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RESUMO

A adesao a dentina ocorre pela aplicagcdo de um sistema adesivo que,
apo0s um condicionamento acido prévio, penetra na dentina ficando retido
micromecanicamente pela formacdo da camada hibrida e de resin tags.
Contudo, a interface adesiva obtida é instavel devido, por um lado, ao substrato
dentinario que apresenta um elevado contetdo de colagénio e 4gua e, por outro,
aos proprios sistemas adesivos aplicados.

Os sistemas adesivos Universais, recentemente introduzidos no mercado,
embora sejam sistemas bastante versateis e atraentes, apresentam ainda
algumas limitacdes que contribuem para a degradacao da interface entre o dente
e a restauracdo, conduzindo ao aparecimento de carie secundaria. Além disso,
tem sido demonstrado que a eficacia in vitro dos sistemas adesivos é
dependente do tipo de adesivo utilizado, devido a complexidade da sua
composicdo quimica. Neste sentido, varias estratégias tém sido referidas na
literatura para melhorar as propriedades destes materiais e, consequentemente
a sua eficicia adesiva, tais como, uma reduzida contracdo de polimerizacao,
uma elevada taxa de conversdo, uma boa penetracdo dos monémeros de resina
e elevada hidrofobicidade. Assim, os dendrimeros, devido as suas carateristicas
de polimerizacdo, tém demonstrado ser candidatos promissores para serem
utilizados em materiais dentarios.

Pretendeu-se com este estudo formular um novo sistema adesivo dentério
utilizando um dendrimero — o G-IEMA — em alternativa ao usual Bis-GMA que
possui uma estrutura quimica linear. Com esta alteracdo, pretendeu-se
desenvolver um adesivo com melhores propriedades fisico-quimicas e
mecanicas e, simultaneamente, reduzir a sua potencial toxicidade pela remocao
do Bis-GMA.

Neste trabalho foram formulados dois adesivos experimentais, 0S
adesivos AE1 (com Bis-GMA) e AE2 (com G-IEMA). Os adesivos AE1l, SBU
(Scotchbond Universal®) e FUT (Futurabond M+®), todos com Bis-GMA, foram
utilizados como controlo. Assim, na primeira etapa avaliaram-se 1) as
propriedades fisico-quimicas, nomeadamente a taxa de conversdo, o pH, a

contracdo de polimerizacdo, a solubilidade e a absorcdo de agua; e 2) as

4



propriedades mecanicas através dos testes de microtracdo a dentina (UTBS)
apos 24 horas de aplicacao do adesivo, segundo os protocolos de aplicacdo Etch
& Rinse (ER) e Self-Etch (SE), tendo sido a interface adesiva observada ao
Micrsocopio Eletronico de Varrimento (MEV).

O estudo das propriedades fisico-quimicas revelou uma taxa de
conversdo para AE2 significativamente superior a dos adesivos comerciais
estudados (SBU, p < 0,001 e FUT, p=0,004), ndo sendo observadas diferencas
significativas nas outras propriedades estudadas (contracédo de polimerizagéo,
p=0,094; absorcao de 4gua, p=0,213 e solubilidade, p=0,175).

Para a adesao a dentina, a analise estatistica mostrou que o adesivo AE2
apresentava uma resisténcia adesiva equivalente a dos adesivos estudados
(p>0,05), enquanto que no adesivo AEl a resisténcia adesiva era
significativamente superior a do SBU (p=0,019). Aquando da utilizacdo do
protocolo ER, as imagens obtidas por MEV revelaram uma interface adesiva
equivalente entre os adesivos AE2, AE1 e SBU, com a presenca de uma camada
hibrida uniforme e vérios resin tags. No entanto, com o protocolo SE o adesivo
AE2 apresentou uma falha adesiva. Estes resultados indicaram a necessidade
de otimizar a percentagem relativa dos componentes de AE2, com vista a
melhorar o seu pH.

Com o adesivo AE2 re-formulado, doravante designado por EM2, foram
novamente avaliadas as taxas de conversdo, a adesdo a dentina através da
resisténcia a microtracdo (UTBS), a morfologia da interface adesiva por MEV.
Posteriormente foram realizados ensaios preliminares para avaliar a sua
citotoxicidade.

Os resultados indicaram uma taxa de conversao para o adesivo EM2 de
84,1%, sendo significativamente superior a do SBU (p = 0,008).

De acordo com os resultados obtidos referentes a resisténcia adesiva, ndo
se observaram diferencas significativas entre os adesivos (p = 0,114). No
entanto, a morfologia da interface revelou diferencas na hibridizacdo da dentina,
onde o EM2 apresentou uma camada hibrida mais espessa e uniforme com a
presenca de inUmeros e longos resin tags, especialmente quando aplicado com
o protocolo ER. Estes resultados permitiram o registo de uma patente nacional.

Os resultados obtidos com este trabalho sugerem o inicio de um novo



paradigma na area dos materiais restauradores, indicando que as estruturas
dendriticas como o G-IEMA podem ser utilizadas com sucesso, constituindo uma

boa alternativa aos tradicionais monémeros lineares, como o Bis-GMA.



ABSTRACT

Bonding to dentin occurs by applying an adhesive system, after an etching
step, that penetrates the dentin and is retained micromechanically by the
formation of the hybrid layer and resin tags. However, the bonding interface is
instable, due to the high collagen and water content of the complex dentin
substrate, and due to the adhesive systems applied.

Universal dental adhesives are a new versatile and very attractive
adhesive family recently introduced in the market. However, they still present
some limitations that lead to the degradation of the interface between the tooth
and the restoration, causing a secondary caries. Moreover, the in vitro
performance of these adhesive systems has been reported as material-
dependent due to the complexity of their chemical composition. Many strategies
have been reported in the literature to improve the properties of these materials
and consequently the efficacy of dentin bonding, such as, low polymerization
shrinkage, high double bond conversion, high resin monomers penetration and
high hydrophobicity. Due to their polymerization characteristics, hyper-branched
macromers are promising candidates to be used in dental materials.

The aim of this study was to formulate a new dental adhesive using a
synthesized dendritic macromer - G-IEMA — instead of the usual linear Bis-GMA
that contains a linear chemical structure. This innovation aims to create an
adhesive with improved physical-chemical and mechanical properties and,
simultaneously, to reduce its toxicity by removing Bis-GMA.

For the study, two experimental adhesives were formulated, AE1 (with Bis-
GMA) and AE2 (with G-IEMA). AE1, SBU (Scotchbond Universal®) and FUT
(Futurabond M + ®) adhesives were used as controls. Thus, in the first stage it
were evaluated, 1) the physical-chemical properties, namely the conversion
degree, polymerization shrinkage, solubility, water absorption and pH; 2) the
mechanical properties through dentin microtensile bond strength tests (UTBS)
after 24 hours of application of the adhesive under the two application protocols:
Etch & Rinse (ER) and Self-Etch (SE). The bonding interface was observed by
Scaning Electron Microscopy (SEM).

The study of physical-chemical properties revealed that AE2 showed a



significantly higher conversion degree compared to the commercial adhesives
studied (SBU, p <0.001 and FUT, p = 0.004). No significant differences in other
properties studied were observed (polymerization shrinkage, p = 0.094; water
sorption, p = 0.213 and solubility, p = 0.175).

In the study of dentin bonding, the statistical analysis revealed that the
adhesive AE2 showed a bond strength equivalent to the commercial adhesives,
while AE1 showed a significantly higher yTBS when compared to SBU (p =
0.019). When using the ER protocol, the SEM images showed a similar bonding
interface between the AE2, AE1 and SBU adhesives, presenting a uniform hybrid
layer and several resin tags. However, with SE protocol, the AE2 showed an
adhesive failure. These results indicated the need to optimize the relative
percentage of the AE2 components, in order to improve its pH.

With re-formulated AE2 adhesive, hereinafter referred to as EM2, the
conversion degree, the dentin uTBS and the morphology of the adhesive
interface by SEM were again evaluated. Preliminary tests were also carried out
to evaluate its cytotoxicity.

The results indicated a conversion degree of 84.1% for EM2, being
significantly higher than that of SBU (p = 0.008).

Concerning dentin bond strength results, there is no significant differences
observed among adhesives (p = 0.114). However, the bonding interface
morphology revealed differences in dentin hybridization, where EM2 showed a
thicker and more uniform hybrid layer and the presence of many and long resin
tags, especially when ER protocol was applied. These results allowed the
registration of a national patent.

The results obtained so far suggest the beginning of a new paradigm in
the restorative materials field, indicating that dendrimers such as G-IEMA can be

used successfully as an alternative to traditional linear monomers, like Bis-GMA.
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ABREVIATURAS E SIMBOLOS

% - Percentagem
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Au/ Pd — Ouro-Paladio

BAPO- Oxido de fenilbis (2,4,6-trimetilbenzoil) -fosfina
BIC — Bayes e Schwarz

Bis-GMA — Glicidildimetacrilato de bisfenol A

BPA — Bisfenol A
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CD - Coesiva dentina
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CHX — Clorexidina
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cm? — Centimetro quadrado
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cm?/mL — Centimetro quadrado por mililitro
CO2 - Dioxido de carbono

CQ — Canforoquinona

CR — Coesiva resina

D — Dentina

D.P. — Desvio padrao

DMEM - meio de Eagle modificado por Dulbecco
DMSO - Dimetilsulfoxido

EDTA - 4cido etilenodiamino tetra-acético
ELISA - ensaio de imunoabsorcao enzimatica
EM1 — Adesivo experimental com Bis-GMA
EM2 — Adesivo experimental com G-IEMA

ER — Etch & Rinse

ETMA — Metacrilato de 2,3-epitiopropilo

Fenil-P - Hidrogenofosfato de 2-metacriloxietilo
Fig. — Figura

FTIR — Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
FUT — Futurabond® (VOCO, Gmbh, Germany)
G-IEMA — G(2)-Metacrilato de 2-isocianoetilo
GL — Graus de liberdade

GLM — Modelos lineares gerais

h — horas

HCI — Acido cloridrico

HEMA — Metacrilato de 2-hidroxietilo

HI-FBS - soro fetal bovino inativado pelo calor
HL — Camada hibrida
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HMTAF — Fluoreto de 2-hidroxi-3-metacrilamido-N,N,N-trimetilpropano-1-amina
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IEMA — Metacrilato de 2-isocianoetilo

IGEPAL - octilfenoxipolietoxietanol
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LED - Diodo emissor de luz
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LRT — resin tags laterais
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OMS - Organizacado Mundial de Saude
PAMAM — Dendrimero de poliamidoamina
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RC — Resina composta

RT — Resin tags

s — Singuleto (*H-RMN)

SBU - Scotchbond Universal® (3M ESPE, USA)
SC — Simetria composta

SCCORREL - Simetria composta de correlacéo
SE — Self-Etch

Seg. — segundos

SiC — Carboneto de silicio

Sig. — Significancia

SU - Scotchbond Universal® (3M ESPE, USA)
t-Tripleto (*H-RMN)

TC — Taxa de conversao

TEGDMA — Dimetacrilato de trietilenoglicol
TMPEDMA — Dimetacrilato de 2-(aliloximetil)-2-etil-1,3-propanodiol
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UDMA — Dimetacrilato de uretano
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ABBREVIATIONS AND SYMBOLS
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Hg — Microgram
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EM2 — New experimental adhesive with G-IEMA
ER — Etch & Rinse

Fig. —Figure

FTIR — Fourier Transform Infrared Spectroscopy
FUT — Futurabond® (VOCO, Gmbh, Germany)
g — Gram

g.cm3- Density

G-IEMA —G(2)- 2-isocyanatoethyl methacrylate
GLM — General linear models

g.mol*- Molar mass
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N - Replicants

nm - Nanometer

NMR — Nuclear magnetic resonance
°C — Centigrade degree

PETA — Pentaerythritol tetraacrylate
ppm — parts per million

PS — Polymerization shrinkage

RC — Resin composite

RT — Resin tags

s — seconds

s - Singlet (*H-NMR)

S.D. — Standard deviation

SBU — Scotchbond Universal® (3M ESPE, USA)
SE — Self-Etch

sec. -seconds

SEM — Scaning electron microscopy
S| — Scaled identity

SL - Solubility

t— Triplet (*H-NMR)

TEGDMA —Triethylene-glycol-dimethacrylate
TMS — Teramethylsilane

UA — Universal adhesive

UAs — Universal adhesives

UDMA - Urethane-dimethacrylate
UN — Unstructured covariance

V - Volume

V/V — Volume/volume

w/w — Weigth / weigth

WHO — World health organization
WS — Water sorption

Yy — Bending vibration mode (FTIR)

0 — Bending vibration mode (FTIR)
v - Stretching vibration mode (FTIR)

23



INTRODUCAQO

24




INTRODUGAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a cérie dentaria € um
problema grave de saude publica e apesar dos esforcos desenvolvidos na
promocao da saude e na prevencao da doenca, as restauracdes dentarias ainda
sdo necessarias (WHO, 2011).

Uma lesé@o de carie nao tratada provoca a destruicdo dos tecidos duros
do dente (esmalte, dentina e cemento) sendo a principal razéo para a perda de
dentes (Fontana et al., 2009; Cramer et al.,, 2011). No tratamento, o tecido
dentario cariado € removido e substituido por uma resina composta que €&
aderida ao esmalte e a dentina através da utilizacdo de um sistema adesivo
(Jandt & Sigusch, 2009).

Os primeiros sistemas adesivos dentarios surgiram em meados da
década de 50 do século vinte e consistiam em materiais a base de cianoacrilatos
que se ligavam ao dente através da quelacdo com o célcio (Buonocore, 1955).
Desde o seu aparecimento, tanto a técnica adesiva como os diferentes sistemas
adesivos tém sofrido diversas alteracdes com o objetivo de procurar encontrar a
técnica mais rapida, aliada a uma adesdo mais eficaz, tanto ao esmalte como a
dentina (Elkaffas et al., 2018; Nagarkar et al., 2019).

No entanto, existem ainda algumas limitacbes nestes materiais cujas
principais consequéncias sdo a microinfiltracdo e a nanoinfiltracéo.

A microinfiltracdo acontece do exterior para o interior do dente quando
existe uma falha na interface entre o dente e a restauracdo, pela falta de
selamento marginal. Nesta situacdo, a presenca de bactérias e fluidos
provenientes da cavidade oral vao destruindo e degradando a camada adesiva
por processos de desmineralizacdo da estrutura dentaria e hidrolise dos
componentes do adesivo (Fig. 1) (Marshall et al., 2010; Zhou et al., 2019).

A nanoinfiltracdo foi primeiramente descrita por Sano et al. (1994b) e é
considerada por muitos autores o principal motivo de falha adesiva, gerada por
um processo silencioso e continuo de degradacédo da interface adesivo. Este
fendbmeno ocorre pela existéncia de pequenas zonas porosas na camada
adesiva, mais ricas em agua e pobres em resina que tornam a interface mais

suscetivel a hidrélise, refletindo-se mais tarde numa diminuicdo da resisténcia
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adesiva as forcas de tracao (Fig. 1) (Sano et al., 1994b; Ding et al., 2009).
Ambos os fendmenos comprometem a duracdo dos tratamentos
restauradores conduzindo ao aparecimento de carie secundaria, desinsercéo da
restauracéo e/ou fratura. Estas consequéncias constituem atualmente o principal
motivo de substituicdo das restauragbes, pelo que, a procura de novas
abordagens na adesédo tem sido uma tematica de grande interesse para a
comunidade cientifica (Jandt & Sigusch 2009; Melo et al. 2013; Cuevas-Suarez

et al., 2019), e o principal foco de estudo desta tese.

B Devtina [ Colagévio
W Resina composta
@ Adesivo

Aaua
B Polpa
g8 wmwps
@ 10-Wdp
® tuzimas salivares
® Bactérias

Fig. 1. Representacdo esquematica da micro- e da nanoinfiltracdo. Ml —
microinfiltragdo; NI — nanoinfiltracdo; RC — resina composta; CH — camada
hibrida; RT — resin tags
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1. ADESAO AO ESMALTE E A DENTINA

De uma forma geral, o principio fundamental da adesdo a estrutura
dentaria tem por base um fendmeno de microretencdo mecanica de monomeros
de resina, que penetram no esmalte e na dentina, utilizando para isso diferentes
mecanismos de agdo consoante o tecido dentario em questdo (Van Meerbeek et
al., 2003).

Assim, para entender os sistemas adesivos e 0 mecanismo de adeséo ao
esmalte e a dentina, torna-se fundamental conhecer a morfologia e a composicéo
destes tecidos dentarios, especialmente da dentina onde a adesdo € muito mais
dificil e imprevisivel (De Munck et al., 2005).

O esmalte dentario é a estrutura mais mineralizada do corpo humano. E
constituido por 96% de matéria inorganica, 1% de matéria organica e 3% de
agua. A matéria inorganica € composta por uma estrutura cristalina ordenada de
hidroxiapatite (Cai10(PO4)s(OH)2), disposta num padrdo altamente organizado
(Gwinnett, 1992; Miyazaki et al., 2014).

A dentina, por sua vez, € constituida por 47% do seu volume em matéria
inorganica, 33% de matéria organica e 20% de agua. A matéria organica é
formada essencialmente por fibras de colagénio tipo | envoltas por uma
substancia amorfa, lipidos e varias proteinas (fosfoproteinas, proteoglicanos,
proteinas Gla e outras proteinas acidas) (Berkovitz et al., 2009). Além disso, a
sua estrutura heterogénea possui inimeros tubulos, com diferentes orientacfes
que vao desde a polpa até a dentina superficial, na juncdo amelodentinaria e que
contém no seu interior prolongamentos dos odontoblastos e uma consideravel
guantidade de fluidos. Os fluidos presentes na dentina sédo semelhantes aos do
plasma, sendo que 95% do seu conteudo é agua (Marshall et al., 1997; Perdigéo,
2010).

Além disso, existe ainda uma grande variagdo na estrutura e cComposi¢ao
fisico-quimica entre a dentina superficial, média e a mais profunda (Van
Meerbeek et al., 1992). Desta forma, como substrato vivo, dinamico e em
permanente mudanca, a adesdo a dentina € bastante mais dificil de obter do que
em relacdo ao esmalte (De Munck et al., 2005; Bedran-Russo et al., 2017).

Um outro aspeto que importa referir, uma vez que constitui também um
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desafio na adesdo ao substrato dentario, € a existéncia de uma camada de
detritos, o smear layer, que se forma tanto a superficie do esmalte como da
dentina e que resulta de quando estes tecidos sao tratados com instrumentos de
corte manuais ou rotativos (Pashley et al., 1988; Spencer et al., 2010). Em funcé&o
do tipo de instrumentos e refrigeracao utilizados, bem como da proximidade com
a polpa dentaria, a espessura e morfologia do smear layer pode ser diferente
(Tani & Finger, 2002; Miyazaki et al., 2014).

O smear layer € composto por uma mistura de fragmentos de
hidroxiapatite e colagénio desnaturado, podendo ainda, em condi¢des clinicas,
apresentar uma contaminacéo de saliva e bactérias (Pashley, 1984; Marshall et
al. 1997; Perdigao, 2010).

Desta forma, o smear layer constitui uma barreira para a adesao na
medida em que os detritos se depositam sobre a superficie do esmalte e da
dentina criando uma camada, que pode variar entre 0,5 a 5um de espessura,
dificultando a difusédo dos sistemas adesivos. Além disso, as particulas do smear
layer de menores dimensdes conseguem penetrar nos orificios dos tdbulos
dentinarios, obstruindo-os. A esta obstrucdo que se traduz na diminuicdo da
permeabilidade da dentina da-se o nome de smear plugs (Pashley et al., 1988;
Marshall et al., 1997; Perdigéo, 2010).

2. SISTEMAS ADESIVOS

2.1. Mecanismo de acéo dos sistemas adesivos

Para que exista uma adesdao eficaz ao tecido dentario é necessario que a
parte inorganica do dente seja substituida por uma resina sintética. Este
processo € estabelecido de forma distinta, consoante o substrato seja o esmalte
ou a dentina (Van Meerbeek et al., 2003).

No esmalte, a primeira etapa consiste na remocao do fosfato de calcio,
criando microporosidades por onde o adesivo ira penetrar por capilaridade. Os
monomeros do adesivo ficam retidos mecanicamente nas porosidades apos
polimerizacao formando assim os resin tags (Van Meerbeek et al., 2003; Lopes
et al., 2007).
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Na dentina, ap6s o processo de desmineralizacdo, o colagénio € exposto
e 0s tubulos dentinarios sdo desobstruidos. O adesivo ao ser aplicado vai
penetrar entre as fibras de colagénio e nos tubulos dentinarios, ficando retido
apos polimerizacdo e dando origem a formacéo da camada hibrida e dos resin
tags, respetivamente (Nakabayashi et al., 1982; Van Meerbeek et al., 2003;
Breschi et al., 2008; De Munck et al., 2012).

Esta microretencdo mecanica do adesivo no dente € fundamental para
gue exista uma boa ades&o. No entanto, os sistemas adesivos mais recentes
promovem ainda uma adesdo quimica entre os monomeros funcionais do
adesivo e o substrato dentario, reforcando este mecanismo e contribuindo para
uma maior estabilidade das interfaces adesivas. Desta forma, o potencial da
ligacdo mecanica aliada a ligagdo quimica tem sido um tema bastante abordado
na literatura (Nunes et al., 2007; Yoshihara et al., 2014, Carrilho et al., 2019).

Os sistemas adesivos sdo compostos por trés componentes fundamentais
- 0 4cido, o primer e a resina adesiva, que se utilizam e combinam de maneira
diferente consoante o tipo de adesivo e o substrato onde é aplicado (o esmalte
ou a dentina). Desta forma, os sistemas adesivos podem apresentar duas
classificacdes diferentes propostas por Van Meerbeek et al. (2003): - sistemas
adesivos Etch & Rinse (ER) e sistemas adesivos Self-Etch (SE). Esta
classificacdo tem por base a estratégia que cada sistema utiliza na interacdo com
0 smear layer e na forma como o acido, o primer e a resina adesiva se aplicam
(Van Meerbeek et al., 2003).

O que caracteriza os sistemas ER é a aplicacédo de &cido isoladamente
num primeiro passo. Assim, estes sistemas podem ser formulados em 2 ou 3
passos, dependendo se o primer e a resina adesiva estdo juntos no mesmo
frasco ou em frascos diferentes (Pashley et al., 2011).

Nos sistemas SE, o acido é sempre incorporado no primer, sendo que
poderdo apresentar-se em sistemas de 2 passos ou de 1 passo unico,
dependendo se a resina adesiva é disponibilizada num frasco separado ou
combinada juntamente com 0s outros componentes num sistema chamado all-
in-one ou single-step (Fig. 2) (Van Meerbeek et al., 2003; Miyazaki et al., 2014;
Sofan et al., 2017).

Muito embora estes dois sistemas tenham vindo a revelar um bom
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desempenho clinico e laboratorial, a sua eficacia continua a depender bastante
da marca do produto utilizado e da técnica aplicada. Assim, para formular um
adesivo dentario e otimizar os seus resultados, € fundamental conhecer o
mecanismo de acado bem como o0s aspetos positivos e as limitagcdes de cada um

destes sistemas (Chee et al., 2012; Miyazaki et al., 2014).

2.2. Sistemas adesivos Etch & Rinse

Os sistemas adesivos Etch & Rinse (ER) constituem a geracdo mais
antiga tendo sido introduzidos no inicio dos anos 90. Este tipo de adesivos
caracteriza-se pela aplicacao inicial de acido isoladamente e pela remocéo total
do smear layer e dos smear plugs (Pashley et al., 2011).

A aplicacéo de acido no esmalte foi introduzida em 1955 por Buonocore e
€, ainda hoje, considerada uma das técnicas mais fiaveis na dentisteria
restauradora (Buonocore, 1955; Erickson et al., 2009).

No esmalte, o 4cido € aplicado de forma a remover o smear layer e
dissolver seletivamente os cristais de hidroxiapatite, criando microporosidades e
transformando a sua superficie lisa numa superficie muito irregular e com maior
energia de superficie (Grégoire & Ahmed, 2007). O protocolo mais utilizado e
eficaz consiste na aplicacdo de acido ortofosférico a 37% durante 15 segundos
seguido de lavagem com agua. Apds a lavagem, o excesso de agua é removido
utilizando um spray de ar (Erickson et al., 2009; Pashley et al., 2011), permitindo
que os mondémeros da resina adesiva quando aplicados sejam atraidos e
penetrem por capilaridade (Sofan et al., 2017). Os mondmeros ficam retidos na
superficie do esmalte condicionado através da polimerizacao e da formacao dos
resin tags, promovendo assim uma forca adesiva extremamente eficaz (Perdigéo
& Ritter, 2001; Sofan et al., 2017).

Devido ao sucesso do condicionamento acido ao esmalte, Fusayama et
al. (1979) introduziram a aplicagdo do acido também na dentina. No entanto, o
elevado contetdo organico e a quantidade de fluidos presentes nos tubulos da
dentina fazem com que a adeséo a este tipo de substrato seja bastante mais
complexa. Por isso, o efeito da aplicacdo do acido né&o ocorre de forma

homogénea e esta dependente de varios fatores como o tipo de dentina, a sua

30



profundidade, bem como a orientacdo e a quantidade dos tubulos dentinarios
(Martins et al., 2008).

Na dentina a aplicacéo do acido além de remover o smear layer, promove
a sua desmineralizacdo, expondo as fibras de colagénio, remove os smear plugs
abrindo desta forma os tabulos dentinarios. O &cido é aplicado na dentina, nunca
mais do que 15 segundos, para que nédo exista o risco de provocar modificacfes
estruturais no colagénio, sendo depois removido com agua. Apos a lavagem do
acido, o excesso de 4gua é retirado com um spray de ar (Miyazaki et al., 2014).

De seguida, é aplicado o primer que é composto por mondmeros
hidrofilicos que se encontram dissolvidos em solventes organicos como a agua,
o alcool e/ou a acetona. O solvente aquoso do primer tem como funcéo hidratar
as fibras de colagénio, mantendo-as mais separadas e permitindo a expansao
da rede de colagénio. Por sua vez, os solventes organicos, como é o caso do
alcool, ajudam a expelir e evaporar a agua residual existente na superficie da
dentina, criando as condi¢cdes necessarias para a posterior aplicacdo da resina
adesiva que é totalmente hidrofébica (Munksgaard, 2002; Pashley et al., 2011).
Contudo, antes disso, os solventes devem ser evaporados, sendo necessario
remové-los com o ar apés a aplicacdo do primer (Pashley et al., 2011; Luque-
Martinez et al., 2014).

Por fim, o Gltimo passo consiste na aplicacéo da resina adesiva, composta
por mondémeros hidrofébicos que irdo penetrar tanto nos espacos criados entre
as fibras de colagénio como nos tabulos dentinarios, ficando retidos através da
polimerizacao (Pashley et al., 2011).

Ao conjunto da camada composta pelas fibras de colagénio reforcadas
pela matriz de mondmeros de resina do adesivo, da-se o nome de camada
hibrida, descrita por Nakabayashi et al. (1982).

A camada hibrida representa uma zona de interdifusdo das fibras de
colagénio da dentina com a resina adesiva polimerizada, formando uma zona
hibrida de transicdo entre o substrato dentinario mais profundo e o material de
restauracdo dentario (Nakabayashi et al., 1991; Van Meerbeek et al.,1993). A
formacdo desta camada depende tanto da permeabilidade do substrato
dentinario criado pelo pré-tratamento do acido e do primer, bem como pela
capacidade de difusdo dos monomeros de resina (Wang et al., 1991).
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A qualidade da camada hibrida € assim um fator preponderante para uma
boa adesdo, isto €, quanto maior for a forca e durabilidade da unido entre os
componentes desta camada, menor é a probabilidade de aparecimento de falhas
devidas & sua degradacdo por processos enzimaticos e hidroliticos (Van
Meerbeek et al., 1993; Sauro et al., 2008; Pashley et al., 2011).

Por outro lado, além da formacdo da camada hibrida, a resina adesiva
que penetra nos tubulos abertos da dentina, da origem a formacdo de
prolongamentos de resina chamados de resin tags (Kenshima et al., 2006;
Miyazaki et al., 2014).

Nos sistemas adesivos ER de 2 passos, o primer e a resina adesiva estao
misturados no mesmo frasco e atuam em simultaneo, dificultando a capacidade
de o adesivo penetrar na dentina desmineralizada. A camada hibrida formada
com este sistema funciona como uma membrana semi-permeavel, permitindo
uma constante movimentacdo dos fluidos provenientes da polpa (Tay et al.,
2004). Isto acontece devido a presenca de um maior conteudo hidrofilico,
agravado pela maior dificuldade em evaporar completamente os solventes
necessarios para que os componentes hidrofilicos e hidrofébicos possam estar
misturados no mesmo frasco. Desta forma, a eficacia dos sistemas adesivos ER
de 2 passos é inferior ao dos de 3 passos, reduzindo a eficacia e o potencial
terapéutico que cada componente podera ter quando aplicado em separado
(Pashley et al., 2011).

Apesar dos sistemas adesivos ER de 3 passos serem considerados ainda
o gold-standard da adesao (Pashley et al., 2011; Sofan et al., 2017), o modo de
aplicacdo é tecnicamente sensivel e pode conduzir a inimeros problemas que
se traduzem numa diminuicdo da eficicia adesiva.

A primeira dificuldade prende-se com o passo de aplicacdo, lavagem e
secagem do acido ortofosférico. Controlar o grau de humidade da dentina € algo
bastante critico, sendo que a dgua desempenha um papel bastante antagonico
no mecanismo de adeséo (Marshall et al., 1997; Sofan et al., 2017).

Se por um lado, a secagem do excesso de agua pode fazer colapsar as
fibras de colagénio previamente expostas, dificultando a posterior penetracao
dos monomeros do adesivo, por outro, se 0 excesso de agua nao for eliminado,

podera prejudicar as propriedades mecanicas e a estabilidade da camada
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hibrida (Pashley et al., 2011; Miyazaki et al., 2014). Quando a 4gua esta em
excesso, pode ocorrer uma separacao entre os componentes hidrofilicos e
hidrofébicos do adesivo, uma polimerizacdo incompleta dos monémeros e a
hidrolise da camada hibrida, fenbmeno chamado de over-wet (Miyazaki et al.,
2014; Sofan et al., 2017).

Além disso, a aplicacdo de acido isoladamente, para além de abrir os
tubulos dentinarios com a remocdo dos smear plugs, torna a dentina mais
permeavel aumentado o fluxo de fluidos vindos da polpa pela presséo
hidrostatica existente. Este fendmeno vai dificultar o controlo da quantidade de
agua, tornando a técnica ainda mais sensivel (Miyazaki et al., 2014).

Desta forma, torna-se fundamental a determinacédo do grau adequado de
hidratacdo da dentina para a obtencdo de um sistema adesivo eficaz. Este €,
ainda nos dias de hoje, o fator mais dificli de controlar e padronizar,
principalmente em condicdes clinicas (Martins et al., 2008; Choi et al., 2017).

Por ultimo, a aplicacédo de acido ortofosférico a dentina tem a capacidade
de provocar uma elevada desmineralizacao, removendo demasiado célcio; tal
facto, tem vindo a revelar-se importante para a formacao de liga¢cdes quimicas
com monomeros especificos do adesivo (Perdigdo & Swift, 2015).

Além do referido, a profundidade da desmineralizacdo obtida na maioria
dos adesivos € superior a capacidade que os mondmeros tém de penetrar entre
as fibras de colagénio, criando-se zonas profundas que, ndo estando
impregnadas pelo adesivo, deixam o colagénio desprotegido. Por sua vez, o
espaco entre as fibras de colagénio da dentina desmineralizada contém agua e
proteoglicanos carregados negativamente que irdo contribuir para a degradacéo
do colagénio desprotegido (Pashley et al., 2004).

Desta forma, a destruicdo da camada hibrida, ocorre por um lado, pela
acdo das metaloproteinases e, por outro, pela destruicdo dos componentes
hidrofilicos dos monomeros dos adesivos devido a presenca de agua (Pashley
et al., 2004).

Por este motivo, os investigadores tém vindo a reconsiderar o tipo de
acido usado e o seu poder de desmineralizagdo, bem como a associacdo de
outros componentes adicionados a composi¢cdo dos adesivos (Breschi et al.,

2018; Betancourt et al., 2019; Zhou et al., 2019). Este tema sera novamente
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abordado no capitulo dedicado as estratégias utilizadas para ultrapassar as
limitacBes dos sistemas adesivos.

A evaporacao dos solventes do primer é também um ponto sensivel para
se conseguir alcancar uma boa for¢a de adeséo, e do ponto de vista clinico, um
procedimento bastante dificil de controlar. A permanéncia dos solventes,
principalmente da agua que € bastante mais dificil de evaporar do que o alcool
Oou a acetona, podem comprometer o grau de conversdo dos monomeros,
prejudicando as propriedades fisicas e mecanicas da camada hibrida formada e
consequentemente torné-la mais permeavel (lkeda et al., 2005; Lugue-Martinez
et al., 2014).

O tipo de solventes utilizados nos sistemas adesivos ER influencia
bastante a sua aplicacdo clinica. Se ndo existir um cuidado especial na técnica
de secagem, os adesivos com solventes a base de acetona podem secar em
excesso a dentina enquanto que os adesivos a base de alcool ou agua
necessitam de um tempo de evaporacdo maior, para que a dentina nao fique
com excesso de agua (Miyazaki et al., 2014).

Assim, apesar dos sistemas adesivos ER apresentarem uma longevidade
clinica bastante satisfatoria, apresentam algumas fragilidades na prevencao da
nanoinfiltracdo, além de serem bastante sensiveis na técnica de aplicacédo. Por
ISS0, 0 objetivo dos investigadores continua, ainda, a ser o desenvolvimento de
materiais adesivos mais simples, com menor nimero de passos e com poder

auto-condicionante (Breschi et al., 2008).

2.3. Sistemas adesivos Self-Etch

Os sistemas adesivos Self-Etch (SE) surgem com o objetivo de superar a
dificuldade no controlo do grau de humidade adequado da dentina e a0 mesmo
tempo com a intencado de reduzir o tempo de aplicacéo e simplificar a técnica dos
sistemas adesivos Etch & Rinse (Van Meerbeek et al., 2011).

Nestes sistemas, a aplicacdo em separado do &cido ndo é necesséria,
uma vez que sao utilizados primers que contém mondmeros funcionais acidos
na sua composigao, que simultaneamente condicionam e preparam o substrato

(esmalte e dentina) para a adesao (Van Meerbeek et al., 2011).
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N&o existindo o passo de aplicacdo prévia de acido, o problema
relacionado com a lavagem e secagem néo se coloca, tornando-o um sistema
adequado a dentina, na medida em que previne a sua desidratacdo (Van
Meerbeek et al., 2011).

No entanto, o condicionamento &cido ao ser efetuado pela a¢do do primer
acidico, promove um grau de desmineralizacao inferior. O smear layer ndo é
removido, dada a ndo existéncia do passo de lavagem, sendo modificado e
posteriormente incorporado na camada hibrida. Por este motivo, o0s monémeros
do adesivo tém uma maior dificuldade em infiltrar a dentina, gerando nestes
adesivos uma camada hibrida tipicamente menos espessa e, resin tags mais
curtos (Hashimoto et al., 2004).

Os sistemas adesivos SE estdo disponiveis em sistemas de 2 passos,
onde um frasco contém primers acidos e o outro a resina adesiva, ou em
sistemas de frasco Unico, chamados de single-step ou all-in-one onde os
componentes se encontram todos misturados (Fig. 2) (Van Meerbeek et al.,
2011; Sofan et al., 2017).

A composicao basica destes sistemas adesivos consiste huma solugao
aguosa de mondémeros funcionais acidicos, normalmente apresentando um pH
ligeiramente superior ao do acido ortofosférico (pH=0,5). De acordo com o pH da
componente acida e da sua capacidade de desmineralizacdo, estes sistemas
adesivos podem ser classificados em “strong” (pH<1), “intermediately strong”
(1<pH<2) and mild (pH=2) (De Munck et al., 2005; Van Meerbeek et al., 2011).

Os sistemas mild tém a capacidade de desmineralizar a dentina, apenas
superficialmente, deixando cristais de hidroxiapatite a envolver as fibras de
colagénio que tém como funcéo proteger o colagénio da hidrélise. Além disso,
este valor de acidez também nao é suficiente para remover completamente os
smear plugs dentro dos tubulos dentinarios, pelo que, os sistemas self-etch mild
sdo considerados os adesivos que provocam menor sensibilidade poés-
operatoria. Esta vantagem deve-se ao facto de existir uma menor movimentacéo
de fluidos dentinarios, uma vez que os tubulos permanecem parcialmente
obstruidos (Sofan et al., 2017).

Os sistemas de um passo combinam numa Unica solugdo a mistura de

monomeros funcionais acidos, monémeros hidrofilicos, monémeros
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hidrofébicos, particulas de carga, foto-iniciadores, inibidores, agua e outros
solventes (alcool ou acetona). A agua é indispensavel para a ionizacdo dos
monomeros funcionais e o0s restantes solventes para dissolucdo dos
componentes hidrofilicos e hidrofébicos. Porém, estes adesivos ao conterem
agua e monomeros acidos podem comprometer a estabilidade da ades&o, uma
vez que ao serem maioritariamente hidrofilicos, conseguem atrair mais agua do
substrato dentinario, deixando a camada hibrida mais suscetivel a hidrélise (Reis
et al., 2007).

Mesmo apds a polimerizacdo, estes adesivos acabam igualmente por
atuar como membranas semipermeaveis permitindo o movimento de agua do
substrato para a camada adesiva (Reis et al., 2007).

Resumindo, para a adesao a dentina, os sistemas adesivos SE parecem
ser opcOes adequadas e promissoras, uma vez que respeitam a morfologia e a
biologia deste tecido, deixando algum contetudo de hidroxiapatite para a ligacéo
guimica com os monémeros funcionais do adesivo e reforcar assim a adesao.
No entanto, para o esmalte, estes sistemas apresentam um pior desempenho,
na medida em que a sua acidez ndo é suficiente para provocar um grau de
desmineraliza¢do adequado, dificultando a penetracdo do adesivo (Sofan et al.,
2017).

Assim, apesar de atrativos, estes sistemas ainda apresentam algumas
desvantagens devido a presenca do smear layer que constitui uma barreira na
penetracdo do adesivo e ainda ao elevado conteddo de solventes e
componentes hidrofilicos e hidrofébicos que, quando combinados no mesmo
frasco, fazem com que este tipo de adesivos apresentem uma menor
longevidade (Wang & Spencer, 2005).

Subjacente as falhas adesivas estd a polimerizacdo insuficiente dos
mondmeros, devido a natureza acida dos mesmos e o fenomeno de separacéo
dos componentes hidrofilicos e hidrofébicos que tém que coexistir no mesmo
produto (Wang & Spencer, 2005).
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Fig. 2: Representacao esquemdtica dos diferentes tipos de sistemas ER e SE disponiveis.
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3. SISTEMAS ADESIVOS UNIVERSAIS

Os sistemas adesivos Universais sdo a novidade mais recente na
dentisteria adesiva, estando disponiveis no mercado desde 2011. O Scotchbond
Universal® (3M ESPE, St Paul, USA) foi o primeiro adesivo chamado de
Universal a ser comercializado, seguido pelo adesivo All Bond Universal® (Bisco
Inc, Schaumburg, USA).

