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Resumo

Objetivos: Avaliar a influéncia de dois agentes antioxidantes na camada hibrida sujeita
a irrigagdo com hipoclorito de sodio através da Microscopia Eletronica de Varrimento

(MEV).

Materiais e Métodos: Foram selecionados 15 molares higidos, extraidos ha menos de 6
meses do Banco de Dentes da Clinica Dentaria Egas Moniz. Todos os dentes foram
seccionados removendo 2 a 3 mm abaixo da juncdo amelo-cimentéria, e de seguida
seccionados a 4 mm da superficie oclusal expondo a dentina. Sobre a dentina exposta foi
simulada uma restauracdo com a resina composta GrandioSO (Voco, Alemanha). Foi
utilizado o sistema adesivo etch-and-rinse de 3 passos Optibond FL™ (Kerr, USA). Apo6s
a restauracao dos dentes, foi simulado um acesso endoddntico em oclusal.

Posteriormente, os dentes foram divididos em trés grupos: Grupo controlo, n=>5,
em que as amostras foram somente irrigadas com hipoclorito de sédio (NaOCl); Grupo
1, n=5, em que as amostras foram irrigadas com NaOCl e posteriormente irrigadas com
o agente antioxidante sintético Ascorbato de Sodio a 10%; e Grupo 2, n=5, em que as
amostras foram irrigadas com NaOCl e posteriormente irrigadas com o agente
antioxidante natural Proantocianidina a 5%.

Todos os dentes foram cortados exatamente a meio, paralelamente ao longo eixo
do dente, para serem analisados com Microscopia Eletronica de Varrimento (MEV).

Os resultados foram interpretados com recurso a estatistica descritiva.

Resultados: Verificaram-se diferencas entre o Grupo controlo que apresentava um gap
significativo na interface adesiva, o Grupo 1 que quase ndo apresentava gap e o Grupo 2

que ndo apresentava qualquer gap.

Conclusio: O NaOCI afeta a interface adesiva de restauragdes pré-endodonticas, pois
parece haver um fenémeno de remineralizagdo decorrente do uso de antioxidante, seguido

de armazenamento em saliva.

Palavras-chave: Hipoclorito de sddio, ascorbato de sddio, proantocianidina, microscopia

eletronica de varrimento






Abstract

Purpose: To evaluate the influence of two antioxidant agents on the hybrid layer
undergone irrigation with sodium hypochlorite through Scanning Electron Microscopy

(SEM).

Materials and Methods: 15 human molars, sound, extracted less than 6 months ago,
were selected from the Egas Moniz Human Teeth Bank. The teeth were sectioned 2-3
mm below the amelocemental joint, and then sectioned 4 mm from the occlusal surface,
exposing dentin. A restoration with the resin composite GrandioSO (Voco, Germany)
was simulated on the exposed dentin. The 3-step etch-and-rinse adhesive system
Optibond FL™ (Kerr, USA) was used. After the restoration of the teeth, an endodontic
access was made in the occlusal surface.

The teeth were then divided into three different groups: Control group, n=5, in
which the samples were only irrigated with sodium hypochlorite; Group 1, n=5, in which
the samples were irrigated with sodium hypochlorite and subsequently irrigated with the
synthetic antioxidant agent Sodium Ascorbate 10%; and Group 2, n=5, in which the
samples were irrigated with sodium hypochlorite and subsequently irrigated with the
natural antioxidant agent Proanthocyanidin 5%.

All the teeth were cut vertically, exactly in half, to be analyzed with Scanning
Electron Microscopy (SEM).

The results were submitted to a descriptive statistical analysis.

Results: This study resulted in differences between the Control group, which presented a
significant gap in the adhesive interface, Group 1, which presented nearly no gap and

Group 2, which didn’t present any gap.

Conclusion: NaOCl affects the adhesive interface of pre-endodontic restorations, for
there appears to be a phenomenon of remineralization due to the use of the antioxidant

agent, followed by storage in saliva.

Key words: Sodium hypochlorite, sodium ascorbate, proanthocyanidin, scanning

electron microscopy
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Introdugdo

I) INTRODUCAO
1. Endodontia

A Endodontia ¢ uma especialidade da Medicina Dentaria dedicada a morfologia,
fisiologia e patologia da polpa dentdria e tecidos perirradiculares. O seu estudo e pratica
engloba a biologia da polpa sd, a etiologia, diagnostico, prevengdo e tratamento de
doengas e lesdes pulpares e dos tecidos perirradiculares associados (AAE, 2019). A sua
aplicagdo ¢ ampla e inclui a resolucao de problemas de origem pulpar ou periapical, via
terapia pulpar vital, tratamento pulpar ndo-cirargico, retratamento de casos de insucesso,
branqueamento interno e cirurgia endodontica (Torabinejad & Walton, 2009). O objetivo
principal do tratamento endoddntico ¢ otimizar a desinfecao do canal radicular e prevenir
a reinfecdo. Desta forma, o tratamento ¢ considerado bem-sucedido quando a
instrumentagdo, a irrigacdo e a obturagdo do canal sdo adequadas (Basrani, 2011).

Para a obtencdo de um nivel 6timo de desinfecdo dos canais, a irrigacdo ¢ um dos
passos mais importantes devido as suas fungdes mecanicas, quimicas e microbiologicas.
Durante a instrumentagdo mecanica existem zonas das paredes dos canais, istmos e
possiveis canais laterais e acessorios, em que as limas ndo tocam. Assim, a irrigacao ¢ a
unica forma de remover dos canais o tecido inflamado e necrético, microorganismos,

biofilmes, entre outros detritos presentes (Haapasalo et al., 2014).

1.1 Hipoclorito de Sodio

1.1.1 Aplicag¢do e Mecanismo de Acao

O hipoclorito de sédio, também designado por NaOCI, ¢ um composto quimico
alcalino com um pH de aproximadamente 11-12, utilizado como agente irrigante em
Endodontia (Hiilsmann et al., 2009). Nas suas diversas concentragdes, que variam entre
0,5 e 5,25%, ¢ considerado o irrigante mais estudado e utilizado durante a preparacao dos
canais radiculares, por possuir as propriedades fundamentais de um agente irrigante:
capacidade de dissolver tecido organico, capacidade antimicrobiana e baixa toxicidade
em certas concentragdes (Arashiro et al., 2010). E um agente oxidante, hidrolisante,
bactericida e proteolitico utilizado como irrigante desde 1920 (Clarkson & Moule, 1998).

As suas vantagens incluem a capacidade de dissolver substancias organicas e o
baixo custo. As principais desvantagens sdo a sua citotoxicidade quando injetado nos

tecidos perirradiculares que pode resultar em hemolise, ulceragdo ou mesmo necrose
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Influéncia de dois agentes antioxidantes na camada hibrida de restauragées sujeitas a irriga¢do endodontica —
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(Hiilsmann et al., 2009); mau odor e sabor; capacidade de branquear tecido por ser lixivia
pura; e capacidade de corroer metal como o material utilizado diariamente na pratica
clinica. Além destas, o0 NaOCl ndo ¢ capaz de eliminar todo o tipo de bactérias; ndo tem
capacidade de remover por completo a smear layer; e altera as propriedades da dentina
(AAE, 2011). A diminui¢do da concentracao da solugdo de NaOCl reduz a sua toxicidade,
efeito antibacteriano e capacidade de dissolugcdo dos tecidos, mas, por outro lado,
aumentar o seu volume ou temperatura promove a sua eficadcia como agente irrigante de
canais radiculares.

O cloro livre no NaOCl ¢ capaz de dissolver tecido vital e necrético ao quebrar as
proteinas em aminoacidos (AAE, 2011), pois ao dissolver-se em dgua juntamente com
matéria organica origina acido hipocloroso (HOC1-) — um &cido fraco que atua como
oxidante. A sua acdo como solvente passa pela reacdo de cloraminag¢do: o cloro livre liga-
se ao grupo amina de proteinas (NH) para formar cloraminas que impedem o metabolismo
celular, ao inibirem as enzimas bacterianas essenciais por oxidacao irreversivel (Basrani
& Malkhassian, 2015).

A concentragdo certa a que o NaOCl deve ser utilizado continua uma questao em
aberto. Muitos autores recomendam a sua utilizagdo a 5,25%, no entanto outros preferem
concentragcdes mais baixas de 3% ou mesmo de 0,5% (Abuhaimed & Neel, 2017,
Hiilsmann et al., 2009). Existem varios estudos que provam que o protocolo de irrigagdo
com NaOCI mais eficaz ¢ a sua utiliza¢do a 5,25% durante 40 minutos, pois a irrigagao
com 1,3% ou 2,5% durante o mesmo intervalo de tempo nio se demonstrou eficaz na
remocdo de E. faecalis dos tibulos dentinarios infetados. Assim, € por vezes
recomendado a adicdo de outro agente irrigante ao protocolo de irrigagdo para aumentar
o efeito antibacteriano durante a lavagem e modelagem dos canais radiculares (AAE,

2011).

1.1.2 Efeito do NaOCl na Dentina
Fisiologicamente e anatomicamente a dentina ¢ uma estrutura complexa. E
composta por 22% em peso de matéria organica e a maior parte desta ¢ composta por
colagénio tipo I, que contribui consideravelmente para as propriedades mecanicas da
dentina. A sua estrutura tem uma configuracdo porosa onde se inserem os tibulos

dentinarios que permitem a invasdo bacteriana, tornando a desinfecdo da dentina um

12
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processo desafiante. O NaOCI pode afetar mecanicamente as propriedades da dentina
pela degradacdo dos seus componentes organicos (Basrani & Malkhassian, 2015).

O tratamento endoddntico pode causar o enfraquecimento fisico dos dentes
devido as alteragdes na estrutura da dentina causadas por NaOCIl, EDTA ou hidréxido de
calcio. O NaOCl afeta negativamente a resisténcia a flexdo, o mddulo de elasticidade da
dentina e aumenta a tensdo de superficie do dente. Assim, todas estas alteragdes sdo
diretamente atribuidas a deplecdo e alteragdo do colagénio dentinario (Karunanayake et
al., 2019).

Como verificado experimentalmente em estudos prévios, as fibras de colagénio
expostas na superficie dentinaria apresentam uma energia de superficie mais baixa do que
a da dentina mineralizada. Estas, quando em contacto com NaOCI, podem sofrer
alteracdes e afetam a adesdo por dois mecanismos reconhecidos. O primeiro mecanismo
promove a desproteinizagdo da dentina como estratégia de adesdo, e o segundo
mecanismo passa pelo envelhecimento da camada hibrida ao remover as fibras de
colagénio desprotegidas (Nima et al., 2019).

Assim, o NaOCl aumenta a energia livre do substrato, melhorando a
molhabilidade da dentina e consequente impregna¢do de monoémeros (Nima et al., 2019).
Além disto, o NaOCl tem um efeito proteolitico inespecifico capaz de dissolver e remover
componentes organicos da dentina intertubular e peritubular, o que faz com que a abertura
dos tiibulos dentinarios e dos canais laterias aumente, permitindo uma maior penetragao
dos monomeros adesivos na dentina com formag¢do de ramos laterais de resina

polimerizada (Nima et al., 2019).

1.2 Restauracoes Pré-Endodonticas

Geralmente os dentes que necessitam de tratamento endodontico apresentam
danos estruturais extensos (Kharouf et al., 2020). Podemos classificar estes dentes em
previamente restaurados, cariados, fraturados ou uma combinacdo dos trés (Heydrich,
2005).

Desta forma, o objetivo principal de uma restauragdo pré-endodontica ¢ facilitar
a colocac¢do do dique de borracha a fim de obter um correto isolamento absoluto (Kharouf
et al., 2020). Este método previne a contaminacao do canal radicular por saliva, sangue e
microrganismos durante todo o tratamento endodontico; previne, ainda, a aspiragao oral

de instrumentos pelo paciente; retrai e protege tecidos moles e facilita o acesso ao campo
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operatorio. No entanto, a colocagdo do isolamento absoluto pode ser dificultada quando
existe pouco remanescente dentdrio devido a falta de retencdo pelo retentor, dai a
importancia de uma restauracdo pré-endodontica (Kameyama et al., 2020).

