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1. Introducéo

A complexidade da estrutura dentinaria, pode dificultar a adesdo de materiais
restauradores, sendo esse fato um desafio clinico que pode influenciar na estabilidade
funcional das estrutural das restauracdes e reabilitacdes dentarias (Tjarderhane, 2015).
A adesao entre a resina e o tecido dentinario ocorre por meio do estabelecimento da
camada hibrida, formada pela uni@o mecénica entre mondmeros hidrofilicos,
hidrofébicos e fibrilas colagenas (Opdam et al., 2014; Nakabayashi e Takarada, 1982).
Esta forca de unido pode estar sujeita a micro infiltracbes e nano infiltracdes, se
tornando um desafio clinico, pois € um tecido de composicao heterogénea, com alto
contetdo orgéanico e presenca de umidade. (Y. Liu, L. Tjaderhane, L. Breschi et al,
2011).

A micro-infiltracdo é resultante da falha na adaptacao entre o sistema adesivo e
as paredes da cavidade, formando lacunas microscopicas que permitem a recorréncia
de carie (Pashley, 1990). J4 a nano-infiltragdo ocorre por uma imprecisdo entre a
camada hibrida e a dentina mineralizada que com o decorrer do tempo leva a
degradacdo da interface dentina-resina (Hashimoto, m, 2000). A degradacdo dos
componentes dessa unido ocorre pela atuacdo conjunta da agua e de enzimas
proteoliticas como as Metaloproteinases de Matriz (MMPs) ou por fontes exdgenas
como bactérias e saliva (Sanabe, 2009; Campos et al., 2009; Carrilho et al., 2007;
Hashimoto et al., 2003; Martin-de Las Heras et al., 2000 ; Pereira et al. ,2006).

As MMPs sdo endopeptidases calcio-zinco dependentes que degradam os
componentes da matriz extracelular, secretadas como precursores inativos que
necessitam de ativagéo para exercer degradacdo em um substrato. (Visse e Nagase,
2003). Essa ativagdo pode se dar pela queda de pH, o que ocorre durante a
desmineralizac&o superficial da dentina, um passo fundamental no processo de adeséo
de polimeros resinosos, ocorrendo previamente a aplicacdo de um sistema adesivo,

sendo este, convencional ou auto condicionante.

A acdo dessas enzimas compromete a longevidade da unido restauracao-
dentina, a qual depende da integridade estrutural e das propriedades mecanicas do
coladgeno. Alguns estudos buscam a incorporagao aos sistemas adesivos de compostos
com potencial para inibicdo das MMPs, como a clorexidina (CHX) e a epigalocatequina
galato (EGCqg), estes agentes mimetizam a acdo de inibidores teciduais naturais
preservando a integridade do colageno na presenca dessas enzimas proteoliticas
(Tjarderhane, 2015; Carrilho et al., 2009; Sulkala et al., 2007; Sulkala et al., 2002;



Mazzoni et al., 2006; Pashley et al., 2004; De Munk et al., 2003; Tekce et al., 2016;
Boushell et al., 2011; Kato et al., 2011).

Dentre esses compostos utilizados, toma-se nota da Quitosana, um polimero
natural biocompativel produzida a partir da desacetilacdo da quitina, um componente da
estrutura do exoesqueleto de artropodes e encontrada também em diatomaceas, algas
e paredes celulares de alguns fungos (Tangsadthakun et al., 2007. Dentre suas
inimeras propriedades biologicas destaca-se sua capacidade antioxidante e
antimicrobiana (Elsaka e Elnaghy, 2012). Com base no exposto acima, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a resisténcia de unido do conjunto dentina/resina apés a

aplicacao de um primer experimental contendo nanoparticulas de quitosana.

2. Objetivo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a resisténcia de unido do conjunto
dentina/resina apos a aplicacdo de um primer experimental contendo nanoparticulas de

guitosana.

3. Material e Métodos
3.1. Delineamento Experimental

Os Primers Experimentais contendo Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLS) de
Quitosana foram sintetizados através de uma emulsdo seguida de sonicagéo. A partir
dessas concentracbes obtidas em estudos microbiolégicos e baseado em estudo
contido na literatura (Loguercio et al., 2016), os grupos experimentais foram alocados
da seguinte forma: G1: sem aplicagdo de Primer (controle negativo), G2: Aplicacdo de
Primer contendo Clorexidina 2% (controle positivo), G3: Aplicacdo de Primer contendo
NLS de Quitosana 2%, G4: Aplicagéo de Primer contendo NLS de Quitosana 0.6%, G5:
Aplicagdo de Primer contendo NLS de Quitosana 0.4%. Apos isso foi realizado o
procedimento restaurador sobre o espécime de dentina planificado, onde foram
realizadas secc¢fes expondo a interface dentina-resina, os quais foram submetidos ao

teste de Resisténcia a Microtragéo.



