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RESUMO

DAVILA-SANCHEZ CA. Efeito da aplicacdo de primers experimentais a base
de flavonoides sobre as propriedades adesivas e mecanicas de dentina higida
e afetada por carie. Tese — Doutorado em Odontologia. Ponta Grossa:
Universidade Estadual de Ponta Grossa; 2017.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da aplicagdo de primers
experimentais a base de flavonoides na resisténcia de unido, nanodureza,
modulo de elasticidade e micromorfologia da interface adesiva criada em
dentina higida e dentina afetada por carie utilizando um adesivo universal
aplicado em modo convencional. Superficies planas de dentina foram expostas
em 182 molares permanentes. Noventa e um molares foram armazenados em
agua, enquanto os outros 91 foram imersos em uma solugédo de BHI/Sacarose
(pH 4.0) e cepas de Streptococcus mutans por 14 dias para induzir lesbes
artificiais de carie em dentina. Quarenta e nove dentes foram aleatoriamente
alocados em 7 grupos (n=7) de acordo com o primer experimental usado em
cada tipo de substrato (higido ou afetado por carie): Controle, sem aplicagao de
primer (CON), Placebo solugdo hidroalcodlica com tensoativo (PLA),
Proantocinidina (PRO), Quercetina (QER), Naringina (NAR), Rutina (RUT), e
Hesperidina (HES). Apds o condicionamento, lavagem e secagem das
superficies de dentina, os primers foram ativamente aplicados por 1 min para
reumedecer a dentina. Apds serem restaurados, os espécimes foram
seccionados no seu longo eixo até obter palitos retangulares (0,9 mm?) que
foram testados em tragdo com velocidade de 1 mm/min, tanto apds 24 h quanto
apos 25.000 ciclos em uma maquina de ciclagem térmica (5 °C / 55 °C). Para
os testes de nanodureza e médulo de elasticidade (n=3), os espécimes foram
cortados longitudinalmente até obter duas fatias planas (1,2 mm) e foram
analisados em um nanoindentador com uma ponta Berkovich tanto apds 24 h
quanto apdés 25.000 ciclos térmicos. Para a analise qualitativa de
microinfiltracdo, 21 dentes (n=3) assistida por corantes em Microscépio
confocal (CSLM), o adesivo e a resina composta foram misturados com 0,2%
de Rhodamina B (massa) antes dos procedimentos restauradores e duas fatias
planas foram obtidas para analise apos 24 h e 25.000 ciclos térmicos. As fatias
foram imersas em uma solugdo de Fluoresceina (0,1%) por 4 horas. Quatro
imagens da interface adesiva de cada dente foram obtidas em cada momento
experimental (24 h ou 25.000 ciclos) a 5 e 10 ym de profundidade. Os
resultados foram analisados usando uma analise de varidncia de medidas
repetidas e pds-teste de Bonferroni (« = 0,05). Resultados: Os grupos PLA e
RUT mostraram os valores mais altos de pyTBS em dentina higida em ambos
intervalos (p > 0,05). Na dentina afetada por carie os grupos RUT e NAR
apresentaram os valores mais altos em ambos intervalos. As imagens de
CSLM mostraram sinais de infiltracdo em todos os grupos. PLA, RUT, NAR e
PRO mostraram areas sem infiltragdo em ambos intervalos e tipo de substrato.
As nanopropriedades foram influenciadas pelos grupos experimentais em
profundidade dependendo do flavonoide usado. Conclusdao: O uso de
flavonoides poderia ser uma alternativa terapéutica em dentina higida e afetada
por carie para melhorar as propriedades e longevidade da interface adesiva.
Palavras-chave: Adesivos Dentais. Resisténcia de Unido. Flavonoides



ABSTRACT

DAVILA-SANCHEZ CA Effect of the application of experimental flavonoid-
primers over the adhesive and mechanical properties of sound and artificially-
induced caries-affected dentin. Tese - Doutorado em Odontologia. Ponta
Grossa: Universidade Estadual de Ponta Grossa; 2017.

The aim of this study was to evaluate the effect of experimental flavonoid
primers on bond strength, nanohardness, elastic modulus, and
micromorphology of bonding interfaces created on sound and caries-affected
dentin using one commercially available universal bonding agent applied in the
etch-and-rinse mode. Flat midcoronal dentin surfaces were exposed in 182
permanent molars. Ninety-one molars were stored in water while the other 91
molars were kept in a BHI/Sucrose solution (pH 4.0) with Streptococcus mutans
strain for 14 days to induce artificial caries-affected dentin. Forty-nine teeth
were randomly assigned to 7 groups (n=7) according to the experimental primer
applied to each dentin surface condition (sound or caries-affected dentin):
Control, in which no primer was applied (CON), Hydroalcoholic solution with
surfactant Placebo (PLA), Proanthocianidin (PRO), Quercetin (QER), Naringin
(NAR), Rutin (RUT) and Hesperidin (HES). After etching, rinse and drying the
dentin surfaces, the primers were actively applied for 1 min to rewet the dentin
surface. After bonding and restorative procedures, specimens were sectioned in

the long axis to obtain rectangular sticks (0.9 mmZ2) that were subjected to
microtensile tests (UTBS) at a crosshead speed of 1 mm/min, either 24 h or
after 25.000 cycles in a thermocycling machine (5°C / 55°C). For nanohardness
and elastic modulus (n=3), the specimens were longitudinally sectioned to
obtain 2 flat silces (1,2 mm) and were analyzed in a nanohardness device with
a Berkovich indenter either after 24 h or after 25.000 (5 °C / 55 °C) thermal
cycles. For the dye assisted microinfiltration qualitative analysis 21 teeth (n=3)
was performed with a Confocal Scanning Laser Microscope (CSLM), both
adhesive system and resin composite were mixed with 0.2% (weight)
Rhodamine B prior to the restorative procedure and two flat slices were
obtained for analysis in 24 h and after 25.000 thermal cycles. The bonding
interfaces were immersed in a 0,1%. Fluorescein solution for 4 hours. Four
images of bonding interface per specimen where obtained in each experimental
time (24 h and 25.000 cycles) at 5 and 10 x m depth. The data were analyzed
using two-way repeated measures ANOVA and Bonferroni post-hoc test (a« =
0.05). Results. PLA and RUT showed the highest x TBS values in sound teeth
at both intervals (24h and ageing) (p>0.05), while RUT and NAR showed the
highest © TBS values in carious teeth in both stages. CLSM analysis showed
signs of microinfiltration for all groups. PLA, RUT, NAR and PRO showed areas
of no infiltration in both experiments and intervals. Nanomechanical properties
were influenced by experimental groups in deep, dependending on the
flavonoid used. Conclusion: The use of flavonoids may be an alternative for
therapeutic substances in sound or carious dentin to improve their properties
and longevity in the adhesive interphase.

Keywords: Dental Adhesives. Bond Strength. Flavonoids
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1. INTRODUGAO

A carie dental € uma das principais razdes para solicitar atendimento
dental. No ocidente, nove em cada dez adultos padecem de carie dental
(Bagramian et al. ! 2009). Uma vez que o processo comega e as condigdes sao
dadas, os carboidratos da fermentacdo do metabolismo das bactérias
acidogénicas resultam na produgdo de acidos sobre a estrutura dental,
ocasionando desmineralizagdo. Quando a carie alcanga a dentina,
metaloproteinases enddgenas (Tjardehane et al. 2 1998; Tjardehane et al. °
1999, Sulkala et al. * 2001) e cisteinas catepsinas sdo ativadas (Nascimento °
et al. 2011), gerando desnaturac&o das fibrilas colagenas, o que compromete
as propriedades mecanicas e acelera a degradacdo do substrato dental
(Tersariol et al. ®2010; Tjardehane et al. * 2013).

Atualmente, a principal opgédo para o tratamento das lesbes cariosas
baseia-se no preparo de cavidades conservadoras, utilizando materiais
restauradores adesivos a base de resina composta. No entanto, uma das
limitagbes da interface resina-dentina criada pelos sistemas adesivos é a
degradagdo ao longo do tempo, o que compromete a durabilidade das
restauracdes de resina (Hashimoto et al. ¢ 2000; De Munck et ° al 2005; Sano
et al. ' 2006; Breschi ' et al. 2008; Frasseto et al. '? 2016). Com a introdugao
de procedimentos minimamente invasivos, a realizagado de restauragdes sobre
substratos modificados — dentina afetada por carie (Yoshiyama et al. ™ 2000,
Imparato et al. " 2017) ou dentina esclerética — tornou-se comum, um fator
importante em termos de longevidade da restauragdo, considerando que a
qualidade da adesdao em tais substratos € inferior a observada em dentina
higida (Zanchi et al. ' 2010; Alves et al. '® 2013), inclusive com o uso dos
recentes sistemas adesivos universais (Lenzi et al. ' 2015; Nicoloso et al. '
2016). Assim, o processo de degradagcdo da interface adesiva nesses
substratos é ainda mais rapido quando comparada a adesdo em dentina higida
(Perdigdo '° 2010; Tjardehane et al. * 2013).
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Um protocolo adesivo efetivo na dentina afetada por carie deveria inibir a
atividade das proteases préprias do tecido para preservar a matriz colagena
além de contribuir na melhora das propriedades mecanicas do substrato. Neste
sentido, os agentes de ligagdo cruzada tem demostrado ser eficazes na
inibicdo da atividade das MMPs, evitando a degradacdo do colageno na
dentina aderida (Bedran Russo et al. 2 2010; Bedran Russo et al. 2! 2007;
Bedran Russo et al. %> 2008; Bedran Russo # et al. 2011; Leme-Kraus ** et al.
2017). Entre este tipo de agentes, o uso de novas substancias de origem
natural como a hesperidina (HES), uma flavona glicosada vasoativa, demostrou
ser efetivo em manter as propriedades mecanicas da dentina quando
submetida a desafios acidos em dentes bovinos e humanos (Islam et al.
2012; Castellan et al. % 2013). Além disso, a incorporagdo de HES a um
adesivo auto-condicionante proporcionou melhoria na resisténcia de uniao (RU)
a dentina, mantendo as propriedades mecanicas (modulo elastico e dureza), ao
mesmo tempo que reduziu o processo de degradagao da matriz colagena apés
1 ano de armazenamento em saliva artificial, mostrando um comportamento
ainda melhor que aquele observado com proantocianidina (Islam et al. 27 2014).
No entanto, estes estudos ndo avaliaram os efeitos da HES numa situagcao
mais préxima a clinica, onde a presenca de dentina afetada ao final do preparo

cavitario seria uma situagao frequente.

Comparada com outros agentes de ligacdo cruzada, a HES e outros
flavonoides possuem efeito antimicrobiano sobre sete das oito cepas de
bactérias Gram positivas e Gram negativas, além do Staphylococcus aureus
(Basile et al. 2 2000; Bakar et al. ?° 2012; Abuelsaad et al. *° 2013). A
combinagao de efeitos dos flavonoides e os resultados promissores mostrados
pela HES sobre dentina higida e apds desafio acido, abriram uma nova
alternativa para o desenvolvimento de substancias terapéuticas para melhorar
a resisténcia de unido de sistemas adesivos em dentina afetada. Dentro dos
compostos fenodlicos existem outras moléculas de flavonoides, quimicamente
similares, que ainda ndo tem sido o suficientemente estudadas e testadas.
Considerando as propriedades dos flavonoides, ditas substancias poderiam
apresentar efeitos benéficos sobre a dentina. A Quercetina (QER) uma
aglicona, Rutina (RUT) e Naringina (NAR) (flavonas glicosadas) compartilham
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estruturas moleculares e propriedades similares a HES. No entanto, o potencial
destas substancias sobre a melhora e preservacao das propriedades adesivas
e mecanicas da dentina afetada por carie e a comparagdo com a dentina higida
nao tem sido avaliada e poderia nos apresentar um panorama mais definido da
capacidade terapéutica de ditas substancias em substratos desafiadores

clinicamente relevantes.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os valores de RU,
nanodureza na interface adesiva e microinfiltragdo, utilizando microscopia
confocal a laser (CSLM), nos procedimentos adesivos sobre dentina higida e
dentina afetada por carie, com o uso de um adesivo universal em modo “total
etch”, prévia aplicacao de primers experimentais de HES, QER, NAR e RUT
nos periodos 24 h e apds simulagao de 2 anos e meio de envelhecimento por
meio da técnica de ciclagem térmica. As hipoteses alternativas foram que o uso
de primers com conteudo de agentes de ligacdo cruzada aumentam os (1)
valores de RU a dentina, (2) a dureza na interface adesiva, (3) reduzem a
infiltracdo imediatamente e apds simulagdo de envelhecimento de 2 anos e
meio, tanto para a dentina higida quanto para a dentina afetada por carie, (4)
preservam as propriedades adesivas e mecanicas da interface adesiva apés 2

anos e meio de envelhecimento.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.0 SURGIMENTO DA ODONTOLOGIA ADESIVA

Antes do desenvolvimento dos sistemas adesivos, a retencdo das
restauracbes baseava-se principalmente na confeccdo de preparos com
retengcbes macro-mecénicas. O uso de tais técnicas comprometia
drasticamente a preservagao do tecido dental higido devido aos requisitos de
profundidade e extensdo do preparo. Em algumas situagdes de perda dental
mais extensa, dentes vitais deviam receber tratamento endodéntico para
obtengdo de ancoragem dentro do canal radicular para que desta forma o

dente pudesse ser reabilitado (Pashley et al. *' 2010).

Na histéria da odontologia adesiva podemos ressaltar dois
acontecimentos principais dentre os descobrimentos feitos no século passado,
a partir dos quais os paradigmas validos até esse momento mudariam
completamente a nossa pratica: 1) A aparigdo da técnica de condicionamento
acido e 2) o desenvolvimento dos materiais resinosos atuais (Pashley et al. *'
2010).

A primeira descrigao da técnica de condicionamento de esmalte pelo uso
de acido fosférico por Buonocore *> em 1955 sentou um novo precedente na
Odontologia. Esta técnica mostrava melhor retencdo dos materiais resinosos
utilizados na época devido a criagcdo de irregularidades na superficie
adamantina o que, segundo Buonocore, devia ser o resultado da obtengao de
uma maior superficie microscopica de contato. Um estudo posterior de Gwinett
e colaboradores * demonstrou que a resina era capaz de penetrar pelos
espacos criados entre os primas do esmalte condicionados, envolvendo-os.
Esta pode ser considerada a primeira vez que uma camada hibrida (CH) real

foi observada, embora esse termo tenha sido introduzido posteriormente.

A primeira descrigdo da molécula de Bis-GMA pelo Prof. Raphael Bowen

e colaboradores ** mostrava um material novo, cujas propriedades podiam se
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adaptar a ambientes desafiadores como o meio bucal. Assim o Bis-GMA
tornou-se a base da grande maioria dos sistemas de resina composta usados
na atualidade. Em anos posteriores, estes descobrimentos contribuiram para a
mudanga nos conceitos sobre preparos de cavidades convencionais, agora
limitando exclusivamente ao tamanho da lesdo presente o que permitiu
consequentemente, maior conservagao dos tecidos dentais. Porém, depois de
varios anos de tentativas infrutuosas de gerar materiais adesivos estaveis, a
odontologia adesiva s6 comecaria a observar grandes avangos uma vez que 0s

fendbmenos da interacéo da resina e o dente foram compreendidos.

No inicio da década de 1980, Nabakayashi e colaboradores * utilizaram
pela primeira vez o termo “Camada Hibrida”, uma vez que observou e
demonstrou que a resina pode penetrar e infiltrar a dentina condicionada com
acido fosforico, formando uma estrutura composta nova que possuia uma
matriz de resina reforgada pelas fibrilas colagenas. A partir deste momento,
novos materiais e técnicas foram descritas até os dias atuais com a finalidade
de simplificar a técnica adesiva, garantindo ao mesmo tempo, e pela primeira

vez, uma adesao favoravel nesse substrato.

Apesar dos grandes avancos na adesdo dental, a adesdo a dentina
ainda continua sendo o “calcanhar de Aquiles” da odontologia adesiva. Na
atualidade, os pesquisadores tém dois grandes desafios: por um lado,
preservar a camada adesiva (tanto a camada de adesivo quanto a da dentina
subjacente evitando sua degradac&o), e por outra parte tratar ativamente o
remanescente dentario (com agentes terapéuticos) para evitar a recorréncia

lesdes cariosas.

A continuagdo sera feita uma descrigdo dos principais conceitos
relacionados a Odontologia adesiva.
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2.2. ADESAO NA ODONTOLOGIA

A adesdo pode definir-se como a forga que mantém unidas as duas
substancias de diferentes composi¢des. Na odontologia, temos na atualidade a
adesdo a estrutura dental e a adesdo a materiais restauradores, como as
ceramicas ou metais. A adesao que existe entre o sistema adesivo e a
estrutura dental € uma unido do tipo mecénica. Para este objetivo, a substancia
e o substrato devem ficar em contato intimo (distancia maxima de 0,0007 pm).
Esta unido depende, de forma geral, de algumas caracteristicas do substrato e
do sistema adesivo.

Entre estas caracteristicas basicas que os substratos e a substancia

devem possuir temos:

a. Umedecimento ou molhamento: As forcas que mantém unidas as
moléculas de um composto na sua superficie podem ser definidas dependendo
do estado em que se encontram. No caso dos solidos, dita energia €&
denominada Energia Superficial. Ja nos liquidos, o tipo de energia que mantém
unidas as moléculas se conhece como Tensio Superficial. Quando um sélido e
um liquido entram em contato forma-se um angulo de contato entre ambos.
Para um molhamento melhor, dito angulo deve ficar préximo do zero. Isso
dependera da presengca de uma energia superficial mais alta no substrato
dental do que a tensdo superficial do adesivo. Um exemplo aplicado a clinica &
o uso do acido fosforico no esmalte. Quando aplicado, a energia superficial

aumenta permitindo o melhor molhamento do adesivo.

b. Viscosidade: A efetividade do adesivo ndao depende apenas do
contato intimo com o substrato. Além de um bom molhamento, ele deve
espalhar-se rapida e facilmente na superficie. Nesse sentido, a viscosidade
(mais fluida ou mais viscosa) é diretamente proporcional ao angulo de contato
formado. Adesivos mais espessos dificultam o recobrimento da superficie do
substrato devido a sua consisténcia. Ao mesmo tempo, a chance de incorporar
bolhas de ar aumenta, dificultando a penetracdo do adesivo entre as
irregularidades do substrato.
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c. Rugosidade Superficial: o aumento da area de contato eleva a
capacidade adesiva, pois ha mais sitios para permitir a retencdo do aderente

que penetrou.

2.2.1. Adeséo aos tecidos dentais

Dentro da adesdo direcionada aos tecidos dentais existem dois
substratos onde o clinico realiza procedimentos adesivos, o0 esmalte e a
dentina. As diferengas histoldgicas e estruturais de ditos substratos tem relagcéo
direta com o desempenho dos sistemas adesivos. Por tal motivo, a descricao
sera feita de forma separada para cada substrato.

Adesao ao esmalte

Devido a comprovada efetividade dos adesivos no esmalte, sera feita

apenas uma breve descri¢cao e generalidades da adesao a este tecido.

Constituido principalmente por cristais de hidroxiapatita, o esmalte € um
tecido poroso altamente calcificado. Com 97% de conteudo inorgénico e
apenas 2% de agua em sua composicdo (Barlett et al. *® 2013), é considerado
o tecido mais duro do corpo humano. As caracteristicas histologicas do tecido
adamantino fazem dele uma barreira semipermeavel que permite o passo de

algumas substancias de peso molecular baixo.

As caracteristicas descritas previamente permitem que o esmalte seja
um substrato ideal para a adesdo. O sucesso em termos de longevidade e
desempenho dos sistemas adesivos em esmalte tem sido amplamente

estudada e comprovada ao longo dos anos (De Marco et al. *” 2015).

Protocolo adesivo para esmalte
Independente do tipo de adesivo a ser usado no esmalte, o protocolo
adesivo mais aceito até a atualidade consiste no condicionamento da superficie

com acido fosforico em concentragdes entre 30 e 40% (como s&o comumente
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vendidos no mercado), e tempos que podem oscilar entre 15 e 30 s (Guba et
al. *® 1994). Uma vez feito este passo, o esmalte deve ser lavado
abundantemente com agua para eliminar todos os residuos presentes na
composi¢ao do acido fosforico e os produtos resultantes da interagdo do acido
fosférico com a hidroxiapatita (Chow and Brown *° 1973). Este processo de
condicionamento acido oferece algumas vantagens que favorecem a adesé&o:
a) Aumento da superficie de contato do adesivo e b) Aumento da energia
superficial do substrato, o que facilita 0 molhamento do adesivo. Uma vez seca
ou mantida levemente umida a superficie do esmalte, o adesivo deve ser
aplicado de forma ativa por um tempo que ajude a volatilizar o solvente do
adesivo e penetrar entre as porosidades do esmalte.

Adesao a dentina

Constituindo a maioria da estrutura do dente, a dentina é um tecido
conjuntivo mineralizado cuja estrutura histolégica difere drasticamente do
esmalte. Este tecido encontra-se recoberto pelo esmalte na porgao coronaria e
pelo cimento na porgao radicular. Ao mesmo tempo, no interior da dentina
aloja-se a polpa (tecido frouxo vascularizado e inervado com quem compartilha
a mesma origem embrioldgica, sendo de origem mesodérmica), razao pela qual
deve considerar-se a dentina como uma extens&o, anatomofisiologicamente

falando, da polpa.