Este tipo de restauragdo facilita a identificacdo de pontos de referéncia para os
stops das limas endodonticas, reduz também o risco de escoamento marginal
intraoperatorio, ajuda a reduzir o tempo entre consultas e pode prevenir o extravasamento
do agente irrigante de canais (Kharouf et al., 2020).

Apesar de ser um procedimento opcional, e por vezes demorado, a maior parte
dos médicos dentistas opta pela realizacdo de restauragdes pré-endoddnticas pelos seus
beneficios. Além dos j4 mencionados anteriormente, estas restauragdes promovem uma
melhor remoc¢do da smear layer durante a irrigagdo (Kharouf et al., 2020) e um selamento
adequado do dente entre consultas (Kameyama et al., 2020). Para uma restauracao pré-
endodontica ser adequada, tem de resistir ao stress mastigatorio, ter excelentes
propriedades estéticas e ser quimica e fisicamente estdvel (Kameyama et al., 2020).
Assim, uma restauragdo pré-endodontica estavel € o primeiro passo para um tratamento

endodontico bem sucedido (Heydrich, 2005).

2. Adesao

Quando se fala em adesdo, o primeiro pensamento ndo nos remete para o
verdadeiro significado do termo. Para que a adesdo ocorra € necessdria a interacao entre
um aderente/substrato e um adesivo, que entre eles originam uma interface adesiva (Eick
et al., 1997; Marshall et al., 2010). No sentido mais estrito, a adesdo mede a for¢a de
atracdo entre dois materiais diferentes e diferencia-se da coesdo, que relaciona as forcas
de atragdo presentes dentro de um unico material (Hilton et al., 2013). Em Medicina
Dentaria, a superficie aderente pode ser esmalte, dentina, amdlgama, resina composta, ou
qualquer outro material restaurador. A superficie adesiva pode ser de uma unica interface,
como os selantes, ou de multiplas interfaces, como € o caso de resina compdsita aderida
a dentina (Buonocore, 1955; Marshall et al., 2010).

Existem trés tipos de adesdo: quimica, fisica e mecanica. Por norma as forcas da
adesdo fisica sdo muito fracas, ao passo que a adesdo quimica ¢ muito forte, mas muito

dificil de se produzir de forma densa ao longo da interface adesiva. Ja a adesdao mecanica
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¢ a forma mais eficaz de produzir uma interface adesiva forte. Cada tipo de adesdo ira ser
descrito em detalhe (Hilton et al., 2013; Marshall et al., 2010).

Embora seja fraca, a adesdo fisica estd sempre presente. As forcas de Van der
Waals ocorrem na interface adesiva, mas sdo muitas vezes suportadas por ligacdes
significativamente mais fortes, como as de dipolos permanentemente presentes, além dos
dipolos ja induzidos por Van der Waals (Marshall et al., 2010).

A adesdo quimica inclui ligagdes covalentes, idnicas, metalicas, e em alguns casos
quelantes. Existem inimeras formas de criar adesdo quimica, no entanto, quando se tenta
esta ligacdo entre superficies diferentes, as liga¢cdes quimicas sdo limitadas, o que resulta
numa resisténcia de interface adesiva diminuida (Hilton et al., 2013; Marshall et al.,
2010). Existem, porém, formas de promover a adesdo quimica usando agentes de
acoplamento como o silano. Este tipo de adesdo ¢ testado em materiais dentarios hé
décadas, contudo, os resultados destes estudos demonstram-se dececionantes. Os
contaminantes sao dificeis de eliminar por completo e interferem na adaptacdo necessaria
para se formarem ligagdes quimicas, porém, a densidade destas ligacdes ¢ tao baixa que
por vezes sdo ofuscadas pelas ligagdes mecanicas (Marshall et al., 2010).

A adesdo mecanica ¢ o tipo mais comum, especialmente em materiais dentarios.
Existem diversas formas de descrever este tipo de adesdo, mas ¢, de uma forma sucinta,
o processo de penetragdo do adesivo no aderente, tornando-os mecanicamente
interligados. Por exemplo, a formacdo da camada hibrida passa pela penetracdo de
monomeros resinosos na matriz de fibras de colagénio que compdem a dentina
condicionada. Uma vez polimerizados, estes conferem retengdo mecanica a restauracao
(Marshall et al., 2010). No entanto, esta interface ndo pode ser considerada adesiva
porque depende de forgas de atrito entre as superficies em contacto intimo e precisa destas
para obter estabilidade (Hilton et al., 2013).

Existe uma sequéncia de eventos que deve ser realizada de forma a cumprir os
requisitos de uma correta adesdo. Estes sdo a obten¢do de uma superficie limpa, livre de
agua, detritos organicos e biofilme, para que confira uma elevada energia de superficie —
esta pode ser obtida pelo condicionamento 4acido previamente ao sistema adesivo
(Buonocore, 1955); uma elevada molhabilidade, que de acordo com a equagao de Wenzel,
que relaciona os angulos de contacto de uma superficie lisa com uma superficie rugosa,
na presenga de angulos inferiores a 90° a molhabilidade aumenta com a rugosidade da
superficie; um correto angulo de contacto, obtido através do contacto intimo dos materiais

a serem aderidos, representa o equilibrio energético entre as fases solida, liquida e gasosa
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envolvidas; a utilizagdo de um adesivo de baixa viscosidade juntamente com uma tensao
de superficie critica apropriada, permite que este se espalhe e adapte aos detalhes da
superficie aderente dentro do seu tempo de trabalho; resisténcia a separagao de fases pelo
adesivo, devido aos seus diluentes volateis que causam esta separacdo durante a
evaporacdo dos solventes presentes; e por ultimo, a solidificagdo do adesivo, através da
polimerizacdo do mesmo, que por vezes ¢ afetada pelo dificil acesso do fotopolimerizador

(Marshall et al., 2010).

2.1 Mecanismos Primarios de Adesao

Os mecanismos primarios de adesdo de qualquer material dentario destinado a ser
aderido ao tecido dentario sdo: (1) molhabilidade de superficie, (2) micro-retencao e (3)
interagdo quimica. Para que a adesdo seja estavel e duradoura, deve-se ter sempre em
conta estes 3 conceitos (Van Meerbeek et al., 2020).

A molhabilidade de superficie ¢ um requisito primario para se obter um contacto
adequado entre o adesivo e o substrato na interface adesiva. Para que um liquido se
espalhe uniformemente por uma superficie solida, a tensdo de superficie do primeiro tem
de ser menor do que a energia de superficie livre do substrato (Van Meerbeek et al., 2020).
A molhabilidade ¢ comumente determinada pela medi¢cdo do angulo de contacto que
idealmente se aproxima do zero, sendo que o grau de molhabilidade equivale ao grau de
adesdo (Marshall et al., 2010). Existem diversos fatores que desempenham papeis co-
determinantes, como a rugosidade da superficie, a energia de superficie do substrato, o
efeito promotor de adesdo pelas forcas capilares, a hidrofilicidade/hidrofobicidade da
superficie, e os poros presentes na interface adesiva que diminuem a integridade da
adesdo (Van Meerbeek et al., 2020).

Em Medicina Dentaria, os detritos presentes na smear layer —uma camada amorfa
com aproximadamente 1-5um de espessura, composta por detritos organicos e
inorganicos resultantes da instrumentacdo mecanica do esmalte e da dentina (Pashley,
1984) — interferem com a capacidade que o adesivo tem de se espalhar pela dentina, e por
esta razdo, ¢ recomendada a utilizagdo prévia de um &cido (Eick et al., 1997; Van
Meerbeek et al., 2020).

A micro-reten¢do ¢ o mecanismo primdrio mais provavel de ocorrer em tecidos

mineralizados como o esmalte e a dentina. Esta pode ser alcangada mecanicamente pela

16



Introdugdo

instrumentagdo manual, e quimicamente com o condicionamento acido (Van Meerbeek
et al.,, 2020). Para uma adesdo persistente, o condicionamento acido do esmalte ¢
imprescindivel, ndo sé por remover a smear layer, mas por simultaneamente criar micro-
rugosidades onde a resina se infiltra, promovendo a ligacdo micromecanica (Eick et al.,
1997). Por outro lado, o condicionamento acido da dentina é menos preferido por
desmineralizar por completo a sua camada superficial, expondo a rede de fibras de
colagénio que dificilmente hibridiza com a penetra¢do de resina (Van Meerbeek et al.,
2020). A ligacdo micromecanica estd na base da maioria dos adesivos atualmente
utilizados pela formacdo de resin tags em volta dos prismas de esmalte e nos tubulos
dentinarios, e nanotags entre os cristais de esmalte ou colagénio dentinario (Marshall et
al., 2010).

Na verdade, a interagdo quimica ¢ a forma de contacto mais intima entre atomos
e moléculas, e acredita-se contribuir significativamente para a durabilidade da adesao.
Esta interacdo ndo se traduz em ligagdes mais fortes, mas previne a diminui¢do das forgas
de unido com o envelhecimento. A interacdo quimica deve ter como alvo principal a
componente inorganica da hidroxiapatite, com a qual interage ionicamente se for
utilizado um sistema adesivo self-etch (Van Meerbeek et al., 2020). Este tipo de adesivo,
juntamente com o0s universais, apresenta na sua constituigdo mondémeros funcionais, que
sdo vastamente estudados pela interagdo idnica entre o seu grupo fosfato e o calcio
presente na hidroxiapatite, promovendo assim uma adesdo mais forte (Carrilho et al.,

2019).

2.2 Sistemas Adesivos

Um sistema adesivo ¢ composto por 3 componentes base: (1) o acido, (2) o primer,
e (3) o0 bond. O 4cido é composto por moléculas acidicas que alteram e desmineralizam a
hidroxiapatite superficial e removem a smear layer e smear plugs — detritos resultantes
da instrumentagdo mecanica inicial, localizados 1-5um para dentro dos tabulos
dentindrios (Pashley, 1990) — da superficie da dentina, e desmineralizam a hidroxiapatite
superficial do esmalte expondo os prismas de esmalte (Pashley et al., 2011). O primer ¢é
composto por moléculas anfipaticas (moléculas com caracteristicas hidrofilicas e
hidrofébicas) que ajudam a tornar a superficie da dentina, inicialmente apenas hidrofilica,
numa superficie mais hidrofobica, de forma a ligar-se as resinas que sdo extremamente

hidrofobicas (Hilton et al., 2013). O primer infiltra-se na dentina desmineralizada onde
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posteriormente, ap0Os a sua aplicacdo, o bond se incorpora. Uma vez polimerizado forma
o suporte estrutural da interface adesiva entre o dente e o material restaurador. Todo este
processo origina uma zona onde estdo presentes componentes de dentina e de resina, € a
qual podemos designar como camada hibrida (Hilton et al., 2013).

A tecnologia dos sistemas adesivos esta em constante evolugdo. Em 1951, Hagger
experimentou pela primeira vez aderir uma resina acrilica na estrutura dentéria através do
monoémero funcional glicerol fosfato dimetacrilato (GPDM) que hoje em dia ainda ¢
utilizado como mondmero funcional primério em sistemas adesivos como o Optibond FL,
(Kerr, USA) (Van Meerbeek et al., 2020). Em 1952, Kramer e Mclean demonstraram que
o GPDM melhorava a ades@o a dentina por infiltrar a superficie e formar uma camada
intermédia (Simonsen & Neal, 2011). Esta camada foi posteriormente denominada de
camada hibrida (Reis et al., 2008). Em 1955, Buonocore demostrou pela primeira vez que
o condicionamento com acido fosforico aumenta a recetividade da superficie do esmalte
ao adesivo, aumentando significativamente a resisténcia adesiva (Buonocore, 1955).
Subsequentemente, Gwinnet e Matsui descobriram que resinas fluidas penetravam os
prismas de esmalte condicionados na superficie para formar microtags de resina
(Gwinnett & Matsui, 1967). A técnica de ftotal-etching, em que ¢é efetuado o
condicionamento &cido simultaneamente no esmalte e na dentina, foi introduzida por
Fusayama em 1980 (Fusayama, 1980). Nesta técnica, a smear layer ¢ removida e a
dentina superficial ¢ desmineralizada, expondo a rede de colagénio e produzindo tiibulos
dentinarios em forma de funil (Pashley, 1992). Em 1982, Nakabayashi et al. descreveram
pela primeira vez a penetragdo de monomeros resinosos em dentina condicionada,
formando uma matriz de colagénio refor¢ada por resina. Esta nova estrutura foi designada
anova camada hibrida e ¢ composta por colagénio, mondmeros resinosos, € componentes
residuais da smear layer (Nakabayashi et al., 1982).

