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Fonseca BM. Propriedades mecanicas, fisico-quimicas e bioldgica de
um adesivo experimental com incorporagdo de epigalocatequina-3-
galato [tese]. Sdo Jos¢ dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2015.

RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da adi¢gdo de EGCG em
adesivo experimental na manutengcdo da camada hibrida, avaliando
suas propriedades mecanicas, fisico-quimicas e biologica. A primeira
etapa do estudo envolveu a manipulagio do adesivo com
incorporacdo de EGCG (0,5%, 1,0% e 1,5%) na relagdo BisGMA
55% / HEMA 45%, canforoquinona 0,5% ¢ DMAEMA 0,5%. O grau
de conversdo (GC) dos mondmeros foi avaliado por Espectroscopia
micro-Raman (GC : EGCG 1.5 - 99,11a; EGCG 1.0 - 99,02a; EGCG
0.5 - 96,58ab; Controle - 85,47b). A segunda etapa envolveu a
realizagdo de andlises mecanicas e fisico-quimicas [resisténcia
flexural (RF) e mddulo de elasticidade (ME); mddulo de resiliéncia
(RE) e resisténcia a compressao(RCo); sor¢ao (A) e solubilidade (S)
em agua; contragdo de polimerizacdo (CP)]; teste de resisténcia a
microtragdo (RA) imediato (24 h) e longitudinal (6 meses); e teste
biologico [ensaio de citotoxicidade (CI)]. Os resultados foram: RF,
ME, RE, RCo e CP ndo apresentaram diferenca significativa entre os
grupos. Os testes de A e S apresentaram reducao dos valores para os
grupos EGCG 0.5 e 1.0; RA imediato (24 h) ndo apresentou diferenca
entre os grupos. Apds 6 meses houve reducdo dos valores somente
para os grupos Controle e EGCG 1.5, os grupos EGCG 0.5 e 1.0
mantiveram os valores de RA constantes. Cl: a incorporagdo de
EGCG aumentou a viabilidade celular nas dilui¢cdes de 0,1% e 1,0%,
comparado ao grupo Controle. Pdde-se concluir que a incorporagdo
de EGCG independente da concentragdo nao afetou o GC. As
concentracdes de 0,5% (100 pg/ml) e 1,0% (200 pg/ml) em volume



de EGCG ¢ capaz de preservar a camada hibrida formada e prorrogar
a longevidade das restauracoes em resina composta, além de
aumentar a viabilidade celular.

Palavras-chave: Resisténcia Adesiva. Dentina. MonOmeros. Adesivo.



Fonseca BM. Mechanical, physicochemical and biological analysis
in an experimental adhesive with incorporation of EGCG [doctorate
thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Institute of Science and
Technology, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2015.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of EGCG in an
experimental adhesive to reduce the hybrid layer degradation,
through mechanical, physical-chemical and biological analysis. The
first step of this study involved manipulation of the adhesive model
with the incorporation three different concentrations of EGCG (0.5%,
1.0% and 1.5%) in relation BisGMA 55% / 45% HEMA, 0.5%
camphorquinone and 0.5% DMAEMA. The conversion degree (DC)
of adhesive monomers was evaluated by micro-Raman spectroscopy
(GC: EGCG 1.5 (1.5%) - 99,11a; EGCG 1.0 (1.0%) - 99,02a; EGCG
0.5 (0.5%) - 96,58ab, Control - 85,47b). The second step involved the
mechanical and physicochemical analysis [flexural strength (FS) and
elastic modulus (EM); resiliency modulus (RM) and compressive
bond strength (CBS), sorption (A) and solubility (S) in water,
shrinkage polymerization (SP)]; microtensile bond strength test
(uTBS) immediately (24 h) and longitudinal (6 months) and
biological analyze [cytotoxicity assay (CY)]. The results were: FS,
EM, RM, CBS and SP showed no significant difference between
groups, A and S tests showed reduced values only for EGCG 0.5 and
1.0 groups. RA immediately (24) did not differ between groups. After
six months there was a reduction of the values only for the control
and EGCG 1.5 groups, EGCG groups 0.5 and 1.0 maintained the RA
values. CY: EGCG incorporation increased the cell viability in 0.1%
and 1.0% dilutions compared to the control group. It was concluded
incorporation of EGCG at 0.5, 1.0 and 1.5 concentrations did not
affect the degree of conversion of the monomers. Thus, the
incorporation of 0.5% (100 ug/ml) and 1.0% (200 ug/ml) EGCG



amount can preserve the hybrid layer formed and prolong longevity
composite resin restorations in addition to increasing cell viability.

Keywords: Bond Strength. Dentin. Monomers. Adhesive. Catechin.



1 INTRODUCAO

Apesar dos avancos em pesquisa, a longevidade e a
manutencdo da adesdo entre a estrutura dental ¢ o material
restaurador continuam representando um desafio para a comunidade
cientifica, devido a grande variabilidade de fatores envolvidos
(Breschi et al., 2008; Spencer et al., 2012). Os sistemas adesivos
devem ser compreendidos como a primeira linha de defesa contra a
penetragdo bacteriana em direcdo a polpa, sendo constantemente
desafiados pela agdo degradante destes microorganismos € pela
inadequada conversdo mondmero/polimero, separacdo de fases dos
adesivos, absorcdo de agua e insuficiente densidade de ligagdes
cruzadas (Spencer et al., 2012).

O principio fundamental da unido entre os substratos
dentais ¢ os sistemas adesivos ¢ baseado na substituicao dos materiais
inorganicos do dente por resinas sintéticas (Nakabayashi et al., 1982),
com a formagdo da camada hibrida, conhecida como uma camada
funcional de retengdo e protecdo obtida pela infiltracdo dos
monomeros resinosos hidréfilos e hidrofobos nas superficies dentais
condicionadas (Nakabayashi et al., 1982; Pashley et al., 1993).

