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Acdo da clorexidina na resisténcia de unido e na atividade antibacteriana de

diferentes sistemas adesivos: estudo in vitro.

RESUMO

A clorexidina nos ultimos anos tem sido utilizada na Odontologia para melhoria da camada
hibrida e consequentemente maior durabilidade das restauragdes estéticas diretas. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro o efeito da clorexidina (CHX) nas interfaces
adesivas, por meio do teste de microcisalhamento e da atividade antibacteriana da CHX
incorporada a diferentes sistemas adesivos, apds 24 horas e 30 dias de imersao em solucdo de
agua destilada. Foram selecionadas 150 coroas de incisivos bovinos divididas em trés grupos:
G1: sistema adesivo Single Bond Plus; G2: sistema adesivo Clearfil SE Bond; G3: sistema
adesivo AdheSE Primer e Bond. Todos os grupos foram subdivididos de acordo com a
concentragdo de CHX (n=5): sem CHX, com CHX previamente ao adesivo e incorporado
com CHX a 0,5%, 1,0% e 2,0%. O teste de microcisalhamento foi realizado com metade dos
corpos de prova (CP) apos 24 horas e com a outra metade apds 30 dias. Posteriormente
também foram avaliados os modos de fratura. Testes antibacterianos de difusdo em agar com
Streptococcus mutans foram realizados aos grupos com CHX. A variavel Resisténcia de
Unido foi avaliada por meio da Analise da Variancia fatorial para medidas repetidas. Ja a
variavel tamanho do halo bacteriano foi submetida ao teste ndo paramétrico de Kruskall —
Wallis, ambos com nivel de significancia de 5%. A varidvel qualitativa de padrao de fraturas
foi avaliada por meio de analise estatistica descritiva. Assim pode-se concluir que as
concentracdoes de CHX com 0,5 e 1%, valor de p > 0,05, contribuiram para o aumento dos
valores de resisténcia de unido e o sistema adesivo Clearfil SE Bond teve as maiores médias
no teste de microcisalhamento. O sistema adesivo AdheSE Bond apresentou os melhores

resultados no teste antibacteriano com S.mutans.

Palavras-chave: Clorexidina, adesivo dentindrio, resisténcia de unido, Streptococcus mutans.



Action of chlorhexidine on the bond strength and on antibacterial activity of

different adhesive systems: in vitro study.

ABSTRACT

Chlorhexidine in recent years has been used in dentistry for the improvement of the hybrid
layer and consequently greater durability of direct aesthetic restorations. Thus, the objective
of this work can be applied in vitro or the effect of chlorhexidine (CHX) on the adhesive
interfaces, through the microshear bond strength test and the antibacterial activity of CHX
incorporated to different adhesive systems, after 24 hours and 30 days of immersion in
solution distilled water. We selected 150 crowns of bovine incisors divided into three groups:
G1: Single Bond Plus adhesive system; G2: Clearfil SE Bond adhesive system; G3: adhesive
system AdheSE Primer and Bond. All groups were subdivided according to the incorporation
of CHX (n = 5): no CHX, with CHX prior to incorporated with 0.5%, 1.0% and 2.0% CHX.
The micro-shear test was performed with half the CP after 24 hours and with another medium
for 30 days. Later, the fracture modes were also found. Antibacterial diffusion tests on agar
with Streptococcus mutans were performed with the same groups and subgroups. The Bond
Strength variable was evaluated between the groups and solutions by means of the Factor
Variance Analysis for repeated measurements. However, the variable size of the bacterial halo
was submitted to Kruskall - Wallis non - parametric test, both with a significance level of
95%. The qualitative variability of fractures was evaluated through descriptive statistical
analysis. The concentrations of CHX with 0.5 and 1% contributed to the increase of bond
strength values and the Clearfil SE Bond system had the highest mean values in the
microshear bond strength test. The AdheSE Bond adhesive system presents the best results

without antibacterial testing with S.mutans.

Keywords: Chlorhexidine, dentin adhesive, bond strength, Streptococcus mutans.
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Introducio

Atualmente os sistemas adesivos podem ser classificados em convencionais e
autocondicionantes. Sistemas adesivos convencionais sdo aqueles que necessitam do
condicionamento com acido fosférico em etapa separada e podem ser encontrados no
mercado como sistemas de trés passos (condicionamento acido, primer e adesivo com
componentes resinosos hidrofilicos ou hidrofébicos) e dois passos (primer e adesivo sdo
apresentados em um frasco). J& os sistemas adesivos autocondicionantes, ndo necessitam de
condicionamento acido prévio e podem ser encontrados como sistemas de dois passos (primer
autocondicionante e adesivo), e os adesivos all-in-one, combinando os trés pontos principais
em um frasco (Salz, U., et al., 2005; Langer & lllie., 2013; Tay, FR.., et al., 2002).

