grafico mostra a porcentagem de tipos de fratura encontrados nos
grupos estudados em esmalte. (PB- Clearfil Protect Bond; OP- One-Up Bond F
Plus; E- esmalte; A- auséncia de ciclagem de pH; P- presenca de ciclagem de pH).
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Figura 17- 17A- One-Up Bond F Plus sem ciclagem de pH em dentina. Falha tipo
2. 17B- One-Up Bond F Plus com ciclagem de pH em dentina. Falha tipo 1. 17C-
Clearfil Protect Bond sem ciclagem de pH em dentina. Falha tipo 1. 17D- Clearfil
Protect Bond com ciclagem de pH em dentina. Falha tipo 3. (A- adesivo, CR-
resina composta, D- dentina).
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Grafico 2- O grafico mostra a porcentagem de tipos de fratura encontrados nos
grupos estudados em dentina. (PB- Clearfil Protect Bond; OP- One-Up Bond F
Plus; A- auséncia de ciclagem de pH; P- presenca de ciclagem de pH).

3- Analise em microscopia eletrénica de Transmissao

Figuras representativas de cada grupo experimental estdo descritas

abaixo.

Figura 18- (1.100X)- 18A- Representa o grupo do adesivo One-Up Bond F Plus
sem desafio cariogénico em esmalte; 18B- One-Up Bond F Plus com desafio
cariogénico em esmalte (CA- camada adesiva; E- esmalte dental; *- espacos
vazios).
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Na Figura 18A pode-se notar o intimo contato da camada adesiva (CA)
e a superficie de esmalte. O esmalte (E) apresenta-se compacto e sem o0 aspecto
de desmineralizacdo. Na Figura 18B, nota-se a area de unido com espacos (*),
que também sdo notados no esmalte subjacente a area de unido. Esses espagos
podem estar relacionados as areas de desmineralizagdo promovida pela ciclagem
de pH.

Figura 19 (700X)- 19A- Representa o grupo do adesivo One-Up Bond F
Plus sem desafio cariogénico em dentina; 19B- adesivo One-Up Bond F Plus com
desafio cariogénico em dentina (CA- camada de adesivo; CH- camada hibrida;
RR- resina restauradora; D- dentina).

Na Figura 19A pode-se notar a camada hibrida (CH) com
aproximadamente 1 a 2 um de espessura, a camada adesiva (CA) e a dentina
mineralizada (D). Na Figura 19B, nota-se as mesmas estruturas, entretanto, a
dentina parece um pouco menos mineralizada (pela coloragdo da camada

superficial de 4 a 6 um de espessura) devido a ciclagem de pH.
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Figura 20 (1.100X)- 20A - Adesivo Clearfil Protect Bond sem desafio cariogénico;
20B- Adesivo Clearfil Protect Bond com desafio cariogénico, ambas em esmalte
(CA- camada de adesivo; E- esmalte dental; *- espagos vazios).

Na Figura 20A pode-se notar o contato da camada adesiva (CA) e a
superficie de esmalte (E), que em alguns locais parece nao estar continua. Na
Figura 20B, nota-se proximo a area de unido espacos (*), que também sao
notados no esmalte subjacente a area de unidao. Esses espacos podem estar
relacionados as areas de desmineralizagdo promovida pela ciclagem de pH.
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Figura 21 (700X e 1.100X)- 21A- representa o grupo do adesivo Clearfil Protect
Bond sem desafio cariogénico em dentina; 21B- adesivo Clearfil Protect Bond com
desafio cariogénico em dentina (CA- camada de adesivos; CH- camada hibrida; D-
dentina; *- particulas de fluoreto de sédio).

Na Figura 21A e 21B pode-se notar uma fina camada hibrida formada
(CH) com aproximadamente 1 um de espessura, camada adesiva (CA) e a dentina
(D). O asterisco indica a presenca das particulas do sal de fluoreto de sddio
presente na composi¢cdo do frasco “Bonding Resin”. Essas mesmas estruturas
também podem ser notadas nas imagens da unido com o esmalte (Figuras 21A e
21B). Nao foi possivel observar diferengas nas estruturas dentinarias submetidas

ou nao a ciclagem de pH.
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Discussao

