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RESUMO

FALCONI PAEZ, C. Os flavonoides nanoencapsulados podem melhorar a adesao
em dentina afetada por caries? Um estudo in vitro. Ponta Grossa, 2023.
Dissertacdo (Mestrado em Odontologia — Dentistica Restauradora). Universidade
Estadual de Ponta Grossa, 2023.

Objetivo: Avaliar o efeito da adicdo de flavonoides nanoencapsulados em dois
adesivos universais utilizados em modo fotal-etch na resisténcia de unido resina-
dentina (uTBS), na nanoinfiltragdo (NI) e a caracterizagdo da camada hibrida em
dentina afetada por carie (DAC). Material e métodos: Foi utilizado um método
microbiolégico para criar uma DAC em 60 molares humanos. A quercetina (Q) e a
naringina (N) nanoencapsuladas foram incorporadas no Prime&Bond Universal (PBU;
Dentsply-Sirona) e no Single Bond Universal (SBU, 3M) e distribuidas aleatoriamente
em 6 grupos: 1) PBU C (controle), 2) PBUN, 3) PBUQ, 4) SBU C (controle), 5) SBUN,
6) SBUQ. Um bloco de 4 mm de espessura de resina composta (TPH Spectrum,
Denstply Sirona) foi construido sobre a superficie da DAC e fotopolimerizado de
acordo com as instrugcdes do fabricante. Os espécimes foram seccionados em palitos
de resina-dentina (0,8 mm?). A andlise uTBS e NI da interface resina-dentina foi
avaliada apos 24 h (Tl) e apds 6 meses de armazenamento em agua (TA). Alem disso,
o perfil quimico dos flavonoides na camada hibrida foi avaliado. Os resultados foram
analisados utilizando o teste ANOVA nao paramétrico de trés vias com medidas
repetidas seguido do teste post hoc de Bonferroni (a = 5%). Resultados: Todos os
grupos contendo flavonoides apresentaram maiores valores de yTBS e NI apos TA
(p<0.05). Os grupos PBUQ e SBUQ apresentaram os valores y TBS mais elevados e
valores NI mais baixos quando comparado com o grupo controle. O grupo PBU
apresentou valores NI mais elevados quando comparado com o grupo SBU apés o Tl
(p<0,05), e esses valores diminuiram apos TA (p<0,05). Q e N foram identificados na
camada hibrida do SBU e PBU, assim como a infiltracdo adesiva. Concluséo: O uso
de flavonoides nanoencapsulados pode melhorar a longevidade da interface de uni&o
criada por sistema adesivo universal aplicado em DAC.

Palavras-chave: Adesivos Dentais; Flavonoides; Quercetina; Naringina



ABSTRACT

FALCONI PAEZ, C. Can nanoencapsulated flavonoids improve adhesion in
caries affected dentin? An in vitro study. Ponta Grossa, 2023. Tese (Mestrado em
Odontologia — Dentistica Restauradora). Universidade Estadual de Ponta Grossa,
2023.

Objective: To evaluate the effect of the addition of nanoencapsulated flavonoids in two
universal adhesives used in a total-etch mode on the microtensile bond-strength
(uTBS), nanoleakage (NL), and the characterization of hybrid layer in artificial caries-
affected dentin (CAD). Material and methods: A microbiological method was used to
create an artificial CAD in 60 human molars. Nanoencapsulated quercetin (Q) and
naringin (N) were incorporated to Prime&Bond Universal (PBU; Dentsply-Sirona) and
Single Bond Universal (SBU, 3M) and randomly allocated into 6 groups: 1) PBUC
(control), 2) PBUN, 3) PBUQ, 4) SBU C (control), 5) SBUN, 6) SBUQ. A 4-mm thick
block of resin composite (TPH Spectrum, Denstply Sirona) was built upon the flat
bonded CAD surface and light-cured following the manufacturer’s instructions.
Specimens were sectioned into resin-dentin sticks (0,8mm?). A uTBS and NL tests
were performed after 24 h (IT) and after 6 months of water storage (WS). In addition,
the characterization of the hybrid layer was evaluated. The results were analyzed using
non-parametric three-way repeated measures way ANOVA test with repeated
measures followed by Bonferroni's post hoc test (a = 5%). Results: All flavonoids
groups improved uTBS and NL values after WS (p<0.05). The Q group showed the
higher uTBS values and lower NL values when compared to C. PBU showed higher
NL values when compared to SBU after IT (p<0.05), and those values decreased after
WS (p<0.05). Q and N were identified in the hybrid layer of SBU and PBU, as well as
the adhesive infiltration. Conclusion: The use of nanoencapsulated flavonoids may
improve the durability of the bonding interface created by universal bonding systems
on CAD.

Key Words: Dental Adhesives, Flavonoids, Quercetin, Naringin
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1 INTRODUGAO

Atualmente, a carie dentaria € um grande problema de saude publica, sendo
considerada como uma das doengas cronicas globais com 60-90% de prevaléncia
(Pitts et al. ' 2017). A carie dentaria € um processo dinamico que consiste na
destruicdo do tecido duro dentario devido a perda mineral (Machiulskiene et al. 2
2020). As bactérias enddégenas produzem acido organico fraco como produto da
fermentacao de carboidratos, levando a variagbes dos valores locais de pH (Pitts et
al. ' 2017). Os periodos de alternancia de desmineralizagdo e remineralizagéo
dentaria causados pelas alteragdes do pH resultam na corrosdo e na formagao de
lesGes de carie (Tabata et al. 3 2021). Além disso, se a perda mineral continuar
ocorrendo, havera um aumento da porosidade da dentina intertubular, permitindo a
penetracdo dos acidos e bactérias em regides mais profundas no dente, resultando
em dentina cariada (Isolan et al. # 2018; Mazzoni et al. > 2015).

A dentina cariada envolve desmineralizagdo e quebra da matriz de colageno,
resultando em duas camadas distintas: a camada externa conhecida como dentina
infetada e a camada interna conhecida como dentina afetada (Alves et al. ¢ 2013;
Epasinghe etal.” 2016). A dentina afetada por carie (DAC) tem menor contaminagéao
e pode se remineralizar, enquanto a dentina infetada por carie apresenta alteracoes
que comprometem a adesao e precisa ser removida no momento da restauragao
(Costa et al. 8 2017). A DAC apresenta tubulos preenchidos por cristais acido-
resistentes que interferem na formagdo de tags resinosos (Alves et al. ¢ 2013;
Ceballos et al. ® 2003). Portanto, a DAC é considerada como um substrato desafiador
para a adesao e clinicamente relevante, comumente visto na pratica odontologica
(Isolan et al. + 2018; Costa et al. 8 2017; Marquezan et al. '° 2009).

O controle da carie através do tratamento restaurador é uma tendéncia na
pratica clinica. Os compdsitos de resina sdo um dos materiais mais utilizados para
este fim, tendo demonstrado uma taxa de sucesso de 48% num periodo de 33 anos
(Da Rosa Rodolpho et al. "' 2022). No entanto, a baixa longevidade das restauragbes
do compasito é atribuida a degradagdo da camada hibrida, que é definida como a
unido micromecanica entre a matriz de colageno da dentina e a resina composta
(Leme-Kraus et al. 2 2017). A instabilidade da unido resina-dentina deixa algumas
fibras de colageno desprotegidas e suscetiveis para que as bactérias cariogénicas
alcancem o substrato dentinario, afetando a estabilidade e longevidade
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dasrestauragdes (Islam et al. '® 2012; Epasinghe et al. '* 2014; Tjaderhane et al. 15
2015; Schulze et al. '® 2005).

A aplicabilidade dos flavonoides é amplamente investigada. Estudos tém
demonstrado melhorias na estabilidade e na longevidade da adesdo a dentina
(Epasinghe et al. 7 2016; Davila-Sanchez et al. 17 2020; Davila-Sanchez et al. '® 2021;
Paik et al. ' 2022). No estudo de Epasinghe et al. (2012), a incorporagdo da
proantocianidina em um adesivo (sem encapsulamento) demonstrou resultados
favoraveis na redugéo da nanoinfiltragdo (Epasinghe et al. 2° 2012). No estudo de
Hiraishi et al. (2013), os resultados do tratamento com hesperidina, proantocianidina
e a epigalocatequina galato demostraram melhorias nas propriedades mecanicas e
na resisténcia a degradagdo hidrolitica (Hiraishi et al. 2! 2013). Além disso, Davila-
Sanchez et al. (2021) demostraram que a utilizagdo dos flavonoides como pré-
tratamento leva a uma melhoria no desempenho de ades&o em dentina higida (Davila-
Sanchez et al. ' 2021). A incorporagdo de agentes bioativos que possuem
numerosas fungdes, como os flavonoides, tem sido uma abordagem promissora de
estudo (Yang et al. 22 2017).

Os flavonoides s&o polifendis naturais cuja estrutura base é constituida por um
anel de benzo-y-pirona unido com um grupo fenilo. Por um lado, a Quercetina (Q) é
um flavonoide que pertence ao grupo flavonol e pode ser encontrada em magas,
cebolas, cha e vinho tinto (Russo et al. 2 2012). Estudos demonstraram que a Q
apresenta  efeitos  anti-carcinogénicos, ant-ibacterianos, anti-inflamatdrios,
antioxidantes e vasodilatadores (Rauf et al. > 2018; Taherkhani et al. 25 2020; Ramos
et al. 26 2006; Maleki et al. 27 2019; Chopra et al. 226 2000; Serban et al. 2° 2016). Por
outro lado, a Naringina (N) faz parte do grupo flavonona que podem ser encontrados
principalmente em tomates, toranjas e outras frutas citricas (Chen et al. 3° 2016). A
literatura tem revelado que a naringina possui propriedades anti-bacterianas, anti-
oxidantes, anti-inflamatérias e anti-carcinogénicas (Céliz et al. *' 2011; Aihaiti et al. 32
2021; Memariani et al. 3 2021). Devido ao seu grupo glicosideo, ambos flavonoides
apresentam uma pequena estrutura molecular que € capaz de penetrar na dentina
desmineralizada e aumentar o efeito da re-mineralizagdo (Epasinghe et al. ” 2016).
No estudo de Davila-Sanchez et al (2020), a Q e a N demonstraram uma melhoria
imediata no desempenho da adesao e na longevidade ao ser utilizados como primers
em um sistema de adesivo universal em DAC (Davila-Sanchez et al. ' 2020). Apesar

dos beneficios do uso de flavonoides como primers, o passo adicional no
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procedimento adesivo, aumenta o tempo de trabalho e a dificuldade da técnica
restauradora.