A técnica de condicionamento acido total utilizado pelos sistemas adesivos
convencionais promove reten¢gdes micromecanicas entre o colageno dentinario, 0 mondomero
adesivo e a resina composta, formando uma camada hibrida ou zona de interdifusdo
dentina/resina. Apesar de apresentarem efetividade na adesdo, estes adesivos causam
discrepancia entre a profundidade de desmineralizagdo realizada pelo 4cido e a difusdo do
mondmero. A dentina desmineralizada e nao infiltrada pelo adesivo pode ativar a acdo das
enzimas metaloproteinases (MMPs) responsaveis pela degrada¢do em longo prazo da camada
hibrida (Breschi, L., ef al., 2010; Araujo, MS., et al., 2015; Hajizadeh, H., et al., 2013).

Ja os adesivos autocondicionantes utilizam monOmeros com grupos funcionais
carboxilicos ou fosfatos que em contato com a agua sao ionizados, tornam-se acidos,
atravessam a smear layer, que ¢ composta de pequenas particulas de matriz coldgena
mineralizada, bem como particulas dentinarias inorganicas, saliva, sangue € numerosos
microorganismos, € simultaneamente desmineralizam e se difundem na dentina, eliminando a
etapa do condicionamento acido (Breschi, L., ef al., 2008., Locatelli, PB., 2004). Assim, toda
a extensdo de dentina desmineralizada ¢ infiltrada por mondmeros resinosos diminuindo a
acao das MMPs (Strobel S., Hellwig E., 2015).

Foram propostas diferentes abordagens para melhorar a resisténcia de unido e
infiltracdo dos mondmeros na dentina desmineralizada a fim de reduzir a taxa de absor¢ao de
dgua e a degradacdo das fibras coldgenas expostas (Breschi, L., et al., 2008). Dentre as
abordagens, a mais frequente citada na literatura ¢ a utilizacdo dos inibidores das MMPs
sendo o representante mais documentado a clorexidina (CHX). A clorexidina (CHX) ¢ um
anti-séptico bucal amplamente utilizado, com uma baixa toxicidade e um largo espectro de

atividade antibacteriana (Hajizadeh, H., et al., 2013). Possui uma molécula anfifilica que se
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liga a varias proteinas por um mecanismo de quelagdo catidnico e pode inibir a atividade
catalitica de MMPs por ligagdo com Zn** ou Ca™. A utilizagdo de CHX no protocolo de unio
ap6s a desmineralizagdo com acido fosforico, para estabilizar a interface de unido e evitar a
degradacao da resisténcia de ligagdao ao longo do tempo foi previamente demonstrada (Ricci,
HA., et al., 2010). Embora uma relacdo entre a atividade colagenolitica da dentina e o papel
das MMPs na degradag@o da camada hibrida foram previamente relatadas, o mecanismo exato
de como a CHX inibe MMPs ainda requer elucidagdo adicional. O uso da CHX na
composi¢ao dos sistemas adesivos pode auxiliar na inibicdo das MMPs e proporcionar um
efeito bactericida efetivo podendo ser uma alternativa para suprimir a contaminagao residual
apods a remocao da cérie e aumentar a longevidade do dente restaurado (Montagner, AF..ef al.,
2014). Além disso, esses adesivos poderiam evitar a colonizagdo de bactérias nas lacunas
formadas pela contracdo de polimerizagdo das resinas compostas ¢ degrada¢ao da interface
adesiva. Contudo, os efeitos da adi¢do de clorexidina em agentes de unido ainda permanecem
desconhecidos (André, CB., et al., 2015).

Para simular o tempo e as condigdes a que as restauragdes serdo expostas na boca, o
meio de armazenamento pode ser de grande valor na avaliagdo da degradacao do tecido
organico (da Silva, EM., et al., 2015). Em geral, agua destilada e a saliva sdo os meios mais
utilizados para armazenamento em testes in vitro para avaliar a degradagdo da forca de
ligagdo ao longo do tempo (Montagner, AF., et al., 2015). Pois a umidade tem sido
considerada o principal fator limitante para a longevidade das restauragdes diretas
(Frankenberger R., et al.,2004). Assim, o objetivo deste trabalho serd avaliar in vitro o efeito

da CHX na resisténcia de unido e atividade antibacteriana de diferentes sistemas adesivos.
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Metodologia

Delineamento amostral

De acordo com o estudo piloto foi realizado um célculo amostral, utilizando um

delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial, ¢ assumindo a familia F de
distribuicdo de dados, foi definido um n igual a 150 (igualitariamente distribuidos entre os
grupos e subgrupos), com tamanho de efeito igual a 0,40, erro tipo I igual a 0,05 e um poder
de andlise equivalente a 0,95.