Os sistemas adesivos podem ser classificados por geragdes, tipo de solvente,
mecanismo de remog¢do da smear layer e por nimero de passos clinicos (Hilton et al.,
2013). Quando classificados por geragdo, os adesivos sdo agrupados por caracteristicas
dos produtos e por ordem de inser¢do no mercado, sendo que existem 8 geragdes, cada
uma refletindo mudangas significativas nos componentes presentes (Hilton et al., 2013).

Os adesivos podem também ser classificados por tipo e concentracdo do solvente.
Atualmente, os adesivos comercializados apresentam os solventes acetona, etanol e dgua,
que possuem concentracdes entre 8% e 49% (Perdigao et al., 2000). A maior parte dos

sistemas etch-and-rinse contém solventes volateis (etanol ou acetona) que diminuem a
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viscosidade e aumentam a molhabilidade. Os self-etch contém frequentemente agua que
demonstra ter o mesmo efeito e permite a dissociacdo de 4acidos fracos para a
desmineraliza¢do do esmalte/dentina (Van Meerbeek et al., 1998). Solventes organicos
evaporam facilmente e podem contribuir para a remocdo da 4dgua presente na rede
colagénio e na superficie da dentina, permitindo que os mondémeros penetrem na rede de
fibras de colagénio (Eick et al., 1997; Jacobsen & Soderholm, 1995).

A smear layer obstrui as entradas dos tibulos dentindrios, diminuindo a
permeabilidade da dentina até 86% (Pashley et al., 1978). Esta camada deve ser removida
ou tornada permedvel para permitir a impregna¢do dos mondmeros na dentina. Desta
forma, os sistemas adesivos, quando classificados por mecanismo de remocao da smear
layer, sao subdivididos em dois grandes grupos que serdo mais abaixo descritos em
detalhe: (1) adesivos etch-and-rinse e (2) adesivos self-etch ou etch-and-dry (Breschi et
al., 2008; De Munck et al., 2005).

Por ultimo, os adesivos podem ser classificados por numero de passos clinicos.
Esta classificagdo ¢ a mais utilizada (Van Meerbeek et al., 2003). De um modo geral: os
etch-and-rinse podem ser de trés ou dois passos; e os self-etch de um ou dois passos (Tay

& Pashley, 2002).

2.2.1 Sistema Adesivo Etch-and-Rinse
Os sistemas adesivos etch-and-rinse, inicialmente introduzidos como total-etch,
pois antes deles ndo se condicionava a dentina, utilizam um acido forte, como o acido
fosforico, a 35-37% e pH de aproximadamente 0.9, para condicionar o esmalte e a dentina
(Hilton et al., 2013). Este 4cido tem de ser totalmente removido com dgua passados 15
segundos para ndo causar condicionamento excessivo (over-etching) (Chitrakar et al.,
2012).
Como referido anteriormente, um sistema adesivo etch-and-rinse pode ser de 2 ou
3 passos. Esta combinagdo depende se o primer e o bond sdo utilizados juntos ou
separados, visto que o acido ¢ sempre aplicado sozinho. Num etch-and-rinse de 2 passos,
aplica-se 0 4cido em separado e de seguida uma combinagdo de um primer € um bond. O
etch-and rinse de 3 passos passa pela utilizacdo do acido, primer e bond em separado e
pela respetiva ordem (Van Meerbeek et al., 2003).
Quando comparando o sistema de 2 passos com o de 3 passos, o primeiro revela-se
uma técnica mais simples por ter menos passos clinicos, no entanto, apresenta uma

performance laboratorial e clinica inferior (De Munck et al.,, 2012). Além destes,
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apresenta uma componente resinosa baixa e uma componente solvente alta (Van Landuyt
et al., 2007), uma camada de hond mais fina resultando numa absorg¢ao de stress inferior
(Dietschi et al., 2002), resisténcia mecanica diminuida (Ikeda et al., 2005) e maior
hidrofilicidade e permeabilidade (Hashimoto et al., 2004).

De um modo geral as vantagens de um adesivo efch-and-rinse sao: adesdo com base
em ligacdes micromecanicas profundas no esmalte e na dentina (Van Meerbeek et al.,
2003), remog¢ao completa da smear layer através do acido forte, presenca no mercado ha
mais de 20 anos com estudos a comprovarem a sua eficacia (Peumans et al., 2012),
elevada capacidade de absor¢ao de stress e ser considerado a melhor abordagem para o
esmalte, pois a durabilidade da adesdo neste ¢ longa (Van Meerbeek et al., 2020). As
desvantagens incluem: agressividade do 4cido na dentina, podendo causar
desmineralizagdo em excesso; remogdo por completo da hidroxiapatite dentinaria que
serve como protecdo natural; exposi¢do profunda do colagénio; necessidade de criacao
de uma camada hibrida grossa, para suficiente infiltracdo da resina, que podera sofrer
micro-escoamento; e o envolvimento de apenas ligagdes quimicas secundarias, que nao
contribuem substancialmente para a durabilidade da adesdo na dentina (Van Meerbeek et
al., 2020).

O sistema adesivo etch-and-rinse de 3 passos, nomeadamente o Optibond FL™
(Kerr, USA) ¢ considerado o gold standard deste tipo de sistemas adesivos (Hilton et al.,

2013), e por esta razao foi o escolhido para o atual projeto de investigacao.

2.2.2 Sistema Adesivo Self-etch

Os sistemas adesivos self-etch utilizam uma solu¢ao de mondmeros acidicos para
dissolver a smear layer no esmalte e na dentina (Van Meerbeek et al., 2011). Estes
adesivos também podem ser chamados de etch-and-dry, visto serem simplesmente
secados com ar (Breschi et al., 2008), e em vez de removerem a smear layer presente,
tornam-na permeavel (Van Meerbeek et al., 2003). Alguns destes adesivos dissolvem a
smear layer a0 mesmo tempo que infiltram o esmalte e a dentina (Carvalho et al., 2005)
através da componente mineral do substrato, que neutraliza os mondmeros acidicos e
inibe a sua capacidade de condicionar a dentina em profundidade (Salz et al., 2006).

Os adesivos self-etch podem ser de 1 ou 2 passos. Os de 1 passo, também

conhecidos por “all-in-one”, combinam o acido, primer e bond tudo num s6 passo (Van
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Meerbeek et al., 2003). Quando de 2 passos, a técnica passa pela aplicagdo de um primer
acidico e posteriormente um bond (Van Meerbeek et al., 2003).

Além da sua divisdo por passos, os self-etch também podem ser classificados por
resisténcia, segundo a sua composicdo quimica e acidez, que determinam as suas
caracteristicas morfoldgicas (Van Meerbeek et al., 2003). Os self-etch ultra-suaves tém
um pH > 2.5 e sdo capazes de desmineralizar apenas centenas de nandmetros; os self-etch
suaves tém um pH = 2 e profundidade de interacdo de 1um; os self-etch moderados tém
pH = 1-2 e profundidade de interagdo de 1-2um; e os self-etch fortes tém pH < 1 e
profundidade de interacdo de diversos um (Van Meerbeek et al., 2011; Van Meerbeek et
al., 2020).

A formacao de resin tags nos tubulos dentindrios apenas ¢ conseguida através da
utilizagdo de sistemas adesivos self-etch fortes. Os self-etch suaves e ultra-suaves muitas
vezes falham neste processo por apenas desmineralizarem ligeiramente os smear plugs e
permitindo infiltragdo limitada de resina (Van Meerbeek et al., 2011).

As vantagens dos sistemas adesivos self-etch incluem: a desmineralizagdo parcial
da dentina que ¢ suficiente para promover ligacdes quimicas; exposi¢cao limitada das
fibrilas de colagénio na dentina, conferindo melhor protecdo contra a biodegradacao
enzimatica (Hilton et al., 2013); formagao de ligagdes i6nicas primarias pela presenca do
monoémero funcional 10-MDP, naqueles que o contém (Arcari et al., 2007); presenga no
mercado hd mais de 20 anos com estudos que comprovam a sua eficacia de adesdo a 10
anos (Peumans et al., 2014); e a grande capacidade de absor¢do de stress pela aplicacio
do bond em separado na técnica de 2 passos (Hilton et al., 2013).

As desvantagens sdo: condicionamento insuficiente do esmalte, ndo permitindo
micro-retencao suficiente para a formacao de resin tags; possivel interferéncia da smear
layer na adesdo, especialmente com adesivos ultra-suaves; e o facto de poderem formar
camadas hibridas instaveis (Van Meerbeek et al., 2020).

Com estes sistemas adesivos a adesdo a dentina ¢ simplificada, no entanto o
esmalte ndo ¢é suficientemente desmineralizado. Por esta razdo, recomenda-se o
condicionamento 4cido seletivo do esmalte previamente a aplicagdo do sistema self-etch
(Van Meerbeek et al., 2020). O sistema adesivo self-etch de 2 passos, nomeadamente o
Clearfil SE Bond (Kuraray, Japao) ¢ considerado o gold standard deste tipo de sistemas
adesivos (Van Meerbeek et al., 2020).
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2.2.3 Sistemas Adesivos Universais ou Multimodo

Esta nova classe de sistemas adesivos surgiu pela modificagdo da formulagdo de
sistemas adesivos pré-existentes. Estes adesivos sdo chamados de universais/multimodo
porque podem ser utilizados como self-etch, etch-and-rinse, ou em combina¢do com
condicionamento seletivo do esmalte e posterior self-etch. Os adesivos
universais/multimodo tém a capacidade de aderir material restaurador, cimentos, e
selantes com base de metacrilato, em dentina, esmalte, ionomeros de vidro e em diversos
substratos restauradores indiretos como metais, alumina, zirconia e outras ceramicas.
Todos estes adesivos foram desenvolvidos a partir dos sistemas adesivos self-etch e por
isso, apresentam mondmeros acidicos na sua composi¢ao (Hilton et al., 2013). Alguns
adesivos self-etch iniciais demonstravam um efeito negativo na dentina devido ao
condicionamento acido prévio, no entanto, apesar de ainda serem recentes e, todavia, em
estudo, os adesivos universais/multimodo ndo apresentam qualquer efeito adverso
quando aplicados em etch-and-rinse, tanto in vivo como in vitro (Perdigao et al., 2012).

Os sistemas universais/multimodo apresentam ainda elevada resisténcia adesiva a
metais e a zirconia, provavelmente resultante do monémero funcional acidico 10-MDP
presente na composi¢ao da maioria dos adesivos universais (Hilton et al., 2013). Este
monoémero reativo tem reportado elevada afinidade a dentina e esmalte, a metal, e a
zirconia com a formagdo de ligacdes quimicas (Hatibovic-Kofman et al., 1998). Os
adesivos contendo o MDP e aplicados com a técnica self-etch, provaram tornar a interface
adesiva mais resistente a biodegradacdo devido a adesdo quimica aos cristais de
hidroxiapatite residuais no substrato (Hilton et al., 2013).

A protocolo ideal de aplicacdo de um sistema universal ¢ a combinacdo do
condicionamento seletivo do esmalte, etch-and-rinse, com um self-etch de 2 passos (Van

Meerbeek et al., 2020).

2.3 Camada Hibrida
A camada hibrida, como descrita anteriormente, ¢ uma camada de inter-difusao
de resina. Os mondmeros resinosos infiltram-se na matriz de fibras de colagénio que
compdem a dentina desmineralizada, e uma vez polimerizados completam o processo de
hibridizac¢ao (Nakabayashi et al., 1982). Na dentina, os cristais de hidroxiapatite conferem

resisténcia enquanto a matriz de colagénio confere rigidez (Eick et al., 1997).