O uso de nanocapsulas é um sistema reservatorio de substéncias ativas aptas
para promover uma melhor liberagdo do ativo de uma maneira mais controlada
(Schmaltz et al. 3% 2013; Budel et al. 35 2020). A policaprolactona (PCL) é um poliéster
alifatico que ao ser utilizado para nanoencapsular a N e Q em adesivos universais,
mostrou resultados promissores nas propriedades mecanicas da interface adesiva em
dentina higida (Hilgemberg 3¢ 2022). No entanto, até o momento, ainda nao foi
avaliado o efeito em DAC. Por conseguinte, o objetivo deste estudo in vitro foi avaliar
o efeito de dois adesivos universais contendo Q e N nano-encapsuladas nas
propriedades adesivas (uTBS: resisténcia de unidao a microtragao, NI: nanoinfiltrac&do)
e na propriedade mecanica (espectrometria micro-Raman) em DAC no modo fotal-
etch. As seguintes hipoteses nulas foram testadas: a) ndo ha diferengas significativas
nos valores de uTBS e NI quando se utilizam adesivos universais com flavonoides
nanoencapsulados em DAC no apds 24h (Tl); b) os valores de uTBS e NI apos 6
meses de armazenamento em agua (TA) ndo serdo diferentes daqueles antes do
envelhecimento; c) ndo ha diferencas entre os sistemas adesivos utilizados em pTBS

e NI; d) ndo seréo detectados os espectros dos flavonoides na camada hibrida.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Carie dentaria

A odontologia remonta a 5.000 AC, quando as pessoas pensavam que a carie
dentaria era o resultado de um "verme de dente". O termo “carie dentaria” apareceu
na literatura por volta de 1634; derivado do antigo irlandés ara-chrinn e da palavra
latina cariés, que significa decadéncia (Conrads e About 3 2018). O termo foi utilizado
para descrever apenas orificios nos dentes, sem conhecimento de sua etiologia e
patogénese (Bowen 3 2016). Os conceitos sobre a carie dentaria evoluiram ao longo
de muitos séculos, desde o final de 1800 com a descoberta do envolvimento de
microrganismos (Russell 3 2009). A cérie dentaria € um grande problema de salde
onde a maioria das criangas e adultos € acometida pela doenca, afetando
aproximadamente 3,1 bilhdes de pessoas (44%) com grande impacto na qualidade de
vida (Kassebaum et al. 4° 2015).

O processo dinamico de carie envolve interagdes entre a estrutura do dente, o
biofilme microbiano formado na superficie do dente e os agucares, bem como
influéncias salivares e genéticas (Pitts et al. ' 2017). Esta doenga multifatorial pode
estar relacionada a trés fatores principais: bactérias orais na placa dentaria, presenca
de carboidratos fermentaveis e superficie dentaria disponivel. Outros fatores
contribuintes responsaveis por aumentar ou diminuir a velocidade da carie podem ser:
caracteristicas da superficie, habitos de higiene oral, habitos alimentares, qualidade e
quantidade de saliva, etc (Mathur e Dhillon ' 2018). ). Esses fatores podem levar a
uma rapida alternancia de periodos entre desmineralizacdo e re-mineralizacdo que
causa uma mudancga no equilibrio fisiolégico entre o mineral do dente e os biofilmes
microbianos orais (Yoshihara et al. 4> 2020). A desmineralizacdo é definida como a
perda de mineral do dente devido a acidos, enquanto a re-mineralizagado € o ganho
liquido de mineral em tecido previamente desmineralizado (Machiulskiene et al. 2
2020).

A carie dentaria geralmente comecga na superficie do esmalte e abaixo dela,
onde a estrutura mineral cristalina do dente é desmineralizada por acidos organicos
produzidos por bactérias do biofilme a partir do metabolismo de carboidratos
fermentaveis da dieta. As bactérias podem ser mantidas perto da superficie por forgas
de Van Der Waal entre as camadas externas da bactéria (adesinas) e o filme de
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condicionamento. A complexidade do biofilme aumenta quando as espécies
colonizadoras secundarias se ligam aos colonizadores iniciais, levando a interagdes
microbianas antagbnicas e sinérgicas. O resultado € a formagado de uma matriz que
retém o biofilme na superficie e influencia 0 movimento e a penetracido de moléculas
dentro do biofilme, causando um efeito protetor as bactérias (Pitts et al. ' 2017).

Quando os acidos se acumulam na fase fluida do biofilme, o pH cai causando
a interface biofilme-esmalte subsaturada, onde o acido desmineraliza parcialmente a
camada superficial do dente. A perda de minerais leva ao aumento da porosidade que
alarga os espagos entre os cristais do esmalte, permitindo que os acidos se difundam
mais profundamente no dente, resultando em grande desmineralizagado abaixo da
superficie. O pH do fluido do biofilme pode retornar a neutralidade uma vez que esteja
suficientemente saturado com o potencial tamponante da saliva, interrompendo a
desmineralizacdo e promovendo a redeposicdo de minerais. No entanto, se a
desmineralizacdo ocorrer por tempo suficiente, havera inicio de lesdes de carie. Esta
primeira fase do processo de carie é clinicamente importante, porque a lesdo pode ser
revertida modificando os fatores causadores (Pitts et al. ' 2017).

Durante a fase de desmineralizagdo, a um pH local de 5.5, as bactérias orais
produzem acido organico que solubiliza a hidroxiapatita. Estudos iniciais de lesées de
carie encontraram maiores proporc¢des e incidéncias de S. mutans e S. sobrinus; a
presenca de lactobacilos em lesdes avangadas (Loesche 3 1986; Scheie e Petersen
44 2004). O acido produzido pelas bactérias erode o esmalte superficial, porem, devido
aos ions de calcio e fosfato salivares, a superficie é continuamente remineralizada. Se
o acido permanecer em contato com o dente durante longos periodos de tempo, pode
causar a desmineralizagao sub-superficial do esmalte, que é visivel como manchas
brancas. Em progressao posterior, a mancha branca pode quebrar a continuidade do
esmalte, formando uma cavidade (Mathur e Dhillon 4' 2018).

A sua ativagao ocorre quando a ponte do predominio com o zinco catalitico é
rompida por outras MMPs, cisteina catepsinas ou outras proteinases, ou por
alteragdes de pH. As catepsinas participam intracelularmente em diversos processos
como a renovagao normal das proteinas, a apoptose e o processamento de pro-
proteinas; e extracelularmente atuam diretamente na degradacdo da matriz
extracelular e contribuem para cascatas proteoliticas que promovem a capacidade de
degradagdo. Ao contrario das MMPs, que atuam num ambiente neutro, as cisteina
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catepsinas tém atividade num pH ligeiramente acido, entre 5 e 6 (Tjaderhane et al. 15
2015).

O ambiente acido criado pelas bactérias facilita a atividade funcional das MMPs
enddégenas (Mazzoni et al. > 2015). Em humanos, existem 23 membros da familia das
MMPs divididos em seis grupos com base na homologia e especificidade do substrato:
colagenases, galtinases, matrilisinas, MMPs do tipo membrana, estromelisinas e
outras MMPs. As MMP-8 e MMP-9 sdo as MMPs salivares mais abundantes e

predominam nas lesbes de carie. Sd0 enzimas dependentes de Zn?*e Ca2++,
capazes de degradar praticamente todos os componentes da matriz extracelular. Sua
ativacao ocorre quando a ponte do prodominio com o zinco catalitico € rompida por
outras MMPs, cisteina catepsinas ou outras proteinases, ou por alteragcdes de pH. As
catepsinas participam intracelularmente em diversos processos como a renovagao
normal das proteinas, apoptose e o0 processamento de pré-proteinas; e
extracelularmente atuam diretamente na degradacdo da matriz extracelular e
contribuem para cascatas proteoliticas que promovem a capacidade de degradacgao.
Ao contrario das MMPs, que atuam num ambiente neutro, as cisteina catepsinas tém
atividade num pH levemente acido, entre 5 e 6 (Tjaderhane et al. ' 2015).

Além disso, foi relatado que o TGF-31 (fator de crescimento transformador-g1)
desempenha um papel importante na regulacdo do complexo dentina-polpa
(Tjaderhane et al. '®* 2015). Aumenta MMP-2 (Boushell et al. > 2011), MMP-9
(Zehnder et al. ¢ 2011) e MMP-20 (Sulkala et al. 47 2002) nos tubulos dentinarios de
dentes cariados. Quando as MMPs e as cisteinas catepsinas sao activadas com
atividade de telopeptidase, eles clivam o telopeptideo C-terminal, o que leva a perda
do quinto componente molecular, resultando na perda da periodicidade do colageno.
A medida que a desmineralizagéo avanca, mais minerais intrafibrilares e telopeptideos
C-terminais s&o perdidos (Tjaderhane et al. ' 2015). Esta perda provoca a perda de
minerais intrafibrilares que poderiam explicar a correlagcdo da perda gradual da
periodicidade do colageno com a perda de minerais na dentina (Deyhle et al. 4 2011).

Durante o desenvolvimento da lesdo cariosa, os odontoblastos representam o
primeiro mecanismo de defesa que expressa os TLRS 2 e 4. Esses receptores sédo
ativados apos o contato com moléculas comuns na superficie do agente patogénico,
permitindo o reconhecimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Conrads
e About 3 2018). Eles também induzem a secregdo de moléculas antibacterianas
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como as (-defensinas e o oxido nitrico pelos odontoblastos que limitam a progresséo
das bactérias cariogénicas para a polpa. ApoOs a ativagdo dos seus recetores, 0s
odontoblastos segregam quimiocinas pro-inflamatérias que levam ao recrutamento de
células dendriticas, causando a eliminagdo de agentes patogénicos (Keller et al. 49
2010).

