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ZIOTTI, I. R. Biomodificação da dentina desmineralizada com solução de 
quitosana: Resistência de união, análise química e morfológica da interface 
adesiva após envelhecimento – Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2020. 

 

Este estudo teve o objetivo de avaliar in vitro a resistência de união, caracterização 
química e morfológica da interface adesiva após a biomodificação da dentina 
desmineralizada com solução de quitosana. A amostra foi composta de 80 molares 
hígidos (n=10), dos quais 40 receberam indução de cárie pelo método de ciclagem 
de pH, seguida de simulação da remoção seletiva. Os dentes foram divididos de 
acordo com o tratamento (biomodificação) da dentina: sem biomodificação (controle) 
e biomodificação com solução de quitosana 2,5% por 1 min. A superfície foi 
restaurada com adesivo (Single Bond Universal - 3M) e resina composta (Z250 - 
3M). Metade dos dentes de cada grupo foram submetidos ao envelhecimento da 
interface (6 meses de armazenamento em água + 12000 ciclos térmicos + 
degradação enzimática) e a outra metade destinada às análises imediatas (24h). Os 
dentes foram seccionados em palitos (1,0 ± 0,2 mm²) e submetidos à: 1) resistência 
de união (RU) teste de microtração (MPa); 2) composição química (%) por 
Espectroscopia de raios X por dispersão em energia (EDS) e 3) Morfologia da 
interface adesiva em Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV). Foram 
confeccionadas pastilhas de brometo de potássio (n=5) a fim de analisar o grau de 
conversão do monômero adesivo por Espectroscopia no Infravermelho por 
Transformada de Fourier (FTIR). Os dados de RU foram analisados por ANOVA 3 
fatores e, as falhas por Kruskall Wallis e teste de Dunn (α=5%). Os dados do FTIR 
foram analisados por teste T. Para a RU, verificou-se que a dentina hígida foi 
superior a desmineralizada (p=0,000), os espécimes biomiodificados foram 
superiores aos não tratados (p=0,000) e os submetidos à análise imediata 
apresentaram maiores valores que os envelhecidos (p=0,019). Na interação, a 
dentina hígida proporcionou maiores valores, tanto para a análise imediata quanto 
após o envelhecimento (p=0,016) e os espécimes biomodificados apresentaram os 
maiores valores (p=0,019), também para ambos os momentos de análise. Na análise 
de falhas, houve diferença (p>0,05) apenas para a dentina hígida tratada com 
quitosana em relação aos demais grupos, em função da maior incidência de falhas 
coesivas do material (imediata) e mistas (envelhecidas). Não foram observadas 
diferenças na concentração dos elementos químicos. Em MEV, observou-se 
presença de tags e camada híbrida em todos os grupos. Em FTIR, observou-se 
menores valores do grau de conversão do monômero adesivo após a aplicação da 
quitosana. Concluiu-se que a biomodificação da dentina com quitosana não interferiu 
negativamente na composição química e morfológica da interface, porém melhorou 
a resistência imediata e a longo prazo da interface adesiva, tanto em substrato 
hígido quanto em desmineralizado. O uso da solução interferiu negativamente no 
grau de conversão dos monômeros adesivos. 

Palavras-chave: Dentina, Quitosana, Adesividade.



 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 





 

 

ZIOTTI, I. R. Biomodification of demineralized dentin with chitosan solution: 
Bond strength, chemical and morphological analysis of the adhesive interface 
after aging - School of Dentistry of Ribeirão Preto, University of São Paulo, Ribeirão 
Preto, 2020. 
 

This study aimed to evaluate, in vitro, the bond strength, chemical and morphological 
characterization of the adhesive interface after the biomodification of demineralized 
dentin with chitosan solution. The sample was composed of 80 healthy molars 
(n=10), of which 40 received caries induction by the pH cycling method, followed by 
simulation of selective removal of caries tissue. The teeth were divided according to 
the dentin biomodification: without biomodification (control) and biomodification with 
2.5% chitosan solution for 1 min. The surface was restored with adhesive (Single 
Bond Universal - 3M) and composite resin (Z250 - 3M). Half of the specimens in each 
group were submitted to the aging process (6 months of storage in water + 12,000 
thermal cycles + enzymatic degradation) and the other half for immediate analysis 
(24h). The teeth were sectioned on toothpicks (1.0 ± 0.2 mm²) and subjected to: 1) 
microtensile bond strength test (µTBS) (MPa); 2) chemical composition (%) by X-ray 
Dispersive Energy Spectroscopy (EDX) and 3) Morphology of the adhesive interface 
in Scanning Electron Microscopy (SEM). Potassium bromide tablets (n=5) were 
made in order to analyze the degree of conversion of the adhesive monomer by 
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). The µTBS data were analyzed by 
ANOVA 3 factors and the failures by Kruskall Wallis and Dunn's test (α=5%). FTIR 
data were analyzed by T test. For the µTBS, it was found that the sound dentin was 
superior to the demineralized dentin (p=0.000), the biomiodified specimens were 
superior to the untreated (p=0.000) and those submitted to the immediate analysis 
presented higher values than the aged specimens (p=0.019). In the interaction, the 
sound dentin provided higher values for the immediate analysis and after aging (p = 
0.016) and the biomodified specimens showed the highest values (p=0.019), also for 
both moments of analysis. In the failure analysis, there was a difference (p> 0.05) for 
the sound dentin treated with chitosan compared to the other groups, due to the 
higher incidence of cohesive material (immediate) and mixed (aged) failures. No 
differences were observed in the concentration of the chemical elements. In SEM, 
tags and a hybrid layer were observed in all groups. In FTIR, lower values of the 
degree of conversion of the adhesive monomer were observed after the application 
of chitosan. It was concluded that the dentin biomodification with chitosan did not 
interfere negatively in the chemical and morphological composition of the adhesive 
interface, but it improved the immediate and long-term bond strenght of the adhesive 
interface, in sound and demineralized dentin. The use of the solution negatively 
affected the degree of conversion of the adhesive monomers. 

Keywords: Dentin, Chitosan, Adhesiveness.
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INTRODUÇÃO  

A odontologia minimamente invasiva enfatiza a prevenção e a intervenção 

precoce na doença cárie com preservação do remanescente e execução de 

restauração mínima (CALACHE et al., 2013; BROSTEK & WALSH, 2014). O 

sucesso desta terapia se baseia na seletividade da remoção do tecido cariado 

(MALTZ et al., 2012; OZ et al., 2019), no qual apenas a dentina infectada ou 

necrosada precisa ser removida e a dentina afetada ou desmineralizada, da parede 

de fundo da cavidade pode ser mantida, pois é passível de remineralização, desde 

que haja adequado selamento (ALVES et al., 2010; BROSTEK & WALSH, 2014; 

CHEN et al., 2015).  

A substância química mais utilizada para o tratamento da dentina afetada 

por cárie é a clorexidina, devido a sua ação antimicrobiana (BARRIOS et al., 2013), 

alta substantividade (BARRIOS et al., 2013; EKAMBARAM et al., 2014) e 

capacidade de inibir as metaloproteinases (CARRILHO et al., 2007; EKAMBARAM et 

al., 2014; RICCI et al., 2014). Estas enzimas são responsáveis pela degradação das 

fibras de colágeno expostas (CARRILHO et al., 2007; RICCI et al., 2014) e 

contribuem para a falha adesiva da interface dente/material restaurador (LIU et al., 

2011). No entato, em dentina afetada por cárie, a clorexidina não tem se mostrado 

capaz de aumentar a resistência da interface adesiva de dentes decíduos e 

permanentes (LENZI et al., 2012). 