Estudos tém mostrado que materiais que contém e conseguem liberar
fluoretos sé&o capazes de interferir e até controlar o desenvolvimento de cérie tanto
in vitro (Serra & Cury, 1992; Serra, 1995; Hara et al., 2002; Savarino et al., 2004;
Exterkate et al., 2005;) e in situ (Basting et al., 2002; Yamamoto et al., 2005;
Tenuta et al., 2005). Entretanto, em desafios cariogénicos com favorecimento da
desmineralizacdo, ndo tem sido possivel evitar o desenvolvimento de cérie. (Hara
et al, 2005; Pinto et al, 2009). O presente avaliou dois adesivos
autocondicionantes contendo fluoreto sendo que o adesivo PB mostrou melhor
desempenho em desafio cariogénico. A influéncia do material contendo brometo
foi avaliada no estudo microbiolégico e em determinadas condigdes o adesivo PB
teve melhor resultado. Os resultados deste estudo foram considerados dentro de
cada substrato dental, pois possuem caracteristicas peculiares na progressao da
doenca carie e o0s sistemas adesivos comportam-se de maneira diferente
dependendo do tipo de desafio cariogénico (Hoppenbrouwers et al., 1987).

Os resultados do trabalho in situ mostraram melhor desempenho para o
adesivo Clearfil Protect Bond em alguns niveis de profundidade mais superficiais
em dentina e na profundidade de 20 pm em esmalte. Nestes casos, a microdureza
dos tecidos foi maior quando utilizado o adesivo PB na compara¢do com o adesivo
OP. Isso também pode ser expresso como menor perda mineral frente aos
desafios cariogénicos, principalmente na camada mais superficiais da dentina e do
esmalte (Imazato et al., 2005, Pinto et al., 2009). Nas distancias estudadas em
relagdo a parede da restauragdo em esmalte ndo se observou diferencas
estatisticas significativas e esses resultados corroboram com os achados de Pinto
et al.,, 2009. Esses dados mostram que talvez ndo houve formagéao de leséo de
parede, pelo selamento promovido pelos adesivos no esmalte e isto pode também
estar relacionado a progressao da carie e ao processo de remineralizacao
promovido pela saliva na diminuigdo da dissolugdo do esmalte em desafios
cariogénicos na presenca de fluoretos (Cury & Tenuta, 2009). A microdureza do
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esmalte aumentou com relagao a profundidades, sendo menor na profundidade de
20 um para o adesivo PB e 20 e 40 um para o OP. A perda mineral na regiao sub-
superficial € a caracteristica da lesbes de carie incipientes (Gilmour et al., 1990,
Gilmour & Edmunds, 1998 e Torii et al., 2001).

Na analise de microdureza em dentina, observou-se uma menor dureza
na distancia de 60 um da parede cavitaria, ou seja, na dentina mais proxima a
restauracdo. Essa regido de mensuracdo é a mais préoxima da camada hibrida,
formada no tecido dentinario. Com relacao a profundidade, observou-se diferenca
estatistica significativa nas profundidades de 20, 40 e 80 um entre os adesivos,
sendo a microdureza longitudinal maior para o adesivo PB. As médias na
profundidade de 60 um foram semelhantes entre os adesivos. A maior
profundidade de desmineralizacdo em dentina pode ter ocorrido pela progressao
da cérie ser mais rapida, devido a composicao do tecido (Marshall Jr et al., 1997).
Notou-se também que a microdureza da dentina aumentou com o aumento da
profundidade para os dois adesivos estudados.

Para analisar a extensdao da lesdao de carie na porcao interna do
esmalte e dentina, as zonas de inibicao de carie préxima a area de uniao e lesdes
de parede foi utilizada além da microdureza interna, a microscopia de luz
polarizada (MLP), a qual tem sido descrita em estudos anteriores (Hsu et al., 1998;
Han et al.,, 2002; Hara et al., 2005). A anadlise qualitativa da MLP em dentina
mostrou um padrao diferente de formacao da lesdo de carie, sendo que para o
adesivo PB, que contém fluoreto e brometo, a lesdo formou-se mais distante da
interface restauradora, prevenindo a lesdo de parede (ltota et al., 2002; Hara et al.,
2005) De modo quantitativo, houve diferenca estatisticamente significante entre os
adesivos, sendo que o adesivo PB apresentou menor extensdo da
desmineralizacdo. Esse achado concorda com os resultados obtidos na avaliacao
em microdureza longitudinal. Para a andlise em esmalte, observou-se que o
adesivo PB também resultou em menor extensado da lesdo que o adesivo OP.
Portanto, para ambos os substratos, a simples presenca de fluoretos na
composicao de um adesivo ndo garante acao cariostatica. O adesivo que contem
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fluoreto de sbédio e o componente brometo antibacteriano pareceu promover
melhores resultados nas analises de microdureza e MLP. Entretanto, ndo mostrou
capacidade de produzir zona de inibicdo da cérie adjacente a restauracao e evitar
a ocorréncia de lesao (ltota et al., 2002). Estudos mostram que a agao é maior nas
porcoes mais superficiais e proximo a restauragdo. (Pinto et al, 2009; de
Carvalho et al., 2009).