Entretanto, apesar da adesdo imediata parecer efetiva
(Gaston et al., 2001), em longo prazo os valores de adesdo a dentina

sofrem significativa reducdo (Garcia-Godoy et al., 2007) e a interface
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adesiva torna-se passivel de degradacdo (Shono et al., 1999b). Essa
degradacdo se deve em parte: as caracteristicas hidrofilas dos
mondmeros resinosos, € a varidvel permeabilidade associada as
alteracoes fisiologicas que ocorrem na dentina (Pashley, Carvalho,
1997); a presenca de solventes residuais pela evaporagdo incompleta
durante o procedimento adesivo, contribuindo para a formagao de
uma zona hipertonica na interface adesiva, que aumenta sua hidrofilia
podendo acelerar o processo de degradagdao (Tay et al., 2004); a
distribui¢do ndo homogénea do adesivo sobre o substrato dentinario
que pode ocasionar uma polimerizagao incompleta dos monomeros
infiltrados, afetando a estabilidade longitudinal quimica e mecanica
da camada hibrida formada (Eliades et al., 2001). Além disso, a
presenca de mondmeros resinosos nao polimerizados em contato com
fluidos orais acelera o processo de degrada¢do da camada hibrida
(Loguercio et al., 2009).

A lise estrutural das fibras coldgenas expostas por
falhas na formacdo da camada hibrida ¢ aceita como principal fator
no processo de degradacdo da interface adesiva (Pashley, 1991).
Estudos mostram que a camada hibrida criada pelos sistemas
adesivos atuais ¢ imperfeita e susceptivel a degradacdo enzimatica
(De Munck et al., 2010; Zou et al., 2010). Sob condi¢des clinicas, os
fluidos podem permear o colageno exposto e ndo protegido,
possibilitando o ataque enzimatico as fibras colagenas (Guo et al.,
2008; Kostoryz et al., 2009; Park et al., 2010). No entanto, essa
deterioracdo pode ser acelerada por enzimas proteoliticas

endopeptidases, célcio e zinco-dependentes, denominadas
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metaloproteinases de matriz (MMPs) (Tezvergil-Mutluay et al., 2010)
e enzimas catepsinas de cisteina (van Strijp et al., 2003; Liu et al.,
2011; Tjaderhane et al., 2013) presentes na saliva, na matriz
dentindria mineralizada e na matriz extracelular de células humanas
(Hashimoto et al., 2006), e apresentam atividade metabolica de
degradagdo e remodelacao de varios tipos de fibras colagenas (Bourd-
Boittin et al., 2005).

As MMPs sdo produzidas em grande quantidade pelos
odontoblastos em forma de pro-enzima inativas, que quando ativas
degradam os componentes da matriz extracelular. Na dentina, as
modalidades mais significativas sdo as gelatinases e as colagenases.
As gelatinases, que incluem a 2-MMP (Gelatinase A) e a 9-MMP
(Gelatinase B), e as colagenases (8-MMP) sdo responsaveis por
degradar rapidamente o coldgeno tipo [ desnaturado apos a
desmineralizacdo, também denominado de gelatina (Hannas et al.,
2007), mesmo na auséncia de enzimas bacterianas (Pashley et al.,
2004).

Um dos fatores que promovem a ativagao dessas pro-
enzimas ¢ o baixo pH (Visse, Nagase, 2003; Tjaderhane et al., 2013),
como ocorre no processo de desmineralizagdo da dentina durante os
procedimentos adesivos (Mazzoni et al., 2009; Zhang, Kern, 2009).
Desse modo, alternativas de modificacdo de adesivos comerciais (Du
et al., 2012; Toledano et al., 2012), bem como o desenvolvimento de
compositos resinosos (Prakki et al., 2009; Pallan et al., 2012) e
adesivos experimentais (Cilli et al., 2009) vém sendo investigados

como uma forma de reduzir a degradacdo dos componentes resinosos
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e do coladgeno exposto, objetivando melhorar o desempenho clinico e
a longevidade das restauracoes a base de resina. Uma dessas
alternativas ¢ a incorporagdo de polifendis do chd verde (Du et al.,
2012; Pallan et al., 2012), em especial a epigalocatequina-3-galato
(EGCG).

O EGCG ¢ um polifenol presente nas ervas das plantas
da familia Camellia sinensis, sendo em maior quantidade no cha
verde. Apresenta diversas propriedades beneficas a satde, tais como:
acdo antioxidante, antimicrobiana, ¢ anti-inflamatoria (Ferrazzano et
al., 2011). Além disso, propicia interacdes hidrofobas com
colagenases e gelatinases capazes de modificar a estrutura secundaria
das MMPs (Demeule et al., 2000), inibindo sua atividade (Chaussain-
Miller et al., 2006). Entretanto, ha poucos relatos na literatura sobre a
utilizacdo do EGCG na modificacdo de sistemas adesivos e sua
influéncia na manuten¢do da camada hibrida (Du et al., 2012;
Hiraishi et al., 2013).

Dessa forma, o EGCG mostra-se um agente promissor
na melhora da resisténcia longitudinal da unido adesiva dentindria.
No entanto, sua influéncia nas propriedades quimicas, fisico-
mecanicas intrinsecas ao adesivo a ele associado, e bioldgica

necessita investigacao.



2 REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo tem como objetivo esclarecer alguns dos
temas que sdao importantes para a melhor compreensao do presente
estudo e abordar as pesquisas mais relevantes realizadas até entdo.
Desse modo, a revisao de literatura serd subdividida em dois topicos:
2.1 Epigalocatequina-3-galato; e 2.2 Testes de adesdo por

microtragao.

2.1 Epigalocatequina-3-galato (EGCG)

Desde a Antiguidade, as plantas sdo utilizadas nas
terapéuticas medicinais alternativas, como prevencao, tratamento e
até mesmo cura de diversas patologias humanas. Dentro elas, os chas
apresentam grande importancia na medicina alternativa, por sua
composicdo rica em componentes ativos, sendo grande fonte de
flavonoides (Duftfy et al., 2001).

O cha verde ¢ o mais rico em compostos com
atividades funcionais, contendo cerca de 4000 componentes
bioativos, sendo 1/3 constituido de polifenois (Tariq et al., 2010),

diretamente relacionados as suas propriedades funcionais. Dentre
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eles, as catequinas, teaflavinas e os flavonoides, sendo este Gltimo o
mais abundante (Sumpio et al., 2006).