A progressao da carie induz diversas modificagbes na dentina, contribuindo
para redugbes em suas propriedades fisicas e mecénicas (Isolan et al. 4 2018;
Ekambaram et al. 3° 2015; Hass et al. ' 2021; Peixoto et al. 52 2015). A dentina
cariada é constituida por duas camadas distintas: uma camada externa infetada e uma
camada interna de dentina afetada. A camada infetada pela carie € caracterizada por
ser altamente desmineralizada e contém fibrilas de colageno irreversivelmente
desnaturadas. Por outro lado, a camada afetada pela carie é parcialmente
desmineralizada e fisiologicamente re-mineralizavel. A dentina intertubular afetada
pela carie esta parcialmente desmineralizada e apresenta uma elevada porosidade e
exposi¢cao das fibras de colageno, juntamente com uma diminuigdo da energia de
superficie (Kuboki et al. 3 1977). Em lesbes cariosas moderadas de dentina, além
dos efeitos antimicrobianos, os odontoblastos sao responsaveis por iniciar a secregao
de dentina terciaria para proteger a polpa subjacente (Conrads e About 37 2018).

A ativacdo do complemento pulpar leva a sintese de uma estrutura molecular
complexa conhecida como complexo de ataque a membrana. Esta estrutura complexa
é produzida pelos fibroblastos e € responsavel por matar as bactérias cariogénicas.
Quando este complexo se liga as paredes das bactérias, cria numerosos orificios que
permitem a entrada de electrdlitos e agua, destruindo as bactérias. Além disso, os
fibroblastos também iniciam o processo de regeneragdo da dentina através do
recrutamento de células estaminais e da regeneragédo nervosa, criando a dentina

terciaria (Jeanneau et al. 54 2015).

2.2 Topico: sistemas adesivos

A historia dos adesivos dentais comegou em 1949, quando o Dr. Hagger registou
a patente do primeiro adesivo dentario chamado "Sevriton Cavity Seal". Este produto
continha um adesivo chamado dimetacrilato de acido glicerol-fosférico e baseava-se

em mondmeros acidos capazes de condicionar para formar liga¢ées fisicas/quimicas
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entre a restauracgao e o substrato (Soderholm > 2007). Mais tarde, em 1952, Mcleand
e Kramer relataram pela primeira vez que o "Sevriton Cavity Seal" se ligava
quimicamente a estrutura dentaria (McLean ¢ 1952). Posteriormente, um dos maiores
avangos na odontologia adesiva foi introduzido por Buonocore, condicionamento
acido. A dissolucdo do tecido dental duro superficial demonstrou ser eficaz pelo
condicionamento com &cido fosférico (Buonocore %’ 1955). Na década de 1970, pela
primeira vez, o conceito de smear layer foi utilizado para se referir ao responsavel pelo
bloqueio da adesdo a dentina, conforme visto num microscopio eletrénico de
varredura (SEM) (Eick et al. ®® 1970). A smear layer € conhecida como uma camada
de 1,0 um de residuos de corte causados pela alteragdo da camada superior do tecido
dentario durante o preparo cavitario (Bowen et al. °® 1984). Quando os orificios dos
tubulos dentinarios sao obstruidos por detritos a uma profundidade de 1 a 5 um, s&o
conhecidos como smear plugs. Também relacionado ao preparo cavitario e sua
composi¢ao tem as caracteristicas do tecido que foi removido. Em condigdes clinicas,
uma camada de smear layer se comporta como uma verdadeira barreira fisica,
portanto, um certo grau de condicionamento € necessario antes da ligagdo quimica a
superficie da dentina (Pashley et al. ¢ 1988).

O mecanismo pelo qual o adesivo se adere ao esmalte e a dentina baseia-se
na desmineralizagao superficial seguida da infiltragdo de monémeros de resina (Van
Meerbeek et al. ' 2011; Nakabayashi et al. %2 1982). Apos a polimerizagdo, os
monomeros de resina tornam-se micro mecanicamente interligados nas porosidades
criadas. A retengdo micromecanica pode ser obtida de duas maneiras: rugosidade
mecanica e por condicionamento quimico (Van Meerbeek et al. 83 2020).

Na dentina, este processo € conhecido como hibridizacado (Nakabayashi et al.
62 1982), que envolve a formag&o da camada hibrida que contém fibrilas de colageno
infiltradas por resina (Pashley et al. % 2011). A dentina sempre foi mais desafiadora,
onde a corrosdo desempenha um papel importante na adesdo. Quanto mais profunda
a dentina é condicionada, mais dificil sera a infiltracdo da resina até a profundidade
de desmineralizagdo. Assim como, durante a secagem do ar, a dentina nunca deve
ser seca por muito tempo porque as fibrilas de colageno colabam e dificiimente podem
ser infiltrados pela resina. Recomenda-se esfregar ativamente a superficie da dentina
com um microbrush para intensificar a interacdo do mondmero funcional com a

dentina e o adesivo utilizado (Hardan et al. ¢ 2023).
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No esmalte, as microporosidades criadas pelo condicionamento acido
dissolvem seletivamente os prismas do esmalte até uma profundidade de 4 a 6 um,
expondo uma rede de colageno livre de hidroxiapatita (Van Meerbeek et al.  2020).
O condicionamento acido permite a penetracdo de agentes adesivos hidrofobicos
comuns por atragéo capilar (Gwinnett e Matsui ¢ 1967), resultando em tags de macro-
resina. Nos nucleos do esmalte-prisma, os cristais de hidroxiapatita sdo diluidos pela
desmineralizagdo, criando pogos profundamente condicionados onde a resina é
atraida por agdo capilar para formar tags de micro-resina (Van Meerbeek et al. 63
2020). Como resultado, causa um selamento eficaz da restauracdo das margens a
longo prazo e uma protegao contra a degradagéo(De Munck et al. 67 2003).

Os adesivos atuais podem ser classificados de acordo com sua estratégia de
adesdao, seja no modo total-efch ou no modo self-etch. Os adesivos total-etch s&o
caracterizados por uma etapa inicial de condicionamento acido, seguido de um
procedimento de enxague que provoca a remogao completa da smear layer e dos
smear plugs (Cardoso et al. 8 2011). O condicionamento acido promove a
desmineralizagao da dentina a uma profundidade de 3 a 5 um, expondo as fibrilas de
colageno (Van Meerbeek et al. 8 1992), expondo uma rede de colageno livre de
hidroxiapatita permitindo uma retengdo micro-mecéanica (Van Meerbeek et al. 63
2020). E considerada a melhor abordagem para o esmalte, pois tem eficacia
comprovada a longo prazo. Clinicamente, ao enxaguar o acido fosférico, o esmalte é
visto em uma cor branca fosca (Van Meerbeek et al. 3 2020).

Existem dois tipos de adesivos total-etch, os de dois ou de trés passos,
dependendo se o primer e 0 agente de unido estdo separados em dois frascos ou
combinados em um Unico frasco (Van Meerbeek et al. ° 2003). Quando o primer é
aplicado geralmente apresenta propriedades hidrofilicas como HEMA dissolvido em
solventes organicos como agua, etanol ou acetona. é responsavel por promover a re-
expansao das redes de colageno e melhorar a molhabilidade, enquanto os solventes
deslocam a agua da superficie da dentina, preparando a rede de colageno para a
infiltragdo do adesivo-resina (Nakabayashi e Takarada ' 1992). Na etapa de ades&o,
um adesivo (livre de solvente) & aplicado na superficie, levando a penetragcado de
mondmeros hidrofébicos resultando na formagdo de uma camada hibrida apds a
polimerizagdo. Num adesivo de dois passos, o primer e o adesivo sdo combinados e
apresentam uma capacidade reduzida de infiltrar o substrato dentinario

desmineralizado. Eles s&o mais susceptiveis aos efeitos da degradacao hidrolitica. A
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sensibilidade da técnica esta relacionada a prépria etapa de condicionamento
(Cardoso et al. ¢ 2011).

Por outro lado, os adesivos autocondicionantes podem ser sistemas de um ou
dois passos, dependendo se a solugao de primer autocondicionante € separada ou
combinada com o agente de unido (Van Meerbeek et al. ° 2003). Um adesivo self-
etch tem uma composi¢ao menos acida quando comparado com o acido fosférico. A
fim de possibilitar o condicionamento acido, a maioria dos adesivos
autocondicionantes contém agua como meio ionizante e o0s adesivos
autocondicionantes disponiveis sem agua requerem uma técnica chamada “ligacéo
umida”. Consiste em deixar a superficie com agua suficiente para que possa ser
auto-condicionada. O desempenho adesivo vai depender do mondmero funcional da
solugéo adesiva, da sua estrutura molecular e da sua afinidade com a hidroxiapatita
(Van Meerbeek et al. "2 2011).

A capacidade de desmineralizagdo de um sistema autocondicionante € limitada
e pode comprometer a adesdo ao esmalte porque a sua falta de potencial para
desmineralizar a fase mineral do esmalte ndo permite que o adesivo crie porosidades
micro-retentivas adequadas (Pashley et al. ¢ 2011). Devido a sua exposigdo limitada
ao colageno, os adesivos self-etch sdo menos vulneraveis a biodegradacéo
enzimatica (Van Meerbeek et al. % 2020). Ao contrario dos adesivos total-etch, os
adesivos self-etch nao requerem um passo de condicionamento separado, pois
contém mondémeros acidos que s&o capazes de dissolver a smearlayer e remineralizar
a dentina/esmalte subjacente (Tay et al. ”® 2000). As caracteristicas da camada
hibrida, quando aplicado um adesivo autocondicionante, dependem da capacidade
dos seus monomeros funcionais em desmineralizar o substrato dental. Portanto,
podem ser classificados de acordo com a sua agressividade no condicionamento, em
fortes (pH < 1), intermédios (pH >1.5) e suaves (pH =~ 2). Os adesivos self-etch mais
fortes produzem efeitos de desmineralizag¢ao profunda semelhantes aos dos sistemas
total-etch. Os adesivos self-efch suaves desmineralizam a dentina parcialmente, onde
a sua camada hibrida ndo é mais profunda do que 1 um (De Munck et al. "4 2005).