No entanto, a definicdo de sistema adesivo Universal é dubia e em muitos
casos ambigua, ndo existindo na literatura nenhuma definicdo oficial que
qualifique este tipo de material (Gary, 2015).

Estes materiais, para serem chamados de sistemas adesivos Universais,
multi-mode ou multi-purpose, deverdo ser apresentados idealmente num Unico
frasco, sem necessidade de mistura prévia, podendo ser utilizados nos
diferentes protocolos — Etch & Rinse, Self-Etch ou Selective Enamel Etching -
dependendo da situagdo clinica ou da preferéncia do operador. (Gary, 2015;
McLean et al., 2015; Sofan et al., 2017).

Esta versatilidade permite aliar as vantagens dos sistemas adesivos ER
na adesdo ao esmalte e dos sistemas adesivos SE na adesdo a dentina. Desta
forma, véarios autores recomendam que a aplicacdo mais correta e eficaz deste
sistema € a aplicacao prévia de acido ortofosforico apenas no esmalte, seguindo-
se da aplicacdo do adesivo nos dois substratos (Selective Enamel Etching)
(Erickson et al., 2009; Van Meerbeek et al.,, 2011; Perdigdo & Swift, 2015;
Cuevas-Suarez et al., 2019).

Assim, a desmineralizacdo provocada no esmalte é suficiente para se
obter uma penetracao eficaz do adesivo, sendo que na dentina, evita-se o0 risco
relacionado com o passo de condicionamento acido, lavagem e secagem, que
existe quando os sistemas ER séo aplicados (Perdigdo & Swift, 2015; Sofan et
al., 2017).

Por outro lado, ao preservar cristais de hidroxiapatite, permite que estes
sistemas possam formar ligagdes quimicas com a dentina. Por isso mesmo, 0s
sistemas adesivos Universais devem apresentar sempre na sua COmposi¢cao
mondmeros funcionais com afinidade para esta ligacdo quimica com o calcio

(Perdigédo & Swift, 2015; Sofan et al., 2017). Para que a ligagdo quimica possa

38



ocorrer, 0 requisito importante € que os verdadeiros Universais apresentem um
valor de pH entre 2,2 e 3,5 (Gary, 2015).

Os sistemas adesivos Universais surgem também como materiais
indicados para aderir restauracfes diretas e indiretas, sendo compativeis com
0s cimentos a base de resina autopolimerizaveis, fotopolimerizaveis ou com
dupla polimerizacéao (Gary, 2015; Tsujimoto et al., 2017; Cuevas-Suarez et al.,
2019). Afirma-se ainda que estes sistemas adesivos tém o objetivo de poderem
funcionar como primers adesivos em substratos como a zircOnia, 0s metais
nobres e ndo nobres, compositos e diferentes materiais ceramicos a base de
silica. Este procedimento implica a necessidade de aplicacdo em separado de
iniciadores, tais como o silano (Gary, 2015; Tsujimoto et al., 2017; Cuevas-
Suérez et al., 2019).

Observando a composicdo e caracteristicas dos adesivos
comercializados como sistemas adesivos Universais, é possivel verificar muitas
incongruéncias, deixando a duvida se deverdo ou nao ser classificados como
adesivos Universais. Por exemplo, adesivos comerciais como o Optibond XTR®
(Kuraray) ou o Futurabond Universal® (VOCO) sdo comercializados como
sistemas Universais, mas apresentam-se em dois frascos separados com a
necessidade de serem misturados previamente. Outros exemplos sédo o caso do
Scotchbond Universal® (3M ESPE) ou do Clearfil Universal® (Kuraray) que
exigem que seja utilizado um ativador em separado quando se pretende aderir
um cimento de resina (Gary, 2015).

Desta forma, atualmente ainda n&o existe nenhum adesivo universal que
cumpra todos o0s requisitos que este tipo de material exige para poder
desempenhar tantas fungbes em simultaneo (Gary, 2015; Matos et al., 2017;
Nagarkar et al., 2019).

E inegavel que a formulagdo de um adesivo Universal € um processo
bastante desafiante, sendo que a componente quimica € um fator chave no
desenvolvimento de um material tdo versatil. Os estudos publicados até a data
indicam que a estabilidade da adesédo varia consoante o tipo de adesivo
Universal utilizado, estando igualmente sujeita & degradacgéo hidrolitica (Gary,
2015; Nagarkar et al., 2019). O pH do adesivo, a estratégia adesiva utilizada (ER
ou SE) e o substrato onde se pretende aderir séo fatores criticos no desempenho
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deste tipo de adesivos (Rosa et al., 2015; Cuevas-Suarez et al., 2019).

3.1. Composicado quimica dos sistemas adesivos Universais

A composicdo quimica dos adesivos Universais € semelhante a dos
adesivos Self-Etch, diferindo principalmente no pH das formulagbes que, por
norma, € sempre mais alcalino. A semelhanca de alguns adesivos Self-Etch, os
Universais caracterizam-se por terem incorporados na sua formulacdo
monomeros funcionais responsaveis por estabelecer ligacdes quimicas com o
calcio da hidroxiapatite e, em simultaneo continuarem a apresentar adeséo
micromecanica (Cuevas-Suarez et al., 2019; Papadogiannis et al., 2019).

Os sistemas adesivos Universais apresentam-se assim como um liquido
viscoso que resulta da mistura de monomeros a base de resina, monémeros
funcionais, solventes, iniciadores, inibidores e por vezes particulas de carga
inorganica (Papadogiannis et al., 2019).

Para formular um sistema adesivo Universal € necessario que exista um
conjunto muito especifico de mondmeros funcionais e de reticulacdo que atuem
de forma sinérgica e que tenham a capacidade de reagir perante diferentes tipos
de substrato. Isto €, monémeros que apresentem a capacidade de copolimerizar
com materiais a base de resina e ao mesmo tempo que se consigam ligar a
tecidos como a dentina. Para isso, devera existir um equilibrio exigente entre as
componentes hidrofilica e hidrofébica, que teréo de coexistir numa Unica solucéo
(Gary, 2015; Papadogiannis et al., 2019).

O caréter hidrofilico € necessario para manter o grau de hidratacdo da
dentina, permitindo a impregnacdo dos mondmeros entre as fibras de colagénio
(Hitmi et al., 2002; Van Landuyt et al., 2007).

No entanto, tal podera acelerar a hidrélise do adesivo devido a maior
absorcdo de agua. Por este motivo, a existéncia de mondémeros hidrofobicos é
extremamente importante para afastar a 4gua e, a0 mesmo tempo, melhorar a
resisténcia mecanica (Feitosa et al., 2014).

O desafio centra-se, assim, em encontrar uma combinacado perfeita de
monomeros compativeis, que exibam propriedades hidrofilicas iniciais e que,

apos serem polimerizados, formem camadas adesivas hidrofébicas estaveis e
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duradouras (Gary, 2015; Bedran-Russo et al., 2017).

Além destes componentes, fazem parte da composicao destes materiais

os iniciadores da reacdo de polimerizacdo que desempenham um papel

fundamental na consolidagdo da camada hibrida, na retengdo micromecénica

dos mondémeros dentro da estrutura dentaria e, posteriormente, na unido a resina

composta (Yoshida & Greener, 1994).

Na tabela 1 encontram-se descritos 0s principais constituintes dos

sistemas adesivos Universais mais utilizados.

O conhecimento da composicédo detalhada dos sistemas adesivos e do

papel de cada componente no mecanismo de adeséo torna-se indispensavel

para a formulacéo deste tipo de material.

Tabela 1: Composi¢éo e pH dos principais sistemas adesivos Universais disponiveis no

mercado
Adesivo Principais Ingredientes* Fabricante pH | Classificagao**
Universal
Scotchbond Bis-GMA, HEMA, 10-MDP, 3M ESPE 2,7 Mild
Universal® metacrilato de etilo, acido 2- St. Paul, MN,
propenoico, copolimero do acido EUA
acrilico e itaconico,
Dimetilaminobenzoato, etanol, agua,
silano
canforoquinona,
All Bond 10-MDP, Bis-GMA, HEMA, etanol, Bisco Inc. 3,2 Ultra-mild
Universal® agua, iniciadores Schaumburg,
IL, EUA
Adhese 10-MDP, Bis-GMA, HEMA, Ivoclar 2,5 Mild
Universal® dimetacrilato de decanodiol, Vivadent,
dimetacrilato, etanol, agua, Schaan,
iniciadores, estabilizadores, diéxido Lichtenstein
de silicio
Clearfil Universal Bis-GMA, HEMA, etanol, 10-MDP, Kuraray 2,3 Mild
Bond® dimetacrilato alifatico hidrofilico, silica | Noritake Dental
coloidal, DL-canforoquinona, silano, Inc., Japdo
aceleradores, iniciadores, agua
Futurabond U® HEMA, Bis-GMA, monémero adesivo Voco GmbH, 2,3 Mild
acido, UDMA, catalisadores, Alemanha

nanoparticulas de Silica, etanol

* De acordo com a indicagdo do fabricante descrita na ficha de dados de seguranca (MSDS); ** Van
Meerbeek B et al., 2010. Bis-GMA - Glicidildimetacrilato de bisfenol A; HEMA — Metacrilato de 2-
hidroxietilo; UDMA - Dimetacrilato de uretano; 10-MDP - Dihidrogenofosfato de metacriloiloxidecilo
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3.1.1 Mondémeros funcionais

A natureza hidrofilica do metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) faz com que
este seja um dos monomeros mais utilizado nos sistemas adesivos, sendo
considerado um excelente promotor da adesédo (Fig. 3) (Nakabayashi &
Takarada, 1992; Burrow et al., 1999; Hitmi et al., 2002; Van Landuyt et al., 2007).

O HEMA, enquanto assegura o grau de humidade necessario na dentina,
atua também como um solvente natural que melhora a estabilidade das solu¢cdes
com componentes hidrofobicos e hidrofilicos, mantendo o0s restantes
componentes em solucao (Van Landuyt et al., 2005).

No entanto, quando presente em grandes quantidades, a sua capacidade
de absorcdo de agua e tendéncia para a hidrélise, conduz a uma grande
diminuicao da resisténcia mecanica dos adesivos. Por outro lado, Yoshida et al.
(2012) defendem que a sua presenca também podera inibir a acdo de outros
monomeros funcionais utilizados, tais como o 10-MDP.

Ainda assim, o HEMA continua a ser um dos constituintes mais frequentes
na composicao dos sistemas adesivos Universais, em concentracdes que variam
de fabricante para fabricante. Otimizar a quantidade de HEMA, a fim de se utilizar
a menor concentracao necessaria para aproveitar os seus beneficios e minimizar
os seus efeitos negativos, tem sido o objeto de estudo para alguns autores (Van
Landyut et al., 2008; Zanchi et al., 2013; Munchow et al., 2014; Barbosa et al.,
2015).

Van Landyut et al. (2008) formularam um adesivo experimental Self-Etch
de um passo, que continha apenas 10% de HEMA, apresentando uma eficacia
adesiva superior. Outros autores, no entanto, tém vindo a estudar a hipétese da
sua substituicdo (Zanchi et al., 2013; Barbosa et al., 2015). Minchow et al.
(2014), concluiram que os adesivos que ndo conttm mondémeros de HEMA
apresentam melhor taxa de conversao e, por isso, melhores propriedades fisicas
e mecanicas.

Outros mondémeros funcionais utilizados com frequéncia nos sistemas
adesivos Universais caracterizam-se por conterem na sua cCOmposi¢ao ésteres
de fosfato (R-O-POsH2) permitindo que estes adesivos se consigam ligar a
metais (Kadoma, 2002), a zirconia (Chen et al., 2012) e ao dente (Fukegawa et

al., 2006; Van Landuyt et al., 2008), pela formacao de sais de calcio.
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No dente, a ligagdo quimica dos grupos carboxilicos e/ou fosfato ao célcio
presente nos cristais de hidroxiapatite vem reforcar a microretencéo mecanica ja
existente, tornando a interface mais resistente a presenca de agua, aumentando
assim, as forcas de adeséo (Proenca et al.,, 2007; Hosaka et al., 2009) e a
resisténcia do adesivo a degradacédo (Miyazaki et al., 2014).

Por outro lado, estes monomeros ao serem naturalmente acidos,
conseguem ao mesmo tempo contribuir para a desmineralizacdo do dente,
sendo um aspeto favoravel quando o adesivo € aplicado sob o protocolo Self-
Etch (Ogliari et al., 2008).

O 10-MDP (dihidrogenofosfato de metacriloiloxidecilo) foi sintetizado em
1980 pela Kuraray Inc. (Osaka, Japdo) e, desde a queda da sua patente em
2003, varios fabricantes tém vindo a incorporar este monémero na composicao
dos sistemas adesivos.

Nos sistemas adesivos Universais este € o mondémero funcional mais
utilizado. Este composto apresenta uma estrutura quimica anfipatica que o torna
bastante versatil. Numa extremidade apresenta um grupo metacrilato que é
hidrofébico, indicado para formar ligacdes quimicas com o0s materiais
restauradores e os cimentos a base de resina. Na outra extremidade, encontra-
se um grupo fosfato polar, que € hidrofilico permitindo a ligacédo quimica ao tecido
dentario (Ogliari et al., 2008; Gary, 2015).

Para além do referido, a sua longa cadeia de carbonos faz com que seja
um dos mondémeros funcionais com caracteristicas mais hidrofébicas, conferindo
ao adesivo uma menor tendéncia para absorver agua e uma maior resisténcia a
degradacdo hidrolitica da camada adesiva (Fig. 3) (Ogliari et al., 2008; Gary,
2015).

Desde a descoberta do 10-MDP, tém surgido na literatura referéncias a
varios monémeros com o mesmo tipo de funcdo. O &cido 4-metacriloxietil-
trimetilico (4-MET) e o hidrogenofosfato de 2-metacriloxietilo (Fenil-P) sao
também exemplos disso, ndo apresentando, no entanto, resultados téo
satisfatérios como o 10-MDP (Yoshida et al., 2004).

O 10-MDP tem sido referenciado como dos poucos mondémeros que
apresenta a capacidade de formar ligacbes idnicas com o0s cristais de

hidroxiapatite, dando origem a formagé&o de cristais de 10-MDP-célcio bastante
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estaveis. Estes cristais vao-se depositando de uma forma organizada em nano-
camadas que variam de espessura e qualidade, conforme o sistema adesivo
utilizado, tornando a interface adesivo bastante resistente a degradacédo
(Fukegawa et al., 2006; Nunes et al., 2007; Van Landuyt et al., 2008; Hosaka et
al., 2009; Yoshida et al., 2012).

Muito embora o 10-MDP apresente iniUmeras vantagens, segundo a
literatura mais recente, este aparenta ser muito instavel hidroliticamente,
podendo degradar-se em dihidrogenofosfato de hidroxidecilo e metacrilato.
Neste sentido, surgiu a necessidade de criar um polimero quimicamente mais
estavel, o dihidrogenofosfato de 6-metacriloxi-2,2,3,3,4,4,5,5-octafluorohexilo
(MF8P), que ao conter fllor na sua composicdo, parece ser mais resistente a
agua, devido a forte adesdo quimica existente entre o fllor e o carbono. Os
resultados obtidos com a utilizacdo deste monémero sao promissores, uma vez
gue mantendo a eficacia na ligacéo ao calcio semelhante a do 10-MDP, o MF8P

revelou ser hidroliticamente mais estavel (Yoshihara et al., 2014).

3.1.2 Mondémeros “cross-link”

Os monomeros de “cross-link” estdo presentes na composicdo dos
adesivos para conferirem um caracter hidrofébico e uma elevada taxa de
conversdo. Estes componentes sdo 0s principais responsaveis pela retencéo
mecanica do adesivo, que acontece pela formacdo da camada hibrida e dos
resin tags e pela polimerizacdo com os mondémeros da resina composta (Van
Landuyt et al., 2007).

O Bis-GMA (glicidildimetacrilato de bisfenol A), o TEGDMA (dimetacrilato
de trietilenoglicol) e o UDMA (dimetacrilato de uretano) sdo os mondmeros
“cross-link” mais utilizados nos sistemas adesivos (Fig. 3), que, ao formarem
polimeros com elevadas ligagdes cruzadas, promovem uma elevada resisténcia
mecanica (Sideridou et al., 2002).

O Bis-GMA foi introduzido na década de 60 do século passado por Bowan
e Rodriguez (1962). Tem sido o monomero mais utilizado ao longo do tempo
como base dos adesivos, devido a sua capacidade de se difundir nos tecidos,
bem como as boas propriedades fisicas e mecanicas (Sideridou et al., 2002).

Porém, contrariamente ao que se pensava, em termos da sua
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hidrofobicidade, alguns autores mostraram que este mondmero absorve muita
agua (Gajewski et al., 2012). Além disso, a presenca de grupos hidroxilo e de
anéis aromaticos aumenta a sua viscosidade de tal forma que a sua taxa de
conversédo é negativamente afetada (Peutzfeldt, 1997).

Por essa razao, este monémero € associado ao monémero TEGDMA que
atua como diluente, para conferir a viscosidade necesséaria aos sistemas
adesivos. Contudo, o TEGDMA podera prejudicar as propriedades mecanicas,
tornando a matriz do adesivo mais permeavel a agua (Sideridou & Karabela,
2011).

No que diz respeito a biocompatibilidade, o Bis-GMA tem vindo a ser
recentemente bastante questionado, devido ao facto de conter bisfenol A. A
libertacdo de bisfenol A dos materiais restauradores € ainda um assunto
polémico, na medida em que alguns autores defendem apresentar risco de
citotoxicidade para o organismo. Encontram-se também algumas referéncias
relacionadas com a atividade estrogénica destes mondmeros, que seréo
abordadas no ponto 3.4 sobre a biocompatibilidade (Gupta et al., 2012;
Malkiewicz et al., 2015; Chianese et al., 2018)

Desta forma, a elevada rigidez e viscosidade, a reduzida taxa de
conversao, a absorcdo de agua e a potencial libertacdo de bisfenol A leva a que
um numero crescente de fabricantes procurem retirar o Bis-GMA das
formulac6es dos adesivos (Van Landuyt et al., 2007; Yu et al., 2014).

O monémero UDMA igualmente utilizado na composicdo dos materiais
restauradores, tem sido considerado na literatura uma alternativa promissora
para substituir os monémeros de Bis-GMA. Este monOmero apresenta uma
excelente taxa de conversdo, formando um elevado numero de ligacbes
cruzadas, devido as reacdes em cadeia nas ligacdes azoto-hidrogénio (NH) dos
grupos amida (Sideridou et al., 2002; Floyd & Dickens, 2006; Papakonstantinou
et al., 2013).

Além disso, a sua menor rigidez e maior flexibilidade permitem obter um
grau de viscosidade mais adequado que facilita a penetragdo destes mondémeros
na estrutura dentaria (Van Landuyt et al., 2007; Reichl et al., 2012;

Papakonstantinou et al., 2013).
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3.1.3 Solventes

Os solventes desempenham um papel bastante importante no mecanismo
de acédo e eficacia dos adesivos. E devido a presenca de solventes que 0s
adesivos possuem uma reduzida viscosidade, que € crucial para que 0s
mondmeros se consigam difundir e infiltrar dentro da estrutura dentéria. Nos
sistemas adesivos Universais, 0s solventes sdo particularmente importantes pois
facilitam a mistura dos mondmeros dentro do mesmo frasco, evitando a
separacao entre os componentes hidrofilicos e hidrofobicos durante o processo
adesivo (Perdigdo & Frankenberger, 2001; Reis et al., 2003; Toledano et al.,
2012c).

A agua, o alcool e a acetona sdo os solventes mais utilizados. A agua é
necessaria para a dissociacdo dos mondomeros funcionais, pelo que é um
constituinte comum & maioria dos sistemas adesivos Universais. No entanto, a
sua evaporacao torna-se bastante dificil e, por isso, a associacdo com o alcool
Oou a acetona € necessaria para facilitar este procedimento (Carvalho et al.,
2012).

O alcool e a acetona, como tém uma pressao de vapor maior que a agua,
evaporam mais facilmente. Por outro lado, tém a capacidade de afastar a 4gua
da rede de colagénio e ao mesmo tempo assegurar a penetracdo dos
monomeros nas microporosidades criadas entre as fibras de colagénio
(Jacobsen & Soderholm,1998; Bail et al., 2012).

Porém, alguns estudos tém demonstrado resultados menos favoraveis
guando a acetona € utilizada como solvente, uma vez que ao ser muito volatil,
nao assegura uma adequada expansdao da rede de colagénio nem uma difusao
eficaz dos monémeros (Pashley et al., 2002).

Assim, a mistura de agua e etanol, onde o etanol é utilizado em maior
proporcado, tem demonstrado uma maior eficacia no combate a nanoinfiltracdo
(Moszner & Salz, 2005).
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3.1.4 Iniciadores

Para que um adesivo seja fotopolimerizado € necessario adicionar a sua
composicdo componentes foto-iniciadores que s&o combinados com co-
iniciadores. Nos sistemas adesivos a canforoquinona (CQ) é o foto-iniciador mais
utilizado que, juntamente com uma amina, e na presenca de luz, reage
desencadeando a libertacdo de radicais livres e a consequente polimerizacao
dos mondmeros (Van Landuyt et al., 2007).

A CQ é um excelente foto-iniciador que tem como principal vantagem o
facto de apresentar um amplo espectro de absorcao (entre 360-510 nm) com
um pico de absorvancia por volta dos 468 nm (luz azul) (Moss et al., 2002). A
temperatura ambiente, a CQ apresenta-se como um po cristalino, solivel em
dgua e de coloracdo amarela/acastanhada. Mesmo sendo utilizada em
pequenas quantidades (<2,5 % (m/V)), tem a capacidade de influenciar de forma
significativa a cor dos adesivos. Este aspeto acaba por ser uma desvantagem,
pois, apesar da cor se desvanecer ap0s a polimerizacdo do adesivo, existe
sempre o risco de pigmentar o dente, podendo prejudicar o resultado estético
final da restauracdo. Porém, este aspeto € mais relevante nas resinas compostas
do que nos sistemas adesivos (Van Landuyt et al., 2007). Para além disso, a CQ
tem demonstrado também algumas propriedades citotoxicas (Atsumi et al.,
2004).

As aminas terciarias sao bastante utilizadas como co-iniciadores das CQ
no mecanismo de polimerizacdo. No entanto, a sua presenca hum adesivo com
um pH mais acido pode ser um problema, uma vez que algumas aminas poderao
desencadear uma reacdo de oxidacdo-reducdo dos monémeros acidos dos
adesivos (Moszner & Salz, 2005; Van Landuyt et al., 2007).

Por este motivo, a agao da canforoquinona com diferentes co-iniciadores

tem sido um tema bastante estudado (Wang et al., 2006).
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Hidrofébico
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Fig. 3: Representagdo esquemdtica dos principais constituintes dos adesivos Universais
(Imagem retirada e adaptada de Bedran-Russo et al., 2017)

3.2. Propriedades fisico-quimicas dos sistemas adesivos
Universais

3.2.1 pH

De acordo com uma exaustiva revisao sistematica efetuada por Cuevas-
Suarez et al. (2019), onde foram analisados 59 estudos publicados entre 2015 e
2019, envolvendo diferentes adesivos Universais, verificou-se que a estabilidade
da adeséo deste tipo de adesivos a dentina depende essencialmente do seu pH,
e, como tal, a estratégia adesiva utilizada pelo profissional deve ter sempre em
conta o grau de acidez do adesivo e o tipo de substrato onde ele vai ser aplicado.

Durante a formulagdo de um adesivo Universal ndo € imediata a obtengéo
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de um pH adequado para que se atinja o equilibrio entre a quantidade de calcio
que deve ser removida versus a que deve ser mantida. Se por um lado, é
necessario um certo grau de desmineralizacdo para permitir a entrada do
adesivo dentro da dentina, por outro, também €& importante ser mantido o
conteddo de calcio para permitir o estabelecimento da ligagdo quimica com o
monomero funcional normalmente existente na composicdo destes sistemas
adesivos (Gary, 2015; Cuevas-Suarez et al., 2019).

Desta forma, contrariamente ao que se verifica nos adesivos SE, os
adesivos Universais apresentam, por norma, um pH menos &cido (acima de 2,
comparativamente com os adesivos SE com pH <2), o que |lhes confere a grande
versatilidade de poderem ser utilizados com a estratégia ER ou com a estratégia
SE (Gary, 2015; Cuevas-Suérez et al., 2019; Nagarkar et al., 2019).

Assim, o pH da maioria dos adesivos Universais varia entre 2,2 e 3,2
dependendo da marca comercial (Tabela 1). Consoante o valor de pH, os
Universais podem ser considerados como “intermediately strong” (1<pH<2);
“mild” (pH=2) ou “ultra-mild” (pH>2,5) (Gary, 2015; Cuevas-Suarez et al., 2019;
Nagarkar et al., 2019).

Na adesdo ao esmalte, para aumentar a eficacia adesiva dos sistemas
adesivos Universais, os mesmos devem ser sempre aplicados ap6s o
condicionamento &cido prévio (protocolo ER). Como ja foi referido, o &cido
ortofosférico é fundamental para remover o smear layer e criar microporosidades
resultantes da dissolucdo da hidroxiapatite, permitindo a infiltracdo dos
monomeros no esmalte que ficam retidos apds a polimeriza¢édo, formando os
resin tags. A esta técnica da-se o nome de Selective Enamel Etching (Perdigao
& Swift, 2015).

J& na adesdo a dentina, os estudos revelam que a eficacia adesiva &
afetada pelo protocolo e pelo pH do adesivo utilizado.

A eficacia adesiva a dentina dos adesivos strong € a que apresenta piores
resultados, independentemente da estratégia utilizada (ER ou SE). Apos o
periodo de envelhecimento, os reduzidos valores de for¢ca adesiva encontrados
séo explicados pela presenca de mondémeros que ficaram por polimerizar e que
continuam a desmineralizar a dentina devido ao seu alto nivel de acidez,

promovendo uma baixa estabilidade hidrolitica das interfaces adesivas e uma
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baixa estabilidade das intera¢cdes quimicas com o colageno. Por este motivo, a
utilizacdo de adesivos com pH strong € desaconselhada para a dentina (Van
Meerbeek et al., 2011).

Relativamente a eficacia adesiva dos adesivos intermediatly strong,
segundo a revisao sistematica de Cuevas-Suarez et al. (2019), os resultados
existentes sao inconsistentes pelo que sera necessario continuar a estudar a sua
performance na dentina de forma obter um maior nivel de evidéncia da sua
eficacia.

Quanto aos adesivos ultra-mild, muito embora o papel dos resin tags na
eficacia adesiva continue a ser questionado (Lohbauer et al., 2008, Cuevas-
Suarez et al., 2019), os estudos indicam que este tipo de adesivos quando
aplicado com a técnica SE ndo permite a formacdo de resin tags, mas sim
apenas quando aplicado com a técnica ER. Desta forma obtem-se uma maior
retencdo micromecéanica do adesivo que poderd influenciar a eficacia adesiva
imediatamente apds a utilizacdo dos adesivos Universais ultra mild. Contudo, a
longo prazo, os resultados publicados na literatura revelam que a eficacia dos
adesivos ultra-mild diminui com a técnica ER (Hashimoto et al., 2011). Na base
deste fendmeno esta a possivel diminuicdo da ligacdo quimica dos monémeros
funcionais pela remoc¢éo em excesso do calcio aquando da aplicacdo do acido
fosférico bem como o eventual colapso das fibras de colagénio pela secagem
em excesso aquando do passo de lavagem do acido. A degradacédo da camada
hibrida pelo aumento da atividade das metaloproteinases (MMP) podera ser
outra das explicacdes encontradas na literatura (Tezvergil-Mutluay et al., 2013)

Por este motivo, os resultados publicados na literatura levam a crer que
para a adesdo a dentina os sistemas adesivos Universais com pH mild sdo os
mais indicados. Com este pH consegue-se um equilibrio entre o grau de
desmineralizagcdao efetuado de forma a promover uma boa retencdo
micromecanica ao mesmo tempo que possibilita uma ligacdo quimica estavel
com o calcio que fica disponivel, independentemente da estratégia adesiva
utilizada (ER ou SE) (Van Meerbeek et al., 2011; Cuevas-Suarez et al., 2019).
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3.2.2 Solubilidade e absorcédo de agua

Os sistemas adesivos dentarios que sédo aplicados no dente com o
objetivo de permanecerem durante longos periodos de tempo estdo
inerentemente sujeitos a processos de dissolucdo e degradacdo, quer pela
libertacdo de componentes residuais, que permaneceram sem ligacdo quimica,
quer pela absorcéo de fluidos para a sua estrutura (Breschi et al., 2018).

A agua esta constantemente a “banhar” a estrutura da dentina através dos
tubulos dentinérios e o seu equilibrio durante a formacéo da camada hibrida é
um processo dinamico, representando ainda nos dias de hoje um dos grandes
desafios na integridade da interface adesiva ao longo do tempo (McCabe &
Rusby, 2004).

No que diz respeito aos sistemas adesivos Universais este equilibrio
torna-se ainda mais dificil uma vez que todos 0s componentes estdo juntos no
mesmo frasco e por norma a agua estd sempre presente na sua composi¢ao
(Perdigao & Swift, 2015).

Desta forma, os sistemas adesivos atuais apresentam maior fragilidade a
presenca de agua, mesmo apos a polimerizacdo, com consequente aumento da
hidrolise da camada hibrida, comparativamente com os sistemas adesivos de
varios componentes (Abedin et al., 2014).

Por outro lado, a absorcao de agua para a camada hibrida podera ser
benéfica na medida em que promove uma ligeira compensacao da contracédo de
polimerizacao, diminuindo o stress e as forcas exercidas na interface adesiva
apos a polimerizacdo do adesivo a0 mesmo tempo que reduz a sensibilidade
pelo selamento dos tabulos dentinarios (McCabe & Rusby, 2004).

A percentagem relativa de mondmeros hidrofilicos utilizados na
composicao dos adesivos, a quantidade de solventes residuais que permanecem
apos a evaporagdo e a taxa de conversdo do polimero sédo fatores que
influenciam a tendéncia para a absorcéo e solubilidade em agua de um adesivo
e a estabilidade da interface resina/dentina (Ito et al., 2005; Yiu et al., 2005;

Malacarne et al., 2006; Malacarne et al., 2009).
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Como ja referido, os sistemas adesivos com solventes a base de agua na
sua composicao, tém por norma maior tendéncia em acumular agua na interface
adesiva (Jacobsen et al., 1998; Chimeli et al., 2014). A dificuldade na evaporagéo
dos solventes est4 dependente ndo so do tipo de solventes como do tempo de
evaporacao (normalmente definido pelos fabricantes) conduzindo a existéncia
de solventes residuais que criam poros no adesivo e favorecem a absorcao de
agua na matriz polimérica (Chimeli et al., 2014). Estes solventes também se
acumulam mais quanto maior for a quantidade de monomeros hidrofilicos
presentes no adesivo (Yiu et al., 2005).

Por outro lado, existem estudos que demonstram que a capacidade de
absorcdo de agua de um adesivo ndo estd dependente do processo de
evaporacao dos solventes (Chimeli et al., 2014).

Outros critérios descritos na literatura que determinam também a
capacidade de um adesivo absorver agua sdo: a polaridade da estrutura
molecular e a presenca de grupos quimicos capazes de formar pontes de
hidrogénio com a &gua, o grau de ligacdes cruzadas obtidas apdés a
polimerizacao e a presenca de mondmeros residuais (Nishitani et al., 2006).

Como ja referido, a presenca de HEMA na composicdo dos sistemas
adesivos podera ser um dos fatores que contribui para a absorcdo de agua, pelas
suas propriedades hidrofilicas (Garcia et al., 2010), pelo que a reducdo da
guantidade deste composto e/ou a introducdo de monémeros mais hidrofébicos
tem vindo a ser uma estratégia utilizada no desenvolvimento de novos adesivos
(Zanchi et al., 2010; Munchow et al., 2014; Barbosa et al., 2015).

Contudo, podemos dizer que ainda existe pouca evidéncia sobre a relagao
entre a quantidade de agua absorvida e o tipo de mondmeros incorporados no
adesivo. Da mesma forma, o mecanismo de difusdo da agua para o interior da
camada hibrida néo esta também totalmente clarificado (Unemori et al., 2003;
Perdigéo et al., 2010; Kaczor et al., 2018).

Assim, uma das causas da nanoinfiltragcao pode ser explicada pela ligagao
guimica do hidrogénio da 4gua as zonas hidrofilicas do adesivo, que é favorecida
pela infiltracdo de agua nos espacos livres que ficaram aquando da formacéo da
camada hibrida (Unemori et al., 2003; Perdigao et al., 2010; Kaczor et al., 2018).
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Sendo que os sistemas adesivos Universais apresentam um pH acido,
este processo de degradacao hidrolitica dos polimeros e do colagénio é ainda
mais potenciado (Perdigdo & Swift, 2015).

Deste modo, a solubilidade e absor¢do de dgua de um sistema adesivo
torna-se uma propriedade fisico-quimica de extrema importancia, na medida em
qgue influéncia fortemente a sua eficacia adesiva e estabilidade a longo prazo,
sendo indispensavel a sua avaliagdo sempre que se pretende formular um novo
adesivo. A norma ISO 4049, (2000) descreve o procedimento utilizado para o

calculo da percentagem de solubilidade e absor¢cédo de agua de um adesivo.

3.2.3 Taxa de conversao e contracdo de polimerizacao

No mecanismo de adesdo, a formacdo de uma rede de polimeros com
elevadas ligacfes cruzadas é crucial para a eficacia adesiva e longevidade das
restauracfes. Quanto maior for a taxa de conversao dos monémeros e menor a
sua contracdo de polimerizagdo, maior a resisténcia adesiva e o selamento
marginal da interface e consequentemente a sua estabilidade na presenca de
agua e de bactérias, bem como das forcas da mastigacao (Mufioz et al., 2014).

Segundo os resultados publicados na literatura, os sistemas adesivos
Universais apresentam em média uma taxa de converséo de 76,8+3,9% (Mufioz
et al., 2013; Mufioz et al., 2014).

A presenca de oxigénio, agua e solventes residuais séo alguns dos fatores
que podem inibir a polimerizacdo do adesivo (Nunes et al., 2005).

Quando a polimerizagdo € baixa, ficam duplas ligacdes por reagir
deixando pontas da rede do mondémero/polimero por se ligar, produzindo um
maior numero de mondémeros eluentes. Estes monémeros que se libertam, além
de levantarem questdes a nivel da seguranca e biocompatibilidade, criam zonas
gue facilmente se degradam quando em contacto com os fluidos orais (Sideridou
et al., 2002).

Por outro lado, alguns monémeros apresentam uma maior tendéncia para
contrairem apods a reacdo de polimerizacdo e sofrerem uma reducéo do volume
do polimero obtido, criando assim uma tenséo na interface adesiva (Van Landyut
et al., 2007). Este aspeto € especialmente relevante uma vez que se o adesivo

contrair demasiado, a tensdo gerada apoés a polimerizacdo podera provocar um
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descolamento do adesivo, criando uma fenda marginal, propicia a entrada de
bactérias e consequente microinfilitracdo e formacéo de carie secundaria (Fig.
1).

O desenvolvimento de mondémeros alternativos que apresentem uma
reducdo da sua contracdo tem sido uma preocupacédo de alguns autores
(Hasshoff et al., 2004).

O grau de conversao final depende assim da composi¢cdo quimica dos
adesivos (particularmente da natureza dos fotoiniciadores e dos monémeros)
bem como das condi¢des de polimerizacdo, nomeadamente da temperatura, da
intensidade e proximidade da luz e do tempo da fotopolimerizacao (Sideridou et
al., 2002; Park et al., 2008; Seki et al., 2011; Loguercio et al., 2013).

A situagdo clinica também ira influenciar de certa forma a taxa de
conversdo onde a preparacao cavitaria, a posi¢cdo do dente e a existéncia, ou
nao, de um dente adjacente sdo alguns dos fatores a ter em consideracdo
(Mutluay et al., 2014).

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) €
a técnica espetroscépica mais indicada para avaliar a taxa de converséo. Esta
técnica baseia-se no calculo das areas dos picos correspondentes as ligacées
duplas de carbono alifaticas e aromaticas, obtidas apds leitura da absorvancia
nos picos 1640cm™ e 1608cm, respetivamente, antes e apés a polimerizacédo
do adesivo (Rueggeberg, Hashinger & Fairhurst,1990).

3.3. Propriedades mecanicas dos sistemas adesivos Universais

A resisténcia dos materiais a deformacéo ou fratura quando sujeitos a uma
forca sdo propriedades mecéanicas muito relevantes dos materiais dentarios
(Anusavice et al., 2013).

No que diz respeito aos sistemas adesivos, estas propriedades sao
estudadas através de testes de resisténcia adesiva quando os adesivos séo
aplicados ao esmalte e a dentina. Estes testes sdo fundamentais para entender
a eficacia e consequentemente o potencial de acéo destes materiais (Anusavice
et al., 2013).
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Como complemento dos resultados da resisténcia adesiva, € utilizada a
microscopia eletronica de varrimento e/ou de transmissdo com o objetivo de
observar a interface entre o dente e a restauragdo, avaliando-se, assim, a
quantidade e qualidade da penetracdo do adesivo bem como a sua estabilidade

a longo prazo (Van Meerbeek et al., 2000).

3.3.1 Avaliacdo da resisténcia adesiva

Para a avaliacdo da resisténcia adesiva de um adesivo dentario quando
aplicado ao dente podem ser utilizadas duas metodologias, dependendo da
direcdo da forca que € aplicada e da area de unido que se pretende avaliar.
Desta forma, existem macro ou micro testes que podem ser efetuados segundo
forcas de cisalhamento (Shear bond strength test) ou forcas de tracdo (Tensile
bond strength test). (Pashley et al., 1999; De Munck et al., 2005).

Ao longo do tempo, 0s macro testes foram sendo abandonados e
substituidos pelos micro testes. A utilizacdo de superficies com areas grandes
de adesdo onde a tensdo nao é distribuida de forma equitativa na superficie
aderida, aumenta bastante a probabilidade de falhas coesivas e com isso, a
avaliacdo da interface adesiva torna-se pouco precisa (Sano et al., 1994a;
Andrade et al., 2010; Sano et al., 2020).

Por outro lado, a dificuldade no controlo da direcédo da forca aplicada, no
caso das forcas de cisalhamento (Shear bond strength test), também fez com
que os Microtensile bond strength test (WTBS) prevalecessem, uma vez que
estes, ao utilizarem areas de adesdo muito pequenas e uma forca de tracdo com
direcdo precisa, permitem que esta propriedade mecéanica seja aferida de uma
forma mais rigorosa (Sano et al., 1994a; Andrade et al., 2010; Sano et al., 2020).

Além disso, estes testes permitem obter muitas amostras a partir de um
s6 dente, reduzindo o coeficiente de variacdo do método existente nos outros
testes de avaliagédo (Sano et al., 1994a; Andrade et al., 2010; Sano et al., 2020).

Deste modo, o teste de microtragcdo (UTBS), proposto por Sano et al.
(1994a) € amplamente utilizado, sendo considerado o teste mais valido e preciso
para avaliar a forca adesiva na interface entre o dente e a restauracao,

diminuindo de forma significativa o nimero de falhas coesivas (Sano et al.,
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1994a; Pashley et al., 1995; Shono et al., 1999; Gallusi et al., 2009; Sano et al.,
2020).