Para a contagem das colénias bacterianas obtidas dos dispositivos
utilizados pelos voluntarios, observou-se que em esmalte houve menor quantidade
de Streptococcus totais e S. mutans quando a restauracao foi feita com o adesivo
PB. Ja para os Lactobacillus nao observou-se diferenca significativa entre os
adesivos. Em dentina, ndo se observou diferenca estatistica significativa nas
superficies restauradas com ambos o0s adesivos, tanto para S. totais quanto para
S. mutans. O mesmo resultado foi obtido para a contagem de colbnias de
Lactobacilus nas superficies dentinarias restauradas.

E importante ressaltar que a presenca de fluoreto nos adesivos também
pode influenciar os resultados da andlise microbiolégica. O uso de materiais
restauradores que liberam fluoreto, como os cimentos de iondmero de vidro,
promove aumento na concentracdo de fluoreto no biofilme dental (Benelli et al.,
1993; Tenuta et al., 2005; Cenci et al., 2009) e uma menor quantidade de coldnias
de Streptococcus mutans formados (Benelli et al., 1993). Imazato et al. (2006)
mostrou que o primer do adesivo Clearfil Protect Bond, que contem o brometo,
tem uma forte acdo antibacteriana contra S. mutans e Lactobacillus. Neste estudo,
observou-se efeito do material que contem o monémero MDPB no primer-acido e
fluoreto de sddio no adesivo hidrofébico apenas quando as restauragdes foram
feitas em esmalte. Nas imagens de MET, pode-se notar a presenca de particulas
de tamanho irregular que sugerem ser de fluoreto de so6dio presente na
composicao do agente hidrofobico (ou Bond) (Reis, 2005; Tay et al., 2002; Sano,
2006). Essas particulas tém sido mostradas e descritas em estudos anteriores que
utilizaram MEV (Pinto et al., 2009).
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O adesivo PB teve um desempenho significativo na MLP produzindo
menor area de desmineralizacdo. A interferéncia dos fluoretos nos processos de
desmineralizacdo e de remineralizagdo (Featherstone et al., 1994) foi alvo deste
estudo em todas as metodologias aplicadas e até na observagdo das imagens de
MET (Reis, 2005; Tay et al., 2002; Sano, 2006). Assim, muita atengdo tem sido
dada aos materiais contendo fluoreto, principalmente aos adesivos pela sua
posicao estratégica na restauragcdao (Hara et al,2002). As propriedades
antibacterianas e cariostaticas dos materiais restauradores sédo freqientemente
associadas com a quantidade de fluoreto liberado (Wiegand et al., 2006). As
resinas compostas e sistemas adesivos podem conter fluoreto em varias formas
como sais inorganicos, vidros ou fluoreto organico. No entanto, ndo somente a
quantidade de liberacdo de fluoreto, mas o tipo e tamanho das particulas
fluoretadas, o tipo de resina e a porosidade do material podem ser importantes
fatores que contribuem para a liberacdo de fluoreto. Essa liberagdo aumenta com
a hidrofilicidade e as caracteristicas acidas dos monémeros (Wiegand et al.,
2006). Trés diferentes abordagens para o desenvolvimento de materiais que
liberam fluoreto tém sido discutidas incluindo a adicdo de sais solUveis como o
NaF ou SnF,, sistemas de carga que liberam fluoreto ou fluoreto ligado a matriz
(Arends et al., 1995).

