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1 RESUMO

O oOleo de copaiba, conhecida e utilizada pelos povos amazénicos ha muito tempo, vem
demonstrando atividades bioldgicas na odontologia, estimulando a formulacdo de uma emulsao
para ser utilizada agente de limpeza e atua como coadjuvante na adesdo dentinaria. O
presente trabalho tem por objetivo analisar, por meio de microscopia eletronica de varredura
(MEV), a morfologia da superficie dentinaria, apés o uso de uma emulsédo a base do 6leo de
copaiba, com e sem condicionamento acido prévio da dentina. Foram utilizados terceiros
molares humanos higidos do Biobanco da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
do Amazonas (FAO — UFAM). Os dentes foram divididos inicialmente em dois grupos, sendo
um grupo com inducéo artificial de carie e o outro grupo formado pelos dentes higidos. Todos
os dentes tiveram as raizes removidas, obtendo-se discos de dentina que foram divididos em
16 grupos de acordo com os agentes de limpeza de cavidade empregados (clorexidina a 2% -
CHX, emulsédo a base de 6leo de copaiba- CM, hidroxido de célcio-HC e agua destilada- AD), o
substrato dentinario (higido ou afetado por carie) e a realizacdo ou ndo de condicionamento da
superficie dentinaria com acido fosférico a 37%. Em seguida, os discos de dentina foram
seccionados no sentido mesiodistal, obtendo-se dois espécimes do mesmo elemento. Uma
seccao foi usada para a analise da morfologia da superficie dentinaria em MEV e a outra para
analise da camada hibrida em uma pesquisa paralela. Nos resultados em dentina higida sem
condicionamento &cido, todos os grupos foram classificados em escore 3, 0 que representa
grande quantidade de smear layer e todos os tubulos dentinarios obliterados. Apds o
condicionamento &cido, a superficie tratada com AD apresentou escore 0, estando livre de
smear layer e apresentando todos os tubulos abertos. A superficie onde foi aplicado o HC
recebeu escore 3, pois mesmo estando livre de smear layer, ainda apresentava todos 0s
tubulos obliterados. Tanto a superficie tratada com CHX quanto com CM receberam escore 1,
pois ainda restava minima quantidade de smear layer em sua superficie e apresentavam mais
de 50% dos tubulos abertos. Os autores concluiram, até este momento, que o uso da emulsao
a base de 6leo de copaiba sobre dentina higida resultou em uma camada mais limpa e
uniforme de smear layer quando comparada ao grupo que utilizou a clorexidina a 2% e o
hidroxido de calcio, além da formacdo de uma camada oleosa sobre a superficie dentinaria; a
clorexidina produziu sobre a superficie dentinéria cristais de fosfato de calcio; o uso de
hidroxido de calcio em dentina higida resultou na formacédo de precipitado e obliteracdo dos
tubulos dentinarios mesmo na superficie submetida a condicionamento &cido.

Palavras chave: Fitoterapia, smear layer, microscopia eletrénica de varredura.

Apoio Financeiro: CNPq (Processo 406457/2013-1)



2 INTRODUCAO

A cérie dentaria € uma doenca multifatorial na qual microbiota cariogénica, superficie
dentadria e carboidratos fermentaveis interagem gerando mudancas no pH e
consequentemente perdas minerais, que dependendo da progressdo das lesdes, podem
apresentar-se como manchas brancas opacas e friaveis na superficie do esmalte ou até
mesmo grandes cavitagdes compreendendo esmalte, dentina e por vezes atingindo a polpa
(KIDD, 2011).

Seu tratamento envolve, nos casos onde ndo ha cavitacdo, controle quimico-mecéanico do
biofilme e utilizacéo de fluoretos (SOLLOS et al., 2008), entretanto, com a progressdo da
doenca a ponto de gerar cavitacbes atingindo a dentina, faz-se necessario o preparo
cavitario (BANDEIRA et al. 2008). Seu objetivo é deixar as estruturas remanescentes do
dente aptas para receber uma restauracdo que as proteja, confira resisténcia e previna o
surgimento de carie secundaria, devolvendo funcdo e estética (MONDELLI, 1997). Tal
procedimento gera uma camada chamada smear layer, que consiste de raspas de dentina,
componentes minerais do dente, fluidos como sangue, saliva, 6leo de lubrificacdo dos
instrumentos rotatorios, microrganismos e seus produtos, dentre outros (NAKABAYASHI,
1982)

Os agentes de limpeza de cavidades séo classificados como desmineralizantes, que agem
removendo 0s minerais da superficie dentaria, e os ndo desmineralizantes, que sao
utilizados h& bastante tempo e mostram resultados satisfatérios na limpeza e desinfeccao
de cavidades (MONDELLI, 1998).

A utilizacdo desses agentes visa ndo s6 remover a smear layer, como também reduzir o
namero de microrganismos, além de ser uma questdo bastante importante quando se refere
a adaptacao marginal e consequente longevidade de restauracdes adesivas (OLIVEIRA,
2010; WANG, 2013).