Para a realizacdo deste ensaio, 0os dentes sdo previamente preparados
através de protocolos bem estabelecidos, sendo posteriormente reduzidos a
palitos de 1mm? de secc¢éo. Estes palitos sdo colocados numa Maquina de Teste
Universal onde sdo sujeitos a uma forca de tracdo a uma velocidade de
0,5mm/min até ocorrer a fratura (Sano et al., 1994a; Sano et al., 2020).

As fraturas obtidas sdo observadas numa lupa estereoscopica e
classificadas em adesivas (quando ocorrem na interface entre o dente e a
restauracdo), em coesivas (quando fraturam apenas no lado da dentina ou da
resina) ou mistas (quando a fratura atinge as duas partes) (Fig. 4) (Shono et al.,
1999).

m Resina composta

m Adesivo

I m Dentina

A Adesiva
I CR Coesiva Resina
A CR CD

CD Coesiva Dentina

M Mista
M

Fig. 4: Representacdo esquemdtica do tipo de fraturas obtidas apos 0s ensaios
de microtragcédo (UTBS) na Maquina de Teste Universal

O valor da resisténcia adesiva obtido em MegaPascal (MPa) é calculado
para cada amostra através da for¢a registada pelo equipamento em cada fratura
adesiva a dividir pela area do respetivo palito (Sano et al., 1994a; Sano et al.,
2020).

A eficacia adesiva dos sistemas adesivos Universais tem sido
extensivamente estudada por varios autores desde a sua introdu¢do no mercado
(Chen et al., 2015; Rosa et al., 2015; Elkaffas et al., 2018; Siqueira et al., 2018;
Cardoso et al., 2019; Cuevas-Suarez et al., 2019). Varios sédo os estudos que
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comparam os valores de resisténcia adesiva dos diferentes adesivos comerciais
guando aplicados segundo os protocolos ER ou SE. Considerando os resultados
publicados relativamente aos sistemas adesivos Universais mais estudados e
cujas caracteristicas mais se aproximam dos adesivos experimentais formulados
no ambito desta dissertacao, os valores médios de resisténcia adesiva a dentina
registados apds 24horas de aplicacdo dos adesivos utilizando o protocolo ER
variam entre 32,2 e 56,6 MPa (Siqueira et al., 2018).

Ja com o protocolo SE o intervalo da média de valores de pTBS € maior,
variando entre 13,4 MPa (Mufioz et al., 2014) a 59,9 MPa (Chen et al., 2015).

De uma forma geral, os sistemas adesivos Universais parecem ser mais
adequados para a adesao a dentina, quando aplicados segundo o protocolo SE.
No entanto, a eficicia adesiva apds 24 horas é idéntica independentemente do
protocolo utilizado (ER ou SE).

De acordo com a meta-analise publicada por Elkaffas et al. (2018) a média
dos valores de uTBS a dentina é de 37 MPa para o protocolo ER e 35 MPa para
0 SE. Rosa et al. (2015) também néo encontraram diferencas significativas nos
valores de UTBS entre os dois protocolos quando avaliados apés 24 horas da
sua aplicacdo. Estes resultados sao ainda corroborados por Siqueira et al.
(2018), Cardoso et al. (2019), Cuevas-Suarez et al. (2019).

No entanto, apos 6 meses de envelhecimento, os estudos concluem que
0 protocolo SE resulta numa adesdo a dentina mais estavel e duradoura
(Marchesi et al., 2014; Manfroi et al., 2016; Nagarkar et al., 2019). Este fenémeno
tem sido atribuido as ligacdes quimicas estaveis e resistentes a hidrolise que se
formam pela presenca do monémero de 10-MDP (Mufioz et al., 2015; Sezinando
et al.,, 2017; Wang et al., 2017).

3.3.2 Avaliacado da interface adesiva

A microscopia eletrénica de varrimento (MEV) foi das primeiras
ferramentas a ser utilizada pela medicina dentaria para estudar a estrutura do
esmalte e da dentina. Apds a descoberta dos sistemas adesivos ER esta técnica
passou a ser indispensavel para estudar os mecanismos de adeséo ao esmalte
e a dentina (Nakabayashi et al.,1982).

O principio de funcionamento de um MEV consiste em utilizar um feixe de
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electrdes que € guiado por um sistema de bobinas de deflexdo, de forma a varrer
toda a superficie da amostra, ponto a ponto e por linhas sucessivas. O sinal do
detetor é posteriormente transmitido a uma tela catddica sendo o varrimento
sincronizado com o do feixe incidente. Esta técnica permite a producdo de
imagens tridimensionais e de alta resolucdo da superficie da amostra,
fundamentais para avaliar alteracbes na topografia, composicéo e textura (Van
Meerbeek et al., 2000).

Através da microscopia € possivel confirmar a classificacdo do tipo de
fratura obtida em cada palito bem como analisar a superficie de fratura dos dois
lados da falha (Shono et al., 1999).

Perdigéo et al. (1995) e Schneider et al. (2000) dedicaram-se a estudar o
protocolo mais indicado para preparar as amostras através de processos de
desidratacéo, desmineralizacdo, desproteinizacao e metalizacdo, de forma a ser
possivel a visualizacdo da interface adesiva. Através desta técnica € possivel
observar e medir a espessura da camada hibrida formada em toda a sua
extensdo sendo bastante util para entender a interacdo que ocorre entre a resina
adesiva e o substrato dentério. Além disso, € possivel ainda observar e medir 0s
resin tags que se formam dentro dos tubulos dentinarios e das microporosidades
do esmalte, fundamentais para a microretencdo mecanica dos monémeros do
adesivo sinalizando a existéncia de uma adeséo eficaz (Van Meerbeek et al.,
2000).

A MEV também pode ser associada a um espectrémetro de raios X de
energia dispersiva (EDS), permitindo efectuar uma andlise elementar das
amostras ou caracterizar as ligagcbes quimicas existentes. Esta técnica é
extremamente util para avaliar o comportamento dos adesivos apds um periodo
de envelhecimento. Assim, utilizando a MEV-EDS é possivel através do
tratamento das amostras com nitrato de prata observar a quantidade de agua
presente na interface adesiva, aferindo a nanoinfiltracdo que ocorre com
diferentes adesivos ao longo do tempo (Sano et al., 1995; Pioch et al., 2001).

Analisando os estudos publicados que avaliaram a interface adesiva
obtida apds a utilizacéo de diferentes sistemas adesivos Universais, € notério a
disparidade de resultados. Alguns autores referem que a morfologia da camada

hibrida e os resin tags formados sdo mais evidentes apés 24horas quando o
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protocolo ER € aplicado, contrariamente ao que acontece apds 6 meses de
envelhecimento. Para estes autores a interface adesiva revela uma
nanoinfiltracdo mais evidente com o protocolo ER enquanto que o protocolo SE
parece contribuir para uma maior estabilidade da interface adesiva quando s&o
utilizados sistemas adesivos Universais (Luque-Martinez et al., 2014; Marchesi
et al., 2014; Mufioz et al., 2014).

Outros autores defendem que os resultados da interface adesiva obtida e
a quantidade de nanoinfiltracdo variam consoante o tipo de adesivo utilizado e
respectivo protocolo de aplicagéo (ER ou SE) (Pashaev et al., 2017; Kaczor et
al., 2018).

Assim, o Scotchbond Universal® (3M ESPE) — SU surge como um dos
adesivos que apresenta melhor morfologia da interface, apresentando uma
camada hibrida espessa com longos e conicos resin tags quando aplicado com
o protocolo ER ap6s 24h. Com o protocolo SE a camada hibrida resultante é
muito fina e os resin tags muito curtos. Estes resultados seguem um padrao
consistente quando avaliados apos 6 meses de envelhecimento, continuando a
ser o protocolo ER o que apresenta uma interface adesiva mais estavel (Fig. 5).
Ja com o adesivo All-bond Universal® (Bisco Inc) - AU os autores verificam o
oposto. A nanoinfiltracdo € menor quando este adesivo € aplicado com protocolo
SE (Pashaev et al., 2017; Kaczor et al., 2018) (Fig. 5).
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Fig. 5: Imagens de MEV da interface adesiva de dois sistemas adesivos Universais
quando aplicados com os protocolos ER e SE, as 24h e apds 6 meses de
envelhecimento. AU — All-bond Universal® (Bisco Inc.) SU — Scotchbond Universal® (3M
ESPE) (Imagem retirada e adaptada de Pashaev et al., 2017)
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3.4. Biocompatibilidade dos sistemas adesivos dentéarios

A biocompatibilidade é definida como “a capacidade de um material
responder de forma adequada a solicitagcdo do hospedeiro”. Desta forma, um
material biocompativel ndo deve ser completamente inerte, devendo provocar
uma resposta dos tecidos, bioldgica e equilibrada (Wataha, 2001; Anusavice,
2013).

A toxicidade é a primeira resposta dos organismos e descreve a
capacidade de um agente quimico provocar uma lesdo ou morte num sistema
biolégico. A toxicidade local provoca uma reacdo adversa na zona onde o
material € aplicado. Quando utilizados materiais dentarios, caso sejam toxicos,
estes podem provocar uma reagdo adversa que ocorre primariamente nas
células e tecidos adjacentes como a polpa dentéria, o periodonto, a gengiva e a
mucosa oral. A inflamag&o surge como resposta biolégica a lesdo, seguida da
resposta imunomediada. Por fim, poder4d também haver uma resposta
mutagénica que resulta em alteracdes ao nivel do ADN das células (Anusavice,
2013).

Os sistemas adesivos dentarios, quando aplicados, entram em contacto
direto ou indireto com os tecidos como o esmalte, a dentina, a polpa ou até a
mucosa. Por este motivo, a biocompatibilidade é um dos requisitos mais
importantes nestes materiais. Tem sido demonstrado em varios estudos que
alguns monomeros constituintes dos adesivos podem difundir-se através dos
tubulos dentinarios em concentracdes que sdo toxicas para a polpa (Cetinglg et
al., 2006; Jiang et al., 2017; Leite et al., 2018; Schneider et al., 2019).

Pensa-se que esta toxicidade assume uma expressao ainda maior se a
taxa de conversao do adesivo ap0s a sua aplicacdo no dente for baixa. Uma taxa
de polimerizacéo baixa permitira um aumento da libertacdo de mondémeros que
se difundem através dos tubulos dentinarios podendo chegar a polpa em maiores
concentracbes. A grande questdo ainda se prende com a concentracao de
monomeros necessaria para induzir essa toxicidade (Schneider et al., 2019).

Assim, os principais efeitos adversos dos adesivos dentarios estdo
relacionados, numa fase inicial, com a libertacdo de mondémeros residuais para

os tecidos devido a polimerizagdo incompleta dos mesmos. Numa fase mais
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tardia, a toxicidade ocorre pela degradacdo dos mondémeros do adesivo devido
a processos enzimaticos e hidroliticos (Koulaouzidou et al., 2009; Gupta et al.
2012; Silva et al., 2014, Caldas et al., 2019).

Como j& referido anteriormente, o contato dos adesivos dentarios com 0s
tecidos poderd causar uma resposta inflamatéria, necrose da mucosa oral e
ainda desencadear reacdes alérgicas. Estas reacOes poderdo ser importantes
guando o adesivo ou 0s mondémeros dele libertados entram em contacto com o
complexo pulpo-dentinéario ou com os tecidos gengivais. Os efeitos adversos
dependem da quantidade, do tipo e da toxicidade dos mondmeros eluidos, da
qualidade da polimerizacdo dos mondémeros, bem como do tempo de exposicéo
e da resposta do tecido (da Silva et al., 2008; Sigusch et al., 2009; Elias et al.,
2015).

Por este motivo, o desenvolvimento de novos materiais adesivos com
menos componentes toxicos e que utilizem alternativas mais biocompativeis,
tem sido um tema de grande interesse na comunidade cientifica. Contudo, os
estudos que tém sido feitos passam, na sua maioria, pela alteracdo do modo de
aplicacdo dos adesivos e nao tanto pela alteracdo e/ou substituicdo do tipo de
monomeros de metacrilato utilizados na composicdo base dos adesivos
(Moharamzadeh et al., 2009).

Encontra-se bem documentado na literatura o efeito provocado pelos
compostos eluidos dos adesivos comercialmente disponiveis, apos
polimerizacdo, nas células da polpa e nos fibroblastos gengivais (Bouillaguet,
2004; Schweikl et al., 2006; Schmalz & Arenholt-Bindslev, 2009; Schneider et al.,
2019).

No que diz respeito aos fibroblastos gengivais, as principais conclusdes
dos estudos revelam que a toxicidade dos adesivos esta diretamente relacionada
com a presenca dos monomeros residuais no meio de cultura. Alguns dos efeitos
descritos séo a capacidade de reduzir a atividade mitocondrial, causar alteracdes
morfoldgicas e rutura da membrana celular dos fibroblastos. Estes efeitos podem
ocorrer caso os sistemas adesivos dentarios, aquando da sua utilizacdo clinica,
entrem em contacto direto com 0s tecidos gengivais envolventes (Szep et al.,
2002; Kierklo et al., 2012).
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Quando em contacto com as células da polpa, os adesivos tém a
capacidade de alterar o metabolismo celular, apresentando um grande potencial
toxico para as células, principalmente quando aplicados em zonas de dentina
profunda. Na dentina mais proxima da polpa o numero e o didmetro de tubulos
dentinarios aumenta consideravelmente, tornando-a mais permeavel. Por sua
vez, os fluidos que sobem pelos tdbulos devido a elevada presséao pulpar,
chegam a zona da dentina onde o adesivo € aplicado podendo interferir na sua
polimerizacdo. Nesta situacdo, a toxicidade aumenta pela quantidade de
monomeros que nao polimerizam e que mais facilmente se difundem até a polpa
(Leite et al., 2018).

A resposta da polpa depende assim de varios fatores, nomeadamente da
composicdo dos adesivos, do procedimento clinico, da espessura de dentina
remanescente e sua permeabilidade e ainda da aplicacdo ou ndo de materiais
protetores pulpares. Muitos estudos tém demonstrado a importancia do papel
dos sistemas adesivos como protetores pulpares, tanto em cavidades profundas
como diretamente em cima da polpa. Neste sentido, o conhecimento das
possiveis reacdes dos tecidos pulpares quando em contacto com diferentes tipos
de adesivos revela-se de extrema importancia (Leite et al., 2018; Caldas et al.,
2019; Schneider et al., 2019).

De acordo com varios estudos publicados, a citotoxicidade dos adesivos
estéd associada a grande capacidade que os mondmeros eluidos tém de produzir
radicais livres de oxigénio, causando stress oxidativo (Stanislawski et al., 2003;
Chang et al., 2005; Schweikl et al., 2006; Chang et al., 2010; Schneider et al.,
2019).

Por outro lado, a degradacdo dos mondmeros leva a formacdo de
epoxidos (p. ex. acido 2,3-epoximetacrilico). Estes compostos séo considerados
toxicos uma vez que podem reagir diretamente com o ADN e originar mutacdes
(Kleinsasser et al., 2004; Styllou et al., 2015). Estes fatores tém sido apontados
como estando subjacentes ao mecanismo de apoptose das células da polpa e
gengiva (Gupta et al., 2012; Schneider et al., 2019).

Relativamente aos compostos que estéo presentes na grande maioria dos

adesivos dentérios, o Bis-GMA é referido por muitos autores como 0 composto
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mais citotoxico, seguindo-se o UDMA, o TEGDMA e o HEMA, respetivamente
(Geurtsen et al., 1999; Noda et al., 2002; Bakopoulou et al., 2009; Gupta et al.,
2012; Zhou et al., 2019).

O HEMA, apesar de ser um mondémero hidrofilico, de baixo peso
molecular, que se difunde muito facilmente pelos tubulos dentinarios, apresenta
um menor grau de toxicidade quando comparado com o Bis-GMA ou o TEGDMA
(Bakopoulou et al., 2009).

Alguns estudos revelaram que o Bis-GMA, apesar do seu elevado peso
molecular e carater hidrofobico, apresenta uma maior toxicidade para as células,
mesmo em concentracdes muito baixas (Bakopoulou et al., 2009; Yano et al.,
2011). Tendo em conta que o Bis-GMA é amplamente utilizado na composicéo
dos materiais dentarios e por norma em concentracées elevadas, esta questdo
pode ser preocupante. O bisfenol A (BPA) presente na composicdo daquele
monomero, € dos compostos que mais se liberta, podendo ser uma das causas
que justifica esta elevada toxicidade. No entanto, apesar dos riscos do BPA para
a saude e da sua elevada atividade estrogénica estarem ja perfeitamente
documentados (Schafer et al., 1999; Al Hiyasat et al., 2002; Kang et al., 2006;
Welshons et al., 2006; Van Landuyt et al., 2011; Chianese et al., 2018), os efeitos
citotoxicos deste composto nas células da polpa e da gengiva, apds a aplicacéo
de um sistema adesivo seguido da aplicacdo de uma resina composta no dente,
ainda geram alguma controvérsia (Wada et al., 2004; Gupta et al., 2012;
Abouelleil et al., 2015; Schneider et al., 2019; ).

No que diz respeito a toxicidade sistémica do BPA, enquanto alguns
autores demonstraram a sua presenca na saliva ap0s a colocacdo de uma
restauracdo ou selante de fissura (Al Hiyasat et al., 2005; Sasaki et al., 2005;
Joskow et al., 2006; Kloukos et al., 2013b; Malkiewicz et al., 2015), outros
autores afirmaram que a quantidade libertada é desprezavel e segura
(Soderholm & Mariotti, 1999; Nomura et al., 2003; Fleisch et al., 2010).

Sasaki et al. (2005) identificaram através de testes de ELISA que o BPA
pode estar presente na saliva até 100 ng/mL apdés a colocacéo de restauracdes
a base de resina. Outros autores revelaram que a quantidade de BPA libertado
24 horas ap6s a colocacdo de uma restauragao extensa de um molar pode variar
entre 13ug a 30mg (Van Landuyt et al., 2011; Kloukos et al., 2013a).
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Contudo, e apesar da disparidade de resultados, € certo que a quantidade
de BPA libertada esta dependente do numero de dentes restaurados bem como
da extensao da restauracdo. No entanto, este composto pode ser detectado na
saliva até 3 horas apo0s a colocacgéo da resina (Fleisch et al., 2010; Van Landyut
et al., 2011; Kingman et al., 2012).

A nivel local, muitos estudos continuam a revelar que o Bis-GMA é toxico
podendo induzir a apoptose das células da polpa (Yano et al., 2011), e que os
efeitos do Bisfenol A podem ser prejudiciais mesmo em pequenas doses (Vom
Saal & Hughes, 2005; Bakopoulou et al., 2009; Gupta et al., 2012; Malkiewicz et
al., 2015).

Apesar dos fabricantes procurarem produzir novos materiais sem adicao
de BPA, de acordo com a American Dental Association (ADA) (2014), as resinas
compostas e 0s adesivos constituem ainda fontes de exposicéo a este composto
devido aos seguintes fatores:

1) libertacdo de BPA residual presente nos mondémeros de Bis-GMA

utilizados aquando a formulacéo destes materiais;

2) degradacgdo enzimatica dos materiais polimerizados pelas esterases

salivares;

3) reducdo do grau de conversdo dos mondémeros como resultado da

fotopolimerizagédo incompleta.

3.4.1 Métodos de Avaliacao

Para avaliar a biocompatibilidade dos materiais dentarios podem ser
aplicados trés tipos de testes: in vitro, in vivo (efetuando-se experiéncias em
animais), e ensaios clinicos (Anusavice et al., 2013).

Os estudos in vitro, onde se utilizam culturas celulares, sao utilizados
como primeira abordagem para a avaliagcdo da seguranca dos materiais antes
da sua utilizacao clinica. A simplicidade em termos éticos, a rapidez, o controlo,
a reprodutibilidade e a sensibilidade s&o algumas vantagens apresentadas por
este tipo de ensaios. No entanto, na literatura estdo descritas diferentes
metodologias que poderao dificultar a escolha do tipo de teste mais indicado e
até comparag0des entre resultados. A selecdo do tipo de células, a forma como

as mesmas sdo expostas ao adesivo e o método utilizado para avaliar a
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viabilidade celular sdo bastante variaveis entre os autores. Caldas et al. (2019)
publicaram muito recentemente um artigo de revisdo sistematica onde
verificaram que nos dez estudos selecionados apenas quatro utilizaram as
normas ISO internacionais (Tuncer et al., 2012; Wegehaupt et al., 2016; Almaroof
et al., 2017; Jiang et al., 2017).

O modo como as células sédo expostas aos adesivos dentarios influencia
bastante os resultados obtidos. Uma das abordagens foi descrita por Schmalz et
al. (1999), onde a exposicao das células é efetuada através dos testes de
permeabilidade a dentina. Nestes testes, o adesivo é aplicado em discos de
dentina e as células sao cultivadas dentro de uma camara que simula a polpa
(Fig. 6A). Desta forma, os componentes libertados dos adesivos conseguem
atingir as células da polpa através da passagem pelos tubulos dentinarios.
Apesar de este método parecer ser promissor, ha medida em que mimetiza
melhor 0 que acontece clinicamente, € necessario que 0S mesmos sejam
padronizados, para que os resultados obtidos apresentem um maior rigor e
exatiddo. Este tipo de ensaios podera levar a conclusfes dispares, uma vez que
existe um grande numero de variaveis dificeis de controlar, tais como: o tipo, a
localizacdo, a area e o0 grau de permeabilidade da dentina utilizada, a
variabilidade interindividual, bem como o tipo de protocolo utilizado (Etch & Rinse
ou Self-Etch) (Jiang et al., 2017).

Assim, o0 método de exposicao indireto € o mais comum. Neste método,
séo efetuados lixiviados do material a testar usando meio de cultura, a 37°C,
durante um intervalo de tempo definido, normalmente 24h, durante o qual as
substancias eventualmente téxicas sédo difundidas para o meio. As células sao
posteriormente colocadas em contacto com 0 meio previamente condicionado.
Quando o material a testar € um adesivo dentario, este € o método preconizado
na medida em que o que avalia é a viabilidade celular apds o contacto com o0s
possiveis monomeros residuais libertados dos adesivos apds a polimerizacao
(Fig. 6B) (Koulaouzidou et al., 2009; Cavalcanti et al., 2010; Bianchi et al.,
2013b).
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Fig. 6: Representacdo esquematica dos métodos de exposi¢do das células com os adesivos
dentérios. A- Método de barreira dentinaria, onde o material é colocado em discos de dentina
e as substancias toxicas que sdo libertadas difundem através dos tibulos dentinérios através
da presséo pulpar simulada. B- Método de exposicao indireta onde o material a testar é
imerso no meio de cultura e incubado a 37°C por tempos definidos. As células sdo
posteriormente expostas aos meios condicionados (Imagem retirada e adaptada de Caldas
et al., 2019).

3.4.2 Tipos de células

Os odontoblastos e fibroblastos provenientes da polpa e da gengiva
respetivamente, sdo considerados o tipo de células mais indicado para estudar
0s possiveis efeitos citotoxicos dos adesivos dentarios. A avaliacdo da
citotoxicidade nestes dois tipos de tecidos (polpa e gengiva) é importante, uma
vez que a resposta desencadeada por cada um, bem como a forma como o
adesivo podera entrar em contacto com ambos podera ser diferente. Isto é, no
caso da polpa o contacto é feito por difusdo através de um tecido duro (dentina)
que é permeavel, enquanto que nos casos em que o0 adesivo contacta com a

gengiva, o contacto é direto (Wegehaupt et al., 2016; Caldas et al., 2019).
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Outro aspeto bastante importante prende-se com o tipo e a origem das
células utilizadas. A maioria dos estudos utiliza linhas celulares imortalizadas
com elevado numero de passagens, por serem mais simples de obter e
comparaveis com um grande nimero de estudos publicados, em vez de utilizar
células primarias. Por outro lado, utilizar células primarias da polpa humana
poderd conduzir a informacdo biolégica mais relevante uma vez que sao
mantidas as caracteristicas do tecido original, embora estejam associadas a
maior variabilidade dependente de caracteristicas do dador. No entanto, importa
garantir que, apesar das varias técnicas descritas, as culturas primarias
utilizadas sejam provenientes de células vivas da polpa humana e que nao
apresentem nenhuma modificagdo genética (Caldas et al., 2019).

Da revisao sistematica feita por Caldas et al. (2019), 4 dos 10 estudos
selecionados utilizaram células humanas (Almaroof et al., 2017; Koulaouzidou et
al., 2009; Cavalcanti et al., 2010; Wegehaupt et al., 2016), dos quais, apenas 2
utilizaram células priméarias em vez de células imortalizadas (Cavalcanti et al.,
2010; Wegehaupt et al., 2016). Quanto ao método de exposicdo, 5 estudos
utilizaram o método de barreira através da utilizacdo de discos de dentina (Fig.
6A) (Lanza et al., 2009; Tuncer et al., 2012; Bianchi et al., 2013b; Wegehaupt et
al., 2016; Jiang et al., 2017) enquanto que os outros 5 utilizaram o método
indireto (Fig. 6B) (Koulaouzidou et al., 2009; Cavalcanti et al., 2010; Bianchi et
al., 2013a; Lee et al., 2016; Amlaroof et al., 2017).

Dos resultados obtidos, o estudo conclui que existe a necessidade de
padronizar as metodologias utilizadas sendo bastante dificil comparar os
resultados entre os varios artigos. Contudo, os autores referem que o método de
exposicdo das células aos adesivos parece resultar em diferencas mais

significativas (Caldas et al., 2019).
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3.4.3 Ensaiode MTT

O ensaio colorimétrico de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-
difenil-2H-tetrazolio) desenvolvido por Mosmann em 1983, tem como objetivo
avaliar o numero de células vidveis através da medicdo do metabolismo celular.

E commumente usado para determinar a viabilidade celular em qualquer
tipo de ensaio celular. O MTT € um sal hidrossoluvel de tetrazolio, de coloracédo
amarela, que possui um anel de tetrazolio que € reduzido por desidrogenases
celulares. Desta forma, as células viaveis que apresentam um metabolismo ativo
tém a capacidade de converter o MTT em cristais de formazan, um produto de
cor azul-violeta, insolivel em dgua e com um maximo de absorvancia a 570 nm
(Berridge & Tan 1993; Riss et al., 2004; Brescia & Banks, 2009). Estes cristais
insoltveis vao sendo acumulados quer no interior das células quer a superficie
e no meio de cultura, sendo posteriormente dissolvidos antes da leitura da
absorvancia. Tendo em conta que apenas as células viaveis irdo catalisar esta
reacao, a quantidade de formazan formado e a intensidade da coloracédo obtida,
€ proporcional a quantidade de células viaveis. Assim, o valor de absorvancia
obtido serd baixo quando existir uma diminuicdo da taxa de sobrevivéncia
celular, sendo um composto considerado citotoxico quando a sobrevivéncia é
inferior a 70% (Riss et al., 2004; ISO 10993-5, 2009).

O ensaio de MTT é assim o0 método mais comum para avaliar a
citotoxicidade dos materiais dentarios sendo também o ensaio mais descrito na
literatura (Schuster et al., 2001; Bouillaguet et al., 2002; Huang & Chang, 2002;
Schmalz et al., 2002; Chen et al., 2003; Moharamzadeh et al., 2009).

O ensaio de MTT é também o ensaio recomendado pela norma ISO
10993-5, (2009). No entanto, importa reforcar que este teste apenas avalia a
viabilidade celular. Desta forma, os resultados destes ensaios s&o muitas vezes
suportados com a observacdo das células ao microscopio eletronico de
varrimento (Lanza et al., 2009; Lee et al., 2016) e complementados com outros
testes, como a citometria de fluxo, a fim de caracterizar o tipo de morte celular
(necrose ou apoptose) (Tuncer et al., 2012; Lee et al., 2016) ou os efeitos dos
materiais no ciclo celular (Bianchi et al., 2013a; Bianchi et al., 2013b; Lee et al.,
2016).
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4. ESTABILIDADE DA INTERFACE ADESIVA

Os sistemas adesivos tém vindo a alterar de forma significativa a pratica
clinica diaria, dando um grande contributo para a melhoria dos tratamentos que
séo oferecidos aos doentes. Com a dentisteria adesiva 0s tratamentos passaram
a ser menos invasivos, permitindo conservar bastante a estrutura dentéria
(Nagarkar et al., 2019).

Uma vez que a técnica adesiva requer a utilizacéo de protocolos sensiveis
e complexos, por vezes com a necessidade de aplicacdo de varios passos, 0
sucesso clinico depende muito dos materiais e técnicas utilizadas (Carvalho et
al., 2012)

Contudo, os materiais disponiveis no mercado apresentam ainda algumas
limitagBes, fazendo com que os investigadores continuem a procurar solucées
gue permitam uma adesao suficientemente forte ao esmalte e dentina, capaz de
suportar a tensdo gerada quer do exterior do dente para o interior
(microinfiltracdo), quer no sentido da polpa para o exterior (nanoinfiltracdo)
(Giachetti et al., 2007; Betancourt et al., 2019).

Apesar dos avancos significativos dos ultimos anos, os desafios do futuro
residem ainda em procurar refinar a interface dentina-resina de forma a melhorar
a sua estabilidade a longo prazo, tonando-a mais resistente a hidrélise (Bedran-
Russo et al., 2017).

O processo de degradacéo da camada hibrida inicia-se logo nas 24 horas
apos a colocacao do material no dente, a partir do momento em que o colagénio
fica desprotegido, contudo, Pashley et al., (2011) estimam que os efeitos mais
notorios se manifestam a partir dos 6 meses.

Como ja foi referido, a nanoinfiltragdo € um fendmeno devastador, uma
vez que pode levar a completa falha do sistema adesivo, tendo como
consequéncia o aparecimento de céarie secundaria num dente ja restaurado, por
falta da existéncia de um selamento perfeito entre a restauracdo e o dente (Pioch
et al., 2001; Bedran-Russo et al., 2017; Betancourt et al., 2019).

Na grande maioria das vezes este fenomeno vai ocorrendo de forma
silenciosa e muitas vezes invisivel podendo chegar a condicionar bastante o

prognéstico do dente. S&o varios os fatores responsaveis por este efeito adverso,
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pelo que, € fundamental o estudo de todas as variaveis que possam interferir
com este processo. Continua, por isso, a ser necessario desenvolver estratégias
gue combatam a degradacao da interface adesiva, prolongando a duracdo dos
tratamentos dentarios que envolvem a utlizagdo de sistemas adesivos
(restauracdes diretas e indiretas, cimentagcédo de coroas e facetas, aplicacéo de
selantes de fissura, etc) (Bedran-Russo et al., 2017; Matos et al., 2017; Minchow
& Bottino, 2017; Zhou et al., 2019).

4.1. Degradacdo da camada hibrida

A obtencao da camada hibrida é um fator chave para o sucesso da adesao
a dentina. No entanto, a presenca de um meio acido provocado pela utilizacdo
dos sistemas adesivos e a existéncia de colagénio e de agua, fazem com que
esta camada se torne instavel e suscetivel a degradacdo por processos
enzimaticos e hidroliticos (Betancourt et al., 2019).

Assim, a degradacdo da camada hibrida é um mecanismo complexo que
envolve varios intervenientes que em conjunto contribuem para a falha da
restauracdo. As caracteristicas do proprio adesivo juntamente com a natureza
organica e humida da dentina e o tipo de ambiente presente na cavidade oral
justificam a ocorréncia da microinfiltragdo e da nanoinfiltracdo (Kaczor et al.,
2018; Zhou et al., 2019).

A Tabela 2 resume 0s principais mecanismos que estdo na base da
degradacdo da camada hibrida e que alternativas tém sido propostas para
ultrapassar as dificuldades encontradas.

4.1.1 Adesivo

Durante a infitragdo do adesivo, dependendo do grau de
desmineralizacdo provocado, da quantidade de colagénio exposto, da
viscosidade do adesivo e do seu caracter hidrofilico, o adesivo pode ter maior ou
menor capacidade de penetrar entre as fibras de colagénio. Os mondémeros
hidrofilicos apresentam uma maior capacidade em infiltrar o colagénio, enquanto
gue os mondémeros hidrofébicos permanecem mais na sua superficie. A

dificuldade da infiltracdo dos mondmeros do adesivo tem como resultado a
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exposi¢do da matriz organica da dentina deixando o colagénio desprotegido e
mais susceptivel a atividade das enzimas que o degradam (Pashley et al., 2004;
Toledano & Osorio, 2015).

Por outro lado, a natureza 4cida dos adesivos também tem a capacidade
de ativar as enzimas enddgenas do colagénio, desnaturando-o. Este fendmeno
constitui mais um contributo para a degradacéo da interface (Pashley et al., 2004;
Betancourt et al., 2019).

Por dltimo, a polimerizagdo incompleta dos monémeros do adesivo e o
seu contetdo em solventes aquosos constitui outro mecanismo de degradacgao
da interface adesiva. A presenca de agua prejudica a polimerizacdo. Os
monomeros hidrofilicos que ndo polimerizam tém uma maior tendéncia em atrair
e mobilizar a &gua que vem da polpa, favorecendo a formacéo de canais de 4gua
na camada hibrida, consequentemente, a degradacédo do adesivo € favorecida
devido ao aumento da hidrdlise dos grupos éster dos mondémeros (Ito et al.,
2005). A hidrdlise da interface adesiva pode ser também agravada pela presenca
dos solventes aquosos que ficam retidos na camada hibrida devido a sua menor
volatilidade (Yiu et al., 2005; Chimeli et al., 2014; Luque-Martinez et al., 2014).

Nos adesivos de um frasco Unico, este aspeto também pode conduzir a
sua degradacéo pela separacdo dos conteudos hidrofilicos e hidrofébicos (Van
Landuyt et al., 2005).

Para além do atras referido, a polimerizacdo incompleta e hidrélise dos
monomeros tem ainda outra possivel consequéncia: a libertagcdo de compostos
residuais que poderdo ser citotoxicos para os tecidos (polpa, gengiva ou
mucosas), como referido anteriormente no tépico sobre a biocompatibilidade dos
sistemas adesivos (Caldas et al., 2019; Schneider et al., 2019) (Tabela 2).

4.1.2 Dentina

Além da presenca de colagénio, agua e cristais de hidroxiapatite, a
dentina contém uma quantidade consideravel de enzimas que podem prejudicar
de uma forma Iimportante a estabilidade da camada hibrida. As
metaloproteinases (MMPs) sdo enzimas que, durante o processo de
mineralizacdo da dentina, ficam retidas no interior da matriz enddégena do

colagénio sob a forma inativa. Através de diferentes mecanismos fisicos e
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quimicos estas enzimas podem ficar ativas desempenhando um papel
importante na degradacdo dos componentes da matriz extracelular (Pashley et
al., 2004; Betancourt et al., 2019).

A infiltragdo incompleta dos adesivos na matriz do colagénio deixa as
fibras vulnerdveis a degradacdo pelas metaloproteinases, que quando na
presenca de um meio acido e aquoso, degradam o colagénio quebrando as suas
ligacdes peptideas, com consequente desnaturacdo da sua estrutura de tripla-
hélice (Pashley et al., 2004; Pashley et al., 2011).

A acdo das MMP-2 e MMP-9 foi ja testada apés a utilizacdo de varios
adesivos. No entanto, este aspeto torna-se mais evidente nos sistemas ER dado
gue existe uma maior diferenca entre a infiltracdo do adesivo e a quantidade de
desmineralizagcdo provocada, que faz com que a infiltragcdo incompleta do
adesivo deixe um maior numero de fibras de colagénio desprotegidas e bastante
suscetiveis a degradacédo pelas MMPs (Niu et al., 2011; Betancourt et al., 2019).

Além do processo enzimatico, o substrato dentinario, pela sua
proximidade & polpa, contribui ainda de uma forma importante para a hidrélise
da camada hibrida. Os fluidos pulpares que contém agua estdo sempre
presentes e chegam a camada hibrida através dos tubulos dentinarios, devido a
elevada presséo intra-pulpar, acelerando assim o processo de nanoinfiltracdo
(Pioch et al., 2001; Sauro et al., 2009; Perdigéo et al., 2010) (Tabela 2).

4.1.3 Ambiente da cavidade oral

As restauracfes favorecem bastante a acumulacdo de bactérias e a
formacdo de uma comunidade bacteriana bastante diversa que atua como um
biofilme. Apesar do biofilme oral desempenhar uma funcéo fisiologica, as
alteracdes no fendtipo e gendtipo da microflora favorecem a formacédo de um
ambiente acido responsavel pela desmineralizacdo do esmalte e da dentina
(Bedran-Russo et al., 2017).

A presenca do biofiilme oral e a acumulacdo de placa bacteriana
favorecida pela falha da interface adesiva conduzem a microinfiltracdo e ao
aparecimento de carie secundaria, sendo uma das causas que leva a
necessidade de substituicdo das restauracdes (Mjor et al., 2000; Imazato et al.,
2003; Zhou et al., 2019).
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O desenvolvimento de sistemas adesivos que apresentem uma acao
antibacteriana € uma das linhas de investigacdo da atualidade que sera
abordada em maior detalhe no ponto 4.2.

Além disso, as bactérias cariogénicas presentes na cavidade oral tém a
capacidade de induzir a biodegradacdo dos materiais a base de resina pela
atividade das esterases. Estas enzimas provocam hidrélise dos monémeros com
funcionalidades éster e uretano do adesivo e estdo presentes na saliva e na
polpa (Shokati et al., 2010).