A incorporacdo de fluoreto inorgéanico, como o NaF adicionado ao
adesivo PB, tem resultado no aumento da liberacéo de fluoretos. A dispersao dos
vidros lixiviaveis ou sais soluveis de fluoretos no monémero permitem a difuséo
dos fluoretos solluveis em agua do material para o meio local. Entretanto, o fluoreto
ja € liberado durante a reacdo de polimerizacdo, seguida por uma pequena
quantidade de fluoreto liberado ao longo do tempo (Wiegand et al., 2006). Isso
pode explicar parte do desempenho do adesivo PB, que promoveu menor perda
mineral nas camadas mais superficiais. Estudos adicionais comparando a
liberacao de fluoretos e a acao dos brometos com a extensao da lesao de carie
formada sdo necessarios para confirmacao dessa especulacdo. Uma variedade de

mecanismos esta envolvida no efeito anticariogénico dos fluoretos, incluindo a
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reducdo da desmineralizagdo, a interferéncia na formagao da pelicula e biofilme
dental e a inibicdo do crescimento bacteriano (Fejerskov & Clarkson, 1996;
Featherstone et al., 1994; Mukai & Ten Cate, 2002).

O sistema adesivo PB apresenta fluoreto na solucéo do bond e brometo
adicionado a molécula do monémero acidico MDP do primer (Imazato et al., 1995;
1999; 2005). A atividade antibacteriana destes adesivos, segundo estudos
(Imazato et al, 1998, 2003b, 2005) estaria associada a acidez do primer. Na
verdade, ha uma combinacdo da atividade antibacteriana e da difusividade dos
componentes (Imazato et al., 2005). O MDPB sintetizado do dodecilpiridineo € um
analogo de um amoénio quaternario CPC e pode inibir o crescimento de bactérias.
O aménio quaternario CPC é um forte bactericida frequentemente utilizado nos
colutérios e dentifricios (Mandell, 1998; Scheie, 1989). Relaciona-se os dados
obtidos no estudo in situ, das analises microbilégicas e de extensdo da
desmineralizacdo aos componentes adicionais ativos incluidos no adesivo e no
primer (Imazato et al., 1995, 1999, 2005). O efeito antibacteriano do componente
do amoénio quaternario acredita-se ser devido a ligacao catidnica e hidrofilica com
os componentes da parede celular, que destroem a funcdo da membrana e,
subseqlientemente, induzem ao vazamento do material citoplasmatico (Scheie,
1989; Kourai et al,, 1994). Além disso, segundo Imazato et al., (2009) o MDPB
possui a capacidade de desinfetar a cavidade contendo bactérias residuais.

O adesivo OP levou a maior area de desmineralizagdo, apesar de
possuir fluoreto em sua composi¢do. Assim, especula-se que o desempenho do
material foi devido as caracteristicas do proprio adesivo (Raws, 1991; Hara et al.,
2005) e pelo tipo de fluoreto incorporado a particula de carga, neste caso,
particulas de fluoroaluminiosilicato. O adesivo OP €& considerado
autocondicionante de passo uUnico e no momento da aplicagdo, a solugdo do
adesivo deve fazer o papel de desmineralizacao (&cido), infiltracao (“primer’) e
unido (“bond” aos tecidos dentais, o que torna o procedimento adesivo limitado.
Ele promove a formagao da unido com uma camada hibrida permeavel e pouca
duradoura (Koshiro et al., 2005). O fator relacionado a esse fato é que este
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adesivo possui muita agua em sua composicao, tornando a unido bastante
prejudicada (Yoshida & Uno, 2004) e susceptivel a degradacdo. Os adesivos
autocondicionantes de passo Unico agem como membranas permeaveis
permitindo a passagem de agua pela interface restauradora, comprometendo
assim, o desempenho clinico da restauragéo e levando a degradacao precoce da
unido (Tay et al., 2004).

A liberacdo de fluoreto do adesivo contendo particulas de vidro de
fluoroaluminiosilicato € semelhante a liberacao ocorrida pelo cimento de ionbmero
de vidro. Para os cimentos ionoméricos, ha uma alta liberag&o inicial nas primeiras
24 horas, devido a liberacdo imediata de fluoreto das particulas de vidro quando
reagem com o acido polialcendico durante a reacdo de presa (Wiegand et al.,
2006). Apds essa alta liberacao inicial, a liberagao de fluoreto ocorre lentamente e
a por prolongado tempo, isto ocorre quando os vidros sao dissolvidos na agua
acidificada da matriz hidrogel (De Moor et al., 1996). Mas devemos levar em
consideragao que no cimento de ionbmero de vidro ocorre uma reagao com 0O
acido polialcendico, que favorece a reagdo e que nao ocorre nos adesivos. Para
os sistemas adesivos estas particulas podem ficar encapsuladas na matriz
polimerizada, ndo sendo possivel sua liberagcdo. O monémero presente neste
adesivo, MAC10 consiste de uma longa cadeia de carbonos, fazendo com que
este mondmero também seja hidréfobo e refletindo na sua limitada dissolugao em
agua (Van Landuyt et al., 2007). Embora o adesivo OP forme uma camada
permeavel, que facilitaria a liberacao de fluoretos, a retencdo das particulas na
matriz pode prejudicar a liberagdo de fluoretos. Outros autores acreditam que
estas particulas possam ser liberadas ao longo do tempo, talvez pela degradacao
hidrolitica e solubilizagao do polimero (Wiegand et al., 2006).