A produção de biomateriais a base de quitosana tem sido foco das 

pesquisas em diversas áreas (PROFETA et al., 2012; ZHANG et al., 2014; CHUNG 

et al., 2016; HAYASHI et al., 2014; CHEN et al., 2015; CHRONOPOULOU et al., 

2016; COVARRUBIAS et al., 2018, ZHOU et al., 2018, CURYLOFO-ZOTTI et a., 

2019, GU et al 2019, HUANG et al 2019, STENHAGEN et al 2019).  A quitosana é 

um aminopolissacarídeo formado por unidades de b-2-amino-2-deoxi-D-glucose (ou 

D-glucosamina) obtido da desacetilação da quitina (DEL CARPIO-PEROCHENA et 

al., 2017), um polímero de ocorrência natural encontrado nas paredes celulares dos 

fungos, leveduras, insetos e principalmente nas carapaças dos crustáceos 

(camarão, lagosta e caranguejo) (RODRIGUES et al., 2005; KURITA, 2006). 

Quimicamente, a molécula de quitosana apresenta versatilidade em relação a 

reações de substituição devido a presença do grupo amino, o qual a torna 

interessante do ponto de vista reativo (RODRIGUES et al., 2005; KONG et al., 

2010). Devido a ação antimicrobiana (RABEA et al., 2003; ELSAKA & ELNAGHY, 
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2012) e capacidade quelante (RABEA et al., 2003; SILVA et al., 2012), a solução de 

quitosana tem sido testada para a remoção da camada de smear após o preparo do 

canal radicular, substituindo o EDTA (SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2013, MAZZI-

CHAVES et al., 2019), e também na atividade antibacteriana do biofilme dental (DEL 

CARPIO-PEROCHENA et al., 2017). 

Persadmehr e colaboradores (2014), em um estudo utilizando colágeno 

extraído da cauda de ratos, verificaram que a quitosana reduz significantemente a 

ação das metaloproteinases, efeito similar ao da clorexidina. No entanto, a quitosana 

possui vantagem de ser biocompatível, biodegradável, atóxica e bioadesiva (RABEA 

et al., 2003; KURITA, 2006, KONG et al., 2010), além de ajudar no processo de 

remineralização de superfícies desmineralizadas, por meio da deposição de íons 

cálcio e fosfato (CURYLOFO-ZOTTI et al., 2017), o que torna interessante o seu uso 

na Odontologia Restauradora (SHRESTHA et al., 2014). A bioadesividade dessa 

substância se dá por meio de ligação eletrostática, na qual o grupo amina da 

quitosana (NH3+) é atraído pelo grupo carboxila do colágeno (COO-) (RODRIGUES 

et al., 2005), o que poderia aumentar mecânica e quimicamente a estabilidade da 

matriz orgânica e, dessa forma, protegê-la contra a degradação (PERSADMEHR et 

al., 2014; SHRESTHA et al., 2014). Recentemente, autores reportaram que as 

nanoparticulas de quitosana possuem propriedades de adesão a estrutura dental 

(CHRONOPOULOU et al., 2016). 

Deve-se ressaltar que a obtenção de interface bioadesiva em substrato 

parcialmente desmineralizado exige cuidados, pois a dentina afetada por cárie 

apresenta matriz orgânica desorganizada e com características morfológicas 

diferentes da dentina hígida (ERHARDT et al., 2008, PERDIGÃO, 2010). Além disso, 

as metaloproteinases presentes na dentina são ativadas pelos subprodutos das 

bactérias do processo carioso (CHAUSSAIN-MILLER et al., 2006, VIDAL et al., 

2014) e, juntamente com a absorção hidrolítica, degradam mais rapidamente a 

interface adesiva (LIU et al., 2011; KATO et el., 2012). 

A degradação da interface adesiva está diretamente relacionada com as 

propriedades químico-mecânicas dos polímeros resinosos que infiltram na dentina 

(HASHIMOTO et al., 2006; EKAMBARAM et al., 2014). A polimerização incompleta 

dos monômeros do adesivo ocasiona descoloração marginal, cárie secundária e 

sensibilidade pós-operatória (FERRACANE & GREENER, 1986; YUAN et al., 2007). 

Após a fotopolimerização, o grau de conversão dos sistemas adesivos varia de 55% 
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a 75% (STANSBURY & DICKENS, 2001), no entanto, a reação de polimerização 

nunca é completa e o polímero resultante dessa reação ainda possui inúmeras 

ligações duplas que não reagiram (HOLMES et al., 2007). 

 A quantidade de monômeros convertidos após a polimerização é um 

potencial indicador de desempenho clínico das restaurações (HOLMES et al., 

2007),  porém, sabe-se que quanto maior o grau de conversão de monômeros em 

polímeros, maior será a contração de polimerização inicial do material resinoso 

(ALEIXO et al., 2014), podendo ocasionar falhas no selamento marginal e 

comprometer a resistência de união. É importante ressaltar que, quando utilizado um 

agente biomodificador do substrato dentinário, é necessário que ele não interfira 

negativamente no grau de conversão do sistema adesivo. 

Com o intuito de aprimorar a interface adesiva, estudos avaliaram o efeito do 

tratamento da dentina com quitosana após o condicionamento com ácido fosfórico e 

verificaram aumento da força de adesão imediata (FAWZY et al., 2013) e melhora na 

infiltração do adesivo na dentina hígida (DAOOD et al., 2013). No entanto, ambos 

estudos in vitro (DAOOD et al., 2013; FAWZY et al., 2013) utilizaram a quitosana 

associada a riboflavina, seguida da ativação com sistema UVA, portanto, é difícil 

saber o quanto desses resultados podem ser atribuídos a utilização isolada da 

quitosana.  

A proposta de biomodificação da dentina com agente inibidor de 

metaloproteinases tem sido estudada, porém os resultados ainda são controversos 

(LENZI et al.,2012; FAWZY et al., 2013; DAOOD et al., 2013; EKAMBARAM et al., 

2014; MANSO et el., 2014, RICCI et al., 2014; CHEN et al., 2015; CURYLOFO-

ZOTTI et al., 2019; PINI et al., 2020). A adesão em superfície desmineralizada e 

seca causa colapso das fibras, deixa áreas da dentina com colágeno exposto e 

desprotegido e interfere negativamente na infiltração dos monômeros resinosos 

(HASHIMOTO et al., 2006).  

Dessa forma, considerando que a remoção seletiva do tecido cariado é uma 

realidade na prática clínica, torna-se relevante analisar in vitro a possibilidade de 

biomodificar a dentina desmineralizada com solução de quitosana, e melhorar a 

estabilidade estrutural da matriz colágena. A incorporação desse biopolímero na 

dentina desmineralizada poderia aumentar a resistência mecânica e reduzir o tempo 

de degradação da interface adesiva. 
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OBJETIVOS  
 

O presente estudo teve por objetivo geral avaliar o tratamento da dentina 

hígida e desmineralizada com solução de quitosana a 2,5% na estabilidade 

mecânica e caracterização química e morfológica da interface dentina/material 

restaurador, sendo avaliado (a): 

1. Resistência adesiva da interface dentina/material restaurador por meio de 

teste de microtração e posterior análise de falha, por meio de lupa 

estereoscópica. 

2. Composição química da interface adesiva por meio de Espectroscopia de 

raios X por dispersão em energia (EDS)  

3. Morfologia da interface adesiva em Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV)  

4. Grau de conversão do monômero adesivo por meio de Espectroscopia no 

Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)  
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MATERIAL E MÉTODO 

Aspectos éticos 

O projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Odontologia de Ribeirão Preto – USP e foram conduzidos de acordo com as 

regulamentações sobre pesquisas com seres humanos do Conselho Nacional de 

Saúde do Ministério da Saúde (Resolução n°466 de 12/12/2012).  