Os sistemas Self-Etch que apresentam um maior conteddo de
componentes hidrofilicos na sua composi¢cao sdo mais susceptiveis a acdo das
esterases. Contudo, quando contém o monOmero de 10-MDP poderao
simultaneamente apresentar uma acao na inibicdo do crescimento de bactérias
devido a componente acida deste monémero. Assim, o componente hidrofilico
dos sistemas adesivos e o pH podem influenciar o crescimento de bactérias
(Bourbia et al., 2013; Brambilla et al., 2014).
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Tabela 2: Resumo dos principais mecanismos envolvidos na degradacéo da camada hibrida e principais estratégias propostas para aumentar a estabilidade da interface

adesiva.
Material / Mecanismo / Caracteristica Resultado Consequéncia Estratégias propostas
Substrato
Infiltracio incomoleta dos A matriz organica da dentina Aumenta a atividade das enzimas que degradam o colagénio Diminuicdo da viscosidade do adesivo pela
ac P permanece exposta e o colagénio (Pashley et al., 2004; Toledano & Osorio, 2015) introducéo e/ou substituicdo de monémeros; agitagao
mondémeros ) ; ) g :
desprotegido do primer quando aplicado e/ou adi¢do de mais uma
camada de resina adesiva hidrofébica
Degradagéo da camada hibrida pela destrui¢édo do colagénio, Desenvolvimento de inibidores das
Adesivo Acidez Ativagao de metaloproteinases conduzindo a falha adesiva e perda de selamento (Pashley et metaloproteinases para introduzir na formulagéo dos
al., 2004, Betancourt et al., 2019) adesivos
Aumentam a entrada de Agua para 0S espagos vazios DEseiealiusiin @ poves  feninecs @
Polimerizacao incompleta Mo_nom_eros que ficam POr - onduzindo a hidrélise do adesivo (Ito et al., 2005) introducdo de agentes de~ (_:o-pollmerlzagao para
polimerizar e podem libertar-se Os monémeros eluentes aumentam risco de toxicidade para aumentar a taxa de conversao; aumento do tempo de
os tecidos (Caldas et al., 2019; Schneider et al., 2019) plolisre e
A evaporagéo dos solventes é mais Hidrolise dos componentes hidrofilicos do adesivo Aumento do contetdo de monémeros hidrofébicos;
Solventes a base de agua e dificl e ha um aumento da (nanoinfilltrac&o) (Yiu eptal 2005: Chimeli et al.. 2014: Luque. 2umento dos solventes volateis como o etanol;
mondmeros hidrofilicos quantidade de &agua que vem da Martinez et gal 2014); rigco de' separacio d‘os cohtegdos aumento do tempo de evaporacgao dos solventes
polpa hidrofilicos e hidrofébicos (Van Landuyt et al., 2005)
Presenca de protéases As enzimas ficam ativas na presenca . . . ) o Desenvolvimento de inibidores que inativem a
endégenas (MMPs, cisteinas e de um meio acido Deg(;ad_a%ao te mat_gzdde it 3 f|lr3](z§dde c?lﬁ]gergo atividade destas enzimas; Biomodificacdo da dentina
catepsinas) conduzindo a porosidades na camada hibrida e falha da
. interface adesiva (Pashley et al., 2004; Pashley et al., 2011)
Dentina
Humidade da dentina Favorece a retencdo de &gua na Hidrdlise com consequente perda de adesédo e selamento Etanol-wet bonding
interface adesiva (Pioch et al., 2001; Sauro et al., 2009; Perdigéo et al., 2010)
Ambiente Acumulacdo de placa bacteriana Microinfiltracao e carie secundaria (Mjor et al., 2000; Imazato Introdugdo de agentes antibacterianos e com
. . favorecida pela falha da interface et al., 2003; Zhou et al., 2019) propriedades de remineralizagcdo na formulagéo dos
da cavidade J Biofilme . L . A
oral adesiva adesivos; Melhorar a polimerizacdo e acabamento

Esterases bacterianas
Esterases salivares

Atividade enzimatica

Destrui¢éo da interface pela hidrolise dos monémeros esteres
e uretanos do adesivo com consequente libertacdo de
produtos toxicos (Shokati et al., 2010)
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4.2. Estratégias utilizadas para estabilizar a camada hibrida

Por forma a prolongar a estabilidade da camada hibrida e
consequentemente a diminuicAo da necessidade de substituicdo das
restauracdes dentéarias, varios investigadores tém vindo a propor, ao longo dos
anos, diferentes abordagens (tabela 3).

Desta forma, acredita-se que a estabilidade da camada hibrida a longo
prazo possa ser melhorada, por um lado, com a presenca de alguns ingredientes
gue terdo de estar presentes nas formulacdes dos adesivos e por outro com o
desenvolvimento de novas formas de aplicagédo (Miyazaki et al., 2014; Bedran-
Russo etal., 2017; Breschi et al., 2018; Betancourt et al., 2019; Zhou et al., 2019).

A tabela 3 resume as estratégias apontadas para solucionar cada fator

que contribui para a instabilidade da interface adesiva.

4.2.1 Alteracées no modo de aplicacdo dos adesivos

No que diz respeito ao modo de aplicacdo dos adesivos, varios sdo os
autores que se dedicam ao estudo de variantes ao protocolo por forma a otimizar
o comportamento dos adesivos. Neste sentido, tém sido propostas diversas
abordagens:

1) Aplicar uma ou mais camadas de resina adesiva ap0s a polimerizacéo
de forma a aumentar o conteudo de componentes hidrofébicos, criando uma
camada hibrida mais resistente a nanoinfiltracdo (Mufioz et al., 2014; Perdigéo
et al., 2014; Perdigao et al., 2015; Sezinando et al., 2015; Ahmed et al., 2019;
Zecin-Deren et al., 2019);

2) Esfregar o adesivo quando aplicado na dentina para aumentar a sua
impregnacao na rede de colagénio (Thanatvarakorn et al., 2016; Moritake et al.,
2018);

3) Prolongar o tempo de polimerizacéo do adesivo (Cadenaro et al., 2009).

4) Estender o tempo de evaporacdo dos solventes de forma a diminuir a
guantidade de solventes residuais que ficam retidos na camada hibrida
(Jacobsen et al., 2006; Luque-Martinez et al., 2014; Fu et al., 2017; Saikaew et
al., 2019);
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Jacobsen et al. (2006), referem que o tempo indicado pelos fabricantes
para a evaporacao dos solventes € demasiado curto sendo possivel eliminar
apenas metade do solvente.

Saikaew et al. (2019) verificaram que o aumento do tempo de secagem
de 5 para 15 segundos, no caso do Scotchbond Universal® e de 5 para 30
segundos no caso do Clearfil Universal Bond®, traduzia-se num aumento das
forcas adesivas a longo prazo. Este aspeto é particularmente importante nos
sistemas adesivos que possuem solventes aquosos, como é o caso dos sistemas
adesivos Universais.

Outra técnica proposta por Pashley et al. (2007), particularmente
interessante nos sistemas adesivos com solventes aquosos, é o “etanol wet-
bonding”. Esta é uma abordagem ainda conceptual que tem como principio a
substituicdo da agua presente nos espacos entre as fibras de colagénio, por
etanol. Desta forma, a matriz de colagénio fica suspensa pelo etanol, dando lugar
a infiltracdo dos monémeros hidrofébicos do adesivo (Sadek et al., 2010).

Além disso, ao substituir a agua por etanol, o meio hidrolitico necessario
para o funcionamento das metaloproteinases que degradam as ligagbes do
colagénio é removido (Sadek et al., 2010; Tezvergil-Mutluay et al., 2011).

Porém, esta estratégia adesiva é bastante dificil de implementar, uma vez
que obriga a multiplos passos, maior tempo e é tecnicamente delicada. Por outro
lado, os produtos ao serem a base de etanol teriam um tempo de vida bastante
curto devido a sua rapida evaporacao. Alguns autores reservam ainda algumas
duvidas relativamente a potenciais efeitos adversos na polpa dentaria (Ayar et
al., 2016).

4.2.2 Desenvolvimento de inibidores enzimaticos

A procura de inibidores das metaloproteinases (MMPs) para serem
incorporados na formulacdo dos adesivos ou na técnica de aplicacdo dos
mesmos, tem sido uma das abordagens mais estudadas nos ultimos anos. O
objetivo passa por desenvolver um inibidor que tenha a capacidade de inativar
estas enzimas prolongando a estabilidade da interface adesiva (Osorio et al.,
2014b; Toledano & Osorio, 2015).
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Na literatura encontram-se varios estudos sobre diferentes inibidores, no
entanto, a aplicacéo de clorexidina (CHX) é a proposta de inibidor mais estudada
(Pashley et al., 2004; Carrilho et al., 2007; De Munck et al., 2009; Tay & Pashley,
2009; Breschi et al., 2010; Carrilho et al., 2010). Apesar disso, pouco se sabe
ainda sobre o mecanismo de acdo da CHX e a duracdo do seu efeito na
prevencéao da hidrolise (De Munck et al., 2009; Carrilho et al., 2010).

Toledano e Osorio (2015), tém publicado varios estudos acerca do efeito
terapéutico e protetor que o zinco pode apresentar quando adicionado a
sistemas adesivos especificos. Os resultados indicam que os ides de zinco
poderdo inibir a atividade das MMPs, diminuir a degradacdo do colagénio
desprotegido na matriz de dentina desmineralizada (Osorio et al., 2011;
Toledano et al., 2012b) e, ao mesmo tempo, estabilizar a camada hibrida pela
precipitagdo de minerais na interface adesiva (Toledano et al., 2013; Osorio et
al., 2014b).

Outros estudos revelaram uma melhoria na estabilidade da camada
hibrida com a aplicagdo de inibidores como o cloreto de benzalconio, o
metacrilato de benzalconio polimerizavel e o EDTA (&cido etilenodiamino tetra-
acético) (Sabatini & Pashley, 2015; Tekce et al., 2016). O EDTA quando aplicado
como condicionamento prévio da dentina tem demonstrado uma boa capacidade
em preservar o colagéinio e formar novos minerais, tornando-o menos suscetivel
a atividade das MMPs (Thompson et al., 2011; Toledano et al., 2012a; Toledano
& Osorio, 2015).

4.2.3 Tratamento da dentina

Estudos mais recentes referem que o combate a degradacédo do colagénio
pelas MMPs podera passar pela biomodificagdo da dentina, utilizando agentes
gue possam preparar este substrato para o adesivo, estabilizando o colagénio
de forma a aumentar a sua resisténcia a atividade das enzimas (Seseogullari-
Dirihan et al., 2016; Betancourt et al., 2019).
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4.2.4 Alteracdo da composicdo dos adesivos

Por ultimo, atuar a nivel da composicéo quimica dos adesivos, pela adi¢do
ou substituicBo dos seus componentes de forma a conferir maior resisténcia a
hidrolise e aumentar a estabilidade da camada hibrida, tem sido outra
abordagem utilizada cujos estudos publicados tém demonstrado resultados
promissores (Ogliari et al., 2006; Loguercio et al.,, 2013; Zanchi et al., 2013;
Decha et al., 2019). Uma das estratégias propostas, e bastante atrativa, passa
pela introducdo de nanoparticulas e/ou monémeros com o objetivo de conferir
ao adesivo propriedades antibacterianas e de remineralizagdo (Cocco et al.,
2015; Toledano & Osorio, 2015). Desta forma, o adesivo poderia travar o
aparecimento de céaries secundarias, evitando a destruicdo da interface pela
acao das bactérias e, simultaneamente, pela capacidade de remineralizacéo,
conseguia voltar a envolver o colagénio desprotegido através da reposicao do
calcio, inativando assim as MMPs (Zhang et al., 2015b).

Na literatura encontram-se referéncias a nanoparticulas de amonia
quaternaria (Cheng et al., 2013; Zhou et al., 2014; Cheng et al., 2015);
nanoparticulas de prata (Melo et al., 2013; Zhang et al., 2014; Cheng et al.,
2015); nanoparticulas de fosfato de calcio amorfo (Melo et al., 2013; Cheng et
at., 2015; Zhang et al., 2015b); nanoparticulas de hidroxiapatite (Sadat-Shojai et
al., 2010; Besinis et al., 2014) e nano-transportadores poliméricos carregados de
zinco (Osorio et al., 2014a).

Quando o protocolo Self-Etch é aplicado, utilizar um adesivo que liberte
flior podera ser uma medida eficaz uma vez que o smear layer (composto
também por bactérias) é incorporado na camada hibrida. Assim, a incorporacéo
de flior nos adesivos confere propriedades anti-cariogénicas aumentando a
duracdo da adesdo a dentina (Nakajima et al., 2003; Martins et al., 2019).

Outra das propostas que tem vindo a ser estudada centra-se na procura
de novos foto-iniciadores que possuam um espetro de absorcdo tdo amplo
quanto o da canforoquinona, mas que apresentem uma melhor capacidade de
polimerizagcdo dos componentes hidrofilicos do adesivo, contribuindo para uma
maior taxa de conversao e uma maior resisténcia da camada hibrida a hidrdlise.
A pirazolil-ftalazinadiona (PPD) e o 6xido de fenilbis (2,4,6-trimetilbenzoil) -

fosfina (BAPO) tém sido alguns dos foto-iniciadores estudados como alternativa
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a CQ (Anido-Anido et al., 2012; Liu & Wang, 2013; Meereis et al., 2014).

Por ultimo, alguns autores tém vindo a debrucar-se sobre solucbes
alternativas para a composicdo dos monémeros-base dos adesivos, com vista a
melhorar a sua infiltracdo dentro da dentina, a qualidade da polimerizacéo e a
estabilidade da camada hibrida, obtida mesmo quando na presenca de agua e
saliva (Ogliari et al., 2006; Park et al., 2008; Zanchi et al., 2010; Loguercio et al.,
2013; Papakonstantinou et al., 2013; Zanchi et al., 2013; Barbosa et al., 2015;
Decha et al., 2019).

A maior parte das propostas reside em adicionar outros monémeros de
metacrilato, analogos ao Bis-GMA, que estruturalmente apresentem uma menor
viscosidade. A utilizacdo de metacrilato de 2,3-epitiopropilo (ETMA) (Ogliari et
al., 2006) ou de dimetacrilato de trimetilolpropano mono alil éter (TMPEDMA)
(Park et al.,, 2008) sdo exemplos desta abordagem. Este ultimo mondmero
parece também demonstrar uma resisténcia superior a atividade das esterases
salivares.

A introducdo de novos componentes com maior estabilidade hidrolitica,
como é o caso dos acidos fosfénicos do éter acrilico ou as acrilamidas mono ou
difuncionais poderao vir a resolver o problema da instabilidade dos monémeros
de metacrilato (Moszner & Salz, 2005).

O fluoreto de N,N,N-trimetilamino-N-(2-hidroxipropil)-acrilamida (HMTAF),
um monomero de metacrilamida, surge na literatura como um potencial
monomero a ser incorporado na composi¢ao dos adesivos devido a sua elevada
resisténcia a hidrolise (Decha et al., 2019).

Os problemas que tém sido identificados ainda nao se encontram
resolvidos, pelo que, a procura de novos compostos e técnicas que possam ser
utilizadas clinicamente continuam a ser necessarias (Betancourt et al., 2019).
Neste seguimento, a utilizagdo de um dendrimero na formulacdo de um adesivo
dentario podera colmatar algumas destas lacunas apresentadas pelos sistemas

adesivos.

80



Tabela 3: Principais estratégias propostas para aumentar a estabilidade da interface adesiva.

Modo de

aplicacdo dos adesivos

Aplicar uma ou mais camadas de resina adesiva
hidrofébica

Mufioz et al., 2014; Perdigéo et al., 2014; Perdigéo et al., 2015,
Sezinando et al., 2015; Ahmed et al., 2019; Zecin-Deren et al., 2019

Esfregar o adesivo

Thanatvarakorn et al., 2016, Moritake et al., 2018

Aumentar o tempo de polimerizacéo e qualidade das
lampadas utilizadas

Cadenaro et al., 2009

Estender o tempo de evaporacédo dos solventes

Jacobsen et al., 2006; Luque-Martinez et al., 2014; Fu et al., 2017;
Saikaew et al., 2019

Etanol-wet bonding

Pashley et al.,2007; Sadek et al., 2010; Tezvergil-Mutluay et al., 2011;
Ayar et al., 2016

Desenvolvime

nto de inibidores enzimaticos

Inibidores das MMPs

Pashley et al., 2004; Carrilho et al., 2007; De Munck et al., 2009; Tay &
Pashley, 2009; Breschi et al., 2010; Carrilho et al., 2010; Osorio et al.,
2011; Thompson et al., 2011; Toledano et al., 2012a; Toledano et al.,
2012b; Toledano et al., 2013; Osorio et al., 2014b; Sabatini et al., 2015 ;
Toledano & Osorio, 2015; Tekce et al., 2016

Atividade contra as esterases salivares

Park et al., 2008

Tratamento da dentina

Biomodificacdo da dentina

Seseogullari-Dirihan et al., 2016; Betancourt et al., 2019

Composicéo dos adesivos

Introdugdo de nanoparticulas, monémeros e/ou agentes
com propriedades antibacterianas / anticariogénicas e de
remineralizagdo

Cheng et al., 2013; Zhou et al., 2013; Cheng

Aménia guaternéaria etal, 2015

Melo et al., 2013; Zhang et al., 2014; Cheng

Prata et al., 2015

Melo et al.,2013; Cheng et al., 2015; Zhang

Fosfato de calcio etal., 2015b

Sadat-Shojai et al., 2010; Besinis et al., 2014
Hidroxiapatite

Nakajima et al., 2003; Martins et al., 2019

Flaor
Zinco Osorio et al., 2014a

Wang et al., 2014; Cheng et al., 2015; Zhang
Qutros et al., 2015a; Geraldeli et al., 2017

Novos foto-iniciadores

Anido-Anido et al., 2012, Liu & Wang, 2013, Meereis et al., 2014

alteragéo do tipo de monomeros-base com vista a
melhorar a penetracéo e resisténcia a hidrélise

Ogliari et al., 2006; Zanchi et al., 2010; Loguercio et al., 2013;
Papakonstantinou et al., 2013; Zanchi et al., 2013; Barbosa et al., 2015;
Decha et al., 2019
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5. DENDRIMEROS

Nas mais diversas areas da saude e das ciéncias biomédicas temos
assistido a uma crescente utilizacado dos dendrimeros (Esfand & Tomalia, 2001;
Svenson & Tomalia, 2005).

Os dendrimeros sdo macromoléculas globulares desenhadas a escala
nanometrica que segundo Caminade et al. (2005), apresentam na sua estrutura
trés dominios principais:

a) um ndcleo central constituido por um ou mais grupos atbmicos com
funcBes quimicas especificas;

b) prolongamentos a partir do nicleo central constituidos por unidades
repetidas e organizadas geometricamente que se vao dispondo em diferentes
niveis chamados de geracoes;

c) grupos funcionais localizados normalmente nas extremidades da
macromolécula responsaveis pelas diversas propriedades atribuidas a este tipo
de compostos, como por exemplo, a capacidade de polimerizacao.

Desta forma, os dendrimeros ao apresentarem uma configuracdo
aproximadamente esférica, contrariamente aos tradicionais polimeros lineares,
permitem a disposicao de diferentes grupos funcionais na sua periferia de forma
a exibirem multiplas funcdes (Zhang et al., 2015a).

O dendrimero de poliamidoamina (PAMAM) foi a primeira familia de
dendrimeros sintetizada, e desde 1985 que tem sido extensamente estudada
com vista a diferentes aplicacdes biomédicas (Esfand & Tomalia, 2001).

Das diversas aplicacdes dos dendrimeros, encontram-se na literatura
varias referéncias a sua utilizacdo como veiculadores de farmacos para
diferentes fins, devido ao seu tamanho nanométrico e a sua capacidade para
atravessar membranas celulares (Beezer et al., 2003; Svenson & Tomalia,
2005).

Alguns estudos tém também revelado resultados promissores como
agentes de remineralizacao (Li et al., 2013; Zhang et al., 2015a; Zhu et al., 2018).

A introducdo dos dendrimeros como substitutos dos principais
mondmeros usualmente utilizados nos adesivos, € uma mudanca total de

paradigma na area de dentisteria adesiva. Embora este tipo de macromoléculas
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ndo tenha ainda sido associado a composicdo de adesivos, uma das etapas
deste estudo incluia a sintese do G-IEMA e sua introducéo na formulagdo de um
novo sistema adesivo do tipo Universal.

O G-IEMA é um mondmero de reticulacdo dendritico de segunda geracao,
derivado do metacrilato de 2-isocianoetilo (IEMA), possuindo oito extremidades
de metacrilato que lhe conferem uma organizacao tridimensional em forma de
estrela (Fig. 7). Assim, a polimerizacéo deste dendrimero pode ocorrer nas suas
oito extremidades, pelo que é expectavel que se alcancem elevadas taxas de
conversdo que se traduzirdo possivelmente numa melhoria das propriedades
mecanicas do adesivo. Adicionalmente, este tipo de estrutura em forma de
estrela podera proporcionar um maior preenchimento de espacos entre as fibras
de colagénio e dentro dos tubulos dentinarios, criando uma camada hibrida mais
coesa e resistente a hidrdlise, reforcada por resin tags com extensdes mais
longas e difusas.

Yu et al. (2014) observaram que a utilizacdo de G-IEMA em resinas
compostas originava uma diminuigdo da contragdo de polimerizagdo e um
aumento da taxa de conversdo destes materiais. Como resultado, o polimero
formado apresentava uma menor solubilidade. Este aspeto é clinicamente
importante, uma vez que, quanto menor a solubilidade das resinas, menor é o
namero de monomeros libertados e consequentemente, menores serdo 0sS
efeitos adversos observados (Costella et al., 2010).

Por outro lado, quanto menor a contracdo de polimerizacdo, mais
adaptada e estanque fica a restauracao, diminuindo a entrada de bactérias e
consequentemente a formacao de céarie secundaria (Magali et al., 2006).

Estas caracteristicas estdo na base da selecdo deste composto como
uma possivel alternativa para a composicao base do adesivo experimental. Além
disso, a sua menor viscosidade, associada a reduzida contracdo de
polimerizacdo, elevada taxa de converséo e baixa solubilidade serviram de
suporte a decisao de utilizar o G-IEMA em substituicdo do usual Bis-GMA.

Desta forma, colmatou-se outra necessidade identificada, que tem a ver
com o facto de o Bis-GMA possuir bisfenol A na sua composi¢c&o. Assim, pensa-
se que o G-IEMA ao nédo possuir bisfenol A possa conferir ao adesivo menor

risco de efeitos adversos (Yu et al., 2014).

83



o
j ”l\_o

o <

Fig. 7: Estrutura quimica do G-IEMA
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OBJETIVOS

A melhoria das propriedades fisico-quimicas dos sistemas adesivos e da
sua eficacia na adeséo a dentina tem sido um assunto de grande interesse para
a comunidade cientifica, ja que as limitacfes que estes materiais apresentam,
dificultam o sucesso clinico e a longevidade das restauracfes dentarias.

Pelo exposto, pretendeu-se com a realizacédo deste trabalho formular um
novo adesivo experimental do tipo Universal. Para isso, do ponto de vista
experimental, foi sintetizado um macromero com uma estrutura dendritica — o G-
IEMA — com vista a ser incorporado no adesivo como alternativa ao usual Bis-
GMA. A escolha dos restantes componentes baseou-se nas formulacdes
experimentais descritas na literatura e ainda no conhecimento dos principais
constituintes dos adesivos comerciais utilizados como controlo, por substituicao
e/ou adicdo de novos mondmeros e/ou respetiva concentracao.

Com o objetivo de melhorar as propriedades fisico-quimicas, mecanicas
e citotoxicas, a formulacdo do adesivo experimental estudado teve em
consideracao os seguintes aspetos:

e Melhorar a viscosidade e a taxa de conversdo pela introducdo do G-
IEMA, monémero que apresenta menor viscosidade que o Bis-GMA, e podera
polimerizar através de 8 extremidades. Com este procedimento pretendeu-se
melhorar a penetragéo e fixagdo do adesivo dentro da dentina

e Aumentar o caracter hidrofébico pelo aumento do UDMA e reducéo de
HEMA, tornando o adesivo mais resistente a presenca de agua.

¢ Utilizar um maior contetdo de solventes a base de alcool para facilitar a
sua evaporacdo e com isso diminuir a quantidade de agua residual que fica
incorporada na camada hibrida.

e Melhorar a eficacia adesiva a dentina através das medidas referidas
anteriormente concomitantemente com a utilizacdo do mondémero funcional 10-
MDP para reforcar a adesédo micromecanica, através da formacao de ligacbes
guimicas estaveis a hidroxiapatite.

e Formular um adesivo potencialmente menos citotoxico com a eliminagéo

do mondmero Bis-GMA que contém bisfenol A.
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A NEW EXPERIMENTAL ADHESIVE SYSTEM CONTAINING

G-IEMA - PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES

Purpose The ultimate goal of this study was the development of a new
Bis-GMA-free dental adhesive system with improved adhesive properties.
Instead of Bis-GMA, a dendritic macromer (G-IEMA), derived from 2-
isocyanatoethyl methacrylate (IEMA), was used and its physicochemical
properties were investigated.

Materials and Methods G-IEMA was synthesized and subsequently
incorporated into an experimental adhesive (AE2) formulated without Bis-GMA.
Double bond conversion (DBC), polymerization shrinkage (PS), water sorption
(WS) and solubility (SL) were evaluated and results were compared with three
other adhesives: - an experimental adhesive formulated with Bis-GMA (AE1);
Scotchbond ™ (SBU); and, Futurabond M+™ (FUT). Comparisons between
adhesives for DBC, PS, WS and SL properties were performed using One-Way
ANOVA and the Kruskal-Wallis test, at the 5% significance level.

Results Statistical analysis of DBC data, using one-way ANOVA, revealed
significant differences between adhesives (p < 0.001). AE2 presented a
significantly higher DBC than SBU (p <0.001) and FUT (p = 0.004); no significant
differences were observed between AE2 and AE1 (p = 0.403) with 60 s of light-
curing. Kruskal-Wallis test revealed no significant differences between adhesives
(p = 0.094) for PS. One-Way ANOVA showed no significant differences among
adhesives for WS (p = 0.213) and SL (p = 0.175).

Conclusion G-IEMA-based adhesive AE2 presented comparable DBC,
PS, WS and SL when compared to Bis-GMA-based adhesive AE1. The results
obtained so far are promising, revealing that G-IEMA macromer might be a good

substitute monomer to prepare Bis-GMA-free adhesive systems.

Keywords Dental adhesives, Bis-GMA-free dental adhesives, One-bottle dental

adhesives, G-IEMA, Dendrimers, Physicochemical properties.
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1. Introduction

Adhesive systems have been developed since the Mid-1950’s, and new
adhesives with different adhesion strategies have been introduced in order to
increase the efficacy of enamel and dentin adhesion [1, 2]. Depending on the
substrate (enamel or dentin) and the technique used, there are two main
strategies for promoting dental adhesion: etch-and-rinse systems, with complex
components and adhesive procedures; and self-etch adhesive systems, with
simpler clinical processes [3, 4]. Recently, the universal adhesives systems were
introduced in the market, which allows dentists to choose the adhesive technique
[4, 5]. In spite of the advantages presented by universal adhesives [4, 5], they still
present limitations that lead to degradation of the interface between the tooth and
the restoration [6, 7]. In addition, the in vitro performance of universal adhesives
has been reported as material-dependent due to the complexity of their chemical
composition [5, 7].

The formation of a secondary caries is the principal reason for the
replacement of dental restorations [8]. Many strategies for the development of
adhesive materials and techniques have been reported in the literature aiming at
reducing micro and nanoleakage phenomena [9, 10, 11]. Low polymerization
shrinkage, high double bond conversion, high resin monomers penetration and
high hydrophobicity are important characteristics to be considered for the
improvement of dental adhesives’ bonding efficacy [9].

Concerning chemical aspects, all adhesive systems have acrylic resin
monomers that can be considered as their most important components [6, 9, 12].
The Bisphenol-A-diglycidyl-dimethacrylate (Bis-GMA, Fig 1) was introduced by
Bowan [12] and has been widely used as the main monomer in dental adhesives
due to its ability to diffuse into the tissues, as well as good physical and
mechanical properties [12]. However, Bis-GMA has high viscosity and low double
bond conversion [13, 14]. To solve these constraints, different monomers with
lower viscosities (for example, triethyleneglycol dimethacrylate (TEGDMA) were
added to dilute the highly viscous Bis-GMA monomer, in detriment of the
polymerization shrinkage [14, 15]. Moreover, Bis-GMA contains Bisphenol-A
(BPA) which it is claimed to have cytotoxic effects in and estrogenic activity in
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humans [9], acting as an endocrine disruptor [16, 17, 18].

There is much controversy in the literature regarding this subject. Some
authors refer that the use of restorative materials containing Bis-GMA might
increase the human exposure to BPA [16]; some others defend that Bis-GMA
does not hydrolyze into BPA since its chemical structure prevents hydrolysis at
the ester linkage [16, 18]. Nevertheless, it is still believed that BPA has the
potential to be released from Bis-GMA based dental materials [16]. As a result of
this current and controversial issue, many manufacturers seek to remove Bis-
GMA from the formulation of dental materials [9, 19].

The Urethane-dimethacrylate (UDMA) is another dimethacrylate monomer
commonly used in dentistry that has been considered a potential candidate to
prepare Bis-GMA-free dental materials. Compared to Bis-GMA, UDMA has lower
viscosity and its structural, highly flexible, urethane linkage may improve the
toughness of resin composites based on this monomer [20]. However, the higher
volumetric shrinkage of UDMA resin bases might lead to an increased probability
of recurrent caries [20].

It was reported that dendritic macromers, due to their chemical structure,
could reduce the volumetric shrinkage of the dental materials [21]. As published
by Yu et al. [19], G-IEMA (Fig.1) has claimed to be a potential substitute for Bis-
GMA-based resins. According to those authors, when compared with Bis-GMA-
based resin, resins containing G-IEMA could have higher double bond
conversion, comparable or lower polymerization shrinkage and lower water
solubility [19, 20, 22]. Such characteristics are of key importance for the
improvement of dental adhesion efficacy, reducing the degradation of the
adhesive interface and increasing the longevity of restorations [23]. However, as
far as we know, G-IEMA has never been used in dental adhesives systems. In
fact, to the best of the authors’ knowledge, this is the first attempt to use such
compound in the formulation of a Bis-GMA-free adhesive with such purposes.

The aim of this study was the formulation of an adhesive system containing
G-IEMA instead of Bis-GMA. Physicochemical properties, such as double bond
conversion, water sorption and solubility, and polymerization shrinkage were
studied. An experimental adhesive containing Bis-GMA and two commercial
Universal adhesives systems, Scotchbond Universal (3M ESPE, St. Paul, USA)
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and Futurabond M+ (VOCO GmbH, Cuxhaven, Germany), were used to compare

such properties among them.

2. Materials and Methods

2.1 Materials

All reagents and solvents used for the synthesis of G-IEMA were of
analytical grade and were purchased to Sigma-Aldrich (Madrid, Spain), Merck
KGaA. (Darmstadt, Germany) and Carlo Erba (Laborspirit Ltd., Loures, Portugal).

Bisphenol-A-diglycidyl-dimethacrylate (Bis-GMA), Urethane-
dimethacrylate (UDMA), Triethylene-glycol-dimethacrylate (TEGDMA), 2-
Hydroxyethyl methacrylate (HEMA), Camphoroquinone (CQ),
Diphenyliodoniumhexafluorophosphate (HPDPI), Ethyl4-dimethylaminebenzoate
(BDA) were purchased to Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). 10-methacryloyloxy-
decyl-dihydrogen phosphate (10-MDP) was obtained from Watson International
Ltd. (Kunshan City, China).

2.2Instrumentation

NMR spectra were recorded on a Bruker Bio Spin ARX 400 spectrometer
(Bruker BioSpin, Karlsruhe, Germany), operating at 400 MHz. Compounds were
dissolved in chloroform (CDCI3). Chemicals shifts for each compound were
referenced to the CDCI3 chemical shift (7.26 ppm) or TMS (0 ppm). Peak
assignments were based on comparison with literature data [19, 24]. The
following specific abbreviations for nuclear magnetic resonance (NMR) data were
used: s, singlet; d, duplet; m, multiplet. Infrared spectra were scanned using the
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) spectrometer Spectrum 65 from
Perkin-Elmer (Massachusetts, USA). This instrument was equipped with
MIRacle™ Attenuated Total Reflectance (ATR) sampling station incorporating a
diamond/ZnSe crystal plate (MIRacle, Madison, USA). FTIR spectra were
recorded as transmittance values. Background air spectrum was automatically

subtracted from sample spectra, prior to further analysis. The pH measurements

92



were performed using a high accuracy pH meter Crison Basic 20 (Crison
Instruments, Barcelona, Spain).

2.3 Chemical Synthesis of G-IEMA

G-IEMA (Fig. 1) was synthesized according to the procedure described by Biao
et al. [38]. Prior to chemical synthesis, pentaerythritol tetraacrylate (PETA) was
purified by column chromatography (silica, ethyl acetate/petroleum ether 2:5,
V/V). The product was isolated at 42% yield and presented the following selected
FTIR bands: u(cm™), 1721 v(C=0, ester), 1634 v(C=C, alkene/aliphatic), 1407 &
(CH, alkene), 1165 v (C-0O, ester), 806 y (CH, alkene). 'H-NMR: 6.44 (m, 4H,
trans CH=CHz); 6.14 (m, 8H, CH2=CH); 5.88 (m, 4H, cis CH=CH2); 4.32 (s, 8H,
CCH20).
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Fig.1: Chemical structures of Bis-GMA (A) and G-IEMA (B)
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2.3.1 Synthesis of G-(OH):

The compound was obtained at a 40% yield following described
procedures [38] and was used to prepare G-IEMA. Briefly, a mixture of
diethanolamine (DEA) (7.5 ¢;105.14 g molt) and PETA (1.1407 g; 298.29 g mol
1) were dissolved in methanol (70 mL) and stirred at 35 °C under nitrogen in a
three-necked flask fitted with a condenser. After 36 h, the reaction was stopped
and the solvent evaporated under reduced pressure. The crude product was
obtained as a yellowish viscous oil which was then purified through column
chromatography (basic aluminum oxide, and ethylacetate: petroleum ether 1:50,
V/V). G-OH was obtained as a colorless oil. FTIR v(cm): 3222 v(O-H, alcohol),
1711 v(C=0, ester), 1403 &(OH, alcohol), 1110 v(C-O, ester), 1066 v(C-0,
alcohol). tH-NMR: 3.76 (d, 8H, CCH20-), 3.66 (t, 16H, CH2CH20H), 2.84 (t, 8H,
COCH2CH2N), 2.76 (t, 16H, NCH2CH20H), 2.58 (t, 8H, COCH2CH?2).

2.3.2 Synthesis of G-IEMA

G-IEMA was obtained at 40% yield according to literature protocols [38].
Typically, a mixture of G-(OH) (2.43 g; 3.14 mmol) and IEMA (3.90 g; 25.12 mmol)
in dried CH2Cl2 (5 mL) was stirred under dark, at room temperature, for 24 h. The
reaction product was precipitated with a large excess of n-hexane. G-IEMA was
obtained as an oil which was then purified by column chromatography (silica,
chloroform/ethyl acetate/methanol, 5:1:1, V/V/V). The isolated faction
corresponding to G-IEMA presented the following more relevant spectroscopic
features (Fig.2): FTIR v(cm™) 3355 v(N-H, amide), 2956 v(C-H, aliphatic), 1713
v(C=0, ester), 1636 v(C=C, aliphatic/alkene), 1544 & (N-H, amide), 1453 &(CH,
alkene), 1158 v(C-0, ester), 942 d(CH, aliphatic — alkene). *H-NMR: 6.13 (s, 8H,
trans, CH2=CH(CH3)CO), 5.53 (s, 8H, cis, CH2=C(CH3)CO), 4.16 (t, 16H,
CH2CH20COC(CH3)=CH2), 4.07 (t, 16H, NCH2CH20CONH), 3.67 (s, 8H,
CCH20-), 3.50 (t, 16H, HNCH2CH200C), 3.29 (s, 8H, CCH20CO0), 2.77 (8H, t,
OCOCH2CH2N), 2.56 (16H, t, 8(NCH2CH200CNH)), 2.41 (t, 8H,
4(CH200CCH2CH2N)), 1.88 (s, 24H, CH2=C(CH3)CO). NMR spectrum is
presented in Fig. 3.
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2.4 Formulation of experimental adhesives

AE1 and AE2 were formulated according to the chemical composition of

two commercial adhesives, namely Scotchbond Universal, SBU (3M ESPE, St.
Paul, USA) and Futurabond M+, FUT (VOCO GmbH, Cuxhaven, Germany), and

also following the description of an experimental adhesive by Feitosa et al. [25].

AE1 was prepared by mixing Bis-GMA and all the components shown in table 1.

In the formulation of AE2, instead of Bis-GMA, G-IEMA monomer was added and

mixed with the same components as described for AE1 (Table 1). For each

adhesive, the pH value was obtained in triplicate immediately after adhesive

formulation, at room temperature and under the dark, using a high accuracy pH

meter Crison Basic 20 and an electrode 5028 (Crison Instruments, Barcelona,

Spain). All procedures were performed according to the manufacturer's

instructions.

Table 1: Concentration ranges for each component in commercial and experimental adhesives

COMPONENTS (%, w/w)

Adhesives | Bjs- G-
GMA UDMA | HEMA | .\ | TEGDMA | BDA [ CQ | HPDPI | 10-MDP Ethanol | Water
COMMERCIAL ADHESIVES
SBU 15-25| 0 |15-25 0 0 <2 <2 * 10-15 | 10-15
FUT 10-25 | 2.5-5 | 10-25 0 0 0 <2.5 2555 10-25 0
EXPERIMENTAL ADHESIVES
AE1 10-15 | 5-10 | 10-25 0 5-10 <2 <2 1,5-2 2-5 10-25 | 10-15
AE2 0 5-10 | 10-25| 10-15 | 5-10 <2 <2 1,5-2 2-5 10-25 | 10-15

SBU - Scotchbond Universal, 3M ESPE, St. Paul, USA; FUT - Futurabond M+, VOCO GmbH, Cuxhaven, Germany; Bis-GMA — Bisphenol
A-glycidyl methacrylate; UDMA- urethane dimethacrylate; HEMA- 2-hydroxyethyl methacrylate; G-IEMA -
methacrylate; TEGDMA - triethylene glycol dimethacrylate; BDA — ethyl4-dimethylaminebenzoate; CQ — camphoroquinone; HPDPI —
diphenyliodoniumhexafluorophosphate; 10-MDP - 10-methacryloyloxy-decyl-dihydrogen phosphate;

* - 9% 10-MDP not known ; (%, w/w- percentage is expressed as weight/weight)

G(2)-isocyanatoethyl

2.5 Measurement of double bond conversion (DBC)

For DBC data acquisition, samples were scanned at 4000-900 cm (Fig.

3), according to the following FTIR conditions: 32 interferograms and resolution

4 cm with strong apodization. All spectra were recorded as transmittance

values, subtracted against background air spectrum and subsequently converted
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into absorbance units. To determine the percentage of double bond conversion,
the areas of C=C aliphatic bonds at 1636 cm™ and of carbonyl bonds (C=0) at
1713 cm, considered as the internal standard, were measured, before and after
photo-polymerization, and were then analyzed after spectra expansion at 1800-
1300 cm™. In the absence of monomers containing aromatic groups, such as in
dental materials without Bis-GMA and/or with different monomer blends, the use
of carbonyl’'s stretching vibrations, as an internal standard for the DBC
calculation, is already a usual practice [19, 22].
The DBC were calculated according to the equation:

A = /A = — A = /A =
DBC (fy = \Acd/Acz0)om (AedAczo) ) o
(Ac:c/Ac:O)O

where Ac=c and Ac-o are the peak areas at 1636 cm™ and 1713 cm?,
respectively before curing and after curing time (60 s). Peak areas were
determined using the software Spectrum 10™, following the baseline method
described in the literature [26]. Fig. 4 presents how typically DBC’s calculations
were preformed, using AE2 as an example. Samples for DBC determination were
prepared as follows: five disks of each adhesive were prepared, pipetting 140 pL
and dispensed on a circular mold to form a 2 mm thick and 9 mm in diameter
disk. The disks were light-cured for 60 s, using a LED curing light unit (Coxo
Medical Instrument Co., Ltd, London, United Kingdom) with an output intensity of
1200 mW cm2. After irradiation, the disks were scanned in order to get the

corresponding FTIR spectra.
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Fig. 4: Schematic representation of the baseline method used for DBC’s determinations and

corresponding mathematical equation. Calculations for AE2 are given as an example.