Recentemente, os adesivos universais simplificaram o conceito tradicional, sendo
concebidos como um adesivo "tudo-em-um" que permite ao dentista decidir o modo
de aplicacéo, seja em ftotal-etch, self-etch, ou condicionamento seletivo do esmalte
(Rosa et al. "> 2015; Murioz et al. ® 2013). Como mencionado anteriormente, o modo

total etch envolve o condicionamento com acido fosférico seguido de enxague com
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agua antes da aplicacdo do adesivo, enquanto o modo self-etch envolve o uso de
monomeros com um grupo funcional azidico, como fosfato ou carboxilato, que
condicionam e infiltram a dentina. A abordagem self-etch tem um desempenho inferior
ao da abordagem total-etch no esmalte, através da qual o esmalte precisa ser
seletivamente condicionado com &cido fosférico (Van Meerbeek et al. 83 2020).

O desempenho dos adesivos universais depende do seu pH, do substrato e da
estratégia adesiva utilizada. A utilizacdo de acido fosférico produz macro e
microporosidades que provocam a dissolucdo da hidroxiapatita na superficie do
esmalte. Este processo aumenta a area de superficie do substrato, permitindo a
infiltracdo de mond&meros de resina no esmalte. Quando os adesivos universais sao
utilizados no modo self-etch, ndo conseguem condicionar o esmalte a mesma
profundidade que o acido fosforico apresentam menor resisténcia de uniao ao esmalte
sem condicionamento prévio. Portanto, independentemente do pH, o desempenho do
adesivo universal no esmalte € melhorado pelo uso de condicionamento prévio com
acido fosférico (Cuevas-Suarez et al. 77 2019).

O pH do adesivo universal influencia a adesdo a dentina. Quando usado como
total-etch, o condicionamento acido solubiliza o conteudo mineral da dentina,
permitindo a infiltragcdo de mondmeros na rede de colageno. Em seguida, através da
polimerizagao in situ, forma-se a camada hibrida, proporcionando uma retencao
micromecanica. A resisténcia de unido a dentina dos adesivos universais de forca
intermédia apresenta valores mais baixos devido a presengca de mondmeros nao
polimerizados remanescentes apds a fotoativagado que continuam a desmineralizar a
dentina devido ao seu alto nivel de acidez. Por conseguinte, afeta a estabilidade das
interagbes quimicas com a matriz de colageno. Enquanto um adesivo ultra-suave,
utilizado no modo ftotal-etch, permite uma retengdo micro-mecanica através da
hibridizagdo da dentina. Um adesivo universal suave ndo depende da estratégia de
adesao utilizada, podendo ser utilizado numa abordagem multimodal (Cuevas-Suarez
etal. 77 2019).

A estabilidade dos adesivos universais tem sido atribuida a presenca do
monomero 10-MDP que aumenta a resisténcia mecanica e evita a degradagcédo ao
longo do tempo (Cuevas-Suarez et al. /7 2019). Esse adesivos formam uma nano
camada estavel através da formagao de sais insoluveis de MDP-Ca que protegem as
fibras de colageno (Gutiérrez et al. ”® 2022). O 10-MDP foi originalmente desenvolvido
pela Kuraray e utilizado com sucesso no adesivo padrao-ouro, Clearfil; foi comprovada
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a sua interacdo quimica estabilizadora com o Ca, pois também condiciona
efetivamente a dentina (Ahmed et al. ° 2020). Além disso, a sua longa cadeia de
carbdénio hidrofobica cobre a superficie da dentina criando uma maior extensao de
adesdo quimica (Van Landuyt et al. 8 2008)

Um dos substratos mais desafiadores para adesado é a dentina afetada por carie.
Clinicamente, a escavacgao de caries resulta frequentemente num substrato complexo
gue envolve areas de dentina infetada por carie, afetada por carie, esclerdtica, erodida
e higida. A remogdo da carie é limitada a dentina externa altamente infetada e
desnaturada, preservando a camada interna de dentina afetada pela carie (Yoshiyama
et al. 8 2002). A presenga de dentina cariada resulta numa camada hibrida mais
espessa e com menor resisténcia de unido quando comparada com a dentina higida
(Alves et al.  2013; Lima et al. 8 2018; Macedo et al. 83 2009; Meraiji et al.  2018).
Este substrato é caracterizado por uma baixa resisténcia coesiva devido ao seu alto
grau de desmineralizagdo e sua matriz desorganizada. Além de apresentar uma
reducdo mineral, a dentina afetada por carie sofre uma importante perda na
cristalinidade de sua fase mineral remanescente e alteragdes na estrutura secundaria
de seus componentes organicos, resultando em propriedades mecanicas inferiores
(Hosoya e Tay & 2007). Este substrato altamente permeavel resulta numa penetragéo
desproporcional dos mondmeros resinosos, devido a presenga de moldes minerais
resistentes ao acido, formados por fosfatos B-tricalciticos (Yoshiyama et al. 8" 2002;
Sakoolnamarka et al. 8 2003; Daculsi et al. 8 1987). Este cluster mineral é
depositado nos tubulos dentinarios durante as fases iniciais da reagcdo da dentina
contra a progress&o da carie (Nakajima et al. 88 2005).

2.3 Topico: flavonoides

Em 1930, a primeira substancia isolada foi feita a partir de uma laranja que se
acreditava ser um novo membro de uma nova classe de vitaminas e foi designada
como vitamina P. No entanto, mais tarde tornou-se claro que a substancia era um
flavonoide, a rutina, e desde entdo foram identificadas mais de 4000 variedades de
flavonoides (Chirumbolo 8 2011). Os flavonoides sdo um grupo de compostos
naturais que podem ser encontrados na dieta diaria do ser humano. Estes compostos
naturais com estruturas polifendlicas encontram-se maioritariamente em vegetais,

frutos, sementes, cha, café e vinho(Krysa et al. ©° 2022).
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Quimicamente, a estrutura do esqueleto dos flavonoides consiste hum anel
heterociclico com um atomo de oxigénio que contém dois anéis de benzeno
(Middleton ®' 1998). Em outras palavras, a estrutura basica € uma aglicona, um anel
de seis membros condensado com anéis de benzeno. Os flavonoides podem ser
classificados com base nas diferengcas da sua estrutura quimica, referindo-se a
quantidade e a localizagdo dos grupos hidroxilo e metilo, ao tamanho das moléculas,
a quantidade de moléculas de hidratos de carbono, ao tipo de ligag&o glicosidica e a
presencga de grupos sulfona. As classes de flavonoides incluem: flanois, flavononas,
flavonas, isoflavonas, e antocianidinas (Peterson e Dwyer 2 1998). A posigao do anel
benzendide divide a classe dos flavondides em flavonodides (2 posigcbes) e
isoflavondides (3 posigdes). Os flavonois diferem das flavanonas pelo grupo hidroxilo
na posi¢do 3 e por uma ligagéo dupla C2-C3(Chen 3 2018)

O interesse recente por estas substancias foi estimulado pelos potenciais
beneficos para a saude. Tem sido relatado que exercem varios efeitos farmacolégicos,
tais como atividades: anti-inflamatorias, anti-oxidantes e anti-cancerigenas (Kasote et
al. % 2015). Além disso, os flavonoides tém a capacidade de induzir sistemas
enzimaticos protetores. Muitos estudos tém sugerido efeitos protetores dos
flavonoides contra doengas infecciosas (bacterianas e virais) e degenerativas, como
as doencgas cardiovasculares, cancer e outras doencgas relacionadas com a idade
(Kumar e Pandey % 2013)

A principal carateristica dos flavondides é a sua capacidade antioxidante, que
depende da disposicdo dos seus grupos funcionais. Por conseguinte, as
configuragbes, a substituicdo e o numero total de grupos hidroxilo influenciam
substancialmente os mecanismos da atividade antioxidante. A configuragao hidroxilo
do anel B € o componente mais significativo, pois € responsavel pela doacédo de
hidrogénio e de um eletro aos radicais hidroxilo, peroxinitrito e peroxilo, estabilizando-
os, formando um radical flavonoide relativamente estavel (Rice-Evans et al. % 1996).
A atividade antioxidante consiste em bloquear as rea¢des em cadeia dos radicais
livres através da quelagao dos ions, especialmente o ferro e o cobre, que participam
no inicio destas reagdes e reduzem as espeécies reativas de oxigénio a formas estaveis
e nao recativas. Os flavonoides podem inibir a atividade das enzimas que participam
nas reagdes em cadeia dos radicais livres como: xantina oxidase (5-LOX), proteina
quinase (15-LOX), lipoxigenase (12-LOX), ciclo-oxigenase (COX 1 e 2). Também,
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diminuem a sintese da prostaglandina PGE2, do leucotrieno B4 e do tromboxano A2
(Krysa et al. ° 2022).