3.2 Preparacao dos Primers Experimentais contendo NLS de Quitosana

A formulacdo dos Primers Experimentais contendo NLS de Quitsana se deu por
meio da confec¢do de uma emulsdo seguida de um processo de sonicacdo. Na primeira
fase do processo, foi preparada uma solugdo contendo Quitosana de baixo peso
molecular (CAS: 9012764 Sigma Aldrich, S&o Paulo, Brasil) a 6.6 mg/ml, Acido Acético
Glacial PAACS (Labysinth, Sdo Paulo, Brasil) e 4gua deionizada. Desse modo 10 ml
dessa solugdo, foi diluida em 10 ml de agua deionizada e acrescentado 0.5% de
Pluoronic F68 (Sigma Aldrich, Germany).

A segunda fase desse processo se da por meio da fase oleosa, onde utilizou-se
Manteiga de lllipe. O processo se deu por meio do aquecimento das duas fases a 60°C
separadamente. ApGs atingir essa temperatura, a solu¢do aquosa foi adicionada a fase
oleosa a 1%, sendo entdo essa emulsdo sonicada por 10 minutos em uma temperatura
de 48°C e amplitude de 40% (SonicsVCX750, USA). As NLS de Quitosana foram

formados apos o resfriamento da dispersao até 25 -C.

3.3. Procedimentos Restauradores

ApOs aprovacdo do protocolo de pesquisa pelo Comité de Etica (CAAE:
85389417.5.0000.5419, 50 molares humanos higidos recém-extraidos foram coletados
junto ao Biobanco de dentes humanos da unidade FORP-USP, limpos e armazenados
a temperatura de -2° C até o uso. As porcdes radiculares e os tercos oclusais foram
seccionados utilizando disco diamantado (Struers, A/S, Dinamarca) sob refrigeracdo em
cortadeira metalografica (Struers, A/S, Dinamarca). Apos isso, as superficies dentinarias
foram polidas por 20 segundos, utilizando lixas d’agua de granulagao #400, #600 e
#1200 montadas em uma Politriz (Aropol 2V, Arotec Industria e Comércio, Sao Paulo,
Brasil) obtendo superficies planas e lisas de dentina. Apds isso, a superficies dentinarias
foram avaliadas em lupa estereoscépica (Carls Zeiss, Oberkochen, Alemanha), com o
aumento de 40 x para assegurar que o esmalte foi totalmente removido. Finalizando

essa etapa 0s dentes permanceram em agua deionizada a 4° C durante 24 horas.

Um protocolo de ades&o total foi selecionado utilizando Acido Fosférico a 35%
(3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) por 15 s, seguido de pela aplicagéo ativa do Adper Single
Bond Plus (3M ESPE, St.Paul, MN, EUA - N561025) nas superficies dentinaria por 15
s. Entéo, jatos de ar suaves foram aplicados para remover o excesso de solvente, e o
adesivo foi fotopolimerizado por 20s usando um Fotopolimerizador Ultralux (Dabi Atlante

S/A Ind. Médico Odontolégicas, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Os Primers experimentais



foram utilizados apdés a etapa de condicionamento acido, como segue: CHX 2%
(Controle positivo), NLS de Quitosana 2%, NLS de Quitosana 0.4% e NLS de Quitosana
0.6%, os primers foram aplicados nas preparacdes por 60 s, enxaguados por 60 seo
excesso de dgua removido com papel absorvente (Kimwipes, Kimberly Clark, Irving, TX,
EUA).

A seguir os dentes foram restaurados com resina composta X350 XT cor A2 (3M
Dental Products, St, Paul, MN, EUA), sendo confeccionado um platd de resina com 4
mm de altura, aplicado em 4 incrementos de 1 mm cada, e fotopolimerizados
(Fotopolimerizador Ultralux, Dabi Atlante S/A Ind. Médico Odontolégicas, Ribeirdo Preto,
SP, Brasil) durante 20 segundos ap6s cada insercao de modo continuo.

3.4. Resisténcia a Microtracédo de Resina-Dentina

Para a realizacdo deste teste os corpos de prova foram cortados com disco de
diamante (Buehler — Series 15 LC Diamond, Buehler, Lake Buff, IL, USA) montado em
maquina de corte ISOMET (Buehler, lllinois, USA) em formato de palito (0,8 x 0,8 mm),
de acordo com a técnica de teste de microtracdo non-trimming (Pashley et al., 1999).
Os palitos (n=6) foram adaptados em um dispositivo metélico, composto de duas partes
cilindricas. Foram fixados no centro do dispositivo com éster de cianoacrilato gel (Super
Bonder Flex Gel, Henkel Loctite Ltda., Sdo Paulo, Brasil), na unido entre as duas partes
do dispositivo. Cada segmento foi, entdo, acoplado as extremidades da Maquina de
Teste Universal (Emic - Model 1L-2000, Sdo José dos Pinhais, PR, BR) sendo realizado

o teste a velocidade de 0,5 mm/min.

3.5. Analise Estatistica

Para a analise de Microtracao foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) “one
way” (p=0,9054), seguido do teste de Tukey. Foi utilizado o Software R Core Team

(2018), adotando nivel de significancia de 95%
3.6. Analise Qualitativa

Foi utilizada para a andlise qualitativa do tipo de fratura por Microtragéo ,imagens
obtidas por meio do Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV) Evo 10 Zeiss de todas

as amostras de concentragéo.