22



Introdugdo

Visto que a adesdo ocorre pela impregnagdo dos mondmeros resinosos na dentina,
a estabilidade da interface adesiva depende da criagdo de uma camada hibrida compacta
e homogénea (Breschi et al.,, 2008). Na técnica de efch-and-rinse, apos a
desmineralizagdo do substrato, os monémeros adesivos impregnam os tibulos
dentindrios, originando estabilidade adesiva se estes estiverem totalmente selados. Por
outro lado, com a técnica self-etch, os mondémeros acidicos desmineralizam e infiltram a
dentina simultaneamente, fazendo com que a estabilidade adesiva dependa da ligacao
entre ambos (Breschi et al., 2008).

A longevidade clinica da camada hibrida envolve fatores fisicos e quimicos.
Fatores fisicos como as for¢as de mastigacdo, e alteragdes da temperatura da cavidade
oral, afetam a estabilidade da interface (De Munck et al., 2005). Agentes quimicos
acidicos presentes no fluido dentindrio, saliva, alimentos, bebidas e produtos bacterianos,
apresentam-se também como um desafio para a interface adesiva, resultando em diversos
padroes de degradacdo das fibras de colagénio ndo protegidas, e degradacdo dos
monodmeros e componentes resinosos (Frassetto et al., 2016).

Como a camada hibrida ¢ formada pela matriz organica da dentina, por cristais
residuais de hidroxiapatite, por mondémeros resinosos e solventes, o seu envelhecimento
pode ser causado por apenas um dos seus componentes, ou por uma combinacao sinérgica
de fenémenos de degradacdo presentes (Breschi et al., 2008). Quanto a durabilidade da
adesdo, o que importa ¢ a qualidade da camada hibrida, e ndo a sua espessura (Van

Meerbeek et al., 2020).

2.4 Influéncia do NaOCI na Resisténcia Adesiva

Existe uma controvérsia quanto ao verdadeiro efeito do NaOCl na adesao — alguns
estudos demostram uma melhoria significativa da resisténcia adesiva apds a
desproteinizagdo com o NaOCl, enquanto outros provam que a adesdo ¢ negativamente
afetada pela irrigacio com NaOCl Estes diferentes resultados devem-se,
maioritariamente, a variedade inerente a composicdo dos sistemas adesivos, que
apresentam matrizes monoméricas de resinas variadas e tipos de solventes organicos
distintos (Nima et al., 2019).

O NaOCl pode diminuir a resisténcia adesiva entre a dentina e os componentes

resinosos por afetar a polimerizagdo dos mesmos na camada hibrida (Basrani &
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Malkhassian, 2015) — o NaOClI residual interfere com a reagdo de polimerizagdo dos
radicais livres de resina (Abuhaimed & Neel, 2017).

De modo geral, os adesivos a base de acetona demonstram uma melhor
performance quando comparados com adesivos a base de etanol. Apesar da técnica de
desproteinizagao estar bastante explorada, continua a existir pouca informagao quanto ao

seu efeito a longo prazo na resisténcia adesiva (Nima et al., 2019).

3. Agentes Antioxidantes

Os agentes antioxidantes podem ser definidos como substincias que em contacto
com um substrato oxidadvel, mesmo em baixas concentragdes, inibem a sua oxidacao
(Lopes et al., 2018). No corpo humano, os antioxidantes atuam ao neutralizar o stress
oxidativo (Shalaby & Shanab, 2013). Estes agentes podem ser classificados como
enzimaticos ou ndo-enzimaticos — de acordo com a sua estrutura molecular — e como
sintéticos ou naturais. Existe ainda uma terceira classificacdo possivel que tem em
aten¢do a acdo do antioxidante nos radicais livres — esta divide-se em agentes que
modificam os radicais livres e os tornam mais fracos, e agentes que os neutralizam por
completo (Shalaby & Shanab, 2013).

Apesar de quase todos os compostos antioxidantes serem isolados de fontes
naturais, podem também ser sintetizados (Olmedo et al., 2021). Os agentes antioxidantes
sdo considerados agentes reticuladores e facilitadores da polimerizagdo. Exemplos de
agentes antioxidantes incluem &cido ascdrbico, ascorbato de sodio, acido rosmanirico,

extrato de ché verde e proantocianidina (Abuhaimed & Neel, 2017).

3.1 Ascorbato de Sodio
O ascorbato de sddio ¢ um sal do acido ascérbico — vitamina C solivel em agua —
e ¢ considerado um composto ndo-enzimatico (Shalaby & Shanab, 2013). Ambos sdo
reconhecidos pelo seu efeito antioxidante. Em 2014, Stevens observou que uma irrigagao
com ascorbato de sodio a 10%, apds a irrigagdo com NaOCl, restaurava de imediato pelo
menos 50% da resisténcia adesiva inicial em sistemas adesivos self-etch (Stevens, 2014).
A diminuicdo da adesdo em adesivos etch-and-rinse também foi revertida pela irrigag@o

com ascorbato de sodio a 10% (Pashley et al., 2001).
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O ascorbato de sodio ¢ mais eficaz do que o 4cido ascorbico a melhorar a
resisténcia adesiva (Pashley et al., 2001). Estudos demonstram que o ascorbato de sddio
promove a reacdo de polimerizagdo de adesivos resinosos, sem deixar que o efeito do
NaOCl interfira, e reverte a interrup¢ao da adesdo na dentina irrigada com NaOCl (Lai et
al., 2001).

O seu mecanismo de ag¢do primdrio ¢ evitar a formacdo de radicais livres, ao
acelerar a remocao de oxigénio residual na dentina (Miranda et al., 2013), sem afetar
negativamente a atividade das metaloproteinases presentes (Nascimento et al., 2019). No
entanto apresenta instabilidade na presenca de 4gua e oxigénio, e cor amarelada, podendo
afetar a estética dentaria (Olmedo et al., 2021).

O ascorbato de sodio € o antioxidante mais estudado nas ultimas décadas (Olmedo

et al., 2021) e serd o antioxidante sintético utilizado na presente investigagao.

3.2 Proantocianidina

A proantocianidina ¢ um antioxidante ndo-enzimatico que esta presente em altas
concentragdes em extrato de semente de uva, extrato de casca de pinheiro, arandos, graos
de cacau, casca de limoeiro e folhas de avela (Manimaran et al., 2011; Olmedo et al.,
2021). A atividade antioxidante da proantocianidina provem da reatividade com o agente
dador de hidrogeno e eletrdes, da estabilidade flavonoide, da capacidade de quelagdo com
metais de transicdo, e solubilidade e interacdo com membranas (Ma & Zhang, 2017).

Estudos prévios demostraram que a proantocianidina tem uma capacidade
antioxidante 20 a 50 vezes superior a do ascorbato de sédio (Fine, 2000; Olmedo et al.,
2021); uma absor¢do mais rapida e mais completa comparativamente ao NaOCl (Fine,
2000); a 5% ¢ mais eficaz do que o ascorbato de sodio a 10%; o acido galico presente na
sua constitui¢do ¢ o principal responsavel por aumentar a resisténcia adesiva (Manimaran
et al., 2011; Rodriguez-Barragué et al., 2021); e que a capacidade da proantocianidina de
reticular e estabilizar o colagénio aumenta também a resisténcia adesiva. Todos este
fatores contribuem para a ag¢do potente de reversdo que a proantocianidina tem ao atuar
no efeito negativo do NaOCl na camada hibrida (Abuhaimed & Neel, 2017).

Ao estar naturalmente presente em plantas, a proantocianidina ¢ considerada

segura para diversas aplicagdes clinicas e suplementos alimentares (Fine, 2000).
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3.3 Influéncia dos Agentes Antioxidantes no NaOCl

Os agentes antioxidantes sdo solugdes capazes de atuar como redutores numa
reacdo de oxidagdo. O NaOCl tem um efeito oxidante potente nos componentes da
camada hibrida, criticos para a iniciacdo da polimerizagdo na interface adesiva,
diminuindo assim as for¢as de adesdao. Ao aplicar um agente antioxidante ap0s a irrigagao
com NaOCl, o microambiente da dentina ¢ convertido de um substrato oxidado, para um
substrato reduzido — condi¢do 6tima. Esta reagdo devolve o potencial redox da dentina e
facilita a polimerizagdo dos compostos resinosos, restabelecendo as forcas adesivas
(Pashley et al., 2001). Estes agentes t€ém também a capacidade de remover os residuos de

NaOCl por reagao de oxirredu¢do (Abuhaimed & Neel, 2017).

4. Resinas Compostas
As resinas compostas sdo utilizadas como material restaurador em Medicina
Dentaria héa quase 50 anos (Moszner & Hirt, 2012; Zhou et al., 2019). O termo composito
¢ utilizado para descrever materiais que apresentam pelo menos 2 fases distintas —no caso
de resinas compostas, estas s3o a matriz organica ou fase organica e a matriz inorganica
ou fase de preenchimento ou dispersdo, que sdo ligadas por um organo-silano ou agente

de unido, que adere a matriz inorganica a resina organica (Moszner & Hirt, 2012) (Figura

1.

I / N\
- / \
/// \\ .“"
( . ) Agente q . | Particulas de vidros
\\ Matriz Orgénica de Unid Matriz Inorgdnica | duros e vidros moles
N / /

Figura 1 - Composigdo das resinas compostas

A matriz organica de um composito fotopolimerizdvel é composta por
monomeros/oligdmeros polimerizaveis, um sistema foto-iniciador e aditivos como
estabilizadores, corantes e branqueadores Oticos. Os mondmeros presentes na matriz

organica sdo: o bisfenol-A-glicidil-dimetacrilato (Bis-GMA), o trietileno-glicol-
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dimetacrilato (TEGDMA), o uretano-dimetacrilato (UDMA), o 2-hidroxietil-metacrilato
(HEMA) ou o Bisfenol-A-glicidil-dimetacrilato-etoxilado (Bis-EMA) (Zhou et al., 2019).
A matriz inorganica depende diretamente do tipo e tamanho das suas particulas, divididas
em vidros duros e vidros moles que incluem: quartzo, zinco, bario, estroncio, silica, entre
outros (Ferracane, 2011; Zhou et al., 2019). Quanto ao agente de unido, o mais utilizado
atualmente ¢ o 3-metacriloxipropiltrimetoxissilano (3-MPS) (Zhou et al., 2019).

As resinas compostas sdo utilizadas em restauragdes diretas, na confecdo de
restauragdes indiretas, como inlays, onlays, coroas, pontes e facetas, como cimentos e
como selantes de fissuras (Moszner & Hirt, 2012).

As resinas compostas podem classificar-se de 3 formas distintas, em relagdo: (1) a
viscosidade, (2) ao tipo de carga, e (3) ao tipo de resina. Em termos de viscosidade, temos
as resinas convencionais, as fluidas (flowable) e as compactaveis (packable) (Ferracane,
2011). As resinas compactaveis apresentam elevada viscosidade, sdo facilmente
condensaveis, permitem a execu¢do de contatos interproximais oOtimos, tém baixa
contragdo de polimerizagdo, e limitam a possibilidade de desgaste e fratura da
restauracdo. Por outro lado, quando comparadas a resinas convencionais, as resinas
fluidas apresentam baixa viscosidade devido a menor presenca de particulas de carga.
Esta resinas apresentam-se vantajosas em situagdes onde ¢ necessario que ocorra
escoamento da resina, de forma a promover um bom selamento da cavidade, e de forma
a conservar a estrutura dentdria ao maximo (Moszner & Hirt, 2012).