Considerando a presenga maior de tecido orgéanico (20 %), na forma de
colageno Tipo 1 principalmente, a presenca mais alta de agua (10 %) e a
menor quantidade de hidroxiapatita (70 % aproximadamente), o tecido
dentinario pode ser considerado como um substrato menos favoravel para
realizar uma adesao duradoura. Além disso, a presenca de tubulos dentinarios
ao longo da dentina fazem dela um tecido altamente permeavel e, em
consequéncia, mais suscetivel a degradagédo ao longo do tempo. Outro fator
importante nesse sentido é o aumento do didmetro dos tubulos dentinarios em
relacdo a profundidade dentinaria e a proximidade com a polpa. Estudos in
vitro (Yoshiyama et al. *° 1996, Shono et al. *' 1999) demonstraram que a

adesao de sistemas adesivos convencionais € mais fraca em dentina profunda
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quando comparada a dentina média ou rasa. Isto se deve principalmente ao
aumento da pressao intrapulpar nas regides mais profundas e ao diametro que
os tubulos dentinarios apresentam nesta regi&o. Em resumo, regides mais
profundas apresentam uma dentina mais Uumida, permeavel e rica em tubulos
dentinarios mais amplos, o que dificulta a hibridizacdo com o adesivo,

resultando em valores menores de RU.
Smear Layer

Além do exposto anteriormente, um fato importante para aderir a dentina
€ a formacéo de uma camada de esfregago (Smear Layer, pelo seu nome em
inglés — SL) decorrente da instrumentacao rotatéria sobre este tecido. Dentro
da composicdo desta camada temos, além dos residuos de dentina
instrumentada, a presenga de saliva, sangue, bactérias, fragmentos de
materiais restauradores e 6leo que se ligam a dentina intertubular e penetram
nos tubulos dentinarios (conhecida também como Smear Plugs). Esta camada
pode apresentar espessura variavel, geralmente entre 1 e 5 um, que pode
mudar dependente do tipo de instrumental rotatério usado e a sua irrigagado. O
uso de pontas de diamante ao invés de pontas de carbeto de tungsténio ou
aco, da mesma forma que a falta de refrigeracdo, podem acrescentar a

espessura desta camada de esfregaco (Pashley et al. ** 1984).

As mudangas e avangos no desenvolvimento de novos sistemas
adesivos tem sido realizados em fungdo do substrato dentinario. Nesse
contexto algumas classificagbes de sistemas adesivos baseiam-se na interagcéo
do produto com a SL, como aquelas que classificam os sistemas adesivos em
geracgOes. Esta classificagdo difere entre autores, o que a torna complexa e
confusa. Uma classificacdo aceita e mais utilizada entre os pesquisadores

separa os sistemas adesivos em dois grandes grupos:

1) Os que promovem o condicionamento acido total prévio, ou técnica
convencional
2) Os adesivos que nao precisam de condicionamento acido prévio ou

autocondicionantes.
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Recentemente, um novo tipo de adesivo foi introduzido no mercado. Estes
adesivos, denominados “adesivos universais”, podem ser usados em modo
convencional (Total Etch - TE) ou como adesivos autocondicionantes (Self Etch
- SE). Portanto, nesta revis&o eles serdo descritos dentro de um terceiro grupo.

2.3. CLASSIFICACAO DOS SISTEMAS ADESIVOS

2.3.1. Técnica de condicionamento total ou convencional (Total Etch)

Quando a revolucionaria Técnica de condicionamento total
(condicionamento simultdneo da dentina e o esmalte) foi introduzida pela
primeira vez por Fusayama 3 houve resisténcia e rejeicao entre os dentistas
dos Estados Unidos e da Europa. A razéo principal foi que nesse momento,
acreditava-se que o uso de acido fosférico a 40% poderia gerar efeitos
negativos sobre a polpa. Um estudo posterior demonstrou que o uso de acido
fosforico em dentina com uma espessura maior a 0,5mm nao produziu nenhum
tipo de efeito adverso na polpa desde que a dentina condicionada fosse selada
e protegida da infiltragdo por bactérias. Comprovou-se assim que o efeito sobre
a polpa observado nos EUA e Europa nao era decorrente do efeito do acido

fosforico per se, e sim por uma infiltracdo de bactérias nesta (Pashley ** 1992)

Estes efeitos ndo foram observados no Japao devido a filosofia de
manejo de tecidos implementada por eles. A técnica proposta preconizava a
remogao parcial do tecido cariado, eliminando apenas a dentina infectada e
limitando os preparos a dentina afetada. Nesse sentido, as caracteristicas da
dentina afetada diferem das da dentina higida, tornando-a um substrato menos
permedvel para a penetracao de irritantes até a polpa (Tagami et al. *°> 1992).

O papel da agua nesta técnica adesiva também é fundamental para o
seu sucesso. O fato do esmalte e a dentina serem condicionados

simultaneamente gerava um efeito secundario, que nessa época, nao se
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pensava que poderia gerar um efeito negativo sobre a técnica. Acostumava-se
entre os clinicos secar completamente o esmalte até observar o aspecto
esbranquicado da superficie apds o condicionamento acido como forma de
corroborar o efeito do acido fosférico, o que indiretamente acarretava a
secagem da dentina e produzia o colapso dos espacos interfibrilares das
fibrilas colagenas expostas que serviam como espago para a penetragdo e
infiltracdo de solventes e monémeros. Esta técnica denominada dry bonding
(técnica adesiva no substrato seco) produzia valores de RU inferiores a
aqueles proprios da contragdo do material polimérico (Asmussen e Munksgaard
6.1985), o que resultava no desprendimento das paredes aderidas, gerando

sitios de infiltracdo e colonizagdo bacteriana que pudessem irritar a polpa.

Apos o insucesso da técnica seca, Kanca * em 1992 encontrou que a
agua servia como um excelente agente para re-umedecer a superficie da
dentina. Este descobrimento o levou a introduzir o novo conceito de adesédo a
dentina denominado wet bonding (unido em substrato umido). Esta técnica
melhorou a forga de unido entre a dentina e o adesivo, permitindo um melhor
selamento da dentina e menos sensibilidade pos-operatoria. A RU a dentina
aproximou-se aos valores encontrados em esmalte, e com isso, a era da

adesao segura e reproduzivel em dentina comegou.

2.3.2. Classificagdo dos sistemas adesivos convencionais (Etch and

Rinse)

A técnica convencional baseia-se em trés etapas: (a) infiltragdo de
mondmeros resinosos pela (b) camada superficial de dentina previamente
desmineralizada e cuja SL é totalmente removida para a posterior (c)
polimerizagao do adesivo.

O uso do acido fosférico sobre o substrato dentinario apresenta dois
efeitos principais, por um lado a desmineralizagédo dos cristais de hidroxiapatita,
0 que permite que a exposi¢cao de um tecido frouxo rico em fibrilas de colageno

que aumenta a permeabilidade e a pressao intrapulpar no complexo dentino-
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pulpar. Por outra parte, esta exposicdo de matéria organica (colageno) diminui
a energia livre superficial do substrato em funcdo da perda de hidroxiapatita
(cristais inorganicos) (Rosales-Leal et al. *® 2001), o que compromete a

interacdo dos monémero hidrofobicos com a dentina.

2.3.3. Adesivos convencionais de 3 passos.

Com o descrito anteriormente, entende-se melhor a razdo pela qual os
primeiros adesivos convencionais possuiam 3 passos. Constando de um acido
fosforico para desmineralizar a superficie da dentina (passo 1), o sistema
adesivo é comercializado em dois passos ou frascos subsequentes para serem
usados apos a desmineralizagdo superficial. O primeiro frasco (passo 2) possui
uma mistura de substancias que permitiam a interagdo com o colageno
desmineralizado. Assim, mondmeros hidrofilicos num veiculo (agua, etanol,
acetona) que facilitam a penetragcdo destes mondmeros no interior da dentina
desmineralizada, s&o utilizados. Estes agentes presentes no primeiro frasco
facilitam o interagdo dos monémeros hidrofébicos presentes no segundo frasco
do adesivo (passo 3) com a dentina, criando o que Nabakayashi ** em 1982

denominou “CH”.

Entre os produtos comerciais mais destacados pertencentes a esta
classificagdo temos os adesivos: Optibond Fl (Kerr, Orange, CA, USA) e o
Scotchbond Multipropésito (3M Oral Care, Minneapolis, Minnesota, EUA).

2.3.4. Adesivos convencionais de 2 passos.

Com a finalidade de reduzir o tempo clinico de aplicagcédo, as companhias
produtoras de materiais odontologicos continuaram buscando a simplificagao
dos procedimentos e das técnicas. Para esta finalidade, os adesivos
convencionais eventualmente surgiram no mercado com um numero menor de
passos. Com a aparicdo dos adesivos convencionais simplificados, o primer e o
adesivo eram vendidos em um frasco unico, reduzindo a técnica de trés a dois

passos.
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Em termos de eficacia, os valores de RU destes adesivos ficaram
bastante proximos aos valores dos seus antecessores (Tjan et al. *° 1996;
Wilder Jr et al. *° 1998). Porém, a mistura com os componentes do primer
aumentou a hidrofilidade destes sistemas, tendo implicagdes clinicas a longo
prazo. Além disso, em termos de reducdo do tempo de aplicacdo, estes
adesivos ndo tiveram muita vantagem sobre aqueles de 2 frascos devido a
necessidade de aplicacdo de duas camadas daquela solugao primer/adesivo.

Exemplos distribuidos comercialmente desta classificagdo de adesivos
sdo: Adper Single Bond 2 (3M Oral Care, EUA), Optibond Solo (Kerr, Orange,
CA, USA).

2.3.5. Classificagdo dos sistemas adesivos autocondicionantes (Self
Etch)

A diferengca principal dos adesivos convencionais e o0s adesivos
autocondicionantes radica na falta de um passo separado para o
condicionamento dos tecidos. Dentro da sua composicdo, os adesivos
autocondicionantes  possuem monémeros acidos que fazem um
condicionamento do substrato com infiltragdo simultanea durante a aplicagcéo
aos substratos dentarios que se copolimerizam apos a fotoativagdo. Portanto,
esta técnica tem sido divulgada como uma técnica mais simples, pois elimina
passos clinicos e reduz o tempo de cadeira, e ao mesmo tempo, se torna uma
técnica menos suscetivel de erros devido que ndo precisa de uma dentina
‘relativamente umedecida” (um jato de ar para uma secagem simples &
suficiente para sua aplicagdo). Por tanto, esta técnica pode ser considerada
como uma técnica com desempenho clinico confiavel (Peumans et al. *' 2005;
Peumans et al. °> 2010; Akimoto et al. ** 2007; van Dijken et al. ** 2007),
embora isto seja altamente dependente do adesivo autocondicionante
selecionado pelo clinico.
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Outras vantagens clinicas que os adesivos autocondicionantes
apresentam esta relacionado a sensibilidade poés-operatoria. Para entender
melhor este ponto, € importante conhecer como funcionavam os adesivos
convencionais. Uma vez que o acido fosférico desmineraliza a dentina (entre 3
e 8 ym) o adesivo penetrava através das porosidades criadas, no entanto, a
hibridizagcdo do adesivo n&o conseguia preencher completamente esta
espessura de dentina desmineralizada (Miyazaki et al. *° 2003). Esta
discrepancia era um dos motivos para o desenvolvimento de sensibilidade pos-
operatéria neste tipo de adesivos. Como a técnica autocondicionante nao
requer condicionamento pelo acido fosforico, ela € menos agressiva quando
comparada a técnica convencional de condicionamento total. Os adesivos
autocondicionantes interagem mais superficialmente com a dentina, deixando
os tubulos dentinarios muitas vezes obstruidos com SL. No entanto, esta
discrepéncia parece ocorrer também, em menor medida, nos adesivos
autocondicionantes (Carvalho °° et al. 2005; Wang e Spencer °’ 2005). Essas
sdo as principais razdes para presumir o motivo da menor prevaléncia de
sensibilidade com o uso destes sistemas adesivos (Perdigdo, Geraldeli e
Hodges °® 2003; Unemori et al. *° 2004; Tay et al. ® 2002). Um dado
interessante provém de uma recente revisdo sistematica que sugere que em
dentes posteriores, principalmente naqueles com cavidades amplas, existem
poucas diferencas na prevaléncia de sensibilidade entre os sistemas auto-
condicionantes e convencionais (Reis et al. ®' 2015). Todas estas vantagens
citadas resultaram no aumento da popularidade do uso destes adesivos entre
os clinicos na primeira década de 2000 (Van Meerbeek et al. °2 2011).

Os adesivos SE sao comercializados em dois passos (primer
autocondicionante + adesivo), em unico passo contendo dois frascos (o primer
autocindicionante deve ser misturado ao adesivo antes da aplicagdo) ou em
passo unico em apenas um frasco (ndo requerem mistura, o primer
autocondicionante e o adesivo encontram-se em frasco unico). Dentro desta
classificagcdo, aqueles que eram vendidos num unico frasco, previamente
misturados, foram os que apresentaram os piores resultados nos estudos
laboratoriais (Van Meerbeek et °® al 2003; Kenshima et al. ® 2005).
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Eventualmente, dados os pobres resultados destes adesivos, muitos destes
produtos foram descontinuados.

Os monbmeros acidos presentes nos sistemas autocondicionantes sao
na maioria derivados do acido carboxilico (4-MET) ou mondémeros fosfonados
(Fenil P; 10-MDP; PENTA). Os adesivos autocondicionantes de dois passos,
de uma forma geral, apresentam o mesmo potencial retentivo e de selamento

que os adesivos convencionais (Kenshima et al. ** 2005).

Além da classificacdo de acordo com o numero de passos, 0s adesivos
autocondicionantes podem ser classificados de acordo com o grau de acidez
do primer. Assim, aqueles com pH > 2 sdo denominados adesivos leves. Os
primers moderados possuem pH entre 1,1 e 2 e os agressivos tem pH
inferiores a 1. Este € um dado importante, considerando que nesta técnica a
adesao é feita sobre dois substratos: SL e dentina. Nesse sentido, sabe-se que
primers autocondicionantes mais acidos sao capazes de penetrar facilmente
em toda a camada do SL até alcangar a dentina subjacente, fazendo com que
sejam formadas camadas hibridas mais espessas (Pashley e Tay ®° 2001). Isto
nao significa que os valores de adesao nesta situagdo sejam superiores, pois
nao existe uma correlagdo entre a espessura da CH e os valores de RU (Reis
et al. °® 2005, Van Meerbeek ° 2011. Pelo contrario, os adesivos mais acidos
parecem ser mais fracos mecanicamente mesmo possuindo camadas hibridas

tdo espessas como aquelas formadas por sistemas TE.
A agua e seu papel nos sistemas autocondicionantes

Embora a técnica per se nao requer um substrato umido para um correto
procedimento adesivo, a agua cumpre uma fungdo importante na estratégia
autocondicionante. A fungcdo da agua € ionizar os monémeros acidos que,
desta forma, tornam-se aptos para desmineralizar a SL e a dentina subjacente
para formar uma CH verdadeira. Em sistemas autocondicionantes de passo
unico, a proporgdao de agua e mondémeros hidrofilicos € maior. Assim, a
camada de adesivo se apresenta fina e sensivel as consequéncias da inibicao
por oxigénio durante a polimerizagdo. Outro fator desfavoravel nestes tipo de
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adesivos era a grande quantidade de solvente na composigcédo, afetando as
propriedades mecanicas da camada. Sendo assim, € sempre recomendavel a
aplicacdo de jato de ar por tempos maiores aos usados em outros sistemas,
com o fim de volatilizar o solvente (Van Meerbeek et al. ©2 2011).

A molécula de MDP

A forma em que os mondmeros acidos interagem com a hidroxiapatita
(HAP) foi descrita no que se conhece como “Conceito AD” ou “Conceito de
Adesao-Descalcificacdo (Yoshida et al. ¢ 2001; Yoshioka et al. °® 2002; Fu et
al. 2005). Este modelo explica que, uma vez ionizados pelo efeito da agua,
todos os acidos se ligam quimicamente (ibnicamente) ao calcio da HAP (Fase
1). Esta primeira etapa é acompanhada pela liberagado de grupos fosfato (PO43)
e grupos hidroxila (OH ") da HAP, deixando a superficie num estado eletro-
neutro. Neste ponto, a molécula acida pode: 1) permanecer ligada ou 2)
desprender-se, dependendo da estabilidade da ligagado formada com o Ca, ou
em outras palavras, da estabilidade com o sal de calcio com a que a molécula

teve interagao.

Falando mais especificamente, moléculas como o 10-metacriloiloxidecil
di-hidrogénio (10-MDP), um mondémero acidico funcional introduzido pela
primeira vez ao mercado com o langamento do adesivo autocondicionante de
dois passos Clearfil SE Bond (Kuraray Noritake, Tokyo, Japao), possui a
capacidade de se aderir quimicamente através da formagao de sais de calcio-
fosfato e calcio-carboxilato com apenas um pequeno efeito desmineralizante na
superficie. Estes efeitos de adesdo quimica com as estruturas de calcio
presentes no dente formam o que se denomina em inglés “nanolayering” que
tem sido descritas como pequenas camadas de deposicdo do 10-MPD na
superficie dos cristais de HAP (Yoshida et al. ° 2012).

Outro aspecto importante destes adesivos é a sua agao sobre o esmalte.
Nesse sentido, os mondmeros acidos incorporados nédo sio suficientemente
potentes para produzir um padrdo de desmineralizagdo adequado para obter

uma retencdo forte neste substrato. Por tal motivo, recomenda-se o



36

condicionamento prévio com acido fosférico para obter valores de RU
semelhantes aos da técnica de condicionamento total (Perdigdo et al. "' 2000;
Torii et al. "2 2002), técnica que se conhece como “condicionamento seletivo do
esmalte” (selective enamel etching).

2.3.6. Adesivos universais

Provavelmente, os adesivos dentais sejam os produtos cujos nomes e
apresentacdo comercial mudam com mais velocidade na area da saude. A
constante e rapida evolugédo dos AU gera duvidas entre os clinicos sobre o tipo
de adesivo que deveria usar e a forma de usa-lo diante das diversas situacdes
clinicas. Tradicionalmente, como explicado anteriormente, o clinico possuia
duas opgbes para a adesdo a dentina: uma estratégia com o uso do acido
fosforico em esmalte e dentina (TE), e uma segunda opgédo na qual o acido
fosforico é apenas utilizado no esmalte (SE/selective enamel etching).

Recentemente, apds a liberagdo da patente do 10-MDP introduzida pela
Kuraray na década de 90 no Japao, apareceram no mercado adesivos novos
que preconizam o uso multimodal ou “universal” deles. Em outras palavras, sao
sistemas adesivos que podem ser usados como um adesivo SE de passo unico
ou como um adesivo convencional de dois passos, sendo possivel aplicar o
acido fosforico na dentina ou ndo, sem comprometer o desempenho do produto
(Da Rosa, Piva, da Silva ® 2015). Além disso, estes adesivos podem ser
usados em diferentes situagcdes clinicas como a cimentagcédo de pinos de fibra
de vidro, facetas ou préoteses fixas feitas em porcelana, todas essas
possibilidades em um Gnico frasco (Perdigéo " 2015).

Quando usados em modo auto-condicionante, os AU se tornam
basicamente um adesivo self efch de um passo. Como comentado
anteriormente, os adesivos auto-condicionantes de passo Unico eram 0s que
tradicionalmente apresentavam os piores valores de resisténcia de unido, tanto
em estudos in vitro (Peumans et al. *' 2005; Breschi et al. "' 2008) quanto em

estudos clinicos (Heintze et al. ' 2010).
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Apesar de terem uma composicdo parecida a dos adesivos SE de um
passo, os AU possuem dentro de sua composicdo outro tipo de monémeros
funcionais que tem a capacidade de ligar-se de forma i6nica a hidroxiapatita
(Yoshida et al. ®” 2001; Yoshida et al. ° 2012; Yoshihara et al. ”° 2013). Entre
estes monémeros o 10-MDP ¢é agora incluido na maioria dos AU. Entre os
produtos langados no mercado, o Single Bond Universal (3M Oral Care) e All
bond Universal (BISCO Dental, Schaumburg, lllinois, EUA), ambos com
conteudo de 10-MDP, tem mostrado também a capacidade de formar ligagdes
quimicas com a hidroxiapatita na forma de nanolayering (Yoshida et al. ™
2012). Concomitantemente, um dos copolimeros presentes na composi¢ao do
Single Bond Universal (Tabela 1) parece apresentar um tipo de unido quimica

entre seu radical carboxila e o calcio presente no dente.

Varios estudos laboratoriais tém demonstrado o bom desempenho dos
AU desde o langamento deles no mercado (Hanabusa et al. "® 2012; Mufioz et
al. " 2013; Murioz et al. ® 2015; Wagner et al. ° 2014; Luque-Martinez et al. &
2014; Marchessi et al. 8 2014; Zhang et al. ® 2016; Sai et al. ® 2016;
Thanatvarakorn et al.  2016; Fu et al. ® 2017). Um dos achados mais
interessantes dos resultados imediatos deste tipo de adesivos foi reportado

numa metanalise de Da Rosa, Piva e da Silva &

em 2015 que comparou
estudos in vitro e demonstrou que o desempenho dos AU, em termos de
resisténcia de unido, € similar na dentina quando usados no modo TE ou SE.
No passado, o uso do acido fosférico prévio a aplicagdo de adesivos SE em
dentina era prejudicial e comprometia os valores de adeséo da técnica quando
aplicada em dentina (lkeda et al. 2 2009; Sabatini et al. 8" 2013), uma situagao
gque nao acontece nos AU e que confirma a versatilidade de opg¢des no uso

clinico destes tipos de adesivos.

Estudos clinicos também tem mostrado o comportamento favoravel no
uso de sistemas adesivos SE. Nesse sentido, estudos clinicos aleatorizados de
6 (Mena Serrano et al. 22015), 18 (Perdiggo et al. % 2014), 24 (Lawson et al.
% 2015), 36 meses (Loguercio et al. °' 2015) demonstraram que a taxa de
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fracasso nestes periodos de tempo pode variar entre 0 e 3,8% quando usados

em lesdes cervicais.