4. Resultados

A andlise exploratéria indicou que os dados atendem as pressuposi¢cdes de uma
analise paramétrica. Foi entdo aplicada analise de variancia (ANOVA) “one way”,
considerando o nivel de significAncia de 5%. As andlises foram realizadas no programa
R.

Na tabela 1 pode-se observar que ndo houve diferenca significativa entre os
grupos quanto a Resisténcia a Microtracdo (p=0,9054).

Tabela 1. Média (desvio padréo) da resisténcia a microtracdo (Mpa) em
funcdo dos grupos de estudo.

Grupo Média (desvio padréo)
Controle 33,46 (7,05) a
CHX 32,12 (8,08) a
Quit 2% 32,31 (6,09) a
Quit 0,6% 31,59 (5,68) a
Quit 0,4% 30,46 (7,08) a
p-valor 0,9054

Médias seguidas de mesmas letras nao diferem entre si (p>0,05)

Segue alguns exemplos das concentragdes do primer e dos controles, em diferentes

aumentos:
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5. Discussao

A constante evolucdo do desenvolvimento de novos Biomateriais tem sido uma
grande evolugdo na area meédico-odontologica, abrangendo areas especificas como
engenharia tecidual (Jahan et al., 2018; Hashmi et al., 2017; Gong et al., 2016), controle
de microrganismos (Parsa et al., 2018; Ye et al., 2018; Wang et al., 2018) e adesé&o de



materiais poliméricos ao substrato dentario (Altinci et al., 2018; Huang et al., 2018;
Serkies et al., 2016). Essa sintese de novos materiais tem sido benéfica e amplamente
estudada na atualidade, gerando resultados positivo, e até mesmo novas perspectivas
comerciais (Maravik et al., 2018; Altinci et al., 2018; Altinci et al., 2017 Tekge et al., 2016;
Boushell et al., 2011; Kato et al., 2011)

Dentro do contexto de adesdo, uma das principais investigacdes é a de sintese e
caracterizacdo de produtos capazes de inibir MMPs, a qual possui o potencial, quando
em atividade, de degradar algumas estruturas da interface e principalmente a estrutura
colagena da dentina (Tekce et al., 2016; Boushell et al., 2011; Kato et al., 2011). Essa
degradacédo pode levar ao enfraquecimento da camada hibrida, formando "gaps™™ na
interface dentina-resina, podendo gerar o deslocamento do material presente dentro da
cavidade dentaria, necessitando assim, de um novo procedimento restaurador (Altinci
et al., 2016; Loguercio, 2016; Tjaderhane et al., 2015; Tjaderhane et al., 2013).

Desse modo, os primers experimentais tém sido desenvolvidos com o objetivo
da inativacdo de MMPs, preservando a integridade da camada hibrida do sistema
resina- dentina (Loguércio et al., 2016; Silva Sousa et al., 2016). Foram desenvolvidos
primers contendo Cloreto de benzalcénio (Sabatini & Patel, 2013, Sabatini & Pashley,
2015), Fluoreto de Sédio (Altinci et al.,, 2016), Clorexidina (Loguércio et al., 2016;
Carrilho et al., 2007a, B, Breschi et al., 2010), Galardin (Breschi et al.,, 2010) e

associac6es com Doxiciclina (Silva Sousa et al., 2016).

Dentre essas particulas, a quitosana apresenta propriedades altamente
importantes para a integridade da camada hibrida, como eu potencial antimicrobiano,
podendo dessa forma garantir que o pH da regido ndo permaneca acido implicando na
degradacédo das estruturas. Além disso, apresenta-se como um agente reticulador de
colageno, podendo devolver integridade a estrutura coldgena da dentina. (Kishen et al.,
2016; Gu et al., 2018; Imani et al., 2018; Elsaka et al., 2012)

O presente estudo teve como objetivo avaliar resisténcia de unido apés a aplicacao
de um primer experimental contendo nanoparticulas de quitosana sobre a superficie
dentinaria condicionada por meio da analise de Resisténcia a Microtracdo. O resultado
das medias dos grupos experimentais, ndo apresentou diferenca estatistica para
nenhum grupo experimental analisado (p=0,9054), podendo ser explicado pelo fato das
particulas estarem na escala nanométrica de tamanho néo interferindo assim, no
escoamento do adesivo nos tdbulos dentinarios, proporcionando uma retencéo
mecanica adequada, semelhante ao grupo controle (Elsaka et al., 2012; Kishen et al.,

2016; Loguercio et al., 2016). Nesse estudo, foi analisado apenas o tempo inicial, sendo



0 beneficio a ndo interferéncia das particulas na formagdo de uma camada hibrida
adequada, onde essas poderiam impedir 0 escoamento do sistema adesivo para o

interior dos tlbulos dentinario.

Com base no exposto acima, pode-se concluir que a aplicagcdo do primer
experimental ndo altera a resisténcia de unido do conjunto resina/dentina, mantendo

assim a integridade da camada hibrida.

6. Conclusao

Conclui-se que a aplicagéo do primer experimental ndo altera a resisténcia de unido

do conjunto resina/dentina, mantendo assim a integridade da camada hibrida.
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