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RESUMO

A producao de interfaces de unido estaveis entre sistemas adesivos e a
dentina ainda pode ser considerada um desafio quando avaliada apds longos
periodos devido a degeneracao das fibrilas coldgenas expostas na base da camada
hibrida que ndo sdo completamente envelopadas pelos sistemas adesivos. Essa
camada desprotegida pode sofrer hidrolise pela acdo de metaloproteinases
enddgenas (MMP) que degradam coldgeno, comprometendo a unido de materiais
resinosos a dentina. O dimetilsulfoxido (DMSQO) é considerado um inibidor sintético
de MMP que tem a capacidade de penetracdo tecidual e a propriedade de agir como
um carregador de principios ativos para o interior de tecidos, especialmente o
cutaneo. Com isso, 0 objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia da aplicacdo do
DMSO na resisténcia de unidao de um sistema adesivo convencional e um sistema
adesivo autocondicionante, assim como verificar sua influéncia na morfologia da
camada hibrida e na quantidade de fibrilas colagenas expostas remanescentes.
Para isso, foi realizada a selecéo e o preparo oclusal de terceiros molares seguido
de restauracdo com sistemas adesivos convencionais para a execu¢cao do ensaio de
microtracdo no dispositivo de Geraldeli. Assim, foram obtidos os resultados,
calculados pela formula: MPa = N/mm?. Os dentes restantes foram divididos para
andlise de fibrilas colagenas expostas e morfologia da camada hibrida (n=6) em

microscopia oOtica.

PALAVRAS-CHAVE: Dimetilsulfoxido; Adesivos; resisténcia a microtracao; fibras

colagenas



ABSTRACT

The production of stable union between interfaces and dentin adhesive
systems can still be considered a challenge when evaluated after long periods due to
degeneration of the collagen fibrils exposed at the base of the hybrid layer that are
not completely enveloped by adhesive systems. The unprotected layer may undergo
hydrolysis by the action of endogenous Metalloproteinases (MMP) that degrade
collagen, endangering the adherence of resinous materials to dentin. The dimethyl
sulfoxide (DMSO) is considered a synthetic inhibitor of MMP who has the ability of
tissue penetration and the quality of acting like a charger of active ingredients to the
inside of tissues, especially the dermal. With this, the aim of this study was to
evaluate the influence of application of DMSO on bond strength of a conventional
adhesive system and a self-etching adhesive system, as well as verifying its
influence on the morphology of the hybrid layer and on the amount of remaining
exposed collagen fibrils. For this, was held the occlusal preparation of third molars
followed by restoration with conventional adhesive systems for the microtensile test.
So, they obtained the results, calculated by the formula: MPa = N/mm2. The
remainder teeth were divided to the exposed collagen fibrils analysis and morphology

of the hybrid layer (n = 6) in optical microscopy.

KEYWORDS: Dimethyl Sulfoxide; Adhesives; resistance to microtensile; Collagen
fibers
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1. INTRODUCAO

A odontologia adesiva depende da penetracdo eficaz dos sistemas adesivos
tanto na dentina como no esmalte para promover tratamentos restauradores
satisfatorios em longo prazo. Atualmente, a producéo de interfaces de unido estaveis
entre sistemas adesivos e a dentina ainda pode ser considerada um desafio quando
avaliada apés longos periodos (1, 2). A penetragdo eficaz do sistema adesivo na
dentina desmineralizada para a formacédo de uma zona de interdifusdo (3) entre o
sistema adesivo e o0 substrato dentinario denominada camada hibrida (4, 5),
claramente reflete a complexidade desta interface. Idealmente a camada hibrida é
estruturalmente um biopolimero composto pela integracdo de coldgeno e resina, 0
gue idealmente deveria fornecer uma ligacdo continua e estavel entre o adesivo e o
substrato dentinario. No entanto, estudos tém demonstrado que esse objetivo ndo é
de fato alcancado (6- 9), pois a interface de unido entre sistemas adesivos e dentina
€ substancialmente porosa (10, 11) o que contribui para sua degradacdo em longo
prazo.