As principais catequinas presentes no chd verde sio:
(—)—catequina (C), (—)—catequina galato (CG), (—)—galocatequina
galato (GCG), (—)—epicatequina (EC), (—)-epicatequina galato
(ECG), (-)—epigalocatequina (EGC), (—)—epigalocatequina-3-galato
(EGCG). O EGCQG ¢ a catequina mais ativa € em maior quantidade
(Wang et al., 2000), cuja principal propriedade terap€utica ¢ a de
antioxidante (Henning et al., 2004). Dessa forma, estudos estdo
aplicando o EGCG em diversas areas da Odontologia, como nos
descritos a seguir.

Demeule et al., 2000 avaliaram o efeito de
componentes bioldgicos de diferentes produtos naturais — resveratrol,
genisteina, polifendis do cha verde e componentes organossulfatos do
alho — na atividade das MMPs -2, -9 e -12. Para isso foi realizada a
analise de fluorescéncia da elastase pancredtica e da atividade das
MMPs-2 e -9 para determinar a quantidade minima de substratos e
enzimas usados. A taxa de protedlises na presenca e auséncia dos
polifendis do ché verde foi mensurada pelo aumento na fluorescéncia.
Tumores de cérebros humanos foram homogeneizados em cinco
volumes a 4 °C para determinagdo das proteinas. A MMP-12 foi
parcialmente purificada em um meio por 2 h a 4 °C para remocao das
gelatinases, determinando a atividade especifica somente para
clastina. A ativagdo da proMMP-2 também foi mensurada por
zimografia de gelatina. Andlises de fluorescéncia mostraram uma

maior inibicdo das trés enzimas pelos polifenois do cha verde, em
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uma relacdo dose-dependente, sem afetar a atividade da elastase
pancreatica. Polifen6is do cha verde a 35 pg/ml foram capazes de
inibir a atividade elastinolitica da MMP-12 em 90%, no entanto, na
presenga das catequinas isoladas do cha verde, as tré&s MMPs foram
inibidas pela ECG em 97% e EGCG em 100%. A ativacdo da MMP-2
foi inibida em 35 pug/ml de polifendis do chd verde adicionados ao
meio. Os resultados encontrados nesse estudo, portanto, sugerem que
as catequinas do cha verde inibem tanto a atividade das MMPs
quanto a ativagdo da proMMP-2.

Em um estudo realizado por Madhan et al., 2007 sobre
a acdo dos polifendis C e EGCG do cha verde na atividade das
colagenases sobre o coldgeno, mostrou que o coldgeno tratado pelas
C e EGCG apresentou 56% e 95% de resisténcia, respectivamente,
em relagdo as hidrolises colagenoliticas causadas pelas colagenases.
Enquanto interagdes diretas entre as C e EGCG e as colagenases
apresentaram 70% e 88%, respectivamente, de inibicao da atividade
colagenolitica das colagenases sobre o colageno, em uma relagdo de
concentragdo  dose-dependente. A estrutura secundaria das
colagenases apresentou uma mudanca significante quando tratadas
com altas concentracoes de C e EGCG. Esta estabilidade das fibras
colagenas tratadas contra a agdo das colagenases pode ter sido gerada
pela ligacdo de ambos os sitios ativos do coldgeno, que sao
reconhecidos pelas colagenases, com a C ¢ a EGCG. No entanto, a
maior inibi¢do pelo EGCG comparado a C pode ser atribuido a
capacidade de o EGCG apresentar melhor adesdo com as ligagdes de

hidrogénio e interagdes hidrofobas com as colagenases.
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Nakanishi et al., 2010 avaliaram o efeito do EGCG e
ECG na expressao de citosinas pro-inflamatérias e adesdo molecular
nas células da polpa dental estimuladas por fatores de viruléncia
bacteriana. Para isso, c€lulas na polpa dental humana foram pré-
tratadas com ou sem a presenca de catequinas (1 — 50 ug/ml) em soro
fetal bovino a 2% contendo um meio de cultura especifico DMEM
por 1 h e incubadas com lipopolisacarideo (1 pg/ml) ou
peptideoglicano (10 pg/ml) por 4 € 24 h. Apds os periodos de tempo,
os sobrenadantes foram coletados e usados para determinar a
quantidade de interleucina (IL)-6 e IL-8 e as c¢lulas tratadas foram
usadas para extragdo do RNA e andlise de fluxo citométrico. Os
resultados mostraram que a presenca de EGCG ¢ ECG reduziram
significantemente a expressdao de IL-6 e IL-8 e em células pulpares
expostas as citosinas em uma concentracdo dose-dependente.
Moléculas de adesdo intercelular foram reduzidas enquanto
moléculas de adesdo celular vascular foram inibidas pela EGCG e
EGC, sugerindo que o cha verde possa prevenir a exacerbagdo de
pulpites.

Arab et al., 2011 fizeram uma revisao de literatura
sobre os efeitos terapéuticos do cha verde na saude oral e periodontal.
Com relagdo a gengivite e periodontite, os estudos realizados
reportaram que as catequinas presentes no cha verde possuem efeito
inibitorio nas patogéneses periodontais, sendo seu consumo diario
uma forma simples de manuten¢ao da saude periodontal. Assim como
a prevencao da carie dental, causada por bactérias cariogénicas, pelas

catequinas ECG e EGCG que inibem a glicosiltransferase e
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consequentemente a aderéncia bacteriana a superficie dental. A
inibicao da proliferacdo de diversas células tumorais e inibicdo da
indu¢do de apoptoses em estudos in vitro e com animais,
especialmente pelas catequinas EGCG e ECG que apresentam
atividade antioxidante, mostraram capacidade em reduzir o risco do
desenvolvimento de cancer em humanos. Além da prevencdo da
halitose pelos polifendis do cha, pela interacio com bactérias
periodontais responsaveis pela producdo dos componentes sulfiiricos
volateis e pela reagdo quimica entre 0o EGCG com a metilmercaptano
(CH3SH), principal fonte da halitose. Esta revisdo sugere, portanto,
que o consumo do cha verde pode prevenir e tratar diversas doencas
orais ¢ periodontais. O consumo do chd durante as refei¢cdes ¢ um
habito simples e possivel para auxiliar na manutencao da saude oral.
Du et al., 2012 estudaram as propriedades fisico-
quimicas e o potencial antimicrobiano de um adesivo comercial com
incorporacgdo de diferentes concentracdoes de EGCG, em longo prazo.
Para isso, o EGCG foi dissolvido em alcool absoluto nas
concentragdes de 5 mg/ml, 10mg/ml e 15 mg/ml e adicionado ao
adesivo Single Bond 2 (SB) na propor¢do de 2% obtendo-se as
concentragdes finais de 100 (EGCG100), 200 (EGCG200), e 300
(EGCG300) pg/ml, respectivamente. O SB sem EGCG foi usado
como controle. O efeito dos adesivos modificados sobre o
crescimento de Streptococcus mutans foi determinado por teste de
contato direto e microscopia eletronica de varredura (MEV), nos
tempos imediato e apds um més. Também foram realizados testes de