Apesar dos grandes avangos tecnoldgicos ao longo de 70 anos de
pesquisas na area de adesao dental, todos os sistemas adesivos ainda
apresentam uma desvantagem. Como referido no inicio desta revisdo, as
condicbes favoraveis do esmalte permitem ter uma adesdo previsivel e
duradoura. No entanto, a grande presenca de umidade, a incompleta infiltracdo
da dentina durante a hibridizacdo e os mecanismos auto reguladores do
organismo geram a degradagao desta interface ao longo do tempo (Sano et al.
'92006; Breschi et al. '' 2008; Frasseto et al. 2 2016).

2.3.7. Adesdo em dentina afetada por carie

As alteragbes patoldégicas mais comuns na dentina estdo relacionadas
com a carie dental. De acordo com os trabalhos de Fusayama e colaboradores,
a dentina cariada consiste de uma primeira camada superficial e uma segunda
camada mais profunda (Fusayama e Terachima % 1972; Ohgushi e Fusayama
93 1975; Kuboki, Ohgushi e Fusayama % 1977). A camada mais externa se
caracteriza pela alta desmineralizagdo (e impossibilidade de remineralizagéo),
suscetivel a coloracdo com fucsina, e com a presenca de fribrilas colagenas
desorganizadas com a desapari¢do virtual das ligagbes cruzadas indicando a
desnaturacao irreversivel do colageno. A camada interna € considerada
medianamente descalcificada, fisiologicamente mineralizavel, ndo suscetivel a
coloragdo com fucsina, com processos odontoblasticos prolongados, fibrilas
colagenas higidas e cristais de apatita ligados ao colageno.

No entanto, apds todos os avancos na bioquimica da lesdo de caries,
ainda persistem as duvidas sobre a verdadeira relacdo entre a tincdo da
dentina cariada e as caracteristicas ultra-estruturais das regides da dentina
cariada (Pugach et al. ®° 2009). Um estudo mostrou que o nivel de bactérias
encontradas em dentina corada com fucsina foi similar aos niveis da dentina

que nao foi corada (Kidd et al. % 1993). A dentina corada nem sempre pode
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estar infectada, porém a auséncia de coloragdo nem sempre assegura a
eliminagdo de bactérias nessa regido. De fato, os corantes parecem n&o ser
especificos para o colageno alterado irreversivelmente encontrado na dentina
cariada (Yip et al. ¥ 1994) e inclusive, pode colorear dentina em dentes higidos
(Boston et al. ® 2004). Estes achados geram algumas perguntas com relagao
aos estudos que avaliaram a adesdo em dentina afetada por carie quando a
dentina infectada foi removida com ajuda de corantes (Perdigao et al. '® 2010).

As mudangas que acontecem na estrutura da dentina como resposta ao
processo de caries podem ter lugar na dentina mesmo, ou podem ser
decorrentes da resposta do tecido pulpar. A polpa reage ao processo de
desenvolvimento de caries através do bloqueio completo do lumen dos tubulos
dentinarios ou diminuindo o didametro do tubulo para impedir a passagem de
bactérias ou fluidos irritantes nas proximidades da polpa. Stanley e

colaboradores *°

observaram que o complexo dentino-pulpar responde a
agressdes externas formando dentina esclerotica, areas de dentina
caracterizadas pela presenca de processos odontoblasticos desnaturados
(dead tracts), ou formando dentina reparadora. A presenca de dentina reativa
nao preveem a formacao de dentina reparadora, pelo contrario, este processo
parece ocorrer como resultado do mesmo tipo de estimulo. Estudos tem
reportado que estes depdsitos nos tubulos dentinarios sdo B-fosfato tricalcico
(também chamado de whitlockite) (Daculsi et al. ' 1987; Duke e Lindemuth '’

1991), um mineral menos soluvel que a hidroxiapatita.

A continua deposigao de minerais no lumen dos tubulos dentinarios por
baixo da dentina cariada, levara finalmente a esclerose deste tecido. Esse tipo
de material esclerotico difere da esclerose fisiologica principalmente pela sua
formacédo como efeito de um processo de caries, restaurador ou pela atrigao, e
nestes casos a sua formacao esta restrita & area afetada (Smith et al. "% 1995;
Nabakayashi et al. * 1982; Van Meerbeek et al. '® 1992; Fusayama e
Terachima °% 1972; Ohgushi e Fusayama % 1975; Kuboki, Ohgushi e
Fusayama °* 1977 ; Pugach et al. ®® 2009). Este tecido possui uma deposicdo
maior de minerais quando comparado & dentina higida (Mendis e Darling '
1979)
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A dentina afetada por carie € um substrato clinicamente relevante na
pratica diaria. Muito do entendimento que possuimos hoje em dia em relagéo a
adeséo foi realizado principalmente em dentina higida (dentina de “laboratério”)
(Perdiggo ' 2010). No entanto, este ndo é um substrato com o qual lidamos
frequentemente pois os dentistas rotineiramente realizam procedimentos
adesivos a dentina afetada com o objetivo de substitui-la. A dentina afetada
possui uma dureza inferior que a dentina higida (Ogawa et al. ' 1983;
Marhsall et al. '® 2001). Assim, uma correlagdo significativa foi encontrada
entre as propriedades mecanicas e a RU, no entanto, as propriedades
mecanicas da dentina ndo sédo os unicos fatores responsaveis pelos valores de
RU mais baixos na dentina afetada (Wang e Spencer e Walker "%’ 2006). A
diminuicdo de minerais de fosfato e carbonato (Wang e Spencer e Walker '%
2006) e as alteragdes na distribuicdo e quantidade de fibrilas colagena e
proteoglicanos em dentina afetada (Suppa et al. '°® 2006) parecem ter também

uma influéncia nas propriedades adesivas.

Os valores de RU em dentina afetada sdao menores que os valores
obtidos em dentina higida, independente da técnica adesiva utilizada (Ceballos
et al. "% 2003; Wei et al. '"° 2008; Yoshiyama et al. "' 2002; Say et al. "2
2005). Uma comparacao entre trés diferentes estratégias de adesdo mostrou
valores de RU menores, em cada uma das estratégias, quando comparada a
dentina higida (Wei et al. ''® 2008). Os menores resultados de RU obtidos na
dentina afetada poderiam ser o resultado da dureza e resisténcia a tracéo
menores deste substrato. Clinicamente, este poderia n&do ser um problema tao
critico devido a presenga de dentina higida e esmalte circundante a este tipo
de lesdes (Yoshiyama et al. "' 2002; Imparato et al. ** 2017). A CH neste tipo
de substrato € normalmente mais espessa e porosa que a CH formada em
dentes higidos (Yoshiyama et al. """ 2002; Say et al. ''? 2005). As camadas
hibridas em dentina higida podem variar entre 1 e 3 ym enquanto a camada
hibrida em tecido cariado pode apresentar espessuras entre 6 e 8 pm
(Yoshiyama et al. '™ 2003). Como resultado da deposigdo de minerais no
lumen dos tubulos dentinarios, a infiltracdo de resina dentro no interior dos

tubulos dentinarios da dentina afetada pode ser comprometida.
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Entre os fatores que podem influenciar a adesao temos: a porosidade da
dentina afetada que é altamente permeavel e pouco mineralizada (Spencer et
al. " 2005), o que poderia gerar as condicdes favoraveis para diminuir o grau
de conversdo do adesivo polimerizado nestas areas (Spencer et al. '™ 2005).
Por outra parte, a composicdo do adesivo também pode influenciar a RU no
substrato cariado, nesse sentido o acido polialquendico presente em alguns
adesivos pode aumentar os valores de RU neste substrato (Nakajima et al. '"°
1999). O uso de diferentes concentragcbes de acido fosférico também poderia
influenciar nestes valores, dependendo do tipo de adesivo e o veiculo na
composicdo (Nakajima et al. '"® 2000). Um estudo in vitro que comparou
diferentes técnicas de remogado da dentina afetada (brocas de carbeto de
tungsténio, laser ou lixa 600), também mostrou diferengas nos valores de RU
entre as técnicas comparadas (Sattabanasuk et al. ''” 2006).

A dentina afetada por carie continua sendo o foco de diversas pesquisas
devido a dificuldade para criar uma adesao duradoura e previsivel neste tipo de
substrato. As técnicas atuais buscam, materiais e terapias que permitam

alcancar este propésito, evitando a reaparigcdo do processo carioso no tempo.

2.3.8. Mecanismos de degradacdo da camada de adesivo

De uma forma geral, poderia dizer-se que a maioria dos sistemas
adesivos testados em provas de retengcdo e selado marginal apresentam
resultados imediatos favoraveis (Inoue et al. " 2001). Apesar da eficacia
imediata que um adesivo possa obter, existem outros fatores mais importantes
a serem levados em conta. Considerando que o propésito de uma restauracao
é ficar em fungdo na boca pelo maior periodo de tempo possivel, poderiamos
falar que a adesdo foi “exitosa” quando temos restauragdes altamente

duradouras.

Apesar dos avangos significativos na area da adesdo, a interface
adesiva continua sendo o elo mais fraco das restauracbes adesivas. Os

estudos apontam que ha pouca correlacdo entre resultados imediatos
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favoraveis e degradacéo ao longo do tempo (Van Dijken ' 2000; Tay et al. '®°
2005; De Munck et al. ® 2005) dos sistemas adesivos. Nesse sentido, evidentes
sinais de degradacé&o podem ser observadas em periodos tdo curtos como 6
meses (Carrilho et al. '*' 2005; Tay et al. '?° 2005). Clinicamente, isto pode
traduzir-se em descoloragdo marginal, adaptagdo marginal pobre ou até perda
subsequente da retencéo da restauragdo (Mjoér e Gordan %2 2002).

A degradacdo dos sistemas adesivos € um fenbmeno que tem sido
estudado ao redor de 35 anos, desde que em 1982, Nabakayashi *°, descreveu
a CH pela primeira vez. Na década de 90, os estudos de Sano e Pashley (Sano
' 2006) conduziram a um novo conceito, derivado de achados microscépicos
que sugeriam uma degradagdo do adesivo de dimensdes nanométricas. O
termo “nanoinfiltragcdo” se popularizou nesse momento, e o padrdao de
degradacéao na resina foi denominado “water trees” pela semelhanga do padréo
de infiltracdo com as arvores. Essa sequéncia de descobertas acabariam
desvendando o mecanismo de degradacgéo dos sistemas adesivos (Hashimoto
123 2004). A conclusdo obtida aponta & degradacgdo dos dois substratos que
conformam a interface adesiva, a dentina e o adesivo através de mecanismos

diferentes, embora simultaneos.
Degradagéo da camada resinosa

A deterioracdo da camada de adesivo € um processo cronico que
envolve dois fendbmenos, a hidrolise desta camada e o vazamento de fluidos
dentro do adesivo resinoso que inicialmente infiltra a matriz de colageno
desmineralizada (Hashimoto '** 2010; Wang e Spencer '® 2003; Kermanshahi
et al. '*® 2010). Este processo de infiltragdo é facilitado pela penetracdo de
agua nas regides onde o adesivo impregnou parcial ou incompletamente as
fibrilas colagenas, e nas regides onde ha presenga de uma camada
predominantemente hidrofilica. Estas areas s&o consideradas mais fracas,
devido ao baixo grau de conversdo decorrente da separagdo de fase do
adesivo (Spencer e Wang '® 2002) e a pobre compatibilidade entre o foto-
iniciador hidrofobico e a fase hidrofilica (Ye et al. 127 2010). A fase hidrofilica do
adesivo é degradada rapidamente no ambiente aquoso. Nesta etapa a
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extragdo dos componentes da fase hidrofilica continua e esta acompanhada de
uma aceleracdo do movimento de agua no interior da camada que se acelera
na medida que as vias de percurso da agua aumentam o seu calibre (Breschi
et al. "' 2008). Residuos de agua presos dentro da camada de adesivo durante
0 processo de polimerizacdo podem ser observados durante essa etapa,
contribuindo a degradac&do. Essa matriz de colageno previamente hibridizada
comeca a apresentar fibrilas colagenas desprotegidas e vulneraveis a agéo de
enzimas proteoliticas (Pashley et al. ' 2004; Armstrong et al. '?° 2004). Os
grupos uretano, éster, carboxila, hidroxila e grupos fosfato s&o os grupos mais
suscetiveis a degradacao hidrolitica nos adesivos a base de metacrilatos
(VanLanduyt et al. '*° 2007), podendo ser hidrolizados de forma quimica e pela
acdo de enzimas proprias do ambiente bucal (Feracane "' 2006, Reis et al. '*?
2015).

Em periodos prolongados de tempo, a degradagéo da interface adesiva,
que inicialmente se encontrava na base, comega a infiltrar o adesivo até chegar
na camada de resina composta (lto et al. '** 2005; Yoshida et al. '** 2007). Os
componentes resinosos sofrem um processo de plastificagdo das suas cadeias
poliméricas, o que faz eles agirem como um lubrificante molecular. O desgaste
mecanico pelas forcas mastigatorias aumentam a degradagao da interface
adesiva, até o ponto de permitirem em algumas ocasiées o contado da
interface com os fluidos salivares, o que permite que as esterases aumentem a
degradacédo dos grupos éster dos metacrilatos. O processo de hidrolise da
interface adesiva é considerado a principal causa de degradagao, contribuindo
na diminui¢do da RU no tempo.

Degradacgé&o das fibrilas colagenas.

A degradagdo é um fendbmeno que também pode afetar a matriz de
colageno que forma a camada hibrida. Quando os monémeros sdo aplicados
na dentina, a hibridizagdo incompleta do adesivo nas irregularidades
nanométricas das fibrilas colagenas é comum. E por este motivo que as fibrilas

colagenas desprotegidas pelos monémeros hidrofobicos sdo mais suscetiveis a
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degradacédo. Nesse sentido, o efeito da agua pode ser considerado como a

principal causa de degradacéo das fibrilas colagenas.

Como mencionado anteriormente, dois padrdes de degradagao tem sido
observados na camada hibrida, a perda de material resinoso nos espacos
intrafibrilares e a desorganizacdo / desnaturagdo das fibrilas colagenas
(Hashimoto et al. " 2003). O recobrimento das fibrilas colagenas é variavel e
depende do tipo de adesivo usado (Breschi et al. B 2008), o que pode gerar
areas de recobrimento incompleto que contem fibrilas colagenas desprotegidas
ao longo da camada hibrida (Wang e Spencer '** 2002). Essas fibrilas
colagenas desprotegidas podem ser reconhecidas com métodos
imunohistoquimicos (Breschi et al. " 2004; Hall et al. *® 1997). Assim,
técnicas como a zimografia in situ sao utilizadas para determinar a presenca de
enzimas proprias do organismo nas regides de colageno desprotegido
subjacente a camada hibrida (Breschi et al. "*° 2002; Breschi et al. '*" 2004;
Mazzoni et al. '° 2012)

A dentina mineralizada apresenta uma atividade colagenolitica intrinseca
que contribui na degradagao do colageno. Estudos recentes tem analisado o
efeito das proteinases préprias do hospedeiro e a sua relagdo com a ruptura e
clivagem da matriz de colageno na patogéneses da carie dental (Tjaderhane et
al. 2 1998; Sulkala et al. "' 2002). Embora a importancia destes achados, a
duvida sobre o mecanismo de degradacdo da dentina higida desmineralizada
pelo acido fosférico ainda era uma incégnita. Assim, a primeira evidéncia da
atividade colagenolitica intrinseca das metaloproteinases proprias do
hospedeiro (MMPs) em dentes higidos mineralizados foi mostrada por Pashley

28 em 2004. Neste estudo foram evidenciados sinais de

e colaboradores
degradacdo do colageno em auséncia de bactérias imediatamente apds a
aplicagdo do acido fosforico. Estes autores especularam sobre a atividade
proteolitica poderia ser decorrente do efeito de MMPs, cuja presenga no
complexo dentinho-pulpar ja tinha sido previamente comprovada (Tjaderhane

et al. 2 1998; Sulkala et al. '*' 2002; Sulkala et al. * 2001).

MMPs e Cisteinas Catepcinas
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As MMPs sao um tipo de endopeptidases dependentes do zinco e do
calcio. Estas enzimas endogenas sdo componentes importantes em diversos
processos biologicos e patologicos pela sua habilidade de degradar
praticamente todo tipo de matrizes extracelulares. No meio bucal as pesquisas
tem se focado principalmente no papel, deteccdo e distribuicdo das MMPs
(Hannas et al. " 2007). Dentro do complexo dentino-pulpar, varias sdo as
MMPs que tem sido identificadas. A matriz de dentina possui ao menos quatro
tipos de MMPs até agora identificadas: stromelysin- 1 (MMP-3) (Boukpessi et
al. ' 2008; Mazzoni et al. "** 2011), colagenase (MMP-8) (Sulkala et al. '*°
2007) e gelatinases A e B (MMP-2 e MMP-9 respectivamente)(Martin-De las

Heras, Valenzuela e Overall '*® 2000; Mazzoni et al. '*” 2007).

Um estudo in vitro de Tjaderhane et al. 2 descreveu pela primeira vez a
relacgo das MMPs no processo de degradagdo da matriz da dentina
desmineralizada. Neste estudo, as MMPs 2, 8 e 9 foram identificadas em
lesbes de dentina desmineralizada. Além disso, este estudo analisou o papel
das bactérias acidogénicas no processo de desmineralizacdo da dentina,
mostrando que os produtos do metabolismo das bactérias per se nao estao
envolvidos diretamente na degradagdo do colageno, embora a
desmineralizagdo traga como consequéncia a ativagdo das MMPs enddgenas.
Portanto, foi concluido que apds a desmineralizacdo, as MMPs seriam as
responsaveis da destruicdo da matriz de dentina durante a progressao da lesao
cariosa (Tjaderhane et al. 2 1998). Dadas as evidéncias dos estudos in vitro
com relagdo a ativacdo das MMPs imediatamente apos a desmineralizagéo
com &cido fosférico (Mazzoni et al. " 2006), se pensou que um alternativa
para evitar a ativacao destas enzimas poderia ser possivel através do uso de
adesivos SE, no entanto esta hipdtese foi posteriormente rejeitada pelas
evidéncias apresentadas num estudo de Nishitami et al. '*® 2006, onde a
ativacao de MMPs foi observado em adesivos SE, principalmente em aqueles
cujo pH é mais acido.

Atualmente, se pensa que durante os procedimentos adesivos na

dentina a exposi¢gdo e subsequente ativagcdo destas enzimas endogenas)
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(Pashley et '? al 2004; Mazzoni et al. "’ 2007; Mazzoni et al. 2015; Mazzoni et
al. " 2006) é a responsavel pelo desaparecimento quase completo da
interface adesiva apds o envelhecimento (De Munck et al. **° 2003; Mazzoni et
al. 2015).

Além do efeito das MMPs, a presenga de um grupo novo de proteases
endogenas foi descoberta na dentina desmineralizada, as denominadas
cisteinas catepsinas (CPs). As catepsinas humanas sdo melhor conhecidas
como as proteases que sao amplamente expressadas nos lisosomas (e.g.
catepsinas B, H, L e dipeptil-peptidase) (Dickinson '*' 2002). Dos quinze tipos
de genes que expressam as CPs, dez sdo expressados no tecido pulpar e
onze tem sido detectados nos odontoblastos.

Estudos in vitro investigaram a potencial correlagdo da agao das CPs e
MMPs em dentina higida (Tersariol et al. ° 2010) e dentina cariada (Nascimento
et al. ° 2011). Os resultados destes estudos mostraram a atividade das CPs e
MMPs em ambos substratos. Embora as CPs estejam presentes na dentina
higida, o nivel de expresséo destas proteases aumenta aproximadamente dez
vezes na dentina cariada. Estes resultados mostraram que existe uma
atividade colagenolitica-gelatinolitica sinérgica entre as MMPs e as CPs
durante o processo de degradagao do colageno dentinario.

2.3.9. Estratégias para reduzir a degradacdo da camada hibrida.

Como foi mencionado no item relacionado a degradagdo da CH, os
mecanismos envolvidos podem estar direcionados a resina composta ou a
dentina hibridizada e subjacente. Da mesma forma, existem estratégias que
tem como objetivo melhorar a penetragdo e as propriedades do componente
resinoso. Entre estas estratégias podemos citar a aplicagédo ativa do adesivo, o
aumento do tempo de aplicagcdo do adesivo, o uso de ar quente, a aplicagao de
uma camada hidrofobica apdés a aplicacdo do adesivo ou a aplicagcao de
multiplas camadas de adesivo, o aumento do tempo de polimerizagao (Reis et
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al. 2 2013). Neste item serdo abordadas com maior detalhe as estratégias

mais utilizadas na preservagéo do colageno.

