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RESUMO

Objetivo: Avaliar in vitro a resisténcia adesiva a microtragdo (WTBS) de um novo
sistema adesivo universal a dentina, e influéncia da aplicagdo de clorhexidina (CHX),
como complemento do protocolo adesivo nas vertentes etch-and-rinse e self-etch, e na
resisténcia adesiva imediata e apos termociclagem.

Materiais e Métodos: Trinta e dois molares humanos higidos foram aleatoriamente
distribuidos por 8 grupos experimentais (n=4), de acordo com o protocolo adesivo
utilizado, a aplicagdo de CHX 2% e o tempo de envelhecimento, imediato a 24h ou apds
termociclagem. Apoés restauragcdo com Filtek Z250, as amostras foram sujeitas a 10.000
ciclos de termociclagem e/ou armazenadas em saliva artificial por 24h a 37°C mediante
o grupo testado e posteriormente seccionadas em palitos com seccdo transversal de 1+
0,3mm’. Os palitos obtidos foram colados individualmente a um jig de Geraldeli de
modo a testar a resisténcia adesiva de cada grupo experimental até ocorrer fratura a uma
velocidade de 0,5mm/min. Efetuou-se analise estatistica inferencial dos resultados
mediante teste ANOVA One-Way com corre¢cdo de Brown-Forsythe e teste de
comparag¢do multipla Post-Hoc de Tamhane (p<0,05).

Resultados: A técnica etch-and-rinse apresentou uma média WTBS mais alta, mas
verificou-se maior estabilidade apds envelhecimento na vertente self-etch. O Grupo
ABU-ER4 (27,95 Mpa), apresentou significativamente uma maior estabilidade da média
uTBS quando comparado com o grupo controlo ABU-ER2 (19,01 Mpa). Nao foram
encontradas diferengas significativas entre os grupos self-etch.

Conclusio: A aplicagdo de CHX 2% na dentina ndo influencia negativamente os
valores adesivos no imediato e contribui significativamente para a preservacdo da
integridade da camada hibrida na estratégia etch-and-rinse.

Relevincia clinica: A introducdo de CHX 2% no protocolo adesivo a dentina podera
ser um excelente método de aumento da estabilidade a longo termo da camada hibrida

face ao potencial de degrada¢do da interface adesiva por metaloproteinases endogenas.

Palavras Chave: Adesao, Clorhexidina, Dentina, Adesivo Universal






ABSTRACT

Purpose: To evaluate in vitro the dentine microtensile bond strength (WTBS), of a new
universal adhesive system, and influence of chlorhexidine (CHX), application as
adhesive protocol complement in etch-and-rinse and self-etch modes in the immediate
bond strength and after thermocycling.

Methods: Thirty-two healthy human molars were randomly assigned to eight
experimental groups (n = 4), according to the adhesive protocol used (etch-and-rinse or
self-etch), the CHX 2% application and the aging time (24 hours or immediately after
thermocycling). After samples restoration with Filtek Z250, these were subjected to
10,000 cycles of thermocycling and/or stored in artificial saliva for 24 hours at 37°C
according to the tested group and subsequently sectioned into resin-dentin sticks with 1
+ 0,3mm” cross sections. The obtained sticks were bonded individually to a Geraldeli
jig in order to test the adhesive strength of each experimental group until fracture occurs
at a 0.5 mm/min cross head speed. An inferential statistical analysis by ANOVA One-
Way with Brown-Forsythe correction and multiple comparison test Post-Hoc Tamhane
(p <0.05) was performed.

Results: The etch-and-rinse technique showed a higher uTBS average, but there was
greater stability after aging in self-etch protocol. The ABU-ER4 group (27,95 Mpa),
showed significantly greater stability of pnTBS average when compared with the control
group ABU-ER2 (19,01 Mpa). There were no significant differences between the self-
etch groups.

Conclusion: The application of CHX 2% in dentin does not negatively influence the
bond strength values immediately and significantly contributes to the preservation of
the integrity of the hybrid layer in etch-and-rinse strategy.

Significance: The introduction of chlorhexidine digluconate 2% in dentin adhesive
protocol can be an excellent method of increasing long-term stability of the hybrid layer
over the potential degradation of the adhesive interface by endogenous

metalloproteinases.

Key Words: Adhesion, Chlorhexidine, Dentin, Universal Adhesive
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Introducdo

I. INTRODUCAO

Os avancos dos adesivos dentarios tém influenciado extensivamente a dentisteria
restauradora moderna, desde a introducdo dos conceitos técnicos de adesdo de
Buonocore em 1955 que foram a génese da adesdo dentéria.

A adesdo ao esmalte tem permanecido consistente desde entdo. Pelo contrério, a adesdo
a dentina tem-se verificado imprevisivel, levando a sucessiva modificagdo dos sistemas
adesivos (Coelho, Canta, Martins, Oliveira, & Marques, 2012).

As caracteristicas hidrofilicas e acidicas dos atuais adesivos dentarios, tornaram as
camadas hibridas altamente suscetiveis a absorcdo de 4gua e atividade proteolitica,
causando a sua degradacdo e menor resisténcia adesiva ao longo do tempo (Perdigdo,
Reis, & Loguercio, 2013).

Nos ultimos anos, a compreensdo dos mecanismos envolvidos na degradacdo
proteolitica da interface dentina-adesivo tem evoluido, sendo uma area de investigacdo
atual, cujo objetivo passa pela descoberta de mecanismos de preven¢do da atividade

enzimadtica e pela simplificagdo da técnica adesiva.

1. ADESAO

Segundo a norma ISO/TS 11405:2015, o conceito de adesdo ¢ definido como o “estado
em que duas superficies sdo mantidas unidas por forcas quimicas, mecéanicas ou ambas
com o auxilio de um adesivo”, a qual depende de uma forte interacdo molecular entre
duas superficies em intimo contato (Breschi, Ferracane, Cadenaro, Mazzoni & Hilton,
2013).

Qualquer evento descrito como adesdo requer um aderente ou substrato, usualmente
esmalte ou dentina, e a aplicacdo de um adesivo que ira criar uma interface adesiva.

O principio fundamental de adesdo ao substrato dentario envolve um processo de troca,
em que a matéria inorginica removida dos tecidos dentdrios ¢ substituida pela
infiltracdo de mondmeros nas microporosidades e subsequente polimerizacdo da resina
adesiva, num processo denominado de hibridizacdo ou por conceito de adesdo-
descalcificagdo. A heterogeneidade da microestrutura do substrato contribui para uma

variedade de opg¢des de adesdo, sendo por isso necessario o conhecimento das
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caracteristicas da superficie adesiva e aderente, para deste modo promover uma adesao
eficiente (S. J. Marshall, Bayne, Baier, Tomsia & Marshall, 2010; Mufioz et al., 2013;
Van Meerbeek et al., 2003).

2. ESMALTE

O esmalte ¢ a matriz calcificada mais dura do corpo, sendo as suas células precursoras
denominadas de ameloblastos. Apresenta uma complexa organizagdo estrutural e um
elevado nivel de mineralizagdo, denotando uma quase total auséncia de matriz organica.
A matriz de esmalte varia na sua espessura, apresentando na superficie oclusal um
maximo de 2.5mm. Quanto a sua composi¢do por volume, a matriz de esmalte
completamente maturada consiste em aproximadamente 90-92% de matéria inorgénica,
1-2% de proteinas da matriz organica e 4-12% em 4agua. A componente inorganica do
esmalte ¢ formada por prismas de cristais de hidroxiapatite compostos por calcio,
fosfato e ides de carbono. Este elevado contetido mineral é responsavel pela sua elevada
dureza, o que permite que associado a sua organizagdo estrutural, absorva as forcas
mecanicas geradas durante a fun¢do mastigatéria (Boushell & Sturdevant, 2013; Nanci,

2013).

3. DENTINA

O conhecimento das propriedades e microestrutura da dentina sdo aspetos fundamentais
na darea da dentisteria restauradora. Ao contrario do esmalte, que ¢ acelular e
predominantemente mineralizado, a dentina ¢ um tecido vivo e dindmico (Breschi et al.,
2013; G. W. Marshall, Marshall, Kinney & Balooch, 1997).

Ao nivel histologico do seu desenvolvimento, a dentina ¢ primeiro depositada como
uma camada de matriz desmineralizada, denominada de pré-dentina, que se situa na sua
porcdo pulpar. Esta camada ¢ gradualmente mineralizada em dentina por acdo de
proteinas ndo colagénicas que sdo incorporadas na frente de mineralizacdo. A
composicdo da dentina cré-se ser composta em volume, por 50% de material

inorganico, 25% de material organico e 25% de agua (Perdigdo, Swift & Walter, 2013).

20



Introducdo

A matriz organica ¢ formada em 90% por colagénio, principalmente do tipo I, com
pequenas quantidades do tipo IIl e V, e a restante percentagem composta por proteinas e
lipidos. A matriz de colagénio do tipo I atua como uma estrutura que acomoda uma
larga proporg¢ao (cerca de 56%) da matéria inorganica (Nanci, 2013).

A dentina ¢ caracterizada pela multiplicidade de tubulos dentinarios que atravessam a
sua inteira espessura, tornando-a permeéavel. Podem identificar-se dois tipos principais
de dentina primaria: a dentina intertubular, componente estrutural da matriz de
colagénio e hidroxiapatite, e a dentina peritubular, limitada na proximidade dos tibulos
dentinarios. A dentina peritubular ¢ densamente mineralizada e contém pouca matriz
orgdnica na sua composicdo. Fisicamente, a dentina tem propriedades elasticas
fundamentais para a sua fun¢do, promovendo flexibilidade e prevenindo fraturas do
esmalte que a recobre na sua porc¢ao coronal (Boushell & Sturdevant, 2013; Breschi et

al., 2013; Nanci, 2013).

4. ADESAO A DENTINA

Enquanto o esmalte ¢ composto em 96% de cristais de hidroxiapatite, a dentina possui
uma substancial componente de matéria organica e 4gua na sua composicao, que se
traduz na inexisténcia de uma microestrutura padronizada, explicando em parte a maior
dificuldade e imprevisibilidade na adesao (Figura 1) (Miyazaki ef al., 2014).

A dentina € um substrato dinamico, vital e altamente variavel mediante a sua
profundidade, na sua estrutura e composi¢ao fisica e quimica (Alex, 2015; Boushell &
Sturdevant, 2013).

O complexo dentina-polpa estd intimamente interligado através de tiibulos preenchidos
por fluidos, que atravessam a dentina no seu todo até a juncdo amelo-dentinaria. Uma
vez sobre pressdo, estes fluidos chegam a superficie da dentina exposta, tornando-a
hidrofilica, sendo este acontecimento um dos grandes desafios dos sistemas adesivos

(Miyazaki et al., 2014).
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composite restoration

A

dentin

/]
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Figura 1 - A adesdo a dentina é mais suscetivel a nanoinfiltragdo. Imagens por TEM da interface
demonstram este fenomeno pela presenca de nitrato de prata (setas) dentro da camada hibrida, ndo
acontecendo o mesmo na imagem correspondente ao esmalte (Yoshihara ef al., 2010).

Outro desafio colocado aos sistemas adesivos advém da preparagdo da cavidade
dentdria instrumentada, na qual ocorre a formacdo de uma camada de detritos a sua
superficie, a smear layer, que ao obturar a entrada dos tiibulos dentinérios diminui a sua
permeabilidade. Todavia, a smear layer € porosa e permeavel, tendo na sua composi¢cao
basica, hidroxiapatite e colagénio alterado. Pelo facto de a smear layer constituir uma
barreira aos processos de adesdo, esta deve ser removida ou permeabilizada consoante a
estratégia adesiva aplicada, de modo a que os mondémeros adesivos possam contactar a

superficie da dentina diretamente (Perdigao, 2007).

5. CLASSIFICACAO DOS SISTEMAS ADESIVOS

O conceito de adesdo ao esmalte permaneceu consistente até aos dias contemporaneos,
sendo considerado como o ‘gold-standard’ da adesdo dentéria (Sezinando, 2014).

Esta previsibilidade deve-se a sua estrutura homogénea, composta essencialmente por
cristais de hidroxiapatite, organizados em prismas. No sentido inverso, a dentina como
substrato foi sempre imprevisivel, devido ao seu contetido em agua e natureza organica
(Coelho et al., 2012; Perdigdo et al., 2013).

O grande objetivo das restauragdes adesivas passa por conseguir um contacto intimo
entre os materiais restauradores e os tecidos dentarios. O liquido adesivo deve molhar o
aderente de modo a permitir uma interacdo estrutural entre ambos e a interface devera

estar protegida da degradacdo proteolitica gerada no meio intraoral (Sezinando, 2014).
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Desse modo, a continua evolugdo dos sistemas adesivos surgiu a necessidade de os
classificar (Figura 2):

1. Segundo a forma de tratamento da smear layer, removendo-a no seu todo
mediante condicionamento 4acido (denominados sistemas adesivos de
condicionamento total ou sistemas etch-and-rinse) ou incorporando-a (adesivos
autocondicionantes ou self-etch) (Breschi et al., 2013).