resisténcia de unido para avaliar a propriedade mecanica dos
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adesivos, nos tempos imediato e apods seis meses de armazenamento,
e avaliagijo do grau de conversao por Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). Comparado ao
grupo controle SB, os grupos EGCG200 e EGCG300 foram capazes
de inibir o crescimento do S. mutans. Os adesivos com incorporacao
de 100 e 200 pg/ml de EGCG apresentaram valores de resisténcia de
unido imediata maiores que o grupo controle, ja o grupo EGCG300
ndo apresentou diferenca em relacdo ao controle. Apds 6 meses de
armazenamento todos os grupos com incorporacdo de EGCG foram
maiores que o controle. Além disso, o grau de conversdo dos sistemas
adesivos nao foi significativamente afetado pela incorporacdo de
EGCG nas diferentes concentracdes. Dessa forma, os autores
concluiram que o adesivo SB com incorporagao de 200 pg/ml tem
potencial para desempenhar a fun¢do antimicrobiana concomitante
com a capacidade de manutencdo de unido resina-dentina em longo
prazo.

Pallan et al., 2012 avaliaram as propriedades e as
caracteristicas de copolimeros baseados em BisGMA diluido com
TEGDMA (R1), ou propoxilato de bisGMA—-CH3bisGMA (R2) ou
fluoretado de bisGMA—-CF3bisGMA (R3), incorporados com EGCG
ou clorexidina (CLX), pelos testes de propriedades mecanicas
(resisténcia flexural e mdodulo de elasticidade), grau de conversao por
FTIR, absor¢ao e solubilidade em agua. Para isso, cada co-mondmero
experimental foi preparado combinando BisGMA com os diluentes
na propor¢ao de 70/30 mol%. Cada mondmero, com exce¢do dos

grupos controles, foi incorporado ao EGCG ou clorexidina na
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propor¢ao de 0,2%, 1,0%, e 2,0% em peso. Todos os grupos, com
excecdo do grupo BisGMA diluido com TEGDMA, nao
apresentaram alteragdo do grau de conversdo e absor¢ao em agua. A
solubilidade em agua apresentou relagdo diretamente proporcional ao
aumento da propor¢do em peso incorporada ao mondmero. A
resisténcia a flexdo e o mddulo de elasticidade foram varidveis e
dependentes do material. As taxas de liberagdo droga/dependente
foram significantemente maiores para a clorexidina do que para o
EGCQG, e diferiram de acordo com as seguintes proporgdes 2,0% >
1,0% > 0,2%, sendo que a liberagdo da droga no primeiro dia foi
maior que nos demais para ambas as drogas. Com isso, os autores
concluiram que o tipo de mondmero, o grau de conversdo e a
porcentagem em peso do EGCG e clorexidina incorporadas levam a
diferentes interagdes entre as resinas € os materiais incorporados.
Sendo possivel, entdo, desenvolver diferentes resinas baseadas nas
necessidades clinicas.

Chandra et al., 2012 investigaram a interagcdo entre o
EGCG e as nanoparticulas de prata. Para isso, coloides de prata foram
preparados utilizando boro-hidreto de sédio (NaBH4) e agua
deionizada. Apds o preparo, a solugcdo foi deixada a temperatura
ambiente por aproximadamente 1 h, até se obter uma solucdo amarelo
transparente, ¢ entdo adicionado EGCG 0,5 mM. Espectros de luz
visiveis (UV-Vis) foram registrados usando um espectrofotdometro.
Para as medi¢des de absor¢ao Optica, as amostras foram mantidas em
microcubetas com um comprimento da trajetoria optica de 1 cm. Os

resultados obtidos nesse estudo mostraram que a adi¢do de 5 mM de
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EGCG foi capaz de reduzir o pH da solucdo de 8,43 para 7,22.
Assim, as medi¢des espectroscopicas indicam que a adigao de EGCG
¢ capaz de isolar os ions borato a partir da superficie das particulas
coloidais de prata na solucdo, formando ésteres de borato. O que
indica implicacdes em termos de uso de nanoparticulas metalicas
como transportadores de algumas drogas.

Kato et al., 2012 estudaram a acdo de inibidores de
proteases na degradacdo da matriz organica dentinaria
desmineralizada. Para isso, fatias de dentina de incisivos bovinos
foram desmineralizadas por 36 h com acido citrico 0,87 M. Apos, os
espécimes foram tratados por 1 min com géis (n = 45) contendo
EGCG (400 uM), CLX (0,012%), sulfato ferroso (FeSO,) (ImM),
fluoreto de sodio (NaF) (1,23%), ou sem componente ativo (P,
placebo), além do grupo sem tratamento (ST); e armazenados em
saliva artificial com adi¢ao da colagenase obtida pelo Clostridium
histolyticuml (100 U/ml) por 5 dias a 37 °C. A degradacdo do
colageno foi, entdo, analisada por ensaio de hidroxiprolina nas
solugdes incubadas (n = 5), e a perda de matriz organica dentinaria
por perfilometria de contato (n = 12). Os tratamentos com os géis
contendo EGCG, CLX e FeSO4, tiveram um significante reducdo na
concentragdo de hidroxiprolina nas solugdes incubadas, assim como
na perda de matriz organica dentindria quando comparado aos
tratamentos com os géis contendo NaF, P ou ST. O grupo NaF
apresentou significante reducdo na concentragdo de hidroxiprolina
comparado ao P e ST. Os autores concluiram que os inibidores de

proteases testados apresentam potencial em prevenir erosao
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dentinaria.