Com o intuito de prolongar a durabilidade da interface resina-dentina, a
inibicdo das proteases (MMPs e CPs) tem sido recomendada. Assim,
atualmente dispomos basicamente de 5 estratégias para este fim: 1) a inibicdo
das MMPs através do uso de diferentes inibidores sintéticos tais como a
clorexidina (Breschi et al. '°®> 2010; Liu et al. "** 2011; Aimahdy et al. *° 2012),
metacrilatos de amoénio quaternario, ou o cloreto de benzalcénio (Tezvergil-
Mutluay et al. " 2011; Tezvergil-Mutluay " 2011) b) O fortalecimento da
dentina subjacente e inativagdo das proteases pelo uso de agentes de ligagcéo
cruzada (cross linkers) (Bedran Russo et al. ?° 2010; Bedran Russo et al. *’
2007; Bedran Russo et al. * 2008; Bedran Russo * et al. 2011; Leme-Kraus et
al. ?* 2017; Bedran Russo et al. '*® 2010), c) a remineralizacdo biomimética
guiada da dentina (Sauro et al. *° 2012), d) o uso de competidores dos
iniciadores das proteases (cobre ou zinco) (Gutierrez et al. '*° 2017; Toledano
et al. ®" 2015) e e) o uso de etanol para modificar a umidade e a superficie da
dentina na técnica de “ethanol wet bonding” (Sadek et al. '° 2010).

a) Inibidores das proteases

Clorexidina

A maioria dos experimentos destinados a busca da inibicdo das
proteases com o objetivo de prolongar a longevidade da interface adesiva tem
sido realizados através do uso da clorexidina (CHX), um potente agente
antimicrobiano (Reis et al. "2 2013). A CHX é um inibidor eficaz das MMP-2, -8,
-9 (Gendron et al. '®® 1999) e das CPs. (Scaffa et al. '® 2012), inclusive em
concentracdes muito baixas (Gendron et al. '®® 1999) e em tempos de
aplicacdo curtos (15 a 30 s) (Loguercio et al. ' 2009; Breschi et al. ' 2010).
O primeiro reporte da eficacia da CHX em inibir a acdo das MMPs foi publicado

por Pashley et al. "%

em 2004 onde mostraram a capacidade desta substancia
em manter a integridade do colageno da camada hibrida. A partir deste
momento, varios estudos confirmaram o potencial inibitério da CHX assim

como também a capacidade de diminuir a taxa de queda nos valores de RU ao
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longo do tempo, tanto in vivo quanto in vitro (Hebling et al. 2005; Carrilho et al.
'97.2007; Breschi et al. "® 2010; Brackett et al. '®® 2009; Breschi et al. '* 2009;
Loguercio et al. '®® 2009; Stanislawczuk, Loguercio e Reis '"° 2009; Breschi '’
2013).

O mecanismo de acdo da CHX poderia estar relacionado a sua
capacidade quelante (Zhou et al. "> 2011) e a substantividade (capacidade de
se liberar gradativamente) que possui (Carrilho et al. ' 2010). Assim, a CHX
tem comprovado ser um pré-tratamento dentinario eficiente quando utilizado
nas diferentes estratégias adesivas (TE e SE) (Breschi et al. "' 2008; Reis et al.
152 2013). No entanto, o aumento de numero de passos na sequéncia do
protocolo de aplicagao dos adesivos € contraria a tendéncia de simplificacdo da
técnica buscada pelos clinicos. E por este motivo que o uso da CHX tem sido
estudado na incorporagédo dela ao acido fosforico (Stanislawczuk et al. 174
2009; Stanislawczuk, Loguercio e Reis '"° 2009), mostrando ser efetiva na
inibicdo das enzimas proteoliticas. Mais recentemente, sua efetividade foi
testada quando incorporada a composi¢cdo de um sistema adesivo (Pallan et al.
175 2012). Embora os achados destes estudos mostraram que a incorporagao
de CHX no adesivo pode interferir no grau de conversdo (GC) do sistema
adesivo, n&do foram observados sinais de aumento da sorgdo de agua.
Inclusive, os valores de resisténcia flexural e modulo de elasticidade (Ei)
l. 175

apresentaram valores maiores quando comparados ao controle (Pallan et a
2012).

Estudos mais recentes apontam que o colageno poderia competir pelos
sitios de ligagdo da CHX com as MMPs (Kim et al. '"® 2010; Carrilho et al. "
2010), motivo pelo qual a eficacia da incorporagdo de CHX no sistema adesivo
poderia ser dependente a porcentagem incorporada. No entanto, a taxa de
liberacdo da substancia no adesivo parece ser lenta e gradativa (Pallan et al.
75 2012). Considerando que o objetivo da incorporacdo de inibidores nos
sistemas adesivos € manter sua acdo no tempo, estes resultados sao

alentadores.
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Galardin

Outro inibidor que tem sido estudado é o Galardin. Esta € uma molécula
inibitéria sintética que apresenta atividade especifica frente a acdo da MMP-1, -
2, -8, -9. A estrutura do galardin é similar a do colageno e possui a capacidade
de ligar-se as MMPs. O efeito do galardin na dentina tem sido comprovado
através de testes de zimografia e nanoinfiltracdo apés 1 ano (Breschi et al. '*
2010). Aléem disso, a incorporagdo de galardin em um primer resultou na
inibigio das MMPs, mostrando um aumento da RU imediatamente e
estabilidade destes valores apds 3 meses de armazenamento (Almahdy et al.
195 2012). Outra das vantagens desta molécula é a efetividade na inibigdo de
MMPs em baixas concentragdes. O uso de galardin em doses entre 10 e 100
vezes menor ao da CHX mostrou ser efetivo quando usado em dentina
(Breschi et al. ' 2010).

Tetraciclinas

As tetraciclinas e seus derivados, doxiciclina e minociclina, pertencem a
familia de antibi6ticos de amplo espectro que possuem propriedades catidnicas
quelantes. Estes farmacos tem sido descritos como inibidores efetivos das
MMPs (Sulkala et al. * 2001; Lauhio et al. """ 1995; Sorsa et al. '"® 1996).
Dentro desta classificagdo, a doxiciclina é a unica tetraciclina clinicamente
disponivel com propriedades inibitorias das MMPs e que apresentam um alto
potencial de diminuigcdo da degradacdo da matriz de dentina. Um estudo de

Stanislawczuk e colaboradores '™

avaliou a efetividade destes compostos nas
propriedades adesivas de um adesivo convencional sobre a dentina,

mostrando a interessante agao destas moléculas quando aplicadas a dentina.

Outros compostos similares com alta capacidade de inibicdo de MMPs
séo as tetraciclinas quimicamente modificadas. Este tipo de inibidores possuem
baixa capacidade antimicrobiana, no entanto elas mantém alta capacidade
inibitéria. Dentro deste grupo, a CMT-3 (Metastat) é um farmaco
particularmente efetivo na inibicdo de MMPs em lesdes de carie (Sulkala et al. 4
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2001; Chaussain-Miller et al. ' 2006). O seu mecanismo de acdo é
basicamente direcionado a inibicdo da atividade e secre¢cdo das enzimas
proteoliticas, e além disso, possui a capacidade quelante com o calcio da
dentina. Através da ligacdo da molécula de CMT-3 no sitio ativo do zinco na
molécula de MMPs, este agente tem a capacidade de mudar a conformacgao
molecular da proenzima ativador, e desta forma bloquear a atividade catalitica
na matriz extracelular (Corbitt e Lindsey '®° 2007).

De uma forma geral, este tipo de farmaco e os seus derivados
apresentam um potencial inibitério de relevancia na area odontolégica, razéo
pela qual estudos futuros deveriam ser conduzidos para elucidar o potencial
destas moléculas. No entanto, uma das desvantagens que possuem e poderia
limitar a sua aplicabilidade clinica, € a coloracdo decorrente da foto-oxidagao
das suas particulas.

Compostos derivados do amoénio quaternario.

Os derivados do amoénio quaternario (AQS) s&o outro grupo de
moléculas de natureza catidbnica que tem o potencial de inibir as MMPs, e
consequentemente poderiam estabilizar a interface adesiva no tempo. Os AQS
encontram-se positivamente carregadas e possuem um efeito antibacteriano.
Similar a CHX, estes compostos sido catidnicos e hidrossoluveis, no entanto a
diferenga da CHX, as AQS nao sao suscetiveis de lixiviagao fora das interfaces
adesivas. Os AQS s&o tdo ou mais efetivas que o galardin em inibir as MMPs-
9, e tem a capacidade de inibir quase completamente a degradacédo do
colageno da dentina desmineralizada (Tezvergil-Mutluay et al. **® 2011). Entre
os compostos mais destacados deste grupo de inibidores temos os
metacrilatos de AQS polimerizaveis e o cloreto de benzalconio (BAC)
(Frassetto et al. '? 2016).

Entre os metacrilatos de AQS polimerizaveis temos o brometo 12-
metacriloiloxidecilpiridinio (MDPB), uma molécula que foi incorporada na
composi¢ao do primer do adesivo Clearfill Protect Bond (Kuraray, Japao) pelas
propriedades antimicrobianas e a capacidade de copolimerizar com o0s



51

mondmeros do adesivo (Imazato et al. '®" 2003; Imazato et al. '® 2007). Esta
molécula parece ter um efeito inibitorio das enzimas colagenoliticas da
interface adesiva (Pashley, Tay e Imazato '® 2011; Tezvergil-Mutluay et al. '®
2015). Apesar dos resultados encontrados com relagdo a capacidade inibitoria
do MDPB, alguns estudos tem mostrado que houve reduc¢do dos valores de RU
comparavel aos niveis de outros adesivos (De Munck et al. '®° 2010; De Munck
etal. ' 2011)

O BAC é uma mistura de cloretos de alquilobenzilo-dimetiloamonio que
possuem varias cadeias alquilo, € um surfactante catibnico com um grupo de
amoénio quaternario antimicrobiano (Tezvergil-Mutluay et al. 197 2011). Estes
compostos sado incorporados na composi¢ao do acido fosforico sem afetar as
propriedades adesivas imediatas tanto da dentina quanto do esmalte (Kanca
187 1997). O acido fosférico da Bisco (Bisco Dental, EUA) é um dos produtos
comercializados que possuem BAC na sua composicdo. Um estudo de
Tezvergil-Mutluay et al. " demonstrou que o uso de BAC ao 0,5 % inibiu
completamente as MMP-2, -9 e -8 e produziu uma diminui¢do significativa da
degradacgéao do colageno. Outras das vantagens que a molécula de BAC possui
€ a capacidade de ligar fortemente a dentina desmineralizada, o que permite

que ela mantenha as propriedades inclusive apés a lavagem com agua.

Os estudos com o uso de BAC tem ganhado for¢a nos ultimos anos, as
variagcbes de porcentagens e aplicagbes para a técnica TE tem mostrado
resultados encorajadores (Sabatini et al. "% 2013; Sabatini et al. ' 2015) que

poderiam abrir novas linhas de pesquisa usando materiais mais atuais.
b) Agentes de ligagéo cruzada do colageno.

Apesar do potencial inibitério da CHX em inibir as MMPs (Gendron et al.
183 1999) e as CPs (Scaffa et al. '® 2013), a desvantagem desta molécula é a
sua lixiviagado fora da camada hibrida apés periodos de longevidade entre 18 e
24 meses (Hashimoto et al. ® 2000; De Munck et al. '®° 2010; Donmez et al. '*°
2005; Sadek et al. '® 2010; Komori "' et al. 2009; Griffiths et al. "% 1999;
Koshiro et al. ' 2004; Ricci et al. '** 2010). Os agentes de ligacdo cruzada
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(ALC) sao considerados uma opgéao interessante para melhorar a estabilidade
e resisténcia a degradag&o do colageno na matriz desmineralizada de dentina
(Bedran-Russo et al. '®® 2008; Xu e Wang '®® 2011). Os ALC covalentes
produzidos com cross linkers externos sdo bastante estaveis, e podem inativar
os sitios ativos das proteases dentinarias a través da reducao da mobilidade
molecular dos sitios ativos ou pela mudancga de polaridade dos sitios ativos das
terminagdes carboxila (COO ) com carga negativa em grupos amida com carga
positiva. Assim, um aumento das ligagdes cruzadas nas fibrilas colageno, antes
da aplicagdo do adesivo poder resultar em um aumento da longevidade da RU
(Frassetto et al "2 2016)

O uso de ALC tem ganho popularidade recentemente devido a
capacidade das moléculas de diminuir a bio-degradagdo e aumentar as
propriedades mecéanicas da dentina, ambas qualidades buscadas para
preservacdo do colageno (Tjaderhane et al. ’ 2013; Liu et al. "™ 2011).
Diferentes moléculas que possuem estas caracteristicas tem sido estudadas,
dentre elas destacam-se o glutaraldeido, as proantocianidinas e a genipina
(Bedran Russo et al. " 2007), a riboflavina (Cova et al. '®” 2011), o &cido
tanico (Bedran Russo '* et al. 2009) e a carbodiimida (Bedran Russo '*® 2010).
Todas elas mostraram potencial para reforgcar a estabilidade mecanica e
estrutural do colageno, o que poderia especular-se aumentaria a longevidade
da interface adesiva. Outro beneficio importante dos ALC é a capacidade de
melhorar a resisténcia a degradagdo das colagenases do metabolismo
bacteriano na dentina leve ou parcialmente tratada com ALC.

Apesar dos efeitos quimicos e fisicos dos ALC, ainda persistem alguns
problemas a serem resolvidos antes de conseguirem ser disponibilizados para
sua aplicacédo clinica. O glutaraldeido € um exemplo desta situagdo. Embora a
sua alta capacidade de tratar e melhorar as propriedades do colageno em
tempo clinico aceitavel (1 min), evitando a degradagao de colageno (Bedran
Russo et al. "% 2008) o glutaraldeido é uma substancia altamente tdxica.

O tratamento topico da dentina com 3,75 % (massa) de proantocianidina
(PRO) é outra alternativa derivada de produtos naturais (e.g. extrato de
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semente de uva e outras frutas silvestres) que tem mostrado resultados
favoraveis. Um estudo in vitro demonstrou que a aplicacdo de PRO por 5, 15
ou 30 s foi capaz de proteger o colageno quando imerso numa solugao de
colagenase bacteriana, entretanto, os grupos controle perderam toda a dentina
desmineralizada apos uma hora de incubagdo em colagenase (Liu, Dusevich e
Wang ' 2013).

O uso de PRO na forma de extrato de semente de uva (GSE) também
tem demonstrado ser eficaz (Bedran Russo et al. "% 2008) e gera um aumento
dos valores de RU em tempos de aplicagdo curtos (Fang et al. *°° 2012). No
entanto, um dos problemas para a sua aplicagao clinica € o manchamento que
produz no substrato (cor marrom). A efetividade destes produtos em periodos
longos de tempo ainda ndo tem sido suficientemente estudada e deve ser

examinada em estudos futuros.

Dentro deste grupo de substancias que possuem potencial para proteger
o colageno temos também os Flavonoides. Os flavonoides sdo compostos
fendlicos de origem natural que tem sido usados como fitoativos com
aplicabilidades sistémicas por varios anos (Bravo °' 1998) . Plantas medicinais
e condimentares que contém flavondides sao utilizadas ha milhares de anos na
medicina oriental. No entanto, a despeito da literatura avaliada, ainda sao
pouco usados terapeuticamente na medicina popular do ocidente, embora
possuam atividade antioxidante na fungdo protetora e no tratamento de
doengas degenerativas mediadas por estresse oxidativo. Umas das vantagens
destes produtos € a facilidade de obtencao e o baixo custo, pois a maioria das
moléculas s&o derivados de citricos (Middleton et al. 2° 2000).

Mais de 8.000 flavondides ja foram identificados e sua estrutura basica
consiste em um nucleo fundamental, constituido de quinze atomos de carbono
arranjados em trés anéis (C6-C3-C6), sendo dois anéis fendlicos substituidos e
um pirano acoplado ao anel central (Di Carlo et al. 2 1999). Os flavondides
sdo subdividos nas principais classes: flavonas, flavondis, chalconas, auronas,
flavanonas, flavanas, antocianidinas, leucoantocianidinas, proantocianidinas,

isoflavonas e neoflavondides (Bravo %' 1998). Flavonas e flavondis sdo de
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origem biossintética muito proxima. Os flavondis sdo, na verdade, flavonas
substituidas na posicdo C3 por uma hidroxila. Suas analises, sinteses e

reacdes possuem, por isso, base teérica comum.

Estes compostos também possuem efeitos benéficos sobre a dentina.

25 em 2012 demonstrou a

Um estudo em dentes bovinos de Islam et al.
capacidade protetora da HES, uma flavona glicosada, tradicionalmente
utilizada no tratamento de alteragcdes circulatérias a nivel sistémico e com alto
potencial antioxidante, em proteger a dentina quando submetida a desafio
acido. Posteriormente, Castellan et al. ?° em 2013 testaram a aplicagdo da HES
em dentes humanos e os resultados foram igualmente interessantes. Dados os
resultados promissores obtidos com esta substancia, este mesmo grupo de
pesquisa (Islam et al. ?’ 2014) incorporou HES em varias concentragdes na
composi¢ao do primer de um adesivo comercial de 2 passos (Clearfill SE Bond,
Kuraray, Japao), demonstrando alta capacidade protetora da matriz de dentina
ap6s 1 ano de armazenamento. Da mesma forma, os valores de RU imediatos

e ao longo do tempo se mantiveram estaveis.

Um estudo posterior (Epasinghe et al. 2** 2014) avaliou o efeito da PRO
e outros flavonoides como a naringina (NAR) e a quercetina (QER) analisou o
efeito de ditas substéncias aplicadas em uma solugdo salina (PBS) nas
propriedades mecanicas (Ultimate Tensile Strength) da dentina. Embora os
flavonoides apresentaram valores mais altos de resisténcia a tragcédo, a PRO foi
mais efetiva que os flavonoides (Epasinghe et al. ?>* 2014).

c¢) Outras alternativas: “ethanol wet bonding” e a Remineralizagdo

Biomimética.

Com o intuito de prevenir a degradagao da interface adesiva outra
alternativa tem sido proposta. O ethanol wet bonding preconiza o uso de
diferentes concentragdes de etanol (50% em porcentagens crescentes até
chegar ao 100 %) com a finalidade de modificar a umidade da dentina e
permitir a aplicagdo de um adesivo hidrofébico (Pashley et al. 208 2007). Este



95

tratamento superficial permite a remogdo da agua da dentina evitando a
separagao de fase dos mondbmeros hidrofobicos (e.g. Bis-GMA), facilitando o
uso de adesivos hidrofobos na dentina. Alguns estudos tem sugerido que a
técnica de molhamento com etanol permite melhor espalhamento do adesivo
na dentina pré-condicionada e poderiam ser benéficos para evitar a
degradacao da interface adesiva (Sauro et al. 2°® 2009; Shin et al. *” 2009).

A ultima das estratégias que sera descrita neste item é a
remineralizagdo biomimética. Esta técnica consiste basicamente no uso de
nanotecnologia para mimetizar principios naturais da biomineralizagcéo (Tay e
Pashley 2% 2008; Sauro et al. '*° 2012). Nesta estratégia, a 4gua é substituida
por nanoparticulas de cristais de apatita com tamanhos o suficientemente
pequenos para ocupar os espacos intrafibrilares da matriz de colageno e
permitir a remineralizagdo da interface adesiva (Niu et al. °*® 2014). Estes
estudos que testaram esta técnica encontram-se na etapa laboratorial ainda e
a aplicabilidade clinica deste conceito esta sendo desenvolvida.



3. PROPOSIGCAO

3.1.0OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro o efeito de primers experimentais de diversos flavonoides
nas propriedades adesivas e mecanicas da dentina higida e da dentina com
lesdes cariosas artificiais quando utilizados como tratamento prévio ao uso de

um adesivo universal em modo convencional.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito da aplicacdo de solugcbes de flavonoides na
nanodureza e modulo de elasticidade das camadas de adesivo, camada
hibrida formada em dentina sadia e dentina afetada por carie, apds 24 horas e
apos envelhecimento com ciclagem térmica simulando dois anos e meio de

envelhecimento.

2. Avaliar o efeito da aplicagdo de solucbes de flavonoides nos
valores de resisténcia de unido de um sistema adesivo universal aplicado no
modo etch-and-rinse em dentina sadia e dentina afetada por carie, apos 24
horas e apos envelhecimento com ciclagem térmica simulando dois anos e

meio de envelhecimento.

3. Avaliar qualitativamente a micromorfologia e caracteristicas da micro-
infiltrac&o da interface de unido formada na dentina higida e na dentina afetada
por carie por meio de microscopia confocal laser, 24 horas apos a aplicagao de
primers experimentais de flavonoides e apds envelhecimento com ciclagem

térmica simulando dois anos e meio de envelhecimento.



4. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi dividido em dois experimentos, com o objetivo de
analisar o efeito dos flavonoides tanto na dentina higida quanto na dentina
afetada. O protocolo do projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa e aprovado sob o
Protocolo N- 1032/2017, Parecer PN- 41 2017.

Um total de 182 molares humanos higidos e intactos (Microtragéo (n =
98), Nanodureza (n = 42), Confocal (n = 42)) foram solicitados ao Banco de
Dentes Humanos da Universidade Estadual de Ponta Grossa para a realizagao
dos diferentes testes.

4.1. Avaliagdo das propriedades adesivas e mecénicas em dentina higida e

afetada por carie.

Para a avaliagcdo em dentina higida, foram utilizados um total de 91
molares humanos higidos e intactos extraidos por indicagdo cirurgica e
armazenados em agua deionizada (pH 7,1) a 4 °C, por um tempo inferior a um
més. O total dos dentes foi aleatoriamente alocado em um dos grupos
experimentais para avaliagdo nos diferentes testes: Controle Higido (CONH),
Placebo (PLA), Proantocianidina (PRO), Quercetina (QER), Rutina (RUT),
Naringina (NAR), e Hesperidina (HES), sendo conformados da seguinte
maneira: Microtragdo (n = 7), Nanodureza (n = 3) e Confocal (n = 3) para cada
grupo experimental. As raizes dos molares foram cortadas 1 mm apical a
juncdo amelo-cementaria usando uma maquina de corte (Isomet 11/1180,
Buehler, Coventry, Reino Unido) equipada com um disco de corte (XL 12205,
Buehler, Londres, Reino Unido). O esmalte oclusal foi removido na mesma
maquina de corte até expor a dentina, obtendo uma superficie plana de
profundidade média, perpendicular ao longo eixo do dente.

Depois disso, a auséncia de lacunas de esmalte foi conferida pelo uso

de um microscopio 6tico num aumento de 10x e o esmalte circundante nas
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faces do dente foi cuidadosamente removido com alta rotagéo, utilizando uma
ponta diamantada de formato tronco-conico (Piranha Diamond, 847KR-
016C,SS White, EUA). A superficie da dentina foi polida com uma lixa de
granulagao 600 por 1 min para padronizagao da SL.