Para o estudo in vitro, o ensaio de resisténcia de unido mostrou que a
ciclagem de pH nao afetou os resultados em esmalte. Além disso, os adesivos
produziram semelhante resisténcia de unido em esmalte. Alguns estudos
mostraram que o sistema adesivo contendo o fluoreto e 0 monémero MDPB tem

potencial na inibicdo de carie secundéria ao redor de restauragdes (Imazato et al.,
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2003; Yoshima et al., 2004, Hara et al., 2002) e a presenca de fluoreto no adesivo
contribui para a prevengéo de carie secundaria, mas ndo interfere na resisténcia
de uniao (Shinohara et al., 2006b). A adesao de sistemas autocondicionantes ao
esmalte ainda € discutivel, principalmente quanto a sua efetividade e a duvida
ainda permanece quando se compara com a adesao feita apds o condicionamento
com acido fosférico 37% por 15 segundos (Shinohara et al., 2006a). Em dentina, a
resisténcia de unido também nao foi afetada pela ciclagem de pH. As dimensdes
dos espécimes (palito) em esmalte e em dentina nao permitiram que o desafio
cariogénico danificasse totalmente as amostras. Assim, ndo houve reducdo da
resisténcia de uniao. Isso nao ocorreu nem mesmo em dentina, que é um tecido
mais susceptivel a desmineralizacdo. Na comparagdo entre os adesivos, 0
material PB mostrou maior resisténcia de unido e isso pode ser atribuido a adesao
quimica com o tecido dentinario promovido pelo MDPB, além da hibridizagdo da
dentina (Van Landuyt et al., 2007). Segundo estudo realizado por Yoshida et al.
(2004) este monbémero seria capaz de formar cadeias ibnicas fortes com o célcio
do tecido dentinario, estabilizando a adesdao e aumentando a resisténcia dessa
unido.

Os padrdes de fratura mostraram alta ocorréncia de fratura na camada de
sistema adesivo, com exce¢ao do adesivo PB em esmalte e em dentina durante
ciclagem de pH. A fratura resultante disso foi a predominéncia da falha no tecido
dental, que é resultado do enfraquecimento superficial que pode ter sido produzido
pela ciclagem. Os adesivos mais simplificados tem se mostrado menos duraveis e
menos resistentes mecanicamente, enquanto os adesivos de 3 passos com
condicionamento &cido separado e adesivos autocondicionantes de 2 passos
continuam mostrando melhor desempenho clinico (Breschi et al., 2007). Fraturas
na area de unidao também foram freqlentes, mostrando que a resisténcia de unido
foi corretamente mensurada.

O conhecimento do processo adesivo a dentina em diferentes
condicbes de mineralizagdo poderia melhorar a longevidade das restauracdes. A
maioria dos estudos mostra a durabilidade e a qualidade da adesao dentinaria a
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dentina sadia, no entanto, as condicées clinicas sdao adesdo a dentina
desmineralizada ou hipermineralizada (Ogawa et al., 1983). A composicao
inorganica da dentina é suscetivel a desmineralizacdo, sendo o pH critico
aproximadamente 6,7. (Hoppenbrouwers et al, 1987). Com a avaliagdo da
resisténcia de unido tem se observado pequenas areas com menos de 1 mm? e
areas de dentina hipermineralizadas ou demineralizadas (Marshall Jr et al., 1997).
Entdo, muitos estudos tém mostrado que a resisténcia de unido a dentina
desmineralizada e hipermineralizada pode ser igual ou menor a que a dentina
sadia (Perdigao et al.; 1994). Isto ocorre porque as mudancgas no conteddo mineral
e também no padrdo morfolégico da dentina afetam a adesao (Marshall Jr et al.,
1997).