A literatura mostra que os flavonoides que possuem uma ligagéo 2-3 insaturada
em conjugagado com uma fungédo 4-oxo sao antioxidantes mais potentes do que os
flavonoides que ndo possuem uma ou ambas caracteristicas. Este fato pode ser
explicado devido a conjugagdo entre os anéis A e B, que permite um efeito de
ressonancia do nucleo aromatico, proporcionando estabilidade ao radical
flavonoide(Rice-Evans et al. % 1996). O heterociclo dos flavonoides contribui para a
atividade antioxidante ao permitir a conjugagao entre o 3-OH livre e o anel aromatico.
A remocgao de um 3-OH anula a conjugagédo, o que compromete a capacidade de
eliminagdo dos radicais (Bors et al. °7 1990). A atividade antioxidante pode dar origem
as atividades anti-alérgicas, anti-inflamatodrias, anti-microbianas, anti-cancro, anti-
diarreicas, cardioprotectoras, hipoglicémicas e/ou anti- diabéticas (Kumar e Pandey
2013; Jurasekova et al. %8 2014)

Como mencionado anteriormente, os flavonoides s&o um grupo amplamente
distribuido de compostos fendlicos vegetais que provém das células vegetais fotos-
sintetizantes e s&o parte integrante da dieta humana e animal. Sendo fotoquimicos,
os flavonoides ndo podem ser sintetizados por seres humanos e animais. Os
flavondides presentes nos alimentos sao geralmente responsaveis pela cor, sabor,
prevencgao da oxidagao das gorduras e protec&o das vitaminas e enzimas. As maiores
quantidades de flavonoides encontradas na dieta humana incluem as isoflavonas da
soja, os flavonais e as flavonas (Yao et al. ®°® 2004). Os flavonoides s&o sintetizados
pelas plantas em resposta a uma infegcdo microbiana. Foi demonstrado que varios
flavonoides, incluindo apienina, galangina, glicosideos de flavona e flavonol,
isoflavonas, flavanonas e chalconas, possuem atividade antibacteriana (Cushnie e
Lamb 90 2005).
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3 PROPOSIGAO

3.1 Objetivo geral:

1. Avaliar o efeito in vitro da incorporagao de flavonoides nanoencapsulados em dois
adesivos universais utilizados no modo fotal-etch nas propriedades adesivas da
interface de unidao em DAC.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a uTBS e NI formada pela aplicagdo de adesivos universais com particulas
nano-encapsuladas de Q e N em DAC apos TI.

2. Avaliar a uTBS e NI de adesivos universais contendo particulas nano-
encapsuladas de Q e N em DAC apéds TA.

3. Avaliar o desempenho de dois sistemas adesivos universais de diferentes marcas
na uTBS e NI.

4. Identificar os espectros dos flavonoides em adesivos universais na camada
hibrida.



29

4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi previamente aprovado pela Comissao de ética em Pesquisa na
Universidade Estadual de Ponta Grossa, sob o numero do parecer: 5.508.845

Um total de 60 molares permanentes humanos higidos e intactos foram fornecidos
pelo Banco de Dentes Humanos da Universidade Estadual de Ponta Grossa para a
realizagéo de diferentes testes. Os dentes foram alocados aleatoriamente em 6 grupos
(Figura 1). Flavonoides nano-encapsulados foram incorporados em dois adesivos
universais, PBUC [Prime Bond Universal] e SBUC [Single Bond Universal], originando
os grupos: 1) SBUN [com Naringina), 2) SBUQ [com Quercetina], 3) PBUN [com
Naringina], 4) PBUQ [com Quercetina], 5) PBUC [sem flavonoides], 6) SBUC [sem
flavonoides].

Figura 1. Esquema dos grupos adesivos utilizados neste estudo

Grupos
! )
Experimental Controle
| |
oo [
SBUN SBUQ PBUN PBUQ SBUC PBUC

! !l

Fonte: O autor

4.1 Formulagao do adesivo conteudo flavonoides nano-encapsulados

Para esta parte do experimento, foi utilizada a metodologia proposta num estudo
prévio (Hilgemberg 3¢ 2022).
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Uma solugao méae foi obtida a partir da mistura do flavonoide nanoencapsulado e
liofilizado com o adesivo universal. No total, quatro solu¢des maes foram obtidas:
PBUN, PBUQ, SBUN, SBUQ. A solugdo mae consiste em colocar 10 mg de flavonoide
nanoencapsulado para cada 1 ml de adesivo. Para isso, as nanocapsulas foram
pesadas na balanga analitica (AW220, Shimadzu, Kyoto, Japao) e colocadas nos
frascos contendo os adesivos. Os adesivos foram submetidos a agitagdo em um
misturador (Univortex, Unisciensce, SP, Brasil), por tempo padronizado de 2 minutos,
até obter uma solugdo homogénea. A manipulagdo do adesivo foi feita com o auxilio
da micropipeta Labmate 10 Ul (PRLabor, Sdo José, SC) e ponteiras descartaveis.
Ap0s este passo, as solugbes maes foram armazenadas sob refrigeracdo em frascos
ambar para manter as suas propriedades até o momento do uso.

Baseado nos dados obtidos no estudo prévio (Hilgemberg 3¢ 2022), se utilizou
uma concentracdo de 1000ug/ml. O resultado da equagdo consiste em que cada
100uL das solugdes méae devem ser colocados 900 pl do adesivo puro. A manipulagao
do adesivo foi feita com o auxilio da micropipeta Labmate 10 Ul (PRLabor, Sado José,
SC) e ponteiras descartaveis. Para misturar as solugdes, foi utilizado um misturador
Univértex (Unisciensce, SP, Brasil), por tempo padronizado de 2 minutos, até obter
uma solugdo homogénea. Os adesivos foram armazenados sob refrigeracdo em

frascos ambar para manter as suas propriedades até o momento do uso.

4.2 Preparacao das amostras

Sessenta molares humanos higidos foram utilizados neste estudo. Os dentes foram
aleatoriamente alocados nos grupos experimentais e nos grupos controles (Figura 1)
para avaliagdo nos diferentes testes (Figura 2).

Para cada amostra deste experimento, foram cortadas as raizes dos molares 1mm
apical a jungcdo amelo-cementaria usando a maquina de corte de gesso (VH Softline,
Essence Dental, Araraquara, Sado Paulo, Brasil). Depois, o esmalte da superficie
oclusal do molar foi removido ha mesma maquina de gesso, de 3 mm + 1 mm até a
exposi¢cao da dentina. A superficie oclusal ficou, plana, perpendicular ao longo eixo
do dente e sem lacunas de esmalte.



Figura 2. Representacao ilustrativa da distribuicdo dos espécimes em cada um dos testes realizados neste estudo

ANALISE DE
° HTBS e NI Q MICRO-RAMAN

(n=7) (n=3) =3)

Fonte: o autor
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4.3 Calculo amostral

O tamanho amostral foi calculado utilizando um G*Power software versdo 3.1.9.7
(G*Power,  Heinrich-Heine-Universitat  Dusseldorf,  Dusseldorf, = Germany),
considerando a= 0.05, B= 0.20, parédmetros obtidos de um estudo prévio (Davila-
Sanchez et al. 7 2020) feito em DAC (n%=0,2 e f=0,5). O tamanho minimo da amostra
foi de 5 amostras por grupo. Considerando uma possivel taxa de perda de 25%, o
tamanho minimo da amostra deve ser de 7 amostras por grupo.

Além disso, para a analise de NL e o analises de micro-Raman da camada hibrida
foram testadas trés amostras por grupo com base em estudos anteriores (Hass et al.
51 2021; Muiioz et al. '°' 2015).

4.4 Inducao microbiologica de carie

Lesdes microbioldgicas artificiais foram induzidas na superficie oclusal de 60
molares humanos utilizando o método microbiolégico descrito por Marquezan
(Marquezan et al. '° 2009):

Em todas as superficies dos espécimes, foi aplicada uma camada de verniz de
unhas (Risqué Reinvente o Normal, Risqué), com a excegéo da superficie oclusal. Os
espécimes foram esterilizados em uma autoclave a vapor (Phoenix Ind. Brasileira,
Araraquara, SP, Brasil) por 15 minutos a 121°C. Depois, os espécimes foram
transferidos para um tubo Falcon de 8 ml contendo uma solugéo de carie artificial
(componentes descritos na Tabela 1) com o pH em torno de 4,0. Os espécimes foram
incubados em um frasco anaerobico (5% CO2) a 37 °C e a cada 48h, foram
transferidos para outro tubo Falcon de 8ml contendo uma nova solugdo de carie
artificial. Apds 14 dias, todos os espécimes foram esterilizados novamente como
descrito anteriormente e lavados com agua destilada (Marquezan et al. '© 2009).

Posteriormente, o esmalte circundante dos dentes foi cuidadosamente eliminado
com pontas diamantadas n°® 4137 (KG Sorensen, Barueri, Sdo Paulo, Brasil) em alta
rotacdo com irrigacdo constante. Para retirar a dentina infetada da superficie oclusal
dos dentes, as superficies foram polidas manualmente sob irrigagédo por 30s utilizando
uma lixa de carbeto de silicio de granulagédo 600 (Extec, Enfield, Connecticut, USA).
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Tabela 1. Componentes para a solugao de carie artificial

Material Quantidade
Cultura de infusdo de coragao de cérebro 111g
Extrato de levedura 15¢g
Sacarose 60g
Agua destilada 3000mL
Cultura primaria de S. mutans 100uL

4.5 Procedimento adesivo

Para o procedimento adesivo, foram utilizados os adesivos Scotch Bond Universal
(3M Oral Care, Saint Paul, MN, USA) e o Prime & Bond Universal (Dentsply Sirona,
Konstanz, Baden-Wittemberg, Germany). Tanto para o grupo controle (sem
flavonoides) como para o grupo experimental (adesivos com flavonoides nano
encapsulados), foram seguidas as instrugdes do fabricante (Tabela 2; Figura 3). O
condicionamento no dente foi feito com acido fosforico 37% por 15 segundos, seguido
pela lavagem abundante com agua por 30 segundos. Um leve jato de ar foi aplicado,
homogeneizando a umidade do substrato e evitando que a superficie da dentina
ficasse seca. Os sistemas adesivos foram aplicados ativamente sobre a superficie
oclusal por 20 segundos, seguido por um suave jato de ar de 5 segundos. Depois, a

superficie foi fotoativada por 10s usando um aparelho fotopolimerizador a base de

LED com uma intensidade de 800 mW/cm? (Radii Plus, SDI Limited, Victoria,
Australia), aferida por meio de um radiémetro digital (Curing Radiometer Model 100,
Demetron Research Corporation, Danburg, CT, EUA). Apds os procedimentos
adesivos, uma resina composta microhibrida (TPH Spectrum, Dentsply Sirona,
Konstanz, Baden-Wurttemberg, Germany) foi colocada sobre a superficie dentinaria
em dois incrementos de 2 mm de espessura, sendo cada incremento fotoativado por
20s com o mesmo aparelho fotopolimerizador, resultando em um bloco de resina
composta com 4 mm de altura (Figura 3). Um unico operador realizou todos os
procedimentos adesivos.
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Tabela 2. Sistemas adesivos universais utilizados neste estudo