2.6 Measurement of polymerization shrinkage (PS)

Polymerization shrinkage was measured following the method reported by
Garoushi et al. [27]. The sample densities (n=3 per group) were measured using
Archimedes’ principle with a commercial Density Determination Kit from Mettler
Toledo X (Mettler Instrument Co., Highstone, NJ, USA). The specimens were
weighed in air and in water, before and after 60 s of light curing with a LED light
with an output intensity of 1200 mW cm? (Coxo Medical Instrument Co., Ltd,
London, United Kingdom). Due to the low adhesive’s viscosity, an adaptation of
the kit's special holder was made to allow sample measurements in water before
photo-polymerization. The weight of the specimens was registered and the

densities were calculated using the following equation:

d= Ma X (dw‘da)"‘d&
Ma-Mw

where Ma and Mw were the weight in air and water, respectively; dw is the

density of water at the measured temperature in °C, according to the density table
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of distilled water and air density (0.0012 g cm-3).
The densities were used to calculate the volumetric shrinkage (PS),

according to the equation:

PS= dafter-dbefore X 100%
dafter

2.7Measurement of water sorption (WS) and solubility (SL)

ISO 4049 instructions were followed [28] to obtain the degree of water
sorption (WS) and solubility (SL). WS and SL were calculated using the following

eguations:

_  M1-M3
Wws= M2-M3 = MU

where M1 is the dry mass of the specimen, M2 is the mass of the specimen
after immersion in water for 7 days and M3 is the mass of the reconditioned
specimen, all masses in pg. V is the volume of the specimen, in mms3.

To obtain the dry mass M1, the specimens were placed into a desiccator
containing silica gel and weighed every 24 hours in a scale (Precisa 125 A,
Switzerland) with an accuracy of 0.1 mg, until constant mass was achieved (14
days). The specimens were immersed in distilled water at 37 °C, after which they
were again weighed to obtain M2. M3 was calculated after the specimens were
re-dried following the same procedure used for M1 [28].

The volume (V) of each disk was calculated according to Archimedes’

principle, using a 10 mL burette (A type), graduated at 0.5 mL.

2.8 Statistical Analysis

All statistical procedures were performed using IBM SPSS version 24.0
(IBM, New York, USA). One-Way ANOVA, Tukey Test and Kruskal-Wallis Test
were applied for comparisons of DBC, PS, WS and SL data between adhesives.
The Levene test of homoscedasticity and the Shapiro-Wilk test of normality were
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used in assumption checking for ANOVA. All tests were applied at the 5%

significance level.

3. Results

G-IEMA was successfully synthesized according to described
methodology in a two-step synthetic pathway as can been seen from FTIR and
1H NMR spectra (Fig. 2 and 3). Both spectra are in full agreement with the
published spectroscopic features described by Yu et al. [19].

Mean values and Standard deviation obtained for pH, DBC, PS, WS and
SL are presented in table 2. According to obtained pH results, AE2 and SBU are
classified as ultra-mild adhesives (both with pH > 2.5) while AE1 and FUT are
considered as mild adhesives (pH ~ 2).

The Shapiro-Wilk test has suggested that the residuals of the one-way
ANOVA models used in comparisons between adhesives for DBC, WS and SL
do not deviate from a normal distribution (p > 0.05, in all cases). Moreover, the
Levene test of homogeneity has shown that variances are homogeneous
between adhesives for DBC and WS (p > 0.05) but not for SL data (p = 0.009). It
should be mentioned that, although such tests have acceptable power when
applied to samples of residuals with the size observed in this work for DBC, WS
and SL (N = 20), it is not guaranteed that the assumption of distribution normality
is perfectly met. Nevertheless, these results do not exclude the use of ANOVA in
group comparisons, particularly with the homoscedastic DBC and WS data. In
the case of heteroscedastic SL data, and although the ANOVA test is robust
against this violation when groups are of equal size (n = 5), the Kruskal-Wallis
test was also applied.

Statistical analysis of DBC data using ANOVA revealed significant
differences between the 4 groups of adhesives with respect to the double bond
conversion (p < 0.001), with observed power in excess of 95% showing that group
sizes were not a problem to detect marked differences between groups (Fig. 5).
Additionally, it can be inferred from the Tukey test, used for multiple comparisons
among groups, that AE2 presented a significantly higher DBC than SBU (p <
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0.001) and FUT (p = 0.004); no significant differences were observed between
AE2 and AE1 (p = 0.403).

One-way ANOVA showed no significant differences between the same
groups of adhesives, for WS (p = 0.213) and SL (p = 0.175). In view of the small
size of the groups and heteroscedasticity of the SL data, these comparisons were
also performed using the non-parametric Kruskal-Wallis test, which confirmed the
absence of differences between adhesives for water sorption (p = 0.116) and
solubility (p = 0.171).

Due to reduced size (n = 3) of the groups considered for polymerization
shrinkage (PS), the Kruskal-Wallis test was applied to the obtained data,
revealing no significant differences between all adhesives tested (p = 0.094) for

this physicochemical parameter.

100,0 -
90,0
80,0 -

a, b
70,0 - b
60,0 - a
50,0 -
40,0 -
30,0 -
20,0 -
10,0 -
0,0 ‘ ; ; —
SBU FUT AE1 AE2

Fig. 5: Double bond conversion of each adhesive after 60 sec of light-curing. The groups with

DBC (%)

same letters (a,b) show significant differences (p < 0.05)
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Table 2: Data obtained for the studied physicochemical parameters

(Mean values * Standard Deviation)

DBC (%)
Adhesives  pH PS (%) WS SL
60 sec

SBU 295 37.613.4° 13.0£1.5 109.5+£29.7 50.4+11.3
FUT 1.90 56.0 6.2° 10.410.6 148.8+£79.1 65.3+29.5
AE1 2.09 70.4+ 6.9 10.2+1.0 147.8+64.8 63.6+28.3
AE2 3.50 79.7+8.22b 10.7£0.4 187.0+£25.1 81.8+2.4

DBC - double bond conversion; PS — polymerization shrinkage; WS — water sorption; SL — solubility

For DBC, adhesives with same letters (a,b) present significant differences (p < 0.05)

4. Discussion

Regardless of the advantages presented by universal adhesives [4, 5],
they still present limitations that lead to the degradation of the interface between
the tooth and the restoration [6, 7]. The formation of a secondary caries is the
main reason for the replacement of dental restorations [8] and many strategies
have been reported in the literature to develop adhesive materials and techniques
aiming at reducing micro- and nanoleakage phenomena [9,10, 11]. Low
polymerization shrinkage, high double bond conversion, high resin monomers
penetration and high hydrophobicity are important characteristics to be
considered for the improvement of dental adhesives’ bonding efficacy [9].

Bis-GMA has been one of the most used monomers in dental adhesives,
due to its good mechanical properties, low volumetric shrinkage, low volatility and
ability to diffuse into tissues [12-15]. However, this methacrylate monomer has a
low double bond conversion [13] and presents bisphenol A (BPA) in its
composition [16]. BPA is a toxic component widely used in plastic materials [17].
Although the toxicity of BPA in dental materials is quite controversial, there are
some references in the literature indicating that the release of Bisphenol A may
depend on the source and synthetic methodology of the Bis-GMA used in the
adhesive composition [16, 18]. The cytotoxic effects and the estrogenic activity
of BPA have received increasing attention in recent years [16-18], and some Bis-
GMA-free composite resins are now emerging in the market [9, 19, 22]. In an
attempt to produce a less toxic material with improved micro-mechanical retention
that undoubtedly contributes to a stronger and more stable adhesion, it was
decided to use G-IEMA and to remove Bis-GMA from the formulated adhesive

system described therein. Thus, a new adhesive system was prepared using a
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synthesized dendrimer (G-IEMA) and its physicochemical properties were
investigated. As shown in Table 1, the experimental adhesives AE1 and AE2
contain Bis-GMA and G-IEMA, respectively. The composition and the relative
percentage (%, w/w) of all of the remaining components are the same.

The choice of G-IEMA, as a substitute for Bis-GMA, was based on
following assumptions: - since G-IEMA presents a dendritic structure, forming an
8-pointed star, in contrast to the linear Bis-GMA structure, it is expected that this
monomer might contribute to a better interaction with dentin, improving bond
strength. Also, due to its structure, this monomer could better fill in the spaces
between the dentin collagen fibers while forming a network of resin tags with a
superior number of lateral branches. In addition, due to G-IEMA polymerization
characteristics, which may occur at 8 tips simultaneously, it is conceivable that
DBC increases while PS may decrease. A similar behavior was already observed
by Yu et al. [19] for methacrylate-based resins. These properties are important to
improve adhesive light-curing inside the tooth with a lower risk of shrinkage
failures comparing with a linear monomer, like Bis-GMA, which only cure at two
tips.

Results obtained in this study, show that physicochemical properties, such
as DBC, PS, WS, and SL, are not significantly different among experimental
groups AE2 and AE1, suggesting that G-IEMA could be a good substitute for Bis-
GMA-based adhesives.

The versatile new universal adhesives can be used either as a self-etch or
an etch-and-rinse system [4, 7], depending on the substrate (enamel or dentin)
[2]. However, dentin bonding still remains a challenge due to its organic
component (collagen fibers) and water [29]. For that reason, dental adhesives
still present some limitations, highlighting the importance of its chemical
composition on the improvement of physicochemical properties and,
consequently dental restorations longevity [23, 30].

The mechanism of monomers polymerization is an important feature of
these materials. ldeally, adhesives should exhibit a high bond conversion,
maintaining all adhesive monomers interlocked inside the tooth structure. On the
other hand, adhesives should have reduced polymerization shrinkage to prevent
the formation of micro-gaps among the adhesive interface during the
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polymerization process. It is well known that polymerization shrinkage leads to
the formation of a marginal gap and to secondary caries. Thus, high DBC and
low PS are fundamental properties to improve bonding stability. However, this
goal is often difficult to achieve since a low PS is usually associated to a low DBC
[31]. According to some authors, G-IEMA hyperbranched macromer presents
high DBC, and low PS and WS [19, 22]. These are important characteristics to
be considered when designing a new adhesive. To improve curing degree, two
co-polymerization agents (BDA and HPDPI) were used as described by Feitosa
et al. [25].

The results of this study revealed that AE2 adhesives presented significant
higher values of DBC than commercial adhesives (SBU and FUT), using 60
seconds of polymerization time. No significant differences were observed
between AE2 and AE1 adhsevies. Nevertheless, DBC mean values obtained for
AE2 (79.7%) are within the range of magnitude of published results [19]. We shall
emphasize that DBC were determined using 60 seconds of light-curing. This time
point was chosen based on published results [19, 22]. However, no further tests
were performed to determine the best polymerization time for the adhesives
studied herein. In relation to PS, there were no significant differences among
groups and PS mean values were within the same range of published data [32].

The relative percentage of hydrophilic and hydrophobic monomers is
another important chemical aspect related to the adhesives composition [33, 34].
Water is a challenge for dentin bonding. In fact, water is needed to prevent the
collagen fibers from collapsing, but the excess of water that comes from dental
pulp invades the adhesive interface contributing to the hydrolysis of adhesive’s
components [2, 6]. Consequently, both a hydrophilic component and a
hydrophobic coat are needed. The first component is needed for the infiltration of
adhesive monomers in dentin substrate, preventing the collagen fibers from
collapsing [6, 10], and the last component is important to protect the adhesive
interface between dentin and resin composite, preventing nanoleakage. In fact,
monomer’s hydrolysis is one of the main reasons underneath bonding failures
[11]. Therefore, dental adhesives should be more hydrophobic and present lower
water sorption and solubility [33].

Regarding WS and SL, results obtained also reveal no significant
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differences among groups of adhesives. In the literature, WS and SL values for
adhesives are very heterogeneous. This heterogeneity is perhaps due to the
methodologies used to evaluate these properties, which do not allow any
comparison with data obtained in this study and the corresponding values
published in the literature [34]. Although the impact of these results on dentin
adhesion is still under investigation, for long-term adhesion interface stability it
would be advantageous if AE2 had lower WS. Hwever, data obtained are not
surprising since G-IEMA presents many hydrophilic groups. Further studies will
be developed to optimize the relative percentage of each hydrophilic component
in order to improve the system behavior towards water.

Concerning pH, AE2 presented the highest pH value of all groups tested
(pH = 3.5), followed by SBU (pH = 2.95) and AE1 (pH = 2.09). FUT were the more
acidic adhesive (pH = 1.9). In universal adhesives the pH has a very important
role for bonding efficacy, since it influences the ability of the adhesive to condition
and promote an interaction depth in dentin and enamel [3, 6, 30, 35]. According
to the literature, adhesives could be classified as strong (pH < 1), allowing an
interaction of some micrometers depth; mild (pH ~ 2) allowing an interaction
depth of 1 um; and, ultra-mild (pH >2.5) promoting a nanometric interaction depth.
As the universal adhesives could be used either with previous acid application
(etch-and-rinse technique) or without using acid (self-etch), the mild adhesives
(pH ~ 2) have been considered the most suitable for dentin applications by many
authors [3, 35].

Generally, the universal adhesives have acidic functional monomers, like
10-MDP that has the ability to form chemical bonds with calcium in
hydroxyapatite, improving bonding efficacy [36-38]. If the adhesives present very
low pH values, lower calcium bonding will occur due to the promotion of tooth
demineralization, with the concomitant removal of calcium ions. On the other
hand, the ultra-mild adhesives could not produce enough demineralization
degree to avoid smear layer dissolution and monomers penetration inside the
tooth structure. This would make bonding adhesion less effective [6, 36]. For that
reason, although results described here did not include adhesion data, it is
conceivable that the pH of AE2 should be optimized to a mild type (pH ~ 2).

One of the planned strategies aiming at the reduction of pH for AE2,
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includes changes in the % of adhesives’ components, such as HEMA and 10-
MDP [39]. It is expected that such approach could possibly reduce the pH of AE2,

improving simultaneously its physicochemical and mechanical properties.

5. Conclusion

Experimental adhesive AE2 formulated with G-IEMA presented no
significant differences for DBC, PS, WS and SL when compare with Bis-GMA
containing adhesive AE1l. However, further studies are needed in order to
improve AE2 acid-base properties. Additionally, the bonding behavior to enamel
and dentin of this formulation is under in vitro investigation.

The results from this study represent a paradigm shift in the development
of new adhesive systems which reinforces its originality. It was shown that the
traditional linear crosslinking monomers can be replaced successfully by dendritic
type of structures. G-IEMA not only significantly improved adhesive’s bond
conversion rates, but also reduced the polymerization shrinkage, which
contribute to lower the risk of bond failures and subsequent bacteria infiltration

that compromise the longevity of the tooth restoration.
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Abstract: Due to their polymerization characteristics, hyper-branched
dendrimers have lately shown to be promising candidates for use in dental
materials. In this study, a new dental adhesive system was prepared, using a
dendrimer derived from 2-isocyanatoethyl methacrylate (G-IEMA), and its
adhesive properties were investigated. The exposed dentin was treated with four
universal adhesives (UAs): SBU (Scotchbond Universal™), FUT (Futurabond
M+™), AE1 (experimental adhesive with Bis-GMA) and AE2 (experimental
adhesive with G-IEMA), using Etch & Rinse (ER) or Self-Etch (SE) protocols.
Composite build-ups were prepared and stored for 24 h at 37 °C in distilled water.
Composite/dentin beams were prepared with cross-sectional areas of 1 + 0.3
mm? and uTBS (Micro-tensile bond strength) test was performed at 0.5 mm/min.
Failures modes were evaluated by stereomicroscopy, and bonding interfaces
were observed by scanning electron microscopy (SEM). Statistical analysis of
WUTBS data was performed using General Linear (GLM) and Linear Mixed Models
(LMM). The effect of adhesive type on pTBS was significant (p = 0.010), with AE1
presenting significantly higher uTBS than SBU (p = 0.019). No other differences
between adhesives were observed. ER showed significantly better results than
SE (p = 0.019), and no significant interactions between the adhesives and
protocols were determined. Results obtained so far pinpoint the emergence of a

new paradigm in the dental materials field, as G-IEMA can be used successfully
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as an alternative to Bis-GMA.
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1. Introduction

Dentin bonding remains a challenge in clinical practice [1-3]. The high
protein and water content of dentin makes it a very heterogeneous and dynamic
substrate, increasing the difficulty of the bonding procedure [4]. Dentin bonding
is obtained by mechanical retention of the adhesive monomers within the hybrid
layer (HL) and the dentin tubules. The HL results from the infiltration and
polymerization of the adhesive monomers between the collagen fibers exposed
due to partial demineralization of dentin, sometimes enhanced by chemical
adhesion [5,6]. The stability of the HL is critical for bonding efficacy; however, the
main reason for failure has been attributed to the presence of water and acidic
components that enhance enzymatic and hydrolytic degradation of newly formed
HL [6].

Determining the dentin wetness for bonding stability is quite difficult. On
one hand, water is required for the expansion of the collagen network and
diffusion of the adhesive monomers into the dentin. On the other, the excess
water causes hydrolysis of the hydrophilic components of the bonding interface,
leading to adhesive failure [3,4,7].

There are two strategies for promoting dentin adhesion—the etch-and-
rinse (ER) and the self-etch (SE) protocols, both presenting advantages and
disadvantages [8]. The ER protocol creates a greater dentin demineralization
depth than SE, allowing the adhesive infiltration to form a thick hybrid layer.
However, this technique presents a higher risk of dentin dehydration and the
collapse of collagen fibers [9]. With SE, demineralization degree is more
superficial, and the hybrid layer is thinner. Nevertheless, this protocol allows for
better dentin wetness control and maintains higher calcium content availability for
chemical bonding with specific functional monomers, which are included in the
chemical composition of the adhesives [7,10,11].

Universal adhesives (UAs), or multi-mode adhesives, are a versatile
adhesive family designed under the “all-in-one” concept, allowing either ER or SE
application depending on the clinical situation or dentists’ choices [12,13].

The composition of UAs comprises of a mixture of hydrophilic and

hydrophobic monomers, polymerization initiators, solvents, stabilizers and filler
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particles [8,12]. Additionally, most UAs also contain specific carboxylate and/or
phosphate monomers, like 10-MDP (10-Methacryloyloxydecyl-dihydrogen
phosphate), that bond ionically to calcium from hydroxyapatite [14]. This acidic
and functional monomer contributes greatly to strengthen the micromechanical
adhesive bonding to dentin when the SE protocol is applied, producing chemical
bond adhesion [15]. Clinically, the stability of this type of 10-MDP-mediated
chemical bonding has resulted in an excellent 13-year retention rate for the two-
step 10-MDP-based Clearfil SE Bond (Kuraray Noritake Dental, Okayama,
Japan) [14].

Despite the benefits of the simplified UAs, they still present limitations. In
vitro and clinical performances seem to be dependent on their chemical
composition [9], with the presence of water being one of the main problems.
Water is required for the ionization of the acidic monomers, enabling them to
interact with dentin and enamel. Residual water causes hydrolytic degradation to
both monomers and collagen, which is enhanced by the acidic pH of the
monomer [14].

Another composition related concern is the use of Bis-GMA. Its high
viscosity makes it difficult to diffuse into dentin tissue. To reduce viscosity, Bis-
GMA is always diluted with other monomers, such as the more hydrophilic
triethylene-glycol-dimethacrylate (TEGDMA) and hydroxyethyl-methacrylate
(HEMA), which increases the water content and polymerization shrinkage
[10,16]. Additionally, Bis-GMA contains bisphenol A (BPA), whose release may
have a negative impact on human health. BPA has been described as a cytotoxic
agent and may be responsible for estrogenic activity [17], acting like an endocrine
disruptor [18,19]. Some authors claim that the use of restorative materials with
Bis-GMA might increase human exposure to BPA [19]. However, some others
defend that Bis-GMA does not hydrolyze into BPA, due to its chemical structure
which prevents hydrolysis at ester linkage [18]. Nevertheless, this current and
controversial issue led many manufacturers to seek alternatives for the removal
of Bis-GMA from dental material’'s formulations [17,20].

Considering the abovementioned problems affecting the use of adhesives,
it seems that one of the major current challenges is the development of new

dental adhesive systems and techniques that reduce the hydrolysis of hybrid
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layers, improving bonding longevity and, from a biological point of view, without
bisphenol A.

More hydrophobic adhesives with low polymerization shrinkage, high
double bond conversion and high penetration ability were considered the main
characteristics to take into account to improve bonding efficacy [21].
Consequently, dendritic macromers have recently been introduced in dental
materials. Their polymerization characteristics were claimed to improve the
double bond conversion [20]. Published studies showed that the use of such
monomers, such as G-IEMA (dendrimer of generation (2) derived from 2-
isocyanatoethyl methacrylate), in restorative materials could be promising, as it
enables the preparation of more hydrophobic materials with better physical and
mechanical properties. Due to their polymerization characteristics, hyper-
branched macromers are potential candidates to be used in dental materials, as
it has the advantage of not containing Bisphenol A in its composition [20].

To the best of the authors’ knowledge, G-IEMA has never been used in
dental adhesives systems. The first promising results of the incorporation of G-
IEMA in a dental adhesive, published by the authors [22], revealed that the
replacement of Bis-GMA by the aforementioned dendrimer presented good
physicochemical properties, such as Double Bond Conversion (DBC),
Polymerization Shrinkage (PS), Water Sorption (WS) and Solubility (SL),
indicating that G-IEMA might be a good monomer for use in the preparation of
Bis-GMA-free adhesive systems. Based on the results obtained so far, the
replacement of Bis-GMA by G-IEMA might produce a Bis-GMA-free UA system
that possesses the same dentin bond strength, regardless of the applied protocol.
Thus, this study aimed to investigate the dentin adhesion efficacy, using two
experimental UA systems: an experimental adhesive formulated with the
traditional Bis-GMA, and another with an in-house synthesized dendrimer (G-
IEMA).
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2. Materials and Methods

2.1. Formulation of the Experimental Adhesives

Based on the disclosed composition of two commercial adhesives,
Scotchbond Universal (3M ESPE, St. Paul, USA) and Futurabond M+ (VOCO
GmbH, Cuxhaven, Germany), two universal adhesives were formulated (AE1 and
AE2). AE1 was prepared by mixing urethane-dimethacrylate (UDMA; 2-[[3,5,5-
trimethyl-6-[2-(2-methylprop-2-enoyloxy)ethoxycarbonylamino]hexyl] carbamoyl-
oxylethyl-2-methylprop-2-enoate), bisphenol-A-diglycidyl-dimethacrylate (Bis-
GMA; [2-hydroxy-3-[4-[2-[4-[2-hydroxy-3-(2-methylprop-2-
enoyloxy)propoxy]phenyl]propan-2-ylJphenol-xy]propyl],2-methylprop-2-enoate),
triethylene-glycol-dimethacrylate (TEGDMA,; 2-[2-[2-(2-methylprop-2-
enoyloxy)ethoxylethoxy]ethyl-2-methylprop-2-enoate), hydroxyethyl-
methacrylate (HEMA,; 2-hydroxyethyl-2-methylprop-2-enoate), deionized water,
ethanol, camphoroquinone (CQ; 1,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptane-2,3-dione)
and 10-methacryloyloxy-decyl-dihydrogen phosphate (10-MDP). All reagents
were purchased from Sigma Aldrich, Madrid, Spain, except 10-MDP, which was
acquired from Watson International Ltd., Kunshan City, China.

For the formulation of AE2, G-IEMA was first synthesized following the
protocol of Yu et al. (2014) [20] with minor changes, as described in detail in [22].
The isolated faction, corresponding to G-IEMA, presented the following more
relevant spectroscopic features: FTIR (Fourier Transform infrared spectroscopy),
v(cm™): 3355 v(N-H, amide), 2956 v(C—H, aliphatic), 1713 v(C=0, ester), 1636
v(C=C, aliphatic/alkene), 1544 & (N-H, amide), 1453 &(CH, alkene), 1158 v(C-
O, ester), and 942 3(CH, aliphatic-alkene). 'H-NMR (proton nuclear magnetic
resonance): 6.13 (s, 8H, trans, CH2=CH(CHs)CO); 5.53 (s, 8H, cis,
CH2=C(CH3)CO); 4.16 (t, 16H, CH2CH20COC(CHs)=CH2); 4.07 (t, 16H,
NCH2CH20CONH); 3.67 (s, 8H, CCH20-); 3.50 (t, 16H, HNCH2CH200C); 3.29
(s, 8H, CCH:0CO); 2.77 (8H, t, OCOCH:CH:2N); 2.56 (16H, t,
8(NCH2CH200CNH)); 2.41 (t, 8H, 4(CH200CCH2CH2N)); and 1.88 (s, 24H,
CH2=C(CH3)CO).
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AE2 was prepared using the same components as described for AE1, but
adding G-IEMA instead of Bis-GMA (Table 1). Concentration ranges for each
component in commercial and experimental adhesives are presented elsewhere
[22].

The pH of the adhesives was assessed using a high accuracy pH meter

Crison Basic20 (Crison Instruments, Barcelona, Spain) (Table 1).

Table 1: Experimental groups and their respective main components.

Experimental Adhesive
Adhesive Primary Ingredients pH P n System
Groups .
Applied
Scotchbond Universal 10-MDP; HEMA, Bis-GMA; SBU-ER 5 Etch-and-rinse
(3M ESPE, St. Paul, .
ethanol; TEGDMA; silane 2.95
USA), . SBU-SE Self-etch
treated silica; water; CQ
Lot #587502
Futurabond M+ HEMA,; Bis-GMA; ethanol; FUT-ER Etch-and-rinse
(VOCO GmbH, Acidic adhesive Monomer; 19
Cuxhaven, Germany), UDMA; pyrogenic silicic ' FUT-SE Self-etch
Lot #1624201 acids
AE1 . AE1-ER Etch-and-rinse
. 10-MDP; Bis-GMA; HEMA;
(experimental UDMA; TEGDMA; wat 2.09
; ; water; .
adhesive formulated tanol; CO AE1-SE Self-etch
nol:
with Bis-GMA) eranol
AE2 AE2-ER Etch-and-ri
) 10-MDP; G-IEMA; HEMA; 2 tch-and-rinse
(experimental UDMA; TEGDMA; wat 3.5
; ; water; .
adhesive formulated W AE2-SE Self-etch

with G-IEMA)

etanol; CQ

10-MDP: 10-methacryloxydecyl dihydrogen phosphate; HEMA: hydroxyethyl methacrylate; Bis-
GMA: bisphenol a diglycidyl ether dimethacrylate; TEGDMA: 1,10-decamethylene glycol
dimethacrylate; CQ: camphorquinone, G-IEMA: dendrimer of generation (2) derived from
isocyanatoethyl methacrylate; SBU: Scotchbond Universal™); FUT: (Futurabond M+™); ER: Etch

& Rinse; SE: Self Etch.

2.2. Specimen Preparation

The protocol followed in this study was approved by the Ethics Committee
of the Instituto Universitario Egas Moniz, Monte da Caparica, Portugal.
Thirty-two caries-free extracted human molars, stored at 4 °C in 1.0%

chloramine T for a maximum of 1 week following extraction, were selected. The
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roots were cut, and the superficial dentin was exposed under water irrigation by
cutting the enamel from the occlusal tooth surface using a hard tissue microtome
(Accuton 50, Struers A/S, Ballerup, Denmark). Each dentin surface was ground
with 600-grit silicon carbide abrasive paper to produce a standard smear layer.
The teeth were then randomly assigned to eight different groups according to the
adhesive used, as well as the protocol (SE or ER). The main characteristics of
the groups tested are described in Table 1.

The commercial universal adhesives were then applied in each assigned
group, with ER or SE techniques according manufacturer’s instructions.

The universal adhesives were applied on dentin by mixing a brush tip for
20 s, and gently air blown for 5 s. Polymerization was promoted with a halogen
light-curing unit Optilux 501 (Kerr, Middleton, USA) for 10 s. For the etch-and-
rinse technique, the dentin surfaces were previous etched with 32% H3sPOa4
Scotchbond™ Universal Etchant (3M ESPE, St. Paul, USA) for 15 s, rinsed with
water for 15 s and dried carefully with a soft blow of air to leave a moist surface.
After each adhesive application, 6-8 mm high resin build-ups were formed in 2
mm increments with a universal light-cured hybrid composite resin—Grandio
(VOCO, GmbH, Cuxhaven, Germany). Each layer of the composite was
separately light-activated for 40 s according manufacturer’s instructions. Light
intensity output was monitored at 600 mW/cm? after every tenth use with a
radiometer, Demetron 100 (Demetron Reserach Company, Danbury, USA).

The teeth were identified and stored in distilled water at 37 °C for 24 h in

an incubation oven (Memmert INE 400, Memmert, Germany).

2.3. Micro-Tensile Bond Strength (UTBS)

After a 24 h storage period, teeth were longitudinally sectioned using a
hard tissue microtome (Accuton 50, Struers A/S, Ballerup, Denmark) to yield 1
mm thickness slabs. These slabs were further sectioned into beams with cross-
sectional areas of 1 + 0.3 mm?, following the method described by Shono et al.
[23]. All beams were attached to a pTBS (micro-Tensile Bond Strength) testing

jig with a cyanoacrylate adhesive (Zapit, Dental Ventures of America Inc.,
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Corona, CA, USA) and loaded to failure under tension, using a universal testing
machine equipped with a 5 kN loading cell (Shimadzu AG-50kNI SD MS,
Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) at a crosshead speed of 0.5 mm/min. The
fractured beams were carefully removed from the jig, and the cross-sectional area
at the site of failure was measured to the nearest 0.01 mm with a digital caliber
(Sylvae Ultra-Call/Fowler Inc., Newton, MA, USA). Fractured specimens were
examined with a stereomicroscope (Olympus/DeTrey, Konstanz, Germany) at
40% magnification to determine the mode of failure (adhesive, cohesive or mixed).
All the experimental procedures were performed by the same operator in order

to reduce random errors.

2.4. SEM Analysis

For each group, two teeth were prepared to be analyzed by SEM
(Scanning Electron Microscopy). The dentin surface was exposed, and the
adhesives and resin build-ups were applied according to the same procedure
described in 2.2. The teeth were then stored in distilled water at 37 °C for 24 h.
After this period, samples were immersed in a glutaraldehyde and sodium
cacodylate fixation solution according to Perdigao et al. [24]. The specimens were
sectioned with a hard tissue microtome (Accuton 50, Struers A/S, Ballerup,
Denmark) in a perpendicular plan to the adhesive interface, and the un-hybridized
dentin was removed after demineralization and deproteinization procedures [25].
They were then dehydrated using increasing concentrations of ethanol (70%,
95% and 100%) and subsequently dried by immersion in methyldisilazane
(HMDS) [24].

Finally, samples were subjected to a metallization process, where each
one was placed on a self-adhesive double-sided carbon tape and then coated
with a thin film of approximately 8 nm of Au/Pd on a Q150T ES Turbo-Pumped
Sputter coater (Quorum Technologies, Q150T Turbomolecular-pumped coating
system, UK). The hybrid layer was then observed at SEM (FEG-SEM JEOL,
model JISM7001F, Tokyo, Japan) using 500x and 2000x magnifications.
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2.5. Statistical Analysis

In the experimental design implemented in this investigation, the
measurement of a variable (adhesive UTBS, in MPa) in different specimens
(beams) that originated from the same experimental unit (tooth) was performed.
Taking into account that the measures were repeated in systematic way, the
effects of possible correlations and heterogeneous variances, introduced by the
results obtained in the different specimens, could not be ignored and had to be
modeled in the data analysis.

To control these effects introduced by the repeated measures, the general
linear model (GLM) was fitted to the collected data, in which the result of the
measurement in the different specimens of the same experimental unit was
represented by the mean values obtained in each one of these specimens. Thus,
the GLM approach (part A) considered data collected in 32 teeth, considering that
each one of these experimental units was represented by the mean of the uyTBS
calculated in all beams obtained in this tooth. Since they were calculated in
different experimental units, these averages were considered independent
observations, as required in GLM analysis.

Another method used to control the effects of the correlations and
heterogeneous variance possibly introduced by the repeated measures was a
linear mixed model (LMM) fitted to the collected data, which combines the fixed
effect of the factors (type of adhesive and protocol) and the random effects in the
structure of covariance of the residuals (part B).

Contingency tables and the chi-square test were used to assess the
differences in proportions of the observed failures modes, amongst the four

adhesives (see Supplementary Information).
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3. Results

3.1. Dentin uTBS

3.1.1. Part A: GLM Analysis of uTBS Data

A linear model was fitted to collected data, in which the dependent variable
represented the mean value of the dentin sticks puTBS of the 32 teeth, with
independent factors defined by the type of adhesive (SBU, FUT, AE1, AE2) and
protocol (ER, SE), as presented in Table 2.

Prior to the analysis, the assumptions of homogeneous variances and
normal distribution were tested and validated, using the Levene test (p > 0.05)
and the Shapiro—Wilk test (p > 0.05) respectively. Regarding the normality, the
results should be considered with caution, due to the reduced statistical power of
the test when applied to small samples.

Under these conditions, the GLM model concluded that:

There was no significant interaction between the independent factors
(adhesives and protocols) (p = 0.153).

There were significant differences between the adhesives (p = 0.023), with
an observed power of 74.9%.

Post-hoc tests concluded that AE1 presented a significantly higher uTBS
than SBU (p = 0.012), with no differences among the other adhesives.

The ER protocol showed significantly better results compared with SE
protocol (p = 0.015), with an observed power of 71.0%.
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Table 2: Mean values and standard deviations (S.D.) of the dentin micro-tensile bond
strength (uTBS, in MPa) for the tested groups.

uTBS
GROUPS PROTOCOL NMean SD. N
SBU-ER 26.20 6.46 5
FUT-ER ER 33.96 3.22 3
AE1-ER 33.38 6.57 3
AE2-ER 36.50 4.25 5
SBU-SE 23.69 3.15 5
FUT-SE SE 24.10 2.62 3
AE1-SE 34.66 8.41 5
AE2-SE 25.57 7.48 3

3.1.2. Part B: LMM Analysis of uTBS Data

The use of LMM for the analysis of data collected, with measurements on
dentin sticks obtained in the same tooth, requires that the covariance structure
between the repeated observations in this experimental unit be known. In the
selection of an appropriate and simple covariance structure, comparisons with
the unstructured covariance (UN) matrix are usually performed since this
represents the most complex covariance structure that can be fitted to the data.
However, due to the high number of sticks obtained for each tooth in this study,
the UN method did not converge to a solution that guarantees the accuracy of
the covariance parameters of the model.

In these conditions, several matrices were considered, and the quality of
the adjustment obtained with the different matrices was compared using the
Akaike (AIC), Hurvich and Tsai (AICC), Bozdogan (CAIC) and Bayes and
Schwarz (BIC) information criteria, which is the most recommended method in
view of the wide range of covariance structures considered. Therefore, the
selection of the appropriate structure considered matrices for homogeneous
variances, namely the Scaled Identity (SI), first-order autoregressive moving
average (ARMA(1)), Compound Symmetry (CS) and Toeplitz structures, and
matrices for heterogeneous variances, such as the Diagonal, Huynh—Feldt and
first-order autoregressive structures (AR(1): Heterogeneous).

According to the various information criteria, particularly the recommended
AIC and BIC, and following the accepted interpretation that a smaller value is

better, the best adjustment quality of the model was obtained with a covariance
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structure of compound symmetry (CS) (Table 3). This matrix reflects the
existence of homogeneous variances and homogeneous correlations.

Under these conditions, the model obtained allowed us to conclude that:

- No significant interaction was observed between the adhesive and
protocol factors (p = 0.125).

- The effect of the adhesive type was significant (p = 0.010), as well as of
the protocol (p = 0.019), with better results observed for the ER approach.

- Multiple comparisons showed significant differences only between the
AE1 and SBU adhesives (p = 0.019).

In conclusion, the results obtained by GLM and LMM analysis were
coincident, regarding the magnitude of the effects of the main factors and the lack

of interactions.

Table 3: Information criteria for different covariance structures.*

2. Covariance Structures
L CInform N S C s D e A 7. H A o T
ti iteri -
ation Criteria I S jagonal R(1) uynh RMA(1) oeplitz
Feldt
. d-2 1. 4 12 4 4 4 = 4 4 4
Restri L
es?trlc’.ce 08 278.983 261.939 231.212 278.313 278.983 264.345 228.351
Likelihood
18. Akaike

19. 4 20. 4 21. 4 22. 4 23. 4 24 4 25. 4

sInformation o) 00 65039 280212 282313 338983 270345 286.351

Criterion (AIC)

26. Hurvic
h and Tsai’s 27. 4 2 4 2 4 30 4 3L 4 32 4 B 4
Criterion 280990 265962 292771 282337 342794 270392  289.909
(AICC)
* , .Boz.do 35. 4 36. 4 37. 4 38. 4 39. 4 40. 4 41. 4
gan’s Criterion 0 oo 76440 441517 292817 496540 286101  438.656
(CAIC)
= , Sc%lwar 43, 4 44, 4 45, 4 46. 4 47. 4 48. 4 49. 4
ZsBayesian o055 7aa4 412517 290817 466540 283101  409.656
Criterion (BIC)

* SI: Scaled Identity; ARMA (1): First-order autoregressive moving average; CS: Compound
Symmetry; AR (1): First-order autoregressive (Heterogeneous).
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3.2. Failure Modes and SEM Results

Quantitative analysis of the association between failure modes and type of
adhesive was performed (Supplementary Information) and produced the
following results:

The prevalence of adhesive fractures in SBU (77.5%) is significantly lower
(p < 0.001) than in AE2 (91.9%), therefore the prevalence of cohesive fractures
in SBU (22.5%) is significantly higher than in AE2 (8.1%).

Moreover, the prevalence of adhesive fractures in AE1l (76.9%) is
significantly lower (p = 0.001) than in AE2 (91.9%), which means that the
prevalence of cohesive fractures in AE1 (23.1%) is significantly higher than in
AE2 (8.1%).

In conclusion, differences between adhesives that affect the prevalence of
fractures could only be detected between adhesives AE2 and SBU and adhesives
AE2 and AEL.

SEM examinations (magnifications 500x and 2000x) of the resin—dentin
interfaces, created by the two commercial universal adhesives (SBU and FUT)
and the two experimental universal adhesives (AE1 and AE2), showed different
interfacial morphological features in both adhesive protocol, ER and SE (Figure
1-4).

Following ER protocol, a similar morphology of the adhesive interface was
observed for SBU, AE1 and AE2. SBU could penetrate the dentin, forming a
uniform hybrid layer with 11.3 pm thickness and well-defined resin tags (Figure
1A, C). AE1 and AE2 also showed a uniform hybrid layer with 12.3 um and 11.2
um thicknesses, respectively, and a great number of resin tags with different
lateral branches (Figure 2E—H). FUT presented the lowest hybrid layer thickness
(7.6 um); in this case, it was not possible to visualize any resin tag or lateral tags
(Figure 1B,D).

With the SE approach, SBU and FUT micrographs presented a diffused
and undefined hybrid layer with few resin tags (Figure 3A-D). Among all
adhesives tested, AE1l presented the best interface morphology. This
experimental adhesive seems to penetrate the dentin, forming a hybrid layer with

10.4 um thickness, with many long resin tags being observed (Figure 4E,F). AE2
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micrograph showed an adhesive failure (Figure 4G).

Figure 1: SEM micrographs of bonding interface of the commercial adhesives when ER
was applied. Magnifications of 500x (A and B) and 2000x (C and D) were used. A and
C—SBU with 11.3 pm of hybrid layer (HL) thickness; B and C—FUT with 7.6 pm of
hybrid layer (HL) thickness. Any resin tags (RT) and lateral resin tags (LRT) were
identified. RC—resin composite; D—dentin; HL—hybrid layer; RT—resin tags; LRT—
lateral resin tags.

Figure 2: SEM micrographs of the bonding interface of the experimental adhesives
when ER was applied. Magnifications of 500x (E and F) and 2000x (G and H) were
used. E and G—AE1 with 12.3 pm of HL thickness; F and H—AE2 with 11.2 um of HL
thickness and resin tags (RT) with 18.2 um in length. RC—resin composite; D—dentin;
HL—hybrid layer; RT—resin tags; LRT—Ilateral resin tags.
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Figure 3: SEM micrographs of the bonding interface of the commercial adhesives when
SE was applied. Magnifications of 500x (A and B) and 2000x (C and D) were used. A
and C—SBU; B and D—FUT. RC—resin composite; D—dentin; HL—hybrid layer; RT—

resin tags.