Devido a influéncia que as particulas de carga tém nas propriedades fisicas das
resinas, a classificagdo mais utilizada atualmente baseia-se no tipo e tamanho destas
particulas. Assim sendo, as resinas compostas podem ser classificadas em:

— Macroparticuladas (10-50 pm);
— Microparticuladas (40-50 um);
— Hibridas (10-50um e 10-50nm);
e Microhibridas
e Nanohibridas
— Nanoparticuladas (10-100 nm) (Ferracane, 2011; Zhou et al., 2019) (Figura
2).
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Resinas Compostas

Viscosidade . T'p? de
Tipo de resina
carga
Convencionais Particulas: Metacrilatos convencionais
Fluidas - Macroparticuladas Metacrilatos modificados por acido
Compactaveis - Microparticuladas Policondensados inorganicos
- Hibridas Epodxidos

- Microhibridas
- Nanohibridas
- Nanoparticuladas

Figura 2 - Classificag¢do das resinas compostas

As resinas compostas tém de corresponder totalmente aos requisitos fisicos,
quimicos, toxicoldgicos e clinicos que lhes sdo exigidos. Cada componente presente num
compdsito influencia as suas propriedades de forma diferente. A taxa de polimerizagdo,
a sensibilidade a luz, a contracdo de polimerizagdo, a estabilidade da cor, a absor¢do de
agua e a estabilidade de armazenamento, sdo maioritariamente influenciados pela
composi¢ao da matriz organica. Quanto a resisténcia ao desgaste, dureza, radiopacidade,
brilho, polimento e a libertacdo de ides de fllior, dependem da matriz inorganica. Além
disto, a resisténcia a flexdo, modulo de elasticidade a flexdo, consisténcia, translucidez,
coeficiente de expansdo térmica, solubilidade em &gua e biocompatibilidade dependem
de ambas, matriz organica e matriz inorganica. Por fim, para estabilidade a longo prazo e
durabilidade dos compositos, a interfase entre as duas matrizes ¢ de elevada importancia.
O sucesso clinico de restauracdes em resina composta depende também de fatores
externos, como a preparagdo 6tima da cavidade, boa adesdo a camada adesiva, correta
aplicacdo da resina por camadas/incrementos e polimerizagdo adequada da mesma

(Ferracane, 2011; Moszner & Hirt, 2012).

5. Estudo In Vitro

5.1 Microscopia Eletronica de Varrimento - MEV
A microscopia eletrénica de varrimento (MEV) ¢é a principal técnica de
microscopia topografica a escala nano- e micro- utilizada na investigagdo de materiais
dentarios. Tem como vantagem a profundidade de campo, que permite a obten¢do de
imagens topograficas a diferentes magnificacdes e que se transmitem com efeito de

sombra-relevo, caracterizando uma imagem tridimensional (Chomette et al., 1986;
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Marshall et al., 2010; Qaw et al., 2020). A andlise quimica ¢ feita analisando os raios-x
libertados pelos eletrdes.

O MEYV funciona através de um feixe de eletrdes altamente focados que percorrem
a superficie da amostra por pontos e por linhas. Existem eletrdes secundarios pela amostra
que sdo detetados por detetores proprios de eletrdes, responsaveis por emitir uma imagem
pixelizada num ecra (Denk & Horstmann, 2004).

Alguns MEV, como o utilizado nesta investigag¢do, necessitam de um alto vacuo
de forma a que a amostra esteja completamente desidratada e permita a correta
propagacdo dos eletrdes, sem que ocorra dispersdo ao longo do MEV (Zhou & Wang,
2007). No entanto, ja existem MEV que suportam certos niveis de humidade, indicados
em estudos do ambiente, por apresentarem um meio mais aproximado da realidade
(Marshall et al., 2010).

Em Medicina Dentéria, a microscopia eletronica de varrimento tem variadas
aplicacdes, pois € capaz de analisar tecidos duros e tecidos moles, nomeadamente: tecidos
duros dentarios, biomateriais e ligagdes entre tecidos duros dentarios e biomateriais
(Chomette et al., 1986). Através desta técnica, € possivel identificar e avaliar alteragdes
da interface adesiva entre o esmalte/dentina e um compdsito dentario (Chomette et al.,
1986). Por estas razdes, a microscopia eletronica de varrimento € uma técnica vastamente

utilizada para caracterizagdo morfoldgica da camada hibrida.

6. Enquadramento do Estudo

Durante o tratamento endodontico, e quando existe a necessidade de restaurag@o
pré-endodontica, esta ¢ frequentemente sujeita a irrigagdo com NaOCI (Prada et al.,
2019). Consequentemente, a camada hibrida destas restauragdes ¢ afetada, levando a uma
diminui¢do significativa da resisténcia adesiva entre a dentina e o material restaurador
(Abuhaimed & Neel, 2017; Frassetto et al., 2016). Nao existe consenso quanto ao manter
a restauracdo pré-endodontica — que pode ou ndo ter resisténcia adesiva diminuida — como
definitiva e apenas restaurar o acesso endodontico, ou remové-la e restaurar de novo o
dente para garantir o correto selamento das margens do mesmo.

Pretende-se desta forma avaliar se o uso de antioxidantes previne estas alteragdes,
e também que tipo de antioxidante, segundo a sua origem, sintética ou natural, sera mais
eficaz (Carvalho et al., 2016; Fine, 2000). Vao ser utilizados dois agentes antioxidantes

em forma de solug@o logo apds a irrigagdo com NaOCI de forma a concluir se estes
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agentes conseguem de alguma forma inibir a oxidagdo provocada pelo NaOCl na camada
hibrida de restauracdes pré-endodonticas.

O objetivo desta intervencdo ¢ poder facilitar a pratica clinica — se o agente
antioxidante inibir a degrada¢do da camada hibrida provocada pelo NaOCl, pode assim
ser incorporado num protocolo final de irrigacdo de modo a preservar a restauragdo pré-
endodontica. Os resultados da investigacdo serdo avaliados através de Microscopia

Eletronica de Varrimento.
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II) OBJETIVOS DO ESTUDO
Avaliar a influéncia dos dois agentes antioxidantes, Ascorbato de Sdédio a 10% e

Proantocianidina a 5%, na interface resina/dentina de restauracdes pré-endodoOnticas
9

sujeitas a irrigacdo com NaOCIl a 1%, com recurso a analise qualitativa de MEV.

III) HIPOTESES DE ESTUDO

Hipotese nula 1 (Hlo): A andlise qualitativa com recurso ao MEV ndo evidencia

altera¢des na camada hibrida decorrentes do uso de antioxidante apds hipoclorito de sddio
Hipotese alternativa (H11): A andlise qualitativa com recurso ao MEV evidencia
alteracdes na camada hibrida decorrentes do uso de antioxidante ap6s hipoclorito de

sodio.

Hipdtese nula 2 (H2¢): Nao existem diferencas entre a influéncia dos dois agentes

antioxidantes usados.

Hipoétese alternativa (H21): Existem diferengas entre a influéncia dos dois agentes

antioxidantes usados.
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IV) MATERIAIS E METODOS

1. Amostra de Estudo

O presente estudo obteve aprovagio pela Comissio de Etica do Instituto
Universitario Egas Moniz (processo n° 952). Foram selecionados 15 molares humanos
extraidos ha menos de 6 meses, sem lesdes de carie, fraturas ou restauragdoes do Banco de
Dentes da Clinica Dentéria Egas Moniz. Apds a sua extragdo, foram lavados com agua
corrente de modo a eliminar o sangue e possiveis tecidos aderidos aos mesmos, e de
seguida foi realizada a remocdo de residuos organicos com curetas periodontais.
Posteriormente, os dentes foram armazenados para desinfecdo em solugdo de cloramina
T a 1%, a 4°C durante uma semana, de acordo com a norma ISO/TS 11405:2015. Apos a
desinfe¢do, os dentes foram colocados em agua destilada a 4°C até ao inicio da fase
experimental. Todos os procedimentos foram executados pelo mesmo operador, num
ambiente de temperatura e humidade controladas [(23 +2)°C + HR (50 + 10)] (Armstrong
etal., 2017).

2. Materiais

Todos os materiais utilizados estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Materiais utilizados — Composigdo e especificagdes técnicas

Material Composiciao Imagem

Acido
37%

Ortofosforico

Ascorbato de

Saodio

10%

Orh
I""h) 10% om KO
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Proantocianidina

5%

Hipoclorito de

Sadio

1%

Leonor S4 Pinto
HIPOCLORITO DE

SODIO 1%,
TAMPONADO |
W

050

Primer: HEMA, GPDM,
MMEP, PAMM, 4gua,
etanol, CQ, BHT.

Optibond FLTM Bond. BISGMA, HEMA,
(Kerr, USA) GDMA, CQ, EDMAB,
matriz inorganica (SiOz,
bario, aluminoborosilicato,
NaSiFs), agente de unido
Al74.
Matriz organica: BisGMA,
BisEMA, TEGDMA.
Matriz inorganica: particulas
Resina ) )
de ceramica de vidro com
Composta
1 um, nano-particulas de
GrandioSO

(Voco, Germany)

didxido de silica com 20-
40nm, pigmentos (6xido de
ferro, didxido de titanio).

CQ, BHT.
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3. Preparacio das Amostras
Primeiro, os dentes foram seccionados a 2/3 mm da jun¢do amelo-cimentaria
(JAC) nas raizes, num micrétomo de tecidos duros (Accutom-50, Struers A/S, Ballerup,
Denmark) com um disco diamantado sob refrigeracdo de agua e a baixa temperatura, a
uma velocidade de 0,125mm/min. De seguida, as coroas dentarias foram seccionadas
perpendicularmente ao longo eixo do dente, com recurso ao disco diamantado no
micrétomo de tecidos duros (Accutom-50, Struers A/S, Ballerup, Denmark), a 4 mm da

superficie oclusal com o intuito de expor dentina (Figura 3).

Figura 3 - Corte dos dentes no microtomo de tecidos duros — Accutom-50, Struers A/S, Ballerup,
Denmark

De forma a simular a smear layer, foi efetuado o polimento da superficie com um
disco de papel de carbeto de silicio de grao médio (SiC 600 grit) com dgua (Buehler Ltd,
Lake Bluff, IL, USA) (Figura 4).

Figura 4 - LabolPol-4, Struers A/S, Ballerup, Denmark
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Sobre a dentina de cada dente foi simulada uma restaura¢do pré-endoddntica
(Figura 5). Em todos os dentes foi utilizado o sistema adesivo Optibond FL™ (Kerr,
USA) segundo as instrugdes do fabricante referidas na Tabela 3. As restauragdes foram
realizadas com a resina GrandioSO (Voco, Alemanha) numa matriz composta de 6 mm
de altura, medida com uma régua e marcada de 2 em 2 mm. As restauragdes foram
executadas em incrementos de 2 mm, sendo que foram feitos dois incrementos, dando a
altura final de 4 mm, segundo as instru¢des do fabricante referidas na Tabela 4. De modo
a fotopolimerizar as restauracdes, foi utilizado um aparelho de luz durante 20s. O
fotopolimerizador utilizado foi o EliparTM Deep Cure S (3M, St. Paul, MN, USA), que
de acordo com o fabricante, apresenta uma luz LED com poténcia de 1,470 mW/cm?2 (-
10%/+20%) e um comprimento de onda entre os 430 nm e os 480 nm (Figura 6). A luz

foi calibrada com um radidometro de 5 em 5 utilizagdes.

-~

Figura 5 - Restauragdo pré-endodontica Figura 6 - EliparTM Deep Cure S (3M,
St. Paul, MN, USA)

Foi simulada uma abertura endodontica com 3 mm no sentido vestibulo-lingual e 3
mm no sentido mesio-distal com uma broca esférica diamantada de grao médio (ISO 524)
com irrigacdo ar/dgua (Figuras 7 e 8). Foi utilizada a mesma broca para os 15 dentes e a
profundidade da abertura endoddntica foi de aproximadamente 6 mm para todos os
dentes, medida com uma sonda periodontal. De forma a que o irrigante ndo extravasasse

durante a irrigagdo, a entrada dos canais foi selada com cola de cianocrilato.
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T

s endodonticas

Figura 7 - Simulagdo da abertura endodontica

Todas as amostras foram irrigadas com hipoclorito de sédio a 1% segundo o

protocolo de irrigacdo de Endodontia do IUEM referido na Tabela 5 (Figura 9).

Posteriormente, as amostras foram distribuidas por 3 grupos experimentais (Tabela 2).