Santiago et al., 2013 estudaram o feito do pré-
tratamento da dentina com solu¢gdo de EGCG na preservagdao da
interface adesiva usando adesivos de condicionamento acido prévio.
Para isso, trinta molares humanos recém extraidos foram preparados
expondo a superficie dentinaria e divididos em cinco grupos de
acordo com a solug¢do aplicada. As superficies de dentina foram
condicionadas com acido fosférico 35% por 15 s, lavadas por 30 s,
secas com jatos de ar por 10 s, e reidratadas com de agua destilada,
solucdo de EGCG 0,02%; 0,1% ou 0,5% ou solugao de CLX 2%, 5 ul
cada, por 60 s, com remo¢do do excesso de solugdo com papel
absorvente deixando a superficie dentinaria visivelmente umida.
Apo6s, foi aplicado o sistema adesivo Single Bond 2, segundo
recomendagdes do fabricante e restauragdo com cinco incrementos de
1 mm cada de resina composta. Os espécimes foram entdo
seccionados nos sentidos mésio-dista e vestibulo-lingual obtendo-se
palitos de aproximadamente 1,0 mm’. Metade dos espécimes foram
testados apds 24 h por teste de resisténcia adesiva a microtragdo, € a
outra metade testados apos seis meses de armazenamento em solucao
de acetato de s6dio 3 mM/] em estufa bacteriologica a 37 °C. Analises
do padrao de fratura foram analisados. Os resultados obtidos
mostraram que apdés 24 h de armazenamento o grupo que foi
reidratado com EGCG 0,5% valores de resisténcia de unidao menor
que os demais grupos, com exce¢ao do grupo EGCG 0,02%. No
entanto, apos seis meses de armazenamento, somente o grupo

controle apresentou reducdo nos valores de resisténcia adesiva. Os
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demais grupos mantiveram seus valores estaveis apds o
armazenamento. Dessa forma, os autores concluiram que o pré-
tratamento com EGCG previamente a aplicagao de Single Bond 2
apés seis meses de armazenamento foram semelhantes ao pré-
tratamento usando CLX.

Mankovskaia et al., 2013 avaliaram o efeito da
incorporacdo de EGCG em resinas, comparado a resinas com CLX
em sua composi¢cdo, na inibicao do crescimento de S mutans in vitro.
Primeiramente foi calculada a concentragdo inibitoria minima (CIM)
do EGCG e da CLX. Discos de resina foram preparadas de
BisGMA/TEGDMA (G1) ¢ BisGMA/CH3BisGMA (G2), puros (a),
com incorporacdo de EGCG (b) e com incorporagdo de CLX (c).
Sendo duas concentragdes diferentes incorporadas aos discos de
resina. Cada amostra foi imersa em um meio contendo cultura de
bactéria e incubada por 24 h sob agitacdo. Apds esse periodo, a
viabilidade celular foi avaliada pela contagem do numero de colonias
em placas de réplica de agar. Os resultados mostraram que para cada
resina testada tanto o EGCG quanto a CLX mostrou a inibi¢do
significante do crescimento bacteriano para as concentragdes testadas.
Com isso, os autores concluiram que tanto o EGCG quanto o CLX
foram capazes de inibir o crescimento de S. mutans quando
incorporados a matriz resinosa.

Hiraishi et al.,, 2013 avaliaram o efeito de wvarios
agentes derivados de plantas (hesperidina, proantocianidina, EGCG e
genipina) na estabilidade da matriz coldgena e resisténcia a

degradagdo pelas colagenases. Dessa forma, terceiros molares
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humanos foram preparados para o teste de resisténcia a tragdo e teste
de taxa de absorcdo. As amostras de dentina foram tratadas com
glutaraldeido (0,5% e 5,0%) e cada solucdo dos agentes testados
(0,5%) por 12 h, a 37 °C. Os grupos controles foram tratados com
agua destilada. Terceiros molares ndo irrompidos foram preparados
para o teste de degradacdo por colagenase, até a obtengdo do pd de
dentina desmineralizado que foi incubado com os agentes testados
nas concentragdes de 0,02%, 0,1% e 0,5%, seguidas pela digestdo do
colageno por colagenases bacterianas. A extensdao da degradagdao do
colageno foi avaliada por meio de teste de ensaio de hidroxiprolina.
Os testes de resisténcia a tragao e teste de taxa de absor¢ao mostraram
que as propriedades mecanicas da dentina foram melhoradas pelo uso
dos agentes naturais. Em relacdo a degradagdo do colageno, a
hesperidina, a proantocianidina ¢ 0 EGCG foram capazes de reduzir a
degradagdo do coldgeno, num efeito dose-dependente. O
glutaraldeido 0,5% e a genipina 0,5% foram menos eficazes na
estabilidade do colageno comparado aos demais grupos. Desse
modo, os autores concluiram que o wuso da hesperidina,
proantocianidina e EGCG poderia melhorar as propriedades
mecanicas do colageno além de resistir a degrada¢ao enzimatica.

Neri et al.,, 2014 investigaram a influéncia da
incorporagdo de EGCG nas propriedades fisico-quimicas de um
adesivo a base de metacrilato. Para isso, EGCG foi adicionado nas
concentragdes de 0,01% e 0,1% ao adesivo comercial
autocondicionante de uma fase Adper Easy One, e misturados até a