Figure 4: SEM micrographs of bonding interface of the experimental adhesives when
SE was applied. Magnification of 500x (E and G) and 2000x (F) were used. E and F—
AE1 with 10.4 um of HL thickness; G—AE2. RC—resin composite; D—dentin; HL—

hybrid layer; RT—resin tags; AF—adhesive failure.
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4. Discussion

The Micro-tensile Bond Test (WTBS) is considered the most valuable test
for the evaluation of the adhesion bond strength [23,26]. This test allows a more
uniform stress distribution than the shear bond strength test, due to axial tensile
loading on a reduced interface, thus reducing the frequency of cohesive fractures
in the dentin [27]. In any case, according to some authors, this test is highly
influenced by the procedures and preparation of the samples for testing [26].

It is well known that the performance of the multi-mode adhesives
evaluated by in vitro studies depends on the adhesive strategy, and tooth
substrate and their efficacy has been reported as material-dependent due to the
complexity of their chemical composition [28,29].

According to recently published work, it is consensual that for enamel
adhesion, the bond strength of the Universal adhesive is improved when 32—40%
phosphoric acid is applied prior to the next stages of dental restoration [7,30].
Regarding dentin adhesion, there is still some controversy among authors [3,30];
however, Sofan et al. [7], referred that adequate bonding can be achieved with
either etch-and-rinse (ER) or self-etch protocols (SE).

Concerning the results obtained in this study using GLM and LMM, there
was no interaction between the adhesive type and protocol (p > 0.05), which
means that the observed differences between adhesives concerning their bond
strengths are independent of the strategy used to promote dental adhesion.

Independently of the adhesives, samples treated under ER protocol
showed significantly higher uTBS than those treated using SE (p < 0.05).
However, Perdigédo et al. [14] defend that SE protocol is more appropriate for
dentin when a universal system containing 10-MDP is used. According to these
authors, the ER protocol might over-etch dentin structures, decreasing the dentin
bond strength due to calcium removal; this consequently decreases the chemical
bond strength, which has been referred to as being very important in creating a
resistant hybrid layer with more hydrolytic stability, improving the dentin bonding
durability [31].

The chemical composition of the adhesives could be the reason for the
differences observed in this study, between the AE1 and SBU adhesives,
independently of the protocol used. Although AE1 was formulated considering
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the list of ingredients and their relative percentage range described by the SBU
manufacturer, the exact percentage of each component was not disclosed. In
addition, unlike AE1, SBU contains the polyalkenoic acid copolymer which, in
combination with 10-MDP, has shown contradictory results: Perdigéo et al. [32]
reported a higher uTBS to dentine for SBU when compared to Clearfil SE Bond,
while Mufioz et al. [33] observed a lower uTBS for SBU when compared to the
same adhesive. It is noteworthy that Clearfil SE Bond only contains 10-MDP in
its composition. It is then possible that the polyalkenoic acid copolymer may
compete with the 10-MDP monomer for calcium-bonding in hydroxyapatite [31].

Considering the results obtained for AE1, the dentin uTBS values are
within the same range of values of the results published in literature for adhesives
containing Bis-GMA. In fact, results similar to those obtained in our study, for both
protocols (ER and SE), were reported by Luque-Martinez et al. [34] and Mufioz
et al. [5,33], using the same methodology. Moreover, the SEM images of the
interface morphology of the adhesives tested are in accordance with the dentin
MTBS results, where AE1 presented deeper penetration into dentin tissue with a
thicker hybrid layer and long resin tags in both protocols (Figure 2E,G and Figure
4E,F).

Concerning dentin bonding behavior of AE2, it is not possible to establish
any type of comparison since we have not found any reports on adhesives
systems containing G-IEMA in literature. Furthermore, it is noteworthy that these
adhesives are experimental, and further investigation is still needed in order to
improve its physicochemical and mechanical properties. However, it should be
emphasized that AE2 has shown no significant differences to the other adhesives
studied (AE1, SBU and FUT).

A major finding of this work is the achievement of an adhesive Bis-GMA-
free, with the same bonding strength properties as other universal adhesives.
Both in the health and commercial perspective, this result may represent an
important advance in dental materials formulation, since there are no available
options in the market of dental adhesives without bisphenol A.

On the other hand, the use of a dendrimer, such as G-IEMA, as the base
monomer of the adhesive composition may also bring some physicochemical

advantages, as previously reported in our study. In that study, AE2 presented
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significantly higher double bond conversion, compared to the commercial SBU
[22]. A possible explanation was proposed by Yu et al. [20], where G-IEMA
allowed the polymerization to occur in eight tips due to its dendritic structure,
contributing to a higher double bond conversion rate and greater hydrophobicity.
These properties have been considered quite important to the hydrolytic stability
of the bonding interface [2,28].

Regarding the pH, this physicochemical property of the UA plays a very
important role. On one hand, an acidic medium is needed to dissolve the smear
layer and the smear plugs, and open the way for adhesive impregnation into the
dentin; on the other hand, a very strong acidic medium might remove too much
calcium, consequently decreasing its bonding ability to 10-MDP [35]. Perdigéo et
al. [14] referred that the ideal pH for UA containing 10-MDP is mild (pH =2), which
allows greater formation of stable calcium salts, improving dentin bonding.

AE2 presents an ultra-mild pH (pH = 3.5). This acidity level does not seem
to be sufficient to demineralize the smear layer and to allow the adhesive
penetration into the dentin. This fact may possibly explain the results obtained by
SEM, where adhesive failures were observed (Figure 4G). It is possible then, that
lowering its pH might result in the improvement of its bonding strength properties
as a result of a better penetration of G-IEMA’s branches, making it presumably a
similar or even a better choice over AE1 (Figure 4F).

On the contrary, in the ER approach, SEM images of AE2 presented a
better interface morphology with larger micromechanical retention inside the
dentin. The prior application of phosphoric acid in this procedure, which promotes
a depth demineralization and the effective penetration of the adhesive, might
explain the results. Also important is the fact that G-IEMA has a branched
structure and a higher polymerization degree, which may contribute to the
entanglement of resin tags (RT) and the formation of many lateral tags (LT). The
micromechanical retention effect obtained is stronger. The deeper impregnation
of the adhesive, together with its increased polymerization, allowed the formation
of a hybrid layer of 11.2 um in depth, reinforced by the resin tags (Figure 2F,H).

In order to improve the bonding efficacy of AE2, strategies to optimize AE2

composition are currently being investigated.
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5. Conclusions

Considering the results herein described, the development of a new
universal adhesive is still a challenge to adhesive dentistry. The results of this
study may represent a paradigm shift in the development of new adhesive
systems, which reinforces its originality. It was shown that the traditional linear
crosslinking monomers can be replaced successfully by a dendritic type of
structures. G-IEMA not only significantly improved the adhesive’s bond
conversion rates, but also reduced the polymerization shrinkage and contributed
to an increase in dentin bond strength, which lowers the risk of bond failures and
subsequent bacteria infiltration that compromise the longevity of the tooth
restoration. Nevertheless, further investigation is still being developed in order to

improve the physicochemical and mechanical properties of the AE2.
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PARTE I

OTIMIZACAO DA COMPOSICAO DO
ADESIVO EXPERIMENTAL

- Avaliacéo da taxa de converséo;

- Avaliacdo da Resisténcia a
dentina por microtracao;

- Andlise da interface adesiva por
MEV;

- Ensaio preliminar da
citotoxicidade
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PARTE Il - OTIMIZACAO DA COMPOSIGAO DO ADESIVO
EXPERIMENTAL

6. NOTA INTRODUTORIA

Apoés a andlise dos resultados relativos ao adesivo AE2, embora néo
tivessem sido observadas diferencas significativas na resisténcia adesiva a
dentina (p>0,05), as imagens de MEV identificaram uma fratura da interface
adesiva com o protocolo SE.

ApOs a analise das potenciais causas subjacentes aos resultados
supracitados, constatou-se ser necessario alterar o pH da formulacéo inicial do
AE2. O adesivo AE2 apresentava um pH superior ao da maioria dos sistemas
adesivos Universais (pH= 3,5) e, que por isso, quando aplicado com o protocolo
self-etch ndo produziria um nivel de desmineralizacéo suficiente para promover
a entrada dos mondémeros e consequente formacdo da camada hibrida e dos
resin-tags.

Deste modo, a composi¢cdo do adesivo AE2 foi ajustada com vista a
reduzir os valores do seu pH e, com isso, melhorar a sua resisténcia adesiva,
guando aplicado segundo o protocolo SE, sem prejuizo dos resultados ja obtidos
com o protocolo ER, surgindo assim o novo adesivo EM2.

Como estratégia de acidificacdo do adesivo, a quantidade de 10-MDP foi
aumentada relativamente a utilizada nas formulacdes iniciais. O 10-MDP além
de ser um mondmero acidico, € também um mondmero funcional, pelo que com
esta abordagem procurou-se um “duplo efeito”: melhorar a adeséo pelo aumento
das ligacdes quimicas do adesivo ao calcio da hidroxiapatite e, simultaneamente
reduzir o pH do adesivo e 0 seu poder de condicionamento da dentina. Convém
salientar que a percentagem relativa dos diferentes componentes do adesivo
AE1, doravante designado por EM1, foi também alterada de acordo com o0s
valores utilizados para o adesivo EM2.

Assim, o pH e a taxa de conversdo dos novos adesivos, EM1 e EM2,
foram novamente avaliados. Efectuaram-se posteriormente o0s testes de
resisténcia adesiva a dentina segundo os dois protocolos de avaliacéo, ER e SE.

Estes testes foram complementados com a observacgéo das interfaces adesivas
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através do MEV.

Por ultimo, e dado que um dos objetivos propostos era a avaliacdo da
citotoxicidade do adesivo com G-IEMA (EM2), foram estabelecidas linhas de
células primarias a partir da polpa dentéria e da gengiva.

Apesar de efetuados ensaios preliminares de citotoxicidade, ainda néo foi
possivel, até ao momento, retirar conclusdes dado que os mesmos continuam a
decorrer.

Os resultados obtidos para a taxa de conversdo e para as propriedades
mecénicas do adesivo EM2 ainda néo estdo publicados em artigo cientifico, no
entanto, os mesmos ja foram incluidos na Patente Nacional com o N° 115064,
intitulada “FORMULACAO PARA UM SISTEMA ADESIVO DENTARIO
UNIVERSAL CONTENDO UM MONOMERO DE RETICULAQAO DENDRITICO
DE SEGUNDA GERACAOQ?”, publicada no Boletim da propriedade Industrial n°
070/2020 de 8 de Abril de 2020 (Anexo 5).
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7. MATERIAIS E METODOS

7.1. Formulacdo dos novos adesivos experimentais

Todos os reagentes e solventes presentes na formulacdo dos adesivos
foram selecionados com grau analitico e adquiridos na Sigma-Aldrich (Madrid,
Espanha), Merck KGaA. (Darmstadt, Alemanha), Carlo Erba (Laborspirit Ltd.,
Loures, Portugal) e Watson International Ltd. (Kunshan, China).

A nova formulacédo dos adesivos experimentais (EM1 e EM2) foi definida
com base na composicdo dos adesivos comerciais utilizados como controlo
(Scotchbond Universal® (3M ESPE) e Futurabond® (VOCO GmbH)) e tendo em
conta os resultados obtidos relativamente aos primeiros adesivos experimentais
formulados, AE1 e AE2 (Vasconcelos e Cruz et al., 2020).

Para o adesivo EM2, também foi sintetizado o G-IEMA de acordo com o
procedimento descrito em Vasconcelos e Cruz et al. (2019).

A quantidade relativa de cada componente foi re-definida com o objetivo
de aumentar a acidez final do adesivo. Para isso, foram alteradas as
percentagens relativas de alguns componentes, como o HEMA, o 10-MDP e o
etanol.

Todos os componentes foram pesados de forma rigorosa numa balanca
analitica (Precisa 125 A, Switzerland) e foram adicionados pela mesma ordem
num frasco opaco estéril. Os adesivos experimentais foram armazenados ao
abrigo da luz no frigorifico a 4°C.

O pH de cada adesivo foi medido em triplicado utilizando um medidor de
pH de elevada precisdao (Crison Basic20, Crison Instruments, Barcelona,
Espanha) (tabela 4).
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Tabela 4: pH dos adesivos comerciais e dos adesivos experimentais

Adesivos pH
SBU 2.65
FUT 1.70
EM1 1.50
EM2 1.84

7.2. Taxade conversao

A taxa de conversdo (TC) dos adesivos foi calculada utilizando a
Espetroscopia de Infra-vermelhos por transformada de Fourier (FTIR) (Perkin-
Elmer, Massachusetts, USA) de acordo com o procedimento descrito
(Rueggeberg et al., 1990, Vasconcelos e Cruz et al., 2019).

Foram preparadas 5 amostras contendo 140puL de cada adesivo num
molde de 2mm de espessura e 9mm de diametro. Cada amostra foi polimerizada
durante 60 segundos com uma lampada de luz LED a uma intensidade de 1470
mW/cm2 (Elipar Deep Cure-S, 3M ESPE, EUA). As amostras foram analisadas
por FTIR, antes e ap0s a polimerizacdo, através do tracado dos respetivos
espetros entre 4000-900 cm™.

Foram calculadas as areas referentes aos picos das ligactes alifaticas
(C=C) a 1636cm™ e ligacGes carbonilo (C=0) a 1713cm™, antes (0) e apdés a
polimerizacdo () com a ajuda do software Spectrum 10™ (Perkin-Elmer,
Massachusetts, USA) e de acordo com o método descrito na literatura
(Rueggeberg et al., 1990). A percentagem da TC foi determinada de acordo com

a expressao:

TC (1) = (Aczc/Aczo)O— (Aczc/Aczo)t X 100%
(Ac:c/Aczo)O
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7.3. Estudo da resisténcia adesiva a dentina por microtracéo
(UTBS)

A resisténcia adesiva a dentina por microtracdo dos novos adesivos EM1
e EM2 foi estudada utilizando a mesma metodologia descrita Vasconcelos e Cruz
et al., 2020. Todos os procedimentos foram efetuados pelo mesmo operador de
forma a garantir a igual aplicacao de todo o protocolo.

Foram utilizados 20 molares higidos, extraidos por motivos ortodénticos
ou periodontais, que foram previamente desinfetados com cloramina T a 1% e
armazenados em &gua destilada a 4°C, de acordo com a norma ISO 11405,
(2015).

A superficie de dentina foi exposta com a utilizacdo de um micrétomo de
tecidos duros Accuton 50 (Struers A/S, Ballerup, Denmark) e a smear layer foi
simulada com discos de papel abrasivos de 600 grit SiC. Os dentes foram
aleatoriamente distribuidos por 4 grupos (EM1-ER, EM1-SE, EM2-ER, EM2-SE).

Os adesivos foram aplicados de acordo com o protocolo ER e SE descrito
na tabela 5. De seguida, foram construidos blocos de resina com
aproximadamente 6 mm de altura, sendo polimerizados a cada 2 mm de
espessura durante 40 seg., com uma lampada fotopolimerizadora com uma
intensidade de 1470 mW/cm? (Elipar Deep Cure-S, 3M ESPE, EUA). A
intensidade da luz LED foi monitorizada a cada 10 utilizagcdes com um radiémetro
(Demetron Reserach Company, Danbury, EUA).

Ap0s 24 horas de armazenamento em agua destilada numa estufa a 37°C
(Memmert INE 400, Memmert, Alemanha), os dentes foram cortados com o
micrétomo Accuton 50 (Struers A/S, Ballerup, Denmark) em palitos de 1 mm? de
acordo com o descrito por Sano et al. (1994a). O teste de microtracdo foi
efetuado numa maquina de teste Universal equipada com uma célula de carga
de 5kN (Shimadzu AG-50kNI SD MS, Shimadzu Corporation, Quioto, Japao) e os
palitos foram tracionados a uma velocidade de 0.5 mm/min até ocorrer a fratura.

As falhas pré-teste foram descartadas e as restantes classificadas em
adesivas (A), coesivas (C) e mistas (M) através da utilizacdo de uma lupa
esterioscopica (Olympus/DeTrey, Konstanz, Alemanha) com uma ampliacdo de
40x. Para o calculo da resisténcia adesiva apenas foram utilizados os valores

das falhas adesivas, sendo calculada a area da superficie da fratura através da
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medicdo com uma craveira digital (Sylvae Ultra-Call/Fowler Inc., Newton, MA,
EUA) da interface na zona da fratura, nas direcdes x e y.

Os resultados de adeséo referentes aos novos adesivos EM1 e EM2 foram
comparados com os resultados ja obtidos para os adesivos comerciais SBU e
FUT.

Tabela 5: Protocolo de aplicacdo dos adesivos experimentais segundo a técnica ER e SE

Adesivos Protocolo Modo de aplicacdo
Experimentais

Aplicacao de &cido ortofosférico durante 15 seg.
Lavar com agua e secar com cuidado para nédo desidratar a dentina

EM1 ER Aplicar o adesivo esfregando durante 20 seg.
(com Bis-GMA) Secar para evaporar os solvents durante 5 seg.
Fotopolimerizar durante 60 seg.
EM 2 Aplicar o adesivo esfregando durante 20 seg.
(com G-IEMA) SE Secar para evaporar os solvents durante 5 seg.

Fotopolimerizar durante 60 seg.

7.4. Avaliagdo da interface adesiva por MEV

Para cada grupo foram preparados dois dentes de acordo com 0 mesmo
procedimento descrito no ponto 7.3. Apos a aplicacdo dos adesivos e a
construcdo dos blocos de resina composta, os dentes foram armazenados numa
estufa de incubacédo a 37°C (Memmert INE 400, Memmert, Alemanha) durante
24h sendo posteriormente aplicado o protocolo de preparagao dos dentes para
a visualizacao da interface adesiva através do MEV, de acordo com o protocolo
descrito por Perdigao et al. (1995).

Os dentes foram fixados com uma solucao de gluteraldeido e cacodilato
de sddio e a interface adesiva foi exposta através de cortes em fatias com a
utilizacdo do micrétomo de tecidos duros Accuton 50 (Struers A/S, Ballerup,
Dinamarca). Em seguida aplicou-se um protocolo rigoroso de desmineralizacao
e desproteinizacdo de forma a remover toda a dentina que nao foi impregnada
pelo adesivo. Posteriormente, foram utilizadas concentragbes crescentes de
etanol (70%, 95% e 100%) para desitradar as amostras e uma solu¢cao de HMDS
(1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano) para a secagem (Perdigéo et al., 1995).

Por fim, as amostras foram submetidas a um processo de metalizacéao
onde cada uma foi fixada a uma fita de carbono e coberta com uma pelicula fina
de Au/Pd num revestidor Q150T ES Turbo-Pumped Sputter coater (Quorum
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Technologies, Q150T Turbomolecular-pumped coating system, UK).
A interface adesiva foi observada ao MEV (FEG-SEM JEOL, model
JSM7001F, Toquio, Japao) utilizando ampliacdes de 500x e 1000x para a

visualizacdo da camada hibrida e dos resin tags.

7.5. Ensaios de citotoxicidade

7.5.1 Linhas celulares primarias estabelecidas a partir da polpa
dentaria e da gengiva

As células da polpa dentaria humana foram cultivadas com base numa
adaptacao da técnica de explantacéo de tecidos previamente descrita por varios
autores (Chang et al., 1998; Chen et al., 2003).

O protocolo seguido neste estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica do
Instituto Universitario Egas Moniz, Monte da Caparica, Portugal. Apos a
assinatura do consentimento informado do doente (Anexos 1 e 2), foi extraido
um incisivo central sem carie devido a doenca periodontal. O dente foi
perfeitamente limpo e a camara pulpar foi aberta com broca esterilizada de alta
velocidade sob refrigeracdo a agua. O tecido pulpar foi removido em condicdes
assépticas com uma lima endodéntica H-Files (Mani, Jap&o) e colocado num
meio de transporte apropriado contendo meio de cultura DMEM (meio Eagle
modificado por Dulbecco com glutamina estavel) suplementado com 10% de HlI-
FBS (soro fetal bovino inativado), Pen-Strep (penicilina/estreptomicina 10.000
U/mL) e anfotericina B (250ug/mL). Todos os reagentes foram adquiridos na
Gibco®, (Nova lorque, EUA).

No laboratorio de cultura de tecidos, numa camara de fluxo laminar
(ScanLaf Mars 1200 safety classe 2, Labogene, Alemanha) a polpa foi lavada a
temperatura ambiente com PBS (solugdo salina tamponada com fosfato,
Gibco®, Nova lorque, EUA) e com o auxilio de tesoura e bisturi foi triturada em
pedacos.

Seguidamente, os pedacos mais pequenos foram colocados entre duas
lamelas de vidro, em placas de 35 mm, com meio de cultura referido e incubadas
em estufa de CO2 a 5% e 95% de humidade relativa.

Apoés adeséo das células da polpa, as lamelas foram separadas, deixando
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ai confluir as culturas. A linha foi estabelecida, por expansdo das células para
caixas de cultura de 25 cm? e posteriormente para 75 cm?.

As células foram congeladas com uma confluéncia de 90%, no maximo
na 32 passagem e num numero 1>108 (Fig. 8-A). A congelacdo foi efetuada
inicialmente a uma temperatura de -80°C numa caixa de congelagcéo (Mr.
Frosty™ Freezing Container, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) de
forma a respeitar a descida de 1°C por minuto sendo as células de seguida
transladadas para o azoto liquido onde foram mantidas a -196°C até a sua
utilizacgéo.

Para o estabelecimento da linha celular da gengiva foi utilizada uma
biépsia de tecido gengival, recolhida por motivos periodontais, no ambio da pos-
graduacdo de periodontologia do IUEM e apds a assinatura do consentimento
informado (Anexo 3). A bidpsia foi conservada e transportada para o laboratorio
de acordo com o procedimento anteriormente descrito para a polpa dentaria e a

linha celular foi estabelecida utilizando o mesmo protocolo (Fig. 8-B).
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Fig. 8 — A — Linha celular priméria estabelecida a partir da polpa dentaria. B — Linha celular
primaria estebelecida a partir de biépsia gengival. Ampliacdes de 100x em microscépio de
contraste de fase

7.5.2. Ensaio preliminar de citotoxicidade

Durante o estabelecimento das linhas celulares primarias, optou-se por
fazer um ensaio preliminar para avaliar a citotoxicidade dos adesivos em células
imortalizadas mais estaveis, previsiveis e bastante estudadas. Para isso, foi
utilizada uma linha celular de fibroblastos NIH/3T3 (Swiss mouse embryo,
fibroblastos, 93061524, Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha).

Este ensaio preliminar teve como objetivo estudar o protocolo mais
adequado para avaliar a citotoxicidade dos nossos adesivos nas células da polpa
e da gengiva previamente estabelecidas.

Para isso, as células 3T3 foram semeadas em 100 yL de meio DMEM,
suplementado com 10% de Calf Serum e 1% de Penicillina-Estreptomicina em
placas de 96 pogos e cultivadas numa estufa a 37 °C com 5% de CO2 em
atmosfera humida (Panasonic Biomedical - MCO-18AC, PHC Holdings
Corporation, Japao), por 24 h, para obter uma monocamada confluente (80 -
90% de confluéncia). Todos os reagentes para a cultura de células foram
adquiridos na Gibco®, Nova lorque, EUA.

Durante a etapa de distribuicdo das células na placa, a suspenséo celular
foi bem homogeneizada de forma a garantir que um mesmo numero de células

fosse plaqueado nos diferentes pocos (1x10* células / poco). As células foram
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semeadas na placa, considerando cinco repeticdes para cada grupo,
experimentais e controlos.

Os adesivos foram previamente preparados e incubados em meio de
cultura seguindo as concentracdes recomendadas pela norma 1ISO 10993-12,
(2007). Para isso, foram pipetados 460 pL de cada adesivo (EM1, EM2, SBU e
FUT) e colocados num molde de silicone esterilizado. Os adesivos foram
polimerizados durante 60 seg. com uma luz LED com uma intensidade de 1470
mW/cm2 (Elipar Deep Cure-S, 3M ESPE, EUA). Cada peca de adesivo foi
colocada num tubo de centrifuga contendo 2,53 mL de meio de cultura, para
manter uma razdo de 6cm?/mL, e incubado em estufa (Panasonic Biomedical -
MCO-18AC, PHC Holdings Corporation, Japao) nas mesmas condicfes acima
referidas durante 24 horas.

Apbs 24 h, foram efetuadas medi¢cdes do pH do meio contendo os
lixiviados dos adesivos utilizando um medidor de pH (LAQUAtwin pH-22 portable
pH meter, Horiba, Quioto, Japéo) (tabela 6) e foram preparadas diluicdes de 1:2,
1:4 e 1:10 dos lixiviados dos adesivos EM1 e EM2 no mesmo meio de cultura
para os testes de toxicidade.

ApoOs confirmacdo, por observacdo ao microscépio Otico invertido
(Axiovert® 25, ZEISS Microscopy — Jena, Alemanha), de que as células estavam
aderidas aos pocos e tinham a sua morfologia caracteristica, 0 meio de cultura
foi removido e substituido por 100 pL de meio contendo os lixiviados (meio
condicionado), ou das suas diluicbes. Foram também efetuados dois controlos:
um controlo negativo onde foi adicionado as células apenas meio DMEM e um
controlo positivo onde foi adicionado meio contendo 7,5% de DMSO
(dimetilsulfoxido). As células foram incubadas por mais 24 h numa estufa a 37°C
e 5% CO2 em atmosfera humida (Panasonic Biomedical - MCO-18AC, PHC
Holdings Corporation, Japao). A figura 9 mostra o esquema de distribuicdo

utilizado na placa de 96 pocos.
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Tabela 6. pH dos meios condicionados apés 24h de incubagao a 37°C.

Meios condicionados pH
com os adesivos
EM1/DMEM 6,3
EM2/DMEM 6,1
SBU/DMEM 7,3
FUT/DMEM 7,2

1 2 3 4 5 6 7 8 9SSRI
DMSO EM1 EM1 EM1 EM1 EM2 EM2 EM2 EM2 SBU FUT DMEM
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Fig. 9: Esquema da placa de 96 pocos no ensaio de viabilidade. Fotografia tirada ap6s 24

horas de contato com os meios condicionados pelos adesivos.

O ensaio MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio) foi realizado
posteriormente para determinar a viabilidade celular. Os meios foram aspirados
e as células foram lavadas com uma solugéo de PBS (solug&o salina tamponada,
Gibco®, Nova lorque, EUA). Posteriormente, foram adicionados a cada po¢o 100
ML de solucdo de MTT (MTT dissolvido em DMEM sem soro a uma concentracao

de 0,5 mg / mL, preparado a partir de uma solucdo de 5 mg/ mL de MTT (Sigma-
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Aldrich, Madrid, Espanha) em PBS). Ap6s um periodo de incubagéo de 3 h a
37°C e 5% de CO2 em atmosfera humida, foram adicionados a cada poc¢o 150
ML de solvente de MTT (HCI 4 mM (Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha), 0,1%
IGEPAL (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) em isopropanol (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espanha). A placa foi depois embrulhada em papel de aluminio para
proteger da luz e agitada num agitador orbital (Hercuvan Lab Systems, UK)
durante 1 hora. Durante este processo, foi realizada uma pipetagem de cima
para baixo para dissolver completamente os cristais de MTT formazan formados.
A absorvancia das amostras foi lida a 595 nm, utilizando um leitor de microplacas
(Microplate reader AMP Platos R 496 AMEDA, AMP diagnostics, Graz, Austria).
A quantificacdo relativa da viabilidade celular foi normalizada para o controlo

negativo.

7.6. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi efetuada com um software SPSS (IBM SPSS
version 24.0 (IBM, Nova lorque, EUA).

Para as multiplas comparacdes entre as taxas de conversdo de cada
adesivo foram utilizados os testes Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e Bonferroni.

A analise dos dados referentes a resisténcia adesiva obtida através da
microtracao foi efetuada com base em Modelos Mistos e Modelos Lineares. Para
a associacao entre os adesivos e o tipo de fraturas obtidas utilizou-se o teste qui-
quadrado.

Todos os testes foram aplicados com um nivel de significancia de 5%.
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8. RESULTADOS

8.1. Taxade conversao (TC)

O grafico 1 representa os dados da TC por adesivo. Os 4 grupos de
adesivos foram comparados entre si relativamente as taxas de conversao,
mediante a aplicacdo do teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Mann-
Whitney com correcao de Bonferroni para comparac¢des multiplas.

Gréfico 1: Taxas de conversao por adesivo
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De acordo com os resultados do teste de Kruskal-Wallis, a TC difere
significativamente (p = 0,003) entre adesivos. De acordo com o teste de Mann-
Whitney, verifica-se ainda que o adesivo experimental EM1 apresenta uma TC
significativamente mais baixa do que o adesivo FUT (p = 0,008), que o adesivo
experimental EM2 apresenta uma TC significativamente mais elevada do que o
adesivo SBU (p = 0,008) e que a TC do SBU é significativamente mais baixa do
que do FUT (p = 0,008). Nao se detetam diferencas significativas entre quaisquer

outros pares de adesivos, no que se refere a TC.
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8.2. Resisténcia adesiva a dentina por microtrac¢éo (UTBS)

Esta investigacdo envolve a medicdo de uma variavel (adesdo) em
diferentes unidades de observacao (palitos de dentina) provenientes da mesma
unidade experimental (dente), o que pode resultar em correla¢cées ndo nulas e
variancias heterogéneas que violam os pressupostos dos modelos lineares
gerais (GLM), requerendo a modelacdo desses efeitos através da analise de
dados usando modelos mistos (MM).

A utilizacdo de MM nesta analise requer que a estrutura de covariancia
entre as observacgoes repetidas em cada unidade experimental seja conhecida.
A seleccado da melhor e mais simples estrutura de covariancia efectua-se por
comparacao com a matriz de covariancia nao estruturada (UN), a estrutura de
covariancia mais complexa passivel de ajustamento aos dados. No entanto, face
ao elevado numero de palitos obtidos para cada dente, o0 método UN nédo
convergiu para uma solucdo que garanta a precisdo dos parametros de
covariancia do modelo.

Assim, previamente a seleccdo da melhor estrutura de covariancia,
procedeu-se a representacédo grafica dos valores da adesao considerando todos
os palitos obtidos por dente (grafico 2), a qual sugere uma matriz de covariancia
homogénea (grafico 2). Na seleccdo da melhor estrutura, foram entao
consideradas as seguintes matrizes para variancias homogéneas: Auto-
Regressiva de 12 ordem (AR1), Auto-Regressiva com meédia mével (ARMA11),
Simetria Composta (SC), Simetria Composta de correlagdo (SCCORREL),
Identidade (ID) e Toeplitz. A qualidade do ajustamento obtido com as diferentes
matrizes foi avaliada usando os critérios de informacéo de Akaike (AIC), Hurvich
e Tsai (AICC), Bozdogan (CAIC) e de Bayes e Schwarz (BIC).
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Gréfico 2: Disperséo dos valores de resisténcia adesiva em palitos de dentina

100,00

80,00

50,00

MPa

40,00

20,00

00

o® o
@ o
o 8o g © o
°6°60s 880 g os ° oo
cocBog80%285 ¢ 87, ©
8 Q o o o
0889§g EOO Ogo @oo °o S,
5cgg® § 886888 goo
o 8 o g o
THHNHIHHD R
e 88 %co
S ) g g g E 8 @ o o 808 8
go §c%08 g o
g e ggoc° g o° o
E4LHTHLE e PLICRN
o
8588800 8 200 o © o o
5 10 15 20 25 0
palito

A tabela 7 apresenta os valores minimos, maximos, médio e desvio-

padrdo nos diferentes adesivos e protocolos, considerando o dente como

unidade de observacao, o que significa que, para cada dente foram considerados

os valores médios obtidos sobre todos os palitos produzidos para essa unidade

de observagéo.
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Tabela 7: Estatistica descritiva dos dados referentes a resisténcia adesiva a dentina por

microtraccao (UTBS) dos adesivos estudados, em funcéo do protocolo ER e SE

Adesivos  Protocolo N UTBS (Mpa)
Min Max Média D.P.
EM1 ER 5 26,26 42,62 32,4397 6,37588
SE 5 18,75 34,35 26,8069 6,54590
EM2 ER 5 21,26 33,92 29,3480 5,31726
SE 5 26,01 33,73 30,2249 3,39059
FUT ER 3 30,24 35,86 33,9636 3,22091
SE 3 21,15 26,16 24,1025 2,61854
SBU ER 5 17,55 35,50 26,1960 6,46432
SE 5 19,46 28,06 23,6867 3,14667

A tabela 8 apresenta os resultados do ajustamento do modelo usando
varios critérios de informacdo e considerando as varias estruturas de

covariancias.
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Tabela 8: Informacéo sobre diversas estruturas de covariancias

AR1 | ARMA11 CS CSCORREL ID TOEPLITZ
-2Restricted | a1/ 176 | 4801715 | 4801715 | 4801,715 | 4814,150 NC
Log Likelihood
Akaike's
Information | 4818,076 | 4807,715 | 4805,715 | 4805,715 | 4816,150 NC
Criterion (AIC)
Hurvich and
Tsai's Criterion | 4818,097 | 4807,756 | 4805,736 | 4805,736 | 4816,156 NC
(AICC)
Bozdogan's
Criterion (CAIC) | 4828/837 | 4823856 | 4816,476 | 4816476 | 4821,530 NC
Schwarz's
Bayesian 4826,837 | 4820,856 | 4814,476 | 4814,476 | 4820,530 NC
Criterion (BIC)

De acordo com os critérios de informacdo, verifica-se que a melhor
qualidade de ajustamento do modelo, apés penalizacdo do valor de -2 Log
(Verossimilhanca Restrita) tendo em conta o nimero de parametros do modelo,
€ obtida com uma estrutura covariancia de simetria composta, traduzindo a
existéncia de variancias homogéneas e correlagdes também homogéneas. E
importante notar que a consideracdo de estruturas de covariancias
heterogéneas, como a matriz diagonal e simetria composta heterogénea,
resultaram em ajustamentos de pior qualidade, comparativamente aos
resultados que constam na tabela 8.

Face a estes resultados, 0 modelo que melhor traduz os efeitos do tipo de
adesivo e protocolo, assim como da interacdo entre estes factores, nas
propriedades de adesao de palitos de dentina € o que se representa na tabela 9,
da qual se conclui que apenas o factor protocolo tem um efeito significativo sobre
a adesao, sendo esta significativamente mais elevada para o protocolo ER (p =
0,026), independentemente do tipo de adesivo. Estes efeitos podem ser melhor

visualizados no grafico 3.
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Tabela 9: Testes aos efeitos fixos de tipo IlI

Fator GL num. GL den. F Sig.
Constante 1 28,306 1049,626 <0,001
adesivo 3 28,046 2,172 0,114
protocolo 1 28,306 5,507 0,026
adesivo * protocolo 3 28,046 1,429 0,255

Gréfico 3: Adeséo de diferentes adesivos sob protocolos ER e SE
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Por fim, importa acrescentar que as conclusdes anteriores com base nos
resultados apresentados na tabela 9 ndo se alterariam caso 0 método GLM
tivesse sido aplicado, e considerando os valores médios de adeséo calculados

com base nos varios palitos por dente.

8.3. Analise de dados das fraturas

De forma a avaliar se existe uma associacdo entre o tipo de adesivo e 0
tipo de fratura (adesiva (A) / coesiva (C)), foi aplicado o teste de qui-quadrado
para independéncia considerando os dados que constam na tabela 10. Nesta

tabela e para cada adesivo, o numero de fraturas do tipo adesivo ou coesivo
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apresentado refere-se ao total observado em protocolo ER e SE. De acordo com
os resultados, ndo se verifica associacao entre o tipo de adesivo e o tipo de
fratura (p = 0,189), pelo que se pode afirmar que a prevaléncia de fraturas de um

determinado tipo (A ou C) nao difere entre adesivos.

Tabela 10: Total de fraturas A e C por adesivo

SBU FUT EM1 EM2 Total

fraturas A 207 93 140 158 598
% 77,5% 86,1% 75,7% 79,0% 78,7%

C 60 15 45 42 162

% 22,5% 13,9% 24,3% 21,0% 21,3%

Total 267 108 185 200 760

% 100% 100% 100% 100% 100%

8.4. Analise dainterface adesiva por MEV

As imagens ao MEV obtidas da interface adesiva dos sistemas adesivos
comerciais (SBU e FUT) e dos experimentais (EM1 e EM2) s&o coincidentes com
os resultados obtidos para a pPTBS, onde se verifica que o protocolo ER
apresenta valores significativamente mais elevados do que o protocolo SE,
independentemente do tipo de adesivo utilizado. Da mesma forma, para todos
os adesivos, as imagens ao MEV revelam uma melhor hibridizagéo da dentina,
com a presenca de uma camada hibrida mais espessa e a formacéo de resin
tags mais longos com o protocolo ER (Figura 10-13).

Apesar de néo terem sido verificadas diferencas significativas entre os
vérios adesivos, as imagens ao MEV revelam algumas diferencas na morfologia
da interface adesiva.

Com o protocolo ER, o adesivo SBU apresentou a formacao da camada
hibrida mais espessa (11,3 um) com a formacao de alguns resin tags (Fig. 10 —
A e C). O FUT foi o adesivo com a hibridizacdo na dentina menos profunda,
apresentando uma camada hibrida com 7,6 um ndo sendo possivel visualizar a
formacao de resin tags (Fig. 10 — B, D). Os adesivos experimentais, EM1 e EM2,
apresentaram a formacédo de uma camada hibrida uniforme com 8,9 um e 9,6

pum de espessura, respetivamente, revelando ainda uma boa penetracdo dentro
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dos tubulos dentinarios marcada pela presenca de inUmeros resin tags (Fig. 11).
Os resin tags mais longos (154 um de comprimento) foram observados nas
imagens onde o adesivo EM2 foi utilizado (Fig. 11 — F).

Quando aplicado o protocolo SE, os adesivos EM1 e EM2 apresentaram
uma morfologia da interface adesiva semelhante, com a presenca de uma
camada hibrida uniforme, sendo possivel observar a formacéo de varios resin
tags (Fig. 13). Ainda assim, o adesivo EM2 permitiu a formacdo da camada
hibrida mais espessa (5,4 um) (Fig. 13 — F, H), comparativamente com a
interface adesiva obtida com os outros adesivos estudados (Fig. 12 — A-D, Fig.
13 — E, G). Relativamente aos adesivos comerciais SBU e FUT, ambos
apresentaram uma morfologia da interface adesiva com pouca hibridizacéo,
representada por uma camada hibrida fina e pouco definida e com a formacéo
de poucos resin tags (Fig. 12).