Entretanto, a biocompatibilidade destes agentes é uma preocupacao pertinente,
especialmente quando se utiliza em contato direto com tecidos pulpares, assim a
Odontologia atual tem um ponto de interseccdo com a fitoterapia, considerando a grande

variedade de plantas medicinais, disponiveis na regido amazonica. Dentre os fitoterapicos,



destaca-se o 6leo de copaiba que vem apresentando resultados biol6gicos promissores na
odontologia (BANDEIRA et al., 1999; VASCONCELQS, 2008;GARRIDO, 2015).

Diante dessas propriedades bioldgicas, foi formulada uma emulsdo a base de 6leo de
copaiba para ser utilizada como agente de limpeza ndo-desmineralizantes (COELHO, 2011;
MEIRA,2014).

Partindo dessa premissa, 0 objetivo desse estudo sera avaliar, através do MEV, o efeito
da emulsdo a base de 6leo de copaiba na morfologia da superficie dentinaria nas dentinas

higida e afetada por cérie.



3 OBJETIVOS

Geral
Avaliar o efeito de uma emulsdo a base do 6leo de Copaiba sobre a morfologia da

superficie em dentina higida e afetada por carie.

Especifico
Analisar, por meio da MEV, a morfologia da superficie dentinaria, apés o uso de uma

emulsdo a base do 6leo de copaiba, com e sem condicionamento acido prévio da dentina.



4 REVISAO DE LITERATURA

Kidd (2011) define a carie dental como um processo natural e passivel de controle, que se da
na presenca de biofilme composto por bactérias cariogénicas, onde os metabolitos acidos
produzidos pelas bactérias agridem a superficie dental, gerando perdas minerais primeiro a
nivel ultraestrutural, mas que com a progressdo geram cavitacdes cada vez mais extensas,
levando a perda do elemento. Quando h& a instalacdo de uma cavidade, o tratamento
restaurador é indicado ndo somente para a devolucdo das fun¢des mastigatorias e da estética,
mas também para evitar que a cavidade seja um fator de acumulo de biofilme, o que tenderia a

perpetuar o processo carioso.

Durante a remog¢ao do tecido cariado s&o utilizados tanto instrumentos manuais quanto
rotatorios, levando a formagdo de uma camada conhecida como smear layer ou lama
dentinéaria, que se deposita sobre a superficie dentaria e € composta por inUmeras substancias,
tais como sangue, saliva, raspas de dentina, 6leo de lubrificacdo dos instrumentos rotatorios,
além de produtos bacterianos como toxinas e acidos provenientes de seu metabolismo.
(ALIJAL et al., 2012).

Sanabe (2009) utilizou 24 terceiros molares higidos, para estudar os efeitos da remocéo e
incorporacdo da smear layer na unido entre dentina e sistemas adesivos. Os dentes foram
preparados de modo a apresentar um disco de dentina exposta em seu terco oclusal, a qual foi
submetida a diferentes tratamentos de sua superficie, aplicado um sistema adesivo
autocondicionante e submetidos a teste de microtracdo. Os resultados apontaram para um
melhor desempenho do grupo que teve a smear layer removida com EDTA quando comparado
com 0S grupos que ndo tiveram esta camada removida, porém sem diferenca estatistica
significativa, concluindo que mesmo que a remocdo da smear layer com EDTA tenha
aumentado a resisténcia de unido a curto prazo, sua nao remocado e conseguentemente

incorporacao nao afetou negativamente a unido entre material e substrato dental.

Oliveira (2010) analisou, com o auxilio de MEV, analisaram a produgcdo de smear layer e a
gualidade da camada hibrida tanto em dentina afetada por carie quanto higida, quando

submetidas ao corte por ponta diamantada, ponta ultrassénica e sistema de abrasdo a ar. No



teste foram utilizados 50 incisivos bovinos higidos, onde metade sofreu inducéo de carie e a
outra metade ndo. Os espécimes divididos em 16 grupos, de acordo com o0 instrumento
empregado e a realizagdo ou ndo de condicionamento com &cido fosférico 37%. Em seguida,
os espécimes foram seccionados ao meio, onde metade foi utilizada para a avaliagdo da
presenca de smear layer e sobre a outra metade foi aplicado adesivo convencional e resina
fotopolimerizavel de acordo com as instru¢cdes do fabricante, para a visualizagdo da camada
hibrida, ao microscopio eletronico. Os resultados revelaram um maior acumulo de smear layer
nas cavidades preparadas com pontas diamantadas, seguida pela cavidade preparada com
sistema de ar abrasivo e a ponta ultrassonica, com a menor quantidade de smear layer. A
analise da camada hibrida revelou que a dentina higida e a preparada com ponta ultrassénica
geraram uma camada hibrida mais regular do que a preparada com ponta diamantada. Os
autores concluiram que a ponta ultrassbnica € uma ferramenta promissora para preparos

cavitarios conservadores.