As imagens de MET mostram a morfologia da area de uniao com os
tecidos dentais para cada grupo estudado. Em esmalte, verificou-se a adaptacéao e
o contato do adesivo com os prismas do tecido, e como descrito por Hannig et al.
(2002), a uniao somente pode ser vista no nivel nanométrico. Espagos vazios
proximos a area de unido podem ser relacionado a presenca de agua + solventes,
as areas em que mondmeros foram dissolvidos e eliminados durante a preparacao
dos espécimes pata TEM ou a falta de infiltracdo, adaptacdo e do contato do
adesivo com a estrutura dental. O espacgos vazios na subsuperficie e na parte
mais interna das amostras analisadas sao relacionadas a desmineralizacao
produzida pela ciclagem de pH, que favorece a desmineralizacéo.

Em dentina, houve formacdo de camada hibrida para ambos adesivos,
as vezes mais espessa para o adesivo OP, com aproximadamente 2 um de
espessura. A espessura média da camada hibrida para o adesivo PB foi de 1 um.
Observou-se também a penetracdo do adesivo nos tubulos dentinarios formando
0s tags de resina no interior dos tubulos. O contato dos adesivos com o tecido
dentinario foi continuo e uniforme com formacao da hibridizacdo. No esmalte,
como comentado anteriormente, os adesivos autocondicionantes ainda s&o
questionados quanto ao seu uso sem a aplicacdo prévia de &cido fosférico,

entretanto em dentina, eles sdao muito recomendados e apresentam maior
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durabilidade, como comprovado em uma série de estudo de Reis et al. (2004,
2005, 2007) que avaliam a resisténcia de unido e o padrao de nanoinfiltragao
apresentado pelos materiais apds longo tempo de armazenamento em agua e em

outros meios.
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Conclusoes

Baseado nos dados obtidos e nos resultados da analise estatistica,
conclui-se que:

No estudo in situ:

1- A microdureza longitudinal Knoop do esmalte foi maior para o
adesivo PB somente na primeira profundidade (20 um). Na dentina, ela foi maior
também para o adesivo PB nas profundidades 20, 40 e 80 um da superficie da
amostra;

2- A extensao da desmineralizacdo no esmalte e na dentina proximas
as restauracdes e analisadas por meio da microscopia de luz polarizada foram
menores para restauragdes confeccionadas com o adesivo PB;

3- A quantidade de col6nias bacterianas contadas a partir das amostras
de biofilme foi menor somente para as amostras em esmalte com restauracoes
feitas com o adesivo PB para os Streptococus totais e mutans.

No estudo in vitro:

1- A resisténcia de unido por micro-tracdo em esmalte foi semelhante
entre os adesivos e a ciclagem de pH néo produziu efeito na resisténcia de unido
em nenhum dos tecidos avaliados.

2- A resisténcia de unido do adesivo PB em dentina foi maior que o
adesivo OP;

3- A andlise em microscopia eletrénica de transmissdo mostrou que 0s
adesivos tem capacidade de produzir uniao ao esmalte e a dentina, com processo

de hibridizagao.
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Anexo 2

Titulo da pesquisa:

“Andlise da uniao e dos tecidos dentais (esmalte/dentina)
adjacentes as restauracées com sistemas adesivos contendo fluoreto
apos desafios cariogénicos in situ e in vitro”.

Pesquisadores responsaveis: Prof. Dr. Marcelo Giannini e
doutoranda Cristiane Franco Pinto.

Atencao: Se vocé esta disposto a participar da pesquisa,
solicitamos o preenchimento do formulario abaixo. Os pesquisadores realizardo
a contagem de S. mutans e determinagéo do fluxo salivar. Além disso, serdo
realizadas radiografias interproximais para complementar o diagnostico de
carie dental. Sera realizada uma adequacdo do meio bucal, ou seja, serdo
realizados procedimentos como remogdo de calculo supra-gengival, profilaxia,
recontorno e polimento das restauracées presentes. Serdo realizados modelos
de estudo da arcada superior de cada voluntario. Todos receberdo instrugées
de higiene oral. Os voluntarios nao receberdo nenhum auxilio financeiro. Cada
voluntario recebera um kit contendo uma escova dental macia, um dentifricio
fluoretado, um fio dental. Deverdo utilizar um dispositivo intra-oral palatino
(semelhante a um aparelho ortodéntico, porém sem fio) e gotejar uma solugéao
de sacarose oito vezes ao dia. Esta solu¢do ndo causa carie em seus dentes e
nenhum prejuizo a saude. A cada coleta de placa dental, os voluntarios
deverdo comparecer a Faculdade no horario marcado sem escovar os dentes e
a pesquisadora oferecera um café-da-manha variado. Esta é uma pesquisa
cientifica séria e necessita da colaboragcdo dos voluntarios realizando os

procedimentos de maneira adequada.
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Questionario para determinacao da inclusao e exclusao do
voluntario.