De acordo com a distribuicdo dos grupos, apds a realizagdo do calculo amostral foi
determinando um n=5. Os materiais selecionados para a pesquisa, bem como as indicagdes de
uso estdo no Quadro 1. No momento do procedimento adesivo os dentes foram divididos nos
seguintes grupos (Diagrama 1): G1: sistema adesivo Single Bond Plus (3M- ESPE, Sumar¢,
SP, Brasil); G2: sistema adesivo Clearfil SE Bond (Kuraray, Osaka, Japan); G3: sistema
adesivo AdheSE Primer e Bond (IvoclarVivadent, Barueri, SP, Brasil); todos os grupos
foram subdividos da seguinte forma: 1-sem aplicacdo prévia de CHX; 2-com a aplicagdo
prévia de CHX 2% seguida por leves jatos de ar por 10’s; 3- incorpora¢do da CHX a 0,5%,
1%, e 2%.

Diagrama 1 — Distribuicao dos grupos (n=10)

Gl

VAR

SCX | CHX0,5% | CHX 1% | CHX2% | CPA
| I I I

by 4 b b4 by

CE || SE || CE || SE || CE || SE || CE || SE || CE || SE

G3

L L N

[scx | crxo,5% | cHxax |cHx2% [cea

by d b4 b by

CE || SE || CE || SE || CE || SE || CE || SE [| CE || SE

G2

AW

[scx | cuxos% | cnxan [cux2% [ca

gy 4 4 b4 by

CE || SE || CE || SE || CE || SE || CE || SE || CE || SE

Legenda:

G1: Single Bond Plus Convencional;
G2: Clearfil SE Bond;

G3: AdheSE Primer e Bond;
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SCX: Sem clorexidina;
CPA: Clorexidina 2% previamente ao adesivo;
CHX 0,5%, 1% e 2%: Incorporacao de Clorexidina a 0,5%, 1% e 2%;

CE e SE: Com e Sem envelhecimento em solu¢do de dgua destilada.

Preparo dos materiais

Foram adicionadas diferentes quantidades de digluconato de clorexidina 20%
(Manipulada — Farmécia Santa Terezinha — Laranjeiras do Sul, Parand, Brasil) diretamente
aos adesivos para o preparo de misturas com concentragdes a 0,5%, 1% e 2%. Estas
concentragcdes foram obtidas utilizando pipetas de alta precisdo (Micropipeta Monocanal
Volume variavel - Eco Pipette - Capp - Odense S., Dinamarca) em ambiente controlado
(Laboratorio de Imunologia e Virologia — Unioeste — Cascavel, PR, Brasil). A concentracdo
de 0,5% foi atingida combinando 25 pL de digluconato de clorexidina em 975 pL de primer
ou adesivo de acordo a divisdo dos grupos (Diagrama 1). Para a concentragcdo de 1%, foram
utilizados 50 pL de digluconato de clorexidina em 950 puL de primer ou adesivo, € para a
concentragdo de 2% foram utilizados 100 uL. em 900 puL de primer ou adesivo de acordo com
a divisdo dos grupos.

A armazenagem das solugdes geradas foi feita em eppendorfs (Eppendorf Tubes®
3810X — Eppendorf do Brasil — Sao Paulo, SP, Brasil) devidamente lacrados e protegidos da
luz, conservados sob-refrigeracdo em geladeira convencional a 7°C at¢é o momento da

utilizagdo (Busanello, L., 2014).

Preparo dos corpos-de-prova

Foram selecionados 150 dentes incisivos bovinos de acordo com o calculo amostral,
recém-extraidos e livres de tecido periodontal de sustentacdo, armazenados em solucdo de
timol 1%, sob refrigeragdao a 7°C. Os dentes foram seccionados, com alta rotacdo sob-
refrigeragdo abundante, utilizando ponta diamantada n® 4138 (KG Sorensen — Cotia, SP,
Brasil), para separar a coroa da raiz. Em seguida, as coroas foram incluidas em tubos de PVC
com resina acrilica, deixando a superficie vestibular livre. Apos, foi realizado o desgaste do
esmalte dental na face vestibular até a completa remog¢ao do esmalte e exposicao da dentina

com a politriz (Arotec — Aropol 2V200 — Cotia, SP, Brasil), usando discos de lixas da maior
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para a menor granulacdo de #600. Em seguida, os elementos foram armazenados em umidade
relativa até o momento de seu uso.