Suyama (2013) avaliou a interferéncia da smear layer na efetividade da ligacdo entre sistemas
adesivos autocondicionantes de diferentes concentracfes, que foram divididos em forte, suave
e ultra suave, de acordo com o pH, e o substrato dental. O teste usou 50 terceiros molares, que
foram cortados com e sem producdo de smear layer , sobre os quais foram aplicados um
sistema adesivo de dois passos e trés autocondicionantes de de um passo. Os dentes foram
submetidos ao MEV para sua observacdo. Os resultados apontaram para um melhor
desempenho dos adesivos autocondicionantes suave e ultrasuave em dentina livre de smear
layer. No adesivo autocondicionante forte ndo houve diferenca estatistica entre a presenca ou
ndo de smear layer. O adesivo condicional também n&o demonstrou diferengas entre as duas
dentinas. As analises microscopicas revelaram uma maior prevaléncia de falhas adesivas no
adesivo autocondicionante ultra leve. Os autores concluiram que a presenca de smear layer
interfere na ligacdo entre adesivos autocondicionantes leves e ultra leves com a superficie

dental.

Li (2011) realizou um estudo para avaliar a influéncia de um método quimico-mecanico de
remocao de tecido cariado na forca de ligacdo de trés sistemas adesivos a dentina afetada por
carie, utilizando 45 terceiros molares humanos, com carie oclusal moderada. Os dentes foram
preparados até se obter dois corpos de prova de cada dente, onde um deles teve o tecido

cariado removido usando brocas em alta rotacdo com irrigacdo constante com agua e a outra



metade teve o tecido removido por método quimico-mecéanico, utilizando o sistema Carisolv. Os
corpos de prova foram divididos em grupos, de acordo com o sistema adesivo empregado:
Prime & Bond NT, Adper Prompt L-Pop e One Step Prompt. Um grupo foi mantido sem
tratamento para fins de controle negativo e outro recebeu condicionamento com acido fosforico
37% como controle positivo. Os corpos de prova foram submetidos ao MEV e a ensaio de
microtracdo, que revelaram uma menor quantidade de smear layer e maior quantidade de
tubulos dentinérios abertos no grupo que sofreu remocao quimico-mecéanica do tecido cariado
guando comparado ao grupo que teve o tecido removido com broca, além de ter sido
observado plugs de resina apenas no grupo em que foi utilizado Prime & Bond NT, quando
aplicado sobre dentina preparada pelo método quimico-mecéanico. O teste de microtracdo ndo
revelou diferengas significativas entre os dois métodos de remocgdo de tecido cariado. Os
autores concluiram que o método quimico-mecanico nao influenciou na forca de ligacéo entre a

restauracdo e o substrato dental.

Ricci (2014) utilizou 100 terceiros molares higidos, onde metade sofreu inducgdo artificial de
carie para comparar a molhabilidade da dentina higida e afetada por carie quando aplicada
sobre ela clorexidina 1% e um sistema adesivo convencional. Os resultados demonstraram que
o condicionamento &cido teve um efeito positivo na molhabilidade em todos os espécimes
estudados. Os angulos de contato foram menores em dentina afetada por carie do que em
dentina higida, apontando para uma melhor molhabilidade da dentina afetada por céarie. Na
utilizacdo da clorexidina foi observado que na dentina higida, o grupo que foi testado com
solucao etandlica de clorexidina 1% revelou menores angulos de contato quando comparados
ao grupo da solucdo aquosa. Os autores concluiram que a molhabilidade da dentina afetada
por carie € maior que a da higida, que a remoc¢éo da smear layer aumenta a molhabilidade e
gue a aplicacdo de clorexidina nédo influencia na molhabilidade de dentina que sofreu
condicionamento acido. Em contrapartida, concluiram que o uso de clorexidina em solucéo

etandlica melhorou a molhabilidade da dentina higida.

A utilizacdo de solugbes de limpeza de cavidade tem por intuito, além da remocéo da smear
layer, o que confere melhor selamento marginal as restauracdes, a antissepsia da cavidade e
neutralizacdo do conteudo téxico da mesma, impedindo a passagem de fluido na interface
dente-restauracdo e, por conseguinte, aumentando a vida util da restauracdo. (RICCI, 2012;
CAMPOS, et al. 2009).



Tais solu¢cdes podem ser divididas em dois grandes grupos, de acordo com seu mecanismo de
acdo: desmineralizantes, representados pelo acido fosférico e o EDTA, 0s quais promovem a
desmineralizacdo da superficie dentaria, que ao ser lavada leva junto consigo a smear layer de
sua superficie (MONDELLI, 1998) e os agentes ndo desmineralizantes, como a clorexidina, que
possui acao bactericida e bacteriostatica, além de substantividade de 12 horas, 0 que garante
uma maior efetividade por mais tempo (FRANCO et al., 2007). Entretanto, seu carater pouco
biocompativel representa uma barreira para seu uso, especialmente em cavidades profundas,
onde ha maior proximidade com o complexo dentinopulpar e possibilidade de efeitos deletérios
ao mesmo (MONDELLI, 1998, FRANCO et al., 2007). O hidroxido de calcio por sua vez
apresenta melhor biocompatibilidade, podendo ser aplicado diretamente sobre a polpa, porém
nao possui acdo antimicrobiana tdo efetiva quanto a clorexidina (FRANCO et al., 2007). Uma
vantagem de seu uso, quando comparado com a clorexidina, € a capacidade de promover a
remineralizacdo dentinaria. (BUSATO, 2002).