Para o experimento em dentina afetada por carie, foram utilizados um
total de 91 molares humanos higidos e intactos, extraidos por indicagéo
cirurgica e armazenados em agua deionizada (pH 7.1) a 4 °C, por um tempo
inferior a um més. O total dos dentes foi aleatoriamente alocado em um dos
grupos experimentais para avaliagao nos diferentes testes: Controle afetado
por carie (CONC), Placebo (PLA), Proantocianidina (PRO), Quercetina (QER),
Rutina (RUT), Naringina (NAR), e Hesperidina (HES) (Microtragédo (n = 7),
Nanodureza (n = 3), Confocal (n = 3)) da mesma forma que no experimento em
dentes higidos. O esmalte oclusal foi removido para expor a dentina conforme
descrito anteriormente, obtendo uma superficie plana de profundidade média,
perpendicular ao longo eixo do dente. Depois disso, a auséncia de lacunas de

esmalte foi conferida pelo uso de um microscopio 6tico.

Lesdes artificiais foram induzidas na superficie oclusal dos 91 dentes,
usando o método microbiologico descrito por Marquezan 210 ot al. Depois, 0s
dentes foram alocados aleatoriamente em um dos grupos experimentais e

distribuidos para cada teste de acordo com o Figura 1.
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Figura 1. Representacao ilustrativa da distribuicdo dos espécimes em cada um dos experimentos realizados neste estudo.
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Em todas as superficies do dente, com excecao da superficie oclusal, o
esmalte circundante foi mantido para evitar a formag¢ao de lesbes de caries
nestas regides. Os espécimes foram esterilizados e depois transferidos
assepticamente a um tubo falcon estéril com a solugdo de caries artificial. A
solugéo foi feita de: 3.7 g de hagar de infusao de cérebro-coragao (BHI) (Sigma
Aldrich, St Luis, Misuri, Estados Unidos), 0,5 g de extrato de levadura (Sigma
Aldrich, EUA), 2.0 g de sacarose, 1.0 g de glicose por cada 100 mL de agua
destilada e 100 pl de cultivo jovem de Streptococcus mutans INCQS 00446,
com um pH ao redor de 4.0. Cada dente foi imerso individualmente em 25 mL
da em uma jarra anaerodbica (BBL, GasPak system, Becton-Dickinson, Franklin
Lakes, EUA). A cada 48 horas os espécimes foram transferidos a um novo tubo
falcon contendo uma solugdo de caries artificial nova. Depois de 14 dias, os
espécimes foram lavados com &gua destilada (Marquezan 2'° et al 2009).

Uma vez limpos, o esmalte circundante dos dentes foi cuidadosamente
eliminado com auxilio de ponta diamantada (Piranha Diamond, 847KR-016C,
SS White, EUA) em turbina de alta rotag&o sob irrigacdo constante com jato de
ar e agua. A eliminacéo da dentina infetada na superficie oclusal dos dentes foi
simulada e padronizada, usando uma lixa de agua nova de granulagao 600
(3M, EUA) por 20 s. Este tempo foi determinado apos a realizagéo de estudos
piloto prévios de microdureza e microtragdo (Dados ndo apresentados neste
trabalho).

4.1.1. Formulagdo dos primers experimentais.

Uma vez determinado o indice de solubilidade e a natureza
principalmente hidréfoba de cada flavonoide, foi estabelecida uma formula
unica, aplicavel para todas as solugdes que permitisse: a) obter os flavonoides
em estado liquido sem alterar as suas propriedades e maximizando a sua
disponibilidade em meio liquido para sua aplicagdo em dentina e b) utilizar a
concentracdo minima possivel de solvente e veiculo, evitando modificar as
suas propriedades sobre o substrato (Quadro 1). Uma mistura de etanol e agua

foi escolhida para a formulacdo dos primers experimentais como recomendado
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por Fang et al. 2. Considerando os diferentes indices de solubilidade e a
concentracdo miscelar critica dos compostos, incorporou-se um tensoativo na
formulagc&o para homogeneizagao da solugdo. O tensoativo selecionado foi de
natureza n&o idnica, dada a biocompatibilidade com os tecidos.

Flavonoide: 6,5% em massa.

Etanol puro: 30% (3 mL)

Tensoativo: Polissorbato 20 (SPAN 20): 1% (0,1 g)
Agua destilada: QSP 10 mL.

Quadro 1. Férmula quimica para obtengdo de uma solugédo hidro-alcéolica de flavonoide ao
6,5%.

Devido a incorporagao de substancias que pudessem alterar a superficie
e umidade da dentina, como o etanol e o SPAN 20, foi determinada a
necessidade do uso de uma substancia “placebo” com fins comparativos para
quantificar e comparar o potencial real dos flavonoides, cuja férmula foi igual

das substancias a serem testadas, porém, sem o uso de principio ativo algum.

Uma vez estabelecida a formulacao final, cada flavonoide em forma de
po foi pesado numa balanga analitica de precisdo (Shimadzu, ATX324, Kioto,
Japéao), sendo reajustado o peso de acordo com a porcentagem de pureza do
produto para basear-se numa concentragdo do 100%. O flavonoide em p6 de
HES, QER, NAR, RUT (Sigma Aldrich, St Luis, Misuri, Estados Unidos) e PRO
(Grape Seed Extract, 95% de proantocianidina, Active Pharmaceutica, Palhoga,
Santa Catarina, Brasil) foi misturado e agitado manualmente com cada um dos
componentes da solugéo final até obter uma solugédo final homogénea. Apos
este passo, as solugbes foram armazenadas sob refrigeragdo em frascos

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



62

4.1.2. Procedimentos Adesivos

As superficies de dentina dos dentes foram condicionadas utilizando um
gel de acido ortofosférico a 35% por 15 seg, seguido de lavagem abundante
com agua por 30 s. Os excessos de agua foram secos com jato de ar e papel
filtro, homogeneizando a umidade do substrato e evitando dessecar a
superficie da dentina. Uma vez feita a lavagem, os primers experimentais de
HES, QER, RUT, NAR, PRO e PLA foram aplicados ativamente sobre as
superficies condicionadas com acido por 1 min e a umidade controlada com
jato de ar e papel filtro, evitando superficies muito umidas ou ressecadas. No
grupo CONH, nenhum destes produtos foi aplicado apds a lavagem com agua.
O sistema adesivo Single Bond Universal (3M Oral Care, Minneapolis,
Minnesota, EUA) foi aplicado de acordo com as indicagbes do fabricante
(Quadro 2).
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Substancia Composigcao Forma de aplicagcao
3M Single Bond Ingredientes: MDP, | Técnica adesiva de
Universal Resinas de dimetacrilato, | condicionamento total:
HEMA, Copolimero | - Aplicar 1 gota de
Vitrebond™, particulas de Single Bond Universal
carga,  etanol,  agua, | nas superficies de
iniciadores, Silano. dentina condicionada,
aplicar por 20
segundos, secar por 5
segundos e foto-
polimerizar por 10
segundos.
Primer de Solugéo hidroalcoolica de | Aplicar ativamente na
Hesperidina Hesperidina 6,5% dentina por 1 min.

Primer de Quercetina

Solugéo hidroalcdolica de
Quercetina 6,5%

Aplicar ativamente na

dentina por 1 min.

Primer de Rutina

Solugéo hidroalcdolica de
Rutina 6,5%

Aplicar ativamente na

dentina por 1 min.

Primer de Naringina

Solugéo hidroalcéolica de
Naringina 6,5%

Aplicar ativamente na

dentina por 1 min.

Primer de Solucéo hidroalcéolica de | Aplicar ativamente na
Proantocianidina ESU 6,5% (95% de PRO) | dentina por 1 min.
Solugéo hidroalcoolica _ _
Aplicar ativamente
Primer Placebo sem conteudo de

flavonoides.

na dentina por 1 min.

Quadro 2. Adesivo e primers experimentais usados neste estudo
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Figura 2. Moléculas utilizadas neste estudo. Proantocianidina (A), Hesperidina (B), Quercetina
(C), Rutina (D), Naringina (E); SPAN 20 (F)

O procedimento de foto-ativagao foi realizado com uma fonte de luz LED
(Valo, Ultradent Products Inc, Sandy, Utah, EUA) por 10 s a 1000 mW/cm?.

64
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Uma resina Micro-hibrida LIS, cor EA2 (FGM, Joinville, Santa Catarina, Brasil)
foi colocada de forma incremental em camadas de até 2 mm e polimerizada por
20 s cada uma, a 1000 mW/cm? resultando em um bloco de resina composta

com 4 mm de altura.

4.1.3. Resisténcia de unido. Teste de Microtragdo (uTBS)

Vinte e quatro horas apds, os dentes restaurados foram seccionados no
seu longo eixo nos sentidos mésio-distal e vestibulo-lingual para obter palitos
de dentina com area de seccdo transversal de aproximadamente 0.9 mm?.
Quatorze palitos de cada dente foram selecionados aleatoriamente para serem
testados depois de 24 h (n = 7) ou apds ciclagem térmica (n = 7) simulando um
periodo equivalente a 2 anos e meio de envelhecimento. A area dos palitos foi
medida com um paquimetro digital (Absolut Digimatic 131, Mitutoyo, Tokyo,
Japao) com a maxima precisédo (0,01 mm) para o calculo dos valores de RU.
Os espécimes selecionados para envelhecimento foram submetidos a vinte e

cinco mil ciclos térmicos (Zhang et al. 2"

2014) em um aparelho de
temociclagem (ODEME, S&o Francisco, Luzerna, Santa Catarina, Brasil),
variando entre 5 °C e 55 °C, sendo mantidos durante 15 seg em cada
temperatura para acelerar a degradagcdo da interface de unido. Apds a
mensuracao da area, cada palito foi colado em um dispositivo para teste de
microtragdo com uma cola a base de resina de cianoacrilato (Super Bonder
Gel, Loctite, Sdo Paulo, Brasil) e testados numa maquina de ensaios universais
(Kratos, Cotia, S&o Paulo, Brasil) com velocidade de 0,5 mm/min até fraturar o

palito.

4.1.4. Tipo de Fratura

O tipo de fratura foi avaliada com um microscopio O6ptico com
magnificacdo de 40x e as fraturas classificadas em coesivas (falha
exclusivamente entre a dentina ou a resina composta, C), adesiva (falha na
interface resina-dentina, A) ou adesiva mista (falha na interface resina dentina
que incluiu falha coesiva nas areas circundantes, A/M).
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4.1.5. Teste de Nanodureza

Os procedimentos para a eliminagdo do esmalte oclusal, forma de
aplicacao do primer e do adesivo, e a restauracéo dos espécimes foi realizada

como descrito para o teste de microtragao no item 4.1.

Trés espécimes foram alocados em cada um dos grupos experimentais
e cortados longitudinalmente até obter duas fatias (espessura 1,2 mm) para
serem analisadas nos momentos 24 h e apods ciclagem térmica
respectivamente. As fatias para o teste 24 h foram polidas usando lixas de
agua de carbeto de silicio em forma decrescente desde a granulagdo mais
grossa de 800 até a mais fina de 4000. Um polimento final foi feito utilizando
pastas diamantadas (Buehler-MetaDI, Buehler Ltd, Lake Bluff, llinois, EUA)
sendo utilizadas na sequéncia de 1 ym até 0,25 ym. Entre cada passo do
polimento, os dentes foram limpos em cuba ultrassénica com agua destilada
(pH 7.4) por 5 min para eliminar residuos do polimento. Para as fatias
submetidas a envelhecimento com ciclagem térmica, os procedimentos de
polimentos foram realizados como descrito previamente, uma vez finalizados
os 25.000 ciclos de ciclagem térmica. As amostras foram colocadas na

termocicladora juntamente com as amostras utilizadas no teste de microtragéo.

As amostras polidas foram coladas com cera pegajosa em um stub
metalico e colocadas em um porta amostras especifico para serem testadas no
aparelho nanoindentador (Asmec, Advanced Surface Mechanics, UNAT 3,
Dresden, Alemanha), e uma ponta indentadora Berkovich (raio de 20 nm) foi
empregada para o processo de indentagdo. Trés malhas de 16 pontos de
indentagdes foram realizados (4 no eixo X e 4 no eixo Y) com uma carga de
5000 nN e tempo de fungdo de 10 s em 3 regides do espécime (Mesial, Média
e Distal), comecando desde a camada adesiva e descendo em sentido a
dentina intertubular, sendo analisadas quatro regides : Adesivo (A), Camada
Hibrida (CH), Dentina a 10 ym em diregéo apical (D10) da CH e Dentina a 20
pum em diregdo apical da CH (D20) nos diferentes periodos de armazenamento

(24 h e apos ciclagem térmica). A distancia entre cada indentac&o foi mantida
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ajustando o intervalo da distancia em 10 ym (x 1 pym) por intervalo no eixo Y e
100 pm (x 10 pym) por intervalo no eixo X. Os valores obtidos apos a
indentagdo no nanodurbmetro foram analisados num software proprio do
aparelho para a obtencdo do modulo de elasticidade (Ei) e nanodureza (Hi).
Dada a irregularidade do substrato, no teste de Nanodureza realizado em
dentina afetada por carie, as regides analisadas foram: : Adesivo (A), Camada
Hibrida (CH), Dentina a 20 ym apical a (D20) CH e Dentina Higida (DH). A DH
foi visualizada no microscopio e a regido imediatamente subjacente a lesao de

carie foi selecionada para a realizacdo da indentacéo.

4.1.6. Analise da interface de unido e micoinfiltracdo por meio de

Microscopia Eletrénica Confocal Laser

Para este teste, previamente a restauracdo dos dentes, a resina e o
adesivo foram misturados com 0.2 % (massa) de Rhodamina B (Sigma Aldrich,
EUA) com o intuito de serem detectados na analise em CSLM. Uma vez obtida
uma mistura homogénea destes materiais, os procedimentos restauradores
compreendendo a utilizagao dos primers foram realizados como descrito para o

teste de microtragao.

Trés dentes foram aleatoriamente alocados em cada um dos grupos
experimentais. Apos 24 h da restauragdo dos dentes, todos os espécimes
foram cortados longitudinalmente até obter 2 fatias de 1,2 mm de espessura.
Uma das fatias foi imersa numa solugdo de fluoresceina (Sigma Aldrich, EUA)
ao 0,1 % (massa) por 4 h. Apos este tempo, todos os espécimes foram limpos
em cuba ultrassbnica com agua destilada por 8 min e finalmente polidos
usando lixas de agua de grano 1200 por 1 min. (Sauro et al. "*® 2012; Toledano
et al. ' 2014). A segunda fatia foi submetida a 25.000 ciclos de ciclagem
térmica para analise de longevidade simulada. Apdés a ciclagem, o
procedimento de imerséo das fatias em fluoresceina e o polimento foi realizado

como descrito previamente.

Um microscéopio confocal a Laser (Leica TCLS, Leica, Heidelberg,

Alemanha) equipado com uma lente de imersdo em 6leo de 63x/.4 NA, um
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laser de Ar/Kr em modo de excitagdo de 488-nm (excitagcdo da Fluoresceina), e
um laser de He/Ne em modo de excitagado de 568-nm (excitacdo da Rhodamina
B) foi empregado para analise das interfaces adesivas. A emissé&o fluorescente
foi coletada a 512-538 e 585-650 nm, respectivamente (Grafico 2). Duas
regides diferentes de cada fatia foram selecionadas apos feita uma analise
geral da amostra com visdo de 0,75 x de zoom ao longo do espécime. Imagens
opticas da reflexdo da fluorescéncia e da rhodamina B foram capturadas a
partir da sub-superficie do espécime, com 5 ym e 10 ym de profundidade
(intervalos Z de 5 ym) abaixo da superficie externa da amostra e convertidas
em imagens unicas usando o programa de processamento de imagem Leica
LAS X for CLSM (Leica, Heidelberg, Alemanha) (Sauro et al. "> 2012). A
configuracdo do sistema foi padronizada e utilizada ao mesmo nivel durante
todo o estudo. Em seguida, as imagens foram avaliadas qualitativamente por
dois avaliadores, comparando-as entre os diversos grupos experimentais e

entre os momentos (24 h e 25.000 ciclos).
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Figura 3. Imagem representativa da captura de imagem nos canais dos lasers do CSLM. A.
Excitacdo do Laser 488 (Fluoresceina), B. Excitagao do laser 552 (Rhodamina), C.
Superposi¢cédo de Imagens A+B.



70

4.1.7. Analise Estatistica

A média dos valores do teste de RU dos estudos em dentina higida e
afetada foram submetidos ao teste ANOVA de dois fatores com medidas
repetidas (Tratamento de superficie e Tempo) e teste de Bonferroni de
comparagdes multiplas. A analise estatistica foi pré-estabelecida com nivel de
significancia a = 0,05, utilizando um pacote de software estatistico (SPSS19,
SPSS Inc, IBM Comp., Armonk, Nova York, EUA).

Os dados de Ei e Hi foram submetidos a ANOVA de dois fatores com
medidas repetidas (tratamento de superficie e tempo de armazenamento, para
os resultados de cada regido ao longo da interface (camada de adesivo,
camada hibrida, e profundidades dentinarias). O teste de Bonferroni foi
utilizado para comparagdes multiplas. A analise estatistica foi pré-determinada
com nivel de significancia a = 0,05.



5. RESULTADOS

5.1. Dentina higida

5.1.1 Teste de Microtragdo

A analise estatistica detectou significAncia para o fator tipo de
tratamento de superficie. Entre as etapas 24 h e 25.000 ciclos houve diferenca
significativa nas médias gerais de todos grupos (p < 0,05). Nos tempos 24 h e
25.000 ciclos nao foi detectada significancia, assim a comparagao das medias
totais (24 h e 25.000 ciclos) foi utilizada para as comparagdes. Houve uma
diferenga significativa entre a média total (24 h e 25.000 ciclos) dos grupos
experimentais PLA, RUT, QER, HES, PRO com o grupo CONH (p < 0,05). Nao
houve diferenga significativa entre o grupo NAR e o grupo CONH (p > 0,05). O
grupo PLA alcangou os valores mais altos de RU, seguido da RUT, QER e
HES. Nao houve diferenga significativa entre estes grupos (p > 0,05). O grupo
PRO mostrou diferengas significativas com os grupos PLA, RUT e QER. Nao
houve diferenga significativa entre o grupo PRO e os grupos HES e NAR.
(Grafico 2).



MTBS (Mpa)

Grafico 1. Média e desvio padrao dos valores de RU dos grupos experimentais (Mpa) do Experimento 1. Dentes Higidos. Azul: imediato 24 h, Vermelho: ap6s
25.000 ciclos. Linhas superiores indicam igualdade estatistica entre os grupos (p > 0,05). Asteriscos indicam diferengas estatisticas entre os momentos (p <

0,05).

¢l
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5.1.1. Tipo de Fratura

O tipo de fratura entre os grupos foi predominantemente adesiva (A). O
grupo RUT apresentou a maior porcentagem de fraturas coesivas em dentina
(CD) e coesivas em resina (CR) (Grafico 3).

ADESIVA

EE MISTA

E3] COESIVA RESINA
|m coesivapenTINA

1004 T

50

PORCENTAGEM

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Grafico 2. Porcentagem do tipo de fraturas entre os grupos experimentais aplicados em dentina
higida.

5.1.2. Teste de Nanodureza

Os resultados das propriedades mecanicas foram comparados entre os
grupos dependendo da regido analisada ao longo da interface adesiva (A, CH,
D10, D20). Na camada de adesivo, a analise estatistica mostrou diferencas na
etapa 24 h entre os grupos experimentais (p < 0,05). Os grupos HES, RUT, e
PRO mostraram os valores mais altos de Hi e Ei nesta etapa (p < 0,05). Nao
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houve diferengas significativas entre o grupo CONH e os grupos PLA, QUER e
RUT (p > 0,05). Apés ciclagem térmica, apenas a HES e a NAR apresentaram
diferengas significativas entre periodos. Os valores de Hi e Ei apds ciclagem
térmica nao apresentaram diferengas significativas entre os grupos

experimentais (p > 0,05) (Tabela 2).

Tabela 1. Média e desvio padrdo da nanodureza (Hi) e moédulo de elasticidade (Ei) dos grupos
experimentais higidos na camada de adesivo.

Camada de Adesivo

Hi24 h Hi-25.000 ciclos___Ei-24 h Ei- 25.000 ciclos
CONH 0,275 (0,07)Ac 0,286 (0,04)Aa  /-48(1.96)Ac 7,66 (0,86)Aa
PLA 0,265 (0,051)Ac 0,256 (0,018)Aa  ©:95(0.86)Ac 5,63 (0,89) Aa
PRO 0,290 (0,051)Aabc 0,244 (0,024)Aa 7,81 (1,59) Abc 7,20 (0,86) Aa
QUER 0,274 (0,022)Ac 0,250 (0,011)Aa 7,14 (1,44 )Ac 6,16 (0,31) Aa
RUT 0,282 (0,002)Abc 0,249 (0,017)Aa 7,10 (0,88)Ac 6,29 (0,56) Aa
NAR 0,440 (0,061 )Aab 0,306 (0,018) Ba 13,60 (1,82)Aa 8,89 (3,27) Ba
HES 0,444 (0,076)Aa 0,285 (0,039) Ba 12,90 (2,77) Aab 7,40 (0,76) Ba

Média e (DP ) das nanopropriedades (Gpa) dos grupos experimentais (p > 0.05) .Letras Maiusculas:comparagdo entre periodos.
Minuscula: comparagdo entre grupos

Na CH os flavonoides apresentaram diferengas significativas com o
grupo CONH e PLA no periodo imediato. Os valores mais altos de Hi e Ei neste
periodo foram dos grupos HES, QUER e NAR respectivamente (p < 0,05). Os
grupos RUT e PRO n&o apresentaram diferengas significativas entre eles neste
periodo (p > 0,05). Os valores mais baixos de Hi e Ei apds 24 h foram obtidos
pelos grupos CONH e PLA (p < 0,05). No periodo posterior a ciclagem térmica,
0s grupos experimentais ndo apresentaram diferengas significativas entre eles
(p > 0,05). Diferencgas significativas entre os periodos imediato e apds ciclagem
térmica foram detectados nos grupos em que foram aplicados primers

experimentais de flavonoides (Tabela 3).
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Tabela 2. Média e desvio padrdo da Nanodureza (Hi) e médulo de elasticidade (Ei) dos grupos
experimentais higidos na camada hibrida.