Os cilindros de resina composta foram confeccionados utilizando uma matriz de
Tygon (Tygontubing, TYG-030, Saint-Gobain Performance Plastic, MaimeLakes, FL, USA)
com didmetro interno de 1 mm e 2 mm de altura. A matriz foi posicionada com uma pinga
clinica sobre a superficie do dente e, os corpos-de-prova (CP) foram confeccionados com
resina composta Bulk Fill Flow (Opus Bulk Fill Flow, FGM, Joinville, SC, Brasil) em tinico
incremento fotoativado por 20 segundos com aparelho de luz LED (Bluephase G2,
irradiancia: 1200 mW/cm2, IvoclarVivadent, Barueri, SP, Brasil). Foram confeccionados trés
cilindros de resina composta para cada coroa bovina, para que seja feito um teste em
triplicata, eliminando qualquer viés, posteriormente foi feita a média desses cilindros para
cada dente. Metade dos CP foi armazenada por 24 horas em umidade relativa a 37°C, sendo,
apds este periodo, submetidos ao teste de microcisalhamento. A outra metade dos CP
permaneceu armazenada por 30 dias, em agua destilada a 37 °C, que foi trocada a cada 15
dias e, posteriormente submetidos ao teste de microcisalhamento.

A descrigao dos materiais utilizados estdo dispostos no Quadro 1.

Quadro 1: Descri¢cao dos materiais

Material / | Fabricante | Composigdo Instru¢do de uso

Marca

comercial

Acido FGM Acido Fosférico a 37%, | 1-Prepare a regido limpando e
Fosférico - Espessante, Corante e | secando-a.

Condac 37% Agua Deionizada 2-Aplique o acido por 15’s tanto

em esmalte quanto em dentina.
3-Lave com agua em abundancia

por 60’s.
Adesivo- 3M ESPE | Alcool, agua, silica tratada] Convencional 4cido total: Apos
Single Bond com silicio, BisGMA,| realizar o condicionamento com
Plus HEMA, dimetacrilatos,| acido fosforico conforme

etanol, agua, copolimero| indicac¢do do fabricante.
funcional de metacrilato de| 1-Agite por 20°s e aplique o

acidos poliacrilico ¢ adesivo ativamente na dentina
polialcendico. superficial por 20’s.
canforoquinona, 2-Aplique jatos de ar por 5’s.

dimetacrilato, 10% em peso| 3-Fotoative por 10’s.
de nanoparticulas de silical
(5 nanometros).

Adesivo- Kuraray Primer- MDP (mondmero | 1- Limpeza da estrutura dental.
Clearfil SE acido) e 4gua. Bond- | 2- Secar a cavidade e aplicar o

Bond adesivo a base Bis-GMA. | Primer ativamente por 20’s,




utilizar levemente o jato de ar e
nao ha necessidade de
fotopolimerizar.

3- Aplicar Bond e apds um leve
jato de ar.

4- Fotoative por 10’s.

Adesivo- IvoclarViv | AdheSE Primer: | 1-Aplique uma camada de AdheSE

AdheSE adent dimetacrilato, acrilato do | Primer. Inicie pelo esmalte e

Primer e acido fosfonico, | umedega todas as superficies da
iniciadores e | cavidade por 15’s.
estabilizadores em solucdo | 2- Aplique jatos de ar, até que um
aquosa. filme liquido movel ndo seja mais
AdheSE Bond: HEMA, | visivel.

AdheSE Bond dimetacrilato, dioxido de | 3-Aplique AdheSE Bond,
silicio, iniciando pela dentina, cubra todas
iniciadores e | as superficies.
estabilizadores. 4-Com jatos de ar espalhe o

excesso de AdheSE Bond.
5-Fotoative por 10’s.

Resina FGM Monomeros Incremento tnico

Composta — uretanadimetacrilicos,

Opus  Bulk estabilizante,

FillFlow canforoquinona e  co-
inibidor. Cargas
inorganicas de didoxido de
silicio, silanizado,
estabilizantes e pigmentos.

Digluconato |Manipulada | Clorexidina a 20% Incorporada nas concentragdes de

de Farmacia 0,5%, 1,0% e 2,0%, nos frascos de

Clorexidina  |Santa adesivo ou primer, ¢ utilizada

20% Terezinha conforme as instru¢des de uso de

cada fabricante do adesivo em
questao.

Teste de resisténcia de uniio por microcisalhamento e analise de fratura

17

Os cilindros de resina composta foram testados em maquina universal de ensaios

(EMIC - Sao José¢ dos Pinhais, PR, Brasil) com uma célula de carga de 20 kg. O

carregamento de cisalhamento, com fio ortodontico de 0,2 mm, foi aplicado na base dos

cilindros a uma velocidade de 0,5 mm/min, até o rompimento da unido. A resisténcia de unido

ao microcisalhamento foi calculada e expressa em MPa.