2. O ntmero de passos clinicos associados a técnica adesiva- sistemas efch-and-
rinse de 2 e 3 passos ou sistemas self-etch de 1 e 2 passos (Breschi ef al., 2013).

3. A geragdo adesiva a que pertencem (1% a 7* geracdo), cuja classificagdo necessita
de continuas atualizagdes pela introdu¢do de novos adesivos no mercado

(Coelho et al., 2012).

Adhesive strategies

v v v

Etch-and-rinse Self-etch Multi-mode

i X

Three-step Two-step Two-step One-step Etch-and-rinse Self-etch

as - %ﬂ - 'S l

Total-etch Selective enamel
(enamel+dentin) etching

Figura 2 - Esquema representativo das estratégias adesivas contemporaneas (Sezinando, 2014).

6. SISTEMAS ADESIVOS ETCH-AND-RINSE

Em 1955, Buonocore foi o primeiro a demonstrar que o condicionamento acido do
esmalte com 4cido fosforico aumentava a resisténcia adesiva da interface resina-esmalte
(Figura 3 e 4) (Breschi et al., 2013; Pashley et al., 2011).

Nakabayashi, Kojima e Masuhara (1982) foram os primeiros a demonstrar que resinas
poderiam infiltrar o substrato dentinario condicionado, formando uma nova estrutura
composta por uma matriz de resina refor¢cada por fibras de colagénio, a qual chamou de

camada hibrida.
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Figura 3 - Imagem por FESEM de dentina condicionada com acido fosforico a 32% durante 15 segundos
(Sezinando, 2014).

ETCH&RINSE

unaffected dentin

Figura 4 - Imagem por FESEM de dentina condicionada com acido fosfoérico a 35% durante 15
segundos. De notar a desmineralizag@o de 4-5um, praticamente sem vestigios de hidroxiapatite em redor
das fibras de colagénio expostas (Van Meerbeek et al., 2003).

A extensdo pela qual uma superficie ou material interage com outro depende, entre
outros, da energia de superficie. O principal requerimento para uma forte adesdo ¢ o
estado de energia da superficie, quanto maior esta for, maior serd a recetividade no
mecanismo de adesdo. O preparo realizado no procedimento restaurador resulta numa
superficie de baixa energia de superficie devido aos contaminantes e smear layer. A
etapa de condicionamento acido ao remové-los, altera o contetido inorganico da dentina,
produzindo microporosidades e maior rugosidade de superficie. Fatores esses que
aumentam a molhabilidade, ou seja a extensdo pela qual o liquido adesivo interage com
a superficie solida do substrato, e a energia de superficie (Breschi et al., 2013; S. J.

Marshall et al., 2010).
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A estratégia etch-and-rinse ¢ considerada como o “gold standard” da adesdao dentaria

pela sua previsibilidade (Figura 5) (Milia, Cumbo, Jose A. Cardoso & Gallina, 2012).
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Figura 5 — Protocolo e interagcdo com a dentina de um sistema adesivo efch-and-rinse de dois passos
(Perdigdo, 2007).
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O primeiro passo da técnica passa pela aplicagdo de um gel acido, usualmente acido
fosforico, que remove a smear layer e os smear plugs, desmineralizando a camada mais
superficial de cristais de hidroxiapatite em cerca de 3-5 um, expondo a camada de fibras

de colagénio subjacentes (Figura 6) (Cardoso et al., 2011).

Figura 6 - Imagem por SEM de dentina condicionada com éacido fosforico a 37% por 15 segundos. A
smear layer foi removida, criando uma fina zona desmineralizada com a rede de fibras de colagénio agora
expostas (Alex, 2015).

Num segundo passo ¢ aplicado o primer, liquido composto por uma mistura de
monoémeros resinosos (HEMA, por exemplo) dissolvidos num solvente organico,
geralmente acetona, alcool ou dgua. Enquanto o HEMA ¢ responsavel por aumentar a

molhabilidade e promover uma re-expansao da rede de fibras de colagénio, o solvente ¢
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capaz de deslocar dgua da superficie e assegurar a difusdo dos mondémeros na dentina
desmineralizada. Os monomeros, pelas suas caracteristicas hidrofilicas, penetram entre
as fibras de colagénio da dentina nos espacos preenchidos por dgua que anteriormente
eram ocupados por cristais de hidroxiapatite. Na terceira e ultima etapa, caso se trate de
um sistema de trés passos, ¢ aplicado o bond, uma resina adesiva livre de solventes que
permite a penetragdo de mondémeros hidrofobicos nos espagos interfibrilhares da rede de
colagénio e igualmente nos tibulos de dentina. A infiltracdo da matriz desmineralizada
devera ser o mais completa possivel de modo a formar apds polimerizagdo um
biocomposito hibridizado micromecanicamente retido (Boushell & Sturdevant, 2013;
Breschi et al., 2013; Cardoso et al., 2011; Milia et al., 2012; Perdigao, 2007; Perdigdo
et al., 2013; Silva e Souza, Carneiro, Lobato, Silva e Souza, & de Goes, 2010).

7. SISTEMAS ADESIVOS SELF-ETCH

A adesdo pela estratégia self-etch foi introduzida no mercado para suplantar alguns dos
problemas experienciados pelos sistemas etch-and-rinse. O desenvolvimento dos
sistemas adesivos baseia-se cada vez mais na sua simplificagdo e menor tempo de
aplicagdo. A adesdo pela técnica self-etch ndao requer o condicionamento &cido
verificado nos sistemas etch-and-rinse, uma vez que condicionam e permitem a
impregnacdo dos mondémeros adesivos simultaneamente. A maioria destes sistemas
adesivos contém um monomero funcional especifico, com o intuito de fazer o
condicionamento do substrato, aumentar a penetragdo do mesmo nos tecidos dentarios e
potencialmente estabelecer uma interagdo quimica entre as interfaces, sendo estes
fatores que vao determinar a performance adesiva (Milia et al., 2012; Perdigao, 2007).

Os adesivos self-etch sao apresentados sob o numero de passos clinicos a aplicar na
técnica, podendo surgir como sistemas adesivos de um ou dois passos. Esta
diferencia¢do depende se o primer e a resina adesiva estdo apresentados separadamente

ou juntos numa unica solucdo (Figura 7) (Van Meerbeek et al., 2011).

26



Introdugdo

- o Smear Plug Impregnated
REEi With adhesive
Impregnated
s > e R /\
b i . > o E
B

Self-Etching Primer i Adhesive Composite
Smear layer No Ringing Resin-Impregnated Smear Plug posi

y

Smear Layer

Smear Layer

—— Composite
s f i dimnieie—  Adhesive layer
= b= Hybrid layer

Intertubular Dentin
Intertubular Dentin

Dentinal Tubule Dentinal Tubule

Figura 7 - Protocolo e interagdo com a dentina de sistemas adesivos self-efch de dois passos e all-in-one
(Perdigao, 2007).

As alteragdes morfologicas da camada hibrida produzidas pelos sistemas self-etch
dependem da habilidade dos seus monomeros funcionais e da extensdo em que estes
desmineralizam o substrato dentério, fator que se deve ao pH das solugdes adesivas
(Figura 8). De acordo com esta caracteristica, estdo divididos em ultra-suaves (pH>2.5),
que por vezes sdo igualmente referidos como capazes de criar uma nano-interacao, pelo
facto de estar reportado que o mondmero funcional 10-MDP de alguns adesivos se liga
ionicamente mediante os grupos fosfato ao célcio dos cristais de hidroxiapatite e forma

uma camada de 4-nm, chamada de nano-camada; suaves (pH=~2), moderadamente fortes

(pH entre 1 e 2) e fortes (pH=<1).

ULTRAMILD¥™
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Figura 8 — Imagem por TEM da interface dentina-adesivo de um sistema self-etch. A estrutura da
interface depende da interagdo dos mondmeros funcionais com o substrato e da acidez do adesivo (Van
Meerbeek et al., 2011).

Importa referir que apenas esta ultima categoria apresenta um comportamento
semelhante a estratégia etch-and-rinse, que ao interagir a uma profundidade de alguns

micrometros e penetrar em toda a extensdo da smear layer, forma resin tags na dentina.
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Em sentido contrario, os adesivos self-etch suaves apenas desmineralizam a dentina
parcialmente, formando uma camada hibrida de cerca de lum, deixando uma
quantidade substancial de cristais de hidroxiapatite em redor das fibras de colagénio. O
remanescente disponivel pode promover uma interagdo quimica adicional, que
associada a adesdo micromecanica pode ser vantajosa em termos de efetividade e

durabilidade (Cardoso ef al., 2011; Van Meerbeek et al., 2011).

A desmineralizagdo e infiltracdo simultanea verificadas nestes adesivos resultam numa
reducdo do numero de passos clinicos a efetuar e consequentemente menor tempo de
aplicagdo em comparagdo com os sistemas etch-and-rinse, bem como em menor
sensibilidade pos-operatdria pela incorporacdo da smear layer e smear plugs na camada

hibrida (Figura 9) (Milia et al., 2012).

gt s
Smear-

Figura 9 - Imagem por FESEM de smear layer e smear plug na dentina (Perdigéo, 2007).

8. SISTEMAS ADESIVOS UNIVERSAIS OU MULTI-MODO

Com a queda da patente da molécula 10-MDP foi lancada no mercado uma nova
geracdo de sistemas adesivos com potencial de adesdo quimica. Estes novos sistemas
adesivos sdo chamados universais ou multi-modo pela versatilidade de utilizagdo,
podendo ser aplicados pela estratégia etch-and-rinse, self-etch ou ainda pela técnica
selective-etching mediante o condicionamento seletivo do esmalte (Figura 10)
(Sezinando, 2014). Deste modo, os adesivos universais sdo o resultado das exigéncias

clinicas atuais, tornando o procedimento adesivo mais rapido e menos sensivel a técnica
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utilizada, permitindo ao profissional a escolha da estratégia de aplicagdo (Chen et al.,

2015).

15 pm

Figura 10 - Imagens por CLSM do adesivo universal All-bond Universal (Bisco Inc., Schaumburg, IL,
USA) nas estratégias etch-and-rinse (A) e self-etch (B) (Wagner, Wendler, Petschelt, Belli & Lohbauer,
2014).

Este recente tipo de sistemas adesivos deve ser capaz de interagir com diferentes
substratos, apresentar caracteristicas hidrofilicas que permitam humedecer a dentina e
ao mesmo tempo ser hidrofobicos apds polimerizados, de modo a retardar o processo de

absorcdo de agua e consequente degradacdo da interface adesiva por hidrolise (Alex,

2015).

A interacdo quimica ¢ uma caracteristica crucial destes novos sistemas adesivos de
modo a aumentar a durabilidade da interface dentina-resina (Sezinando, 2014).

Alguns estudos demonstram que monomeros funcionais como o 10-MDP, podem
interagir quimicamente com os cristais de hidroxiapatite mediante o conceito adesdo-
descalcificacdo. Este mondémero funcional tem sido associado a uma melhor resisténcia
da interface adesiva a degradagdo através da prevengdo de micro e nanoinfiltragdo.
Segundo este conceito, apOs a interagdo quimica do mondmero funcional com os i1des
calcio da hidroxiapatite, ocorrem duas hipoteses. Numa primeira possibilidade a ligacao
ionica criada ¢ hidroliticamente estavel, resultando num sal calcio-mondmero que pode
ser co-polimerizado na resina adesiva, ou surge uma ligacdo instavel que resulta em
descalcificagdo pela libertagdo de fosfato e calcio da hidroxiapatite (Silva e Souza et al.,
2010; Yoshida & Inoue, 2012; Yoshihara et al., 2010).

A molécula 10-MDP trata-se de um versatil mondémero funcional anfipético, ou seja,
apresenta um grupo terminal metacrilato hidrofobico capaz de se ligar quimicamente a

materiais restauradores e cimentos, € um grupo terminal fosfato de caracter hidrofilico
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com propriedades adesivas quimicas aos substratos dentarios, metais e zirconia. Estas
caracteristicas sdo alcancadas nos substratos dentdrios pela interagdo idnica do
mondémero com os ides cdlcio da hidroxiapatite, formando sais de célcio-10-MDP
quimicamente interligados e hidroliticamente estdveis numa nano-camada estabelecida.
O facto deste mondémero funcional ser o mais hidrofobico de todos os monomeros
utilizados nos adesivos dentarios, permite-lhe desempenhar um papel de relevo quanto a

durabilidade e estabilidade da interface adesiva (Alex, 2015; Sezinando, 2014).