Camada Hibrida

Hi-24 h Hi-25.000 ciclos _ Ei-24 h Ei- 25.000 ciclos
CONH 0,367 (0,08)Acd 0,384 (0,03)Aa 12,44 (0,61)Acd 11,43 (0,98) Aa
PLA 0,330 (0,04) A 0,350 (0,06)Aa 10,79 (0,88)Ad 10,86 (1,19) Aa
PRO 0,520 (0,03)Abc 0,380 (0,04)Ba 14,90 (0,85)Abc 12,36 (3,31) Aa
QUER 0,640 (0,11)Aab 0,320 (0,01)Ba 18,14 (3,28) Aab 9,31 (0,42) Ba
RUT 0,460 (0,04)Abcd 0,310 (0,01)Ba 13,64 (0,29)Acd 9,58 (0,56) Ba
NAR 0,580 (0,07)Aab 0,320 (0,09)Ba 18,97 (0,77)Aa 9,05 (2,57) Ba
HES 0,740 (0,01)Aa 0,340 (0,01)Ba 22,51 (0,18)Aa 8,30 (2,10) Ba

Média e (DP ) das nanopropriedades (Gpa) dos grupos experimentais (p > 0.05) .Letras Maiusculas:comparagdo entre periodos.
Minuscula: comparagdo entre grupos

A analise estatistica detectou significAncia para o fator tipo de
tratamento de superficie na analise das profundidades de dentina D10 e D20 (p
< 0,05). Entre as etapas 24 h e 25.000 ciclos houve diferenga significativa nas
meédias gerais de todos os grupos (p > 0,05). Nos tempos 24 h e 25.000 ciclos
nao foi detectada significancia, assim a comparagao das medias totais (24 h e
25.000 ciclos) foi utilizada para as comparagdes entre 0s grupos experimentais.
Os grupos HES e RUT obtiveram a média dos valores mais altos de Ei e Hi. Os
valores mais baixos de Hi e Ei na D10 foram obtidos pelo grupo NAR (Tabela
4). Na profundidade D20, os valores mais baixos foram dos grupos PLA e NAR
respectivamente (Tabela 5). Entre os grupos restantes n&o houve diferengas
significativas nas profundidades D10 e D20 (Tabelas 4 e 5).



Tabela 3. Média e desvio padrdo da Nanodureza (Hi) e médulo de elasticidade (Ei) dos grupos experimentais higidos na dentina a 10 um.

Dentina 10 pum

Control Placebo Proanto Quercitina Rutina Naringina  Hesperidina  Average

24 h 0,677 (0,141) 0,649 (0,096) 0,698 (0,042) 0,757 (0,024) 0,767 (0,055) 0,637(0,078) 0,788 (0,053) 0,711 A

Hi 25.000c 0,663 (0,042) 0,574(0,055) 0,609 (0,067) 0,560 (0,047) 0,633 (0,105) 0,464 (0,028) 0,690 (0,072) 0,599 8B
Average 0,670 ab 0,612 ab 0,654 ab 0,659 ab 0,700 a 0,550 b 0,739 a

24 h 21,94 (0,99) 20,27 (1,22) 21,20(0,87) 22,86(1,12) 23,20(0,32) 20,93(1,02) 24,52(0,70) 22,13A

Ei 25.000c  20,52(0,67) 16,44 (4,35) 19,06(1,50) 17,47 (1,21) 18,16(1,52) 13,24(4,31) 20,25(3,30) 17,88 B
Average 21,23 ab 18,35 ab 20,13 ab 20,16 ab 20,67 ab 17,08 b 22,38 a

Média e (DP ) das nanopropriedades (Gpa) dos grupos experimentais (p > 0.05) .Letras Mailusculas:comparag¢do entre periodos. Minuscula: comparagdo entre grupos

9.



Tabela 4. Média e desvio padrdo da Nanodureza (Hi) e médulo de elasticidade (Ei) dos grupos experimentais higidos na dentina a 20 pm.

Dentina 20 pum

Control

Placebo Proanto Quercitina Rutina Naringina  Hesperidina  Average

24 h 0,738 (0,069) 0,660 (0,074) 0,720 (0,054) 0,745 (0,028) 0,819 (0,079) 0,633 (0,10) 0,786 (0,053) 0,730A

Hi 25.000c 0,685 (0,127) 0,578 (0,073) 0,712 (0,083) 0,680 (0,079) 0,762 (0,048) 0,547 (0,094) 0,743 (0,032) 0,670 B
Average 0,712 ab 0,619 b 0,716 ab 0,713 ab 0,791 a 0,590 b 0,764 a

24 h 23,16 (0,19) 21,13(1,55) 21,96(0,16) 23,12(1,15) 25,09(0,86) 20,98 (0,68) 24,15(0,40) 22,80A

Ei 25.000c 21,17 (1,66) 19,61(0,51) 21,75(1,87) 21,9(1,15) 21,832(0,86) 18,74 (0,44) 22,85(0,54) 21,13 B
Average 22,16 abc 20,37 c 21,86 abc 22,53 ab 23,46 ab 19,86 c 23,50 a

Média e (DP ) das nanopropriedades (Gpa) dos grupos experimentais (p > 0.05) .Letras Mailsculas:comparag¢do entre periodos. Minuscula: comparagdo entre grupos

Ll
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5.1.3. Teste de Microinfiltracdo assistida por corantes

As imagens de CSLM mostraram areas de infiltragdo na base da CH dos
grupos CONH, QER e HES (Figura 4). Nos grupos PLA, PRO, RUT e NAR,
foram observadas regiées onde n&o pode ser evidenciada a infiltracdo da CH.
Nessas mesmas imagens os fags de adesivo ndo apresentavam penetragéo de
fluoresceina ao redor da regido mais superficial da penetragdo no interior dos
tubulos. A presenca de fluoresceina foi observada apenas a partir da
profundidade de penetracdo de tags de aproximadamente 20 ym, (Figura 5).
Este padrdo de microinfiltracao foi apenas observado nestes grupos. Apds a
ciclagem térmica, o grupo CONH apresentou um padrao bastante similar de
infiltracdo ao inicial. No entanto, intensa infiltragdo de fluioresceina foi
observada no interior da CH, caracterizada pela coloragdo alaranjada
decorrente da mistura entre fluoresceina e rhodamina do adesivo no interior da
CH (Figura 6). Os grupos HES e QUER mantiveram padrdes similares quando
comparados ao baseline (Figura 7). Poucos indicios de infiltragdo foram
observados no grupo da RUT apds ciclagem térmica. Entre os grupos
analisados, o grupo da RUT aparentemente apresentou o padrdo com o menor
grau de infiltracdo. Os grupos PRO, PLA e NAR também apresentaram um
padrao aparentemente estavel de microinfiltragdo apos a ciclagem térmica,
com poucas regides de microinfiltragdo similares as encontradas no baseline
(Figura 8).
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Figura 4. Imagem representativa da microinfiltragdo na base da camada hibrida apds 24 h nos
grupos CONH, QER e HES. Indicador: Infiltragdo de fluoresceina na base da camada hibrida.
Resina Composta (RC), Adesivo (A), Camada hibrida (CH), Dentina (D).

Figura 5. Imagem representativa da microinfiltragdo observada nos grupos RUT, PLA, PRO e
NAR. Indicador: camada hibrida sem sinal de infiltragdo. Flechas: infiltragdo da fluoresceina
apenas até a base dos tags. Resina Composta (RC), Adesivo (A), Camada hibrida (CH),
Dentina (D).
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Figura 6. Imagem representativa de CSLM da microinfiltracdo observada no grupo CONH
(Aumento 63X, Zoom 2X. Profundidade: 10 um), apos ciclagem térmica de 25.000 ciclos.
Indicador: Infiltragdo na CH e na base da camada de A. Resina Composta (RC), Adesivo (A),
Camada hibrida (CH), Dentina (D).

Figura 7. Imagem representativa de CSLM (Aumento 63X, Zoom 2X. Profundidade: 10 ym).
da microinfiltragdo observada nos grupos QER e HES apds ciclagem térmica de 25.000 ciclos.
Indicador: infiltracdo de adesivo na base da CH. Setas: infiltracdo até os tags de adesivo.
Resina Composta (RC), Adesivo (A), Camada hibrida (CH), Dentina (D).
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Figura 8. Imagem representativa de CSLM da microinfiltragdo observada nos grupos RUT,
PRO, PLA apos ciclagem térmica de 25.000 ciclos (Aumento 63X, Zoom 2X. Profundidade: 10
pm). Indicador: infiltracdo de adesivo na base da CH. Setas: infiltragdo até os tags de adesivo
Resina Composta (RC), Adesivo (A), Camada hibrida (CH), Dentina (D).

5.2. Dentina afetada por carie.

5.2.1. Teste de Microtragéo

Na comparagao das propriedades adesivas apds 24 h, os grupos RUT,
NAR e QER apresentaram os maiores valores, respectivamente. Estes valores
foram significativamente superiores aos do grupo CONC (p > 0,05). Os grupos
PRO, PLA, HESP néao apresentaram diferenga significativa entre eles nem com
os grupos RUT, NAR e QER (p > 0,05). Da mesma forma, n&o houve
diferengas significativas entre os grupos PRO, PLA, HES e o grupo CONC
(Tabela 6, p > 0,05).

A RUT apresentou os valores mais altos de RU na avaliagdo apos a
ciclagem térmica, porém, houve diferengas significativas entre os valores
iniciais e apos ciclagem térmica (p > 0,05). Os grupos NAR, PRO, PLA e HES
ndo apresentaram diferengas significativas entre o momento imediato (24 h) e
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apos a ciclagem térmica (p > 0,05). Entre os grupos experimentais, a QER teve
os valores mais baixos de RU apds a ciclagem térmica, apresentando uma
queda de aproximadamente 50%, cujo valor final ndo teve diferengas
significativas com os valores do grupo controle apds ciclagem térmica. Entre os
grupos QER, PRO, PLA, HES e CONC nao houve diferengas significativas
neste intervalo (p > 0,05). O grupo CONC teve os valores gerais mais baixos.
Diferencas significativas entre a avaliagdo imediata e apds ciclagem térmica

foram detectadas também neste grupo (Tabela2).



Tabela 5. Média e desvio padréo dos valores de RU dos grupos experimentais afetados por carie.

Rutina Naringina Quercitina Proantocianidina Placebo Hesperidina Controle

Imediato  26.00 (5.51) Aa  24.64 (3.70)Aa 24.58 (4.90)Aa  20.66 (3.92) Aab  20.54 (4.88) Aab  18.41 (5.30)Aab  14.42 (4.43) Ab

Ciclagem 21.08 (4.75)Ba 22.12(2.92)Aa 12.02(521)Bb  17.20 (2.72)Aab  17.11(5.27) Aab  15.73 (6.07) Aab  9.43 (4.29) Bb

Média e (DP) da RU dos grupos experimentais cariados em MPa (p > 0.05) .Letras Mailsculas: comparacdo entre periodos. Minlscula: comparacdo

entre flavonoides.

€8
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5.2.2. Tipo de Fratura
O tipo de fratura entre os grupos foi predominantemente A. O grupo RUT
apresentou a maior porcentagem de fraturas CD e CR. (Grafico 3,

Porcentagem de Fratura em Dentes Cariados).
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Grafico 3. Porcentagem do tipo de fraturas entre os grupos experimentais aplicados em dentina
afetada por carie.

5.2.3. Teste de Nanodureza

Na camada de A e CH dos dentes afetados por carie, a analise
estatistica detectou significancia para o fator tipo de tratamento (p < 0,048).
N&o foi detectada diferenga nos valores de nanodureza entre os tempos 24 h e
apos 25.000 ciclos (Tabelas 6 e 7).
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Na camada de A, ndo houve diferenga significativa nas médias entre as
etapas 24 h e apos 25.000 ciclos (Tabela 6). Entretanto, diferengas
significativas nas médias gerais de todos os grupos foram observadas na CH
entre os momentos experimentais (Tabela 7). Na camada de A, todos os
grupos apresentaram valores mais altos de Hi e Ei quando comparados com o
grupo CONC (p < 0,048) Entre os grupos experimentais, a QER, NAR e HES
obtiveram a média dos valores mais altos de Ei e Hi. (p < 0,048) (Tabela 6).
Este comportamento foi observado também na CH onde a NAR obteve os
valores mais altos, seguida da HES e a QER (p < 0,034) (Tabela 7). Os valores
mais baixos entre os grupos experimentais com conteudo de flavonoide nas
camadas A (p < 0,048). e CH (p < 0,034) foram observados na RUT.



Tabela 6. Média e desvio padrdo das nanopropriedades dos grupos experimentais afetados por carie na camada de adesivo.

Camada de Adesivo - Afetados por carie

Control Placebo Proanto Quercitina Rutina Naringina Hesperidina Average

24 h 0,225 (0,041) 0,313 (0,087) 0,339 (0,056) 0,455 (0,127) 0,244 (0,023) 0,387 (0,092) 0,328 (0,074) 0,327 A

Hi 25.000c 0,191 (0,039) 0,305 (0,013) 0,282 (0,062) 0,338 (0,099) 0,297 (0,059) 0,256 (0,025) 0,306 (0,115) 0,282 A
Average 0,208 b 0,309 ab 0,311 ab 0,396 a 0,270 ab 0,321ab 0,317 ab

24 h 5,47 (1,16) 6,02 (1,45) 7,65 (0,49) 7,68 (1,94) 5,86 (0,74) 7,42 (1,22) 6,56 (0,57) 6,67 A

Ei 25.000 ¢ 4,19 (0,80) 5,86 (0,45) 7,61 (1,60) 7,09 (2,39) 5,76 (0,92) 5,35 (0,24) 6,40 (1,40) 6,04 A
Average 4,83 b 5,94 ab 7,63 a 7,38 ab 5,81 ab 6,39 ab 6,48 ab

Média e (DP ) das nanopropriedades (Gpa) dos grupos experimentais (p > 0,058) .Letras Maiusculas:comparacgdo entre periodos. Minuscula: comparagdo entre grupos
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Tabela 7. Média e desvio padrdo das nanopropriedades dos grupos experimentais afetados por carie na camada hibrida.

Camada Hibrida - Afetados por carie

Control Placebo Proanto Quercitina Rutina Naringina Hesperidina Average

24 h 0,257 (0,156) 0,208 (0,058) 0,167 (0,076) 0,337 (0,144) 0,224 (0,018) 0,489 (0,029) 0,509 (0,146) 0,313 A

Hi 25.000c 0,192 (0,069) 0,222 (0,045) 0,185 (0,093) 0,292 (0,110) 0,154 (0,061) 0,306 (0,046) 0,272 (0,140) 0,2328B
Average 0,225 ab 0,215 ab 0,176 b 0,314 ab 0,189 b 0,397 a 0,391a

24 h 5,27 (2,11) 4,11 (1,11) 4,31 (2,02) 6,64 (3,24) 4,22 (0,26) 14,23 (3,11) 9,86 (2,46) 6,95 A

Ei 25.000 c 5,35 (2,27) 4,07 (0,56) 4,31 (2,05) 5,80 (1,99) 4,04 (0,26) 6,81 (1,67) 5,75 (2,48) 5,168
Average 531b 4,09b 431b 6,22 b 4,13 b 10,52 a 7,81 ab

Média e (DP ) das nanopropriedades (Gpa) dos grupos experimentais (p > 0,034) .Letras Maiusculas:comparagdo entre periodos. Minuscula: comparagdo entre grupos

.8
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Na camada de dentina afetada por carie 10 um, n&o houve diferencas
significativas entre as médias dos valores dos grupos experimentais (p > 0,034)
(Tabelas 8 e 9). Embora as médias de 24 h dos grupos HES e NAR foram
aparentemente mais altas entre os grupos, ndo foi detectada diferenca
significativas entre os grupos. No entanto, HES e NAR foram os unicos grupos
apresentar reducgao significativa apds ciclagem térmica. Para o moédulo de
elasticidade, apenas a NAR apresentou médias significativamente superiores
aquelas observadas nos outros grupos apoés 24 h. NAR e HES foram os unicos

grupos a exibir queda significativa apds ciclagem térmica (p=0.005) (Tabela 9.)



Tabela 8. Média e desvio padrdo da nanodureza dos grupos experimentais afetados por carie na camada de dentina afetada a 10 uym.

Dentina afetada por carie 10 um

Control Placebo Proanto Quercitina Rutina Naringina Hesperidina
24 h 0,227 (0,146) a 0,220 (0,242) a 0,318 (0,185) a 0,274 (0,116)a 0,183 (0,053)a 0,530((0,117)a 0,623 (0,115) a
Hi 25.000c 0,345(0,251) a 0,155 (0,024) a 0,324 (0,172)a 0,229 (0,041)a 0,174 (0,096)a 0,261 (0,052) b 0,287 (0,008) b
Average 0,286 A 0,187 A 0,321 A 0,252 A 0,178 A 0,396 A 0,455 A

Média e (DP ) da nanodureza (Gpa) dos grupos experimentais (p > 0,034) .Letras Minusculas:comparagdo entre tempos. Mailscula: comparagdo entre grupos

Tabela 9. Média e desvio padrdo do modulo de elasticidade dos grupos experimentais afetados por carie na camada de dentina afetada a 10um.

Dentina Afetada 10 um

Ei-24 h Ei-25.000 ciclos
CONH 4,79 (2,38) Ba 5,58 (2,21) Aa
PLA 4,43 (2,46) Ba 3,54 (0,15) Aa
PRO 7,02 (3,66) Ba 8,19 (3,14) Aa
QUER 5,82 (3,04) Ba 5,04 (1,55) Aa
RUT 3,19 (0,44) Ba 5,77 (4,39) Aa
NAR 18,14 (1,75) Aa 7,39 (5,70) Ab
HES 9,02 (1,90) Ba 5,20 (2,67) Ab

Média e (DP ) do mddulo de elasticidade (Gpa) dos grupos
experimentais (p > 0.05). Letras Maiusculas:comparacgdo entre grupos.
Minuscula: comparagdo entre tempos.
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Tabela 10. Média e desvio padrdo das nanopropriedades dos grupos experimentais afetados por carie na camada de dentina subjacente a afetada.

Camada de Dentina Subjacente a Afetada

Control Placebo Proanto Quercitina Rutina Naringina Hesperidina Average

24 h 0,482 (0,107) 0,444 (0,111) 0,454 (0,144) 0,566 (0,098) 0,571 (0,093) 0,759 (0,113) 0,608 (0,018) 0,555 a

Hi 25.000c 0,370(0,084) 0,411(0,162) 0,470(0,087) 0,273 (0,072) 0,461 (0,129) 0,421 (0,173) 0,442 (0,063) 0,407 b
Average 0,426 B 0,428 B 0,462 AB 0,420 B 0,516 AB 0,590 A 0,525 AB

24 h 12,98 (6,02) 15,85 (4,08) 15,84 (3,60) 17,78 (2,12) 17,16 (2,40) 22,21 (1,00) 15,91 (4,75) 16,82 a

Ei 25.000 ¢ 12,94 (5,80) 12,05(5,72) 15,08 (2,56) 10,06 (0,88) 17,24 (4,83) 10,90 (7,46) 17,55 (2,31) 13,69 b
Average 12,96 A 13,95 A 15,46 A 13,92 A 17,20 A 16,56 A 16,73 A

Média e (DP ) das nanopropriedades (Gpa) dos grupos experimentais (p > 0,05) .Letras Minusculas:comparagdo entre periodos. Mailscula: comparagao entre grupos
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Para a camada de dentina subjacente a dentina afetada por carie, a
ANOVA 2 fatores com medidas repetidas detectou diferengas significativas
para os fatores "tratamento de superficie" (p < 0,05) e "tempo" (p < 0,05) para
os valores de Nanodureza (Tabela 10). Nao foi detectada interacéo
significativa entre as variaveis independentes (p > 0,05). Entre os grupos
analisados, os valores mais altos de Nanodureza foram obtidos pelo grupo
NAR, seguido da HES, RUT respectivamente (p < 0,05). Entre estes trés
ultimos grupos nao foi evidenciada diferenga significativa (p > 0.05).

Com relacdo ao Ei, nenhuma diferenca significativa foi notada entre os grupos,

A ciclagem térmica reduziu os valores de Ei significativamente (p = 0,035).