Os modos de falha foram avaliados com uma lupa estereoscopica com 40X de

aumento e classificados de acordo com a fratura sofrida em: fratura adesiva (A): falha na
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interface adesivo/dentina; fratura coesiva de adesivo (CA): falha exclusivamente dentro do
adesivo; fratura mista (M): falhas na interface adesivo/dentina/resina, que incluem falhas

coesivas nos substratos vizinhos (Camilotti, V., et al., 2013).

Teste de atividade antibacteriana

Teste de Difusdo em Agar (TDA)

TDA foi realizado em placas de agar sangue, em que 200 pL de S. mutans, recentemente
crescido, foram distribuidos uniformemente nas placas com um swab estéril, entdo dez
orificios circulares de 4 mm de diametro foram perfurados em cada uma das nove placas
sendo uma para cada solucao, com o fim da ponta de uma pipeta Pasteur estéril com 4mm de
diametro. Os dez orificios de cada placa foram imediatamente preenchidos com 50 pL das 9
solucdes adesivas de teste e entdo polimerizados utilizando um aparelho de luz LED
(Bluephase G2, irradiancia: 1200 mW/cm2, IvoclarVivadent, Barueri, SP, Brasil) de acordo
com as instruc¢des do fabricante.

Foram preenchidas as dez perfuracdes apenas com as solugdes que tiveram a incorporagao
de CHX no seu primer ou adesivo, Gl: sistema adesivo Single Bond Plus (3M- ESPE,
Sumaré, SP, Brasil), G2: sistema adesivo Clearfil SE Bond (Kuraray, Osaka, Japan) e G3:
sistema adesivo AdheSE Primer e Bond (IvoclarVivadent, Barueri, SP, Brasil) todos de
acordo com a incorporagao da CHX: a 0,5%, 1% e 2%. As placas de dgar foram incubadas
durante 48 horas a 37 ° C e em seguida inspecionadas para a presenca de um halo de inibigao.
Duas medic¢des perpendiculares do didmetro do halo de inibicdo foram feitas usando uma

régua milimetrada (Penmetsa, RK., ef al., 2014).

Analise Estatistica

Os dados relativos a Resisténcia de Unido, Ocorréncia de Fraturas e Tamanho do halo
bacteriano foram tabulados em planilhas do programa Microsoft Excel® em funcdo dos
grupos G1, G2 e G3, os quais utilizaram solu¢des em diferentes concentragdes (SCX, 0,5%,
1%, 2%, CPA).

As variaveis quantitativas (Resisténcia de unido e Tamanho do halo bacteriano) foram
avaliadas quanto ao padrdo de distribuicao dos dados por meio do teste de Shapiro-Wilk,

assim como foi avaliada a homogeneidade das variancias por meio do teste de Levene. Sendo
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que a varidvel resisténcia de unido foi considerada normal e a varidvel tamanho do halo
bacteriano foi considerada ndo normal.

Dessa forma a variavel Resisténcia de Unido foi avaliada entre os grupos e solucdes
por meio da Andlise da Variancia fatorial para medidas repetidas, seguido do teste de
acompanhamento de Tukey-nHSD. J4 a variavel tamanho do halo bacteriano foi submetida ao
teste ndo paramétrico de Kruskall — Wallis, ambos com nivel de significancia de 95%.

A varidvel qualitativa padrao de fraturas foi avaliada por meio de andlise estatistica
descritiva.

Todos os testes estatisticos foram realizados no programa Bioestat 5.3 (Instituto

Mamiraua, 2007).
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A tabela 1 descreve as médias e desvio padrdo da variavel resisténcia de unido

analisada nos grupos G1, G2 e G3, com uso das solugdes SCX, 0,5%, 1%, 2% e CPA, nos

tempos de 24 horas e 30 dias de envelhecimento. Foi possivel observar que ao realizar a

comparacdo entre as solugdes, SCX, 0,5% e 1% apresentaram valores estatisticamente

maiores que 2% e CPA, para Clearfill. As demais ndo apresentaram diferencas significativas

entre si, com relagdo a variavel tempo e solucao.

Tabela 1 — Média e desvio padrao da variavel Resisténcia de Unido analisada nos grupos G1,

G2 e G3, com uso das solugdes SCX, 0,5%, 1%, 2% e CPA, nos tempos de 24 horas e 30 dias

de experimentagdo (MPa).