Fig. 10: Imagens ao MEV da interface adesiva dos adesivos comerciais (SBU e FUT) quando
aplicado o protocolo ER. Foram utilizadas ampliagbes de 500x (A, B) e 1000x (C, D). Ae C -
SBU com uma camada hibrida (HL) de 11,3 pm de espessura; B e D -FUT com uma camada
hibrida (HL) de 7,6 um de espessura, ndo sendo possivel identificar a presenca de resin tags
(RT). RC - resina composta; D - dentina; HL - camada hibrida; RT — resin tags.
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Fig. 11: . Imagens ao MEV da interface adesiva dos adesivos experimentais (EM1 e EM2)
quando aplicado o protocolo ER. Foram utilizadas amplia¢cdes de 500x (E, F) e 1000x (G, H). E
e G — EM1 com uma camada hibrida (HL) de 8,9 um de espesura; F e H— EM2 com uma camada
hibrida de 9,6 um de espessura, presenca de resin tags (RT) com 154 um de comprimento e
inUmeros resin tags laterais (LRT). RC—resina composta; D—dentina; HL—camada hibrida;
RT—resin tags; LRT— resin tags laterais.
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Fig. 12: Imagens ao MEV da interface adesiva dos adesivos comerciais (SBU and FUT) quando
aplicado o protocolo SE. Foram utilizadas ampliagcdes de 500x (A, B) e 1000x (C, D). A e C -
SBU com uma camada hibrida (HL) de 2 um de espessura e poucos resin tags (RT) estao
presentes; B e D - FUT com uma camada hibrida (HL) pouco definida e muito poucos resin tags
(RT). RC—resina composta; D—dentina; HL—camada hibrida; RT—resin tags.

156



Fig. 13: Imagens ao MEV da interface adesiva dos adesivos experimentais (EM1 e EM2) quando
aplicado o protocolo SE. Foram utilizadas ampliagdes de 500x (E, F) e 1000x (G, H). Ee G - EM1
com uma camada hibrida (HL) de 3 um de espessura e alguns resin tags (RT) presentes; F e H
- AE2 com uma camada hibrida (HL) de 5,4 um de espessura e varios resin tags (RT) presentes.
RC -resina composta; D - dentina; HL - camada hibrida; RT - resin tags;

8.5. Analise da viabilidade celular —resultados preliminares

Apo6s 24 horas de contato das células 3T3 com os meios de cultura
previamente condicionados pelos adesivos em estudo, observou-se ao
microscopio 6tico invertido (Axiovert® 25, ZEISS Microscopy — Jena, Alemanha)
que, para todos os sistemas adesivos e em todas as diluicbes, a maioria das
células tinham alteracdes morfolégicas evidentes, apresentando uma morfologia
arredondada, tipica de células ndo aderidas, e semelhante ao observado nas
células incubadas com DMSO (controlo positivo). Contrariamente, 0S pogos
onde as células foram incubadas apenas com DMEM (controlo negativo)
continuavam a apresentar células com uma morfologia alongada, fusiforme,
tipica de fibroblastos viaveis e devidamente aderidos a placa.
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Foi ainda possivel constatar que 0s pocos que continham o0s meios
condicionados pelos adesivos continham muitos detritos (solidos) em
suspensao, muito provavelmente resultado de uma polimerizagdo incompleta
dos adesivos e que se libertaram no meio, que dificultavam uma boa visualizac&o
das células.

A tabela 11 indica os resultados da viabilidade celular de cada amostra,

calculados de acordo com a férmula:

Viabilidade celular (%) = Abs s95nm (A) / Abs s95nm (C-) X 100

onde Abssgsnm (A) € a média da absorvancia da amostra, e AbSsgsnm (C-)
a média da absorvancia controlo negativo (100 % viabilidade).

Tabela 11: Viabilidade celular determinada pelo ensaio de MTT. Os valores representam a
média e desvio padréo (n=5).

VIABILIDADE CELULAR

AMOSTRAS Média* (%) D.P. (%)

DMSO -5 7
(controlo positivo)

EM1 20 10

EM1 1:2 12 12

EM1 1:4 10 7

EM1 1:10 -2 6

EM2 -4 5

EM2 1:2 -2 7

EM2 1:4 -4 3

EM2 1:10 1 7

SBU -5 8

FUT -4 4

DMEM 100 12
(controlo negativo)

*valores calculados ap6s subtragéo da Abs do branco do
ensaio de MTT
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9. DISCUSSAO

Os sistemas adesivos Universais apresentam-se como a geracao mais
recente de adesivos e, gracas a sua formulacao, idealmente permitem aderir ao
esmalte e dentina com igual eficAcia com qualquer um dos protocolos, etch-and-
rinse e self-etch, podendo o operador selecionar a melhor técnica para cada
situacdo clinica. No entanto, quando se analisam os resultados publicados na
literatura verifica-se que os sistemas adesivos Universais existentes no mercado
nao estdo a cumprir esses requisitos (Rosa et al., 2015; Cuevas-suarez et al.,
2019; Cardoso et al., 2019).

Existe uma grande disparidade nos resultados publicados da resisténcia
adesiva a dentina apos 24 horas de aplicacdo dos sistemas adesivos Universais
comerciais. Alguns autores defendem que néo existem diferencas significativas
entre os protocolos ER e SE quando se utilizam sistemas adesivos universais
(Hanabusa et al., 2012; Isolan et al., 2014) enquanto outros referem uma melhor
performance quando aplicados com o protocolo ER (Leite et al., 2018). Acredita-
se que estas diferencas poderdo ser atribuidas as diferencas existentes na
composicdo quimica dos adesivos estudados, sendo que é consensual que a
performance dos adesivos universais é bastante dependente do material
(Elkaffas et al., 2018).

De acordo com duas revisfes sistematicas feitas por Rosa et al., (2015) e
Cuevas-Suarez et al., (2019), a performance dos sistemas adesivos universais
esta dependente do pH do adesivo, do substrato ao qual vao aderir (esmalte ou
dentina) e da estratégia adesiva utilizada (SE ou ER). Cuevas-Suarez et al.,
(2019) salientam ainda que a estabilidade dos adesivos universais depende
bastante do pH, sendo que para a adeséo a dentina, os adesivos universais mild
(pH~2) parecem ser os sistemas com melhor estabilidade adesiva
independentemente da estratégia adesiva utilizada.

Neste trabalho, os resultados da resisténcia adesiva encontraram
diferencas significativas apenas nos protocolos utilizados (ER e SE), néo
existindo uma interacdo entre adesivo e protocolo. Assim, ndo se pode
estabelecer nenhum tipo de comparacéo entre adesivos e protocolos.

Entre os dois protocolos utilizados, o ER foi 0 que apresentou uma eficacia
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significativamente superior (p = 0,026), independentemente do adesivo. Sendo
gue os adesivos estudados se enquadram na classificacdo intermediatly strong
(FUT, EM1 e EM2) e ultra-mild (SBU) relativamente ao valor de pH, estes
resultados estdo de acordo com a literatura (Cuevas-Suarez et al., 2019).

Quando a estratégia ER é utilizada, o &cido dissolve o contetado mineral
da dentina, incluindo a remocéo do smear layer e dos smear plugs dentro dos
tubulos dentinarios. Como resultado os tubulos dentinarios ficam abertos e a
rede de colagénio exposta a uma profundidade ainda consideravel (Pashley et
al., 2011; Cuevas-Suéarez et al., 2019). Apés a aplicacdo do adesivo 0s
monomeros sao infiltrados entre as fibras de colagénio substituindo a agua que
la se encontra (Perdigdo et al., 1995; Cuevas-Suéarez et al., 2019). Com a
polimerizacdo forma-se a camada hibrida que juntamente com a formacéo de
resin tags dentro dos tabulos dentinarios promovem a retencdo micromecanica.

Dado que os sistemas adesivos Universais contém na sua composi¢ao
monomeros de 10-MDP que proporcionam a formacédo de ligacbes quimicas
estaveis ao calcio, reforcando a adesdo micromecanica existente, seria de
esperar uma melhoria da resisténcia adesiva a microtragcdo quando utilizados
com o protocolo SE, pelo facto de neste protocolo ndo se efetuar o
condicionamento prévio da dentina, evitando-se 0 passo de lavagem e secagem
do acido. Desta forma, além de ser possivel controlar melhor o grau de humidade
e evitar o colapso das fibras de colagénio pela secagem, o contetdo de
hidroxiapatite em redor das fibras de colagénio € mais preservado. Assim,
utilizando esta estratégia adesiva, fica um maior contetdo de calcio disponivel
para a ligacdo com o 10-MDP.

O facto do protocolo SE néo ter apresentado for¢cas adesivas superiores
poderd ter a sua explicacdo no valor de pH e na concentracdo de mondmeros
funcionais presente na composic¢ao de cada adesivo. Os adesivos experimentais
(EM1 e EM2) por apresentarem um pH mais acido poderéo estar a nao permitir
que o 10-MDP cumpra a sua func¢do. Por outro lado, o adesivo comercial SBU
por possuir um pH mais alto diminui o condicionamento da dentina dificultando a
penetracdo do adesivo.

Comparando os resultados de uTBS obtidos nao se verificam diferencas

significativas entre os adesivos estudados, o que nos indica que os adesivos
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experimentais (EM1 e EM2) apresentam igual resisténcia adesiva que 0s
adesivos comerciais estudados (SBU e FUT). Contudo, as imagens ao MEV das
interfaces adesivas revelam morfologias distintas.

Os adesivos experimentais EM1 e EM2 apresentam uma melhor
hibridizacao do adesivo na estrutura dentinaria, independentemente do protocolo
utilizado (ER e SE). Esta penetracdo do adesivo € visivel pela formacédo de uma
camada hibrida espessa e uniforme e confirmada também pela presenca de um
maior niumero de resin tags (Fig. 10 e 12). Ainda assim, o adesivo EM2 parece
apresentar a formacédo de resin tags mais longos, em maior quantidade e com
um grande namero de resin tags laterais. Atendendo ao facto dos adesivos EM1
e EM2 apresentarem exatamente a mesma composicao, diferindo apenas no
mondmero de Bis-GMA e G-IEMA, e terem sido aplicados na dentina da mesma
forma e pelo mesmo operador, as diferencgas obtidas na morfologia da interface
podem ser justificadas pelos mondmeros. Pelo que se observa na Fig.11 (F e H)
o adesivo EM2, quando aplicado com o protocolo ER, conseguiu penetrar mais
profundamente na dentina, acompanhando o grau de desmineralizacdo efetuado
pelo condicionamento com &cido ortofosférico prévio e pelo pH do proprio
adesivo. Além disso, pensamos que ao possuir um dendrimero com uma
estrutura circular, em forma de estrela em vez de linear (como € o caso do Bis-
GMA), permita um tipo de retencéo dentro dos tubulos dentinérios mais eficaz
devido a reticulacdo que ocorre nas 8 pontas do dendrimero, criando um
emaranhado de tags de resina que promovem uma boa adesdo micromecanica.

Outra justificacdo para a diferenca encontrada nas imagens da MEV dos
4 adesivos (Fig. 10-13) podera estar no tempo usado para a polimerizacao
aguando da aplicacdo dos mesmos.

Nos adesivos experimentais EM1 e EM2 o tempo de irradiacao foi de 60
segundos enquanto que com 0s adesivos comerciais foi respeitado o tempo
indicado pelos fabricantes. O tempo de irradiacéo utilizado para os adesivos
experimentais foi escolhido com base em resultados obtidos em ensaios
preliminares realizados para os adesivos supracitados, onde se estudou a
variagdo da TC em fungado do tempo de irradiagdo. Assim, concluiu-se que o
adesivo que contém o dendrimero necessitava de um tempo de irradiacédo

superior. Por esse motivo, e com base nos tempos estudados também por outros
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autores, o tempo de irradiagédo selecionado foi de 60 segundos (Yu et al., 2014;
Vasconcelos e Cruz et al., 2019).

Uma das explicacdes podera estar na estrutura quimica dos dendrimeros,
em que a polimerizag&o ocorre em 8 pontas necessitando de mais tempo para
reticular. Como resultado, a TC é superior traduzindo-se numa maior forca de
retencdo, quer nos tubulos dentinarios quer na camada hibrida. Desta forma,
podemos sugerir que um dos mecanismos para aumentar a quantidade de resin
tags formados, e consequentemente a retengcdo mecanica obtida, podera residir
no aumento do tempo de polimerizagéo dos adesivos, em vez de utilizar apenas
0s 10 segundos indicados pela maioria dos fabricantes. Esta proposta é também
estudada e sugerida por outros autores (Cadenaro et al., 2009).

Comparando as imagens de MEV com os resultados publicados por
outros autores, cuja metodologia foi semelhante, verifica-se que existiu uma
hibridizacdo semelhante a dentina com os sistemas adesivos testados (Wagner
et al., 2014; Chen et al., 2015). Embora sem diferencas significativas na eficacia
adesiva por microtragdo entre os protocolos (ER e SE), Wagner et al., (2014)
também mostraram uma melhor penetracdo da dentina com a abordagem ER do
gue a com a SE, onde a profundidade média da camada hibrida foi de 3-4 um.
A penetracdo nos tdbulos dentinarios dos sistemas adesivos Universais
estudados por estes autores também foi comprovada pela formacao de longos
resin tags.

Relativamente aos resultados preliminares onde foi avaliada a
citotoxicidade dos adesivos experimentais (EM1 e EM2) e dos comerciais (SBU
e FUT), verificou-se que todas as amostras reduziram drasticamente a
viabilidade celular dos fibroblastos 3T3 nas condi¢cdes testadas. Alguns factos
podem ter contribuido para este resultado pouco expectavel.

Uma das explicagbes poderé ser a quantidade de adesivo que foi utilizada
na preparagdo dos lixiviados; a quantidade total de adesivo utilizado nesta
experiéncia foi muito superior a utilizada na pratica clinica, devido ao facto de se
ter optado por realizar o teste de acordo com a norma ISO 10993-12, (2007) para
a preparacdo dos extratos. Desta forma, seria possivel a comparacdo dos
resultados obtidos e os varios estudos publicados. Assim, utilizou-se um racio

area de superficie/volume de meio de extracdo de 6cm?/mL tal como o indicado
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na norma para materiais que se aplicam em espessuras muito finas (<0,5 mm).

No entanto, outra possivel explicacdo podera ser a incompleta
polimerizacdo dos adesivos nos moldes utilizados com a consequente maior
libertagdo de mondmeros para o meio de cultura.

Pelo facto dos moldes ja testados nos testes da taxa de conversédo dos
adesivos serem em material plastico ndo autoclavavel, optou-se por preparar
novos moldes em silicone autoclavaveis. Estes moldes adaptados permitiram
que todo o processo de pipetagem dos adesivos e fotopolimerizagcdo fosse
efetuado na camara de fluxo laminar mantendo a necesséria esterilidade.

Contudo, este aspeto contribuiu possivelmente para uma polimerizacao
incompleta das pastilhas de adesivo em toda a sua profundidade, permitindo a
libertacdo de monOmeros em excesso para 0 meio de cultura aquando da
preparacdo dos lixiviados. Este facto também pode explicar o aspeto turvo, e a
maior acidez do meio e consequentemente justifica a elevada toxicidade obtida
em todos os adesivos estudados.

Sabe-se que a toxicidade destes materiais poliméricos estda muito
dependente da taxa de conversdo dos mesmos. Uma polimerizacao incompleta
do adesivo resultara numa maior libertacdo de monémeros que, devido ao seu
reduzido tamanho e forte reactividade quimica, podem atravessar os tubulos
dentinarios e atingir a polpa em concentracdes que poderao ser toxicas (Chen et
al. 2001; Schneider et al., 2019; Caldas et al., 2019). Neste sentido, e atendendo
aos resultados obtidos para a taxa de conversao dos adesivos estudados, seria
de esperar uma menor toxicidade nos adesivos com uma TC significativamente
superior (EM2 e FUT), caso tivesse sido respeitado o mesmo procedimento de
fotopolimerizagdo. No entanto, tendo a polimerizacéo e consequentemente a TC
sido, muito possivelmente, afetadas pela utilizacdo de moldes com formato
irregular e mais profundos, a elevada citotoxicidade observada em todos os
adesivos estudados podera ter explicagao.

Pupo et al. 2017, revelaram nos resultados da citotoxicidade avaliados
com MTT, que adesivos com uma composi¢cado semelhante apresentavam um
grau de toxicidade moderada, com uma média de morte celular entre 2,13% e
56,57%. Ao analisarmos o protocolo utilizado, verficamos que o0s autores

optaram por n&ao respeitar o racio de preparacdo dos extratos aconselhado na
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norma ISO 10993-12, (2007), utilizando um récio de uma concentracdo muito
menor do que a utilizada neste ensaio preliminar (cerca de 60x). Para isso,
prepararam aliquotas contendo apenas 10uL de adesivo para a mesma
quantidade de meio de cultura (3 mL). Além disso, apés as 24 h de
condicionamento do meio com o0s adesivos, os extratos foram filtrados com filtros
de 0,22um de forma a garantir que 0 meio de contacto com as células estava
descontaminado e sem impurezas. Este procedimento € especificamente
desaconselhado na norma ISO, por contribuir para a remogéo de particulas em
suspensao potencialmente toxicas, justificando a menor citotoxicidade
apresentada. Mais uma vez, a utilizacdo de moldes previamente preparados e
esterilizados para esta experiéncia foi uma preocupacao para poder garantir a
descontaminacéo sem ter a necessidade de filtrar os meios.

Assim, de forma a garantir a polimerizagdo completa dos adesivos,
enguanto se acautela a ndo contaminacdo dos meios de cultura que contém os
adesivos, serdo utilizados futuramente, réplicas em silicone autoclavavel dos
moldes j& utilizados nos testes da taxa de converséo.

Outro aspeto que se verificou neste ensaio preliminar foi que seria
interessante avaliar a citotoxicidade dos monomeros de Bis-GMA e G-IEMA
separadamente de forma a, clarificar se o G-IEMA n&o contribui para o0 aumento
da citotoxicidade dos adesivos.

Por ultimo, seréa importante referir duas observacdes relativamente a esta
metodologia. A exposicao das células aos meios de cultura condicionados pelos
adesivos, por si s6, ndo € a forma ideal de mimetizar a situacdo que acontece
clinicamente. Acredita-se que a elevada citotoxicidade observada para os
adesivos com esta metodologia também podera estar relacionada com a
guantidade superior de adesivo que contacta com as células, comparativamente
aguele que chega a polpa se estivéssemos num sistema vivo. Contudo, sabe-se
gue este € 0 ensaio mais padronizado, com menor nimero de variaveis e cujos
resultados podem ser facilmente comparaveis, caso se cumpram as normas ISO.
Ainda assim, sera muito interessante em ensaios futuros, além do método
utilizado, aplicar também o adesivo em discos de dentina colocados numa
camara pulpar artificial de forma a avaliar se a quantidade de adesivo que

consegue chegar as células da polpa é suficiente para induzir toxicidade (Jiang
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etal., 2017; Leite et al., 2018; Caldas et al., 2019). Além disso, estender o tempo
de avaliacéo para as 48 h e 72 h podera também ser um aspeto importante na
analise da citotoxicidade, uma vez que, de acordo com outros estudos
publicados, o pico de toxicidade acontece nas primeiras 24h, sendo que as
células tém a capacidade de recuperar nas horas seguintes (Szep et al., 2002;
Chen et al., 2003).

Muito embora o estudo preliminar efetuado tenha sido atil para refletir
sobre todas estas questdes, importa salientar que os resultados obtidos quanto
a citotoxicidade relativa dos adesivos experimentais foram inconclusivos. Assim
sendo, os testes irdo ser repetidos e serdo utilizadas as linhas celulares da polpa
e da gengiva por serem as células que mais contactam com este tipo de
materiais.

Face aos resultados obtidos nesta Ultima parte experimental, € possivel
manter a ideia que a utilizacdo de dendrimeros na formulacdo de adesivos
dentarios € uma alternativa promissora aos tradicionais mondémeros lineares
parecendo possibilitar uma melhor hibridizagcdo na dentina com um selamento
dos tabulos dentinarios mais longo.

O adesivo experimental EM2 continuard a ser estudado e a sua
formulacdo ajustada a fim de serem optimizadas as suas propriedades fisico-
quimicas e mecanicas de forma a que se traduza num material cada vez mais

eficaz
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RESUMO

“FORMULAGAO PARA UM SISTEMA ADESIVO DENTARIO
UNIVERSAL CONTENDO UM MONOMERO DE RETICULACAO
DENDRITICO DE SEGUNDA GERAGAO”

A presente invencdo enquadra-se na éarea dos sistemas adesivos
dentarios, e refere-se mais especificamente a uma formulacao para um sistema
adesivo dentério Universal. E objecto da presente invencéo uma formulacdo para
um sistema adesivo dentario que compreende um monémero de reticulacdo
dendritico de segunda geracdo com pelo menos oito extremidades.
Adicionalmente, € também objecto da presente invencdo um processo de
obtencéo da formulacdo que compreende o referido mondémero de reticulacdo

dentritico de segunda geracéao.
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DESCRICAO

“FORMULACAO PARA UM SISTEMA ADESIVO DENTARIO UNIVERSAL
CONTENDO UM MONOMERO DE RETICULAGCAO DENDRITICO DE
SEGUNDA GERAGAO”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo enquadra-se na area dos sistemas adesivos
dentarios, e refere-se mais especificamente a uma formulacdo para um sistema

adesivo dentario Universal.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A presente invencdo encontra antecedentes mais proximos nos sistemas

adesivos dentarios.

Segundo a OMS, a carie dentaria € um problema grave de saude publica
e apesar dos esfor¢os desenvolvidos na promocao da saude e na prevencédo da
doenca, as restauracdes dentarias ainda sdo necessarias (WHO, 2011).

Uma leséo de carie dentéria ndo tratada provoca a destruigdo dos tecidos
duros do dente (esmalte e dentina) sendo a principal razdo para a perda de
dentes. No tratamento da leséo de carie, o tecido dentario cariado € removido e
substituido por uma resina composta que € aderida ao esmalte e a dentina

através da utilizacdo de um sistema adesivo.
Os primeiros sistemas adesivos dentarios surgiram em meados da

década de 50 e consistiam em materiais a base de cianoacrilatos que se ligavam

ao dente através da quelacdo com o calcio. Desde 0 seu aparecimento, tanto a
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técnica adesiva como os diferentes sistemas adesivos, tém sofrido diversas
alteracdes com o objectivo de procurar encontrar a técnica mais rapida, aliada a

uma adesao mais eficaz tanto ao esmalte como a dentina.

No entanto, verificam-se ainda algumas limitacdes nestes materiais que
tém como principais consequéncias a microinfiltracdo e a nanoinfiltracdo. A
microinfiltracdo acontece devido a presenca de bactérias e fluidos provenientes
da cavidade oral, no interface existente entre o dente e a restauragao, enquanto
a nanoinfiltracdo ocorre em profundidade devido a presenca de dgua na camada
adesiva. Ambos os fendmenos comprometem a duracdo dos tratamentos
restauradores conduzindo ao aparecimento de uma carie secundaria. Este
processo constitui actualmente o principal motivo de substituicdo das
restauracoes, pelo que, a procura de novas abordagens na adesao tem sido uma

tematica de grande interesse para a comunidade cientifica.

Para combater estes fenomenos, tém sido apontados na literatura varios
factores importantes que deveriam ser melhorados na formulacéo dos adesivos,
tais como: aumento da taxa de polimerizacdo; diminuicdo da contraccdo de
polimerizacdo; aumento da penetracdo do adesivo para o interior da estrutura
dentéria; e o aumento do caracter hidrofébico para que se possa tornar mais
resistente a hidrolise causada pela dgua que vem da polpa dentaria.

Os sistemas adesivos sdo compostos por trés componentes fundamentais
- 0 acido, o primer e a resina adesiva, que se utilizam de maneira diferente
consoante o substrato seja o0 esmalte ou a dentina e consoante o tipo de sistema
adesivo em questdo. Deste modo, dependendo de como o &cido, o primer e a
resina adesiva interagem com o tecido dentario, os sistemas adesivos podem
apresentar duas classificacfes diferentes, propostas por Van Meerbeek et al. em
2003: sistemas adesivos etch-and-rinse (ER) e sistemas adesivos self-etch (SE).

Os sistemas etch-and-rinse (ER) podem ser aplicados em dois ou trés
passos enquanto que os self-etch (SE), na tentativa de simplificar a técnica
adesiva, podem ser aplicados em dois passos ou num passo unico através do

conceito de all-in-one. No entanto, continuam a apresentar vantagens e
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desvantagens, isto €, o sistema etch-and-rinse (ER) acaba por apresentar maior
eficacia quando o substrato dentario € o esmalte, porém, para a dentina o
sistema self-etch (SE) acaba por aliar um conjunto de propriedades que

melhoram o seu desempenho na dentina.

Recentemente foi introduzida no mercado uma nova geracao de adesivos
que sao chamados sistemas adesivos Universais. Estes sistemas tém a
vantagem de, com o mesmo frasco, poderem ser utilizados tanto na estratégia
de adeséo etch-and-rinse (ER) como na estratégia self-etch (SE) aliando num s6
frasco o melhor dos dois sistemas, sendo uma opc¢do muito versatil e atractiva

para a maioria dos profissionais de saude.

Toxicidade dos adesivos

A maioria das formulacdes dos sistemas dentarios e das resinas
compostas sao polimeros constituidos por monémeros a base de metacrilatos.
O glicidildimetacrilato de bisfenol A (doravante referido apenas como Bis-GMA)
foi introduzido na década de 60 por Bowan e Rodriguez (1962) e tem sido, ao
longo do tempo, o mondmero mais utilizado como base dos adesivos e das
resinas compostas, devido a sua capacidade de se difundir nos tecidos, bem
como as boas propriedades fisicas e mecanicas. No entanto, este monémero
contém Bisfenol A; este composto toxico, bastante utilizado nos plasticos, tem

sido associado a inumeros efeitos citotoxicos e actividade estrogénica.

Recentemente tém sido introduzidas no mercado novas resinas
compostas sem Bis-GMA, denominadas de “BPA-Free”, utilizando na sua
constituicdo mondmeros alternativos de forma a oferecer op¢des potencialmente
menos toxicas aos doentes. No entanto, os sistemas adesivos ndo tém
acompanhado esta crescente oferta, existindo uma lacuna no mercado de
sistemas adesivos que ndo contenham Bis-GMA. Sem adesivos com estas
caracteristicas torna-se dificil oferecer aos pacientes restauracdes dentérias que

sejam completamente livres deste mondmero.
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PROBLEMAS TECNICOS RESOLVIDOS

A crescente preocupacao, com a seguranc¢a dos materiais e a procura de
opc¢bes sempre mais bioldgicas € indiscutivel, o que tem conduzido uma procura
também crescente, por parte dos pacientes dessas abordagens nos tratamentos

de medicina dentaria.

Na presente invengédo, pretendeu-se produzir uma formulagéo para um
sistema adesivo que néo incluisse na sua composi¢cao o Bis-GMA. A grande
inovacdo da presente invencdo prende-se com a utilizacdo do G-IEMA-
dendrimero de segunda geracdo derivado do metacrilato de 2-isocianoetilo
(IEMA) (doravante apenas referido como G-IEMA) como monémero de
reticulacdo alternativo ao Bis-GMA. Desta forma, com a incorporacdo do G-IEMA
na formulacdo de um novo sistema adesivo, obteve-se um adesivo dentario do

tipo Universal e livre de bisfenol A.

A escolha deste monomero dendritico teve em consideragdo varios
aspectos:
e a utilizacéo crescente de dendrimeros na area da saude;
e asua estrutura em forma de estrela permite uma polimerizacao
em oito extremidades, melhorando a taxa de conversao
(polimerizagéo) do adesivo e subsequente melhoria da adeséo

do sistema adesivo dentario;
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e a polimerizagdo ao ocorrer nas oito extremidades do mondémero

permite diminuir a contrac¢ao de polimerizagdo comparativamente

ao que acontece com 0s monémeros do tipo linear, como € o caso

do Bis-GMA;

e a estrutura deste dendrimero estrelado podera ajudar a preencher

melhor os espacos entre as fibras de colagénio da dentina e dos

tubulos dentinarios, aumentando a penetracéo e posterior fixacdo

do adesivo dentro da estrutura dentaria.

Da analise dos resultados obtidos com a formulagcdo do adesivo da

presente invencgao, conclui-se que:

e As elevadas taxas de polimerizagdo obtidas, juntamente com os

valores de contraccéo de polimerizagcdo semelhantes aos adesivos

ja encontrados comercialmente, possibilitam uma diminuicdo do

fendmeno de microinfiltracdo e o aumento da longevidade das

restauracoes;

e A utilizacdo de dendrimeros, devido a sua estrutura quimica em

forma de estrela, parece contribuir para melhorar a penetracéo e

retencdo micromecanica do adesivo no dente, contribuindo
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também para a diminuicdo da microinfiltracdo e para a obtengéo de
boas forcas adesivas;

e A utilizagdo do G-IEMA permitiu a obtencdo de um sistema adesivo
com propriedades fisico-quimicas e mecanicas melhoradas e/ou
muito semelhantes aos sistemas adesivos comercialmente
disponiveis e, simultaneamente, substituir o Bis-GMA, utilizado na
maioria dos adesivos dentérios. O sistema desenvolvido mostra
potencial para ser, no futuro, comercializado e assim acompanhar
a tendéncia do mercado em desenvolver materiais com menor

toxicidade.

O pedido de patente com numero de publicacdo W0O2011/041677 A2,
descreve formulacdes para um sistema adesivo dentario usadas para ligar
materiais dentarios a tecidos duros compreendendo uma mistura polimerizavel
de um ou mais compostos multifuncionais estaveis de baixa contracdo, cujos
compostos sao derivados do acido metacrilico ou nomeadamente metacrilatos,
de ligacdo do dente duro (esmalte ou dentina) a materiais restauradores
dentarios, e apresentam selamento marginal de alta qualidade entre o dente e o
material, aderindo assim e melhorando a estabilidade da restauracédo. Esta

formulagéo inclui o Bis-GMA como mondmero polimerizavel.

O pedido de patente com numero de publicacdo EP 2873410 Al divulga
uma composicdo adesiva dentaria que inclui: (A) um mondmero polimerizavel
que contém um grupo acidico e (B) um polimero dendritico com elevado peso
molecular. Sendo a reaccdo entre estes dois compostos a responsavel pela
melhoria na adesédo e durabilidade do adesivo. A formulagéo divulgada neste
pedido de patente ndo da qualquer indicacdo da presenca do G-IEMA, pelo
contrério, o polimero dendritico utilizado é estruturalmente muito diferente do G-
IEMA, e um dos compostos possiveis de estarem presentes na formulagéo é
precisamente o Bis-GMA. Esta formulacdo podera também conter Bis-GMA,
monomero que se pretende eliminar neste tipo de formulacdes para sistemas

dentarios.
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SUMARIO DA INVENCAO

E assim objecto da presente invengdo uma nova formulagdo para um
sistema adesivo dentério do tipo Universal que ndo contem bisfenol A, mantendo
e/ou melhorando as propriedades fisico-quimicas e mecanicas dos adesivos

comercialmente disponiveis.

A presente invencgdo refere-se assim a uma nova formulagdo para um
sistema adesivo dentario do tipo Universal; assim, os diferentes componentes
da formulacéo sdo armazenados num frasco Unico; compreendendo-um sistema

adesivo dentario e um mondémero de reticulagdo dendritico de segunda geracao.

DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1 — representacao das estruturas quimicas do Bis-GMA (A) e do
G-IEMA (B), sendo visivel a estrutura linear e a estrutura dendritica de cada
composto, respectivamente.

Figura 2 - representa as principais etapas da sintese do G-IEMA (a sintese
foi efectuada a partir dos procedimentos ja descritos na literatura por Yu B., et
al, 2014)

Figura 3 - representa o espectro FTIR (Espectroscopia de Infravermelho
com Transformada de Fourier) do G-IEMA

Figura 4 - representa o espectro de *H-RMN (Ressonancia magnética
nuclear de protédo) do G-IEMA

Figura 5 - representa a taxa de polimerizacdo ou conversao (DBC) de
cada adesivo ap6s incidéncia de 60 seg de luz. Sendo SBU e FUT adesivos
disponiveis comercialmente e com a presenca de Bis-GMA e AE1l e AE2 sao os
adesivos da presente invencado, sendo o AE1 o adesivo de controlo.

Figura 5a e 5b - representam as imagens obtidas por microscopia SEM
da interface de ligacédo dos adesivos testados quando o ER foi aplicado. Foram
utilizadas ampliagdes de 500X (A, C, E, G, 1) e 2000x (B, D, F, H, J). A, B - SBU
com 11,3um de espessura de camada hibrida (HL); C, D - FUT; E, F - AE1 com
12,3 um de espessura HL; G-J - AE2 com 11,2um de espessura HL e tags de
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resina (RT) com 18,2um de comprimento. RC - resina composta; D - dentina; HL
- camada hibrida; RT - tags de resina; LRT - tags de resina lateral.

Figura 6 - Microscopias SEM da interface de ligacdo dos adesivos
testados quando SE foi aplicado. Ampliagéo de 500X (A, C, E, G) e 2000x (B, D,
F) foram utilizados. A, B - SBU; C, D - FUT; E, F - AELl; G - AE2. RC - resina
composta; D - dentina; HL - camada hibrida; RT - tags de resina; LRT - tags de

resina lateral.

No ambito da presente invengao, “Tags” de resina sdo prolongamentos
de resina adesiva que ficam polimerizados dentro do tecido dentario. Quanto em
maior nimero e mais longos forem os prolongamentos maior a penetracéo do

adesivo, permitindo uma melhor adesao micromecéanica ao dente.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengéo refere-se a uma nova formulacdo para um sistema
adesivo dentario do tipo Universal, isto €, um adesivo que se enquadra no tipo
de adesivos mais recentes e mais versateis que podem ser utilizados segundo
dois protocolos de aplicacdo: etch-and-rinse (ER) e self-etch (SE). O sistema
adesivo da presente invencado sera aplicado no dente (esmalte e/ou dentina) e
servira como adesivo de ligacdo entre o dente e uma resina composta,
possibilitando realizar uma restauracao dentaria, tal como os demais sistemas
adesivos existentes actualmente. O sistema adesivo dentario que contém a
formulacéo da presente invencdo podera ainda ser aplicado em dois tipos de
substrato dentério: esmalte e dentina. O sistema adesivo dentario da presente
invencéo nao inclui na sua composi¢ao o Bis-GMA, sendo por isso um produto
gue é potencialmente indcuo, eliminado-se os efeitos toxicos associados a
exposicdo ao bisfenol A, nomeadamente o efeito estrogénico, por ex,
apresentando deste modo uma toxidade mais reduzida face aos adesivos

dentarios que contém o Bis-GMA.
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Para chegar a formulacdo do sistema adesivo dentario da presente
invencéao foi necessario efetuar a sintese quimica do G-IEMA, uma vez que o
mesmo ndo estad comercialmente disponivel. A sintese deste mondémero
dendritico encontra-se descrita abaixo, tendo tido a base da sua sintese na
literatura existente. O G-IEMA foi posteriormente utilizado como monémero de

reticulacdo da formulacédo da presente invencao.

A este monémero de reticulacdo denditrico de segunda geracdo foram
adicionados outros compostos, tendo por base o conhecimento da composi¢cao
de outros adesivos comercialmente disponiveis, tais como restantes monémeros
funcionais, agentes de copolimerizacdo, iniciadores da reaccdo de

polimerizacéo, agua e alcool, que foram adquiridos comercialmente.
Apos terem-se encontrado as % ideais para cada componente da

formulacéo, os diferentes componentes foram misturados num frasco de plastico

completamente opaco, obtendo-se um liquido viscoso de coloracdo amarelada.

Sintese quimica do dendrimero G-IEMA (mondmero de reticulacdo

dendritico que estd compreendido na formulacdo do sistema adesivo da

presente invencao)

A sintese deste monomero foi realizada pelos inventores da presente
invencao e tendo como base a descricao da sua sintese a literatura existente e
relacionada. Foram, no entanto, introduzidas pequenas alteracdes aos
procedimentos experimentais ja descritos por forma a optimizar e condi¢des de
trabalho e graus de pureza do composto final tendo em visa o objectivo proposto
na presente invencado. A sintese foi efectuada a partir dos procedimentos ja
descritos na literatura por Yu B., et al, 2014. Primeiramente o0 mondémero PETA
(Figura 2 - tetraacrilato de pentaeritritol) foi purificado por cromatografia em
coluna. O produto foi isolado com um rendimento de 42%, apresentando as
seguintes bandas de FTIR (Fourier Transform infrared spectroscopy): u(cm-1),
1721 v(C=0, éster), 1634 v(C=C, alceno/alifatico), 1407 & (CH, alceno), 1165 v
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(C-0O, éster), 806 y (CH, alceno). A analise do composto por ressonancia
magneética nuclear de protdo revelou os seguintes picos: 1H-NMR6,44 (m, 4H,
trans CH=CH2); 6,14 (m, 8H, CH2=CH); 5,88 (m, 4H, cis CH=CH2); 4,32 (s, 8H,
CCH20). Em seguida, foi sintetizado o composto G-(OH) com rendimento de
40%. Este composto foi obtido como um 6éleo incolor e com o0 seguinte espectro
de FTIR: v(cm-1): 3222 v(O-H, alcool), 1711 v(C=0, éster), 1403 &(OH, alcool),
1110 v(C-0, éster), 1066 v(C-0, alcool), e apresentando o seguinte 'H-NMR:
3,76 (d,8H,CCH20-); 3,66 (t, 16H, CH2CH20H); 2,84 (t, 8H, COCH2CH2N); 2,76
(t, 16H, NCH2CH20H); 2,58 (t, 8H, COCH2CHy>).

Seguidamente, o G-IEMA foi sintetizado com um rendimento de 40% a
partir do seu percursor G-(OH) (Fig. 2). O produto obtido apresentou-se como
um Oleo transparente que foi posteriormente purificado por cromatografia em
coluna e cromatografia preparativa em camada fina de forma a isolar a fracao
correspondente ao G-IEMA com elevado grau de pureza. A caracterizacao do
produto e o seu grau de pureza foram avaliados por FTIR e confirmados por tH-
RMN (Ressonancia Magnética Nuclear de protdo). FTIR: v(cm-1): 3355 v(N-H,
amide), 2956 v(C—H, alifatico), 1713 v(C=0, éster), 1636 v(C=C, alifatico/alceno),
1544 & (N-H, amide), 1453 &(CH, alceno), 1158, v(C-0O, éster), 942 &(CH,
alifatico/alceno). 1H-NMR: 6,13 (s, 8H, trans, CH2=CH(CH3)CO); 5,53 (s,8H, cis,
CH2=C(CH3)CO); 4,16 (t, 16H, CH2CH20COC(CHs)=CH2); 4.07 (t, 16H,
NCH2CH20CONH); 3,67 (s, 8H, CCH20-); 3,50 (t, 16H, HNCH2CH200C); 3,29
(s, 8H, CCH20CO); 2,77 (8H, t, OCOCH2CH2N); 2,56
(16H,t,8(NCH2CH200CNH)); 2,41 (t,8H, 4(CH200CCH2CH2N)); 1,88 (s, 24H,
CH2=C(CHs3)CO).
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ApGs a sintese do monémero G-IEMA foram adicionados os restantes

constituintes da formulacéo que sera utilizada no sistema adesivo dentario.

Serdo adicionados, especificamente por esta ordem ao G-IEMA, UDMA:
uretano dimetacrilato; HPDPI: difeniliodoniumhexafluorofosfato; BDA: etil-4-
dimetilaminobenzoato; HEMA: hidroxietii metacrilato, TEGDMA: 1,10-
decametileno glicol dimetacrilato; 10-MDP: 10-metaacriloxidecil dihidrogeno

fosfato; CQ: camforquinona, agua e etanol.