9. FATORES QUE COMPROMETEM A ESTABILIDADE DA INTERFACE
ADESIVA NA DENTINA

A adesdo a dentina, pela sua imprevisibilidade, ¢ considerada como mais susceptivel a
degradagdo. Dois grandes mecanismos estdo envolvidos na degradacdo da interface
adesiva ao longo do tempo. Um mecanismo consiste na degradacgao hidrolitica causada
pela sor¢do de agua promovida pelas caracteristicas hidrofilicas dos sistemas adesivos
contemporaneos, sendo o outro da responsabilidade de enzimas enddégenas com
atividade proteolitica ativadas no processo adesivo (Liu et al., 2011).

O protocolo adesivo, independentemente da sua estratégia, combina caracteristicas
hidrofilicas e hidrofobicas, pelo que a presenca de zonas desmineralizadas ndo
infiltradas pelos mondmeros adesivos hidrofobicos, deixam uma camada resinosa nao
difundida com comportamento semipermedvel que permite a passagem de agua ao
longo da interface adesiva ainda que polimerizada. Pelo facto da degradacao hidrolitica
da camada hibrida ocorrer apenas na presenga de dgua, as caracteristicas hidrofilicas dos
sistemas adesivos, absor¢cdo de moléculas de 4gua e consequente degradacdo, estdo

frequentemente relacionadas (Breschi et al., 2008; Dantas ef al., 2008).
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10. DEGRADACAO HIDROLITICA DA CAMADA HiBRIDA

10.1. Degradaciio Hidrolitica por Sorcio de Agua

Segundo Liu ef al. (2011), a adesdo a dentina devido ao seu contetido organico ¢ menos
duravel que a adesdo ao esmalte.

A adesdo da interface resina-dentina ¢ considerada uma forma de engenharia tecidular,
cujo objetivo passa pela completa infiltragdo e encapsulacdo das fibras de colagénio
expostas no substrato desmineralizado que servirdo como uma estrutura protetora e
estabilizadora da interface a degradagdo. Essa estabilidade adesiva depende da formacao
de uma camada hibrida compacta e homogénea, composta por matriz organica da
dentina, cristais residuais de hidroxiapatite, mondmeros resinosos e solventes, sendo
que a sua longevidade clinica depende de processos fisicos e quimicos. A sua
estabilidade ¢ afetada em termos fisicos pelas forcas oclusais durante a funcdo
mastigatoria e o stress da contracdo e expansdo causado pelas mudancas de
temperaturas na cavidade oral. A saliva, alimentacdo e os bioprodutos bacterianos
desafiam igualmente a interface adesiva, resultando na degrada¢do de fibras de
colagénio expostas e eluigdo dos monomeros adesivos (Figura 11) (Ferreira, Pires,

Oliveira, Silva & Melo, 2012; Liu et al., 2011).
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Figura 11 - Esquema representativo da degradacgdo da interface adesiva ao longo do tempo mediante a
presenca de depdsitos de nitrato de prata indicando a presenca de agua e/ou solvente retidos bem como
areas inadequadamente polimerizadas (Perdigdo et al., 2013).

De modo a criar uma adequada camada hibrida ¢ importante que a superficie de dentina
exposta se apresente himida, evitando o colapso das sensiveis fibras de colagénio que
serdo encapsuladas pelos mondmeros adesivos. Contudo, o oposto também afeta
negativamente o resultado adesivo a longo prazo, pelo efeito da degradacdo hidrolitica

(Ferreira et al., 2012; Liu et al., 2011).
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Os sistemas adesivos contemporaneos apresentam um balango quimico entre
monoémeros hidrofilicos (HEMA, por ex.) e hidrofobicos (Bis-GMA, por ex.) que
tornam permedavel a superficie de dentina humedecida (Chimeli ef al., 2014).

A formacdo adequada da camada hibrida depende portanto do solvente, sendo este
componente aquele que atua como transportador dos mondmeros pela rede de fibras de
colagénio (Ferreira et al., 2012).

Este complexo balango hidrofilico/hidrofobico, a 4gua e o solvente tornam o adesivo
propenso a separagdo de fases, o que pode prejudicar a eficacia adesiva (Chimeli ef al.,
2014; Van Landuyt et al., 2005).

A incorporacdo do HEMA na composi¢do torna-o hoje no mondémero hidrofilico mais
frequente nos sistemas adesivos. Devido ao seu baixo peso molecular atua como co-
solvente, aumentando a miscibilidade dos componentes hidrofobicos e hidrofilicos em
solucdo. Todavia, a adi¢ao deste monomero ao aumentar a natureza hidrofilica da
interface traz igualmente as suas desvantagens, dado que vai tornar a unido mais
susceptivel aos mecanismos de degradacgao hidrolitica (Felizardo ef al., 2011; Liu et al.,
2011).

Atualmente, a tendéncia passa pela diminui¢cdo do uso de mondmeros extremamente
hidrofilicos como o HEMA e substitui-los por mondémeros como UDMA ou TEGDMA
(Silva e Souza et al., 2010).

10.2. Degradacao Hidrolitica por Proteases Endégenas

Gross & Lapiere (1962) descreveram uma atividade observada com capacidade de
degradacdo de colagénio. Estudos recentes reportaram a presenca, papel e funcdo de
enzimas endogenas com atividade colagenolitica na camada hibrida (Tjdderhane et al.,
2013). Estas observacdes referem-se a uma nova familia enzimatica, as
metaloproteinases (MMPs), colagenases endogenas capazes de degradar a tripla hélix
do colagénio.

Pesquisas nas proteinas ndo colagenoliticas da dentina, demonstraram que as fibras de
colagénio presentes no substrato apresentam pro-formas inativas de enzimas
proteoliticas denominadas de metaloproteinases. Estas tém sido identificadas quer nos
odontoblastos quer na dentina mineralizada ou desmineralizada, e como tendo papel de

relevo na degradagdo da interface adesiva (Perdigdo et al., 2013).
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Pashley ef al. (2004) demonstraram a primeira evidéncia do envolvimento de MMPs na
degradagdo da matriz de dentina condicionada na auséncia de bactérias.

As MMPs fazem parte de uma familia de mais de 20 enzimas proteoliticas endogenas,
uma classe de endopeptidases calcio e zinco dependentes capazes de degradar proteinas
da matriz extracelular. As MMPs poderdo estar presentes na saliva, polpa ou
sequestradas em toda a extensdo da dentina, aparecendo com maior intensidade ao
longo da jun¢do amelo-dentindria e pré-dentina. Vdrias formas inativas de MMPs tém
sido identificadas em dentina mineralizada, entre elas, a colagenase MMP-8 e as
gelatinases MMP-2 ¢ MMP-9, tendo estas duas ultimas sido detetadas com elevada
atividade na por¢do basal da camada hibrida (Moon, Weaver & Brooks, 2010; Perdigao
et al., 2013; Tjaderhane et al., 2014).

As MMPs tém um papel chave em varias doencas orais. A forma MMP-8 ¢ conhecida
pelo seu envolvimento na doenca periodontal e a MMP-20 com influéncia no
desenvolvimento de fluorose dentaria e amelogénese imperfeita (Strobel & Hellwig,
2014).

Sendo secretadas por células do tecido conjuntivo como fibroblastos, osteoblastos e
odontoblastos, sob a forma de zimogénios, uma forma inativa ou pr6 enzima, a ativacao
das pro-formas enzimadticas ¢ um processo dindmico e complexo tendo sido sugeridos
varios mecanismos (Moon et al., 2010).

A maioria das MMPs sdo sintetizadas e libertadas pelos odontoblastos sob a sua pro-
forma inativa, requerendo para a ativacdo da sua atividade catalitica a ligacdo de ides
célcio e zinco num dominio catalitico ativo a unido de ides zinco (Zhang & Kern, 2009).
Estas pro-MMPs ficam sequestradas na dentina durante a sua formagdo, e podem ser
catalisadas na forma ativa apos a sua libertagdo. Este processo pode ser mediado por
niveis de pH abaixo de 4.5 (como se verifica em lesdes de carie ou no condicionamento
acido da dentina, provocando a alteracdo da conformacao do pré-péptido e indugdo do
dominio catalitico zinco-dependente), por moléculas de oxigénio reativas, agentes
quimicos, e ainda por acdo de proteinases (Moon et al., 2010; Perdigdo et al., 2013;
Zhang & Kern, 2009).

Neste ultimo caso, proteinas ndo-colagenoliticas da matriz de dentina libertadas a niveis
baixos de pH, podem ligar-se a MMPs especificas como as pro-formas-2, 3 e 9 e ativa-

las aquando da sua libertagcao (Moon ef al., 2010).
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Figura 12 - A. Imagem por SEM da rede de fibras de colagénio apds condicionamento acido e lavagem,
os espacos entre as fibras estdo agora preenchidos por agua. B. Imagem por FESEM da morfologia de
uma fibra de colagénio tipo I na dentina (Breschi ef al., 2008; Perdigdo ef al., 2013).

A completa infiltragdo dos monomeros ¢ essencial ao sucesso adesivo. Caso ndo se
verifique, o colagénio exposto e desprotegido ¢ susceptivel a degradagdo, tornando a
camada hibrida instavel e a interface adesiva sujeita a nanoinfiltragdao (Figura 12). As
metaloproteinases sdo expostas e ativadas por agentes 4cidos no decorrer do
procedimento adesivo independentemente da estratégia aplicada, e podem degradar
lentamente as fibras de colagénio tipo I da interface adesivo-dentina (Figura 13)

(Duarte, Perdigdo & Lopes, 2006; Perdigdo et al., 2013; Zhang & Kern, 2009).
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Figura 13 - Representagdo esquematica da degradacdo da matriz de colagénio mediante a clivagem
peptidica por MMPs (Strobel & Hellwig, 2014).

Tal como a infiltragdo imperfeita do substrato dentindrio, a presenca de agua € outro
aspeto indispensavel para a fun¢do hidrolitica das metaloproteinases, dado que
pertencem a familia das hidrolases. Nas interfaces instaveis ocorre ao longo do tempo, a
eluicdo dos mondmeros nos canais de nanoinfiltragdo, expondo a rede de fibras de
colagénio, agora mais susceptiveis a hidrdlise proteolitica. O colapso da rede de
colagénio pode aumentar o contetido em agua e induzir os processos hidroliticos,
comprometendo a longevidade da restauragdo adesiva (Zhang & Kern, 2009). Facto que
pode justificar a razdo da degradacdo da camada hibrida na adesdo a dentina apds 6

meses de armazenamento em agua (Dantas ef al., 2008).
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Contudo, quando a matriz de dentina estd mineralizada, as MMPs ficam cobertas por
nanocristais de hidroxiapatite, tonando-as imodveis e inativas. O que sugere que
enquanto a matriz se encontrar mineralizada, as suas proteases manter-se-ao
estruturalmente estaveis (Mazzoni et al., 2013).

A atividade destas enzimas ¢ inibida por inibidores tecidulares de metaloproteinases
endogenos, denominados TIMPs, sendo o balanco entre estes de extrema importancia na
remodelacdo da matriz extracelular dos tecidos (Perdigdo ef al., 2013).

E consensual que as MMPs tém papel de relevo nos processos de desenvolvimento
dentdrio, bem como na evolucdo da carie e degrada¢do da interface resina-dentina
formada no procedimento adesivo (Perdigdo et al., 2013; Zhang & Kern, 2009).
Inibidores de proteases utilizados como primers adicionais poderdo ser um passo na
inibi¢do da atividade colagenolitica intrinseca da dentina, no retardar dos processos de
degradacdo e no aumento da estabilidade das fibras de colagénio da camada hibrida
(Zhang & Kern, 2009).

Novas estratégias preventivas de degradagdo adesiva a dentina podem ser cruciais no
aumento das perspetivas de longevidade das restauragdes adesivas. O uso de inibidores
exdgenos como a clorhexidina poderé ser uma estratégia eficaz nesse sentido (Perdigdo

etal.,2013).

11. CLORHEXIDINA

A clorhexidina ¢ uma biguanida catiénica (Figura 14) com amplo espectro
antimicrobiano face a microrganismos orais, que mediante a sua concentragdo apresenta
efeitos bacteriostaticos ou bactericidas e tem sido extensivamente utilizada nas vertentes
da periodontologia e endodontia (Perdigdo et al., 2013; Sabatini & Pashley, 2014).
Entre o amplo horizonte de aplicagdes da clorhexidina, um de especial interesse atual
insere-se na dentisteria adesiva e o seu papel na estabilizagdo da matriz organica da
interface resina-dentina (Singh, Dhillon, Kapoor & Kaur, 2014).