A zona de desmineralizacdo causada pelo condicionamento acido ndo é
completamente preenchida em toda sua extensdo pelos monbémeros de
dimetacrilatos presentes nos sistemas adesivos criando uma camada de fibrilas
colagenas expostas, mas ndo encapsuladas pelo sistema adesivo. Essa regido
localizada na base da camada hibrida esta sujeito a degeneracao hidrolitica pelas
MMP o que contribui para a reducao da resisténcia de unido dentinaria, que pode
ser detectada apds apenas seis meses de funcdo na cavidade oral (12). Varios
fatores contribuem para a formacao dessa zona de interdifusdo inadequadamente
infiltrada pelos mondmeros: II- redugdo gradual dos espacos interfibrilares, Il- alto
peso molecular e baixa hidrofilicidade de certos monémeros, IllI- diferentes
gradientes de difusdo de umidade presente na dentina que contribuem para a
separacdo de fases dos sistemas adesivos. A utilizacdo de sistemas adesivos
autocondicionantes dispensa o condicionamento acido da dentina devido a acdo de
mondmeros acidicos que desmineralizam e infiltram o substrato dentinario

simultaneamente criando uma zona reduzida de fibrilas colagenas expostas, mas
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ainda presente. Varios métodos tém sido propostos para aumentar a infiltragdo dos
mondmeros presentes nos adesivos no substrato dentinario e consequentemente
reduzir sua porosidade: agitacdo ultrassonica (13), protocolos de adesdo com a
saturacdo prévia gradual do substrato dentinario com solucdes alcodlicas (14),
aquecimento do sistema adesivo (15, 16). A utilizacdo de inibidores sintéticos de
MMP como a clorexidina tem se mostrado uma alternativa efetiva na preservacao
em longo prazo da camada hibrida (12, 17) possivelmente pela reducdo da hidrélise
de fibrilas colagenas nédo encapsuladas causada pelas MMP.

O dimetilsulfoxido (DMSO) também é considerado um inibidor sintético de MMP
(18) muito usado como solvente aprético e polar em laboratérios e na industria
completamente miscivel em agua, com capacidade de dissolver substancias polares
e apolares (19). Possui baixa toxicidade e € aprovado pelo FDA para uso terapéutico
em aplicacOes topicas e para tratamento de cistites intersticiais através de infusé@o
direta na bexiga. O DMSO penetra facilmente membranas bioldgicas, facilita o
transporte quimico em tecidos e é bem conhecido pelos seus efeitos crioprotetores
em sistemas bioldgicos (19, 20). Em alguns paises da Europa, o DMSO é utilizado
com agente carregador de principios ativos topicos, pois possui a capacidade de
penetrar na pele integra levando o principio ativo para camadas teciduais mais
profundas sem danificar a epiderme. Dessa forma, as hipéteses a serem testadas
sdo: (i) DMSO nado afetara a resisténcia de unido de ambos adesivos e (i) a
espessura de fibrilas colagenas expostas na base da camada hibrida sem
encapsulamento pelo sistema adesivo serd menor quando a dentina for previamente
tratada com DMSO.



2. PROPOSICAO

O presente estudo propOs-se avaliar o efeito da aplicacdo de DMSO na
resisténcia de unido a dentina de um sistema adesivo convencional e um sistema
adesivo autocondicionante, assim como verificar a morfologia da camada hibrida por
microscopia eletrbnica de varredura e avaliar a espessura da camada de fibrilas

coldgenas ndo encapsuladas pelos sistemas adesivos por microscopia otica.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local da Pesquisa e Delineamento experimental

As etapas laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Histologia do
Departamento de Morfologia, na sala do microscépio eletrébnico de varredura do
mesmo departamento e no laboratorio da Area de Dentistica, ambos na faculdade
de Odontologia de Piracicaba FOP-UNICAMP.

64 terceiros molares humanos higidos entregues em recipiente Unico sem
distin¢éo, impossibilitando a identificacdo dos doadores, tiveram a superficie tratada
com DMSO e sistema adesivo convencional ou autocondicionante.