 

Delineamento experimental 

O estudo foi realizado de modo aleatorizado e a amostra foi composta de 80 

molares, hígidos (n=10), dos quais 40 receberam indução de lesão de cárie pelo 

método de ciclagem de pH (8h em solução desmineralizante e 16h em solução 

remineralizante) (MARQUEZAN et al., 2009). Os fatores em estudo serão: 1) o 

substrato dental, em 2 níveis: dentina desmineralizada e dentina hígida; 2) a 

biomodificação da dentina, em 2 níveis: sem biomodificação (controle) e 

biomodificada com solução de quitosana 2,5% e 3) o envelhecimento da interface 

adesiva, em 2 níveis: sem envelhecimento (testes realizados após 24h) e com 

envelhecimento (testes realizados após 6 meses de armazenamento em água + 

12000 ciclos térmicos + degradação enzimática).  

As variáveis de resposta foram: 1) Resistência de união da interface 

dentina/material restaurador por meio de teste de microtração (MPa) e posterior 

análise de falha em lupa estereoscópica; 2) Composição química (%) da interface 

adesiva por EDS; 3) Morfologia da interface adesiva em MEV e 4) Grau de 

conversão do monômero adesivo por meio de FTIR. 

 

Seleção da amostra 

Foram selecionados 80 molares humanos hígidos (Figura 1), recém-extraídos, 

provenientes do Biobanco de Dentes Humanos da Faculdade de Odontologia de 

Ribeirão Preto – USP (Registro CONEP B-002).  

Os dentes permaneceram imersos em solução de timol 0,1% a 4°C até a 

utilização (RICCI et al., 2014, MANSO et al., 2014), quando então, foram lavados em 

água corrente por 24 horas para eliminação dos resíduos de timol. Em seguida, 

foram analisados por meio de lupa estereoscópica (Nikon, Melville, NY, EUA) a fim 

de comprovar a ausência de defeitos estruturais.  
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Quarenta dentes receberam indução de lesão de cárie pelo método de 

ciclagem de pH. Tal método consiste em isolar as superfícies de esmalte com cera a 

fim de que apenas a dentina da superfície oclusal permaneça exposta. Cada dente 

foi imerso em 10 mL de solução desmineralizante durante 8 horas, seguida de 10 

mL de solução remineralizante por 16 horas, durante 14 dias, a temperatura 

ambiente (MARQUEZAN et al., 2009). 

 

 
Figura 1. Molares humanos hígidos. 

 

 

Preparo da amostra 

Os molares tiveram o esmalte oclusal removido por meio de um disco 

diamantado acoplado em cortadeira de precisão (lsomet 1000; Buehler, Lake Bluff, 

IL, EUA) a aproximadamente 2 mm abaixo da junção amelodentinária. A superfície 

foi inspecionada com microscópio óptico para garantir que todo o esmalte foi 

removido e atingiu-se a profundidade desejada. A fim de padronizar a camada de 

smear, poliu-se superfície com lixa de carbeto de silício (SiC) com granulação #600 

(Hermes Abrasives Ltda, Virginia Beach, VA, EUA) em politriz refrigerada (Arotec, 

Cotia, SP, Brasil) por 30 segundos.  

Nos dentes que receberam indução de lesão de cárie pelo método de 

ciclagem de pH (8h em solução desmineralizante e 16h em solução remineralizante), 

a superfície oclusal foi removida da mesma maneira descrita anteriormente 

(SPENCER et al., 2005). A simulação da remoção do tecido cariado foi realizada de 

modo seletivo, ou seja, a dentina cariada foi completamente removida e mantida a 
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dentina afetada na parede pulpar, endurecida e resistente à curetagem, passível de 

remineralização (MALTZ et al., 2012).  

Foram empregadas brocas esféricas carbide (KG Sorensen, São Paulo, SP, 

Brasil) em contra-ângulo acoplado à micromotor de baixa rotação (Dabi Atlante, 

Ribeirão Preto, SP, Brasil) compatíveis com o tamanho da lesão de cárie e curetas 

(Duflex SSWhite, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). A verificação da simulação da remoção 

seletiva da lesão de cárie foi realizada de acordo com critérios clínicos de dureza, 

empregando curetas (MALTZ et al., 2007). 

Os dentes tiveram as raízes seccionadas transversalmente em 1 mm abaixo 

da junção cemento-esmalte utilizando disco diamantado montado em máquina de 

corte (Isomet 1000; Buehler Ltda, Lake Bluff, Il, EUA) sob refrigeração.  A porção 

correspondente à câmara pulpar foi preenchida com resina composta (Filtek Z250; 

3M ESPE, St. Paul, MN, EUA). 

 

Divisão dos grupos experimentais 

Os 40 espécimes de dentina hígida e os 40 de dentina desmineralizada foram 

distribuídos aleatoriamente em dois grupos de acordo com a biomodificação da 

dentina: sem biomodificação (controle) e biomodificação com solução de quitosana a 

2,5%. Cada grupo foi subdividido em dois subgrupos (n=10) de acordo com o 

envelhecimento da interface adesiva: sem envelhecimento e com envelhecimento (6 

meses de armazenamento em água + 12000 ciclos térmicos + degradação 

enzimática). 

 

Preparo da solução de quitosana a 2,5% 

Foram pesadas 20 gramas de quitosana (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, 

EUA) de baixo peso molecular (75-85% de desacetilação) (CHUNG et al., 2016) 

adicionada lentamente a 100 mL de solução de ácido acético 1%, sob agitação 

magnética (Marconi Equip. Lab. Ltda, Piracicaba, SP, Brasil) durante 20 min de 

agitação (tempo suficiente para solubilizar o polissacarídeo). A fim de evitar a 

agregação das partículas e elevar o pH da solução, foi adicionado 1 mol/L de 

solução NaOH (DAOOD et al., 2013; FAWZY et al., 2013) A solução foi aviada no 

Laboratório de Pesquisas em Dentística do Departamento de Odontologia 

Restauradora da FORP-USP. 
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Procedimento restaurador 

Em metade dos espécimes de cada grupo (dentina hígida ou 

desmineralizada) foi realizado o procedimento de biomodificação da dentina com a 

solução de quitosana a 2,5% (SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2013). Para tal, a 

dentina foi irrigada com 1 mL da solução, de forma ativa na superfície por 1 min 

(SILVA et al., 2013), seguida por secagem com papel absorvente. Na outra metade 

dos espécimes, este procedimento não foi realizado. 

De acordo com as normas do fabricante, aplicou-se uma camada do adesivo 

(Adper Single Bond Universal, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) de forma ativa com 

posterior evaporação do solvente e fotopolimerização por 10 segundos. 

As superfícies de dentina foram restauradas com resina composta Filtek Z250 

(3M ESPE, St. Paul, MN, EUA), incluída em 2 incrementos de 2 mm com auxílio de 

espátula nº 1 (Duflex SS White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e fotopolimerizada 

mediante aplicação de luz LED (Gnatus, Ribeirão Preto, SP, Brasil) por 20s em cada 

incremento, mantendo-se a extremidade do aparelho à distância de 1 cm da 

superfície da resina, com auxílio de dispositivo próprio. Os materiais utilizados e o 

procedimento restaurador estão demonstrados nas Figuras 2 e 3. 

 
Figura 2. Materiais utilizados durante o procedimento 
restaurador: (A) Quitosana (Sigma-Aldrich, Saint Louis, 
MO, EUA); (B) Adesivo (Adper Single Bond Universal, 
3M ESPE, St. Paul, MN, EUA); (C) Resina Composta 
(3M ESPE, St. Paul, MN, EUA). 
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Figura 3. Procedimento restaurador: (A) Remoção da dentina cariada; (B) Biomodificação 
da superficie com solução de quitosana; (C) Aplicação da solução de quitosana de forma 
ativa por 1 minuto; (D) Aplicação do sistema adesivo; (E) Inserção da resina composta; (F) 
Aspecto final da restauração. 
 