Porém espera-se que tais agentes exercam seu poder de limpeza sem que haja interferéncia
na adesao dos materiais que serao aplicados sobre ele. Wang (2013) averiguou a interferéncia
da clorexidina 2% na ligacao entre pinos de fibra de vidro e dentina radicular em seus tercos
coronal, médio e apical, utilizando 60 dentes bovinos divididos em seis grupos, onde foram
aplicados sistemas adesivos convencionais e autocondicionante com e sem aplicacdo prévia
de clorexidina 2%. Um pino de fibra de vidro foi instalado em cada dente utilizando-se um
cimento dual, e ap6s um periodo de sete dias eles foram submetidos a um teste do tipo push
out para avaliar a forca de ligacdo entre o pino e o dente. Os resultados mostraram que 0
sistema autocondicionante de dois passos utilizado mostrou maior for¢ca de ligagdo quando
comparados aos outros sistemas adesivos. Os autores concluiram que a associacdo de
clorexidina ndo demonstrou nenhuma melhora na adeséo, inclusive afetando negativamente a
ligacdo entre pino e substrato, especialmente no terco apical e quando foi utilizado o sistema

autocondicionante.

Como visto, um agente de limpeza ideal reuniria as propriedades antimicrobianas e a
biocompatibilidade, e é ai que os olhares da dentistica restauradora moderna se voltam para a
fitoterapia, especialmente para uma planta amazbnica conhecida como copaiba (Copaifera
multijuga hayne), que produz um 6leo que ha muito tem sido utilizado por povos indigenas para
fins medicinais. (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).



Valdevite, em 2007, utilizando extratos provenientes das folhas, 6leo-resina e suas fracdes
volateis e resinosas, procurou demonstrar a efetividade destes extratos contra os fatores de
viruléncia de bactérias cariogénicas Streptococcus mutans utilizando medi¢des seriadas de pH
para monitorar o efeito inibitorio da producao de acidos pelas colbnias, além das concentracdes
inibitéria minima e bactericida minima para determinar a atividade antimicrobiana dos extratos.
Os resultados obtidos revelaram que o extrato das folhas apresentou apenas atividade
bacteriostatica, enquanto o O6leo-resina apresentou atividade tanto bactericida quanto

bacteriostatica, além de um efeito inibitério na producédo acida bacteriana.

Vasconcelos (2008) realizou um estudo com o objetivo de formular um cimento a base de 6leo-
resina de Copaifera multijuga Hayne e analisar a atividade antibacteriana frente a cepas de
Streptococcus mutans e Streptococcus sanguinis. A formulacdo seguiu a recomendacfes da
Farmacopeia Brasileira e a concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada por meio de
diluicdes sucessivas a 50% da solucdo inicial. As substancias testadas foram divididas em G1.:
cimento composto por 6leo-resina de Copaifera multijuga Hayne + 6xido de zinco + hidroxido
de célcio; G2: oxido de zinco; G3: hidréxido de calcio; G4: dleo-resina de Copaifera multijjuga
Hayne; G5: meio de cultura + inécuo (controle positivo) e G6: meio de cultura (controle
negativo). O G4 apresentou inibicdo em todas as concentracdes e periodos verificados; G1
mostrou-se eficaz em todas as concentracdes no periodo de 24 horas e até a concentracdo de
1:2 nas 48 horas. Os autores concluiram que tanto o 6leo-resina de Copaifera multijuga Hayne
guanto o cimento que contém o Oleo-resina em sua formulacdo apresentaram atividade
antibacteriana nos microrganismos testados, mesmo em concentra¢des baixas, podendo ser

promissor o uso da Copaifera multijuga Hayne na Odontologia.

Bandeira e seus colaboradores em 1999 utilizaram 60 primeiros molares de ratos para testar
pastas de hidroxido de calcio + 6leo de copaiba, hidroxido de calcio + resina de copaiba e
hidréxido de calcio e polietilenoglicol para controle negativo. Os testes se deram por
capeamento pulpar direto e a resposta tecidual foi avaliada em periodos de 7, 15, 30, 45 e 60
dias. A pasta de hidroxido de célcio foi a que apresentou melhor desempenho e a de hidroxido

de célcio com polietilenoglicol foi a pior, no ponto de vista histopatoldgico.

Kobayashi (2011) avaliou a acéo anti-inflamatoria tanto in vivo quanto in vitro do 6leo de
copaiba utilizando camundongos, que receberam 100 ou 200 mg/kg de 6leo de copaiba via oral
antes de ter um processo de pleurite induzido. Seu sangue foi colhido antes e depois da

administracdo das drogas para contagem de leucdcitos circulantes e entdo os animais foram



sacrificados e as células da cavidade toracica lavadas para contagem. Os resultados
mostraram que ainda que ndo havesse uma diferengca expressiva no numero de células
inflamatorias apds a lavagem pleural dos animais tratados com copaiba, estas se apresentaram
em menor numero quando comparadas aos grupos controle. Nos testes in vitro de leucdcitos
circulantes, quimiotaxia e migracdo leucocitaria, observou-se diminuicdo nos grupos tratados
com copaiba, quando comparados com o0s grupos controle. O estudo sugere ac¢do anti-

inflamatoria do 6leo de copaiba tanto in vitro quanto in vivo.