Antes de ser testada como um potencial inibidor da atividade de MMPs no campo da
adesdo dentaria, a clorhexidina foi inicialmente aplicada como desinfectante cavitario

antes da aplicagdo do adesivo (Franco et al., 2007; Perdigdo et al., 2013).
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Figura 14 - Formula estrutural da molécula de clorhexidina (Strobel & Hellwig, 2014).

A evidéncia cientifica desta nova descoberta foi comprovada por Pashley et al. (2004),
que demonstrou o seu papel inibitério de MMPs e a possibilidade de preservagdo da
camada hibrida na dentina.

Também ficou demonstrado por Hebling, Pashley, Tjdderhane & Tay (2005), que o uso
de clorhexidina como inibidor de metaloproteinases pode desacelerar a degradacdo da
camada hibrida in vivo.

A eficiéncia clinica desta molécula como agente antimicrobiano ou antiproteolitico ¢é
atribuida a sua substantividade. Devido a natureza catidnica, a clorhexidina pode ligar-
se a superficies com a presenga de proteinas acidicas e ver a sua acdo prolongada no
tempo pela constante libertacdo a niveis terap€uticos no sitio onde foi aplicada. Esta
propriedade de forte unido a matriz inorganica e organica da dentina, pode ser explicada
pela formacao de sais de fosfato aquando da sua interagdo com a hidroxiapatite e pela
forte ligagao estabelecida com o colagénio do tipo I da matriz organica (M. R. Carrilho
et al., 2011; Sabatini & Pashley, 2014; Singh et al., 2014).

A clorhexidina apresenta fortes cargas catidnicas que se creem ligar aos grupos fosfato
em dentina mineralizada e aos grupos carboxilo no substrato desmineralizado,
possuindo por isso uma forte afinidade para com os substratos dentarios (Sabatini &
Pashley, 2014).

Segundo Perdigdo ef al. (2013), as fibras de colagénio caso ndo sejam devidamente
envoltas pela resina adesiva estdo sujeitas a a¢do hidrolitica das MMPs, todavia apds
aplicacdo de clorhexidina, a rede de fibras de colagénio mantém a sua estrutura estavel,
ndo se verificando a mesma integridade quando esta etapa ndo ¢ realizada, tendo como

consequéncia uma progressiva degradagao (Zhang & Kern, 2009).
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A ativagdo e fungdo das MMPs estd dependente de ides Ca” e Zn"', por sua vez, a
clorhexidina atua como inibidor destas enzimas alterando a sua conformacao
tridimensional pela deplegdo destes mesmos i0es metalicos essenciais a sua atividade

(Figura 15) (Strobel & Hellwig, 2014).

@ @ TS

Figura 15 - Representagdo esquematica da agdo da clorhexidina sobre as MMPs (Strobel & Hellwig,
2014).

Do ponto de vista clinico e mediante o potencial quimico que apresenta na unido aos
compostos inorganicos e organicos da dentina, a clorhexidina ¢ aplicada topicamente
sob a forma de solu¢do aquosa (Figura 16) ou em gel depois do condicionamento 4cido
do substrato e previamente ao adesivo ou surgindo incorporada na composi¢do de
condicionadores acidicos e sistemas adesivos (Perdigdo et al., 2013; Sabatini &

Pashley, 2014; Singh et al., 2014).

Figura 16 - A. Superficie em dentina apods instrumentagdo; B. Superficie apos condicionamento com

acido fosforico a 37% durante 15 segundos; C. Superficie apos aplica¢do de digluconato de clorhexidina a

2% (Bengtson, Bengtson, Bengtson & Turbino, 2008).

Deste modo, caso tenha o seu uso visando a preservagdo da camada hibrida e o aumento
da estabilidade a médio/longo prazo, a concentragdo aplicada deverd ser igual ou
superior a 0,1%, sendo utilizada na area da investigacdo usualmente a 0,2 e 2%
(Miranda, Silva, Vieira & Costa, 2014; Montagner, Sarkis-Onofre, Pereira-Cenci &
Cenci, 2014).
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12. TESTES DE RESISTENCIA ADESIVA

12.1. Norma ISO/TS 11405

A norma ISO/TS 11405: 2015 ¢ uma norma especifica que fornece orientagdes de como
se devem realizar testes de adesdo entre materiais dentarios restauradores e a estrutura
dentaria, nomeadamente, testes de resisténcia de unido (tragao e cisalhamento), testes de

medi¢do de fendas marginais e testes de micro e nanoinfiltragao.

Esta norma define diversos critérios de selecdo de dentes (pré-molares ou molares
permanentes humanos higidos de individuos entre os 16 e os 40 anos, extraidos hé ndo
mais de seis meses), qual a forma de armazenamento ideal (limpeza e remocgdo de
tecidos e sangue aderidos, conservando de seguida em dgua destilada ou cloramina tri-
hidratada 0,5% por um periodo maximo de uma semana), as indicagdes na preparagao
da superficie do dente, a aplicacdo do adesivo e o procedimento de realizagdo do teste

de microtracao.

12.2. Testes de Microtracao

A avaliagdo da interface adesiva, recorre diversas vezes a determinacao da sua
resisténcia. Muitas duvidas se colocam quanto ao método mais efetivo da sua
quantificagdo, o que motivou durante a ultima década uma enorme evolugdo na
metodologia. Esta culminou com o desenvolvimento dos testes micro-adesivos, baseada
na ideia de que melhores resultados poderdo ser obtidos com espécimes de menores
dimensdes, colmatando desta forma as lacunas dos testes macro (Figura 17) (Eckert &
Platt, 2007).

Pelo facto da 4rea adesiva ser reduzida ao méaximo de 3 mm?, estd evidenciado que
espécimes com menores dimensdes sdo mais fiaveis devido a menor probabilidade de
defeitos de tamanho entre amostras (Sirisha, Rambabu, Shankar & Ravikumar, 2014b).
Virios estudos sugerem que a adequada area transversal para testes devera ndo exceder

os 1.5mm?” e ndo ser inferior a 0.5mm? (Hamouda, Samra & Badawi, 2011).
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Figura 17 - Esquema representativo do teste de microtragdo. (Adaptado de: Castro, Andrade, Duarte
Junior, Vaz & Ahid, 2003; De Munck et al., 2005)

Diversas vantagens estdo associadas aos testes de microtragdo. Uma delas passa pelo
melhor aproveitamento das amostras dentérias, pelo facto de um dente originar
multiplas micro-amostras sob a forma de palitos. Proporciona igualmente um controlo
mais eficaz da regido a ser testada, quer seja esmalte, dentina e dentro desta, dentina
periférica ou central, e ainda uma melhor distribuicao do stress das cargas aplicadas na
interface. O envelhecimento das amostras por armazenamento em agua ¢ acelerado
devido a menor distancia de difusdo. A menor area de superficie facilita a observacao
microscopica e identificacdo do tipo de falha adesiva, sendo outra das intmeras
vantagens deste método. Contudo tem as suas limitagdes e desvantagens, sendo disso
representativa a dificuldade de obtengdo de amostras geometricamente consistentes, a
potencial desidratacdo e fratura destas, bem como as exigéncias técnicas associadas a
sensibilidade do manuseio e as varidveis implicitas nas amostras como as propriedades

individuais de cada substrato e a sua preparacdo (Armstrong et al., 2010; Sirisha et al.,

2014b).

Como referido, o teste de resisténcia adesiva ideal devera ser preciso, clinicamente
fidvel e o menos sensivel a técnica e operador. A norma ISO No. 11405 ¢ portanto uma
norma especifica para a investigacdo no campo da adesdo, providenciando um guia para
a selecdo do substrato, armazenamento, manuseio de amostras dentarias e caracteristicas
dos variados testes de resisténcia adesiva, de modo a garantir um padrdo estandardizado
de qualidade e fiabilidade (Sirisha, Rambabu, Shankar & Ravikumar, 2014a).

A forca de resisténcia adesiva mediante este teste ¢ calculada pela divisdo da forca de
tensdo aplicada no momento de fratura (N) pelo valor da area transversal da interface

adesiva (mm?) (Armstrong et al., 2010).
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13. ENVELHECIMENTO DE AMOSTRAS

13.1. Envelhecimento por Termociclagem

As restauracdes adesivas intra-orais estdo continuamente sujeitas a forcas de stress
pelos dentes oponentes, que ao longo do tempo tem os seus efeitos prejudiciais na
resisténcia adesiva, e que em associacdo com os efeitos da sorcdo de agua pelos
constituintes dos sistemas adesivos sdo um fator de relevo, podendo coadjuvar nos
processos de degradag¢do das interfaces adesivas (Amaral, Colucci, Palma-Dibb, &
Corona, 2007; Dantas et al., 2008).

A Termociclagem ¢ um método frequentemente utilizado na simulacdo das condicdes
do ambiente intra-oral em laboratério. Este método, mediante ciclos com alteragdes da
temperatura, permite um indug¢ao repetitiva do stress de contracdo/expansdo na interface
adesiva resultante das caracteristicas intrinsecas das resinas compostas. Este método
permite portanto um incremento da velocidade dos processos de hidrélise das fibras de
colagénio desprotegidas, motivados pelas elevadas temperaturas e pela remog¢do dos
monoémeros ndo devidamente polimerizados. Desse modo, a repeticdo consecutiva dos
efeitos de contragdo/expansdo verificadas na termociclagem proporciona a formagdo de
forcas de stress semelhantes as condi¢des in vivo com a formagdo de gaps na interface
que permitem a passagem de fluidos. Alteragdes no tamanho destas falhas podem
resultar no movimento de fluidos e criar zonas de nanoinfiltracio nas margens mais
vulneraveis da area adesiva (Amaral ef al., 2007; Daneshkazemi et al., 2013).

A frequéncia de ciclos verificados na cavidade oral continua por determinar, contudo ¢é
proposto que se verifiquem entre 20 e 50 ciclos por dia, estabelecendo por essa logica
que 10.000 ciclos corresponderdo a um ano de atividade in vivo, tendo a norma ISO
11405 estipulado que 500 ciclos seria o numero minimo de ciclos aplicados a
investigacdes na drea da adesdo dentdria (Daneshkazemi e al., 2013; Gale & Darvell,

1999).
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I1. OBJETIVOS E HIPOTESES DE ESTUDO

Objetivos

Avaliar in vitro a resisténcia adesiva de um novo sistema adesivo universal.

Avaliar in vitro a influéncia da aplicacdo de clorhexidina como complemento do

protocolo adesivo de um sistema adesivo universal nas vertentes etch-and-rinse e

self-etch na dentina, e na resisténcia adesiva imediata e ap0s termociclagem.

Hipoteses de Estudo

Hipoteses Nulas

Nao ha diferengas nos valores de resisténcia adesiva a dentina do sistema adesivo

universal independentemente da estratégia utilizada.

A aplicagdo de clorhexidina como parte do protocolo de um sistema adesivo

universal ou multi-modo ndo influencia a resisténcia adesiva a dentina in vitro.

Hipoteses Alternativas

Ha diferencas nos valores de resisténcia adesiva 4 dentina do sistema adesivo

universal, independentemente da estratégia utilizada.

A aplicagdo de clorhexidina como parte do protocolo de um sistema adesivo

universal ou multi-modo influencia a resisténcia adesiva a dentina in vitro.

41






Materiais e Métodos

III. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo obteve aprovacdo pela comissdo de ética do Instituto Superior de

Ciéncias da Saude Egas Moniz (ISCSEM) (Anexo 1).

Foram selecionados 32 dentes molares humanos higidos extraidos por razdes
ortodonticas e/ou periodontais, doados pelo banco de Dentes Humano da Clinica
Dentéria Universitaria Egas Moniz, seguindo os seguintes critérios:

- Dentes de individuos com idades compreendidas entre os 16 e os 40 anos;

- Livres de caries;

- Extraidos ha ndao mais de 6 meses.

Aquando da extracdo dos dentes, estes foram lavados com agua corrente de modo a
eliminar sangue e tecidos aderidos, tendo sido apos estes passos armazenados em agua
destilada a 4°C segundo a norma ISO 3696. A amostra foi desinfetada mediante solugdo
de cloramina T-trihidratada a 0,5% a 4°C durante o periodo maximo de uma semana
(ISO 11405:2015). Posteriormente foi realizada com acesso a curetas a limpeza dos
restantes tecidos orgéanicos aderidos. Apds o processo de desinfecdo e limpeza, a

amostra foi armazenada novamente em 4gua destilada a 4°C para posterior analise.

A divisdo aleatoria dos dentes por cada um dos 8 grupos experimentais (n=4) foi
concebida consoante o protocolo adesivo utilizado (etch-and-rinse ou self-etch), a
aplicagdo ou nao de digluconato de CHX 2% e o tempo de envelhecimento (imediato a

24h ou apo6s termociclagem) (Figura 18).