24 horas 30 dias
Grupos Solucdes N
Gl SCX 5 9,98(+ 4,09)Aa 7,85(+2,34)Aa
0.5% 5 8,90(+2,68)Aa 6,95(+2,18)Aa
1.0% 5 5,27(+2,36)Aa 7,73(+ 1,21)Aa
2.0% 5 8,81(+ 2,92)Aa 5,96(+ 5,63)Ab
CPA 5 6,79(+ 1,50)Aa 1,53(+2,35)Ab
G2 SCX 5 11,18(+3,02)Aa 12,64(+1,83)Ba
0.5% 5 9,35(+2,13)A 11,56(+2,00)Ba
1.0% 5 7,77(£1,79)Aa 12,95(+3,88)Ba
2.0% 5 11,43(+3,15)Aa 11,26(+1,80)Aa
CPA 5 11(£2,10)Aa 11,02(+4,40)Aa
G3 SCX 5 10,28(+ 4,91)Aa 10,72(+1,84)ABa
0.5% 5 8,88(+2,41)Aa 8,73(+3,17)ABa
1.0% 5 9,20(+2,85)Aa 6,87(+1,73)Aa
2.0% 5 8,57(+1,53)Aa 9,50(+2,53)Aa
CPA 5 7,81(+£3,07)Aa 4,58(+4,34)Aa

*Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significantes, letras minusculas para linha e

maiusculas para coluna.
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Avaliagdo da ocorréncia do padrao de fraturas em 24 horas e 30 dias

A figura 1 um relata a frequéncia absoluta da ocorréncia de fraturas Adesiva, Mista e
Coesiva Adesiva em G1, G2 e G3 em 24 horas (24H) e 30 dias (30D). E possivel observar
que a maior ocorréncia de fraturas adesiva estd em G3 apods 30 dias de experimentagdo (63%),
seguida por Gl em 24 horas (51%). J& G1 em 30 dias teve a maior ocorréncia de fraturas
coesivas (55%), seguida por G2 também em 30 dias, com 52% de fraturas coesivas. As
fraturas mistas obtiveram os menores valores, tendo 4% em G1 em 24 horas e seu maior

valor, sendo 29% em G2 também em 24 horas.

110% -
100% -
90% -
80% -
® 70% -
S 0% -
] ° m Coesiva Adesiva
g 50% - .
= 20% M Mista
4 -
30% - W Adesiva
20% -
10% -

0%
G1-24H G2-24H G3-24H G1-30D G2-30D G3-30D

Grupos experimentais

Figura 1- Frequéncia absoluta da ocorréncia de fraturas Adesiva, Mista e Coesiva Adesiva em
G1, G2 e G3 em 24 horas (24H) e 30 dias (30D).

Avaliacdo do diametro do halo

A tabela 2 descreve os valores médios obtidos para leitura do halo de inibi¢do
bacteriano para os grupos experimentais (mm). Foi verificado que o didmetro médio do halo
formado no grupo G3 foi significativamente mais elevado do que os observados nos grupos
Gl e G2 para as concentragdes de 0,5 e 1%, na concentragdo de 2% os maiores halos de
forma significativa foram para o Gl e G3. A concentragdo de CHX teve influéncia
significativa para G1, onde o maior halo foi encontrado em 2%. Os demais grupos ndo

tiveram o tamanho do halo influenciado significativamente pela solucao.
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Tabela 2 - Valores médios obtidos para leitura do halo de inibigdo bacteriano para os grupos

experimentais (cm).

Adesivo/

[%]CHX 0,5 1 2

G1 0,95(+£0,19) Aa 1,74(+0,15) Aab 2,38(+0,16) Ab
G2 1,96(+0,14) Aa 1,76(+0,20) Aa 1,64(+0,26) Ba
G3 2,43(+0,26) Ba 2,71(+0,17) Ba 2,55(+£0,12) Aa

*Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes, letras minasculas para linha e

maiusculas para coluna.
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Discussao

Embora ainda existam controvérsias quanto a concentragao necessaria de CHX para
inibir a acdo de MMPs, alguns estudos mostram que baixas concentragdes (0,02%) ja sao
efetivas para este fim (Breschi, L. ef al., 2010), corroborando com os achados do presente
estudo onde a resisténcia de unido para os grupos SCX, 0,5% e 1,0% apresentaram valores
estatisticamente maiores que 2% e CPA. As demais ndo apresentaram diferencas
significativas entre si, com relacao a variavel tempo e solugao, isso vai ao encontro de outros
estudos ja publicados que ndo encontraram diferencas significativas utilizando a CHX tanto
em baixas concentracdes como 0,02% quanto em concentracdes mais altas como 2%, para
aumentar a estabilidade da interface resina-dentina (Perote, LCC., ef al., 2015; Abu Nawareg,
M., et al., 2016; Gunaydin, Z., et al., 2016). Contudo existem relatos na literatura com
melhoria significativa da resisténcia de unido usando (Carrilho, MR., et al., 2007; Breschi,
L., et al., 2010; Stanislawczuk, R., et al., 2014) a clorexidina a 2%, talvez este resultado se
deva ao fato de que nesses estudos o modo de aplicagdao da solugao de CHX foi diferente da
realizada nesta pesquisa.