Em outro estudo, Garrido (2015) testou a citotoxicidade de um cimento endodéntico a base de
6leo de copaiba utilizando osteoblastos que foram divididos em cinco grupos, de acordo com a
substancia-teste empregada: CG: meio de cultura sem cimento, S26: meio de cultura + Sealer
26 (Dentsply, EUA), EF: meio de cultura + Endofill (Dentsply, EUA), AH: meio de cultura + AH
Plus (Dentsply, EUA) e BS: meio de cultura + cimento experimental a base de copaiba. Os
resultados demostraram um decréscimo significativo da viabilidade celular nos grupos S26,
AHP e EF, enquanto que o grupo BS manteve a viabilidade proxima ao grupo GC. Analisando
comparativamente, o0s autores concluiram que o0 cimento mostrou uma promissora

biocompatibilidade em comparacéo aos outros testados.

Outras linhas de pesquisa tém demonstrado efeitos promissores em atividade antitumoral e anti
HIV do 6leo de copaiba. (PEREIRA et al., 2002, PARK et al., 2000).

Tendo em vista 0 exposto, a dentistica restauradora, especialmente as restauracdes adesivas
tém muito a ganhar com a incorporacdo de solucbes a base de 6leo de copaiba para fins de

coadjuvante na adesao dentinaria e controle biolégico de cavidades terapéuticas.



5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Delineamento do estudo

O delineamento desta pesquisa foi do tipo experimental in vitro, longitudinal, prospectivo,

primario, qualitativo e descritivo.

5.2 Consideracoes éticas

O projeto teve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal do Amazonas, com o numero CAAE
35573914.0.0000.5020 (Anexo).

5.3Riscos e beneficios

O estudo utilizou elementos dentais extraidos por raz@es cirlrgicas ou ortododnticas,
portanto os riscos para 0s pacientes foram apenas 0s inerentes a uma exodontia. Os
pesquisadores nao tiveram acesso a qualquer informacdo que pudesse colocar em risco a
confidencialidade do doador.

Os beneficios desta pesquisa, a longo prazo, incluem o desenvolvimento de um novo
agente de limpeza cavitaria, o que pode ajudar a reduzir a incidéncia de cérie secundaria e

consequentemente a morbidade causada por esta doenca.

5.4 Desfecho priméario

Esta pesquisa compde um macroprojeto que tem por objetivo o desenvolvimento de um
novo farmaco fitoterapico destinado a ser um agente coadjuvante na adesao dentinaria.
Entretanto, no estudo em tela foi observada a influéncia da emulsdo na superficie dentinaria

higida e afetada por carie.

5.5 Descricdo dos procedimentos

A pesquisa foi realizada em Manaus, na Universidade Federal do Amazonas, no
Laboratério de Pesquisa da Faculdade de Odontologia e no laboratério do Departamento de

Geociéncias do Instituto de Ciéncias Exatas.



Para o experimento, foi utilizado o 6leo-resina da Copaifera multijuga Hayne proveniente
da Reserva Ducke, no Km 17 da Rodovia Manaus-Itacoatiara, catalogada sob o n°.69 pelo
Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA).

O Oleo-resina foi coletado em um recipiente estéril previamente preparado para esse fim.
Apos a coleta, o orificio foi vedado com argila, procedimento de rotina realizado na reserva
(BANDEIRA et al.,1999).

Este projeto € uma continuidade de pesquisas anteriores, desta forma, a emulsdo de
copaiba a 10% foi desenvolvida de acordo com as diretrizes previstas na Farmacopéia
Brasileira (2010)(Fig 1).

Fig. 1 — Emulsdo de copaiba. Fig. 2 — Analise dos dentes Fig. 3 — Remogdo do terco

em lupa estereoscdpica. oclusal dos dentes.

Foram utilizados 48 terceiros molares humanos extraidos por motivos ortodonticos e
cirdrgicos, livres de trincas, hipoplasia, fraturas, restauracdes ou lesdes cariosas (cavitadas
ou ndo), cedidos pelo Biobanco da Faculdade de Odontologia da UFAM e selecionados
apos criteriosa avaliagdo com auxilio de lupa estereoscopica Olympus, em aumento de
20x(Fig. 2). Nos dentes selecionados foi realizada profilaxia com pedra-pomes e agua,
aplicados com taca de borracha montada em contra-angulo. Posteriormente, os dentes
foram acondicionados em recipiente contendo agua destilada e mantidos em temperatura
ambiente até sua utilizacdo (OLIVEIRA, 2010).