Figura 18 — Exemlo de dentes selecionados para o teste
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A seguinte tabela identifica o material utilizado, com as respetivas composig¢des, lotes e

validades:
Material Composicao Lote Validade
All-Bond
® Bis-GMA,
Universal
etanol, 10- -
Adhesive 1400006042 2016-08 oo
¢ | MDP, HEMA, WNERSH
(Bisco Inc. ’
agua,
Schaumburg, iniciadores
IL, USA)
Acido
Fosforico
Select HV .
Acido
Etch 1500005055 2018-05
fosforico 35%
(Bisco Inc.
Schaumburg,
IL, USA)
Clorhexidina
S .
Digluconato
(FGM
de 050315 2017-03
Produtos
Clorhexidina
Odontologico
a2%
s, Joinvile,
SC, Brasil)
Resina
Composta Zirconia/
Filtek™ Z250 Silica, Bis- N66293 1 2018-02
(3M ESPE, GMA,
St Paul, MN, TEGDMA
USA)

Tabela 1 - Material utilizado
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Cada amostra foi colada longitudinalmente com cola quente ao dispositivo de fixagdo
do microtomo de tecidos duros (Accutom-50, Struers, Dinamarca) de modo a realizar
dois cortes com uma ldmina de diamante a baixa velocidade sob irrigagcdo, que
permitam a se¢@o de interesse. O primeiro paralelamente a face oclusal, com o intuito de
remover a camada superficial de esmalte e expor dentina, e o segundo abaixo da jun¢do

amelo-cimentaria de modo a separar as raizes da porc¢ao coronaria (Figura 19).

Figura 19 — A. Dente pronto para corte; B. Dente ap6s os cortes

O tecido pulpar foi removido, sendo o espaco remanescente da camara pulpar
preenchido com cola de cianoacrilato (Zapit, Dental Ventures of America, Corona, CA,

USA).

Seguidamente a superficie oclusal de cada dente foi submetida a polimento com lixa de
SiC (lixa de papel de carboneto de silicio) de 600 grit (Buehler, Lake Bluff, IL, USA)
durante 60s sob irriga¢do, de acordo com a norma ISO 11405 de tal modo que se
remova a camada de esmalte remanescente e se obtenha uma camada de dentina
homogénea com a formacao de smear layer relevante para o processo de adesao (Figura

20). —

Figura 20 — Polimento sob 4agua corrente com lixa SiC

45



Influéncia Da Variagdo Do Protocolo De Um Sistema Adesivo Universal- Efeito Da Clorhexidina

Concluida a preparacdo das amostras, foi aplicado o protocolo adesivo segundo as
instrugdes do fabricante, nas variantes etch-and-rinse ou self-etch e a variagdo ao

protocolo com aplicagdo de CHX 2% consoante o grupo de teste (Ver tabelas 2 a 6).

A seguinte tabela identifica o protocolo aplicado a cada grupo experimental:

ABU-ERIL Aplicacdo do SA All-bond Universal® (Bisco Inc., Schaumburg, IL,

USA) na vertente etch-and-rinse com condicionamento acido prévio
com 4cido fosforico Select HV Etch a 35% (Bisco Inc., Schaumburg, IL,

USA) e armazenamento de 24h.

ABU-ER2 Aplicacdo do SA All-bond Universal® (Bisco Inc., Schaumburg, IL,

USA) na vertente etch-and-rinse com condicionamento acido prévio
com acido fosforico Select HV Etch a 35% (Bisco Inc., Schaumburg, IL,
USA) seguida de termociclagem de 10.000 ciclos.

ABU-ER3 - Aplicagdo de digluconato de CHX a 2% (FGM Produtos
Odontolodgicos, Joinvile, SC, Brasil) apos condicionamento 4cido com

acido fosforico Select HV Etch a 35% (Bisco Inc., Schaumburg, IL,
USA) e posterior aplicacdo do SA All-bond Universal® (Bisco Inc.,

Schaumburg, IL, USA) na vertente etch-and-rinse com armazenamento
de 24h.

ABU-ER4 - Aplicagdo de digluconato de CHX a 2% (FGM Produtos
Odontolodgicos, Joinvile, SC, Brasil) apos condicionamento 4cido com

acido fosforico Select HV Etch a 35% (Bisco Inc., Schaumburg, IL,
USA) e posterior aplicacdo do SA All-bond Universal® (Bisco Inc.,

Schaumburg, IL, USA) na vertente etch-and-rinse seguida de

termociclagem de 10.000 ciclos.
ABU-SE1 Aplicacdo do SA All-bond Universal® (Bisco Inc., Schaumburg, IL,

USA) na vertente self-etch sem condicionamento acido prévio e

armazenamento de 24h.
ABU-SE2 Aplicacdo do SA All-bond Universal® (Bisco Inc., Schaumburg, IL,

USA) na vertente self-etch sem condicionamento acido prévio seguida
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de termociclagem de 10.000 ciclos.

ABU-SE3 - Aplicagdo de digluconato de CHX a 2% (FGM Produtos

Odontolodgicos, Joinvile, SC, Brasil) sem condicionamento 4cido prévio
e posterior aplicagdo do SA All-bond Universal® (Bisco Inc.,

Schaumburg, IL, USA) na vertente self-efch com armazenamento de
24h.
ABU-SE4 - Aplicagdo de digluconato de CHX a 2% (FGM Produtos

Odontolodgicos, Joinvile, SC, Brasil) sem condicionamento 4cido prévio
e posterior aplicagdo do SA All-bond Universal® (Bisco Inc.,

Schaumburg, IL, USA) na vertente self-etch seguida de termociclagem
de 10.000 ciclos.

Tabela 2 - Grupos Experimentais

As seguintes tabelas identificam os protocolos de aplicacdo dos materiais utilizados nos

grupos testados:

All-Bond Universal®

(Bisco Inc. Schaumburg, IL, USA)

Protocolo de Aplicacao
Técnica Etch-and-Rinse

1. Lavar a cavidade abundantemente com jato de dgua;

2. Condicionamento 4cido do esmalte e dentina por 15 segundos;

3. Lavar abundantemente e remover os excessos de d4gua com papel absorvente
ou jato de ar, deixando a superficie visivelmente humida;

4. Dispensar 1 a 2 gotas do adesivo e aplicar duas camadas separadas com
microbrush, esfregando a superficie preparada com microbrush durante 10 a
15 segundos por camada, ndo fotopolimerizando entre cada camada;

5. Evaporar o solvente com jato de ar durante pelo menos 10 segundos, devendo
a superficie apresentar-se brilhante e uniforme sem se observar qualquer
movimento;

6. Fotopolimerizar por 10 segundos.
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Técnica Self-Etch
1. Lavar a cavidade abundantemente com jato de dgua;
2. Remover os excessos de agua com papel absorvente ou jato de ar, deixando a

superficie visivelmente humida;

(98]

Dispensar 1 a 2 gotas do adesivo e aplicar duas camadas separadas com
microbrush, esfregando a superficie preparada com microbrush durante 10 a
15 segundos por camada, ndo fotopolimerizando entre cada camada;

4. Evaporar o solvente com jacto de ar durante pelo menos 10 segundos,
devendo a superficie apresentar-se brilhante e uniforme sem se observar

qualquer movimento;

e

Fotopolimerizar por 10 segundos.

. . ® .
Tabela 3 - Instru¢des do Fabricante All-Bond Universal = (Bisco Inc. Schaumburg, IL, USA)

Selective HV Etch

Técnica de Aplicacio
1. Aplicar o agente condicionador diretamente na superficie, deixando atuar
durante 15 segundos;

2. Enxaguar abundantemente por 5 segundos com sucgao.

Tabela 4 - Instru¢des do Fabricante para Selective HV Etch

Clorhexidina S

Técnica de Aplicacao
3. Aplicar durante 60 segundos massajando a superficie aplicada;

4. Secar com leve jato de ar.

Tabela 5- Instru¢des do Fabricante para Clorhexidina S

Resina Composta Filtek™ 7250 (3M ESPE, St Paul, MN, USA)

Técnica de Aplicacao
1. Colocar o material restaurador por incrementos de até 2,5mm;

2. Fotopolimerizar durante 40 segundos.

Tabela 6 - Instru¢des do Fabricante Filtek™ Z250 (3M ESPE, St Paul, MN, USA)
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Em cada amostra foi realizada a restauragdo com resina composta Filtek Z250 (cor A2,
3M ESPE, St Paul, MN, USA) com incrementos de 2mm até perfazer 6mm de altura.
Entre cada incremento de resina, fotopolimerizou-se 40s com fotopolimerizador Optilux

501 (Kerr Middleton, USA) de intensidade de 600mW/cm? (F igura 21).

Figura 21 — A. Exemplo de amostra pronta para o teste; B. Grupo de amostras ABU-ER1

As amostras correspondentes aos grupos de teste imediato a 24h (ABU-ER1, ABU-
ER3, ABU-SE1, ABU-SE3) foram armazenadas em saliva artificial em recipientes
fechados por 24h em estufa de incubacdo (Memmert INE 400, Memmert, Germany) a
37°C. Os grupos de envelhecimento por termociclagem (ABU-ER2, ABU-ER4, ABU-
SE2, ABU-SE4) foram submetidos a 10.000 ciclos em banhos de 30s a 5°C e 55°C,
sendo posteriormente armazenados por 24h em saliva artificial em estufa de incubagao a

37°C antes do teste de microtragdo (Figura 22).

Figura 22 — A. Termociclador (Refri 200 E, ARALAB, Parede, Portugal); B. Estufa de incubacao
(Memmert INE 400, Memmert, Germany)
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Para identificar a 4rea correspondente ao esmalte e dentina, marcou-se com caneta de
acetato de diferentes cores a superficie de cada amostra.

Ap6s o periodo de armazenamento/termociclagem, as amostras foram seccionadas em
forma de palitos recorrendo a uma lamina diamantada a baixa velocidade sob irrigagao
com agua destilada no microtomo de tecidos duros (Accuton 50, Struers A/S, Ballerup,

Denmark) nas diregdes X e Y, obtendo palitos com se¢do transversal de 1+ 0,3mm?

(Figura 23).

Figura 23 — A. Micrétomo de tecidos duros (Accuton 50, Struers A/S, Ballerup, Denmark); B. Exemplo

de palitos ap6s corte em micrétomo

Os palitos obtidos foram colados individualmente com cola de cianoacrilato (Zapit,
Dental Ventures od America, Corona, CA, USA) a um jig de Geraldeli, de ago
inoxidéavel, de modo a testar a resisténcia adesiva a tracdo de cada grupo experimental
através da maquina de testes universal (Shimadzu AG-50kNI SD MS, Shimadzu

Corporation, Kyoto; Japan) a uma velocidade de 0,5 mm/min (Figura 24).

AUT  CRAPE

Figura 24 — A. Maquina de Testes Universal (Shimadzu AG-50kNI SD MS, Shimadzu Corporation,
Kyoto; Japan); B. Jig com palito antes de ser testado; C. Palito apds fratura
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Ap6s ocorrer fratura dos palitos, foram medidos e registados o comprimento e largura
de cada fragmento resultante, mediante craveira digital (Storm Digital Caliper,
Pontoglio; Brescia, Italia) (Figura 25), de tal modo que seja traduzida a area aderida em
mm’. De igual modo registou-se o valor da for¢a em kN no momento de fratura. Como
resultado da divisdo da forca aplicada no momento de fratura (em N) pela area da
superficie aderida (em mm?) obtém-se o resultado da forca de adesdo (WTBS), expressas

em MPa.

ss ON w8 ABS/O

Figura 25 - Craveira digital (Storm Digital Caliper, Pontoglio; Brescia, Italia)

Cada fratura foi analisada individualmente por microscopio o6tico com ampliagcdo 20x
(Leica ATC 2000; Reichert Inc, Buffalo, NY, USA) de modo a avaliar o tipo de fratura:
- Adesiva: Fratura na interface dentina/adesivo;
- Coesiva: Fratura exclusivamente em dentina ou resina composta;
- Mista: Fratura na interface dentina/adesivo incluindo fratura coesiva em dentina

ou resina.

51






Materiais e Métodos

ANALISE ESTATISTICA

Foi efetuada uma andlise estatistica inferencial dos resultados, com comparacdo dos
valores médios de forga adesiva por aplica¢do do teste ANOVA One-Way com corre¢ao
de Brown-Forsythe, pelo facto de se verificar o principio da normalidade de distribuicao
de dados, mas nao o pressuposto de homogeneidade de variancias.

De modo a identificar eventuais diferengas com significado estatistico entre valores
médios, considerando trés ou mais grupos, recorreu-se ao teste de comparacdo multipla
Post-Hoc de Tamhane.