5.2.4. Teste de Microinfiltragcdo assistida por corantes

As avaliagdes das imagens obtidas apds 24 h mostraram um padrao de
infiltracdo bastante semelhante entre os grupos. Dois padrées de formacgao de
CH foram observados: O primeiro padréo, e o mais comum, apresentou regidées
com ‘tags” de adesivo bem definidos que foram facilmente identificados, porém
a CH apresentou-se fina ou ausente (Figura 9). No segundo padrdo de
formagdo de CH, foram observadas regides com uma CH mais espessa,
porém, com menos penetracdo do adesivo nos tubulos da dentina (Figura 10).
Poucas imagens sugestivas de formacdo de CH de grande espessura foram
observadas de forma geral. O grupo CONC apresentou regides com presenca
de bolhas em toda a extensdo da camada de adesivo, além disso apresentou a
maioria de imagens onde a CH foi facilmente evidenciada e reconhecida.
Todos os grupos experimentais apresentaram uma quantidade menor de
bolhas na camada de adesivo quando comparadas ao grupo CONC (Figura
11). Dentro dos grupos analisados, 0s grupos que menos apresentaram este
padrao de alteracdo da camada de adesivo foram a RUT, PRO, NAR e PLA
respectivamente (Figura 11). Entre os intervalos de analise, o principal achado
foi a presenga de areas com uma fenda entre a superficie de dentina e o
adesivo (Figura 12). No grupo CONC e PLA houve areas onde os espagos

criados pelas bolhas foram preenchidos pela fluoresceina (Figura 13).
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Figura 9. Imagem representativa de CSLM (Aumento 63X, Zoom 2X. Profundidade: 5 ym) do
padrao de formacédo de CH observada nos grupos experimentais cariados. Indicador: Auséncia
de interacdo do adesivo na interfase. Setas: presencia de tags de adesivo. Resina Composta
(RC), Adesivo (A), Camada hibrida (CH), Dentina (D).
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Figura 10. Imagens representativas de CSLM (Aumento 63X, Zoom 2X. Profundidade: 10 ym).
do padréo de formagédo de CH menos observado. Superior: Imagem com a superposi¢do dos
canais 488 e 552. Inferior: Imagem apenas do canal 552 para mostrar a infiltragdo do adesivo
na dentina porosa formando uma CH mais espessa. Resina Composta (RC), Adesivo (A),
Camada hibrida (CH), Dentina (D).
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Figura 11. Imagens comparativas dos grupos experimentais (Aumento 63X, Zoom 2X.
Profundidade: 10 pm). 1 Grupo CONC, 2 Grupo RUT. 3 Grupo PRO. 4 grupo HES. Indicador:
Formacéo de bolhas generalizada no grupo CONC. Menor quantidade de bolhas nos grupos
experimentais 2 RUT, 3 PLA; 4 NAR. Resina Composta (RC), Adesivo (A), Camada hibrida
(CH), Dentina (D).
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Figura 12. Imagem representativa de CSLM (Aumento 63X, Zoom 2X. Profundidade: 10 pym).
do grupo HES cariado apds a ciclagem térmica. Indicador: areas de separagdo da dentina do
adesivo. Resina Composta (RC), Adesivo (A), Camada hibrida (CH), Dentina (D).

Figura 13. Imagens representativa de CSLM (Aumento 63X, Zoom 2X. Profundidade: 10 ym).
dos grupos PLA e CONH observada apds ciclagem térmica (25.000 ciclos). Indicador: Espagos
de infiltragdo nas bolhas da base da camada hibrida. Resina Composta (RC), Adesivo (A),

Camada hibrida (CH), Dentina (D).



6. DISCUSSAO

Um tratamento ideal da dentina desmineralizada apos a técnica de
condicionamento acido ou decorrente das lesbes de caries deveria
proporcionar o restabelecimento das propriedades mecanicas do colageno
(Frassetto et al. '> 2016) e a remineralizacdo da dentina (Niu et al. 2°° 2014),
evitando ao mesmo tempo o desenvolvimento de caries secundarias (Perdigéo
19 2010). Varios estudos tem demonstrado a eficacia dos agentes de ligacdo
cruzada em reforgar ou restabelecer as propriedades mecéanicas da dentina e o
impacto positivo nas propriedades adesivas (Bedran Russo et al. % 2010;
Bedran Russo et al. ?' 2007; Bedran Russo et al. > 2008; Bedran Russo % et
al. 2011; Leme-Kraus ** et al. 2017) .

No presente estudo, os resultados do teste de microtragdo mostraram
um aumento nos valores de RU em relag&o aos grupos CONH e CONC apenas
quando alguns dos primers experimentais foram utilizados, tanto no substrato
higido quanto no cariado . Deste modo, a primeira hipétese alternativa que
estabelece que os ALCs aumentam os valores de RU foi parcialemente aceita.
Estes resultados estdo em concordancia com resultados obtidos em estudos
anteriores onde o uso de ALC demonstrou ter um efeito positivo sobre as
propriedades adesivas nas técnicas TE e SE (Fang et al. 2 2012; Islam et al.
" 2014, Leme-Kraus et al. 2* 2017). Desta forma, o grau de efetividade dos
flavonoides foi variavel e aparentemente dependente das caracteristicas
moleculares do flavonoide e do tipo de substrato. De modo geral, o potencial
de interagdo dos ALC com a dentina tem sido descrito como dependente da
sua capacidade para formar ligagdes covalentes ou pontes de hidrogénio com
o colageno (He et al. #'* 2011). Isto pode estar relacionado com a quantidade
de grupos reativos de hidroxila fendlica nas moléculas dos ALC que interagem
com as cadeias laterais hidroxila, carboxila, amina ou amida dos espacos
intrafibrilares do colageno (Hagerman e Butler 215 1981; Han, Jaurequi e Nimni
218 2003). Ao posicionar-se entre as moléculas de colageno, os polifendis
podem também formar ligagdes idnicas ou covalentes com o colageno (Bors et
al. ' 1990).
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No presente estudo, o grupo da RUT alcangou os maiores valores de
RU dentre os grupos experimentais com conteudo de flavonoide, em ambos os
substratos avaliados. Apesar de ndo ser a molécula com o maior numero de
terminagdes hidroxila fendlica que pudessem potencialmente reagir com o
colageno, € possivel que a eficacia do potencial de ligagdo cruzada das
moléculas de ALC naturais na dentina esteja relacionada ndo apenas com esta
unica caracteristica, e sim a quatro fatores simultadneos: 1) O tamanho da
molécula para poder se difundir na dentina e nos espacgos do colageno, 2) O
numero de moléculas presentes no primer, 3) O indice de solubilidade da
molécula (e a sua influéncia na miscibilidade do veiculo selecionado para sua
aplicagdo na dentina) e 4) o numero e tipo de sitios reativos da molécula. Isto
poderia explicar o efeito maior das molécula de RUT, QER e HES na RU em
dentina higida quando comparadas a PRO (Quadro 3). Estas moléculas de
flavonoides possuem algumas vantagens como: tamanho molecular médio com
quantidade de terminagdes hidrofilas também intermediario (Kumar e Pandey
218 2013) que facilitariam a difusdo do flavonoide entre os espacos
interfibrilares para alcancar os sitios de ligagdo com o colageno quando
comparadas as

PRO.



Numero de

Ndamero de o Nuamero de .
. Massa o ) radicais de Solubilidade na
Substancia Radicais Fenil Mols (6,5% de
Molecular . . Hidroxila agua
Hidroxila . massa)
alcoodlica

Hesperidina 610,56 g/mol 2 6 1,06 mM 0,02 mg/mL
Naringina 580,53 g/mol 2 6 1,12 mM 1 mg/mL a 40-C
Proantocianidina | 595,55 g/mol * 7 2" 1,09 mM* 0,130 mg/mL*
Quercetina 302,24 g/mol 5 _ 2,15 mM 0,06 mg/mL
Rutina 610,52 g/mol 4 6 1,06 MM 0,125 mg/mL

* Propriedades esperadas desta molécula baseadas no mero de catequinas. Pode variar de acordo com o nimero de meros na cadeia do polimero final.

Quadro 3. Propriedades Fisicas e Quimicas das moléculas utilizadas neste estudo.
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As PRO tem sido consideradas o padrao ouro dentre os ALC exdgenos
derivados de compostos naturais. No entanto, a molécula de PRO, embora
possua alta solubilidade na agua e um numero alto de grupos hidroxila fendlica,
possui elevada massa molecular, o que poderia dificultar a difusdo da molécula
na dentina (Quadro 3). Em estado natural, o extrato de semente de uva
apresenta uma grande variedade de moléculas na sua composi¢éo, indo desde
pequenos mondémeros de moléculas de catequinas e flavonas, oligbmeros (até
5 moléculas iguais unidas) ou polimeros (mais de 5 moléculas iguais unidas)
(Aguiar et al. 2" 2014; Vidal et al ?° 2014). A importancia do tamanho da
molécula de PRO foi comprovado em um estudo de Vidal e colaboradores 2%,
onde o efeito do peso molecular na distribuicdo hierarquica das moléculas
fendlicas nos espacos intrafibrilares do colageno foi analisado. Naquele estudo
concluiu-se que o tamanho molecular menor e a presenga de grupos reativos €
importante no efeito dos ALCs. Estudos anteriores que incorporaram a
molécula de PRO na composigao do adesivo mostraram um efeito negativo nos
valores de RU devido ao alto peso molecular das PRO, o que poderia dificultar
a funcao do adesivo, demonstrando a importancia do tamanho da molécula na
sua efetividade em procedimentos adesivos (Islam et al. ' 2014; Epasinghe et
al. 21 2012).

Até o presente momento ndo ha na literatura uma comparacgao direta
entre os principais tipos de flavonoides nas propriedades da interface adesiva.
No entanto, existem estudos que compararam separadamente alguns dos
flavonoides testados no presente estudo, como por exemplo a HES. Os
resultados obtidos no presente estudo com este flavonoide em dentina higida
estdo em concordancia com os resultados do trabalho de Islam e
colaboradores %’. Naquele estudo, comparou-se a efetividade da molécula de
HES na dentina, demostrando uma eficacia mais alta dela em comparagao com
a PRO, quando incorporada no primer de um sistema adesivo SE. Apesar de
termos obtido resultados similares, a forma de aplicacdo do primer foi diferente
entre o presente estudo e o de Islam e colaboradores ?’. No presente estudo a
molécula de HES apresentou sutis diferengas nos valores de RU com a RUT.
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Devido as semelhancas de ambas moléculas, elas poderiam apresentar as
vantagens descritas anteriormente quando comparadas a PRO. Os resultados
do padréo de fratura obtidos no presente estudo poderiam ajudar a confirmar
estes achados, uma vez que os grupos de flavonoides como os valores mais
altos de RU (RUT, QER e HES) apresentaram maior porcentagem de fraturas
CR e CD. O efeito de ligagdo cruzada potente dos primers experimentais de

flavonoides no substrato tratado poderia ter induzido estes resultados.

Um resultado interessante no presente estudo foi obtido quando utilizada
a NAR, que apesar do seu tamanho molecular e caracteristicas similares ao
dos outros flavonoides testados, apresentou os menores valores de RU dentre
os grupos com conteudo de flavonoide em dentina higida. A molécula de NAR
possui duas desvantagens que poderiam ter comprometido seu desempenho:
poucos sitios reativos de hidroxila fendlica e massa molecular similar ao das
PRO. A hidrofilidade dos flavonoides aumenta de acordo com o numero de
grupos hidroxila fendlica (Quadro 3). No caso da NAR, uma flavona glicosada,
a sua molécula apresenta apenas 2 grupos hidroxila fendlica livres. O seu anel
heterociclico (o anel da porcdo meédia) possui uma terminagao hidroxila
fendlica, enquanto o outro grupo disponivel encontra-se em um dos seus
extremos (Figura 1). Com o numero limitado de grupos hidroxila livres, a NAR
se comporta melhor em solugdes lipidicas ou em solucbes em altas
temperaturas. Apesar disto, o comportamento em solventes como o etanol
poderia aumentar a disponibilidade da NAR em meios liquidos da molécula
(Zhang J et al. ?'* 2015). No entanto, a formagao de cadeias maiores em meios
basicos, poderia comprometer seu desempenho na dentina higida.

Curiosamente, quando aplicado em dentina higida, o PLA apresentou os
maiores valores de RU em comparagao aos outros grupos. Isto poderia ser
interpretado como o resultado do seu efeito sobre as caracteristicas de
superficie da dentina. A descricdo das técnicas que preconizam o uso de
etanol para modificar a umidade da dentina (Sadek et al. ®* 2010) envolve a
utilizagdo de sequéncias crescentes de concentracbes de etanol em
porcentagens acima do 50%, chegando até a concentracdo do 100%. No

presente estudo, foi empregada a minima concentragdo de solvente possivel
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(30%) numa solugdo aquosa para ser utilizada em conjunto com os flavonoides
com a finalidade de evitar mudangas superficiais. No entanto, para conseguir
este equilibro entre o soluto e o solvente e obter uma solugdo homogénea, o
uso do tensoativo SPAN 20, uma molécula anfifilica que permite a
homogeneizagao de substancias em meios liquidos, foi aplicada (Juarez et al.
222 2017). Esta molécula tem a capacidade de se ligar com substancias
hidrofébicas em um dos seus extremos e com a agua no outro extremo. Uma
vez que no grupo PLA nenhum principio ativo foi usado estas moléculas podem
ter alterado a energia superficial da dentina, facilitando o molhamento do
adesivo, 0 que na sua vez se traduziu em valores maiores de RU. Estudos
similares tem sido realizados na area da endodontia (Gunesser et al. *** 2017;
Bukiet et al. 2013, Rossi-Fedele et al. ?** 2013), onde a incorporacdo de
tensoativos nas solugdes utilizadas para a limpeza de condutos ajudou no
posterior selamento da dentina radicular ao facilitar a passagem dos seladores
no interior da dentina (Gunesser et al. > 2017). Alguns inibidores das MMPs
como o BAC possuem um efeito tensoativo simultdneo ao seu efeito inibitdrio
principal. Esta propriedade poderia contribuir a sua eficacia na dentina
(Sabatini et al. ?° 2015; Sabatini et al. '® 2015). Estudos futuros sao
necessarios para elucidar o mecanismo e a aplicabilidade de tensoativos na

adesao aos tecidos dentais.

Contrario aos resultados obtidos em dentes higidos, na dentina afetada
por carie o mecanismo de acao dos flavonoides parece ser diferente e
depender das condi¢des inerentes ao substrato. Em primeiro lugar, a dentina
afetada por carie possui um tramado de coldgeno mais poroso (Duke et al. '’
1991; Pugach et al. % 2009) e menos calcificado o que poderia permitir uma
maior difusdo das moléculas de flavonoide no interior da dentina. Em segundo
lugar, é possivel que exista dificuldade na recuperagdo do tamponamento para
retornar ao pH neutro deste substrato apos a aplicagcdo de acido fosforico,
cujas principais vias de tamponamento (Carbonato e Fosfato) estariam
potencialmente reduzidas devido a descalcificagdo do meio decorrente da
lesdo de carie, e isto manteria o pH dentinario mais acido durante um periodo
de tempo maior até conseguir a estabilizagdo do meio, conforme observado por

Camps e Pahsley ?*® em 2000. Naquele estudo, os autores analisaram o efeito
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tampdo da dentina através de um modelo in vitro e concluiram que a
capacidade da dentina em tamponar o efeito do acido € bastante similar no
substrato higido e cariado. No entanto, a técnica utilizada para quantificar o pH
foi realizada em dentes com lesbes de caries naturais, onde a resposta do
hospedeiro cria uma dentina esclerosada com depdésitos de calcio e regides
altamente calcificadas como as de whitlockite (Daculsi et al. ' 1987; Duke et
al. 1" 1991). Além disso, a dentina peritubular cumpre uma fungao importante
na estabilizagdo do pH, pois uma vez que reage com o acido fosfoérico,
precipitam-se os sais formados no interior do tubulo dentinario, obstruindo a
passagem dos ions de hidrogénio no interior do dente (Camps e Pashley 2%
2000). Naquele estudo, também foi comprovado que a capacidade de
tamponamento do colageno e as estruturas organicas que conformam a
dentina desmineralizada é mais pobre do que aquele observado em dentina
higida, conseguindo tamponar apenas 19 % do acido fosforico neste substrato.
No ambiente in vitro, ndo existe uma resposta fisiologica do hospedeiro apos a
inducdo de carie, pelo qual podemos presumir que a capacidade de
tamponamento € diminuida. Além disso, levando em consideracdo que a
capacidade de tamponamento é dependente do tempo, € provavel que um
tempo maior seja necessario para que este tecido criado artificialmente
recupere o pH original. Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar estes

mecanismos.

Em pHs mais baixos, a solubilidade dos compostos organicos aumenta
(Henriksen et al. ?*’ 2005), facilitando a capacidade das moléculas de
flavonoide migrarem e se difundirem na dentina, fenbmeno que se conhece
como lixiviagdo. Isto poderia explicar os resultados obtidos com os grupos
experimentais no substrato cariado. Dentre os grupos avaliados, o efeito do
uso do grupo PLA na dentina afetada por carie ndo foi estatisticamente
diferente ao do grupo CONC. O grupo PLA (sem flavonoide), mesmo que
possibilite uma melhor difusdo do adesivo no colageno, ndo possui efeito
quimico algum sobre o colageno. Diferente do ocorrido na dentina higida, onde
a modificagdo da energia superficial foi vantajosa, o efeito decorrente da
modificagao superficial da dentina afetada por carie foi limitado.
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Embora a RUT se manteve como a substancia que apresentou os
maiores valores de RU, a NAR, que obteve os piores valores dentre os
flavonoides na dentina higida, apresentou valores proximos aos da RUT na
dentina afetada por carie. Neste caso, a hipotese da influéncia do pH da
dentina afetada por carie poderia explicar este fenbmeno no ambiente in vitro.
As terminagdes hidroxila fendlica que apresentam carga positiva em meios
basicos sao as que potencialmente poderiam reagir com os grupos carbonila e
carboxila dos espacos interfibrilares do colageno. Essas polaridades
permanecem estaveis em ambientes com pH neutros ou préximos ao neutro.
Ja em meios acidos, a disposigao tridimensional dos grupos hidroxila alcéolicos
pode mudar a sua configuragdo na ultima orbita de elétrons e protonar-se
(Henriksen et al. ?*’ 2005), tornando-os reativos com diferentes sitios da
molécula de colageno como a amina e amida que possuem carga negativa.
Pelo contrario, em meios basicos, a disposi¢cdo tridimensional dos grupos
hidroxila fendlica pode mudar a sua configuragao na ultima érbita de elétrons e
ficar aniénica, permitindo a reagdo com grupos carboxila, carbonila, e outros
grupos catiénicos. Levando em consideragdo o numero de sitios reativos da
molécula de NAR na sua metade glicosada, esta mudanca na disposi¢édo dos
sitios poderia amplificar o potencial para formar ligagbes com o colageno e
assim levar ao aumento nos valores de RU. O efeito do pH poderia n&o apenas
explicar os resultados da NAR na dentina afetada por carie como também
justificar em parte os resultados observados com a RUT e da HES. A molécula
de RUT e HES também possuem uma configuragdo molecular similar ao da
NAR, propria das flavonas glicosadas (uma glicona + um heterdsido). Devido a
esta queda do pH mais prolongada e pelas quantidades de radicais de hidroxila
fendlica , estes flavonoide poderiam manter suas caracteristicas favoraveis em

ambos substratos higido e cariado.

Os efeitos dos flavonoides na RU puderam ser confirmados pelos
resultados obtidos nos testes de Hi e Ei na dentina higida, onde estes valores
aumentaram na camada de A e CH dos grupos de flavonoides. Este efeito
poderia ser o resultado da copolimerizacdo das moléculas destes flavonoides
com o adesivo, formando ligagdes tipo éster que poderiam contribuir nas

propriedades da camada que envolvem componentes resinosos (Cho et al. 222
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2013; Zhang et al. ?° 2014). Alguns estudos tem avaliado compostos que
contém moléculas do tipo catecol nas suas formulagcbes como adesivos
“biolégicos” para superficies imidas (Lee et al. 2*° 2007; Jenkins et al. 2" 2013;
Zhang et al. ?* 2014; Maier %*? et al. 2015), podendo ser capazes de interagir
quimicamente com os grupos acrilatos das resinas dentais (Cho et al. #?® 2013;
Zhang et al. ® 2014). Desta forma, os grupos catecol disponiveis nas PRO
ligam-se quimicamente aos grupos de metracrilato. Devido a semelhanga
molecular e de acado dos outros flavonoides além da PRO, podemos especular
que as moléculas de flavonoides utilizadas neste estudo apresentam esse
potencial de unido aos grupos metacrilato.

Um aumento na dureza da dentina em profundidades de 10 e 20 pm
também foi observado, porém em apenas alguns dos grupos experimentais.
Estudos anteriores tem confirmado a agdo da PRO e HESP nas propriedades
mecanicas da dentina. No presente estudo, a HES e RUT apresentaram um
efeito maior ao da PRO. Além da capacidade da molécula em produzir ligagdes
cruzadas com o colageno, a sua capacidade de difusdo no meio é importante
para amplificar o seu efeito. Numa situacdo onde a difusdo esta dificultada,
pela mineralizagdo do substrato, a molécula com o tamanho mais adequado
poderia se difundir e penetrar mais facilmente pelos espagos da dentina
atingir o colageno. Esta foi também a conclusdo do estudo de Liu
colaboradores %
dependente do tamanho da molécula. Outro estudo de Epasinghe

204

colaboradores em 2014 comparou as propriedades mecanicas apoés

e
e
® que concluiu que a efetividade da ligacdo das PRO é
e
a
imersdo em solugao salina de PRO, QER e NAR no colageno. Nesse estudo, a
NAR teve o menor efeito sobre as propriedades mecanicas da dentina
desmineralizada quando comparada a QER e PRO. Os resultados deste
estudo mostraram que a PRO teve o maior efeito sobre a dentina
desmineralizada, seguida da QER e a NAR. Como discutido anteriormente, a
influéncia da solubilidade dos flavonoides em &agua poderia corroborar a
hipétese proposta sobre a eficacia da ligagdo cruzada. Embora o presente
estudo ndo analisou as propriedades especificas do colageno desmineralizado,

o teste de Hi e Ei podem ajudar a explicar a eficiéncia desses ALCs nas
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propriedades mecanicas do colageno. Nesse sentido, a NAR ndo apresentou
um efeito sobre a dentina subjacente a interface adesiva, o que poderia
explicar o fraco desempenho das propriedades adesivas, onde nao foi
observada diferenga significativa nos valores de RU em relagdo ao grupo
CONH.