Eles foram entdo divididos em dois grupos: o primeiro, que sofreu inducéo artificial de
carie, teve sua porcao oclusal removida e descartada para exposicdo da dentina, utilizando-
se um disco de corte de 0,5 mm de espessura montado na maquina de corte Metacome
P100 (PRESI, Grenvoble, Franca), sob refrigeragdo com agua, e a uma velocidade de 300
rpm e 200g de forca (SANABE et al., 2011)(Fig. 3). Posteriormente, os dentes foram lixados
para a criacdo de uma superficie dentinaria lisa e completamente livre de esmalte,
utilizando-se lixas d"dgua de carboneto de silicio com granulacdo 320 (Buehler Ltda, Lake

Bluff, IL, EUA) a uma velocidade de 600 rpm, sob refrigeracdo constante com &gua,



adaptadas a uma politriz AROTEC (Aropol 2V, Arotec S.A Industria e Comércio, série

040865, Cotia, SP, Brasil)(Fig. 4). Novamente os dentes foram examinados com lupa em

aumento de 20X para avaliar o sucesso da remocao de esmalte e integridade dentinéria dos
mesmos (RICCI et al., 2014).

f— —
:

Fig. 4 — Polimento dos Fig. 5 — Impermeabilizacdo Fig. 6 — Esmalte cosmético

dentes. das raizes com resina epoxi. aplicado, com superficie
dentinaria exposta.

Os apices radiculares foram perfurados com ponta diamantada 1012 (KG Sorensen, SP,
Brasil) para a transfixacdo de um fio ortodontico (RICCI et al., 2014) e em seguida vedados
utilizando resina composta, seguindo-se todos os passos de condicionamento acido e
aplicacao de adesivo convencional. A superficie dentaria foi vedada com o auxilio de resina
epoxi (Araldite, Brascola, Sao Bernardo do Campo, SP, Brasil)(Fig. 5) e esmalte cosmético
acido resistente (Colorama, S&o Paulo, Brasil), preservando exposta a superficie
dentinéria(Fig. 6). Os dentes foram suspensos em um Becker contendo 4gua destilada para
esterilizacdo em autoclave (20 minutos a 121°C) (SANABE et al., 2011).

O meio indutor de carie foi preparado utilizando-se 3,7g de caldo BHI (Brain, Heart
Infusion, Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA), 2g de sacarose (Synth; Lab.
Synth, Séo Paulo, Brasil), 1g de glicose (Synth; Lab. Synth, Sdo Paulo, Brasil) e 0,5g de
extrato de levedura (Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA) para cada 100 mL
de 4gua destilada. A solucédo foi autoclavada e cepas de S. mutans ATCC2517 fornecidas
pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) foram inoculadas. Os dentes ficaram suspensos
Nno meio cariogénico sem entrar em contato uns com 0S outros nem com as paredes do
vidro. O conjunto foi mantido em jarra de microaerofilia & 37 °C por 14 dias e a solugéo foi
trocada a cada 48h, porém sem a inoculacdo de novos microrganismos (Fig. 7). Passados
os 14 dias, os dentes foram autoclavados por 20 minutos a 121 °C, o biofilme foi removido
com gaze e a resina e o esmalte cosmético com lamina de bisturi. Apds lavagem abundante
dos dentes com agua deionizada, foi observada uma superficie de dentina amarelada e
amolecida ao toque com sonda exploradora sem presséo. (SANABE et al., 2011; RICCI et
al., 2014).



Fig. 7 — Dentes suspensos Fig. 8 — Remogdo de dentina Fig. 9 — Producdo de smear layer.

em meio cariogénico apds afetada por carie com cureta.
14 dias.

A dentina infectada foi removida com o auxilio de cureta de dentina (Fig. 8) e a smear layer
foi padronizada com broca esférica de aco nimero 6 por 30 segundos (KG Sorensen,
Barueri, SP) em baixa rotacdo, preservando-se a dentina afetada (Fig. 9) (SANABE et al.,
2011). O préximo passo foi a remocao das raizes com o auxilio da maquina de corte
Mecatome P100 e preenchimento da camara pulpar com resina flow para ndo deixar

espagos vazios (Fig. 10).

Fig. 10 — Aplicagdo de resina Fig. 11 — Discos de dentina Fig. 12 - Disco de dentina
flow na cdmara pulpar. higida prontos. seccionado para gerar duas
secgoes.

O segundo grupo foi composto pelos dentes higidos, que foram preparados seguindo-se 0s
mesmos passos de corte e polimento dos dentes que sofreram inducédo artificial de cérie,
com a remogao de adicional de 0,5mm de dentina utilizando a lixa d’agua de granulagéo
320 para compensar a remocdo da dentina contaminada dos dentes induzidos e
padronizacdo de smear layer com broca esférica n® 6, em baixa rotacdo (Fig. 11) (RICCI,
2014).

Os discos de dentina foram divididos em grupos numerados de 1 a 16, onde G1 a G4

foram compostos por dentes higidos, com condicionamento acido, tratados com as quatro



solucbes a serem testadas: Clorexidina 2%, emulsdo a base de 6leo de copaiba 10%,
solucdo de hidroxido de calcio e agua destilada; G5 a G8 por dentes higidos, sem
condicionamento &cido + solugbes teste; G9 a G12 por dentes cariados, com
condicionamento acido + aplicacdo das solucdes teste; G13 a G16: por dentes cariados,
sem condicionamento acido + aplicacdo das solucdes teste.