) Residente em Piracicaba.

) Possui alguma doenca sistémica, qual?

) Faz algum tratamento dentério, qual?
) Fez uso de antibiético nos ultimos dois meses

) Uso de outro medicamento, qual?

(
(
(
(
(
(

) Uso de colutério, bochechos, contendo algum tipo de antibacteriano ou
fluoreto

() Fumante

Anadlises

Fluxo salivar (Minimo- 0,2 mL/min)

Contagem S. mutans (>10°ufc/mL)

Exame clinico

Radiografias interproximais

Remocao de calculo supra-gengival ()
Profilaxia ( )
Recontorno e repolimento de restauragdes ()

Instrucdo de técnica de escovacao ()

De acordo,
Piracicaba,

R. G. e nome completo por extenso e Assinatura
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Anexo 3
Formularios para consentimento apés informacao
“Analise da unidao e dos tecidos dentais (esmalte/dentina)
adjacentes as restauracées com sistemas adesivos contendo fluoreto
apos desafios cariogénicos in situ e in vitro”.

Instrucoes aos voluntarios

1- O estudo sera dividido em 2 etapas. Sendo cada etapa de 14 dias e
com um intervalo de 10 dias entre elas.

2- A agua ingerida devera ser necessariamente de abastecimento
publico de Piracicaba.

3- Durante o periodo do experimento e 10 dias antes de cada etapa a
pesquisadora vai fornecer dentifricio fluoretado e os voluntarios nao utilizarao
nenhum outro produto contendo fluoreto.

4- Os dispositivos intra-orais deverdao ser utilizados todos os dias,
inclusive para dormir, exceto durante as refeicdes e higiene oral, sendo nesses
periodos os aparelhos acondicionados na caixa plastica fornecida, contendo no
seu interior um algodao umedecido.

5- Para a escovacgao o voluntario deve remover o dispositivo da boca e
apds a higienizacao dos dentes recolocé-lo. O voluntario deve se comprometer a
escovar somente com o dentifricio fornecido por nés e trés vezes ao dia.

6- Sera fornecida solucdo de sacarose 20% em frasco conta-gotas. O
voluntario devera gotejar sacarose oito vezes ao dia sobre as amostras, esperar 5
minutos e coloca-los na boca. O gotejamento serd de 8X ao dia e devera ser feito
as 8:00, 9:30, 11:00, 14:00, 15:30, 17:00, 19:00 e 21:00.
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Anexo 4
Termo de Consentimento livre e esclarecido

Nome do voluntario:

As informacdes contidas neste prontuario foram fornecidas por Cristiane
Franco Pinto (aluna de doutorado da area de Dentistica) e Prof. Dr. Marcelo
Giannini (Orientador) objetivando firmar acordo escrito mediante o qual o
voluntario da pesquisa autoriza sua participagdo, com pleno conhecimento da
natureza dos procedimentos e riscos a que se submetera, com a capacidade de

livre arbitrio e sem qualquer coagao.

1-Titulo do trabalho experimental
“Analise da unido e dos tecidos dentais (esmalte/dentina) adjacentes
as restauracées com sistemas adesivos contendo fluoreto apds desafios
cariogénicos in situ e in vitro”.

2-Objetivo:

Este projeto de pesquisa pretende avaliar os efeitos dos fluoretos e
agente antimicrobiano na forma de MDPB em condi¢bes orais com alto risco a
carie dental apds desafio cariogénico in situ através de analise microbiol6gica da
placa, microdureza Knoop e microscopia de luz polarizada.

3- Justificativa:

Atualmente, os sistemas adesivos tém sido modificados para uma
melhora na adesao aos tecidos dentais, mas pouco se sabe sobre os efeitos dos
adesivos autocondicionante frente a desafios cariogénicos e se os componentes
adicionais nos adesivos sdo eficazes para evitar o desenvolvimento de carie em
regides de interface.