Nesta andlise foi considerado um nivel de significancia de 5% (p <0,05), sendo

concretizada com recurso ao sofiware IBM SPSS Statistics v.23 para Mac OS.
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IV. RESULTADOS

AVALIACAO DAS FORCAS ADESIVAS A MICROTRACAO

Grupos Controlo Na Estratégia Etch-And-Rinse

Grupo Protocolo N  Média (Mpa) Desvio Padrao
ABU-ER1 Controlo Taapn 60 32,21 14,99
ABU-ER2  Controlo ¢/ TC 58 19,01 9,26

Tabela 7 - Teste ANOVA One-Way: Média em MPa e Desvio Padréo das forgas adesivas registadas nos
grupos controlo Efch-and-Rinse

32,21
35,00

30,00
25,00 19:01

20,00

15,00

10,00

5,00

0,00
ABU-ERI ABU-ER2

Grafico 1 - Média em MPa das forgas adesivas registadas nos grupos controlo Etch-and-Rinse

A andlise do Gréfico 1 demonstra diferencgas com significado estatistico (p =0,001, teste
Post-Hoc de Tamhane), para um nivel de significancia de 5% (p <0,05), nos valores de
forca adesiva entre os grupos ABU-ER1 e ABU-ER2, ou seja, as for¢as adesivas apds
envelhecimento por termociclagem na abordagem efch-and-rinse, apresentaram uma
diminui¢do significativa quando em comparacdo com o grupo controlo testado no

imediato (Toap).
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Grupos Controlo Na Estratégia Self-Etch

Grupo Protocolo N Média (Mpa) Desvio Padrao
ABU-SE1 Controlo T 46 19,48 8,64
ABU-SE2  Controlo ¢/ TC 44 17,67 11,30

Tabela 8 - Teste ANOVA One-Way: Média em MPa e Desvio Padrio das forgas adesivas registadas nos
grupos controlo Self-Etch

19,48

19,50

19,00

18,50

18,00 17,67
17,50
17,00

16,50
ABU-SE1 ABU-SE2

Grifico 2 - Média em MPa das forgas adesivas registadas nos grupos controlo Self-etch

Na analise do Grafico 2 ndo se verificam diferencas significativas (p =1,000, teste Post-
Hoc de Tamhane), para um nivel de significancia de 5% (p <0,05) nos valores de forca
adesiva entre os grupos ABU-SE1 e ABU-SE2, ou seja, as forgas adesivas apds
envelhecimento por termociclagem na abordagem self-etch, apresentaram uma

estabilidade de valores de for¢a adesiva ndo verificada na abordagem etch-and-rinse.
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Grupos Testados Na Estratégia Etch-And-Rinse

Grupo Protocolo N Média (Mpa) Desvio Padrao
ABU-ER2  Controlo ¢/ TC 58 19,01 9,26
ABU-ER3 CHX 2% Taan 61 30,51 11,32
ABU-ER4 CHX 2% ¢/ TC 78 27,95 11,76

Tabela 9 - Teste ANOVA One-Way: Média em MPa e Desvio Padréo das forgas adesivas registadas nos
grupos Etch-and-Rinse

v
v ’

3500 (7 222 30,51
e 27.95
3000 7
2500
g 19,01
20,00 7
_/"'//
15,00 ,
P
d
10,00
500 S B

0,00

ABU-ER1 ABU-ER2 ABU-ER3 ABU-ER4

Grifico 3 - Média em MPa das forgas adesivas registadas nos grupos Etch-and-Rinse

Através da andlise do Grafico 3 e mediante andlise por teste Post-Hoc de Tamhane
verificam-se diferencas significativas (p =0,001), para um nivel de significancia de 5%
(p <0,05) nos valores médios de forca adesiva do grupo ABU-ER2 e os registados nos
restantes grupos testados. Os grupos ABU-ER1, ABU-ER3 e ABU-ER4 obtiveram
valores muito semelhantes ao contrario do grupo controlo sem CHX 2% testado apds

envelhecimento (ABU-ER2).
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Grupos Testados Na Estratégia Self-Etch

Grupo Protocolo N Média (Mpa) Desvio Padrao
ABU-SE1 Controlo Tosn 46 19,48 8,64
ABU-SE2 Controlo ¢/ TC 44 17,67 11,30
ABU-SE3 CHX 2% Taan 74 17,87 9,39
ABU-SE4 CHX 2% c/ TC 66 19,81 10,10

Tabela 10 - Teste ANOVA One-Way: Média em MPa e Desvio Padréo das forcas adesivas registadas nos
grupos Self-Etch

2000
1948

19.50 77

1900

1850 B
e 17.87

18,00 + 17,67

17,50 v’

1700 S B

16,50 - - - -

ABU-SE1 ABU-SE2 ABU-SE3 ABU-SE4

Grafico 4 - Média em MPa das forgas adesivas registadas nos grupos Self-Etch

Por analise do Grafico 4 e com recurso a teste Post-Hoc de Tamhane, verifica-se uma
ligeira diminuicao nos valores de for¢a adesiva mas ndo significativa (p =1,000), para
um nivel de significancia de 5% (p <0,05) nos grupos ABU-SE2 e ABU-SE3 testados

sob a estratégia self-etch.
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Analise De Valores De Forca Adesiva A Microtracao E Modo De Fratura

Protocolo Modo Etch-and-rinse Modo Self-etch
Toan TC Toan TC
s/ CHX 32,21 (60) 19,01 (58) 19,48 (46) 17,67 (44)
¢/ CHX 30,51 (61) 27,95 (78) 17,87 (74) 19,81 (66)
Tabela 11 —Valores de forca adesiva a microtragcdo (MPa) registados e nlimero de amostras nos grupos
experimentais

35,00 32,2]4a

30,5142
Aa
30,00 27,95
25,00
’ Ab Ab 9,814b

20,00 19,04 19488 A 7 g7

15,00

10,00

5,00

0,00

Grifico 5 - Média em MPa das forcas adesivas registadas nos grupos testados. Médias com a mesma
sigla indicam ndo haver diferencas significativas entre grupos (p >0,05).

A analise do Grafico 5 mediante andlise de comparacdo multipla por teste Post-Hoc de
Tamhane ficam demonstradas diferencas significativas (p =0,001, teste Post-Hoc de
Tamhane), para um nivel de significancia de 5% (p <0,05), nos valores de forca adesiva
dos grupos testados utilizando a técnica etch-and-rinse e os restantes grupos testados
onde se realizou a técnica self-etch, com exce¢do do grupo ABU-ER2 (p =1,000) onde

se verificou uma acentuada reducdo de valores de for¢a adesiva apos termociclagem.
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Grifico 6 - Variancia de distribuicdo dos valores de forga adesiva (MPa) nos grupos testados
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Grifico 7 - Representagdo grafica da distribuigdo de fraturas verificadas nos grupos testados

A representacdo de distribui¢do de fraturas verificadas no teste de microtragdo pode ser
analisada no grafico 6. Em todos os grupos testados o tipo de fratura predominante foi
do tipo adesivo. Os grupos ABU-ER3 e ABU-ER4 foram aqueles onde se registaram
maior nimero de fraturas do tipo coesivo. De referir que a ocorréncia de fraturas mistas

ocorreu igualmente em maior nimero nos grupos testados sob o protocolo etch-and-
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V. DISCUSSAO

A areca da dentisteria adesiva tem sido revolucionada com continuos avancos
tecnologicos, nomeadamente na adesdo a dentina. Estd comprovado que embora a
adesdo imediata seja garantida com eficécia, os resultados adesivos no seu longo termo
sdo afetados adversamente pela sua imprevisibilidade enquanto substrato. Este facto ¢
motivado pelo seu elevado conteido em componentes organicos, bem como pelas
caracteristicas dos atuais sistemas adesivos independentemente da estratégia utilizada e

que em associagdo comprometem o sucesso adesivo.

Estudos in vitro e in vivo indicam que a camada hibrida formada pelos sistemas efch-
and-rinse apresenta sinais de degradacdo apds um periodo de 6 meses a 3-5 anos,
manifestados pela perda de ligagdes cruzadas as fibras de colagénio ou pela sor¢ao de
agua, fatores que estdo intimamente ligados entre si (Armstrong et al., 2004; Carrilho et
al., 2007).

A evidéncia cientifica refere que as fibras de colagénio expostas sdo alvo de agdo
proteolitica por enzimas, como as MMP-8, MMP-2 e MMP-9, causando a perda de
continuidade entre a camada hibrida e as fibras mineralizadas ancoradas na camada
subjacente de dentina. Este facto resulta em zonas vulnerdveis a nanoinfiltracao,
significando um decréscimo significativo de forcas de resisténcia adesiva ao longo
prazo (Pashley et al., 2013).

Tal como o protocolo etch-and-rinse, os adesivos self-etch ndo estdo imunes a este
processo. As suas caracteristicas altamente hidrofilicas aumentam o potencial de atragdo
de agua e consequentemente de degradagdo, que associado a elui¢do dos mondmeros
adesivos expoe a rede de colagénio a clivagem por protéases endogenas (Perdigdo et al.,

2013).

De modo a amplificar o potencial e versatilidade dos sistemas adesivos convencionais,
surgiu uma nova geragdo denominada de adesivos universais ou multimodo. Estes
permitem ao clinico a aplicacdo em ambas as estratégias, o que significa que requerem
na sua composi¢cdo um elemento que permita a ionizagdo dos mondémeros hidrofilicos
quando aplicado por self-etch, a 4gua. As caracteristicas hidrofilicas destes adesivos fa-

los comportarem-se como membranas semipermeaveis, permitindo o movimento de

61



Influéncia Da Variagdo Do Protocolo De Um Sistema Adesivo Universal- Efeito Da Clorhexidina

agua na interface resina-dentina e consequente degradagdo adesiva tal como sucede nos

adesivos ditos ndo universais (Perdigao & Loguercio, 2014).

A degradacdo hidrolitica por sorcdo de agua parece ser o principal mecanismo de
degradagdo adesiva (De Munck et al., 2009). No entanto, enzimas endogenas com
atividade proteolitica como as MMPs sdo igualmente responsaveis pela hidrolise da
matriz de colagénio da camada hibrida ao longo do tempo (Liu ef al., 2011; Mazzoni et
al., 2013; Sabatini & Pashley, 2014; Strobel & Hellwig, 2014; Tjdderhane et al., 2013,
2014; Zhang & Kern, 2009).

Pelo facto da manutencdo da integridade da matriz de colagénio ser essencial para a
preservacdo da interface adesiva na dentina, a procura por mecanismos inibitorios desta
atividade proteolitica ¢ um passo necessario para o sucesso € constante evolucdo da
dentisteria adesiva. Nesse sentido, a evidéncia cientifica recente tem demonstrado que a
aplica¢do de clorhexidina no protocolo adesivo tem um elevado potencial na inibicao
destes mecanismos.

Pashley et al. (2004), foram pioneiros desta descoberta, demonstrando o papel da
clorhexidina na inibicdo de MMPs e a possibilidade de preserva¢do da camada hibrida
na dentina ao longo do tempo. Num estudo seguinte, in vivo, foi igualmente
comprovado por Hebling, Pashley, Tjdderhane & Tay (2005), que o uso de clorhexidina
a 2% como inibidor de metaloproteinases pode desacelerar a degradagdo da camada

hibrida.

Tendo por base estas evidéncias cientificas, este estudo de investigacdo visa
compreender a influéncia da clorhexidina como complemento do protocolo adesivo,
nomeadamente de um sistema adesivo universal nas vertentes etch-and-rinse e self-etch,
com o intuito final de estabelecer novas evidéncias e vantagens associadas a aplicacio
desta molécula como inibidor de MMPs na dentina e possiveis beneficios nos resultados

adesivos a longo prazo. Deste modo, analisou-se a resisténcia adesiva a dentina do
sistema adesivo universal All-bond Universal® (Bisco Inc., Schaumburg, IL, USA) nas

vertentes etch-and-rinse e self-etch a 24h e apods termociclagem de 10.000 ciclos, com e

sem aplicagdo de CHX a 2%.
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Para a realizac¢do da investigac¢do seguiu-se a norma ISO/TS 11405: 2015 que apresenta
guias especificas para a correta execucao de testes de adesdo entre materiais dentarios
restauradores ¢ as estruturas dentarias. Esta norma define diversos critérios de selecao
de dentes, o meio de armazenamento ideal, as indicagdes na preparacao da superficie do
dente, a aplicacdo do adesivo e o procedimento de realizagdo do teste de microtragao.
Seguindo a logica das linhas de orientacdo da norma ISO/TS 11405:2015, foram
selecionados molares humanos higidos extraidos ha ndo mais de 6 meses, dado que apds
esse periodo verificam-se alteragdes degenerativas nas proteinas dentdrias. Por esse
facto, o ideal seria a avaliacdo imediata da resisténcia adesiva apds extra¢do, mas que
face a diversos outros fatores como a dificuldade de obtencao de amostras e gestdo de
tempos de teste de microtragdo se torna inviavel. Assim, os dentes foram armazenados
em agua destilada a 4°C apos lavagem com agua corrente, remog¢ao dos tecidos aderidos
e desinfe¢do em cloramina tri-hidratada a 0,5% durante um periodo méximo de uma
semana.

