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1. INTRODUCAO

Cérie dentéria é considerada uma das doencas orais mais comuns em seres
humanos (SELWITZ et al. 2007). O tratamento de lesBes de carie com extensao
em dentina é frequentemente associado a execucao de restauracdes. De acordo
com os conceitos da odontologia minimamente invasiva, o tecido dental cariado
deve ser parcialmente removido (MALTZ et al. 2007), e portanto, o0s
procedimentos restauradores incluem a adesdo substratos dentais higidos ou
afetados pela carie.

A maioria das investigacbes sobre a adesdo em odontologia é realizada
utilizando substratos dentais higidos (PERDIGAO, 2010). No entanto, de acordo
com o estudo de SAY et al. (2005), a resisténcia de unido diminuiu
significativamente quando os sistemas adesivos foram utilizados na adesao a
dentina cariada. A compreensdo das propriedades dos sistemas adesivos, bem
como do substrato dentério envolvido € de extrema importancia para a realizacéo
de restauracdes adesivas.

Neste contexto, a utilizacdo de substratos dentarios afetados por céarie é
importante para avaliacdo dos sistemas adesivos. Modelos de estudo in vitro, com
desafio quimico ou microbiologico, tém sido reportados para o desenvolvimento
de lesbes de carie artificial. Dentre as metodologias utilizadas, os modelos de
biofilme de microcosmos parecem melhor mimetizar o biofilme oral e os eventos
gue ocorrem sob condic@es clinicas orais, incluindo o desenvolvimento de lesdes
de cérie in vitro (MCBAIN, 2009).

Assim, os objetivos deste estudo foram adaptar um modelo de biofilme
microcosmos desenvolvido anteriormente (VAN DE SANDE et al., 2011) para o
desenvolvimento de lesfes artificiais de carie em dentina e estabelecer um
protocolo para testes de adeséo a dentina cariada.

2. METODOLOGIA

2.1 Delineamento experimental

Um modelo de biofilme de microcosmos previamente desenvolvido e
padronizado para inducdo de lesdo de cérie artificial em esmalte dentario (VAN
DE SANDE et al., 2011) foi utilizado para estabelecer o modelo em dentina. Os
fatores em estudo foram os tempos de desafio cariogénico (3, 5, 7, 14 e 21 dias) e
as variaveis de resposta avaliadas foram a perda mineral integrada (AS; dureza
interna), a resisténcia unido ao cisalhamento e o modo de falha. Dez espécimes
foram testados em cada grupo, e um grupo adicional sem formacéo de biofilme e
desafio cariogénico foi considerado como controle (n=10).

2.2 Confeccéo das amostras
Sessenta incisivos centrais bovinos foram selecionados. Discos de dentina e
esmalte (2mm de espessura e 6 mm diametro) foram obtidos da superficie
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vestibular, utilizando uma broca diamantada (tipo trefina) arrefecida em agua. O
esmalte remanescente foi removido com papel abrasivo de granulacdo # 80 para
exposicdo de dentina, e subsequentemente polido com papel abrasivo de
granulacdo # 600 durante 1 min para padronizacdo da smear layer dentaria. A
superficie da dentina foi inspecionada com um estereomicroscopio Optico de
ampliacao 40x para assegurar a auséncia de esmalte sobre a superficie. Esmalte
de unha foi aplicado nas paredes laterais e inferiores dos discos, deixando
apenas a superficie vestibular exposta. Os discos foram fixados com um suporte
confeccionado com fio ortodontico, e todos os discos foram esterilizados por
radiacdo gama e conservados a 4°C (atmosfera Umida) até a utilizagao.