Em cada um dos 16 grupos, os discos de dentina foram seccionados ao meio, no sentido
mesiodistal para a obtencdo de duas sec¢Bes do mesmo espécime (Fig. 12), onde uma
delas foi utilizada nesta pesquisa para avaliar, ao MEV (Fig. 13), a utilizacdo da emulséo a
base de copaiba como coadjuvante de adesdo dentinaria. Na outra metade foi aplicado o
adesivo autocondicionante ou o convencional, seguindo-se as instrugdes do fabricante, para

a analise de camada hibrida em uma pesquisa paralela.

Fig. 13 — SecgOes prontas para
ser analisadas no MEV.

5.6 Andlise estatistica

As micrografias foram avaliadas por dois examinadores previamente calibrados em Kappa
ponderado (p<0,05) e teste de correlacdo de Pearson (p<0,05). Foram atribuidos escores
de 0 até 3, onde 0 é auséncia total de smear layer, avancando até chegar em 3, onde ainda
se tem grande quantidade de smear layer. A analise estatistica da morfologia da superficie
dentinaria sera realizada com o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis com 5% de

significancia.



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os escores obtidos de cada grupo dos dentes higidos, de acordo com a realizacdo ou nao de
condicionamento com acido fosforico e a solugdo testada (dgua destilada, clorexidina 2%,
emulsdo a base de 6leo de copaiba 10% e solucdo de hidréxido de calcio) sdo apresentados
nas Tabelas 1 e 2.

ESCORE SUPERFICIE HIGIDA SEM CONDICIONAMENTO ACIDO
G1 (Agua destilada) G2 (Hidréxido de G3 (Clorexidina G4 (Emulséo de
célcio) 2%) copaiba 10%)
0
1
2
3 X X X X

Tabela 1 - Escores da superficie dentinéaria higida tratada com as solucdes testes sem
condicionamento prévio com acido fosférico a 37%.

ESCORE SUPERFICIE HIGIDA CONDICIONADA COM ACIDO FOSFORICO
G5 (Agua destilada) G6 (Hidroxido de G7 (Clorexidina  G8 (Emulséo de
calcio) 2%) copaiba 10%)
0 X
1 X X
2
3 X

Tabela 2 - Escores da superficie dentinaria higida tratada com as solucdes testes apds o
condicionamento com acido fosforico a 37%.

Dentina higida

A camada de smear layer formada sobre a superficie dentinaria representa um grande
desafio na adesdo entre o material restaurador e o substrato (ALIJAL et al., 2012; SUYAMA et
al., 2013). As Figuras 14 - 17 correspondem a micrografias obtidas através de microscopio
eletrbnico de varredura e mostram o comportamento das solucdes testadas sobre a superficie
dentinaria coberta por smear layer e também sobre a condicionada com acido fosforico.

A superficie tratada com agua destilada, sem condicionamento acido, apresentou grande
guantidade de smear layer e tubulos dentinarios obstruidos. A tratada com agua destilada apos
o condicionamento acido apresentou exposi¢cdo de dentina peritubular, auséncia de smear
layer e todos os tubulos abertos (Figura 14).

A dentina tratada com clorexidina 2% sem condicionamento acido prévio apresentou
grande quantidade de smear layer, todos os tubulos dentinarios obstruidos e a presenca de




sais de fosfato precipitados sobre a superficie dentindria mineralizada. A aplicagdo da
clorexidina 2% sobre a superficie condicionada com acido fosférico resultou em minima
guantidade de smear layer, praticamente todos os tubulos abertos e a presenca de cristais de
fosfato em algumas areas (Figura 15).

A dentina ndo condicionada e tratada com a emulsdo a base de Oleo de copaiba
apresentou pequena quantidade de smear layer e uma camada oleosa cobrindo toda a sua
superficie, ndo permitindo a visualizagdo dos tubulos dentinarios. A superficie tratada com a
emulsdo a base de Oleo de copaiba apds o condicionamento &cido apresentou minima
guantidade de smear layer, camada oleosa sobre a dentina intertubular e mais de 50% dos
tubulos abertos (Figura 16).

A dentina ndo condicionada e tratada com a solucdo de hidroxido de célcio apresentou
grande quantidade de smear layer com a formacé&o de produtos precipitados sobre a superficie
e todos os tubulos dentinarios obstruidos. A dentina condicionada e tratada com solucdo de
hidroxido de calcio apresentou praticamente todos os tubulos obliterados mesmo com auséncia
de smear layer (Figura 17).

Figura 14 — A: Dentina higida ndo condicionada tratada com &gua destilada. B: Dentina higida
condicionada tratada com &gua destilada.

Figura 15 - A: Dentina higida ndo condicionada tratada com clorexidina 2%. B: Dentina higida
condicionada tratada com clorexidina 2%. Notar a presenca de cristais de fosfato em ambas as
superficies.




Figura 16 - A: Dentina higida ndo condicionada tratada com emulsdo a base de oleo de
copaiba. B: Dentina higida condicionada tratada com emulséo a base de éleo de copaiba.