homogeneizagdo usando um agitador por 1 min. Os trés adesivos
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testados (controle; EGCG 0,01% ¢ EGCG 0,1%) foram avaliados in
vitro em relagdo a absor¢do e solubilidade em agua, grau de
conversao e resisténcia flexural. Para os testes de absorcao e
solubilidade em dgua discos de adesivo (n = 10; 10 x 1 mm) foram
preparados usando uma matriz de Teflon. O grau de conversdo foi
avaliado por FTIR. Espectros dos adesivos nao polimerizados (n =
10) foram obtidos através de 32 leituras com alcance de 4000 — 400
cm” a 4 cm” em modo de transmissio. Os adesivos foram entdo
fotopolimerizados por 20 s e novos espectros FTIR foram obtidos
imediatamente apds a cura. A resisténcia flexural foi avaliada pelo
teste de resisténcia flexural em trés pontos, com a insercao de 25 ul
de cada adesivo em uma matriz de teflon para confeccao de barras de
adesivo (25 x 2 x 2 mm), que foram fotopolimerizadas por 40 s em
trés diferentes posigdes (direita, esquerda e centro) da amostra. Apds
24 h armazenados em agua destilada a 37 °C os espécimes foram
submetidos ao teste de flexdo em trés pontos. Os resultados
mostraram nao haver diferenga significante para o grau de conversao,
absorcdo em d4gua e resisténcia flexural entre as diferentes
concentracdes de EGCG. Entretanto, os adesivos com incorporacao
de EGCG apresentaram reducdo nos valores de solubilidade
comparada ao controle. Dessa forma, os autores concluiram que a
incorporagdo de EGCG em adesivos autocondicionantes reduz a
solubilidade sem interferir em outras propriedades dos materiais,
podendo ser util na aderéncia terapéutica a dentina, aumentando a
longevidade dos procedimentos adesivos.

Vidal et al.,, 2014 avaliaram sistematicamente a
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interacdo das catequinas monoméricas quimicamente bem definidas
com os componentes da matriz extracelular da dentina pela avaliagao
das propriedades mecanicas da dentina, e da atividade das MMPs e
catepsinas de cisteinas (CTs). Para isso, palitos de dentina
desmineralizados (n=15) foram incubados por 1 h com 0,65% de C,
CG, GCQG, EC, ECG, EGC e EGCG. O médulo de elasticidade (ME)
e o aumento de vezes no ME foram determinados pela comparacao
das amostras antes e apds os tratamentos. As taxas de biodegradacao
da dentina foram avaliadas pela diferenca em porcentagem de massa
seca, antes € apoOs a incubagdo em colagenase bacteriana. A inibicao
de MMP-9 e CT-B por 0,65%, 0,065% e 0,0065% de cada catequina
foi determinado usando kits de ensaio proteoliticos fluorimétricos.
Todas as catequinas monoméricas conduziram a um aumento
significativo no ME. O EGCG apresentou um maior aumento de
vezes no ME, seguido por ECG, GCG e CG. Estas quatro catequinas
monoméricas também reduziram significativamente as taxas de
biodegradagao com inibi¢do da MMP-9 e CT-B na concentragdao de
0,65%. De uma forma geral, as catequinas monoméricas 3-O-galato
sao bem mais potentes que seus andlogos nao-galato em melhorar as
propriedades mecanicas da dentina, assim como, na estabilizacdo do
colageno contra a degradagdao proteolitica. Estes resultados obtidos
indicam que o galato ¢ um componente essencial nas catequinas
monomeéricas, bem como nas proantocianidinas oligoméricas por
exibirem um elevado potencial de ligagdo cruzada com a matriz
extracelular da dentina.

Liu et al.,, 2015 investigaram a relagdo entre os
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componentes polifendicos presentes no extrato da semente da uva
(ESU) e sua atividade na ligagdao cruzada do colageno dentinério e
sua relevancia clinica. Para isso, representantes monoméricos e
diméricos constituintes do extrato da semente da uva foram
adquiridos ou sintetizados: (+)-catequina (pCT), (-)-catequina (CT),
(-)-epicatequina (EC), (-)-epilagocatequina (EGC), (-)-epicatequina
galato (ECQ), (-)-epigalocatequina galato (EGCQG), procianidina B2 e
um dimero pCT-pCT. ESU foi separado em fragdes de baixo (PALM)
e alto peso molecular (PAHM). Filmes e palitos de dentina foram
preparados de molares humanos higidos, desmineralizados com acido
fosforico 35% por 15 s, 11 grupos de filmes (n = 5) foram, entao,
tratados com os reagentes descritos acima por 1 min (1% em peso em
50/50 etanol/agua), e um grupo foi tratado com 4gua destilada
(controle). Os filmes foram entdo submetidos a espectroscopia em
FTIR. Andlises de digestdo de colagenase foram realizadas apds
FTIR. Os filmes de coldgeno foram incubados em 30 ul de
colagenase por 1 h a 37 °C, apds, os filmes restantes e o liquido
digerido foram incubados por mais 24 h para solubilizagdo do
colageno em tripeptideos, e a porcentagem de filme de dentina
digerido e os sobrenadantes foram medidos por espectroscopia de
massa. As propriedades mecéanicas dos palitos de dentina
desmineralizados com acido fosférico 10%, por 6 h, foram avaliados
(9 grupos; n =7) apds 2 h e 24 h dos tratamentos por testes de tragao.
Os resultados deste estudo mostram que os tratamentos com ECG e
EGCG levaram a mudancas sutis no espectro de coldgeno, j4 PALM,

ESU e PAHM causaram alteragdes mais visiveis. Os tratamentos com
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pCT, CT, EGC ndo foram capazes de melhorar a estabilidade
enzimatica do colageno e os filmes de dentina foram completamente
digeridos pelas colagenases. J4 os tratamentos com ECG e EGCG
aumentaram significantemente a resisténcia do coldgeno diminuindo
a digestdo do mesmo. Em relacdo aos testes de tragdo, o tratamento
por 24 h resultou em um aumento significante na resisténcia de tragao
para todos os reagentes testados. Com 1sso, os autores concluiram que
os tratamentos com os mondmeros presentes no extrato da semente da
uva sao eficazes na estabilizagio da matriz dentindria
desmineralizada.