Resultados semelhantes foram encontrados por Aradjo, MS., et al., 2015, em um
estudo clinico de dois anos onde a inclusdo de CHX no primer de ambos adesivos (AdheSE
Primer e Bond e Clearfil SE Bond) ndo agregou vantagens clinicas em relagdo ao periodo
avaliado, porém Clearfil SE Bond resultou em melhor taxa de retencdo do que o AdheSE
Primer e Bond. No presente estudo, ao realizar a comparagao entre os grupos, para cada uma
das solugdes, em cada um dos periodos de experimentacdo, foi possivel observar que o G2
(Clearfil SE Bond) sempre apresentou médias significativamente mais elevadas do que os
demais grupos, tendo assim os maiores valores de resisténcia adesiva. Isso pode ser
relacionado ao fato de que Single Bond Plus ser um adesivo convencional que necessita de
condicionamento com acido fosfoérico 37%, este remove a Smear Layer deixando as fibrilas
colagenas expostas devido a infiltragdo incompleta dos mondmeros de resina. O uso do acido
fosforico ativa as MMPs, diminuindo entdo a resisténcia de unido. Ja os adesivos Clearfil SE
Bond e AdheSE Bond, s3ao adesivos autocondicionantes, que nao necessitam de
condicionamento acido, tendo assim uma camada hibrida mais homogénea, com uma melhora
na interagdo mondmero-coldgeno, resultando em uma resisténcia de unido mais consistente. A
diferenca entre os dois adesivos autocondicionantes esta na composi¢ao, onde AdheSE Bond
possui o mondomero HEMA e Clearfil SE Bond possui o mondémero MDP. Tem sido

demonstrado que a ligagdo quimica promovida pelo 10-MDP além de ser mais eficaz ¢
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também mais estdvel em um ambiente aquoso do que o atingido pelos mondomeros HEMA, 4-
META e Fenil-P (Anusavice, KJ.,et al., 2013; Van Landuyt, KL., et al, 2008).

O uso de um inibidor de MMP na superficie dentinaria previamente ao adesivo ou a
sua incorporagao no sistema adesivo pode resultar em melhor estabilidade e integridade da
interface adesiva ao longo do tempo (De Munck, J., et al., 2010; Li, H.,et al., 2015; Tekce, N.,
et al., 2016). Porém, no presente estudo ndo houve diferenca significativa nos valores de
resisténcia de unido quando comparado 24 horas e 30 dias para as diferentes formas de
aplicacdo da CHX. Resultados diferentes foram observados por Gunaydin, Z., ef al., 2016, no
qual o pré-tratamento com CHX a 2% apresentou maiores valores de resisténcia de unido em
amostras envelhecidas quando comparadas as amostras envelhecidas que ndo receberam o
tratamento, o que indica que o uso de CHX resultou em uma melhor estabilidade da interface
adesiva, esse autor utilizou o pré-tratamento com CHX a 2% assim como o presente estudo,
porém realizou o teste microtragdo diferente do utilizado na presente pesquisa. E esperado
também que haja diferenga entre os tipos de fratura quando do uso de diferentes estratégias
adesivas assim como quando da utilizagao de diferentes ensaios mecanicos.

Sobre a distribuicdo da andlise de fraturas, foi possivel observar que a maior
ocorréncia de fraturas adesiva foi para G3 apds 30 dias de armazenamento (63%), enquanto
que em 24 horas teve a maior ocorréncia de fraturas coesivas. Isso pode indicar melhora na
resisténcia de unido apos o periodo de envelhecimento, pois a ocorréncia de fraturas adesivas
indica melhor distribuicdo das forcas. No grupo G1 em 24 horas (51%) mais da metade das
fraturas foi adesiva, j4 em 30 dias teve a maior ocorréncia de fraturas coesivas (55%), seguida
por G2 também em 30 dias, com 52%, o que indicaria uma menor resisténcia adesiva. As
fraturas mistas obtiveram os menores valores, tendo 4% em G1 em 24 horas e seu maior
valor, sendo 29% em G2 também em 24 horas.

Durante muito tempo acreditava-se que as fraturas coesivas em dentina eram resultado
da alta forca de adesdo. Isso porque a forga de adesdo mais elevada alcangada com os sistemas
adesivos, testados em grandes areas, em testes de tracdo, promovia uma distribuicdo de forga
nao uniforme, o que levava a fratura na dentina, ndo na interface adesiva, resultando em uma
fratura coesiva. Quando a dentina fraturava, compreendia-se que a for¢a de adesdo na
interface dentina/resina era maior que a for¢a coesiva da dentina. Assim a fratura adesiva
corresponderia, entdo, a uma baixa forca de adesdo. Apos a introdugdo do teste de
microcisalhamento e microtragcdo (Sano H., et al., 1994) foi verificado que quanto menor a
area adesiva, menor sera a possibilidade de ocorrerem defeitos na superficie do dente que

interfiram negativamente na for¢a de adesdo. Assim independente do teste utilizado,
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microcisalhamento ou microtracdo, pela distribuicdo uniforme das forgas, os padrdes de
fraturas deveriam ser mistos ¢ adesivos (Rocha RO., et al., 2007).