 

 
Secção dos espécimes 

Metade dos espécimes de cada grupo (conjunto dentina/restauração) foram 

destinados às análises imediatas. Dessa forma, foram armazenados em água 

destilada a 37°C por 24h e, na sequência, seccionados com irrigação constante no 

sentido ocluso-pulpar em cortadeira de precisão (lsomet 1000; Buehler, Lake Bluff, 

IL, EUA). Descartou-se as extremidades da restauração e foram obtidos no mínimo 5 

palitos de 1,0 ± 0,2 mm² de área transversal, extraídos da porção central do 

espécime (PROFETA et al., 2012). A espessura dos palitos foi confirmada com 

paquímetro digital (Mitutoyo, Toquio, Japão). Quatro palitos foram destinados ao 
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teste de resistência adesiva (n=10 dentes e 40 palitos por grupo), e o outro às 

análises em EDS e MEV (n=4 dentes e 4 palitos por grupo). 

 

 
Figura 4. Teste de Microtração: (A) Palitos seccionados; (B) Palito fixado no dispositivo de aço 
inoxidável. 

 

 

Envelhecimento da interface adesiva 

A outra metade dos espécimes foi destinada às análises pós-envelhecimento 

da interface. O conjunto dente/restauração foi envelhecido antes da secção dos 

palitos e esse processo foi realizado com a combinação dos protocolos de 

degradação hidrolítica (PROFETA et al., 2012; BORSATTO et al., 2013), térmica 

(BORSATTO et al., 2013) e enzimática (TOLEDANO et al., 2007; KATO et al., 2012). 

Para o envelhecimento hidrolítico da interface, os espécimes foram 

armazenados em 20 mL água destilada a 37°C em estufa por 6 meses, com troca da 

água semanalmente (PROFETA et al., 2012). O envelhecimento térmico foi 

constituido de banhos de água, entre 5°C e 55°C, em máquina de termociclagem 

(Ética Equip. Científicos S/A, São Paulo, SP, Brasil), com tempo de espera de 30 s e 

tempo de transferência de 3 s entre cada banho. Foram 500 ciclos térmicos por 

semana, totalizando 12000 ciclos (BORSATTO et al., 2013). 

Após os 6 meses de armazenamento em água e ciclagem térmica, os 

espécimes foram submetidos à degradação enzimática da interface. Para tal, foram 

imersos em saliva artificial (20 mmol / L HEPES, 0,70 mmol / L de CaCl 2 , 0,20 

mmol / L de MgCl 2 .6H 2 O, 4 mmol / l KH 2 PO 4 , 30 mol / L de KCl, 0,30 mmol / L 

de NaN 3 ), contendo um coquetel de inibidor de protease isento de EDTA 

(Complete™ inibidor de protease Cocktail, Roche) a uma concentração de 100 U / 

mL, com adição de colagenase de Clostridium histolyticum  (100 U/mL) (Sigma-
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Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) durante 5 dias a 37°C (GANSS et al ., 2004). Após 

esse período, foram lavados com água destilada, secos e seccionados em palitos do 

mesmo modo descrito na análise imediata. 

 

Teste de resistência de união à microtração 

Os espécimes foram posicionados na máquina universal de ensaios (Instron 

Corporation, Canton-Massachusetts, EUA) com célula de carga de 50Kg/f, fixados 

em dispositivo de aço inoxidável com adesivo cianoacrílico (Super Bonder; Henkel 

Ltda, São Paulo, SP, Brasil) e submetidos a força de tração com velocidade de 0,5 

mm/min até a falha (Figura 5). Os valores de resistência de união foram expressos 

em megapascal (MPa), fornecidos pelo programa por meio do cálculo das secções 

transversais dos palitos, medidas previamente ao teste. 

As superfícies envolvidas na fratura de cada espécime foram analisadas em 

lupa estereoscópica (Nikon, Melville, NY, EUA) para classificação quanto ao padrão 

de fratura, em adesiva, quando a superfície dentinária estivesse coberta por fina 

camada de material adesivo; coesiva do material, quando a superfície estivesse 

coberta por resina composta; coesiva do substrato, quando a falha ocorrer na 

dentina; e mista, nas situações em que houver a combinação dos tipos adesiva e 

coesiva. 



 54 / Material e Método 

 
Figura 5. Teste de resistência de união por Microtração: (A) Palito posicionado em dispositivo de 
aço inoxidável; (B) Dispositivo acoplado à máquina durante a realização do ensaio; (C) Palito 
fraturado após o ensaio. 

 

 

Espectroscopia de raios X por dispersão em energia (EDS) e Microscopia eletrônica 

de varredura (MEV) da interface  

A leitura por meio de EDS se baseia na emissão de energia proveniente de 

átomos e íons excitados para identificação e quantificação dos elementos químicos 

presentes em uma amostra.  

Os palitos de cada dente destinados às análises em EDS e MEV foram fixos 

em anéis de resina acrílica e tiveram a interface adesiva de uma das faces polida 

com lixa d’água de granulação decrescente (#600 e 1200) e pano de polimento 

úmido em fibra sintética (Bueher, São Paulo, SP, Brasil) com pastas de alumina de 

granulação de 0,3 µm  e 0,05µm (Bueher, São Paulo, SP, Brasil). 

Após serem lavados e secos, foram fixados em stubs com fita dupla-face de 

carbono e levados ao Microscópio Eletrônico de Varredura com detector de 

Espectroscopia de raios X por dispersão em energia (EDS) acoplado (EVO 50; Carl 

Zeiss, Cambridge, Inglaterra) pertencente ao Laboratório de Microscopia Eletrônica 



Material e Método / 55 

 

de Varredura do Departamento de Química da Faculdade de Filosofia Ciências e 

Letras, Ribeirão Preto, SP. Realizou-se a visualização de toda área sob MEV a uma 

ampliação de 100x, a fim de determinar as percentagens dos elementos químicos 

predominantes na interface (%). 

Na sequência, os espécimes foram desidratados em etanol de 25°, 50°, 75°, 

95° GL, mediante imersão por 20 minutos em cada solução, seguida da imersão, por 

1 hora, em etanol 100° GL. Após a secagem dos espécimes com papel absorvente, 

eles foram imersos em hexametildisilazano (HDMS – Merck KgaA, Darmstadt, D-

64293, Alemanha) por 10 minutos, em capela, conforme demonstrado na Figura 6. 

Finalizada a desidratação, foram fixados novamente em stubs metálicos e cobertos 

com fina camada da liga ouro-paladium em aparelho de metalização a vácuo (Bal-

Tec AG, Balzers, Liechtenstein).  

Realizou-se a varredura de toda a interface adesiva e, em seguida, foi 

fotografada a área mais representativa de cada grupo em diferentes aumentos. 

Observou-se a presença e uniformidade da camada híbrida, os tags e possíveis 

gaps na interface adesiva da dentina hígida e desmineralizada, submetidas ao 

tratamento com solução de quitosana (com e sem degradação). As fotomicrografias 

foram analisadas por 2 examinadores cegos quanto aos grupos experimentais e 

previamente calibrados (Kappa > 0,9). 

 

 
Figura 6. Desenho esquemático do protocolo de desidratação dos espécimes para posterior análise 
em MEV. 
 

 

Grau de Conversão do sistema adesivo 

A análise em Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier 

(FTIR) fornece informações da distribuição espectral do adesivo, colágeno e mineral 

na interface adesiva (CHUNG et al., 2016), além disso, permite o cálculo do grau de 
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conversão monomérico do material adesivo (SPENCER et al., 2005; ALEIXO et al., 

2014). 

O grau de conversão do sistema adesivo foi aferido por meio de FTIR 

(IRPrestige-21, Shimadzu, Tokio, Japão), pertencente à Faculdade de Filosofia, 

Ciências e Letras de Ribeirão Preto - USP, Departamento de Química, pelo qual 

foram realizadas as leituras em modo absorbância do sistema adesivo, previamente 

e posteriormente à fotopolimerização. Para tanto, foram confeccionadas pastilhas de 

Brometo de Potássio (KBr), adicionando-se 100mg de Brometo de potássio em um 

dispositivo de aglutinação pressionados por uma prensa hidráulica, com uma carga 

de 10 toneladas durante 1 minuto, a fim de obter-se as pastilhas. 