4- Procedimento da fase experimental:

O estudo in situ constituira de duas fases de 14 dias, na qual
participardao 14 voluntarios adultos utilizando dispositivos intra-orais contendo
blocos de esmalte e/ou dentina bovinos.
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Os voluntarios utilizardo os dispositivos palatinos contendo8 amostras,
6 restauradas com os adesivos Clearfil Protect Bond ou One-up Bond F € 2 sem
restauragdes (controle).

Os voluntarios gotejardo uma solugcado de sacarose 20% oito vezes ao
dia, simulando o desafio cariogénico. O voluntario serd orientado para colocar
cada gota da solugcéo exatamente na superficie da tela plastica da amostra, sem
toca-la mantendo o dispositivo no recipiente contendo algoddao umedecido,
durante 5 minutos antes de leva-lo a boca.

Todos os voluntarios deverdo escovar os dentes com dentifricio
fluoretado Sorriso Fresh trés vezes ao dia, sendo que para escovar a face
vestibular devem estar com o aparelho e as demais faces sem aparelho. Para o
bochecho final deve estar com o aparelho na boca.

Sera feito um intervalo de 10 dias entre as fases para eliminar possivel
efeito residual dos mesmos. Ao final de 14 dias, serdo realizadas a coleta e
analise do biofilme dental, as amostras serdo removidas e analisadas por

Microscopia de luz polarizada e Microdureza Knoop.

5- Desconfortos ou riscos esperados e beneficios

Os voluntarios poderdo apresentar discreta halitose durante o periodo
experimental, o que podera ser atenuado com adequada higiene oral bem como
limpeza do dispositivo. O uso da sacarose sera apenas como gotas sobre as
amostras presentes nos dispositivos intra-orais, ndo implicando em qualquer
aumento de carie dental nos voluntarios. O dispositivo intra-oral pode causar um
leve desconforto, que € semelhante ao desconforto causado por um aparelho
ortoddntico mével. Os voluntarios utilizardo durante o periodo da pesquisa apenas
dentifricio fluoretado. Serdo orientados a realizarem uma melhor higiene bucal e,
além disso, eles continuarao ingerindo agua de abastecimento de Piracicaba, que
é fluoretada. Em adicao, os voluntarios séo altamente conscientizados por serem

estudantes de Odontologia e entenderem a importancia deste trabalho. O
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beneficio sera um auxilio indireto, contribuindo para a realizacao deste projeto e

para a ciéncia como um todo.

6- Forma de acompanhamento e assisténcia

Haverd acompanhamento quanto ao consumo de agucar e melhora da
higienizacdo bucal. Os pesquisadores envolvidos na pesquisa estardo a
disposi¢do dos voluntarios para qualquer ajuste no aparelho intra-oral a fim de

minimizar qualquer desconforto.

7- Garantia de esclarecimentos
O voluntario tem garantia de que recebera resposta a qualquer
pergunta ou esclarecimento de qualquer ddvida quanto aos procedimentos, riscos,
beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa. Também os
pesquisadores assumem o compromisso de proporcionar informagéao atualizada
obtida durante o estudo, ainda que esta possa afetar a vontade do individuo
continuar participando. Qualquer duvida ou problema com o dispositivo intra-oral,
por favor, comunicar-se com a maior brevidade possivel.
Tel.: 3412-5340 (Laboratorio de Dentistica)
3412-5338 (Prof. Marcelo)
9243-2156 (Cristiane)

8- Retirada do consentimento
O voluntario tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer
momento e deixar de participar do estudo sem prejuizo de ordem pessoal-

profissional com os responsaveis com a pesquisa.
9- Garantia de sigilo

Os pesquisadores asseguram a privacidade dos sujeitos quanto aos
dados confidenciais envolvidos na pesquisa.
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10- Formas de ressarcimento
Como a remogéao dos aparelhos deve ser feita em jejum para coleta do

biofilme dental, sera oferecido café-da-manha.

11- Formas de indenizacao

Nao h& danos previsiveis decorrentes desta pesquisa.

Eu
certifico que tendo lido as informagdes acima e suficientemente esclarecido(a) de

todos os itens pela aluna de doutorado Cristiane Franco Pinto e Prof. Dr. Marcelo
Giannini, estou plenamente de acordo com a realizagdo do experimento. Assim,

eu autorizo a execugao do trabalho de pesquisa, exposto acima, em mim.

Piracicaba, _ de margo de 2007.
Nome (por extenso):

Assinatura:

1° via: Instituicao

2° via: Voluntario
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