2.3 Modelo de biofilme - Lesdes artificiais de carie em dentina

Apbés aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia (#03/2013), 35ml de saliva, estimulada por filme de parafina, foram
coletadas de um voluntario saudavel, sem uso de terapia antibidtica por um ano e
gue se absteve de higiene oral por 24 h e da dieta alimentar por 2 h prévias a
coleta. A saliva foi inoculada em volumes de 400 uL sobre os espécimes em
placas de 24 micro-pogos. Apos 1 h hora em repouso, foi delicadamente aspirada
da base dos pocos e 1,8 ml de meio (DMM) (WONG, SISSONS, 2001) com 1%
de sacarose foram adicionados em cada poco, e as placas incubadas. Apés 4 h,
0s espécimes foram enxaguados, atravées de imersdo em 2 ml de solucéo salina
estéril, e inseridos em uma nova placa contendo DMM, desta vez sem sacarose, e
sendo novamente incubados por 20 h. Os biofilmes foram individualmente
formados sobre os corpos de prova em cada micro-poco. As placas foram
incubadas em jarras de anaerobiose (5-10% CO>), sob temperatura controlada
(37°C), e mantidas em repouso na incubadora. Durante 3, 5, 7, 14 e 21 dias a
mesma rotina de exposicdo alternada de DMM suplementado com ou sem
sacarose foi realizada.

2.4 Teste de resisténcia de unido e modo de falha

Depois de cada periodo experimental, os discos de dentina foram limpados
com escova dentaria e agua destilada, e foram embebidos em resina acrilica em
tubos de PVC (policloreto de polivinila). O sistema adesivo Clearfil SE Bond foi
aplicado sobre a dentina afetada por céarie de acordo com as instrucbes do
fabricante. Para os ensaios de resisténcia ao cisalhamento, moldes de elastémero
com um orificio cilindrico (1,5mm de diametro e 0,5 mm de espessura) foram
colocados sobre os discos. O adesivo foi fotoativado por 20 s usando uma
unidade de fotopolimerizadora (Radii, SDI, Bayswater, Victoria, Australia) com
1400-mw/cm2 irradiancia. Os orificios foram preenchidos com resina composta
(Filtek z350 XT, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) e fotoativados por 20 s
novamente. Para o teste de resisténcia de unido, um fio de aco inoxidavel (0,2
mm de diametro) foi adaptado em torno de cada cilindro e alinhado com a
interface de unido adesiva. Esse teste foi realizado em uma maquina de ensaios
mecanicos (DL500, EMIC, Sao José dos Pinhais, PR, Brasil) a uma velocidade de
0,5 mm/min até a falha. Espécimes fraturados foram observados sob uma
ampliacdo de até 500x usando microscépio éptico para determinacdo do modo de
falha: falha adesiva (interfacial) ou mista (parcialmente adesiva e parcialmente
coesiva em dentina).

2.5 Desmineralizacdo integrada - Preparo das amostras e teste
Apds o teste de resisténcia de unido, os discos de dentina foram
longitudinalmente seccionados através de um disco de diamante refrigerado em
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agua. Os corpos de prova seccionados (metades) foram incluidos em resina
acrilica, desgastados com lixas de granulacdo decrescentes e polidos com disco
de feltro e suspenséo policristalina de diamante (1 pum). A avaliagdo de dureza
transversal foi realizada utilizando um durémetro (Future Tech FM-700, Téquio,
Japao) carregado com 5 g de peso por 5 segundos. Duas colunas de oito
endentagdes foram realizadas, a distancias de 50 e 225 ym da margem lateral do
espécime. As endentacfes foram feitas nas profundidades de: 10, 20, 30, 40, 50,
100, 150 e 200 um a partir da superficie vestibular da amostra. A area de
desmineralizacdo integrada (AS) foi calculada subtraindo o perfil de dureza
(numero de dureza Knoop, kgf/mm2) da dentina afetada por carie, dos valores de
dureza obtidos para a dentina higida.