de Assis et al., 2015 estudaram o efeito do EGCG nas
concentragdes de 0,5%, 1,0% e 2,0% como solu¢do antimicrobiana
em lesdes de carie formadas in vitro por modelos bacterianos. Dessa
forma, 25 amostras de dentina humana (4 x 4 x 2 mm) foram
submetidas ao processo de formacdo de carie in vitro por imersao em
solucdo de S mutans por 5 dias. Somente a dentina oclusal foi
desmineralizada, as outras superficies foram protegidas com um
verniz acido-resistente. Apos o periodo de desmineralizagdo, os
espécimes foram randomizados em cinco grupos: I) solucdo salina
0,9% (controle negativo), II) CLX 2% (controle positivo), III) EGCG
0,5%, IV) EGCG 1%, e V) EGCG 2%. Os grupos foram tratados com
15 pl de cada solugdo, por 60 s e secos com papel absorvente. Apds
os tratamentos, as amostras de dentina cariada foram coletadas e
analisadas por contagem de unidades formadoras de colonias (UFC).
Os resultados obtidos mostraram que os tratamentos com as

diferentes concentracdes de EGCG nao diferiram estatisticamente da
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solucdo salina 0,9% e nem entre as diferentes concentracdes usadas.
Somente a CLX 2% apresentou resultados significantes quanto acao
antimicrobiana. Dessa forma, os autores concluiram que o EGCG nas
concentragdes estudadas nao foi efetivo na eliminag¢do de S mutans
em lesdes de dentina cariada.

Khamverdi et al., 2015 avaliaram o efeito da adi¢ao de
EGCG na resisténcia adesiva dentinaria de dois adesivos auto-
condicionantes. Para isso, 64 terceiros molares higidos foram
divididos em 16 grupos. Incorporou-se extrato de EGCG 95% nas
concentragdes de 0 uM, 25 uM, 50 uM e 100 pM, diluidos em
solucdo agua/etanol (1:1), aos sistemas adesivos Clearfill SE Bond e
Filtek Silorane System. O grau de conversdo com a incorporagao do
EGCG foi realizado por espectroscopia FTIR, com analise de uma
pequena quantidade de cada adesivo colocado sobre um filme de
polietileno, apés evaporacao do solvente por 10 s. Os molares foram
preparados com a remogdo da superficie de esmalte oclusal expondo
uma area de dentina de 5 mm, polidas com lixa d’agua de granulagdo
600 por 30 s para padronizacdo da smear layer. ApOs os
procedimentos restauradores, os dentes foram seccionados
longitudinalmente para obtengdo de palitos de 1 + 0,1 mm’ que
ficaram armazenados em agua destilada a 37 °C. Trés palitos de cada
dente foi testado quanto a resisténcia a microtragdo apds 24 h
(controle), outros 3 sofreram 2500 ciclos de ciclagem térmica (5° C /
55° C, com tempo de permanéncia de 30 s), e os 3 restantes testados
apos 6 meses de armazenamento em agua destilada a 37° C. Duas

amostras de cada dente foram avaliadas em MEV. Os resultados
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obtidos mostraram ndo haver diferenca significativa no grau de
conversdao dos adesivos com incorporacdo de EGCG para nenhuma
concentragdo usada. Os valores médios de microtracio foram
significantemente maiores para o grupo Clearfill SE Bond em relacao
ao Filtek Silorane System. O tempo de estocagem so6 foi significante
para o grupo Clearfill SE Bond sem EGCG (0 uM). Os resultados de
MEV mostraram que a maioria das fraturas ocorreu na regido da
camada hibrida. Portanto, os autores concluiram que a adi¢ao de 100
uM de EGCG ao Clearfill SE Bond pode preservar a adesdo
dentinaria ¢ aumentar sua estabilidade, entretanto, a incorporagdo ao
Filtek Silorane System, especialmente em altas concentragdes reduz a

resisténcia adesiva apds 6 meses de armazenamento.

2.2 Teste de resisténcia a microtracgao

Sano et al., 1994a desenvolveram uma metodologia
para avaliar a adesdo dentinaria através do teste de microtracdo. Para
isto, dentes molares tiveram suas superficies oclusais planificadas
com remo¢ao de todo o esmalte, polimento com lixas de silica com
granula¢do 600 e posterior condicionamento acido e aplicacdo dos
sistemas adesivos, aplicados segundo os fabricantes. Os sistemas
adesivos usados foram: Scotchbond Multi-Purpose, Clearfil Liner
Bond 2 e Vitremer. Os dentes foram restaurados de modo plano com

resina composta ou iondémero de vidro, apresentando 5,0 mm de
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altura. Apos, foram armazenados em agua a 37 °C por 24 h. Cortes
seriados e entalhes do tipo ampulheta foram realizados na interface
adesiva obtendo dessa forma fatias de 0,5 e 3,0 mm, com area de 0,5
x 0,5 mm e 3,0 x 3,0 mm. Cada corpo-de-prova foi, entdo, fixado a
um dispositivo com cianoacrilato e submetido ao tracionamento a
uma velocidade de 1,0 mm / min até a fratura. As superficies
fraturadas foram analisadas quanto ao tipo de fratura e verificou-se
que a maioria das fraturas foi do tipo adesiva. Os resultados obtidos
mostraram uma correlagdo inversa entre a for¢a adesiva e a area de
superficie com diferenga estatisticamente significante. Os autores
concluiram que o teste ¢ capaz de mensurar altos valores de
resisténcia de unido sem que houvesse fraturas coesivas. O teste foi
entdo, denominado microtracgao.

Sano et al.,, 1994b avaliaram a relagdo entre a
resisténcia de unido dos materiais adesivos € a area de unido
dentinaria. Foram usados 20 terceiros molares humanos que tiveram o
esmalte oclusal seccionado com disco diamantado e a superficie
dentinaria polida com disco de lixa de granulacdo 600. Apds, a
dentina foi condicionada e restaurada com os sistemas adesivos:
Scotchbond Multi-Purpose, Clearfil Liner Bond 2 e Vitremer,
segundo as recomendagdes dos fabricantes. Os dentes foram
restaurados com um bloco de resina composta ou iondomero de vidro,
com 5,0 mm de altura. Foram obtidas fatias de espessura entre 0,5 ¢
3,0 mm pela realizagdo de cortes seriados. Desgastes do tipo
ampulheta foram confeccionados nas interfaces adesivas, com area

entre 0,5 x 0,5 ¢ 3,0 x 3,0 mm. Os resultados mostraram haver relagao
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entre valores de unido e area adesiva para todos os sistemas adesivos
estudados. Concluiu-se que o teste de microtragdo ¢ capaz de
mensurar altos valores de resisténcia de unido sem que houvesse
fraturas coesivas, ¢ dessa forma, permite a redu¢do do nimero de
dentes usados.