Para aferir o grau de conversão, gotejou-se uma gota da solução ao centro da 

pastilha de KBr, que foi espalhada com auxílio de aplicador microbrush, seguido da 

obtenção dos espectros do adesivo não polimerizado. Em seguida, o adesivo foi 

fotopolimerizado por 10 segundos, de acordo com a instrução do fabricante e novos 

espectros foram obtidos (Figura 7). As amostras foram analisadas utilizando-se um 

acessório de refletância difuso e as medidas de absorbância avaliadas por meio do 

software Origin 8.0 (Microcal Origin 8.0; OriginLab, Northampton, MA, EUA), nas 

seguintes condições experimentais: resolução de 2,0 cm-1 sobre a região espectral 

de 4000-400 cm-1 e com 20 varreduras de cada espectro.  

Para o cálculo de conversão do sistema adesivo associado ao uso prévio da 

solução de quitosana, gotejou-se uma gota da solução ao centro da pastilha de KBr, 

espalhando-a com auxílio de aplicador microbrush, seguida do gotejamento do 

sistema adesivo, como descrito anteriormente. 

O grau de conversão foi determinado pelo número de ligações duplas de 

carbono que são convertidas em uma única ligação de acordo com a seguinte 

fórmula: 

 

DC (%) = 1 −
ቀ1637cmିଵ

1610cmିଵൗ ቁ  polimerizado

ቀ1637cmିଵ

1610cmିଵൗ ቁ  não polimerizado
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Figura 7. Análise do grau de conversão dos monômeros adesivos: (A) Materiais utilizados para a 
confecção das pastilhas de brometo de potássio; (B) Pastilha de brometo de potássio pronta; (C) 
Aplicação da solução de quitosana a 2,5%; (D) Aplicação do sistema adesivo; (E) Fotopolimerização 
do sistema adesivo; (F) Aparelho utilizado para a Espectroscopia no Infravermelho por Transformada 
de Fourier (FTIR). 
 

 

Análise dos dados 

 Os resultados obtidos foram avaliados por meio do software SPSS (versão 25 

para Windows; SPSS Inc, Chicago, IL, EUA) com nível de significância de 5% para 

todas as análises.  

A média da resistência de união obtida de 4 palitos de cada dente foi usada 

para representar o µTBS, produzindo 40 valores por subgrupo para análise. O teste 
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de Shapiro-Wilk averiguou a distribuição normal da amostra e a Análise de Variância 

a 3 fatores foi feita, considerando-se: substrato dentinário (hígido ou 

desmineralizado), biomodificação da dentina (com e sem quitosana) e 

envelhecimento da interface (imediato e após 6 meses) como fatores independentes 

(fatorial 2 x 2 x 2). Para análise do padrão de falha, foi empregado o teste não-

paramétrico de Kruskall-Wallis e pós-teste de Dunn. 

Os valores obtidos pelo EDS foram expressos em porcentagem e os dados do 

FTIR foram analisados pelo teste de Shapiro-Wilk, seguido pelo Teste T. 

A análise das fotomicrografias obtidas em MEV foi realizada por 2 

examinadores calibrados (kappa intraexaminador A= 0,92, Kappa intraexaminador 

B= 0,98, kappa interexaminador AB = 0,87). 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





 
Resultados / 61 

 

 

Resistência de união (teste de microtração) 

A Tabela 1 contém os valores médios de resistência de união e os desvios-

padrões, em MPa, dos grupos experimentais. Foram destinados a esse ensaio 4 

palitos por dente, e os valores médios de resistência de união foram calculados por 

dente (n=10). 

 

Tabela 1. Valores médios e desvios-padrões, em MPa, da resistência de união (µTBS) do 

material adesivo à dentina, nos grupos experimentais. 

 Sem solução de quitosana 2,5% Com solução quitosana 2,5% 

 Imediata Envelhecida* Imediata Envelhecida* 

Dentina hígida 27,34 ± 4,33 32,20 ± 5,85 38,47 ± 8,21 33,39 ± 9,92 

Dentina desmineralizada 13,54 ± 4,28 9,74 ± 4,90 24,65 ± 9,54 13,93 ± 5,34 

*6 meses de armazenamento em água + 12000 ciclos térmicos + degradação enzimática 

 

A análise de variância mostrou diferença estatisticamente significante para os 

3 fatores analisados: o substrato (p=0,000), a biomodificação dentinária (p=0,000) e 

o envelhecimento da interface adesiva (p=0,019).  

Os espécimes de dentina hígida tiveram valores de resistência de união 

superiores aos de dentina desmineralizada. Os espécimes que receberam a 

biomodificação com quitosana a 2,5% tiveram os maiores valores de resistência de 

união, diferentes dos sem biomodificação. Os espécimes da análise imediata 

apresentaram valores estatisticamente superiores aos envelhecidos.  

No que diz respeito às interações, verificou-se ausência de diferença 

estatisticamente significante para substrato x biomodificação (p=0,947), e substrato x 

biomodificação x envelhecimento (p=0,940).  

Quando se comparou o substrato x envelhecimento, pode-se observar que os 

espécimes de dentina hígida apresentaram os maiores valores de resistência de 

união tanto para a análise imediata quanto após a realização do protocolo de 

envelhecimento (p = 0,016), como demonstrado na Tabela 2. 
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Tabela 2. Valores médios e desvios-padrões, em MPa, da resistência de união do material 

adesivo à dentina, considerando-se o substrato (hígido ou desmineralizado) e o momento da 

análise (imediato ou após envelhecimento dos espécimes). 

 Dentina hígida Dentina desmineralizada 

Análise imediata (32,90 ± 8,57) Aa (19,09 ± 9,18) Bb 

Após envelhecimento * (32,99 ± 7,34) Aa (11,83 ± 5,43) Bb 

*6 meses de armazenamento em água + 12000 ciclos térmicos + degradação enzimática 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatisticamente significante dentro da mesma coluna (p<0,05) 
Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatisticamente significante dentro da mesma linha (p<0,05) 
 

 

Quando se analisou a interação biomodificação x envelhecimento, verificou-se 

que os espécimes tratados com solução de quitosana a 2,5% apresentaram os 

maiores valores de resistência de união (p = 0,019) para ambos os momentos de 

análise (imediato e após o envelhecimento da interface), como demonstrado na 

Tabela 3. 

 

Tabela 3. Valores médios e desvios-padrões, em MPa, da resistência de união do material 

adesivo à dentina, considerando-se a biomodificação da dentina (com e sem) e o momento 

da análise (imediato ou após envelhecimento dos espécimes). 

 Sem quitosana 2,5% Com quitosana 2,5% 

Análise imediata (20,44 ± 8,22) Ab (31,56 ± 11,19) Aa 

Após envelhecimento * (20,72 ± 11,94) Aa (24,40 ± 12,96) Aa 

*6 meses de armazenamento em água + 12000 ciclos térmicos + degradação enzimática 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatisticamente significante dentro da mesma coluna (p<0,05) 
Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatisticamente significante dentro da mesma linha (p<0,05) 

 

 
Análise do padrão de falha pós-teste  

O padrão de falha de cada grupo experimental foi expresso em frequência de 

distribuição e analisado estatisticamente por testes não paramétricos (p>0,05). As 

Tabelas 4 e 5 e Figuras 8 e 9 ilustram os resultados. Houve predomínio de falhas 

adesivas em todos os grupos. 
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Tabela 4. Frequência de distribuição dos scores atribuídos aos padrões de falha, nos espécimes 

destinados à análise imediata de resistência de união (n= 40). 