Composicao

Aplicagao

Adesivos Fabricante
Single Bond 3M Oral Care
Universal (SBU) St Paul, MN,
USA
Prime&Bond Dentsply
Universal (PBU) Sirona,
Konstanz,
Baden-
Wirttemberg,
Germany

Mondmeros de
fosfatos de MDP;
resinas de
dimetacrilato; HEMA;
copolimero de acrilico;
acido itaconico;
nanoparticulas; etanol,

agua; CQ; silano

Resina acrilica
modificada com acido
fosforico
Acrilato multifuncional
Acrilato bifuncional
Acrilato acidico
Isopropanol
Agua

Iniciador Estabilizador

1. Aplicar ativamente
adesivo por 20
segundos nas

superficies de dentina
condicionada

2. Secar com suave

jato de ar por 5s

3. Fotoativagao por

10s

1. Aplicar ativamente
adesivo por 20
segundos nas

superficies de dentina
condicionada

2. Secar com suave

jato de ar por 5s

3. Fotoativagéo por

10s

Fonte: Dados obtidos pela pagina oficial 3M ESPE e DENTSPLY SIRONA
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Figura 3. Sequéncia da estratégia adesiva.
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Fonte: o autor

*(A) eliminagao da dentina infetada; (B) condicionamento acido; (C) lavagem; (D)
secagem; (E) aplicagao do adesivo; (F) secagem para a evaporagao do solvente; (G)
fotoativagado; (H) colocacéo de resina composta 2mm; (1) fotoativagdo. Os passos (H)

e () séo repetidos para obter um bloco de resina de 4mm.

4.6 Teste de uTBS

Vinte e quatro horas apods os 60 dentes serem restaurados e armazenados em
recipientes escuros em agua desionizada a 37°C, os dentes foram seccionados em
trés sentidos, vertical (vestibulo-lingual), horizontal (mésio-distal), e transversal,
originando espécimes na forma de palitos (0,8mm?).. Foram escolhidos quatorze
palitos de cada dente para testa-los depois do Tl (n = 7) e apds envelhecimento natural
em agua destilada por 6 meses (n = 7). A area dos palitos foi medida com um
paquimetro digital (Absolut Digimatic 131, Mitutoyo, Tokyo, Jap&do) com a maxima
precisao (0,01 mm) para o calculo dos valores de resisténcia de unido.

Os espécimes selecionados para envelhecimento foram armazenados em agua

destilada em estufa umida a 37°C durante um periodo de 6 meses, para simular a
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degradacéao da interface de unido. Apos a mensuragao da area de secgao transversal
os palitos foram colados nas garras de Geraldeli (Odeme Biotechnology, Joagaba,
Santa Catarina, Brasil) com uma cola a base de resina de cianoacrilato (Super Bonder
Gel, Loctite, S&o Paulo, Brasil) e testados numa maquina de ensaios universais
(Kratos, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) com velocidade de 0,5 mm/min com célula de carga
de 100N até rompimento da interface do palito (Figura 4).

O tipo de fratura foi avaliado utilizando um microscopio optico (SZH-131, Olympus,
Tokuyo, Japan) a 40x (Davila-Sanchez et al. ' 2020; Gutiérrez et al. ® 2022; Nonato
et al. 192 2022) as fraturas foram classificadas em coesivas (falha exclusivamente
entre a resina composta ou a dentina), em adesiva (falha na interface resina-dentina)
ou adesiva mista (falha na interface resina dentina que incluiu falha coesiva nas areas

circundantes).

Figura 4. Sequéncia para o teste de uTBS

Fonte: o autor
* (A) superificie oclusal pintada com caneta permanente para identificacdo de cada
grupo; (B) dente fixado com cera pegajosa e cortado com um disco diamantado; (C)
corte vestibulo lingual e mesio distal do dente; (D) mensuragdes da largura e
espessura do mesmo palito com paquimetro digital; (E) aplicagdo da cola nas garras
de Microtragdo, deixando a interfase do palito no espaco central da garra; (F)

adaptagao das garras na maquina de ensaios universais para realizar a microtragao.
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4.7 Teste de nanoinfiltragédo (NI)

Trés dentes foram restaurados por grupo como previamente explicado, e nove
palitos provenientes de cada grupo e tempo (apos Tl e apds TA) foram utilizados para
a analise de NI. Os palitos foram imersos em uma microplaca com uma solugao
aquosa (pH=7,0) de nitrato de prata amoniacal 50% em peso (Tay et al. ' 2002) e
armazenados por 24 h em auséncia de luz. Apos o tempo de infiltracdo, os palitos
foram lavados com agua destilada e imersos em solugdo reveladora (Kodak,
Rochester, Nova lorque, EUA) por 8 h sob luz fluorescente, para a redugao dos ions
de prata ao longo das nanoporosidades da interface de unido.

Os palitos foram novamente lavados em agua corrente e foi feito o polimento
uniforme das amostras sob irrigacdo constante com agua com lixas de granulagbes
1000, 1200, 1500, 2000, 2500 e 4000 e pastas diamantadas com granulagdes
decrescentes de 6, 3, 1 e 0,25 ym (Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA). As amostras
foram fixadas com cianoacrilato em stubs de aluminio e depois foram lavadas na cuba
ultrassoénica por 8 min seguidos de escoamento de agua sobre a superficie por 2 min
entre cada lixa e pasta de polimento (Figura 5). Para o processo de desidratagéo, as
amostras foram deixadas em um dessecador contendo silica coloidal por 24 h para
serem metalizadas em carbono/ouro (MED 010, Balzers Union, Balzers,
Liechtenstein).

As interfaces resina-dentina foram analisadas em no FEG-SEM (Mira 3, TESCAN,
Czech Republic). Um operador que desconhecia a origem dos palitos a serem
analisados realizou trés fotomicrografias com aumento 1000X da interface dente-
restauracéo de cada um dos palitos. A porcentagem relativa de nitrato de prata nas
areas ocupadas pela camada hibrida e camada de adesivo foram consideradas na
mensuragao automatizada da NI utilizando o Image J software para Mac OS (National
Institutes of Health, EUA) (Schneider et al. 1% 2012).
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Figura 5. Sequéncia para o teste de NI
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Fonte: o autor

* (A) Palitos imersos em nitrato de prata, deixados em um ambiente escuro sem luz
por 24 horas; (B) Palitos lavados com agua destilada; (C) palitos imersos na solugéo
reveladora por 8 horas; (D) palitos lavados na cuba com agua destilada; (E) uso de
lixas para polimento dos palitos; (F) palitos lavados na cuba com agua destilada; (G)

palitos analisados apds serem metalizados em carbono/oro no FEG.

4.8 Identificagdo dos flavonoides na camada hibrida

Trés espécimes de cada dente foram polidos utilizando lixas de SiC de granulagéo
1500, 2000 e 2500 por 15 segundos cada. Em seguida, foram limpos em cuba
ultrassoénica por 8 minutos em agua destilada e armazenados em agua por 24 horas
a 37°C. O espectrometro micro-Raman (Senterra, Bruker Optik GmbH, Ettlingen,
Baden-Wurttemberg, Alemanha) foi inicialmente calibrado para redefinir o zero
utilizando padrdes de silicio com valores de coeficientes conhecidos. Os seguintes
parametros micro-Raman foram empregados: laser de Nebdnio de 10 mW com
comprimento de onda de 785 nm, resolucdo espacial de aproximadamente 3 mm,
resolugdo espectral de aproximadamente 5 cm™ e ampliagdo de 100x (Olympus UK,
Londres, Reino Unido) para um diametro de feixe de ~1 mm. Os espectros foram
adquiridos com um tempo de acumulacdo de 60 segundos e 3 coadigdes. Quinze

pontos comegando pela camada adesiva até a dentina em intervalos de 1 ym, foram
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escaneados usando o formato x-y-z controlado pelo computados. Apds a aquisicéo,
os dados foram filtrados para picos e ruidos de alta frequéncia. Apenas os espectros
da camada hibrida foram processados e analisados através do software Spectragryph
verséo 1.2.16.1 (Am Dummelsmoos, Oberstdorf, Alemanha). Espectros adicionais das
regides de dentina pura e adesivo puro foram coletados para comparagéo.

Figura 6. Espectrdmetro micro-Raman utilizado neste estudo

Fonte: o autor

4.9 Analise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de Shapiro Wilk e Levene para verificar a
distribuicdo dos dados e homogeneidade de variancias. Ao observar uma distribuicdo
nao normal, os resultados para uyTBS e NI foram submetidos a um teste ANOVA néao
paramétrico de trés fatores com medidas repetidas, seguido do test de Bonferroni de
comparagdes multiplas. A analise estatistica foi pré-definida com um nivel de
significancia a = 5%, utilizando um software estatistico comercial (Statistics 9, SPSS

Inc, IBM Company, Armonk, Nova lorque, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Teste de mitrotragcéo (uTBS)

Os valores de uTBS sao apresentados na Tabela 3. Nao foram observadas
diferengas significativas entre os grupos no IT (p>0,05). No entanto, foi observada uma
diferenca significativa nos valores do Tl e aqueles observados ap6s o TA para todos
0s grupos. Enquanto os valores de uTBS diminuiram significativamente ao longo do
tempo para o grupo C (p<0,05), foram observados valores significativamente maiores
nos grupos N e Q apds TA (p<0,05). Apds o TA, os grupos Q e N apresentaram
valores significativamente superiores (p<0,05) aqueles observados no grupo C. Os
espécimes do grupo Q apresentaram o valor mais elevado de uTBS (p<0,05) apds TA.
O padréo de falha foi predominantemente adesiva em todos os grupos experimentais
e momentos (Grafico 1).