3.2 Selecao e Preparo Oclusal dos Dentes

Houve prévia aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP
afiliado a Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP. 64 terceiros molares
doados por um dentista com consultério particular situado na cidade de Campinas,
com apice formado e extraidos em pacientes de ambos os sexos foram limpos por

meio de curetagem periodontal e profilaxia com pedra pomes, e armazenados em
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solucdo de azida sddica 0.2% por no maximo seis meses (Biopharma, Uberlandia,
Brasil) a 4° C. Cada elemento foi fixado em blocos de resina de poliestireno, trés mm

abaixo da juncdo cemento-esmalte.

A face oclusal de cada elemento foi desgastada em uma politriz (Aropol2v,
Arotec, SP, Brasil) com lixas de carbureto de silicio de granulacdo 180 (Norton,
Campinas, Brasil) em baixa rotacdo, com resfriamento constante por agua. Somente
0 esmalte e parte da dentina superficial foram removidos. A superficie dentinaria
também foi padronizada, porém, utilizando-se lixas de carbureto de silicio de
granulacdo 600 (Norton, Campinas, Brasil) na politriz, sob agua corrente por 60
segundos. Os elementos dentais foram limpos em cuba ultrassénica, por 1 minuto e
armazenados em agua destilada para que nao ocorresse desidratacdo da estrutura
dental, permanecendo assim por no maximo duas horas até que fossem

restaurados.

3.3 Diviséao dos grupos e Restauracao

Dois sistemas adesivos dentinarios foram utilizados para a restauracao:
Scotchbond Multiuso (3M ESPE, St Paul, Estados Unidos) e Clearfil SE Bond
(Kuraray, Tokyo, Japao) sendo o primeiro um adesivo total-etch de trés passos e o
segundo um adesivo autocondicionante de dois passos. Quarenta dentes foram
divididos em quatro grupos, de acordo com o adesivo utilizado e o tratamento ou nao
com dimetilsulfoxido (DMSO) 50% previamente a aplicacdo do sistema adesivo.
Cada grupo foi submetido ao ensaio de microtracdo. Os grupos SCO e CLE, que
nao receberam pré-tratamento com DMSO, formaram os grupos controles e 0s
grupos DSCO e DCLE, os quais pré-tratados com DMSO, formaram os grupos
experimentais. Os 24 dentes restantes foram divididos entre os quatro grupos para

analise de fibrilas colagenas expostas e morfologia da camada hibrida (n=6).

Os dentes foram restaurados com um dos dois sistemas adesivos citados. No
grupo SCO, foi realizado o condicionamento acido com acido fosférico 35%
(Condac, FGM, SC, Brasil) por 15 segundos seguido de lavagem com agua por 30

segundos e controle de umidade com papel absorvente. O sistema adesivo
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Scotchbond foi dispensado sobre a superficie dentindria com microbrush. Apés o
tempo de aplicacédo, foi feita a volatilizacdo do solvente por 5 segundos. A
fotoativacdo foi realizada por meio do aparelho EliparFreelight2 por 10 segundos.
Nos grupos CLE DCLE, o sistema adesivo Clearfil SE Bond foi utilizado.
Inicialmente foi aplicado o primer acidico ativamente por 10 segundos com

mircrobrush.

Os grupos DSCO e DCFL receberam o mesmo preparo oclusal, entretanto, foi
feita a aplicacdo de DMSO 50% previamente ao tratamento, por um minuto com

aplicacao ativa através de um microbrush.

Todos os grupos foram restaurados com a resina composta Filtek 2250 (3M
ESPE, St Paul, MN, EUA) cor A2 que foi inserida em dois incrementos, fotoativados
por 20 segundos como recomenda o fabricante, por meio do aparelho

EliparFreelight2.