 Dentina hígida Dentina desmineralizada 

 Sem quitosana Com quitosana Sem quitosana Com quitosana 

Adesiva 36/40 18/40 32/40 28/40 

Coesiva Substrato 4/40 6/40 0/40 6/40 

Coesiva Material 0/40 12/40 0/40 0/40 

Mista 0/40 4/40 8/40 6/40 

Mediana 1 2 1 1 

 a b a a 

*Letras minúsculas diferentes ao final de cada coluna indicam diferença estatisticamente significante (Testes 
Kruskall-Walis e Dunn, p=0,01).  

 
 

Na análise imediata, observou-se diferença significante (p> 0,05) apenas para 

os espécimes de dentina hígida previamente tratados com solução de quitosana a 

2,5% em relação aos demais grupos, em função da maior incidência de falhas 

coesivas do material.  

 

 
Figura 8. Ilustração dos tipos de falhas observadas após o teste de microtração, dos 
espécimes dos grupos imediatos (24h). 
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Tabela 5. Frequência de distribuição dos scores atribuídos aos padrões de falha, nos espécimes após 

envelhecimento da interface adesiva (n= 40). 

 Dentina hígida Dentina desmineralizada 

 Sem quitosana Com quitosana Sem quitosana Com quitosana 

Adesiva 28/40 17/40 32/40 36/40 

Coesiva Substrato 0/40 1/40 2/40 0/40 

Coesiva Material 4/40 3/40 0/40 0/40 

Mista 8/40 19/40 6/40 4/40 

Mediana 1 3 1 1 

 a b a a 

*Letras minúsculas diferentes ao final de cada coluna indicam diferença estatisticamente significante (Testes 
Kruskall-Walis e Dunn, p=0,01).  

 

Na análise após envelhecimento, também se observou diferença significante 

(p> 0,05) para os espécimes de dentina hígida tratados com quitosana a 2,5% em 

relação aos demais grupos, em função da maior incidência de falhas do tipo mista.  

 

 
Figura 9. Ilustração dos tipos de falhas observadas após o teste de microtração, dos espécimes 
dos grupos envelhecidos. 

 

 

Espectroscopia de raios X por dispersão em energia (EDS) da interface adesiva  

A Tabela 4 representa os dados obtidos na análise da porcentagem atômica 

dos elementos por meio de EDS dos espécimes dos grupos experimentais. Nesta 

análise foi possível quantificar as concentrações dos elementos Carbono (C), 

oxigênio (O), fósforo (P) e cálcio (Ca). 
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Tabela 4. Médias e desvios-padrões da porcentagem atômica (%wt) dos elementos químicos predominante 
em cada grupo experimental. 

 Dentina hígida Dentina demineralizada 
 Sem quitosana  Com quitosana Sem quitosana  Com quitosana 

 Imediato Envelh. Imediato Envelh. Imediato. Envelh. Imediato Envelh. 
C 50,43 ± 0,82 40,97 ± 2,86 37,97 ± 2,79 39,73 ± 3,47 38,28 ± 0.28 39,65 ± 0,74 37,00 ± 2,36 38,60 ± 2,00 

O 33,40 ± 0,50 42,17 ± 2,73 42,98 ± 10,20 37,52 ± 3,04 42,43 ± 7,00 41,55 ± 4,18 43,21 ± 1,29 40,62 ± 6,68 

P 4,89 ± 0,66 5,09 ± 0,00 5,73 ± 1,94 6,80 ± 0,30 5,94 ± 2,10 5,80 ± 1,12 5,98 ± 0,38 6,33 ± 1,41 

Ca 10,87 ± 0,97 11,36 ± 0.,2 12,85 ± 5,45 15,65 ± 0,02 13,07 ± 4,45 12,57 ± 2,51 13,43 ± 0,48 13,92 ± 3,31 

 

Observa-se que a maior variação encontra-se nos valores percentuais de 

carbono. Nos espécimes de análise imediata de dentina hígida sem quitosana 

encontra-se o maior percentual de carbono, que diminui após o envelhecimento, e 

mantém-se estável nos espécimes dos demais grupos experimentais, diferindo do 

oxigênio, que apresentou o menor percentual na análise imediata da dentina hígida 

sem quitosana, que diminuiu após o envelhecimento e manteve-se estável nos 

demais grupos experimentais. 

Não foram observadas diferenças significantes na concentração dos 

elementos fósforo (P) e cálcio (Ca), que permaneceram estáveis em todos os 

grupos, como observado. 

 

 

Microscopia eletrônica de varredura (MEV) da interface adesiva 

A análise em MEV das seções restauradas com sistema adesivo/resina 

composta permitiu verificar a presença de tags de resina, camada híbrida e boa 

interface adesiva nos grupos de dentina sadia e desmineralizada, com e sem 

biomodificação com solução de quitosana, imediatamente após o procedimento 

restaurador (Figura 10). 
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Figura 10. Fotomicrografias (1000x) da interface adesiva imediatamente após o procedimento 
adesivo de cada grupo: (A) Dentina hígida sem biomodificação; B) Dentina hígida biomodificada com 
solução de quitosana a 2,5%; (C) Dentina desmineralizada sem biomodificação; D) Dentina 
desmineralizada biomodificada com solução de quitosana a 2,5%. R=Resina, CH=Camada híbrida, 
D=Dentina, T=Tag. 

 

 

Para os grupos analisados após o envelhecimento da interface adesiva, 

verificou-se presença de tags de resina, camada híbrida e boa interface adesiva nos 

grupos de dentina sadia e desmineralizada, com e sem biomodificação com solução 

de quitosana, porém alguns espécimes apresentaram pequenos gaps, 

principalmente nos grupos de dentina desmineralizada (Figura 11). 
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Figura 11. Fotomicrografias (1000x) da interface adesiva imediatamente após o procedimento 
adesivo de cada grupo: (A) Dentina hígida sem biomodificação; B) Dentina hígida biomodificada com 
solução de quitosana a 2,5%; (C) Dentina desmineralizada sem biomodificação; D) Dentina 
desmineralizada biomodificada com solução de quitosana a 2,5%. R=Resina, CH=Camada híbrida, 
D=Dentina, G=Gap, T=Tag. 

 
 

 

Grau de conversão do monômero adesivo por FTIR 

Os valores das médias e desvios-padrões do grau de conversão do 

monômero adesivo, com e sem o uso prévio da solução de quitosana, foram 

mensurados e estão apresentados na Figura 12.  

 A análise estatística detectou diferença significante entre os dois grupos 

testados (p=0,035). Observou-se menores valores para o grau de conversão do 

monômero do adesivo após a aplicação da solução de quitosana na superfície da 

pastilha de brometo de potássio quando comparada à pastilha que continha apenas 

o adesivo Universal, utilizado para a restauração dos espécimes do estudo.  
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Figura 12. Ilustração gráfica das médias dos valores de grau de conversão, em % dos 
grupos experimentais.  
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DISCUSSÃO 
 
 O uso da quitosana tem-se destacado em diversas áreas da medicina e da 

odontologia, como auxiliar na regeneração de tecidos moles da cavidade oral (PARK 

et al., 2020), regeneração óssea (DELAN et al., 2020), auxiliar no tratamento 

periodontal associado à terapia fotodinâmica (RAD et al., 2019), agente antifúngico 

para próteses orais (NAMANGKALAKUL et al., 2020), portador potencial de 

moléculas bioativas na formação da dentina reparadora (WU et al., 2019), soluções 

irrigantes em canais radiculares (MAZZI-CHAVES et al., 2019), agente 

antibacteriano em resina composta experimental (MACHADO et al., 2019) atividade 

antibacteriana sobre biofilmes dentais (DEL CARPIO-PEROCHENA et al., 2017), 

capacidade de remoção da smear layer (ZHOU et al., 2018).  

O biopolímero de quitosana é um aminopolissacarídeo linear, composto por 

glicosamina e unidades de N-acetil glucosamina, unidas por ligações glicosídeas 

(PATRULEA et al., 2015), ou seja, B- (1-4) -2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose e B- 

(1-4) -2-acetamida-2-desoxi-D-glucopiranose, da reação de desacetilação da quitina 

(KONG, 2010).  