Foi observado um comportamento superior de G3para o teste de difusdo em agar, que
G3 teve o diametro médio do halo formado significativamente mais elevado do que os halos
observados nos grupos G1 e G2. O que nos mostra que dentre os adesivos incorporados com
CHX testados, G3 apresentou propriedades antibacterianas maiores 72 horas apds a
polimerizagdo. Isso pode ter ocorrido por diversos fatores, tais como o pH de 1,4, ou ao
mondmero HEMA presente no primer do sistema adesivo AdheSE, que possui alta hidrofilia e
caracteristicas quimicas proximas as do solvente (Anusavice, KJ., ef al.,, 2013; Andrade, AP.,
et al. 2008) assim como a CHX incorporada ao primer. Resultados semelhantes foram
conseguidos por Kim SR e Shin DH., 2014 que testaram o adesivo Clearfil SE Bond e outros,
utilizando Clorexidina 0,12% (CHX, Bukwang) e acido fosforico gel 37% (PA, Vericom)
como controles positivos, encontraram que a atividade antibacteriana da clorexidina 0,12% e
acido fosforico gel 37% eram mais fortes do que a dos outros grupos, exceto por Clearfil SE
Bond, que teve o maior halo de inibi¢ao. A atividade antibacteriana dos sistemas adesivos
depende de varios fatores, como: o pH, que desse adesivo ¢ em torno de 2,0; a presenga de
componentes antibacterianos na composi¢do quimica e a viscosidade do material. Assim o
carater acido do primer dos sistemas adesivos autocondicionantes tem sido apontado como
um dos principais fatores relacionados a inibicdo bacteriana (Gondim, JO., et al., 2008;
Andrade, AP, et al., 2008).

A adicdo da CHX ou seu uso previamente ao sistema adesivo, ainda em baixas
concentragdes como 0,5% pode melhorar a resisténcia adesiva, auxiliando na inativagdo das
metaloproteinases de matriz, mas ainda sendo necessarios posteriores estudos clinicos, para

definir sua concentracgao e tempo de aplicacao ideal.
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Conclusao

Com base nos resultados obtidos neste estudo in vitro, pode-se concluir que:

e As concentragdes de CHX com 0,5 e 1% contribuiram para o aumento dos
valores de resisténcia de unido e o sistema adesivo Clearfil SE Bond teve as
maiores médias no teste de microcisalhamento.

e O sistema adesivo AdheSE Bond apresentou os melhores resultados no teste

antibacteriano com S.mutans.
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ANEXOS

Anexo 1- Pipeta Pasteur estéril, utilizada para realizar o teste de difusdo em Agar.

Anexo 2 — Micropipeta utilizada para dilui¢ao dos adesivos e clorexidina.
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Anexo 3 — Jarra de anaerobiose.

e ——

Anexo 4 — Jarra de anaerobiose contendo as placas de petri com o S.mutans.



Anexo 5 - Placa de Petri com Agar sangue logo ap0s realizar os furos e acrescentar as

solugoes adesivas.

Anexo 6- Placa de Petri com Agar sangue com a marcagdo para orientacao do teste.
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Anexo 7 — Placa de Petri apos 48 horas de incubagdo e crescimento do S. mutans, mostrando

os halos de inibi¢do de cada solugao.

Anexo 8 - Solugdes adesivas de teste em eppendorfs protegidos da luz.



Anexo 9 — Dispositivo para corte padrdao do tubo Tygon no tamanho de 2mm.

Anexo 10- Dispositivo para corte padrdo, lamina de corte e matriz de Tygon.

34



Anexo 11 — Corpo de prova com a aplicacdo de acido fosforico 37%.

Anexo 12 — Lavagem do acido fosforico com agua abundante.
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Anexo 13 — Aplicacgdo do adesivo Single Bond Plus conforme instrugdes do fabricante.

Anexo 14- Aplicacdo de leves jatos de ar ap6s a aplicagdo do adesivo.
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Anexo 15- Fotopolimerizagao.

Anexo 16- Fotopolimerizagao.
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Anexo 17 — Posicionamento da matriz de Tygon sobre a superficie do dente para confeccionar

os cilindros de resina composta.

Anexo 18 — Cilindros de resina composta ja confeccionados dentro da matriz de Tygon.
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Anexo 19 — Vista lateral de um corpo de prova posicionado no suporte para teste de

microcisalhamento.

39