3.4 Confeccéao dos Palitos

Dez dentes selecionados aleatoriamente foram utilizados nessa metodologia.
Inicialmente, o bloco de resina de poliestireno foi fixado a uma placa de acrilico que
foi posicionada em uma cortadeira de precisdo (Isomet 1000 PrecisionSaw, Buehler,
Lake Buff, IL, EUA). Com um disco diamantado em 250 RPM foram realizadas
secgdes ocluso-gengivais no sentido mesio-distal até a juncdo amelo-cementéaria de
forma que a espessura entre uma seccao e outra fosse em torno de 0,8mm. A
porcao coronaria foi recoberta com Godiva de baixa fusdo (Godiva Exta DFL, DFL,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Similarmente, novas sec¢des ocluso-gengivais no sentido
vestibulo-lingual foram realizadas respeitando a dimensédo de 0,8mm. O conjunto
dente-restauracéo foi descolado e fixado novamente a placa de acrilico de forma
que as seccdes realizadas anteriormente se localizassem paralelas a placa. Em
seguida, foi feita seccdo paralela a face oclusal da restauragdo, 1mm abaixo da
juncdo amelo-cementaria, separando a porcao coronaria da porcao radicular. Os
palitos de area seccional de 0,8 mm? foram entéo coletados. No minimo 16 palitos



foram obtidos em cada elemento dental e mantidos em agua destilada por no

maximo 24 horas até que se realizasse 0 ensaio mecanico de microtragao.

3.5 Ensaio de Microtracado

Os palitos foram fixados na garra do dispositivo de Geraldeli
(PatzlaffBiotechnology, SC, Brasil) com um adesivo a base de cianocrilato gel
(SuperBonder Flex Gel, Loctite, SP, Brasil). O adesivo foi colocado entre o palito e 0
dispositivo, evitando o seu contato com a interface adesiva e entdo a garra foi levada
ao Dispositivo de Geraldelli que se encontra acoplado a maquina de ensaio
mecanico (DL 2000, EMIC, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil). Os palitos foram
tracionados a uma velocidade de 0,5 mm/min e o valor da forca no momento da
ruptura foi obtida em Newtons (N). Em seguida foi calculada a resisténcia de unido
em MPa utilizando a férmula: MPa = N/mm?. Os palitos que se soltaram e os que
falharam prematuramente durante o ensaio, ndo foram considerados
estatisticamente. A média desses valores foi determinada constituindo o valor de
cada elemento dental para andlise estatistica. O teste de ANOVA seguido pelo Teste
de Tukey foram utilizados para determinar as diferencas estatisticas entre os grupos.

3.6 Analise do padrao de falha

Apoés a ruptura, os palitos foram preparados para avaliacdo do padrdo de falha
por meio de Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV). As amostras foram fixadas
em glutaraldeido 2,5% por 72 horas e em seguida foram lavados varias vezes com
0,1 M cacodilato de sbédio em solucdo tamponada. Em seguida, os palitos foram
fixados com adesivo a base de cianocrilato gel (SuperBonder Flex Gel, Loctite, SP,
Brasil) em stubs de aluminio de 37 mm de diametro por 3 mm de espessura e
desidratados em concentracfes ascendentes de etanol (50%, 60%, 70%, 80% e
90%) por 2 horas em cada solugéo e em etanol 100% por 24 h. A secagem quimica

final foi realizada por imersédo em hexametildissilazano por 10 min. em papel de filtro



dentro de um frasco de vidro coberto e com ar a temperatura ambiente (Perdigdo e
outros, 1995). Os espécimes foram cobertos com ouro em alto vacuo em um
processo denominado sputtering (MED 010, Balzers Union, Balzers, Liechtenstein) e
analisados sob a magnificacdo de 1000-5000X em microscopio eletrbnico de
varredura (LEO 435 LP, Zeiss, Liechtenstein) operando em modo de elétrons
secundéarios. O padrao de falha foi classificado em: |- coesivo em adesivo, II-
coesiva em camada hibrida, IlI- coesiva em dentina e IV- mista entre camada hibrida

e adesivo, V- mista entre adesivo e resina e VI- coesiva em resina composta.

3.7 Confeccdao das fatias

Os seis dentes restantes em cada grupo foram posicionados em uma cortadeira
de precisao (Isomet 1000 PrecisionSaw, Buehler, Lake Buff, IL, EUA) e seccionados
no sentido mesio-distal até a juncdo amelo-cementaria de forma que a espessura
entre uma seccdo e outra fosse em torno de 0,2mm. Em seguida, um corte no
sentido vestibulo-lingual perpendicular ao longo eixo do dente abaixo da juncao
cemento-esmalte foi realizado. As fatias foram armazenadas em agua destilada até

serem preparadas para microscopia 6tica e eletronica.