Os resultados de nanodureza nos dentes afetados por carie na camada
de adesivo e hibrida apresentaram uma tendéncia similar aqueles observados
nos dentes higidos. Na CH, um resultado interessante foi notado no grupo da
QER. Enquanto na dentina higida esse composto ndo apresentou efeito nos
componentes resinosos, o mesmo teve um efeito significativo na dentina
afetada por carie. O mesmo foi observado quanto utilizada a RUT, que teve um
leve efeito na CH dos dentes higidos, no substrato afetado por carie
apresentou os valores mais baixos. Estas mudancas poderiam ser decorrentes
do pH do meio, que como explicado, modificaria a carga dos sitios reativos das
moléculas de flavonoides, modificando os potenciais delas para reagir com
outras moléculas e formar diversas disposi¢cdes espaciais nas cadeias
poliméricas, fazendo com que elas possam formar uma quantidade maior ou
menor de polimeros da propria molécula. Apesar da alta heterogeneidade da
dentina afetada por carie e de ndo terem sido encontradas diferengas
significativas entre os grupos experimentais, o grupo da NAR apresentou os
valores mais altos de Nanodureza, corroborando o seu efeito sobre as
propriedades adesivas onde apresentou resultados muitos proximos aqueles
obtidos com RUT. As indentagbes realizadas na camada subjacente a hibrida
foram realizadas com o intuito de comparar o potencial dos flavonoides em
restabelecer as propriedades mecéanicas da dentina. No entanto, a
variabilidade do substrato decorrente da descalcificacdo “aleatéria” que a
dentina sofre apdés a formacdo artificial da carie pode ter dificultado tal
comparagao. O potencial regenerativo dos flavonoides nesse sentido €
limitado, pois as propriedades mecanicas estdo ndo soO relacionadas as
propriedades mecénicas do colageno como também a presencga e quantidade
de cristais de HAP (Salvatore et al '*® 2012) . Diferente do substrato dentinario
higido, o substrato afetado por carie é caracterizado pela desmineralizagao
parcial ou total da regido mais superficial (Yoshiyama et al. 2000; Marquezan et
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al 2009), e mais especificamente naquele formado in vitro, nenhuma regido de
remineralizagdo € encontrada como € no substrato afetado in vivo. Deste
modo, a unica forma de restabelecer as propriedades mecanicas desse
substrato efetivamente seria por meio de uma combinagéo de estratégias que
permitam melhorar as propriedades do colageno (pelos ALCs) e
concomitantemente remineralizar o tecido afetado por carie nos espacos do
colageno (remineralizagdo biomimética), com o intuito de aproximar-se ainda
mais as caracteristicas da dentina higida. Desta forma, a segunda hipotese foi

parcialmente aceita.

As imagens de CSLM mostraram sinais de infiltracdo na base da
camada de adesivo e alta fluorescéncia da Rhodamina B na base da camada
do adesivo. Dada a natureza hidrofilica de alguns componentes do adesivo
como o HEMA, a camada hibrida pode sofrer uma separacdo de fase e se
comportar como uma camada altamente porosa (Spencer e Wang 234 2002), o
que neste caso, permitiu que a fluoresceina penetrasse na base do adesivo.
Estes resultados estdo de acordo com estudos anteriores que tem avaliado o
comportamento da camada de adesivo nas técnicas de condicionamento total,
onde a dentina deve permanecer imida (Tay e Pashley ?*° 2003; Suppa et al.
236 2005). Estudos anteriores que tem demonstrado o comportamento da
camada hibrida na presenca de agua, Spencer e Wang 234 em 2002 fizeram
uma analise sobre a separacao de fase do adesivo em meio umidos, 0 que
afeta o desempenho do adesivo e o torna poroso, permeavel e suscetivel de
degradagéo.

Um estudo recente demonstrou a capacidade dos flavonoides em
modificar a umidade relativa quando aplicados em dentina higida. Nesse
estudo, se atribui tal efeito a alta densidade das ligagdes cruzadas pelas
OPACs reduzindo a hidrofilicidade da superficie (He et al. ?'* 2011) e a
dinamica intrinseca da agua (Fathima et al. ?” 2010). As ligagdes cruzadas
mediadas pela PRO, através do deslocamento da agua durante o processo de
ligacdo com o colageno poderiam facilitar a penetragdo do adesivo e reduzir a
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permeabilidade entre as fases do adesivo. Além deste mecanismo, os
flavonoides e o veiculo podem favorecer o deslocamento dos proteoglicanos
que estdo fortemente unidos as fibrilas colagenas e sdo os principais
encarregados de manter a umidade no meio para evitar o colabamento destas
fibrilas. Assim, este deslocamento dos proteoglicanos poderia
consequentemente modificar a umidade do meio (Leme Kraus et al. % 2017,
Bertassoni et al. 2*® 2012, Rigozzi et al. *° 2013) e aumentar a penetracéo do
adesivo (Mazzoni et al. ?*° 2008). Com a diminuicdo da umidade no meio, os
sinais de infiltragdo na base da camada hibrida diminuiram. Estes resultados
podem ser extrapolados aos resultados obtidos no presente estudo, onde os
flavonoides contribuiram na estabilidade da camada de adesivo, inclusive apds
o envelhecimento simulado. Os veiculos usados na formulacédo dos flavonoides
podem ter contribuido também na obteng¢ao de condigcdes mais favoraveis para
adesao gracas a umidade da dentina. Deste modo, a terceira hipdtese foi

aceita.

Diferente da dentina higida, as imagens de CSML mostraram uma
superficie com alta presenga de bolhas na camada de adesivo do grupo
controle nos dentes cariados. Estas regides nao foram observadas ou
observadas mais sutiimente nos grupos dos flavonoides. Como discutido
anteriormente, os ALC tem a capacidade de modificar a umidade da dentina
(He et al. '* 2011; Fathima et al. *” 2010; Bertassoni et al. %*® 2012, Rlgozzi et
al. #° 2013), assim, ao serem aplicados na dentina afetada por carie, poderiam
modificar em maior ou menor grau a sua umidade para melhorar as fracas
caracteristicas adesivas. Outro achado importante foi a falta de areas onde a
camada hibrida pudesse ser evidenciada claramente em dentina afetada por
carie. Outros estudos que avaliaram a CH em dentes cariados descreveram
regidbes onde a camada hibrida apresentou espessuras maiores que as
encontradas na dentina higida (Yoshiyama et al. '*® 2003). No presente estudo,
estas regides foram encontradas na dentina afetada por carie artificial, o que
poderia corroborar a semelhanga ultramorfolégica deste substrato ao da
dentina afetada formada in vivo descrita no estudo de Marquezan e
colaboradores 2'°. A maior permeabilidade desta dentina poderia permitir a
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formacdo deste tipo de CH (Yoshiyama et al. '™ 2003; Yoshiyama et al. '
2002). No nosso estudo houve uma grande dificuldade em encontrar areas de
interacdo do adesivo com a dentina que apresentasse estas caracteristicas.
Isto pode ser explicado, em primeiro lugar, pela técnica de formagao de caries
utilizada no ambiente in vitro, que n&o possui a recuperagao fisiologica do
dente através dos seus mecanismos de defesa como acontece em situagdes in
vivo. Além disso, deve-se considerar a heterogeneidade do substrato cariado,
que devido as diferengas morfolégicas contém areas com maior e menor
desmineralizacdo, podendo resultar na variacdo da interacdo do sistema
adesivo com o substrato dentinario como foi observado nas imagens de CSLM.
Além da variabilidade do substrato, outros fatores podem contribuir na
diminui¢cdo da interagdo com o adesivo. A porosidade da dentina afetada que &
altamente permeavel e pouco mineralizada (Spencer et al. '"* 2005), e
provavelmente ainda mais em dentinas afetadas por carie induzidas
artificialmente devido a falta dos fatores fisiologicos citados, poderia gerar as
condigbes favoraveis para diminuir o grau de conversdo do adesivo
polimerizado nestas areas (Spencer et al. '™ 2005). Por outra lado, se o tempo
recuperacdo do pH aumentasse, o ambiente acido poderia influenciar na

polimerizagdo do adesivo, diminuindo suas propriedades.

Na dentina afetada por carie o uso de substancias tensoativas como as
encontradas no grupo PLA, que também apresentou efeitos benéficos sobre a
interface adesiva, pode melhorar a umidade relativa do meio (Zanchi et al. *'
2013). Atraveés do seu efeito sobre a energia superficial do meio, o tensoativo
poderia ser capaz de facilitar a penetracdo do adesivo na dentina afetada por
carie, deslocando a agua ou evaporando-a mais rapidamente. Este efeito &
conhecido como azeotropismo. Neste caso, quando duas substancias com
capacidades de volatilizagao diferentes sdo misturadas, o etanol e a agua, a
agua pode modificar suas caracteristicas fisicas e desta forma evaporar-se
mais facilmente. Este efeito poderia também ter ocorrido nos grupos
experimentais cuja formulagdo também continha etanol, e potencializado o seu

efeito.

Na dentina higida, os valores de RU apresentaram uma queda apds o
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envelhecimento. E provavel que a incorporacdo de um passo adicional na
técnica adesiva possa ter comprometido os valores de RU dos grupos de
flavonoides, pois como observado no Grafico 2, apesar dos valores menores
de RU do grupo CONH, a queda também foi proporcionalmente menor quando
comparada aos dos grupos experimentais. Outra explicacdo para este achado
poderia ser decorrente do processo de oxidagdo que as moléculas organicas
como os flavonoides sofrem pelo aumento da temperatura ( Rivero et al. %4
2001), enfraquecendo as suas propriedades como ALCs no tempo. Os
resultados obtidos no teste de RU poderia ter uma correlagdo com os
resultados das propriedades mecanicas onde dentes higidos mostraram o
efeito no sistema adesivo. Embora a copolimerizacdo poderia contribuir na
melhora das propriedades mecéanicas em um primeiro momento, essas
ligacdes do tipo éster formados inicialmente poderiam ter menor estabilidade
que as ligagdes proprios da formulagdo do sistema adesivo e desprender-se ao
longo do tempo. Como consequéncia disso, a utilizagdo de alguns dos
flavonoides resultou em uma queda dos altos valores inicialmente observados,
enquanto que os grupos CONH e PLA nao apresentaram variagao nos valores
de Hi e Ei antes e depois da ciclagem térmica.

O comportamento dos grupos de flavonoides parece ter sido bastante
similar segundo o observado nas imagens de CSLM dos momentos inicial e
apos a ciclagem térmica. Apesar da pouca interagdo da dentina e o adesivo, a
ciclagem térmica parece nao ter afetado a interface adesiva na dentina higida.

2% mostrou resultados similares em dentina

O estudo de Leme-Kraus et al.
higida, onde a camada hibrida apresentou estabilidade nas propriedades
adesivas e poucas ou nenhuma sinal de infiltragdo apos envelhecimento de 6
meses e um ano. Além disso, no presente estudo foi observada a estabilidade
das propriedades mecanicas na dentina apds o envelhecimento. Isso poderia
demonstrar que o efeito da formagao de ligagbes cruzadas € estavel ao longo

do tempo, mantendo condi¢cdes favoraveis para uma adesao duradoura.

No tecido cariado, os valores de RU apresentaram diferengas entre os

momentos 24 h e apds envelhecimento para alguns flavonoides, enquanto



110

outros proporcioram aparente estabilidade da interface de unido no intervalo
avaliado. Desta forma, a quarta hipétese foi parcialmente aceita. A eficacia dos
flavonoides como a PRO e a HES em prevenir a degradagao tem sido provada
anteriormente (Green et al. #** 2010, Islam et al  2014), a estabilidade das
ligacbes formados com o colageno poderia ser crucial para manter as suas
propriedades (Leme-Kraus et al. ?* 2017). A molécula de NAR, cuja
semelhancga estrutural com a HES, apresentou a mesma capacidade de manter
a estabilidade da interface adesiva na dentina cariada, o que poderia entender-
se como o resultado do efeito semelhante de ambas moléculas. Nos outros
grupos, as condi¢cdes desfavoraveis deste tecido poderiam ter influenciado a
aceleracdo da degradacédo da interfase adesiva. Um exemplo claro desta
situacao foi observado no grupo QER que apresentou os mais baixos valores
de RU apds ciclagem térmica, e onde sinais de separagdo do adesivo da
superficie de dentina foram encontrados, o que poderia corroborar estes
achados. Outro resultado interessante observado nos dentes cariados apds a
ciclagem térmica foram os apresentados pelos grupos PLA e CONC
apresentaram infiltracao da fluoresceina nas areas de formacgao de bolhas da
base da camada de adesivo. A explicacdo para este resultado poderia ser o
efeito transitorio do tensoativo, uma vez que este foi submetido a ciclagem
térmica, a falta de interacdo quimica do etanol e o SPAN 20 com o colageno
poderiam ter feito com que estes compostos se dissolvessem no meio aquoso,
permitindo assim a passagem de fluidos até a base da CH apds o
envelhecimento. Apesar disto, a interagdo inicial do PLA com a dentina afetada
por carie permitiu manter a estabilidade dos valores de RU no tempo.
Resultados similares tem sido observados nas técnicas de etanol wet bonding
onde a modificagao inicial da dentina permitiu prolongar a estabilidade da CH
(Sadek et al "2 2010).

Um resultado interessante foi o observado pelo grupo QER na dentina
afetada por carie apos a ciclagem térmica. A QER, cuja molécula possui
apenas a metade glicona, apresentou os valores mais baixos dentre os
flavonoides testados em dentina afetada por carie apos a ciclagem térmica.
Esta molécula é bastante similar a molécula de RUT, no entanto ela ndo possui

um heterésido em um dos extremos que tivesse o potencial de protonar os
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seus extremos para reagir com o colageno. Esta falta da metade glicosada
poderia ter influenciado no potencial desta molécula em formar ligagbes
cruzadas com o colageno, o que facilitaria a perda das suas fungbes a longo
prazo na dentina afetada por carie.

Diferente dos resultados obtidos na dentina higida, a camada de A nao
apresentou uma queda nos valores das nanopropriedades apds o
envelhecimento na dentina afetada por carie. Nesse sentido, podemos
especular que os flavonoides foram capazes de modificar as propriedades
hidrodindmicas do substrato (He et al. ' 2011; Fathima et al. %7 2010),
reduzindo a quantidade de agua na dentina e desta forma contribuindo para a
adequada polimerizacdo da camada de adesivo. Isto se deveria ao aumento
da penetracdo das moléculas de flavonoide na dentina afetada por carie em
comparagao a penetracdo em dentina higida devido a maior porosidade do
substrato afetado. Como consequéncia dessa maior penetracdo do flavonoide,
a movimentacéo de fluidos seria reduzida. Por outro lado, esta maior difuséo
no interior do tecido afetado por carie poderia ter influenciado na capacidade
de copolimerizagao entre as moléculas de flavonoides e os grupos acrilato do
adesivo, pois haveria uma quantidade de moléculas de flavonoide inferior na
superficie do tecido para reagir com o adesivo. Isto pode ser comprovado pelos
resultados das nanopropriedades obtidos na CH, onde nao foram observadas
diferengas significantes entre os grupos. Além disso, a interagdo do pH no
arranjo das cadeias poliméricas e dos sitios ativos das moléculas de flavonoide
poderia mudar o comportamento do flavonoide para formar enlaces com os

grupos acrilato do adesivo neste substrato.

Apds envelhecimento, a dentina afetada por carie e a subjacente
apresentaram uma queda quando comparada ao momento inicial. Nesse
sentido as caracteristicas morfoldégicas da dentina afetada por carie podem ter
aumentado a difusdo da agua na interface adesiva, fazendo-a mais suscetivel
as mudancas de temperatura e portanto aumentando a oxidagdo das
moléculas de flavonoides e diminuindo o efeito de ligagdo cruzada no colageno

durante o processo de envelhecimento.
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Estudos anteriores tem demonstrado uma diminui¢gdo nos valores de RU
quando os procedimentos adesivos sdo realizados em dentina afetada por
carie (Ceballos et al. '® 2003; Wei et al. '"® 2008; Say et al. "2 2005),
independente da técnica adesiva utilizada (Yoshiyama et al. " 2002), inclusive
com os mais recentes sistemas universais (Lenzi et al. '’ 2015; Nicoloso et al.
'® 2016). Os resultados apresentados neste estudo estdo em concordancia
com estes achados, onde valores de RU dos grupos experimentais cariados
foram aparentemente mais baixos que os resultados dos grupos higidos. Os
baixos valores de RU nos grupos cariados podem ser comprovados pela

predominéncia em quase 100% de falhas adesivas para todos os grupos.

No presente estudo, utilizou-se a técnica microbiologica de formagao de
carie preconizada por Marquezan et al. ?'°. Entre as técnicas de formacgao
utilizada atualmente, a técnica microbiolégica parece criar um ambiente mais
proximo de uma situacdo real, o que resulta em caracteristicas
ultramorfolégicas da lesdo cariosa mais proximas daquelas observadas em
lesbes de carie in vivo, quando comparada as técnicas que utilizam ciclagem
de pH para simular lesdes (Marquezan et al. 2'° 2009). Neste ultimo exemplo,
as lesdes obtidas parecem ser mais proximas das lesdes ocasionadas por
processos erosivos do que pelo efeito do metabolismo das bactérias, como
acontece na dentina afetada por carie. Outra vantagem dessa técnica é a sua
simplicidade e rapidez quando comparada a outras técnicas que também
utilizam microrganismos (Zhang et al. %** 2012). Embora tenham mostrado
resultados interessantes, estas técnicas requerem uma selecdo prévia de
voluntarios e coleta de saliva dos mesmos, o que dificulta o processo e as torna
mais sensiveis a erros. As imagens de microscopia confocal na dentina afetada
por carie obtidas neste estudo mostraram a dentina afetada como um substrato
altamente poroso e irregular o que corrobora a formacédo de lesbdes na

superficie dentinaria.

A eliminagao seletiva da dentina infectada por carie ainda continua
sendo um processo controverso (Perdigdo ' 2010; Pugach et al. ** 2009). As

técnicas de eliminacdo de carie pelo uso de corantes parecem nao ser
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especificas apenas para o substrato cariado, o que diminui a confiabilidade do
uso dessa técnica (Pugach et al. ® 2009). No presente estudo, o tempo e
técnica de eliminacdo de dentina infectada por carie foram previamente
determinados em estudo piloto envolvendo testes de dureza e microtragao
ap6s o uso da lixa 600. Um estudo que avaliou as diferentes técnicas de
eliminagdo de dentina infectada por carie demonstrou que embora a lixa 600
seja a mais utilizada para tratar a dentina em estudos in vitro e ndo apresentar
aplicabilidade clinica, ela permite obter uma smear layer uniforme, o que para
| 117

fins de padronizagao € vantajoso neste tipo de estudo (Sattanbanasuk et a
2006).

Os resultados do presente estudo sugerem a importancia do veiculo a
ser utilizado em estudos que avaliem o efeito dos ALCs. Estudos anteriores
realizaram comparagdes de flavonoides em meios aquosos (Epasinghe et al.
204 2014, Castellan et al. 2011, Liu et al. *** 2013). Uma vez que estas
moléculas organicas oscilam entre a insolubilidade na agua e a baixa
solubilidade, a molécula que apresentasse maior afinidade com a agua
teoricamente poderia proporcionar maior efeito sobre o colageno devido a sua
disponibilidade no meio. Um estudo de Fang e colaboradores ?® que avaliou a
influencia do solvente nos resultados de RU de primer a base de flavonoides,
mostrou que o uso de PRO em um solvente a base de etanol e agua
apresentou melhores resultados quando comparado ao solvente apenas de
agua. Naquele estudo, foi utilizado um veiculo a base de etanol, e se
recomendou o uso deste veiculo para ser usado em primers com ALC. Assim,
podemos supor que as diferengas sutis dos resultados apresentados entre os
flavonoides utilizados no presente estudo, poderiam ser decorrentes de um
fator além dos mencionados anteriormente, a Concentracdo Miscelar Critica
(Smith et al. #*® 2013). Este indice quimico mede a quantidade de veiculo
“sobrante” apds a mistura com o soluto. O veiculo, como foi explicado possui
um efeito sobre a dentina, e desta forma, esse remanescente poderia contribuir
em maior ou menor grau dependendo da quantidade “livre” deste. Este
parametro explicaria também os resultados obtidos por Fang et al. ?® no seu
estudo.
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A formulagdo planejada neste estudo levou em consideracdo a
miscibilidade diferente em fungdo da solubilidade de cada composto, com o
intuito de encontrar um veiculo que permitisse disponibilizar em um meio
liquido a maior quantidade de moléculas de flavonoide para reagirem com o
colageno. No entanto, cada molécula de flavonoide possui diferentes indices
de solubilidade, o que as torna mais dispersas ou mais dissolvidas no meio
liquido, e isto tem um papel determinante na eficacia terapéutica dos
flavonoides (Kumar e Pandey %'® 2013). Neste sentido, o uso do grupo placebo
no presente estudo permitiu diferenciar este efeito tensoativo do efeito do
flavonoide per se, e por esta raz&o o grupo PLA foi incorporado entre os

controles.

Apesar das condi¢cdes desfavoraveis do substrato afetado por carie, e
com as limitagdes do presente estudo, como a impossibilidade de reproduzir
todas as condigdes dos substratos dentinarios proprios de uma situagao in
vivo, os flavonoides foram eficazes em produzir um efeito sobre a dentina,
mesmo nestas condi¢des, o que gera expectativa sobre o potencial terapéutico
destas substancias. Estudos futuros onde estas moléculas possam ser
incorporadas na composi¢cao do sistema adesivo para evitar passos adicionais
na técnica e estudos in vivo sdo necessarios para entender melhor a dinamica

e o potencial terapéutico destas substancias.



7. CONCLUSAO

Com as limitagdes deste estudo, podemos concluir que:

1)

2)

3)

4)

O uso de flavonoides pode ser benéfico e efetivo em melhorar a
adesao tanto em dentina higida como em substratos desafiadores
como a dentina afetada por carie.

O uso de primers de flavonoides poderia prolongar as propriedades
adesivas, mecanicas, micromorfolégicas e de microinifiltracdo da
interface adesiva dependendo do flavonoide utilizado.

A efetividade do flavonoide varia de acordo com o tipo de flavonoide
e do tipo de substrato onde ¢é aplicado.

Os flavonoides testados neste estudo apresentaram propriedades
superiores as da PRO em ambos substratos.
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