Esta adicdo devera ocorrer especificamente pela ordem referida, mais
concretamente o iniciador, como a camforquinona, que deve ser o ultimo a ser
adicionado para ndo promover a iniciacdo de reacdes competitivas enquanto se
procede a mistura dos componentes. De qualquer modo, a técnica experimental
devera ocorrer sempre da mesma forma para que nao sejam introduzidas mais

variaveis a serem controladas.

Para testar a eficacia da formulacdo da presente invencdo foram
incluidos varios testes fisico-quimicos e mecanicos de acordo com
procedimentos experimentais descritos na literatura. Os resultados obtidos foram
comparados com dois sistemas adesivos dentarios e disponiveis
comercialmente e com o sistema adesivo dentario experimental de controlo
formulado pelos inventores. Este sistema adesivo experimental de controlo
apresenta exatamente a mesma composi¢cado do adesivo inovador no entanto,

em vez do dendrimero G-IEMA, contém Bis-GMA em igual percentagem.

A caracterizacéo fisico-quimica destes sistemas adesivos foi efetuada de
acordo com procedimentos descritos na literatura, e consistiu em:
e determinar o pH de cada sistema adesivo em analise através de
equipamentos de alta precisdo e devidamente calibrados (Crison
Basic 20 (Crison Instruments, Barcelona, Spain);
e medir as taxas de polimerizagdo/conversao através dos espectros
de FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy, spectrometer

Spectrum 65 from Perkin-Elmer (Massachusetts, USA);
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e medir a contraccdo de polimerizacdo através de um kit de
determinacao de densidades (Mettler Toledo X, Mettler Instrument
Co., Highstone, NJ, USA).

e medir a taxa de absorcdo e solubilidade em &gua através dos
procedimentos descritos na norma 1SO40439.

Foram posteriormente efetuados testes de adesdo para quantificar as
forcas adesivas a dentina, segundo os dois protocolos de aplicagédo, etch-and-
rinse e self-etch (também descritos em baixo). Os testes de adesdo foram
efectuados através de ensaios de microtraccdo numa maquina de teste universal
(Shimadzu AG-50kNI SD MS, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) e as forgas
adesivas foram obtidas em Mpa.

De forma a avaliar o grau de penetracdo do adesivo dentro do dente, a
camada hibrida formada e os tags de resina (indispensaveis para existir uma boa
adesdo), o interface adesivo foi também avaliado através da microscopia
electronica (FEG-SEM JEOL, model JSM7001F, Tokyo, Japan), conforme as

figuras 5 e 6 do presente pedido de patente.

OBJETOS DA INVENCAO

Constitui um primeiro objeto da invencdo uma formulacdo para um
sistema adesivo dentario que compreende um monémero de reticulacdo

dendritico de segunda geracdo com pelo menos oito extremidades.

A estrutura dendritica deste tipo de monomeros permite que a
polimerizacdo seja mais eficaz, dado o numero de pontos onde esta podera
ocorrer, ou seja, existem pelo menos oito extremidades onde é possivel ocorrer
polimerizacdo. Deste modo a taxa de conversdo (polimerizacdo) do adesivo &

melhorada, levando a uma durabilidade maior da restauracéo dentaria.

Além disso, a polimerizagdo ao ocorrer nas oito extremidades do

mondémero de reticulagdo permite diminuir a contraccdo de polimerizacao
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comparativamente com o que acontece com 0s monémeros do tipo linear, como

€ 0 caso do Bis-GMA.

A estrutura deste dendrimero (0 monomero de reticulagdo - G-IEMA)
permite preencher mais eficientemente os espacos entre as fibras de colagénio
da dentina e os tdbulos dentinarios, aumentando deste modo a penetracdo e

posterior fixacdo do adesivo dentro da estrutura dentéria.

Num modo de realizacdo preferido a formulacédo da presente invencao
contém o monomero de reticulacdo dendritico de segunda geracdo com pelo
menos oito extremidades - o G-IEMA- derivado do metacrilato de 2-

isocianatoetilo.

Com a utilizacdo deste mondmero de reticulacdo dendritico de segunda
geracdo (o G-IEMA) é , eliminam-se os efeitos toxicos associados a exposicao
ao Bisfenol A, isto é, o efeito estrogénico, por ex, assim este sistema
apresentara toxidade reduzida face aos sistemas que contém Bis-GMA, sendo
que a utilizacao do G-IEMA neste tipo de sistemas adesivos dentarios apresenta
esta mais valia, ndo comprometendo em simultdneo a eficacia do sistema
adesivo e até melhorando certos parametros essenciais para a sua durabilidade,
como a forca adesiva a dentina, face aos sistemas adesivos dentérios

conhecidos.

Num modo de realizacdo preferido a formulacédo da presente invencao
compreende ainda UDMA uretano dimetacrilato como monomero de reticulacéo
ou cross-linking; HPDPI: difeniliodoniumhexafluorofosfato como mondémero de
reticulagcédo ou cross-linking; BDA: etil-4-dimetilaminobenzoato como co-iniciador
quimico da reacdo de polimerizacdo; HEMA: hidroxietil metacrilato como
monomero de reticulacdo ou cross-linking ; TEGDMA: 1,10-decametileno glicol
dimetacrilato como mondmero de reticulagdo ou cross-linking ; 10-MDP: 10-
metaacriloxidecil dihidrogeno fosfato como mondémero funcional, CQ:
camforquinona como iniciador quimico da reagdo de polimerizacao/fotoiniciador,

agua e etanol que seréo os solventes.
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Noutro modo de realizagao preferido a formulacao da presente invencéo

apresenta as seguintes percentagens dos seus constituintes e em massa:

15-17% de G-IEMA,;

5-10% de UDMA,;
1,5-2% de HDPPI;
1-1,5% de BDA,;
15-25% de HEMA;
5-7% de TEGDMA;
5-10% de 10-MDP;
10-12% de agua;
23-28% de etanol; e
1-1,5% de CQ.

Constitui outro objecto da presente invencdo um processo de obtencao

da formulacao descrita anteriormente e que compreende 0s seguintes passos:

- a) Sintese quimica do monémero de reticulagdo dendritico de segunda
geracao, G-IEMA,

- b) Adicdo dos restantes compostos ao G-IEMA sintetizado no passo
a), num frasco de plastico e completamente opaco;

- ¢) Agitacdo da mistura numa placa de agitacdo entre 5 a 10 s, até se
obter uma mistura homogénea;

- d) Armazenamento da mistura, abrigo da luz, em frasco devidamente

rolhado, a temperatura entre os 4° e os 8°C.

Num modo de realizagdo preferido o processo de obtencéo da formulagéo
da presente invencdo os compostos sdo adicionados especificamente pela
seguinte ordem: G-IEMA, UDMA, HPDPI, BDA, HEMA, TEGDMA, 10-MDP,
agua, etanol e CQ.

A ordem dos diversos componentes visa huma primeira abordagem a
criagdo de uma metodologia para ndo haver diferengas nas varias formulacdes.

Por outro lado, considera-se a consisténcia de cada componente e a sua funcao
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na formulacdo. A camforquinona sendo um iniciador quimico da reacgédo de
polimerizacao/fotoiniciador e reagindo a luz sera a ultima a ser adicionada de
forma a que o frasco opaco seja imediatamente rolhado evitando-se assim a
polimerizagdo do adesivo. Os solventes apresentam elevada volatilidade
também serdo adicionados no fim do processo, contribuindo para a dissolugéo

dos restantes componentes mais Vviscoso0s.

E ainda objecto da presente um sistema adesivo dentario do tipo

Universal, que compreende a formulagéo descrita.

Num modo de realizacéo preferido o sistema adesivo dentario da presente

invengao apresenta um pH entre 1,90 e 3,50.

Um pH entre 1,90 e 3,50 ¢é ideal de forma a que exista uma boa adesédo
micro-mecanica e quimica. Isto é, por um lado o adesivo com este pH provoca
uma desmineralizagdo do tecido dentario suficiente para dissolver a camada de
detritos que se forma quando instrumentamos o dente com brocas criando
microporosidades no esmalte e abertura dos tibulos da dentina para permitir a
penetracdo do adesivo para dentro do dente, ficando la retido ap6s a sua
polimeriza¢do (ades&o micromecanica). Por outro lado, este valor de pH permite
ainda deixar algum conteudo de célcio imprescindivel para formar um reforgo na
adesdo micromecanica que ocorre pela ligacdo quimica do mondémero de 10-

mdp presente no adesivo e o calcio do dente (adesdo quimica).

Noutro modo de realizacdo preferido o sistema adesivo dentario

apresenta uma taxa de polimerizagao entre 70-85%.

Veja-se que os sistemas adesivos comercialmente disponiveis e que
contém Bis-GMA apresentam taxas de polimerizacéo entre 37 e 56% (Tabela 1
- AE1 (adesivo experimental de controlo) VS SBU e FUT - adesivos

comercialmente disponiveis).
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Os testes foram realizados sob as mesmas condicbes e com 0S mesmos
constituintes, pelo que poderemos concluir que a presenca do G-IEMA e a sua
estrutura dentritica serd a responsavel por este aumento da taxa de

polimerizacao.

Ainda num modo de realizacdo preferido o sistema adesivo dentario da
presente invencdo apresenta uma taxa de contragdo de polimerizagao
(alteragcao/diminuicdo do tamanho que o adesivo sofre apds a sua polimerizacao
dentro do tecido dentario) entre 9-12%. Se contrair demasiado pode levar a
fractura adesiva e consequente falha da restauracdo. Poderemos inferir
igualmente que a presenga do G-IEMA é o responsavel por esta taxa de
contracao baixa.

Noutro modo de realizacao preferido o sistema adesivo dentario de acordo
com a presente invencao apresenta uma taxa de absorcdo de agua entre 160-
215%.

Ainda num modo de realizacdo preferencial o sistema adesivo dentario

apresenta uma solubilidade em agua entre 75-85%.

Poderemos concluir face a tabela 1 que a presenca deste monémero
dentritico de segunda geracédo, O G-IEMA, nestes sistemas adesivos dentarios
em substituicdo do usualmente utilizado Bis-GMA, ndo compromete os valores
relevantes da absorcéo e solubilidade em agua.

Ainda num modo preferencial da presente invencdo o sistema adesivo
dentario apresenta forcas adesivas a dentina apos 24 h de aplicacéo do sistema
adesivo entre 29,6 e 37 Mpa quando a aplicacéo é do tipo etch-and-rinse (ER) e
entre 25,6 e 30,2 Mpa quando a aplicacao € do tipo self-etch (SE).

Sendo estes valores de forcas adesivas melhorados face aos testes
realizados (conforme valores referidos na tabela 2).

O sistema adesivo dentario do tipo Universal da presente invencao
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apresenta taxas de conversao superiores as dos sistemas adesivos dentarios
comercialmente disponiveis e boas propriedades mecanicas quando aplicado na

dentina.

O sistema adesivo dentario € igualmente um sistema adesivo inovador
uma vez que contém um monomero de reticulacdo dendritico na sua formulagéao
que além de conferir as propriedades explicadas anteriormente, ndo contém
bisfenol A ao contrario do mondmero usualmente utilizado nos adesivos
comerciais (o0 Bis-GMA), possibilitando assim reduzir o potencial citotoxico que

este tipo de materiais apresenta.

PARTE EXPERIMENTAL

Para cada exemplo abaixo descrito da formulacdo para um sistema
adesivo dentario da presente invencdo foi sempre formulado igualmente uma
formulacdo para um sistema adesivo experimental de controlo (AE1l) que
apresenta exactamente a mesmacomposicdo que o0 sSistema adesivo
experimental (AE2) a excepcdo do G-IEMA que foi substituido em igual
quantidade pelo Bis-GMA. S6 desta forma é possivel comparar os resultados e
avaliar se o G-IEMA podera ser utilizado em alternativa ao Bis-GMA.

EXEMPLO 1

Foram preparadas duas formulacfes para sistemas adesivos dentarios:-
a formulacao designada como AE2 (que contém o G-IEMA) e a formulagédo AE1
(que contém Bis-GMA). Para cada uma delas foram efectuadas pesagens da
guantidade relativa de cada componente (em massa) e misturados num frasco

opaco pela ordem a baixo indicada:
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Adesivos AE2 AE1l
Ordem de | Componentes | Quantidade | Componentes | Quantidade
adicao (%) (%)
1° G-IEMA 15 Bis-GMA 15
2° UDMA 10 UDMA 10
3° HPDPI 1,5 HPDPI 1,5
4° BDA 1,5 BDA 1,5
5° HEMA 25 HEMA 25
6° TEGDMA 7 TEGDMA 7
7° 10-MDP 5 10-MDP 5
8° AGUA 10 AGUA 10
9° ETANOL 23 ETANOL 23
10° CQ 1,5 CQ 1,5
EXEMPLO 2

Para este exemplo foi realizada uma formulacdo na qual foram

adicionados 15,5% de G-IEMA, 20% de HEMA, 5,5% de 10-MDP e 27% de

etanol. Os restantes componentes foram mantidos nas mesmas quantidades

face ao exemplo 1. A ordem de adicao foi a indicada no exemplo 1.

EXEMPLO 3

A formulacdo do sistema adesivo deste exemplo foi

aumentando a % de G-IEMA para 16%, e aumentando o 10-MDP para 8%. A

guantidade de HEMA foi a mesma utilizada no exemplo 2 e o etanol foi reduzido

para 24%. Os restantes componentes ndo sofreram alteracdo face ao exemplo

1. A ordem de adigéo foi a indicada no exemplo 1.
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EXEMPLO 4

A formulagéo para o sistema adesivo do exemplo agora descrito foi
formulado adicionando 15% de G-IEMA e igual quantidade de HEMA. O 10-MDP
foi introduzido no adesivo em quantidade correspondente a 10% e o etanol a
28%. Os restantes componentes nao sofreram alteracdo face ao exemplo 1. A

ordem de adicao foi a indicada no exemplo 1.

EXEMPLO 5

Neste exemplo a formulacdo do sistema adesivo contém 15,5% de G-
IEMA, 22,5% de HEMA, 7% de 10-MDP e 23% de etanol. Para os restantes
componentes foram utilizadas as mesmas concentragdes face ao exemplo 1. A

ordem de adicao foi a indicada no exemplo 1.

EXEMPLO 6

Adicionou-se 16% de G-IEMA e igual quantidade de HEMA. O 10-MDP foi
adicionado em 8% e o etanol numa % correspondente a 28%. Para os restantes
componentes foram utilizadas as mesmas concentragfes face ao exemplo 1. A

ordem de adicao foi a indicada no exemplo 1.

EXEMPLO 7

Utilizando a mesma % de G-IEMA do Ex. 6, aumentou-se a % de HEMA
para 19% e de 10-MDP para 10%. Foi ainda utilizado 23% de etanol. Para os
restantes componentes foram utilizadas as mesmas concentracdes face ao

exemplo 1. A ordem de adicao foi a indicada no exemplo 1.
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EXEMPLO 8

A formulacéo do sistema adesivo do presente exemplo contém 17% de
G-IEMA, 23% de HEMA, 5% de 10-MDP e 23% de etanol. Para os restantes
componentes ndo sofreram alteracao face ao exemplo 1. A ordem de adicéo foi
a indicada no exemplo 1.

CONCLUSOES

Com os varios exemplos de formulacdes para o sistema adesvo dentario
da presente invencao foram efectuados testes de caracterizacdo fisico-quimica
bem como testes de adesdo a dentina, utilizando sempre os dois protocolos de
aplicacdo do adesivo (ER e SE). As tabelas abaixo apresentam o intervalo de
valores obtidos com osvarios exemplos de formulacbes efectuados (AE2 Ex.1-
8). Para comparacao colocamos também os resultados obtidos com os adesivos
comerciais utilizados como controlo (SBU e FUT).

e com os adesivos formulados por nés que também serviram de controlo
(AE1 Ex.1-8).
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TABELA 1: Propriedades Fisico-quimicas

SISTEMAS ADESIVOS

DENTARIOS

DBC (%)
pH PS (%) WS
60 sec

SL

SBU
(COMERCIALMENTE
DISPONIVEL E COM

Bis-GMA)

2,65-2,95 37,6-53,8 11,5-14,5 79,8-139,2

39,1-61,7

FUT
(COMERCIALMENTE
DISPONIVEL E COM

Bis-GMA)

1,7=1,9 56,0-87,2 9,68=11 69,7-227,9

35,8-94, 8

AE1l

(Ex.1a8)

1,5=2,0% 70,4-76,6 9,2=11,2 83-212,6

35,3=91,9

AE2

(Ex.1a8)

1,94-3,5 79,7-84,1 10,3-11,1 161,9-212,1

79,4-84,2

DBC — taxa de polimerizacdo; PS — contracdo de polimerizacdo; WS — absorcéo de dgua; SL — solubilidade
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TABELA 2

FORCAS DE ADESAO A DENTINA
GROUPS PROTOCOL
Mpa
SBU-ER ER 15,5-25,5
FUT-ER 23-33,0
AE1l-ER 32-35,3
(Ex.1 a8)
AE2-ER 29,6-37
(Ex.1a8)
SBU-SE SE 13,7-23,7
FUT-SE 13,9-23,9
AE1-SE 26,6 -36,9
(Ex.1 a 8)
AE2-SE 25,6 — 30,2
(Ex.1 a 8)

Comparando os resultados obtidos das formulagfes testadas, é possivel
verificar que a formulacdo do AE2 compreendida nos exemplos descritos
anteriormente contribuiu para aumentar as taxas de polimerizagédo (DBC) de
79,7% para 84,1%.

Da andlise das tabelas 1 e 2 conclui-se que existe uma descida do pH do
adesivo de 3,5 para 1,94 o que permite melhorar os valores obtidos na
resisténcia adesiva; veja-se que quando se utiliza o protocolo SE (as forgas

adesivas passam de 25,6 Mpa para 30,2 Mpa).
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Da mesma analise e para o protocolo ER, a também se verifica que as
forcas de adeséo sao eficazes e com valores semelhantes e até superiores aos

adesivos comercialmente disponiveis (37Mpa).

Como sera evidente a um perito na especialidade, a presente invengéo
nao devera estar limitada aos modos de realizacdo descritos no presente
documento, sendo possiveis diversas alteracdes que se mantém no ambito da

presente invengao.

Evidentemente, os modos preferenciais acima apresentados sao
combinaveis, nas diferentes formas possiveis, evitando-se aqui a repeticao de

todas essas combinacoes.
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1. Formulacdo para um sistema adesivo dentario caracterizada por
compreender um monomero de reticulacdo dendritico de segunda

geragao com pelo menos oito extremidades.

2. Formulacdo para um sistema adesivo dentario de acordo com a
reivindicacdo anterior caracterizada por o monomero de reticulacdo
dendritico de segunda geracdo ser o G(2)-isocianatoetil metacrilato

(G-IEMA), com formula:

REIVINDICACOES
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3. Formulagdo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
anteriores caracterizada por compreender ainda UDMA: uretano
dimetacrilato como monomero de reticulacdo ou cross-linking; HPDPI:
difeniliodoniumhexafluorofosfato como mondémero de reticulagédo ou
cross-linking; BDA: etil-4-dimetilaminobenzoato como co-iniciador
quimico da reacdo de polimerizacdo; HEMA: hidroxietil metacrilato

como monomero de reticulacdo ou cross-linking; TEGDMA: 1,10-
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decametileno glicol dimetacrilato como mondmero de reticulagdo ou
cross-linking; 10-MDP: 10-metaacriloxidecil dihidrogeno fosfato como
monomero funcional; CQ: camforquinona como iniciador quimico da
reacdo de polimerizacao/fotoiniciador, agua e etanol que serdo os
solventes.

4. Formulacdo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
anteriores caracterizada por compreender as seguintes percentagens

dos seus constituintes, em massa:

15-17% de G-IEMA,;
5-10% de UDMA,;
1,5-2% de HDPPI;
1-1,5% de BDA;
15-25% de HEMA,
5-7% de TEGDMA,;
5-10% de 10-MDP;
10-12% de agua;
23-28% de etanol; e

1-1,5% de CQ.

5. Processo de obtencéo da formulacdo de acordo com qualquer uma
das reivindicacbes 1-4 anteriores caracterizado por compreender 0s

seguintes passos:

a) Sintese quimica do monomero de reticulagéo dendritico estrelado,
G-IEMA;
b) Adicao dos restantes compostos ao G-IEMA sintetizado no passo

a) num frasco de plastico e completamente opaco;
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c) Agitacao da mistura numa placa de agitacédo entre 5 a 10 s, até se
obter uma mistura homogénea;
d) Armazenamento da mistura, abrigo da luz, em frasco devidamente

rolhado, & temperatura entre os 4° e os 8°C.

6. Processo de acordo com a reivindicacdo 5 caracterizado por a
ordem de adicdo dos compostos ser a seguinte: G-IEMA, UDMA,
HPDPI, BDA, HEMA, TEGDMA, 10-MDP, agua, etanol e CQ.

7. Sistema adesivo dentario do tipo Universal, caracterizado por
compreender a formulagdo descrita em qualquer uma das

reivindicagdes 1-4.

8. Sistema adesivo dentario de acordo com a reivindicacdo 7

caracterizado por apresentar um pH entre 1,90 e 3,50.

9. Sistema adesivo dentario de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 7-8 caracterizado por apresentar uma taxa de

polimerizacao entre 70-85%.

10.Sistema adesivo dentario de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 7-9 -caracterizado por apresentar uma taxa de

contracao de polimerizacéo entre 9-12%.

11. Sistema adesivo dentario de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 7-10 caracterizado por apresentar uma taxa de

absorcao de agua entre 210-160%.

12.Sistema adesivo dentario de acordo com qualguer uma das
reivindicagbes 7-11 caracterizado por apresentar uma solubilidade em

agua entre 79-85%.
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- 13.Sistema adesivo dentario de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 7-12 caracterizado por apresentar forcas a dentina
entre 29,6 e 37 Mpa quando a aplicacéo é do tipo etch-and-rinse (ER)
e entre 25,6 e 30,2 Mpa quando a aplicacéo é do tipo self-etch (SE).

Lisboa, 8 de Outubro de 2018
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DISCUSSAO E CONCLUSAO GERAL

Com o desenvolvimento evidente dos sistemas adesivos dentarios, é
amplamente aceite que a adeséo da interface dentina-resina é determinada por
trés aspetos fundamentais: a) a infiltracdo dos monémeros do adesivo na matriz
da dentina desmineralizada, b) a formacdo da camada hibrida na dentina
intertubular e dos resin tags dentro dos tubulos dentinarios e ¢) a ligacédo quimica
a superficie da dentina (Zhou et al., 2019).

O grande desafio no design e aprimoramento de novos materiais adesivos
para que apresentem um alto desempenho na interface resina-dentina, centra-
se em tornar a adesao mais forte e duravel aos tecidos dentérios, apesar das
condi¢cBes adversas da cavidade oral (Toledano & Osorio, 2015).

O complexo pulpo-dentinario é um substrato bastante dinadmico e a
presenca de 4gua e conteudo organico dificulta a estabilidade da adeséo a longo
prazo (Bedran-Russo et al., 2017). A interface adesiva € altamente suscetivel a
degradacdo hidrolitica e enzimatica. A presenca de bactérias e enzimas
endogenas, associadas a um meio acido promovido pela aplicacédo dos adesivos
sao fatores que contribuem altamente para a sua degradacdo sendo
determinantes na longevidade das restauracdes. Deste modo, procurar melhorar
a estabilidade da camada hibrida ao longo dos anos € ainda hoje um dos grandes
desafios na dentisteria adesiva (Betancourt et al., 2019; Nagarkar et al., 2019).

Ao longo dos ultimos anos tém sido propostas mdultiplas abordagens que
visam melhorar a estabilidade da camada hibrida ao mesmo tempo que surgem
novos materiais e técnicas de aplicacao dos adesivos (Minchow & Biottino et al.,
2017; Zhou et al., 2019). A duracéo da aplicacdo de acido, a técnica de lavagem
e o tempo de secagem da agua, a qualidade da evaporacao dos solventes, a
forma como se aplica o adesivo e a eficacia da polimerizacdo séo alguns dos
passos cruciais para se conseguir uma boa eficicia adesiva. O clinico deve
assim estar ciente da variacdo das caracteristicas particulares de cada tecido
dentario e das estratégias que devem ser utilizadas para otimizar o
comportamento e eficacia do sistema adesivo utilizado (Breschi et al., 2018;
Moritake et al. 2018; Ahmed et al., 2019; Zecin-Deren et al. 2019).
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No sentido de melhorar a longevidade das restauracdes, muitos
investigadores tém dedicado o seu trabalho a modificacédo e desenvolvimento de
novos materiais adesivos, seguindo duas estratégias possiveis:

- a incorporacdo de agentes com funcgbes especificas na inibicdo das
MMPs, remineralizacdo ou propriedades antibacterianas (Tezvergil-Mutluay et
al., 2011; Tekce et al., 2016; Cocco et al., 2015; Toledano & Osorio, 2015); ou,

- pela adicdo e/ou combinacdo de novos agentes na composi¢cao dos
adesivos que desempenhem multiplas fungBes com o objetivo de promover
varios beneficios e aumentar a eficacia dos adesivos (Zhang et al., 2015b).

Neste trabalho, a formulacdo de um novo adesivo dentério teve como
principal linha de investigacao a alteracdo da composi¢cao base comum a maioria
dos sistemas adesivos comerciais, pela remocdo do Bis-GMA, o monémero
vulgarmente utilizado na composicéo destes materiais. Para a substituicdo deste
monomero foi utilizado um dendrimero de 22 geracdo, o G-IEMA, introduzindo
um caréater inovador na dentisteria adesiva. Ao introduzirmos um dendrimero
com uma estrutura estrelada, foi quebrado o paradigma da utilizacdo de
monomeros lineares usualmente presentes na composicdo dos adesivos. Com
esta substituicdo pretendeu-se, por um lado, melhorar a taxa de conversao, a
capacidade de penetracdo e retencao dentro da estrutura dentéria devido a sua
forma estrelada e polimerizagéo que pode ocorrer em oito pontas. Por outro lado,
desenvolver um adesivo com uma composicdo menos citotdxica ao remover o
Bis-GMA, conhecido como uma fonte de libertacdo de Bisfenol A.

A formulagéo final do adesivo experimental EM2 foi obtida através de
alteracbes consecutivas dos seus constituintes principais e/ou da sua
percentagem relativa, consoante as propriedades fisico-quimicas e mecéanicas
observadas.

Os resultados obtidos traduziram-se na publicacdo de 2 artigos cientificos
e permitiram ainda o registo de uma patente a nacional. Com este adesivo
experimental os valores de resisténcia adesiva (UTBS) apos 24 horas de
aplicacao encontram-se dentro da gama de valores publicadas na literatura para
0s adesivos comerciais, para qualquer um dos protocolos (ER ou SE). Nas
imagens obtidas através da MEV, o adesivo experimental com G-IEMA

apresenta uma morfologia da interface adesiva satisfatéria, onde é possivel
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observar uma camada hibrida bem definida com uma grande quantidade de resin
tags formados. Os resin tags apresentam uma conformacdo coénica e longa
sendo possivel verificar a presenca de varios tags laterais. Desta forma, as
imagens ao microscépio evidenciam uma arquitetura 3D como resultado da
utilizacdo de polimeros hiper-ramificados que revela uma boa hibridizacdo da
dentina e que € compativel com os resultados de microtracéo obtidos. Contudo,
os resultados de adesado apds um periodo de envelhecimento estdo ainda sob
investigacdo de forma a avaliar a estabilidade da interface adesiva ao longo do
tempo.

Quanto a citotoxicidade do adesivo experimental, os resultados
preliminares foram inconclusivos, pelo que 0os novos ensaios nas células da
polpa e da gengiva estédo ainda a decorrer.

Assim, face aos resultados obtidos, € possivel concluir que os principais
objetivos deste trabalho foram alcancados. Foi demonstrado que os tradicionais
monomeros de reticulacdo linear podem ser substituidos com sucesso por um
tipo de estruturas dendriticas, sugerindo uma mudanca do paradigma no
desenvolvimento de novos sistemas adesivos. O G-IEMA contribuiu para a
melhororia das taxas de conversdo do adesivo néo se observando altera¢des na
contracdo de polimerizacdo em relacdo aos restantes adesivos estudados.
Adicionalmente, mostrou uma resisténcia adesiva a dentina semelhante aos
adesivos comerciais estudados, confirmada pela boa penetracdo na dentina,
representada pela espessa camada hibrida e pelo emaranhado de resin tags em
toda a sua extensao.

Contudo, a formulagdo de um novo adesivo Universal ainda constitui um
desafio para a dentisteria restauradora, pelo que o trabalho de investigacao
iniciado com esta tese continua em desenvolvimento de forma a melhorar as

propriedades fisico-quimicas e mecanicas do adesivo EM2.
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TRABALHOS APRESENTADOS EM CONGRESSOS E OUTROS
EVENTOS

- Apresentacao de poster no 2° Congresso Internacional do CiiEM com

o tema “Physicochemical and dentin adhesion studies of a new
experimental universal dental adhesive without Bis-GMA”, onde foram
apresentados os resultados preliminares obtidos com 0s primeiros adesivos
experimentais formulados no ambito desta tese. O abstract referente a este
trabalho foi publicado na revista Annals of Medicine: Physicochemical and dentin
adhesion studies of a new experimental universal dental adhesive without Bis-
GMA. Conference Paper Second CiiEM Congress: Research and Innovation in
Human and Health Sciences, Volume: Annals of Medicine, 50:supl, S65, June
2018, Monte Caparica, Portugal. DOI: 10.1080/07853890.2018.1427445

- Comunicacéo oral no 3° Congresso Internacional do CiilEM, Research
and Innovation in Human & Health Sciences, Monte Caparica, Portugal, com o
tema “Physicochemical, mechanical and SEM characterization of a new
experimental adhesive containing G-IEMA”. O abstract referente a esta
comunicacao foi publicado na revista Annals of Medicine: Joana Vasconcelos e
Cruz, Luisa L. Goncalves, José Brito & Méario Polido (2019) Physicochemical,
mechanical and SEM characterization of a new experimental adhesive containing
G-IEMA, Annals of Medicine, 51:supl, 149, DOl:
10.1080/07853890.2018.1561992

Prémio: Melhor comunicacéo oral
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PROJETOS DE ARTIGOS EM EXECUCAO

- Publicacao do artigo sobre a ultima formulacdo do adesivo experimental
e 0s seus resultados no que concerne a taxa de conversao, resisténcia adesiva
a dentina (UTBS), caracterizacdo da interface adesiva através da Microscopia
Eletrénica de Varrimento (MEV) e o seu efeito citotoxico nas células da polpa e

gengiva.

PROJETOS EM CURSO

- Estudo da citotoxicidade do adesivo experimental nas linhas celulares
da polpa e da gengiva ja estabelecidas.

- Estudo da resisténcia adesiva do adesivo experimental quando aplicado
ao esmalte.

- Estudo da nanoinfiltracdo do adesivo experimental quando aplicado a
dentina, apos 3 meses de armazenamento em estufa simulando as condi¢cfes

da cavidade oral.

PRESPETIVA DE TRABALHOS FUTUROS

- Melhorar a composic¢ao do adesivo introduzindo nanoparticulas com o
objetivo de otimizar as suas propriedades fisico-quimicas e mecanicas e ao
mesmo tempo conferir propriedades antibacterianas.

- Estudar as propriedades bacteriostaticas e bactericidas do adesivo
guando em contacto com diversas estirpes, especialmente dos estreptococos
mutans.

- Observar a interface adesiva do adesivo experimental, utilizando a MEV-
EDS para visualizar a ligacao ao calcio.

- Estudar o efeito citotdxico do novo adesivo nas células da polpa dentéaria

guando aplicado em discos de dentina numa camara pulpar artificial.
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ANEXO 1

Documento comprovativo da aprovacéao do
estudo pela Comisséo de Etica do Instituto
Universitario Egas Moniz, Monte da
Caparica, Portugal
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Ex.ma Senhora

Joana Vasconcelos e Cruz

Monte de Caparica, 03 de junho de 2015.

Ex.ma Senhora,

Venho comunicar-the que o Pedido de Parecer que submeteu a apreciagao da
Comissao de Etica da Egas Moniz, com o tema denominado “Formulacéo de
um novo Adesivo Dentério e estudo do respetivo Protocolo de Aplicacdo", foi

aprovado por unanimidade.

Com os melhores cumprimentos,

A Presidente da Comisséo de Etica da Egas Moniz

aF

Prof.2 Doutora Maria Fernanda Mesquita

EGAS MONIZ — COOPERATIVA DE ENSINO SUPERIOR,
CRL

Campus Universitario — Quinta da Granja — Monte de
Caparica 2829-511 Caparica
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ANEXO 2

Consentimento informado - Exodontia e
doacdo dos Orgdos em questdo ao Banco
de Dentes Humanos do Instituto

Universitario Egas Moniz
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A

INSTITUTO
UNIVERSITARIO

EGAS MONIZ

CONSENTIMENTO INFORMADO PARA EXODONTIA

Eu,

portador do C.C. n° , valido até

apos ter recebido as informacdes que me foram transmitidas durante a
elaboracao do diagnéstico clinico e radiografico e ndo tendo condicdo de receber
tratamento conservador e consequente permanéncia na cavidade oral por

(motivo da  exodontia),

consinto na realizacao da(s) exodontia(s) do(s) dente(s)

, bem como na respetiva Doacéo dos Orgéos

em questdo ao Banco de Dentes Humanos do Instituto Universitario Egas
Moniz, a fim de posterior utilizacdo, sem fins lucrativos, em pesquisa cientifica e
ensino, preservando a minha identidade.

, de de

Assinatura do doente

Assinatura do responsavel pela recolha
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ANEXO 3

Consentimento informado — Cirurgia
Periodontal
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oof parse Ho profisisions, gefads rividualmente para cads pasienie Ae aoordo O0M O ZEU
parfil icco, O paciente deve cowiprometer-se & COmParecer nestas consuBtas de
repvalizcda, de formz & garanty umz evolugao favorave! do tratamento. Deverd igualments
CUTIS instrucdes pés-operaidrias que lhe foram fornscidzs © tomar a medicagdo
Dus i v

— Todos os tratamentos prestados no dmbito da Pés-Graduacio em Periodontologia

meram guslquey uste favn o nfente, noe 20tAnto; OS restantec actos efectuados fora

“ivo do curso de Pos-Graduagdo, s3o cobrados de acordo com 2 tzbela em vigor na

Clinicz Universitdaria Egas WMoniz, mesmo gue na decorréncia de tratamentos iniciados
sreviamente 2o nivel da Pos- Gratduagdo. A remocio de pontos ndo terd qualguer custo.

Registos e Fotografias - Autorizo @ utilizacio de fotografias, radiografias ou oulros dados parz
fins médicos, educativos ou cientificos, sempre com a salvaguarda de gue a minha identidade
n3o serd revelada.

Declaro concordar com o plano de tratamanio que me foi proposto, sendo que 0 Mesmo nao
constitui nenhuma garantia de sucesso. Fui informado gue o plano de tratamenio pode
eventualmente ser alterado no decurso da cirurgiz, de acordo com a existéncia de condigdes
previamente ndo diagnosticadas. Nomeadamente, se¢ duranie a cirurgia for constantada a
presenca de dentes com um mau progndstico poderé ser indicacs a suz remasac. Mo entento,
czso existia alguma alteracdo ao piano de tratamento inicial serei prontamente informado
desse facio.

Decizro gue me encontre suficientemente esclarecido e tive oportunidade de clarificar as
minhas duvidas acerca da natureza do meu problema, sobre 0 tratamento indicado e as suas
alternativas, e tenho consciéncia da importancia da minha colaboragdo ao longo de todo o
processo. '

Paciante
* Processa n?
Miédico
Mente da Caparica, de de 20
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DENTIN BONDING AND SEM ANALYSIS OF A NEW
EXPERIMENTAL UNIVERSAL ADHESIVE SYSTEM CONTAINING
A DENDRIMER

Supplementary Information

In order to assess whether there is an association between the type of fracture
(adhesive (A) or cohesive (C)) and the type of adhesive (SBU, FUT, AE1 and AE2),
2 X 4 contingency tables and the

chi-square test were used. Table 4 shows the prevalence of each type of fracture
per adhesive. In view of such data, the chi-square test produced a significant
result (p=0.001) which shows that there is an association between type of fracture
and adhesive. Consequently, 2 X 2 contingency tables and chi-square test with
Bonferroni corrections were used to compare the prevalence of adhesive
fractures between any two adhesives, with the following results:

-The prevalence of adhesive fractures in SBU (77.5%) is significantly lower (p < 0.001)
than in 296 AE2 (91.9%), therefore the prevalence of cohesive fractures in SBU (22.5%)
is significantly higher 297 than in AE2 (8.1%). 298

- Moreover, the prevalence of adhesive fractures in AE1 (76.9%) is significantly
lower (p = 0.001) 299 than in AE2 (91.9%), which means that the prevalence of
cohesive fractures in AE1 (23.1%) is 300 significantly higher than in AE2 (8.1%).

Table 4. Cross tabulation with the prevalence of each type of fracture per adhesive.

Adhesives
SBU FUT AE1 AE2 Total
Fractures A
(adhesive) % within adhesive 77.5% 86.1% 76.9% 91.9% 81.8%
C % within adhesive 22.5% 13.9% 23.1% 8.1% 18.2%
(cohesive)
Total % within adhesive 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
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PATENTES DE INVENCAO

Pedidos - BBCA/1A

A publicagdo dos pedidos de patentes de invengao a seguir indicados é efetuada nos termos do disposto no artigo
69.° do Cddigo da Propriedade Industrial; da data de publicagdo do presente aviso comega a contar-se o prazo de dois meses
para a apresentacdo de reclamagdes de quem se julgar prejudicado pela eventual concessdo dos mesmos, nos termos do
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(11) 115064 (13) A
(22) 2018.10.08
(30)

(71) PT EGAS MONIZ - COOPERATIVA DE
ENSINO SUPERIOR CRL

(72) JOANA VASCONCELOS E CRUZ
LUISA MARIA LIMA GONGALVES
MARIO HUMBERTO DOS SANTOS CRUZ
POLIDO

(51) Int. Cl.

A61K 6/00 (2020.01)

(54) FORMULACAO PARA UM SISTEMA ADESIVO
DENTARIO UNIVERSAL CONTENDO UM
MONOMERO DE RETICULACAO

DENDRITICO DE
SEGUNDA GERAGAO.

(57) A PRESENTE INVENGAO ENQUADRA-SE NA AREA DOS
SISTEMAS ADESIVOS DENTARIOS, E REFERE-SE MAIS
ESPECIFICAMENTE A UMA FORMULAGAO PARA UM SISTEMA
ADESIVO DENTARIO UNIVERSAL. E OBJECTO DA PRESENTE
INVENCAO UMA FORMULAGAO PARA UM SISTEMA ADESIVO
DENTARIO QUE COMPREENDE UM MONOMERO DE
RETICULAGAO DENDRITICO DE SEGUNDA GERAGCAO COM
PELO MENOS OITO EXTREMIDADES. ADICIONALMENTE, E
TAMBEM OBJECTO DA PRESENTE INVENGAO UM PROCESSO DE
OBTENGAO DA FORMULAGAO QUE COMPREENDE O REFERIDO
MONOMERO DE RETICULAGAO DENTRITICO DE SEGUNDA
GERAGAO.

Ver Fasciculo Completo
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