3.8 Analise de fibrilas colagenas expostas

Seis fatias de cada dente foram coladas em laminas de vidro para microscopia
Otica com um adesivo a base de cianocrilato (SuperBonder Flex Gel, Loctite, SP,
Brasil). A espessura da fatia foi reduzida a 50 um para permitir a passagem de luz
para avaliacdo da espessura da camada de fibrilas colagenas que ndo foram
impregnadas pelo sistema adesivo. Para isso, a espessura da fatia e da lamina de
vidro foram mensuradas individualmente e em seguida, juntamente, por meio de um
micrometro digital (DigimaticMicrometer, Mitutoyo, Japdo) . Dessa forma foi possivel
determinar a espessura da camada de adesivo de cianocrilato para cada amostra e

consequentemente a espessura da fatia durante o seu desgaste. As fatias coladas



nas laminas de microscopia foram lixadas sob irrigagdo em uma politriz(Aropol2v,
Arotec, SP, Brasil) com lixas de carbureto de silicio de granulacdo 1200 até que
ocorresse a reducdo da espessura inicial a aproximadamente 100 um. Em seguida
foram lixadas com lixas de carbureto de silicio de granulacdo 2000 até que a fatia
atingisse uma espessura de 50 um e finalmente foi utilizada uma lixa de granulacéo
4000. As amostras foram lavadas em cuba ultrassonica por 3 minutos, coradas com
Coloracdo de Masson e avaliadas em microscopio 6tico (DLMV, Leica, Austria) em
aumento de 100X. A espessura da camada de fibrilas colagenas expostas foi
mensurada em quatro pontos distintos equidistantes um do outro ao longo da
interface de unido do palito. A média desses valores foi determinada constituindo o
valor de cada elemento dental para analise estatistica. O teste de ANOVA seguido

pelo Teste de Tukey HSD foram utilizados para determinar as diferencas.

4. RESULTADOS

4.1 Analise do ensaio de microtragéo

Tabela 1. Microtragéo dos adesivos comerciais

Média ( Desvio padréao)
Scotchbond 35,576 (£6,182)
Clearfil 34,061 (+8,476)
Scotchbond
DMSO 53,343 (£8,277)
Clearfil DMSO 39,457 (£ 4,777)

De acordo com a tabela, os resultados apresentados no ensaio de microtracao
mostraram que a aplicagdo de DMSO foi efetiva e aumentou a resisténcia de uniédo

no grupo Scotchbond DMSO. Ja no grupo Clearfii DMSO, ndo houve aumento



significativo. Os grupos controle Scotchbond e Clearfil apresentaram resultados

semelhantes em relacao aos testes de microtracao que foram realizados.

Figura 1. Falha coesiva em adesivo

Figura 2. Falha coesiva em camada hibrida



Figura 3. Falha coesiva em dentina

Figura 4. Falha mista entre camada hibrida e adesivo
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Figura 5. Falha mista entre adesivo e resina

Figura 6. Falha coesiva em resina composta
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4.2 Analise de exposicdo de fibras colagenas

Tabela 1. Exposicao de fibras colagenas (um)

(Desvio
Média Padréo)
Scotchbond 7,079 (£0,794)
Clearfil 3,966 (+0,636)
Scotchbond
DMSO 0,951 (£0,141)
Clearfil DMSO 1,272 (+0,137)

Com relacdo a exposicado de fibras colagenas na base da camada hibrida, o
adesivo comercial Scotchbond foi o que apresentou maior valor, logo, foi 0 grupo
que teve a maior exposicdo. O adesivo Clearfil teve uma exposicdo menor
comparado ao Scotchbond. Ambos os adesivos, quando pré-tratados com DMSO

obtiveram reducdo da camada hibrida de fibras colagenas.
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Figura 9. Microscopia 6tica grupo Scotchbond DMSO