  O composto foi identificado em 1811 sob a forma de quitina 

(PATRULEA et al., 2015; PERIAYAH et al., 2016), e apresenta-se como o segundo 

biopolímero mais abundante na natureza (IFUKU, 2014). É ecologicamente correto, 

com propriedades de biocompatibilidade, biodegrabilidade, bioadesão e atoxidade  

frente ao organismo humano (CHRONOPOULOU et al., 2016) e tem a aptidão de 

desmineralizar o tecido dentinário de forma semelhante ao EDTA, proporcionando 

limpeza das paredes dentinárias por meio da remoção da smear layer (ZHOU et al. 

2018), com ação equivalente dos ácidos cítrico e diaminotetracético, porém com a 

vantagem de ser utilizado em pequenas concentrações e por curto período de tempo 

(BARROS et al., 2017), além de ser antimicrobiana (RABEA et al., 2003; ELSAKA & 

ELNAGHY, 2012; DEL CARPIO-PEROCHENA et al., 2017) e reduzir a ação das 

metaloproteinases (PERSADMEHR et al. 2014; ANJANA et al, 2018), o que torna 

interessante o seu uso em cavidades preparadas de forma minimamente invasiva 

para remoção de lesões cariosas.  

Existe uma variedade de tipos de quitosana, no que diz respeito ao seu grau 

de desacetilação, estrutura e peso molecular, o que pode influenciar em suas 

propriedades, como as características de ligação (PINI et al., 2020).  
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O presente estudo avaliou o uso da quitosana, viabilizado pelo fato de ser 

biocompatível (RABEA et al., 2003; KURITA, 2006; KONG et al., 2010), como 

estratégia para preservar a camada híbrida, que consiste na infiltração de 

monômeros resinosos (CASTELLAN et al., 2013; TEZVERGIL-MUTLUAY et al., 

2013) no interior dos espaços interfibrilares da matriz colágena dentinária, 

responsável pela retenção micromecânica do material restaurador ao substrato 

(CASTELLAN et al., 2013; SCHEFFEL et al., 2014). 

A biomodificação da dentina com uso da solução de quitosana, assim como 

outros bioativos, é uma estratégia promissora para o reforço da matriz colágena a 

longo prazo. O uso de biomodificadores na odontologia tem como objetivo aumentar 

a resistência mecânica do colágeno, na tentativa de melhorar não só a qualidade 

como também a longevidade de restaurações adesivas. 

A escolha da concentração da solução de quitosana de 2,5% foi baseada em 

estudos prévios, pois não influencia na molhabilidade do adesivo (URURAHY et al., 

2017), e pela sua capacidade de formação de camada de fosfato de cálcio sobre a 

dentina (CURYLOFO-ZOTTI et al., 2017). Além disso, seu uso se mostra efetivo, 

diante da sua aptidão de formar ligações cruzadas com colágeno tipo I da dentina, o 

que contribui para o processo de inibição de metaloproteinases que degradam a 

matriz colágena dentinária (KISHEN et al., 2016). A dissolução da quitosana foi 

efetuada em ácido acético, vez que insolúvel em água, visto que a desmineralização 

extra-fibrilar da dentina por quitosana é atribuída exclusivamente à sua capacidade 

quelante e não ao efeito do solvente (GU et al., 2019). 

A resistência de união da interface adesiva foi avaliada pelo teste de 

microtração, sendo, ainda, realizadas análise química e morfológica da interface e 

análise de conversão do monômero adesivo posteriormente ao uso da solução de 

quitosana a 2,5%.  

O teste de microtração, proposto por Sano e colaboradores (1994), foi 

escolhido para mensurar a resistência de união na interface dente/material 

restaurador, mesmo com a dificuldade técnica do preparo dos espécimes (PASHLEY 

et al., 1999). Tal teste permite melhor distribuição das tensões e consequentemente 

menor quantidade de falhas coesivas no substrato (GIANNINI et al., 2004), 

associado à outras analises, como o EDS  para caracterização microscópica de 

materiais biológicos e a MEV, que permite caracterizar a superfície da amostra 

(BEDRAN-RUSSO et al., 2011; PROFETA et al., 2012). 
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Os resultados da análise de resistência de união do presente estudo 

demonstraram que houve diferença nos espécimes de dentina hígida em relação à 

dentina desmineralizada.  

Sabe-se que a dentina afetada por cárie apresenta pouca mudança estrutural 

em relação ao colágeno, diferindo da dentina hígida devido aos precipitados 

mineralizados no interior dos túbulos dentinários (BANERJEE et al., 2013; COSTA et 

al., 2017), e que a resistência de união é inversamente proporcional ao grau de 

acometimento da dentina (YOSHIAMA et al., 2002; YOSHIAMA et al., 2003). 

Stenhagen e colaboradores (2019) avaliaram o efeito da quitosana 

metacrilada incorporada em adesivos experimentais, porém esse estudo não 

apresentou resultados favoráveis ao uso da quitosana na melhoria da resistência de 

união. Por outro lado, evidenciou-se efetiva propriedade antibacteriana.  

Em que pese a existência de estudo contrário (STENHAGEN et al., 2019), 

observou-se que os espécimes que receberam biomodificação com solução de 

quitosana a 2,5% tiveram os maiores resultados de resistência de união em relação 

aos espécimes sem biomodificação, o que demonstra capacidade de interagir 

eletrostaticamente com a estrutura dentária (PINI et al., 2020), corroborando com 

outros estudos (RINAUDO, 2006; XU et al., 2011; ELSAKA & ELNAGHY, 2012; 

FAWZY et al.,2013;  DAOOD et al., 2013; HUANG et al., 2019; GU et al., 2019). 

 Segundo Huang e colaboradores (2019), no teste de microtração à dentina 

desmineralizada, induzida artificialmente por meio de carboximetil quitosana (CMC), 

apresentou-se melhor ligação com a resina em relação ao tratamento de superfície 

convencional, utilizando a técnica de condicionamento ácido previamente ao 

tratamento restaurador. Assim, o CMC apresentou-se eficiente no direcionamento da 

mineralização biomimética das fibrilas de colágeno. 

 De acordo com o estudo de Gu e colaboradores (2019), para se analisar o 

potencial antibacteriano e estabilidade de união a longo prazo, testes realizados 

indicaram que a quitosana solubilizada com ácido acético possuía atividades 

antibacterianas contra três biofilmes de uma única espécie, quais sejam, 

Streptococcus mutans, Actinomyces naeslundii e Enterococcus faecalis. Nesse 

contexto, observou-se que a estratégia de desmineralização extrafibrilar à base de 

quitosana retém minerais intrafibrilares, reduz a degradação do colágeno iniciada 

por proteases endógenas e evita a permeação de água na camada híbrida, além de 
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eliminar bactérias nas superfícies da dentina, fatores esses cruciais para a melhora 

da durabilidade da união resina-dentina. 

 Já o estudo de Machado e colaboradores (2019), demonstrou que a quitosana 

carregada com triclosan com adição de 5% em peso de uma resina adesiva 

experimental apresentou propriedades confiáveis, aumentando a atividade 

antibacteriana imediatamente e após seis meses, bem como induziu a estabilidade 

da interface adesiva ao longo do tempo. 

No presente estudo, observou-se a redução nos valores de resistência de 

união após o envelhecimento da interface, nos grupos com e sem biomodificação da 

dentina, tanto em dentina hígida, como em dentina desmineralizada. Sabe-se que o 

principal fator que contribui para a diminuição da resistência de união ao longo do 

tempo é a degradação da matriz colágena dentinária, após a ativação das 

metaloproteinases presentes na matriz, principalmente as do tipo MMP-2 (MAZZONI 

at al., 2006) e MMP-9, que possuem atividade gelatinolítica (CHAUSSAIN-MILLER et 

al., 2006). 