ST N W INT Y T

SODIO 1%,
TAMPONADO

0521

Figura 7 - Irrigacdo das amostras com hipoclorito de sodio

Tabela 2 - Grupos de estudo

Grupo 0: controlo, irrigacio
com NaOCl (n=5)

Grupo 1: irrigados com
NaOCl + irrigados com AS
(n=5)

Grupo 2: irrigados com
NaOCl + irrigades com PA
(n=5)

e Aplicagio de NaOCl
durante 60 minutos
trocando em periodos de
2 em 2 minutos

e Armazenamento em

saliva artificial durante 7

dias numa estufa a 37°C —

saliva trocada a cada 24

horas

e Aplicagio de  NaOCl
durante 60 minutos
trocando em periodos de 2
em 2 minutos

e Aplicacdo imediata de AS
durante 10 minutos

e Armazenamento em saliva
artificial durante 7 dias
numa estufa a 37°C —saliva
trocada a cada 24 horas

e Aplicagio de  NaOCl
durante 60 minutos
trocando em periodos de 2
em 2 minutos

e Aplicagdo imediata de PA
durante 10 minutos

e Armazenamento em saliva
artificial durante 7 dias
numa estufa a 37°C —saliva
trocada a cada 24 horas
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O grupo 0 representa o grupo controlo, em que as amostras foram apenas sujeitas
a irrigacdo, segundo o protocolo de irrigagdo, com hipoclorito de sédio a 1%; o grupo 1
representa as amostras sujeitas a irrigacdo, segundo o protocolo de irrigacdo, com
hipoclorito de s6dio a 1% e posterior irrigacdo com solugdo de ascorbato de sddio a 10%
(Figura 10); e o grupo 2 representa as amostras sujeitas a irrigagcdo, segundo o protocolo

de irrigagdo, com hipoclorito de so6dio a 1% e posterior irrigagdo com solugdo de

proantocianidina a 5% (Figura 11).

Figura 8 - Irrigagdo das amostras do Grupo 1 Figura 9 - Irrigagcdo das amostras do Grupo 2
com ascorbato de sodio 10% com proantocianidina 5%

Com um disco diamantado no micrétomo de tecidos duros (Accutom-50, Struers
A/S, Ballerup, Denmark) sob refrigeracdo constante de 4gua e a baixa rotacdo, cada um

dos 15 dentes foi cortado ao meio paralelamente ao longo eixo do dente (Figura 12).

Figura 10 - Dentes cortados e divididos pelos respetivos grupos de estudo
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Em cada grupo foram avaliadas 5 amostras e em cada uma das amostras foi
avaliada a sua interface adesiva, dando um total de 15 interfaces adesivas para observacao
em MEV. De cada amostra foram recolhidas 3 imagens, uma a 500x, uma a 1000x e uma

a 1500x.

Tabela 3 — Protocolo de utilizagdo Etch-and-Rinse — Optibond FL™

Técnica de Aplicacio

1) Aplicar acido fosforico a 37% no esmalte e na dentina por 15 segundos; lavar
abundantemente por 15 segundos e secar sem desidratar;

2) Aplicar o primer (frasco 1) na dentina durante 15 segundos; secar 5 segundos;

3) Aplicar o bond (frasco 2) sobre dentina durante 15 segundos e aplicar levemente ar por 3
segundos;

4) Fotopolimerizar 10 segundos.

Tabela 4 — Instrugées do fabricante para a Resina Composta GrandioSo

Técnica de Aplicacio

1) Colocar o material restaurador por incrementos até 2mm,;

2) Fotopolimerizar durante 20 segundos.

Tabela 5 — Protocolo de irrigagdo com Hipoclorito de Sodio IUEM

Técnica de Aplicacio

1) Utilizagdo de 10 a 20 ml de NaOCI por canal;

2) NaOCl a 1% de 2 em 2 minutos durante 60 minutos (de modo a simular a
instrumentagao);

3) Protocolo de irrigagdo final - Agitag@o sonica ou ultrassonica do NaOCI durante 30
segundos;

4) Trrigagdo com NaOCl a 1% durante 30 segundos.
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4. Preparacio das Amostras para Analise no MEV
Posteriormente aos cortes, cada amostra foi submetida a um protocolo de
preparacao, descrito na Tabela 6, com o objetivo de desidratar a dentina a0 maximo para

tornar possivel a sua visualizagcdo no microscopio eletronico de varrimento.

Tabela 6 — Protocolo de preparacdo das amostras para visualiza¢do do MEV (Machado, 2020)

Técnica de Aplicacio

1) Lavar as amostras em agua destilada durante 1 minuto;

2) Imergir as amostras em etanol a 25% durante 15 minutos;

3) Imergir as amostras em etanol a 50% durante 15 minutos;

4) TImergir as amostras em etanol a 75% durante 15 minutos;

5) Imergir as amostras em etanol a 95% durante 30 minutos;

6) Imergir as amostras em etanol a 100% durante 60 segundos;

7) Imergir as amostras em 1,1,1,3,3,3-hexametildisilizano durante 15 minutos dentro de uma
HOTTE;

8) Deixar as amostras a secar num papel.

Apos a preparagdo das amostras, estas foram colocadas num suporte metélico para
ser efetuado o recobrimento metalico proprio para visualizagdo no MEV. As amostras
foram colocadas no interior de uma maquina de evaporagdo a vacuo (JEE-400, Jeol,

Japan), onde foram recobertas com particulas de ouro (Figura 13).

Figura 11 - Amostras dentro da maquina de evaporagdo a vacuo JEE-400
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Uma vez recobertas, as amostras estdo prontas para observacao no MEV — JSM-
5400 18 (Jeol, Japan) (Figura 14). As amostras foram observadas com uma magnificacao
de 500x, 1000x e 1500x com uma distancia de trabalho de 30mm e com alta voltagem de

25Kwv.

Na Figura 15 pode observer-se toda a metodologia executada em cada amostra.

Figura 12 - MEV — JSM-5400 18 (Jeol, Japan)

As fotografias foram extraidas através do programa QUANTAX EDS (Bruker,
USA).

5. Analise Elementar por Difracio de Raio-X
Foi realizada uma andlise elementar com o espetrofotometro do MEV em todas
as amostras para a correta identificacdo das estruturas a analisar. Através dos elementos
identificados foi possivel fazer um mapping da localizagdo exata dos mesmos nas

amostras.

A analise elementar foi realizada com o X-ray Diffraction & Elemental Analysis

do programa QUANTEX EDS (Bruker, USA).

41



Influéncia de dois agentes antioxidantes na camada hibrida de restauragées sujeitas a irrigagdo endodontica —
Caracterizagdo morfologica com Microscopia Eletrénica de Varrimento

o m

+ -
\
/

A
Grupo /4
Controle v\ f'
A ;f/"
e v -
Racorba |
B dtl!wb‘d\n
|
C—
-
\‘ “owd
—> —>

Figura 13 - Metodologia de preparagdo das amostras em estudo para andlise em MEV
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Resultados

V) RESULTADOS

1. Microscopia Eletronica de Varrimento

Foram obtidas imagens através do microscopio eletronico de varrimento (MEV)

das amostras dos respetivos grupos de estudo (Tabela 6).

Tabela 7 - Grupos de estudo

Grupo 0: controlo, irrigacio
com NaOCI (n=5)

Grupo 1: irrigados com
NaOCl + irrigades com AS
(n=5)

Grupo 2: irrigados com
NaOCl + irrigados com PA
(n=5)

e Aplicagio de NaOCl
durante 60 minutos
trocando em periodos de
2 em 2 minutos

NaOCl
minutos

e Aplicacdo de
durante 60
trocando em periodos de 2
em 2 minutos

e Aplicacdo de AS durante 10
minutos

NaOCl
minutos

e Aplicacdo de
durante 60
trocando em periodos de 2
em 2 minutos

e Aplicacdo de PA durante 10
minutos

Na Figura 16 podemos observar uma das amostras do Grupo Controlo com uma

amplia¢do de 500x. Este grupo apenas foi sujeito a irrigacdo com NaOCI. Nesta figura ¢

possivel observar a interface adesiva e identificando as estruturas representadas de cima

para baixo vemos a dentina, a camada hibrida, o sistema adesivo e a resina composta. Na

Figura 17 podemos observar as mesmas estruturas referidas, mas em ampliagao de 1500x.

Na dentina estdo visiveis os tubulos dentindrios e avaliando pela imagem a camada

hibrida apresenta um desarranjo molecular do colagénio.

Resina

GC - amostra 1 - 500x 2748
MAG: 500x HV:25kV WD: 30 mr

Figura 16 - Grupo controlo (500x)
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Ty

GC - amostra 3 - 1500x 2786
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Na Figura 18 podemos observar uma das amostras do Grupo 1 com uma
ampliacdo de 500x. Este grupo foi sujeito a irrigagdo com NaOCl e com AS. Nesta figura
¢ possivel observar a interface adesiva e identificando as estruturas representadas da
esquerda para a direita vemos a resina composta, o sistema adesivo, a camada hibrida e a
dentina. Na Figura 19 podemos observar as mesmas estruturas, mas em ampliagdo de

1500x. Avaliando pela imagem, parece haver um fenémeno de remineralizagdo da

camada hibrida.

RESNED

Dentina

s y
G1 - amostra 5 - 500x 2833
MAG: 500x HV: 25 kV WD: 30 mm F

G1 - amostra 5 - 1500.
MAG: 1500x HV: 25

Figura 18 - Grupo irrigados com NaOCl e AS Figura 19 - Grupo irrigados com NaOCl e AS
(500x) (1500x)

Na Figura 20 podemos observar uma das amostras do Grupo 2 com uma
ampliacdo de 500x. Este grupo foi sujeito a irrigacdo com NaOCl e com PA. Nesta figura
¢ possivel observar a interface adesiva e identificando as estruturas representadas de cima
para baixo vemos a dentina, a camada hibrida, o sistema adesivo e a resina composta. Na
Figura 21 podemos observar as mesmas estruturas, mas em ampliacdo de 1500x.
Avaliando pela imagem parece haver um fendmeno de remineralizacdo da camada hibrida

mais evidente quando comparado ao Grupo 1.

e esina -
R — A -

o F

G2 - amostra 1 - 50 z T e “80 pm G2 - amostra 4 - 1500x 2811
MAG: 500x HV: 25 KV WD: 30 mm { MAG: 1500x HV: 25 k¥ WD: 30 mm

Figura 20 - Grupo irrigados com NaOCl e PA Figura 21 - Grupo irrigados com NaOCl e PA
(500x) (1500x)
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2. Analise Elementar por Difracio de Raio-X

No dente do Grupo Controlo, na zona da resina composta foram detetados os

seguintes elementos: Carbono (C), Oxigénio (O), Aluminio (Al), Silicio (Si), Calcio (Ca),

Bario (Ba) e Ouro (Au) — Figura 22. Estes elementos sdo constituintes dos monémeros e

particulas de carga presentes na resina composta utilizada — GrandioSO (Voco,

Alemanha).

. HV WD
Name Date Time [kv] Mag (mm]

GC - amostra 3 - 500x 2784 02/09/2021 13:25:44 25,0 keV 500x 30,0 mm

cps/eV

w w
o wn

8 &
||i1|1|1\\11t1\
= &

)

=

g L
&
g

B A Ba Au

= =
o w
) Y I |

(2}

A L JJA 1
r{yrrrprrrprr v prrr.rprrrgrr~1 & 1 [ T T T 7T

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Energy [keV]

Spectrum C O Al Si Ca Ba Au
GC - amostra 3 - 500x 1572 14,28 24,99 3,10 15,79 2,75 19,05 20,04

Figura 22 - Andlise elementar da resina composta do grupo irrigados com NaOCI (500x)
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No dente do Grupo Controlo, na zona da camada hibrida foram detetados os seguintes
elementos: Carbono (C), Oxigénio (O), Sodio (Na), Magnésio (Mg), Silicio (Si), Fosfato
(P), Calcio (Ca), Cobre (Cu) e Ouro (Au) — Figura 23. Estes elementos sdo constituintes
da dentina, dos mondmeros e particulas de carga presentes na resina composta utilizada
— GrandioSO (Voco, Alemanha) — e dos monodmeros e particulas de carga presentes no
sistema adesivo utilizado — Optibond FL™ (Kerr, USA). O ouro deve-se & preparagdo da

amostra para analise em MEV.

HV Ma WD
[kv] € [mm
GC - amostra 3 - 500x 2784 02/09/2021 13:25:44 25,0keV 500x 30,0 mm

Name Date Time

cps/eV
35
30
1B
251 |
Au
20 SI\
(o] Au
15 Mg Au
10
5
0 L L llllk| T T T | T T T T T T T [ T T T ' T T T [ T T T T T T T IT
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Energy [keV]
Spectrum C O Na Mg Si P Ca Cu Au

GC - amostra 3 - 500x 1573 12,28 26,68 1,05 0,92 0,38 12,71 30,53 0,50 14,94

Figura 23 - Andlise elementar da camada hibrida do grupo irrigados com NaOCI (500x)
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No dente do Grupo Controlo, na zona da dentina foram detetados os seguintes
elementos: Carbono (C), Oxigénio (O), Fluor (F), Sédio (Na), Magnésio (Mg), Fosfato

(P), Célcio (Ca) e Ouro (Au) — Figura 24. Estes elementos sdo constituintes da dentina.