Figura 17 - A: Dentina higida ndo condicionada tratada com solucao de hidréxido de célcio. B:
Dentina higida condicionada tratada com solucéo de hidroxido de célcio.

A superficie dentinaria higida foi preparada com broca esférica diamantada para
padronizacdo da smear layer (RICCI et al.,, 2014). Oliveira et al. (2010) observaram que a
dentina higida preparada com brocas diamantadas apresentou uma camada fina de smear
layer e tubulos dentinarios obstruidos, e o condicionamento com acido fosférico mostrou-se
eficiente na remocédo da smear layer e abertura dos tubulos dentinarios, o que corrobora com
os resultados do presente estudo (Figura 14).

Estudos recentes demonstram a acdo da clorexidina sobre componentes organicos da
dentina quando usada como agente terapéutico apds o condicionamento acido, melhorando a
gualidade e aumentando a longevidade da interface adesiva (CARRILHO et al.,2007; BRESCHI
et al., 2010). No presente estudo, o tratamento com clorexidina da superficie dentinaria néo
condicionada apresentou a formagéo de grande quantidade de sais de fosfato em comparacéo
com a superficie condicionada, sugerindo que a clorexidina ndo deve ser utilizada sobre a
dentina coberta de smear layer (Figura 15). Resultado semelhante foi encontrado pelos autores
Singh et al. (2011), que observaram maior substantividade da clorexidina em dentina
parcialmente desmineralizada do que mineralizada, uma vez que essa solucdo se liga aos




componentes organicos e inorganicos da dentina quando aplicada apdés o condicionamento
com acido fosférico.

Considerando estudos anteriores (PASHLEY et al., 2004; SANABE et al., 2011) que
indicam o Oleo mineral como a melhor solucdo para preservacdo da interface adesiva e
reducdo da degradacéo do colageno, e considerando que a emulséo testada é oleosa, sugere-
se que o 6leo de copaiba possua as mesmas vantagens que o 6leo mineral. A aplicacdo da
emulsdo a base do Oleo de copaiba na dentina ndo condicionada resultou numa superficie
dentinaria coberta por uma camada oleosa e com grande quantidade de smear layer, porém
mais regular e em menor quantidade do que a dentina tratada com clorexidina e solucédo de
hidréxido de calcio (Figuras 15 — 17). A dentina condicionada apresentou uma fina camada
oleosa cobrindo sua superficie e tabulos dentinarios abertos, ndo demonstrando nenhuma
barreira fisica aparente a penetracdo do agente adesivo.

Os resultados encontrados nesse estudo com relacdo ao uso da solucdo de hidroxido de
célcio confirmam a sua indicacdo em cavidades profundas e em casos de exposi¢do pulpar
(FRANCO et al., 2007; BUSATO, 2002). Como pode ser observada na Figura 17, a aplicacéo
da solucdo de hidroxido de calcio na dentina ndo condicionada resultou na formacdo de
precipitados sobre a superficie, aumentando a irregularidade da camada de smear layer. E
mesmo apos o condicionamento com acido fosférico 37%, o hidroxido de calcio obliterou os
tubulos dentinarios, sugerindo a sua contra-indicagdo como coadjuvante na adesao dentinaria
em cavidades rasas.

Os resultados serdo complementados com a analise da superficie da dentina afetada
por carie e em separado sera realizado o estudo comparativo do comportamento da emulsao
do 6leo de copaiba nos dois tipos de substratos dentinarios.

Informamos que tivemos problemas no MEV, o que impossibilitou a concluséo do projeto
em tempo habil, fato ja solucionado, faltando concluir somente cinco dos 16 grupos iniciais.



7 CONCLUSAO

e O uso da emulsdo a base de Oleo de copaiba sobre dentina higida resultou em uma
camada mais limpa e uniforme de smear layer quando comparada ao grupo que utilizou
a clorexidina a 2% e o hidroxido de calcio, além da formacdo de uma camada oleosa
sobre a superficie dentinaria;

e A clorexidina produz sobre a superficie dentinaria cristais de fosfato de calcio;

e O uso de hidroxido de calcio em dentina higida resultou na formacg&o de precipitado e
obliteracdo dos tubulos dentindrios mesmo na superficie submetida a condicionamento

acido.
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riquezas da biodiversidade amazdnica, pesquisas na area odontologica tém sido desenvolvidas com o
proposito de buscar novos principios bioativos para a formulagdo de medicamentos com diferentes
aplicabilidades. Neste sentido, a Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Amazonas vem
realizando estudos para o emprego do dleo de copaiba (Copaifera multijuga), Propolis {Apis mellifera) e
Juca (Libidibia ferrea) como agentes antibacterianos frente aos microrganismos da cavidade oral, com intuito
de atuar tanto como agentes preventivos como no fratamento de doencgas bucais. Entretanto, observa-se a
necessidade de ensaios pré-clinicos na farmacotécnica, nas propriedades fisico-quimicas, mecanicas e
biologicas, verificando a influéncia das emulsdes-testes na interface dente/restaurag3o e, ainda, analisar o
efeito das emulsdes na degradacdo do colageno & na inibicdo de metaloproteinases da matriz dentania