Tabela 3. Média (desvio padrao) de uTBS (MPa) dos adesivos universais (SBU &

PBU) de acordo com o momento e os grupos experimentais

TI TA
Grupo PBU SBU Total PBU SBU Total
C 23.9 (4.6) 21.5(0.6) 22.7 (3.4)" 19.1 (1.7) 18.5(1.5) 18.8 (1.6)*
N 22.6(2.2) 23.9(2.7) 23.3(2.5" 26.9 (3.2) 24.6(1.0) 25.7 (2.6)*°
Q 23.5(1.4) 223(1.9) 229(1.7)* 32.0(2.7) 29.4(3.0) 30.7 (3.1)%°

Tempos: Tl (tempo imediato 24h); TA (tempo de 6 meses de armazenamento).
Médias seguidas de letras iguais (maiusculas entre colunas na mesma linha;
minusculas entre linhas na mesma coluna) nao sé&o significativamente diferentes (a
=5%)
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Figura 7. Porcentagem (%) do tipo de fraturas para os diferentes tempos (Tl e TA)
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Fonte: o autor

5.2 Teste de nanoinfiltragcao (NI)

Os valores de NI estdo apresentados na Tabela 4 e Figura 7. Foi observado um
aumento significativo do valor NI no grupo C apés TA (p<0,05). Pelo contrario, para
os grupos N e Q, foram observados valores significativamente mais baixos apés TA.
Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos no Tl (p>0,05). Apds
TA, os grupos Q e N apresentaram valores mais baixos de NI (p<0,05) quando
comparados com o grupo C. Os espécimes do grupo Q apresentaram o menor valor
de NI (p<0.05) apds TA.

O adesivo PBU apresentou valores de NI estatisticamente mais elevados no Tl
quando comparado apés TA (p<0,05). Nao foi observada diferenga significativa entre
os momentos para o adesivo SBU (p>0,05). Além disso, o adesivo PBU apresentou
valores de NI estatisticamente maiores quando comparado ao adesivo SBU no TI
(p<0,05), porém apés TA nao houve diferengas significativas entre PBU e SBU
(p>0,05).
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Tabela 4. Média (desvio padréo) da NI (%) dos adesivos universais (SBU & PBU) de

acordo com o momento e 0s grupos experimentais

TI TA
Grupo PBU SBU Total PBU SBU Total

C  95(27) 96(48) 96(3.9% 125(34) 12.7(3.0) 12.6 (3.2)F
N 11.7(35) 83(3.2) 10.0(3.7)8  7.6(2.0) 8.1(2.8) 7.8 (2.4
Q 99(46) 80(26) 89(38B  51(21) 62(24) 56(2.3)

Total 10.3 (3.8)%° 8.6 (3.7)" 8.4 (4.0 9.0 (3.8

Tempos: Tl (tempo imediato 24h); TA (tempo de 6 meses de armazenamento).
Médias seguidas de letras iguais segundo o momento (maiusculas entre colunas na
mesma linha; minusculas entre linhas na mesma coluna) e segundo o adesivo
(maiusculas entre o mesmo adesivo em diferente momento; minusculas entre

adesivos no mesmo momento) n&o sao significativamente diferentes (a =5%)
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Figura 8. Imagens FEG-SEM representativas da interface de unido a DAC dos grupos experimentais apés Tl e apos TA

Prime Bond Universal Single Bond Universal

Controle Naringina Quercetina Controle Naringina Quercetina

24 horas

6 meses

Figura 8. Imagens FEG-SEM representativas da interface de uniao a DAC dos grupos experimentais apos Tl e apos TA

Imagens de Tl (A-F) e TA (G-L) de acordo com os diferentes grupos experimentais a uma ampliagéo de 1,00 kx. Areas de NI s&o
observadas dentro da camada hibrida (indicadas por ponteiro branco).

Fonte: o autor
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5.3 ldentificag&do dos flavonoides na camada hibrida

Os espectros do micro-Raman da camada hibrida de cada grupo experimental, em
comparagao com o grupo de controle, sdo mostrados na Figura 8. Todos os grupos
controles apresentam picos especificos para compreender as
diferengas/semelhangcas em comparagao aos grupos experimentais. A semelhanca
entre os picos dos grupos controles e dos grupos experimentais reflete sua base de
metacrilato idéntica. A precisdo do arranjo experimental se estende a variagdo na
posi¢ao absoluta do pico em até 5 cm'(Van Meerbeek et al. 1% 1993).

Os espectros adquirido na camada hibrida gerada por SBU é mostrado nas Figuras
8A e 8B. A Figura 8A exibe o pico caracteristico do grupo carbonila da naringina a
1665 cm™, juntamente com as bandas do anel, anéis Ae B a 1187 cm” e o anel C a
1238 cm™. Na Figura 8B, a quercetina exibe os picos caracteristicos do grupo
carbonila em uma vibragéo de estiramento a 1611 cm! e na vibragéo de flexdo a 638
cm-', juntamente com os picos provenientes de OH a 599 cm™ e 1183 cm™.

Quanto ao PBU, o espectro micro-Raman € mostrado nas Figuras 8C e 8D. A
Figura 8C exibe o pico do grupo carbonila da naringina a 1665 cm™, anéis A e B a
1186 cm™ e o anel C a 1237 cm'. Para a Figura 8D, a quercetina exibe os picos
caracteristicos da carbonila em uma vibragdo de estiramento a 1612 cm™ e na
vibragéo de flexdo a 688 cm™, juntamente com picos de OH a 598 cm™' e 1365 cm™.

O ponteiro branco indica infiltragdo adesiva em todos os grupos experimentais em
1450 cm™. O grupo SBUQ apresentou uma coalescéncia de pico, enquanto o PBUQ
apresentou um deslocamento de pico, resultando em numeros de onda mais altos em
1450 cm™".
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Figura 9. Espectros (micro-Raman) representativos da camada hibrida de dois sistemas adesivos universais contendo flavonoides
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6 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que os sistemas adesivos universais com
flavonoides nanoencapsulados aumentaram os valores de uyTBS e reduziram a NI na
interface adesiva apos 6 meses de armazenamento em agua. Assim, a primeira
hipétese nula foi aceita, mas a segunda foi rejeitada. De fato, estudos anteriores
(Davila-Sanchez et al. '® 2021; Paik et al. ' 2022; Silva et al. 1% 2022) demonstraram
que a utilizagdo de agentes reticuladores de colageno pode melhorar as propriedades
bioquimicas e biomecanicas, reduzindo a biodegradagéao e preservando a estabilidade
da adeséo a longo prazo na dentina higida. No entanto, ao contrario da dentina higida,
a DAC é um substrato clinicamente mais relevante com propriedades mecanicas
inferiores que comprometem a eficacia da adesao.

Neste estudo, a DAC foi induzida artificialmente seguindo o protocolo de
Marquezan et al. (Marquezan et al. ' 2009). Independentemente da auséncia de
oclusdo tubular dentinaria com minerais whitlockite, a DAC artificial parece promover
a desmineralizagao na dentina intertubular que se assemelha a DAC natural (Lenzi et
al. 197 2013) e uma abertura dos tubulos dentinarios (Marquezan et al. 1% 2010).
Portanto, o aumento da porosidade causado pela perda mineral na DAC permite um
condicionamento mais profundo (Nakajima et al. 8 2005) que permite uma penetragéo
mais profunda dos adesivos nos tubulos dentinarios. O principal componente
tecnoldgico dos adesivos universais € o monémero 10-MDP, que provoca uma ligeira
descalcificagdo da hidroxiapatita que leva a liberagdo de calcio (Carrilho et al. 19
2019). Subsequentemente, forma uma ligacdo MDP-Ca estavel que proporciona uma
adesdo micro-mecanica e quimica (Perdigao et al. 1" 2021). Esses fatores poderiam
explicar a falta de diferenga significativa nos valores de yTBS para todos os grupos
apo6s o tempo imediato.

Por outro lado, foi observada uma queda significativa nos valores de uyTBS para
0 grupo controle apds 6 meses de armazenamento em agua, o que corrobora estudos
anteriores sobre adesivos universais e envelhecimento em armazenamento em agua
(Ahmed et al. ™ 2020; Abdelaal et al. "' 2016). Neste estudo, os espécimes foram
armazenados em agua destilada a 37°C durante 6 meses, para poder simular um
periodo de envelhecimento de médio a longo prazo (Armstrong et al. 12 2017). E bem
sabido que as camadas hibridas sdo instaveis em ambientes aquosos devido a
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degradacéo hidrolitica do adesivo e das fibras de colageno que desaparecem com o
tempo (Mazzoni et al. ° 2015; Breschi et al. '3 2008).

Varios estudos demonstraram que a incorporagédo de agentes reticuladores de
colageno em adesivos dentarios pode ser uma solugdo para aumentar a longevidade
da interface adesiva-dentina (Leme-Kraus et al. > 2017; Davila-Sanchez et al. 7
2020; Porto et al. ''* 2021). Da mesma forma, verificou-se no presente estudo que a
aplicacao de agentes de reticulagdo também melhorou a adesao ao longo do tempo.
No entanto, essa aplicagédo foi feita em DAC com flavonoides nanoencapsulados
incorporados em adesivos universais. Este fato pode ser atribuido as propriedades da
nanocapsula de policaprolactona (PCL) e dos flavondides utilizados neste estudo. A
PCL é um poliéster alifatico de baixa viscosidade conhecido por ter uma boa
resisténcia quimica a agua, ao dleo e aos solventes (Siracusa et al. ' 2008). Uma
das suas vantagens é que proporciona uma liberagao controlada do ingrediente ativo,
durante um periodo que pode durar varios dias a semanas (Grabnar e Kristl 116 2011).
Assim, é possivel que a nanocapsula de PCL tenha atuado como um transportador de
Q e N para areas mais profundas dos tubulos dentinarios, onde uma liberacao lenta e
controlada de flavonoides causou valores mais elevados de uTBS apods 6 meses de
armazenamento em agua, quando comparado com o grupo de controle.