HV WD
[kv] [mm]
GC - amostra 3 - 500x 2784 02/09/2021 13:25:44 25,0keV 500x 30,0 mm

Name Date Time Mag

cps/eV

w
wv

w
o

N
wu

N
o

Au

e e e o B I e e o S SN e e s e e
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Energy [keV]

Spectrum C e} F Na Mg P Ca Au
GC - amostra 3 - 500x 1574 12,40 29,35 2,51 1,25 1,09 12,56 28,57 12,28

Figura 24 - Andlise elementar da dentina do grupo irrigados com NaOCI (500x)
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De forma a ser possivel identificar corretamente as estruturas presentes na
interface dentina/resina do Grupo Controlo, foi feito um mapping da amostra que indica

por cores exatamente onde se encontra cada elemento presente na imagem — Figura 25.

w ~
o '
;
|
|
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"
3 '
" ¥ L
: AT | L
LY of BB -1 EURTHve] IOy
) H WD 7. e
Name Date Tme v M nm) Name owe  me [V wa MO

GC - amostra 3 - 500x 2784 02/09/2021 13:25:44 25,0 keV 500x 30,0 mm GC-amostra3-500x74 02/09/2021 13:48:19 250keV 500x 30,0 mm

Figura 25 - Mapping dos elementos presentes no grupo irrigados com NaOCI (500x)

Foram selecionados apenas dois elementos: o Célcio que representa a dentina, e
o Silicio que representa a resina. Desta forma foi possivel concluir de forma exata a

localizacdo da interface adesiva para ser corretamente analisada em MEV — Figura 26.

oy L 4
| ch 1 RSERRES
GC-amostra3- 50074
HV WD Ch1 MAG:500x HV:25KV WD:30 mm

Name Date Time Mag .
[kv] [mm] Name Date Time Hv Mag VO
[kV] [mm]

GC-amostra 3 - 500x 2784 02/09/2021 13:25:44 25,0keV 500x 30,0 MM  Gc_amostra3-500x74 02/09/2021 13:48:19 250keV 500x 30,0mm

Figura 26 - Mapping dos dois elementos que caracterizacdo a interface adesiva no grupo irrigados com
NaOCl (500x)
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No dente do Grupo 1, na zona da resina composta foram detetados os seguintes
elementos: Carbono (C), Oxigénio (O), Aluminio (Al), Silicio (Si), Célcio (Ca), Bario
(Ba) e Ouro (Au) — Figura 27. Estes elementos sdo constituintes dos mondmeros e
particulas de carga presentes na resina composta utilizada — GrandioSO (Voco,

Alemanha).

HV Ma WD
kv] & [mm]
G1 - amostra 1 - 500x 2807 03/09/2021 11:33:59 25,0 keV 500x 30,0 mm

Name Date Time

cps/eV

N
92

I TR T T O T N
wE
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N
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o
o

Au

Au

I T I T SN T [ T T B

Energy [keV]

Spectrum C O Al Si Ca Ba Au
G1 - amostra 1 - 500x 1576 16,83 44,59 2,58 13,85 1,23 12,98 7,95

Figura 27 - Andlise elementar da resina composta do grupo irrigados com NaOCl e AS (500x)
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No dente do Grupo 1, na zona da dentina foram detetados os seguintes elementos:
Carbono (C), Oxigénio (O), Fosfato (P), Calcio (Ca), Cobre (Cu) e Ouro (Au) — Figura

28. Estes elementos sao constituintes da dentina.

HV WD
[kV] [mm]
G1-amostra 1-500x 2807 03/09/2021 11:33:59 25,0keV 500x 30,0 mm

Name Date Time Mag

cps/eV

25
20

15

Au

10

5

0 T T T T T T T JT Il T I T |I I{ | T T lf [ T T T ] T T T ] T T T

6 8 10 12 14 16 18 20

Energy [keV]

Spectrum C (0] P Ca Cu Au
G1 - amostra 1 - 500x 1577 13,06 39,73 11,84 25,46 0,90 9,01

Figura 28 - Andlise elementar da dentina do grupo irrigados com NaOCl e AS (500x)
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Resultados

Tal como foi feito para o Grupo Controlo, no Grupo 1 as amostras também foram
submetidas a mapping dos elementos para facilitar a caracterizag¢do da interface adesiva
— Figura 29. Durante o mapping foi identificado o novo elemento Itérbio (Yb), no entanto
este elemento ndo € constituinte de nenhum dos materiais presentes na amostra, levando

a conclusdo que faz parte das pecas de suporte metalicas das amostras.

wD

Ma,
[kV] € [mm] Name Date Time v g 0

61-amostra 1-500x 2808 03/09/2021 11:38:32 25,0 keV 500X 30,0 MM gy Lo co oo oot 114103 skew 500x sommm

Name Date Time

Figura 29 - Mapping dos elementos presentes no grupo irrigados com NaOCl e AS (500x)

No Grupo 1, foram novamente selecionados o Calcio e o Silicio como marcadores
para concluir de forma exata a localizagdo da interface adesiva para analise em MEV —

Figura 30.

HV
Name Date Time Mag
[kv] [mm] Name Date Time ;x” Mag ‘l'-,n?n]
G1-amostra 1-500x 2808 03/09/2021 11:38:32 25,0keV 500X 30,0MM )\ oooiiat soon7e 03/09/2021 11:41:03 250kev 500x 300mm

Figura 30 - Mapping dos dois elementos que caracterizacdo a interface adesiva no grupo irrigados com
NaOCl e AS (500x)
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No dente do Grupo 2, na zona da dentina foram detetados os seguintes elementos:
Carbono (C), Oxigénio (O), Fosfato (P), Célcio (Ca) e Ouro (Au) — Figura 31. Estes

elementos sdo constituintes da dentina.

HV WD
[kv] [mm]
G2 - amostra 2 - 500x 2896 07/09/2021 16:47:34 25,0 keV 500x 30,0 mm

Name Date Time Mag

cps/eV

1,6

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Energy [keV]
Spectrum C 0] P Ca Au

G2 - amostra 2 - 500x 1583 13,23 25,65 10,97 33,60 16,54

Figura 31 - Andlise elementar da dentina do grupo irrigados com NaOCl e PA (500x)
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No dente do Grupo 1, na zona da resina composta foram detetados os seguintes
elementos: Carbono (C), Oxigénio (O), Aluminio (Al), Silicio (Si), Bario (Ba) e Ouro
(Au) — Figura 32. Estes elementos sdo constituintes dos mondmeros e particulas de carga

presentes na resina composta utilizada — GrandioSO (Voco, Alemanha).

HV WD
[kv] [mm]
G2 - amostra 2 - 500x 2896 07/09/2021 16:47:34 25,0keV 500x 30,0 mm

Name Date Time Mag

cps/eV

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Energy [keV]

Spectrum C O A Si Ba Au
G2 - amostra 2 - 500x 1584 14,29 25,77 3,02 16,23 16,13 24,56

Figura 32 - Andlise elementar da resina composta do grupo irrigados com NaOCl e PA (500x)
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Como foi feito nos grupos anteriores, no Grupo 2 as amostras também foram
submetidas a mapping dos elementos para facilitar a caracterizacdo da interface adesiva

— Figura 33.
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ch cool o I A e e
ol G 0z L e A p 4 .,"'

HV Mag wD
[kv] [mm]  name Date Time p(\\rz] ag ‘[’:’n'?n]
G2 -amostra 2 - 500x 2897 07/09/2021 16:54:25 25,0keV 500x 30,0 MM g3 amostra2-500x93 07/09/2021 16:56:25 25,0 keV 500x 30,0 mm

Name Date Time

Figura 33 - Mapping dos elementos presentes no grupo irrigados com NaOCl e PA (500x)

No Grupo 2, foram novamente selecionados o Calcio e o Silicio como marcadores
para concluir de forma exata a localizagdo da interface adesiva para analise em MEV —

Figura 34.

i

62" amostra 2-500x 99
Ch 1, MAG 800X HV: 25 KV WD: 30 mm

HV M WD
[kv] % [mm]
G2 - amostra 2 - 500x 2897 07/09/2021 16:54:25 25,0keV 500x 30,0 mm

Name Date Time

Name Date Time kvl Mag )

G2 -amostra 2 - 500x 99 07/09/2021 16:56:25 25,0keV 500x 30,0 mm

Figura 34 - Mapping dos dois elementos que caracterizacdo a interface adesiva no grupo irrigados com
NaOCl e PA (500x)
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Discussdo

VI) DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia dos dois agentes
antioxidantes, ascorbato de soédio e proantocianidina, na interface resina/dentina de
restauragdes pré-endodonticas sujeitas a irrigacdo com NaOCI durante o tratamento
endodontico, através de uma analise descritiva das imagens de MEV. Os resultados levam
a que as hipdteses nulas sejam rejeitadas, visto que se observam diferencgas na andlise
descritiva das imagens. Verificou-se que a irrigagdo com NaOCl realizada no Grupo
Controlo parece afetar o contetido da camada hibrida, provocando dissolucao da estrutura
molecular do colagénio, criando um desarranjo evidente nas micrografias de MEV das
restauragdes pré-endodonticas, quando comparadas com o grupo de irrigados com o
NaOCl e AS (Grupo 1) e com o grupo de irrigados com NaOCl e PA (Grupo 2). Além
disso, parece haver um fenomeno de remineraliza¢do mais evidente no Grupo 2, quando
comparado com o Grupo 1.

De forma a garantir a longevidade das restauragdes pré-endodonticas € imperativo
que a camada hibrida esteja integra e que a adesdo seja eficaz. A degradacgdo da interface
adesiva leva a formagdo de gaps entre o dente e a restauracdo que consequentemente
permitem a infiltragdo de microrganismos (Nima et al., 2019).

Para que seja vidvel manter-se uma restauracdo pré-endoddntica apods o
tratamento endodontico, a irrigagdo com NaOCI ndo pode afetar a adesdo da mesma ao
dente, o que ja foi referido por Breschi ef al. (Breschi et al., 2008). A situagdo ideal em
termos de hibridizagdo ocorre pela penetracdo completa dos sistemas adesivos na dentina
desmineralizada, substituindo o mineral previamente dissolvido pelo condicionamento
acido. No entanto, a hibridizacdo raramente ¢ perfeita, deixando fibras de colagénio
desprotegidas e suscetiveis a degradacdo hidrolitica e enzimatica (Breschi et al., 2018;
Feitosa et al., 2019).

O NaOCl tem efeito proteolitico inespecifico capaz de dissolver componentes
organicos como as fibras de colagénio (Abuhaimed & Neel, 2017) e apesar de ser
amplamente estudado, existe pouca informagao quanto aos seus efeitos a longo prazo na
resisténcia adesiva (Nima et al., 2019). A presenc¢a de NaOCl pode interferir na adesao
através de varios mecanismos conhecidos:

— promovendo a desproteiniza¢do da dentina, agindo como uma estratégia

de adesdao — aumentando a micro-retengao;
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— envelhecendo a camada hibrida por remoc¢do de fibras de colagénio
desprotegidas;
— afetando a reacdo de polimerizacdo dos mondémeros do adesivo (Nima et
al., 2019).

Em 2003, Yamauti et al. investigaram a resisténcia adesiva de dois sistemas
adesivos submetidos a irrigagdo com NaOCl a 10% durante tempos variados, concluindo
que existem diferengas significativas na resisténcia adesiva entre os diversos tempos de
irrigacdo. Os autores verificaram que o aumento do tempo da irrigagdo com NaOCI ¢
diretamente proporcional a diminui¢do da resisténcia adesiva. As imagens fratograficas
recolhidas de MEV revelaram a presen¢a de uma camada hibrida em dissolucao (Yamauti
et al., 2003).