Neste estudo, Clostridium histolyticum colagenase foi utilizada para simular a 

degradação do colágeno, assim como outros autores (KATO et al., 2012; BOTEON 

et al., 2017; ZAMPERINI & BEDRAN-RUSSO, 2018). Após o envelhecimento 

hidrolítico e enzimático dos espécimes, observou-se que os espécimes tratados com 

solução de quitosana apresentaram maiores valores de resistência de união. Este 

resultado destaca o potencial da solução de quitosana para garantir o sucesso a 

longo prazo da interface adesiva, corroborando com estudos anteriores, os quais 

sugeriram que a quitosana foi capaz de inibir a atividade enzimática da colagenase, 

aumentando a resistência à degradação do colágeno, o que melhora a força de 

adesão da resina composta à superfície dentinária (PERSADMEHR et al., 2014 e 

KISHEN et al., 2016). 

Quando analisada a interação da biomodificação dentinária com o 

envelhecimento da interface adesiva, pode-se observar que os espécimes que 

receberam biomodificação com solução de quitosana a 2,5% apresentaram os 

maiores valores de resistência de união, sugerindo que o uso da quitosana é 

promissor e favorável durante o procedimento restaurador, a fim de melhorar a 

interface adesiva e permitindo aumentar a longevidade das restaurações em resina 

composta. Apesar de algumas divergências na metodologia aplicada, principalmente 

devido à forma como a quitosana foi utilizada, outros estudos também observaram 
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resultados favoráveis em relação ao uso da quitosana para melhorar a longevidade 

de restaurações (FAWZY et al., 2012; DIOLOSÀ et al., 2014; CURYLOFO-ZOTTI et 

al., 2019). 

No estudo de Fawzy e colaboradores (2012), foi utilizada a solução de 

quitosana combinada com riboflavina e observou-se que além do aumento nas 

propriedades mecânicas, melhorou a estabilidade do substrato de dentina 

desmineralizada contra os desafios de degradação hidrolítica e/ou colagenolítica e 

diminuiu a liberação de hidroxiprolina (HYP) com a exposição à colagenase. 

Diolosà e colaboradores (2014) avaliaram capacidade de um primer contendo 

quitosana na resistência de união à dentina. Neste estudo, foi utilizada uma 

simulação de 5 anos da restauração na cavidade oral pelos métodos de 

armazenamento estático e dinâmico. Foi observado aumento da resistência de união 

com o uso da quitosana, além da estabilidade da camada híbrida. 

Já no estudo de Curylofo-Zotti e colaboradores (2019) foi utilizada a mesma 

concentração de solução de quitosana, diferindo da metodologia do estudo pelo fato 

da remoção seletiva da dentina desmineralizada por meio de laser Er:YAG. 

Observou-se que a biomodificação da dentina com solução de quitosana promoveu 

a melhora nos valores de resistência de união imediata e após 6 meses. 

Na análise do padrão de falha, observou-se o predomínio de falhas adesivas 

em todos os grupos experimentais, porém, a análise estatística demonstrou 

diferença apenas para os grupos de dentina hígida tratada com solução de 

quitosana, tanto nos espécimes submetidos às análises imediatas, quanto os 

espécimes envelhecidos. Nesses grupos, nota-se um aumento nas falhas coesivas 

do substrato e nas falhas mistas, respectivamente. Sabe-se que a maior 

porcentagem de falhas mistas sugere melhoria na interface adesiva e, 

consequentemente, na resistência de união de tais grupos (PERDIGÃO, 2007; 

FANG et al., 2012), o que corrobora com os resultados obtidos neste estudo. 

Na análise em EDS verificou-se que não houve diferenças significativas na 

concentração dos elementos químicos da interface adesiva, o que é um fator 

positivo visto que alterações nas relações cálcio/fosfato podem afetar a 

permeabilidade dos adesivos (ROHANIZADEH et al., 1999), o que pode interferir 

negativamente no processo de adesão aos substratos dentais. 

A análise em MEV deste estudo permitiu verificar que houve formação de 

camada híbrida e presença de tags resinosos nos túbulos dentinários, sugerindo 
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formação de boa interface adesiva. Nos espécimes que receberam a solução de 

quitosana, pode-se perceber presença de grânulos, provavelmente provenientes do 

uso da solução, porém, não interferindo negativamente nas propriedades mecânicas 

e morfológicas da interface adesiva. 

Segundo Beltrame e colaboradores (2018), a MEV revelou que a solução 

experimental de quitosana teve um efeito favorável na manutenção da integridade 

das fibrilas de colágeno.  

Pela análise do grau de conversão em FTIR, verificou-se que o uso prévio da 

solução de quitosana a 2,5% alterou o grau de conversão dos monômeros do 

sistema adesivo. Para que essa análise seja realizada, deve-se medir o porcentual 

de duplas ligações de carbono que foram convertidas em ligações simples de 

carbono, para formar uma cadeia polimérica (PEUTZFELDT, 1997). Quanto menor o 

número residual de ligações duplas entre carbonos após a polimerização, melhores 

são as propriedades mecânicas do polímero (PEUTZFELDT, 1997). 

Os menores valores de grau de conversão observados com o uso da solução 

de quitosana podem ser explicados devido à falta de evaporação total do solvente 

previamente à fotopolimerização e, também, devido à sua viscosidade quando em 

contato com a solução de quitosana, porém esses fatores não puderam ser 

provados por meio desta pesquisa e indo em oposição ao estudo de Ururahy e 

colaboradores (2017), que verificou que a quitosana não interfere na molhabilidade 

do adesivo. 

No estudos de Elsaka e & Elnaghy (2012), analisando o grau de conversão e 

incorporação da quitosana no adesivo, verificou-se que as propriedades 

antibacterianas de adesivos experimentais recém-preparados e envelhecidos 

incorporando quitosana exibem um efeito inibitório no crescimento de Streptococcus 

mutans em comparação com a resina adesiva não modificada, aumentando a 

viscosidade dos adesivos experimentais com o aumento das concentrações de 

incorporação de quitosana no adesivo. Entretanto, o grau de conversão e os valores 

de PH diminuíram com o aumento das concentrações de incorporação de quitosana. 

Notou-se que adesivos experimentais incorporando quitosana 0,12% e 0,25% não 

demonstrou diferença significativa nos valores de resistência de união em 

comparação com o controle. Por outro lado, a incorporação de 0,5% e 1% de 

quitosana no adesivo dentário diminuiu significativamente a resistência de união. 
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Uma das possíveis explicações para que o grau de conversão tenha sido 

influenciado negativamente pelo uso da solução de quitosana pode estar 

relacionada ao fato de que, para o teste de resistência de união, a quitosana foi 

depositada predominantemente nos túbulos dentinários, uma estrutura diferente da 

pastilha de brometo de potássio, utilizada para o teste de grau de conversão dos 

monômeros adesivos. 

Apesar das limitações de um estudo in vitro, este estudo abre possibilidades 

para que mais analises sejam feitas e pode gerar novas propostas de protocolos 

adesivos. Há necessidade de realizar estudos futuros que avaliem os efeitos do uso 

da solução de quitosana na dentina desmineralizada como agente biomodificador, 

principalmente in vivo, pois a inibição de metaloproteinases é um dos principais 

fatores que contribuem para a melhora da resistência de união a longo prazo. 
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Assim, com base na metodologia utilizada e nos resultados obtidos neste estudo, é 
lícito concluir que: 
 

1. O uso da solução de quitosana a 2,5% melhorou a resistência de união da 

interface adesiva, imediatamente e após envelhecimento da interface. 

2. A solução de quitosana não interferiu negativamente na composição química 

da interface adesiva. 

3. A solução de quitosana não interferiu negativamente na morfologia da 

interface adesiva. 

4. A solução de quitosana interferiu negativamente no grau de conversão dos 

monômeros do sistema adesivo. 
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