Os agentes reticuladores exdégenos de colageno obtidos através da utilizagao
de flavonoides fornece uma solugéao eficaz para preservar a dentina desmineralizada,
tal como refletido nos nossos resultados e em outros estudos (Epasinghe et al. 4
2014; Davila-Sanchez et al. 7 2020; Bedran-Russo et al. "7 2007; Gotti et al. '8
2015). Os flavonoides tém atividades antioxidantes que inibem a producé&o de radicais
livres e eliminam os radicais derivados do oxigénio (Maleki et al. 27 2019). As
propriedades antioxidantes dos flavonoides dependem da sua estrutura quimica: os
hidrogénios fendlicos que Ihes permitem doar moléculas e os padrdes de substituicao
especificos dentro da estrutura (Li e Wang '"® 2016; Chen et al. '2° 2019). Por
conseguinte, apds 6 meses de armazenamento em agua, o colageno exposto na parte
inferior da camada hibrida foi reforcado pelos flavonoides, provavelmente devido a
elevada reatividade dos seus grupos hidroxila (Mondal e Syed 2" 2020; Zhai et al. 122
2010).

No entanto, ao comparar os grupos experimentais, os espécimes de Q exibiram
valores de uTBS mais elevados do que os espécimes de N apds seis meses de

armazenamento em agua. A Q interage com as fibrilas colagenas mediante quatro
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tipos de forgas: i) forcas de Van der Waals: permite a interagdo com a contraparte
hidrofébica de outras moléculas (Hiraishi et al. 2' 2013), ii) forgas eletrostaticas:
aumenta a energia livre de superficie (Hass et al. ' 2021), iii) forgas hidrofobicas:
promove a incorporagao na estrutura do colageno (Fang et al. 2> 2012) e iv) ligagbes
de hidrogénio: permite a interagdo com grupos carbonilo das fibrilas de colageno
(Epasinghe et al. '* 2014; Yang et al. '2* 2009). Adicionalmente, os seus grupos
funcionais hidroxila na posi¢ao C-5 e C-3 mostraram ser mais eficientes na indugéo
da carateristica eletrofilica responsiva, exibindo assim uma maior capacidade
antioxidante (Jurasekova et al. ® 2014; Mondal e Syed '*' 2020), enquanto a N
possui anéis fendlicos A e B que n&o estdo conjugados devido a hibridagdo do C2 e
C3 sp®. Como resultado, o anel B é quase perpendicular aos anéis A e C, causando
uma menor capacidade antioxidante (Céliz et al. 3' 2011). Além disso, a N é
moderadamente soluvel em agua, o que provoca um impedimento estérico para
eliminar radicais livres (Alam et al. 125 2014). Nesse sentido, poder-se-ia afirmar que
os flavonoides apresentam efeitos antioxidantes quando aplicados a DAC.

Curiosamente, os resultados da NI dos grupos controle, Q e N parecem estar
correlacionados aos valores de yTBS mostrados na Tabela 2. Em outras palavras,
quanto maior a porcentagem de deposicéo de prata dentro da camada hibrida, menor
a resisténcia de unido observada nesses grupos. Foi demonstrado que o aumento
gradual da penetragao de nitrato de prata dentro da camada hibrida aumenta devido
a penetracdo de agua, o que resulta em uma menor resisténcia de unido (Okuda et al.
126 2002). No entanto, ao comparar os sistemas adesivos, o PBU apresentou maior
porcentagem de NI no momento imediato quando comparado ao SBU, e uma redugao
significativa apds 6 meses de armazenamento em agua. Portanto, a terceira hipotese
nula foi parcialmente aceita.

A expressao do NI é usada para investigar areas de infiltragdo incompleta que
deixam colageno desprotegido e nanoporosidades dentro da camada hibrida (Mazzoni
et al. > 2015). A DAC é um substrato que apresenta valores mais altos de NI devido
ao aumento de sua alteragado morfoldgica, que pode resultar em uma hibridizagao de
dentina menor e propriedades mecanicas reduzidas (Isolan et al. 4 2018). Ambos
adesivos universais foram usados no modo fotal-etch, o que pode ter causado um
aumento na permeabilidade, levando a separacdo de fases dos componentes
hidrofébicos e hidrofilicos da resina (Spencer e Wang 27 2002). Além disso, o adesivo
PBU é composto de isopropanol, um solvente altamente soluvel em agua que torna o
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adesivo mais propenso a degradagao precoce (Gutiérrez et al. '8 2019). Isso poderia
explicar os altos valores de NI do PBU quando comparado ao SBU ap6s o0 momento
imediato. No entanto, é dificil explicar a interagao entre o PBU e os flavonoides que,
de alguma forma, produziram um efeito oxidativo maior apés 6 meses de
armazenamento em agua, ja que o fabricante ndo fornece informacdes detalhadas
sobre a tecnologia Active Guard.

Os grupos experimentais com flavonoides nanoencapsulados apresentaram
valores mais baixos de NI quando comparados ao grupo de controle, apds 6 meses
de armazenamento em agua. Isso pode ser explicado pelo efeito antioxidante da
quercetina e da naringina, a alta reatividade de seus grupos hidroxila contribui com
um atomo de hidrogénio, resultando em radicais livres menos reativos e estaveis
(Mondal e Syed '>' 2020). No entanto, como mencionado anteriormente, as
propriedades antioxidantes dependem do posicionamento estrutural dos grupos
funcionais assim como a configuragéo dos grupos hidroxila (Céliz et al. 3! 2011). Com
base em sua estrutura, os flavonoides se dividem em subclasses, como flavanol,
flavanonas, flavonas, isoflavonas, flavonois e antocianidinas (Maleki et al. 27 2019). A
quercetina, como parte do grupo dos flavonois, apresenta uma estrutura de 3', 4'-
catecol no anel B que aumenta a peroxidacdo, permitindo a eliminagdo mais eficaz
dos radicais peroxil, superoxido e peroxinitrito (Pandey et al. 12° 2017). Por outro lado,
a naringina pertence ao grupo das flavonas, onde sua falta de sistema catecol na
oxidagao leva a formagéao de radicais instaveis com reduzido potencial de eliminagéo
(Sekher Pannala et al. '3° 2001). Esse aspecto pode explicar os resultados mais
baixos da NL da quercetina em comparagdo com a naringina apos 6 meses de
armazenamento em agua.

Depositos descontinuos de prata foram identificados apds o tempo imediato na
base da camada hibrida por FEG-SEM, provavelmente devido a ligagdo de éster
desprotegida dos materiais a base de metacrilato que s&o suscetiveis a hidrolise
(Cardoso et al. 8 2011). Por outro lado, menor depdsitos de prata foram observados
nas interfaces adesivas quando os flavonoides foram usados apds 6 meses de
armazenamento em agua. Esses resultados podem ser explicados pela capacidade
das moléculas de flavonoides de modificar a dinamica da agua na dentina, diminuindo
os niveis de agua na matriz extracelular e, consequentemente, melhorando a

infiltragdo adesiva (Leme-Kraus et al. '2 2017; Davila-Sanchez et al. 17 2020).
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Os resultados atuais de micro-Raman demonstraram a presenca de N e Q
dentro da camada hibrida, como observado nos espectros de micro-Raman, com os
picos caracteristicos de N (carbonyl e bandas de anéis A, B e C) e Q (carbonyl e OH).
Semelhante aos nossos resultados, Kryssa et al. relataram o pico de carbonila da
naringenina em 1660 cm™, anéis A e B em 1191 cm™', anel C em 1235 cm™'; e o pico
de carbonila de Q em 1615 cm'na vibragéo de estiramento e nas vibragdes de flexao
em 690 cm™ e 642 cm™, os picos de OH na flexdo fora do plano em 599 cm™ e na
flexdo no plano em 1179 cm™ e 1367 cm™" (Krysa et al. 90 2022). Vale ressaltar que
a forma glicosidica da naringenina € N, que apresenta bandas semelhantes, pois o
espectro é baseado no nucleo de flavanona (Krysa et al. °© 2022). Além disso, o grupo
alquil C-H em 1450 cm™' foi escolhido como medida da penetragcdo adesiva resina-
dentina (Daood et al. 13" 2015) e, conforme visto em nossos resultados, o uso de
flavonoides nao prejudica a adesao ao CAD. A coalescéncia de pico em SBUQ pode
ser atribuida aos grupos hidroxila de Q, bem como ao grupo catecol no anel B, pois
apresenta mais conformadores e reatividade do que N (Uyeki et al. 32 2023),
enquanto o deslocamento de pico em PBUQ provavelmente esta associado a
presenca de uma ligagdo dupla em C2=C3 (Daood et al. 3! 2015).

Algumas limitagcbes devem ser consideradas no presente estudo. Apesar das
melhorias observadas nas propriedades mecanicas dos adesivos universais com
flavonoides nanoencapsulados, os resultados ndo podem ser extrapolados para um
cenario clinico. Existem diversos fatores que podem influenciar as propriedades e a
qualidade do sistema adesivo em um cenario clinico complexo, como a experiéncia
do operador, as caracteristicas da dentina a qual estamos aderindo, habitos do
paciente, entre outros. Além disso, nosso estudo avaliou exclusivamente o modo de
condicionamento total em adesivos universais. Portanto, os resultados obtidos em
nossa pesquisa ndo devem ser generalizados para outros sistemas adesivos, como
em um sistema autocondicionante. Estudos adicionais sdo necessarios para abordar

essas questoes.
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7 CONCLUSOES

Dentro das limitagdes do atual estudo in vitro, é possivel concluir que:

1. N&o foram encontradas diferengas significativas na resisténcia de unido entre
todos os grupos no TI.

2. O uso de flavonoides nanoencapsulados pode melhorar a longevidade dos
sistemas de adesivos universais quando foram aplicados a DAC.

3. A Q foi mais eficaz do que a N em uTBS e NI apés 6 meses de armazenamento
em agua

4. A deteccao de flavonoides dentro da camada hibrida € valiosa para confirmar a
capacidade de penetracao das nanoparticulas e o potencial dos flavonoides
neste estudo, especialmente em relagao a resisténcia de unido e a

nanoinfiltragao
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