A preparacdo da superficie dentaria apds os cortes em microtomo de tecidos duros
(Accutom-50, Struers, Dinamarca) foi realizada sob polimento de lixa SiC de 600 grit
por 60 segundos sob dgua corrente de modo a padronizar homogeneamente a smear
layer em dentina, parametro essencial ao estudo adesivo (Luque-Martinez et al., 2014;
Manfro, Reis, Loguercio, Imparato & Raggio, 2010; Mufioz et al., 2013; Perdigdo et al.,
2013; Stanislawczuk et al., 2014; Stanislawczuk, Reis & Loguercio, 2011; Yoshihara et
al., 2010).

Quanto ao protocolo adesivo e restaurador, na estratégia etch-and-rinse aplicou-se o
condicionamento acido da dentina com 4cido fosférico a 35% por 15 segundos, havendo
outros trabalhos de investigacdo que suportam que este passo pode inclusive diminuir a
atividade colagenolitica em 65% em comparagdo com dentina ndo desmineralizada
(Pashley et al., 2011). No sentido contrario Hanabusa et al. (2012) referem que embora
a resisténcia adesiva ndo seja reduzida, a interface torna-se mais vulneravel a

biodegradagao.

A concentracdo de CHX utilizada, caso tenha o seu uso visando a preservagdao da
camada hibrida e o aumento da estabilidade a médio/longo prazo, devera ser igual ou
superior a 0,1%, sendo utilizada na area da investigacdo usualmente a 0,2 e 2%

(Miranda ef al., 2014; Montagner et al., 2014).
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Chang & Shin (2010) sugerem que o procedimento mais recomendado na pratica clinica
passa pela aplicagdo de clorhexidina a 2% posteriormente ao condicionamento acido e
previamente a aplicagdo do adesivo.

Nos grupos de estudo com aplicagdo de CHX a 2% utilizou-se o protocolo seguido por
diversos autores, fazendo a sua aplicagcdo ativamente durante 60 segundos depois do
condicionamento acido do substrato e previamente ao adesivo (Bueno, Basting, Turssi,
Franca, & Amaral, 2015; Carrilho et al., 2007; Komori et al., 2009; Ricci, Sanabe, de
Souza Costa, Pashley, & Hebling, 2010; Sartori, Stolf, Silva, Lopes, & Carrilho, 2013;
Stanislawczuk et al., 2009).

A aplicacdo foi realizada sem lavagem posterior com agua, dado que Stanislawczuk et
al. (2011) reportaram que este passo pode reduzir a eficicia da clorhexidina enquanto
inibidor de MMPs.

Apbs o procedimento restaurador e de termociclagem nos grupos correspondentes,
optou-se pela utilizagdo de saliva artificial como meio de armazenamento das amostras
em estufa de incubagdo a 37°C por 24h. Embora o meio mais utilizado seja a dgua
destilada, a saliva artificial simula de melhor forma o meio verificado quimicamente nas
condicdes intraorais (E1 Mallakh & Sarkar, 1990). A composicdo utilizada baseia-se na
descri¢do feita por Fusayama, Katayori € Nomoto (1963). Deste modo utilizou-se o
meio de armazenamento sugerido e utilizado em estudos adesivos por variados outros
autores (Breschi et al., 2009, 2010; Carrilho et al., 2007, 2009; Komori et al., 2009;
Manfro et al., 2010; Marchesi et al., 2014; Mazzoni ef al., 2011; Pashley ef al., 2004).

Para as amostras correspondentes aos grupos sujeitos a envelhecimento indireto por
termociclagem, seguiu-se o protocolo de Chang & Shin (2010) e Chen et al. (2015),
definindo-se 10.000 ciclos em banhos de 30 segundos de 5-55°C como representagao
simulada de um ano em cavidade oral (Daneshkazemi et al., 2013; Gale & Darvell,
1999).

O envelhecimento por termociclagem permite um incremento da velocidade dos
processos de hidrolise das fibras de colagénio desprotegidas, motivados pelas elevadas
temperaturas e pela remo¢do dos mondmeros ndo devidamente polimerizados. O
elevado réacio de expansdo térmica dos materiais restauradores quando comparados com
os substratos dentarios, bem como a constante repeticio de ciclos de
expansao/contracdo dos mesmos, proporciona a formagdo de forgas de stress

semelhantes as condicoes in vivo e conduz a formacao de falhas na interface entre a
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restauragdo e o dente. Alteragdes no tamanho destas falhas podem resultar no
movimento de fluidos e criar zonas de nanoinfiltragdo nas margens mais vulneraveis da

area adesiva (Amaral et al., 2007; Daneshkazemi et al., 2013).

Apo6s os métodos de armazenamento e envelhecimento mediante os grupos testados, as
amostras foram seccionadas em forma de “palitos” e sujeitas a teste de resisténcia
adesiva através de teste de microtracdo em maquina de testes universal (Shimadzu AG-
50kNI SD MS, Shimadzu Corporation, Kyoto; Japan) a uma velocidade de 0,5 mm/min
(Dalli et al., 2010; De Castro et al., 2003; Felizardo ef al., 2011; Luque-Martinez et al.,
2014; Mufioz et al., 2013; Perdigdo et al., 2013; Stanislawczuk et al., 2011).

Outros autores optaram por utilizar o teste a uma velocidade de 1,0mm/min (Almahdy
et al., 2012; Asaka et al., 2007; Chen et al., 2015; Hanabusa et al., 2012; Marchesi et
al., 2014) . Todavia Reis, Bauer & Loguercio (2001) concluiram que ndo se verificavam
diferengas nos valores de ades@o a dentina quando se aplicavam diferentes velocidades
no teste de microtracao.

Apesar de ser um teste com as suas limitagdes e multiplas varidveis associadas ao
procedimento de preparagdo de amostras e no teste propriamente dito, considera-se
atualmente este teste como a melhor opcdo na avaliacdo da forca adesiva. Diversas
vantagens estdo associadas aos testes de microtracdo, seja pelo melhor aproveitamento
das amostras dentarias pelo facto de um dente originar multiplas micro-amostras sob a
forma de “palitos”, seja por proporcionar igualmente um controlo mais eficaz da regido
a ser testada ou uma melhor distribuicdo do stress das cargas aplicadas na interface,
sendo que a menor area de superficie facilita a observacdo microscopica e identificacao
do tipo de falha adesiva (Armstrong et al., 2010; Sirisha et al., 2014b).

Contudo, como dito anteriormente tem as suas limitagdes e desvantagens, sendo disso
representativa a dificuldade de obtengdo de amostras geometricamente consistentes, a
potencial desidratacdo e fratura destas, bem como as exigéncias técnicas associadas a
sensibilidade do manuseio e as variadas varidveis implicitas nas amostras como as
propriedades individuais de cada substrato e a sua preparacdo, o que deste modo pode
acabar por influenciar e contribuir para variagdes nos resultados obtidos (Armstrong et

al., 2010; Scherrer, Cesar & Swain, 2010; Sirisha et al., 2014b).
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Quanto aos resultados obtidos neste estudo, e comecando pelos controlos que
correspondem, ndo s6 mas também, ao objetivo de avaliagdo in vitro da resisténcia

adesiva de um novo sistema adesivo universal, neste caso do adesivo All-bond
Universal® (Bisco Inc., Schaumburg, IL, USA) podemos rejeitar a primeira hipdtese

nula: Nao ha diferencgas nos valores de resisténcia adesiva a dentina do sistema adesivo

universal independentemente da estratégia utilizada.

No estudo de Mufioz ef al. (2013), constatou-se que os resultados entre ambas as
estratégias de aplicagdo do adesivo All-bond Universal, apresentam discrepancias
claramente significativas com prejuizo nos resultados apresentados no grupo self-etch.
Sob as mesmas condi¢des utilizadas no presente estudo e considerando os grupos
testados a 24h (ABU-ER1 e ABU-SEI), o adesivo na vertente self-etch apresentou uma
performance de resultados de for¢a adesiva consideravelmente mais baixos.

Algumas sugestdes podem ser explicar tais resultados, segundo Perdigdo (2007) os
adesivos self-etch all-in-one apresentam pior desempenho quando comparados com o
mesmo protocolo em dois passos, pelo facto de apresentarem mondémeros acidicos com
um cardcter mais hidrofilico e pela elevada concentragdo de dgua requerida para a
ioniza¢do dos mesmos. Outro fator a ter em considerag¢do pode passar pela smear layer
incorporada na camada hibrida, dado que constitui uma barreira fisica a adesdo,
tornando o processo adesivo mais complexo no sentido de que a difusdo dos
monomeros adesivos e formacdo da camada hibrida ¢ igualmente mais dificil de obter
(Mufoz et al., 2013).

Por norma, os adesivos simplificados na vertente self-etch, formam uma fina camada
adesiva, que se torna mais susceptivel a inibi¢do de polimerizacdo por moléculas de
oxigénio (Nunes, Ceballos, Osorio & Toledano, 2005). As caracteristicas do adesivo
utilizado classificado como ultra-suave (pH>2.5), resultam numa desmineraliza¢do
parcial da dentina, o que significa segundo Chen et al. (2015) a forma¢do de uma fina
camada hibrida de 0.2um de espessura.

Wagner et al. (2014) testando diversos adesivos universais em ambas as vertentes,
concluiram que os valores adesivos observados eram semelhantes independentemente
da estratégia, tendo até o protocolo self-etch apresentado os resultados mais elevados
apds armazenamento de 24h no adesivo utilizado no presente estudo quando comparado

com os restantes sistemas adesivos testados e inclusive melhor performance no imediato
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que a aplicagdo pela técnica etch-and-rinse. Ao mesmo tempo, alguns aspetos
associados ao protocolo podem explicar tais conclusdes. O numero de ciclos de
termociclagem do estudo de Wagner ef al. foi inferior ao aplicado neste estudo, 5000 e
10.000 respectivamente. O modo de armazenamento foi igualmente diferente, tendo
sido realizado em d4gua destilada, o que pode ter contribuido para as diferencas

encontradas.

Pese o facto de apresentarem maior vulnerabilidade a degradacdo, varios autores
confirmam os superiores resultados em termos de forgas adesivas obtidos pelo adesivo
testado no presente estudo na estratégia efch-and-rinse em comparacdo com a
abordagem self-etch, o que vai de encontro aos resultados obtidos (Luque-Martinez et
al., 2014; Mufioz et al., 2013; Rosa, Piva & Silva, 2015).

Como acima referido a smear layer constitui uma barreira fisica, o que dificulta a
formag¢do da camada hibrida na dentina. No protocolo etch-and-rinse, ¢ realizado o
condicionamento 4cido prévio, sendo removida a smear layer e desmineralizada a
camada superficial de dentina, o que aumenta a impregna¢ao dos mondémeros adesivos e
a qualidade da camada hibrida estabelecida sem comprometer a susceptibilidade a

nanoinfiltragdo (Mufoz et al., 2013).

Um estudo de Mazzoni et al. (2013) demonstra a evidéncia direta do aumento de
atividade da MMP-2 e MMP-9 apos aplicacdo do adesivo, independentemente do seu
uso por etch-and-rinse ou self-etch. No entanto, referem que ocorre um nivel mais alto
desta atividade nos sistemas adesivos etch-and-rinse, estando correlacionada com a
mais rapida degradacdo da camada hibrida. O condicionamento &cido prévio da dentina
pode estar igualmente relacionado com este fendémeno, pelo facto de expor maior matriz
deste substrato quando comparado com o protocolo por self-etch.

Tendo em conta esta evidéncia e analisando os resultados dos grupos apds
termociclagem, os resultados no teste de microtracdo obtidos no grupo ABU-ER2
demonstraram uma clara degradagdo face ao grupo controlo (ABU-ER1). Algo que ¢
concluido igualmente por Donmez et al. (2015) utilizando o mesmo adesivo e com

menor niamero de ciclos (1000).

Seria hipoteticamente de esperar que no grupo ABU-SE2 também ocorressem

alteracdes prejudiciais nos valores de resisténcia adesiva pela consequente degradacao
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hidrolitica, seja pelas diferencas de temperaturas verificadas no processo de
envelhecimento que aceleram os processos de hidrolise na camada hibrida ou pela
insuficiente impregnagdo da rede de fibras de colagénio pelos mondmeros resinosos.
Todavia, o adesivo aplicado como self-etch ndo apresentou diferencas significativas,
apresentando maior estabilidade quando comparado com os grupos testados pela técnica
etch-and-rinse. Marchesi et al. (2014) reportaram esse mesmo facto apdés 1 ano de
armazenamento em saliva artificial. Também Hanabusa et al. (2012) referem a maior
estabilidade dos adesivos universais na vertente self-etch a dentina ao longo do tempo,
indo igualmente de acordo com o presente estudo.