Arashiro et al. avaliaram a influéncia de diversos agentes irrigantes, entre eles o
NaOCl a 1% e 2,5%, na resisténcia adesiva dentina/resina. A analise fratografica em
MEV demonstrou a ocorréncia de multiplas fraturas envolvendo a camada hibrida, e
fraturas envolvendo mais do que um substrato (Arashiro et al., 2010).

Em 2019, Nima ef al. mostraram através da andlise de imagens de MEV que apos
irrigacdo da interface resina/dentina com NaOCl os tags de resina tendem a parecer mais
porosos e frageis. Em alguns casos nao houve formac¢dao de camada hibrida devido a
remocao das fibras de colagénio da dentina pelo NaOCI. Ja em espécimens armazenados
apos 1 ano, foram observados gaps entre a dentina e a resina. Os autores concluiram que
houve comprometimento da resisténcia adesiva (Nima et al., 2019). No presente estudo
verificou-se a existéncia de algumas falhas na camada hibrida sujeita a irrigagdo com
NaOCl.

Por outro lado, um estudo de 2018 elaborado por Siqueira et al. demonstrou que
quando aplicado NaOCI em interfaces resina/dentina erodida o NaOCl tem a capacidade
de manter a estabilidade a longo prazo de adesivos self-etch e etch-and-rinse. O intuito
deste estudo foi de avaliar se a irrigagdo com NaOCI seria uma op¢ao para minimizar a
degradacdo dos adesivos em interfaces resina/dentina. Contudo, a conclusao deste estudo
vai contra os proprios resultados observados. Os resultados demonstraram que a presenca
de dentina erodida pode ter influenciado os mesmos devido a diferenga entre uma
superficie dentinaria erodida e uma superficie dentindria sa. A erosdo remove os smear
plugs presentes nos tibulos dentindrios, que contém na sua composi¢ao NaOClI residual

e matéria organica, o que origina um maior didmetro tubular e consequentemente aumenta
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a resisténcia adesiva. Esta melhoria dos valores da resisténcia adesiva deve-se ndo a
presenga de NaOCI, mas sim ao efeito da dentina erodida (Siqueira et al., 2018).

Alguns estudos demonstram que o efeito do NaOCl na adesao a dentina varia com
a composicdo quimica dos sistemas adesivos (Pioch et al.,, 1999). Estas variagdes
dependem diretamente da composi¢do quimica de cada sistema adesivo, que determina a
capacidade do condicionamento acido em remover a dentina degenerada e remover o
NaOCl residual, que como ja explicado anteriormente, pode interferir com os radicais
livres da reacdo de polimerizacdo das resinas compostas (Ishizuka et al., 2001). Como
sugerido por diversos autores, sistemas adesivos self-etch de 1 passo, por exemplo, tém a
capacidade de remover a dentina degenerada e o0 NaOClI residual, o que ndo acontece com
adesivos self-etch contendo um primer acidico em separado (Ishizuka et al., 2001). Esta
diferenga entre sistemas adesivos apenas demostra que o efeito do NaOCl ndo ¢ tao forte
em sistemas adesivos self-etch 1 passo, mas ndo explica o porqué da reducdo da
resisténcia adesiva. Assim sendo, podemos assumir que existem outros fatores que
desempenham um papel principal na resisténcia adesiva a dentina previamente irrigada
com NaOClI. Estes podem ser a forma (solu¢do ou gel), a concentracdo, e a duragdo da
irrigacdo com NaOCI (Zhang et al., 2010). No entanto, estas ndo devem ser as Unicas
variaveis a serem consideradas.

Em 2017, Abuhaimed & Neel, concluiram que fatores como a origem da amostra
de dentina (animal ou humana), a idade do humano ou animal de onde a amostra de
dentina ¢ recolhida, as condi¢des de armazenamento da amostra de dentina, a regido do
dente de onde ¢ recolhida (coroa/raiz), a localizagio de onde ¢ recolhida
(superficial/parede do canal), a variagdo de técnicas utilizadas para preparar as amostras
e os métodos utilizados para analisar a resisténcia adesiva das amostras, devem também
ser equacionados (Abuhaimed & Neel, 2017).

Independentemente da ampla variedade de resultados, a maior parte dos estudos
envolvendo a influéncia do NaOCl na resisténcia adesiva demonstram que efetivamente
o NaOCl diminui a adesdo dentina/resina. Desta forma foi necessario desenvolver
alternativas que restabelecam a resisténcia adesiva perdida ou que ndo permitam que o
NaOCl tenha esse efeito. Foi assim que surgiu a aplicacdo de agentes antioxidantes que
quando incorporados no sistema adesivo ou aplicados logo apds a irrigagdo com NaOCl,
evitam que o NaOCl afete a camada hibrida (Frassetto et al., 2016).

Existem variadas formas de incluir agentes antioxidantes de forma a melhorar a

resisténcia adesiva dentina/resina. Alguns destes agentes, além de antioxidantes, tém agao
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antibacteriana ou atuam como inibidores da matriz de metaloproteinases. Estas
caracteristicas conferem aos agentes antioxidantes a capacidade de aumentarem a
resisténcia da dentina a biodegradacdo e, desta forma, estabilizar a interface
resina/dentina ao eliminarem bactérias residuais ou inibindo a degradagcdo da camada
hibrida (Abuhaimed & Neel, 2017). A proantocianidina aumenta a resisténcia adesiva e
a durabilidade de materiais restauradores com base de resina a dentina radicular, e
aumenta a resisténcia da dentina desmineralizada a degradagdo (Kalra et al., 2013).
Contudo, quando a proantocianidina ¢ incorporada em sistemas adesivos, a resisténcia
adesiva diminui, especialmente quando incorporada a elevadas concentracdes (3%)
(Epasinghe et al., 2012). Adicionalmente, a incorporacdo da proantocianidina no bond
traduz-se numa resisténcia adesiva inferior comparativamente a quando incorporada no
primer (Hechler et al., 2014). Assim, na presente investigacao optou-se por desenvolver
um protocolo que incluisse a proantocianidina, mas de forma que ndo interferisse mais
com a resisténcia adesiva ja diminuida pelo efeito do NaOClI, pelo que se optou por uma
irrigagdo com proantocianidina apos a restauracdo e irrigacdo com NaOCI.

O ascorbato de sddio, como ja explicado anteriormente, € o sal do dcido ascorbico.
Ambos sdo conhecidos pelo seu poder antioxidante, no entanto, o ascorbato de sddio ¢
mais eficaz a aumentar a resisténcia adesiva, como provado por Pashley et al. ao
avaliarem a diferenga entre acido ascorbico a 10% e ascorbato de sddio a 10% (Pashley
et al., 2001). Em 2005, Vonghpan et al. concluiram também que a irrigagdo com
ascorbato de sodio a 10% durante 10 minutos em dentina previamente irrigada com
NaOCIl tem a capacidade de repor a resisténcia adesiva de sistemas adesivos efch-and-
rinse (Vongphan et al., 2005). Com base nesta investigacdo, no presente estudo foi
incorporado o ascorbato de sodio da mesma forma.

Um estudo desenvolvido por Aksakalli et al. demostrou nao haver diferenga na
acao antioxidante entre ascorbato de sodio a 10% e proantocianidina a 5%, no entanto os
autores sugerem a utiliza¢do de proantocianidina quando necessario por ter menos efeitos
secundarios descritos na literatura (Aksakalli et al., 2013). Como ja mencionado
anteriormente, no presente estudo verifica-se de facto uma diferenca entre os dois agentes
antioxidantes, mostrando-se a PA mais eficaz a preservar a integridade e qualidade da
camada hibrida.

O NaOCl ¢ um composto quimico instdvel que em solugcdo se dissocia
rapidamente (Nicoletti et al., 2009). Esta dissociagdo do NaOCl muitas vezes ndo ¢é

percetivel e apenas se consegue determinar por andlise quantitativa dos componentes
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presentes na solu¢do. Através deste tipo de andlise, existem estudos que comprovam que
o cloro derivado do NaOCl ¢ altamente instavel e afetado por fatores como a presenca de
matéria organica, oxigénio e luz, e pelas diferencas de pH e temperatura (Nicoletti et al.,
2009). De forma a preservar as condi¢des ideais do NaOCl, o presente estudo reuniu
condi¢des de armazenamento do NaOCIl numa temperatura ambiente controlada [(23 +
2)°C durante a sua utilizagdo, e armazenado numa temperatura de [(4 + 2)°C. Esta
variacdo de temperaturas pode ter influenciado o comportamento e validade do NaOCIL.

Segundo o presente estudo, quando analisadas as imagens fratograficas retiradas
do MEV, a aplicacdo de NaOCI apresenta ter efeito negativo na camada hibrida,
resultando no desarranjo molecular do colagénio presente. No entanto, no Grupo 1 e no
Grupo 2, em que as amostras além de irrigadas com NaOCl foram irrigadas com ascorbato
de sodio e proantocianidina respetivamente, observamos que o NaOCl ndo afeta a camada
hibrida da mesma forma. Isto deve-se a possivel protecao da camada hibrida posterior ao
uso de NaOCl, por eventual precipitacdo de sais de calcio provenientes da saliva.

Sendo o efeito do NaOCI prejudicial para a interface adesiva de restauragdes pré-
endodonticas, o presente estudo demonstra que este efeito pode ser interrompido pela
posterior irrigacdo com agentes antioxidantes, que inibem a degradagdo por oxidacdo da

camada hibrida provocada pelo NaOCl.

59



Influéncia de dois agentes antioxidantes na camada hibrida de restauragées sujeitas a irriga¢do endodontica —
Caracterizagdo morfologica com Microscopia Eletronica de Varrimento

60



Conclusdo

VII) CONCLUSAO

Segundo os resultados obtidos no presente estudo, € possivel concluir que a
irrigagdo com NaOCl influencia negativamente a camada hibrida, como ¢ visivel pelo
desarranjo da rede de colagénio evidente.

Com o presente estudo ¢ possivel também afirmar que a integridade da camada
hibrida ndo ¢ tdo afetada quando existe uma irrigacdo com o agente antioxidante
ascorbato de sodio posteriormente a irrigacdo com NaOCl, e que com a irrigagdo com o
agente antioxidante proantocianidina ndo foi observada qualquer degradagdo da camada
hibrida.

Pode assim concluir-se que a aplicagdo de agentes antioxidantes apds a irrigagdo
com NaOCI poderd promover um efeito de remineralizagdo e interromper o efeito do
NaOCl na camada hibrida de restauracdes pré-endodonticas, especialmente quando

aplicada proantocianidina que se revelou mais eficaz que o ascorbato de sodio.

1. Relevancia Clinica

O NaOCl ¢ o irrigante mais utilizado em tratamentos endodonticos até ao presente,
e a sua aplicagdo ¢ constante ao longo dos mesmos. Muitas vezes para que seja possivel
a colocagdo do isolamento absoluto para se proceder a endodontia, ¢ necessaria uma
restauracdo pré-endodontica para colocar o retentor. Como observado em estudos
semelhantes, o efeito negativo do NaOCl em restauragdes ¢ real, mas seguindo um
protocolo que inclua uma posterior irrigacdo com agentes antioxidantes ap6s a finalizagao
da endodontia, parece tornar possivel manter as restauragdes pré-endodonticas, ja que nao
se observam alteragdes na camada hibrida irrigada. Desta forma, a pratica clinica ¢

facilitada e o proprio paciente ¢ submetido a menos horas de cadeira.

2. Perspetivas Futuras
Numa perspetiva futura seria interessante:
— Incorporar os agentes antioxidantes AS e PA no bond e no primer, e

analisar os efeitos na camada hibrida das duas técnicas através de MEV;
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— Incorporar os agentes antioxidantes AS e PA no bond e no primer, e
analisar os efeitos na camada hibrida entre as duas técnicas através de
testes de microtragao;
— Auvaliar a agdo do NaOCl, AS e PA na microfiltragcdo de restauracdes pré-
endodonticas ap6s envelhecimento;
— Testar o efeito do NaOCIl, AS e PA a diferentes concentracdes na
integridade da camada hibrida;
— Avaliar a eficdcia de outros agentes antioxidantes a neutralizar o efeito
negativo do NaOCl na camada hibrida;
— Comparar a a¢do do NaOCl em camadas hibridas formadas por adesivos

com composi¢des quimicas distintas.
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ANEXOS
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