-

Figura 10. Micoscopia otica grupo Clearfil DMSO
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5. DISCUSSAO

O teste de ANOVA mostrou (p<0,001) que o pré tratamento dentinario com
DMSO 50% por um minuto, influenciou a resisténcia de unido dos adesivos testados.
A resisténcia de unido dentinaria do adesivo convencional Scotchbond apds
tratamento com DMSO teve um aumento significativo quando comparada ao grupo
controle; Ja o adesivo (p<0,001 ) auto condicionante Clearfil, ndo foi influenciado
pelo pré tratamento dentinario. Tal fato € possivelmente explicado pelo aumento da
energia livre de superficie, proporcionado pela aplicacdo do solvente previamente a
aplicacdo do sistema adesivo 0 que, potencialmente, permitiu a formacdo de uma
interface de unido com menos fibras colagenas expostas na base da cama hibrida,
melhorando significativamente a unido de sistemas adesivos a dentina. Isto foi
demonstrado na avaliacdo de fibras colagenas expostas na base da camada hibrida
de ambos os adesivos. Quando o DMSO foi utilizado, houve uma reducdo na
guantidade de fibras coladgenas desprotegidas, o que certamente contribuiu para o
aumento da resisténcia de unido em funcao da maior penetracdo do sistema adesivo
na dentina desmineralizada. Sabe se que a espessura da camada hibrida néo
necessariamente influencia na resisténcia de unido final de sistemas adesivos de
forma que a homogeneidade da mesma é o fator predominante (21). Estudos
realizados mostraram que adesivos que contém os componentes hidrofilos (primer) e
hidréfobos (adesivo) em frascos separados apresentam maiores valores de
resisténcia de unido além da aplicacdo da camada adicional de monémeros
hidrofobos, permitir a formacédo de uma camada hibrida mais uniforme, com baixas

concentragdes de agua e solvente remanescente. (22)

No ambito da otimizacdo da unido do complexo restauracdo - dentina, novos
estudos surgiram a fim de que novas substancias testadas pudessem melhorar
essa resisténcia. O uso da técnica alcodlica para unido de sistemas adesivos
hidrofobos na dentina tem sido amplamente estudado e tem demonstrado um
aumento na resisténcia de unido. Uma maneira de unir monémeros hidréfobos a
dentina € através da saturacdo da matriz dentinaria desmineralizada por etanol ao
invés de agua (ethanol-wet bonding technique). Possivelmente, a dentina saturada

com etanol, aproximadamente de 3 a 4 min, poderia simplificar a utilizacdo de
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sistemas adesivos no campo moderno da odontologia. Resultados mostraram que a
aplicacdo da tecnica ethanol-wet bonding technique facilita a infiltracdo do
componente hidrofébico na matriz de dentina desmineralizada; A presenca de etanol
na dentina desmineralizada aumenta o encapsulamento de adesivo ao colageno
assim como permite melhor infiltracdo de BisGMA, melhorando a qualidade da

interface.

Dessa forma, este trabalho é um estudo pioneiro visto que ndo existem estudos
avaliando o DMSO como tratamento pré dentindrio com funcdo de preservar a
degradacédo hidrolitica e mostrou que a utilizacdo do DMSO 50% pode influenciar a
resisténcia de unido de adesivos convencionais de maneira semelhante a técnica
alcodlica, no entanto de forma bem mais simples. Além do aumento da resisténcia
de unido imediata, proporcionada pela aplicacdo prévia de DMSO gerando uma
maior penetracdo e conseqiente homogeneidade da camada hibrida, o
dimetilsulféxido pode contribuir para a preservacao a longo prazo da camada hibrida

devido a suas propriedades inibidoras de MMP.

6. CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos e considerando as limitacbes experimentais,
conclui-se que a utilizagdo do DMSO aumenta a resisténcia de uniao de sistemas
adesivos convencionais, reduzindo a exposicdo de fibras colagenas da base da
camada hibrida dos adesivos testados. A utilizacdo de DMSO juntamente com

adesivo autocondicionante ndo influenciou na resisténcia de unido do mesmo.
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