De salientar igualmente a comparacdo com o estudo de Chen et al. (2015) onde nao
encontraram diferengas significativas nos resultados de forga adesiva, antes e apds
termociclagem nos grupos testados sob a estratégia self-efch com o mesmo adesivo
utilizado. Estes resultados podem hipoteticamente ser explicados pela presenca de dgua
nos tubulos dentinarios, na qual os mondmeros adesivos incompletamente
polimerizados, a0 manterem a sua acidez continuam a condicionar a dentina (Carvalho
et al., 2005; Wang & Spencer, 2005) .

Todavia, Luque-Martinez et al. (2014) referem que a presenga residual de agua ou
solvente pode comprometer a performance adesiva dos sistemas universais, com
principal foco na estratégia self-etch, onde um aumento no tempo de evaporagdo do
solvente de 10 para 25 segundos se traduziu numa clara melhoria.

Munck, Nagakane & Suzuki (2005) e Wagner et al. (2014) estabeleceram também a
presenca da molécula 10-MDP como fator de relevo. A sua capacidade de interagdo
quimica com a hidroxiapatite e as suas propriedades hidrofobicas podem ser
importantes na prevengdo da degradacdo hidrolitica da camada hibrida apds
termociclagem in vitro e ao longo do tempo in vivo (Donmez et al., 2015; Proenca et

al., 2007; Van Meerbeek et al., 2011; Yoshihara et al., 2010).

Quanto ao tipo de fraturas obtidas no teste de microtracdo verifica-se que foram
predominante do tipo adesivo em todos os grupos testados, tal como nos estudos de
Ricci et al. (2010) e Stanislawczuk et al. (2011), todavia estes estudos foram realizados
sob diferentes varidveis, seja o adesivo ou periodo e meio de armazenamento utilizado.
No estudo de Perdigdo et al. (2013) os resultados sdo semelhantes no imediato, ndo
podendo ser extrapolados no longo prazo, dado que englobou apenas testes efetuados a

24h e sem aplicagao de CHX.

68



Discussdo

O segundo e principal objetivo a que o estudo se propos foi estabelecer uma relagao
entre o processo de adesdo e a influéncia da aplicagcdo de clorhexidina no protocolo.
Desse modo, os resultados desta investigacdo comprovaram de facto as vantagens da
introdugdo de digluconato de clorhexidina a 2% no protocolo adesivo a dentina.
Independentemente da estratégia ou adesivo aplicado, ocorrem fenomenos hidroliticos
ao nivel da interface adesiva (Perdigdo ef al., 2013).

A acidez resultante do processo adesivo, ativa pro-formas anteriormente inativas em
formas ativas de MMPs, seja em dentina mineralizada ou desmineralizada.
Acontecimento esse que pode ser explicado pela presenga da molécula 10-MDP e/ou
pela etapa de aplicacdo de acido fosforico na vertente etch-and-rinse (Marchesi et al.,
2014; Mazzoni et al., 2013; Perdigado et al., 2013).

Hashimoto, Fujita, Nagano & Ohno (2010) concluiram que num periodo de tempo de
100 dias ou 6 meses de envelhecimento, ocorre um decréscimo de forcas adesivas.
Segundo Manso, Bedran-Russo, Suh, Pashley & Carvalho (2009) pode estar
relacionado com o processo de degradacdo hidrolitica da matriz de colagénio verificado
na camada hibrida, o que comprova a afirmac¢do de Tjdderhane et al. (2013), dizendo
que a preservacdo da integridade desta ¢ essencial a durabilidade e estabilidade da
adesdo a dentina.

Pashley et al. (2004) propos o uso da aplicagdo de CHX na dentina desmineralizada
previamente ao adesivo etch-and-rinse, visando a prevencdo da degradacdo das fibras
de colagénio na camada hibrida.

Segundo Montagner et al. (2014), a aplicagdo de CHX a 2% ndo afeta negativamente os
valores de adesdao no imediato, e ambas as concentragdes de 2% e 0.2% verificaram um
aumento destes valores apds envelhecimento quando comparados com os grupos
controlo, independentemente da estratégia utilizada. Pelo contrario, Campos et al.
(2009) refere que apenas a uma concentracdo de 2% se verificam estes achados, ndo

havendo melhorias quando associado ao adesivo self-etch.

Os valores obtidos nos grupos de aplicagdo de clorhexidina vao portanto de encontro a
estes resultados. A sua aplicagdo ndo comprometeu os valores de forca adesiva no
imediato e contribuiu para a preservacdo destes valores apds envelhecimento, com
principal foco no grupo ABU-ER4 onde se verificaram diferengas significativas por
comparagdo com o grupo controlo. Analisando os resultados deste mesmo grupo,

podemos concluir que a aplicacdo de clorhexidina foi de facto benéfica, retardando o
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envelhecimento da camada hibrida quando comparado com o grupo controlo ABU-ER2,
indo de encontro ao estudo de Tjidderhane et al. (2013) que refere que sob o protocolo
etch-and-rinse em adesivos simplificados como o All-bond Universal, a diminui¢do da
resisténcia adesiva nos controlos a 1 a 2 anos ¢ de aproximadamente 50%, enquanto que
nos grupos tratados com CHX a diminui¢do foi de apenas 20-25%.

Os resultados destas evidéncias s3o igualmente corroborados nos estudos de
Stanislawczuk et al. (2009) e Stanislawczuk et al. (2011) a seis meses e dois anos de
armazenamento em agua destilada respetivamente. Quando aplicada clorhexidina a 2%
em dentina condicionada, ndo se verificaram diferencas significativas na degradacao
apds envelhecimento. Pelo contrario, foi observada uma acentuada diminuicdo dos
valores, quando apenas foi feita a lavagem com dgua nos controlos.

O oposto também se sucede, na investigacdo in vivo conduzida por Sartori ef al. (2013)
apds um follow-up de 36 meses, concluiram que a adi¢do desta etapa no protocolo nao
se traduz numa melhoria de durabilidade adesiva. Contudo certos critérios deste estudo
tornam complicada uma andlise comparativa. Ao contrario dos testes acima referidos, a
avalia¢do nao foi realizada por forca adesiva em microtragdo, mas sim segundo critérios
estatisticos mais ambiguos como reten¢do, descoloragcdo, integridade marginal,
sensibilidade pds-operatéria e incidéncia de caries secundarias, o que tornam a

comparagdo menos viavel.

Embora ocorra degradacgao hidrolitica em ambas as estratégias segundo Perdigdo et al.
(2013), a degradacdo hidrolitica por enzimas endogenas parece afetar apenas os
sistemas adesivos etch-and-rinse (De Munck et al., 2009).

Este facto ajuda a corroborar os resultados obtidos neste estudo. Nos grupos testados
sob a abordagem self-etch verificaram-se melhorias mas ndo estatisticamente
significativas aquando da aplicagdo de clorhexidina apo6s envelhecimento em
comparagdo com o grupo controlo, o que vai de encontro aos estudos de Bueno et al.
(2015), Aratjo et al. (2014) e Deng et al. (2013), embora se verifiquem diferentes
varidveis associadas nestes dois ultimos. No grupo de teste de 24h com CHX 2%
(ABU-SE3) ocorreu um diminui¢do, mas ndo significativa, tal como nos estudo de Jang,
Hur, Kim, Kwon & Park (2010) e Bueno et al. (2015) demonstrando que a sua
aplicacdo ndo afeta negativamente as forcas adesivas imediatas igualmente nesta

estratégia.
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PERSPETIVAS FUTURAS

Pelo facto de a ciéncia de investigacdo ser uma area em constantes evolucdes e

atualizagdes, em estudos futuros podera ser importante:

o Testar sob as mesmas condi¢des a aplicacdo de outros SA universais;

o Investigar potenciais novos inibidores de MMPs;

o Estudar o comportamento das MMPs nos grupos experimentais;

o Tornar mais clara a compreensdo dos mecanismos de ativacdo das MMPs e o
processo de inibi¢do das mesmas;

o Verificar num maior periodo de tempo o efeito da CHX enquanto inibidor de
MMPs e o seu papel na preservagao da camada hibrida;

o Testar outras concentragdes de CHX e verificar os seus efeitos na forca
adesiva no imediato e longo termo;

o Introduzir novas estratégias de aplicagdo de CHX, fazendo parte da
composi¢do de sistemas adesivos ou do 4cido utilizado no condicionamento
do substrato;

o Introduzir novos métodos de aplicagdo do protocolo de SA que removam ou
diminuam a quantidade de agua residual na camada hibrida, como o ethanol
wet-bonding, pelo facto da presenca de dgua ser o principal catalisador dos
processo de hidrolise da rede de colagénio presente na camada hibrida;

o Incorporar na pratica clinica a aplicagdo de CHX como parte integrante do

protocolo de SA.
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VI. CONCLUSAO

Tendo por base os resultados obtidos nesta investigagdo e considerando todas as
limitacdes existentes, podemos rejeitar a primeira hipotese nula: Nao ha diferengas nos
valores de resisténcia adesiva a dentina do sistema adesivo universal
independentemente da estratégia utilizada; e aceitar a segunda hipotese alternativa: A
aplicac¢do de clorhexidina como parte do protocolo de um sistema adesivo universal ou
multi-modo influencia a resisténcia adesiva a dentina in vitro.

Podemos assim concluir que:

o O sistema adesivo utilizado apresentou resultados de forca adesiva (WTBS)
mais elevados no imediato na vertente etch-and-rinse em comparacao com a
vertente self-etch;

o Os grupos controlo testados sob a técnica self-efch ndo apresentaram
diferengas estatisticamente significativas entre os mesmos, indicando que
apresentam maior estabilidade em termos da preservagdo da camada hibrida;

o O grupo controlo ABU-ER2 apresentou uma diminui¢do significativa dos
valores de forca adesiva apods termociclagem, indicando que ocorre uma
degradacdo acentuada da camada hibrida no longo termo quando o protocolo
etch-and-rinse € o utilizado;

o O Grupo ABU-ER4 apresentou uma estabilidade significativa dos valores de
forca adesiva quando comparado com o grupo controlo (ABU-ER2),
indicando que de facto a aplicagdo de CHX 2% ajuda a preservar e a retardar o
envelhecimento da camada hibrida na vertente etch-and-rinse;

o A aplicagdo de CHX 2% ndo influenciou os resultados de forga adesiva na
vertente self-etch apds envelhecimento;

o A aplicagio de CHX 2% em ambas as vertentes ndo influenciou

negativamente as forcas adesivas no imediato.

Além das vantagens ja associadas a aplicacdo de CHX como inibidor de MMPs na
dentina, os resultados desta investigacdo comprovaram de facto os beneficios da
introdu¢do de digluconato de clorhexidina a 2% aplicada a dentina, ndo influenciando
negativamente os valores adesivos no imediato e contribuindo significativamente para a

preservacao da integridade da camada hibrida na estratégia etch-and-rinse.
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RELEVANCIA CLINICA

Tendo em consideragdo a atual evidéncia cientifica da utilizagado de CHX como inibidor
de MMPs e consequente prevencao da diminui¢do das forcas de adesdo pelo retardar do
envelhecimento da camada hibrida a dois anos, podemos afirmar que ¢ clinicamente
benéfica a incorporagdo da CHX no protocolo adesivo.

Deste modo, a introdu¢do de digluconato de clorhexidina a 2% no protocolo adesivo a
dentina podera ser um excelente método de aumento da estabilidade a longo termo da
camada hibrida face ao potencial de degradacdo da interface adesiva por

metaloproteinases endogenas.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1 : Aprovacio da Comissio de Etica do ISCSEM

Ex.mo Senhor

Ricardo Jorge Lopes Gois

Monte de Caparica, 29 de janeiro de 2015

Ex.mo Senhor,

Venho comunicar-lhe que o Pedido de Parecer que submeteu a apreciacdo da Comisséo de
Etica da Egas Moniz, com o tema denominado “Efeito da variagdo do protocolo de um

sistema adesivo — Influénica da Clorohexidina”, foi aprovado por unanimidade.

Com os melhores cumprimentos,

A Presidente da"Comissao de Etica da Egas Moniz

Prof2. Dout aria Fernanda de Mesquita

c.c. — Prof. Doutor Pedro Melo Moura

EGAS MONIZ — COOPERATIVA DE ENSINO SUPERIOR, CRL
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Anexo 2 : Analise Estatistica
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Multiple Comparisons
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(O presente trabalho encontra-se ao abrigo do atual acordo ortografico)