2.6 Analise estatistica

A andlise dos dados foi realizada com o programa SigmaStat v 3,5. Os
dados minerais foram transformados em raiz quadrada. A resisténcia de unido e
os dados minerais foram entdo, analisados separadamente por ANOVA e Holm-
Sidak teste. A correlagdo de Spearman também foi feita nos dados minerais e nas
resisténcias de unido. O nivel de significancia foi fixado em 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados para resisténcia de unido (RU), desmineralizagdo integrada (AS)
e profundidade de lesdo (LD) estdo apresentados na Figura 1.

De acordo com os resultados de perda mineral, este estudo demonstra que o
modelo de biofilme utilizado foi capaz de induzir atividade cariogénica e a
formacéo de lesdes artificiais em dentina bovina. Valores de AS, LD aumentaram
progressivamente em relacdo aos dias de crescimento bacteriano no modelo.
Valores significativamente mais baixos de AS foram encontrados para a dentina
higida (controle) do que para a dentina afetada por carie em todos 0s grupos
experimentais (P<0,001), com excecdo do grupo sob desafio cariogénico por 3
dias (P = 0,062). Desta forma, sugere-se que tempos superiores a 3 dias devem
ser utilizados para inducdo de lesdo de carie artificial em dentina, no modelo
proposto.

A diferenca no conteudo mineral e organico da dentina afetada por carie
permite uma maior sensibilidade ao ataque acido, resultando em uma zona mais
profunda da desmineralizacdo (TANIGUCHI et al. 2009). Além disso, essa
diferenca gera uma espessa smear layer e enriguecida com componentes
organicos. Assim, uma desmineralizacdo mais profunda com a formacdo de
smear layer mais espessa, poderia afetar a infiltracdo da resina adesiva e a
vedacdo da interface adesiva-restauracdo (NAKASHIMA et al., 2011).

Valores de RU mostraram correlacdo inversa significativa entre os valores
AS (R =-0.453; P <0.001) e LD (R =-0.306; P = 0.034). Uma queda exponencial
significante entre a RU e AS também foi demonstrada (R2=0.941; P=0.007). A
correlagcao entre AS, LD e RU sugere gque a menor quantidade de cristais de
hidroxiapatita, a profundidade da lesdo e a presenca de uma smear layer
espessa, poderiam estar relacionados a diminuicdo da resisténcia de unido de
adesivos autocondicionantes.

O adesivo autocondicionante utilizado demonstrou menores valores de RU
para dentina afetada por carie, no entanto, apresentou falha adesiva para todos
0s grupos submetidos a desafio cariogénico, inclusive para o grupo de controle.
Assim, sugere-se que o modelo proposto é adequado para a realizagdo de testes
de adesdo, uma vez que o substrato dentario afetado por cérie foi capaz de
preservar a integridade dentéaria, sem gerar predominancia de falhas coesivas em
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C) Tabela 1. Médias (desvio-padrio) de resisténcia de unido (RU) , desmineralizagdo integrada
(AS) e profundidade de lesao (PL) em funcao do tempo de desafio cariogénico

Desafio cariogénico

Controle

3 dias 5 dias 7 dias 14 dias 21 dias
RU, MPa 42.5 (10.1)2 17.9 (5.4)> 18.4 (12.0)° 19.1 (9.4) 13.7 (8.0)° 13.6 (6.6)°
As 318 (233)¢ 624 (355)¢ 1386 (371)° 1489 (806)° 2086 (1223)° 4695(1060)2
PL, pm - 24.4 (7.1) 38(7.8) 50 (38.4) 80 (25.6) 150 (0.0)

Figura 1. A) Padrdo de modo de falha B) Queda exponencial entre RU e AS. C)
Médias e desvio padréo para os valores de RU, LD e AS

4. CONCLUSOES
O modelo de biofilme de microcosmos proposto foi capaz de induzir lesGes
artificiais de carie de em dentina. A adesao a dentina foi negativamente afetada
pela presenca de tecido cariado, tornando o modelo util para estudos laboratoriais
envolvendo a adeséo a dentina cariada.
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