Schreiner et al., 1998 compararam a adesdo de 5
sistemas adesivos a dentina de 75 terceiros molares. Seis dentes
foram usados para cada grupo de sistema adesivo para o teste de
microtragdo, ¢ 7 dentes por grupo de adesivo para o ensaio de
cisalhamento. Apos os testes foram observados os tipos de fratura em
MEV. Os resultados demonstraram que o teste de microtracdo ¢
superior ao teste de cisalhamento, obtendo-se uma resisténcia de
unido mais elevada pelo ensaio de microtragdo. Isso pode ser
verificado pela maior incidéncia de fraturas do tipo coesiva quando
realizado o teste de cisalhamento. Com isso os autores concluiram
que o teste de microtragdo determina de uma maneira mais efetiva a
resisténcia adesiva dos materiais testados, se aproximando de uma
forma mais veridica das aplicagdes clinicas, em que a maioria das
falhas adesivas ocorre por forgas de tracao e ndo por cisalhamento.

Shono et al.,, 1999a devido a grande variacdo nos
valores obtidos nos testes de microtracdo, sugeriram uma
modificagdo na confec¢do dos corpos-de-prova. Ao invés de forma de
ampulheta, foram cortados em forma de palitos, com seccao
transversal de 1,0 x 1,0 mm. Com os resultados obtidos percebeu-se
que ¢ possivel comparar os valores relacionados a forca adesiva entre

os palitos e os corpos-de-prova em forma de ampulheta. No entanto,
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com o uso dos palitos ¢ possivel observar diferencas na regido de
adesao dentinaria.

Loguercio et al., 2005 estudaram a influéncia da
regido do espécime nos valores de unido e durabilidade da interface
de unido resina/dentina. Para isso utilizou-se 30 terceiros molares
humanos que tiveram o esmalte removido, com exposi¢dao da dentina.
Apos, dois sistemas adesivos (Single Bond e One-Step) foram
aplicados segundo a recomendacao do fabricante e aplicou-se RC (Z-
250) em camadas até a obten¢do de um bloco. Esses dentes, foram
entdo, divididos em 3 grupos (n= 5). Grupo A: confec¢do de palitos
com area de unido de 0,8 mm?, submetidos ao ensaio imediatamente
apds o corte. Grupo B: armazenamento dos dentes restaurados, por
periodo de 6 meses, antes do corte em palitos. Grupo C: sec¢do dos
palitos e armazenagem durante 6 meses. A localizacdo dentindria dos
palitos foi avaliada (centrais e periféricos) nos grupos A e B. Os
resultados mostraram que para o Single Bond os valores do grupo A
foram maiores estatisticamente que os grupos B e C. Para o One Step
o grupo A apresentou maior valores de unido que o grupo B e este
maior que o C. A andlise da regido dentindria mostrou que nao houve
diferenca estatistica entre as regides quando se realizou o ensaio
mecanico imediatamente apos o corte dos palitos. No entanto, apds
armazenamento por 6 meses, os palitos periféricos apresentaram
valores de unido menores que os centrais. Os autores concluiram que
o corte dos palitos com posterior armazenamento, altera os valores de
unido e que valores de unido sdo maiores na regido central, quando

comparados com a periferia.
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Yamaguchi et al., 2006 avaliaram a influéncia da
velocidade progressiva durante o ensaio de microtragdo com sistemas
adesivos de dois passos. Superficies dentinarias de incisivos bovinos
foram restauradas usando os sistemas adesivos Clearfil SE Bond ¢
Single Bond e a resina composta Clearfil AP-X. Os dentes foram
seccionados em fatias e tiveram suas interfaces de unido adesivas
desgastadas em forma de ampulheta, com 4rea de unifio de 1,0 mm®.
As amostras foram entdo submetidas ao ensaio de microtracdo com
velocidade progressiva de corte de 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0 mm/ min. Os
resultados mostraram nao haver diferenca estatistica significante em
relacdo a progressdo da velocidade nas diferentes estratégias.
Entretanto, o tipo de sistema adesivo usado influenciou na resisténcia
adesiva, sendo o sistema Single Bond o que apresentou os melhores
valores.

Betamar et al., 2007 avaliaram a influéncia do design
dos espécimes na resisténcia adesiva dentinaria ao ensaio de
microtragdo usando trés diferentes sistemas adesivos, através da
analise experimental e elemento finito. Para isso 270 incisivos
centrais bovinos, que tiveram suas superficies de dentina expostas,
foram divididos em trés grupos experimentais para cada sistema
adesivo usado (n = 90): Adper Prompt L-Pop, Adper Scotchbond
1XT e Adper Scotchbond Multi-Purpose Plus e restaurados com uma
camada de 5 a 6 mm de RC Filtek supreme. E entdo divididos de
acordo com o design dos espécimes (n = 30) em palito, haltere e
ampulheta. Para os espécimes em forma de palito, apds estocagem em

agua a 37 °C por 24 h, foram seccionados verticalmente em palitos de
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aproximadamente 1 mm’, em que foram selecionados 3 palitos de
cada dente com margens regulares e formato uniforme mensurando as
dimensdes 0,9 x 1,2 x 12 mm para o teste de microtracdo. Os
espécimes preparados em forma de haltere e ampulheta apds os
procedimentos adesivos foram seccionados em forma de palito de
aproximadamente 0,9 x 3,5 x 12 mm. Dois palitos de cada dente
foram selecionados, desgastados na regido da interface com broca
diamantada de 1,15 mm de didmetro em peg¢a de mao, em alta
velocidade sob refrigeracdo, ficando a por¢do mais estreita na
interface adesiva, um na forma de haltere ¢ o outro na forma de
ampulheta, sendo utilizados para isso, um molde de pléstico para cada
desenho assegurando a uniformidade das formas. Foi realizado entao
o teste de resisténcia adesiva a uma velocidade de 0,5 mm/min e os
espécimes fraturados analisados em microscopio Optico e
microscopia eletronica de varredura. Modelos para andlise de
elemento finito foram desenvolvidos para os trés designs usando o
programa TOMECH e visualizados pelo software de visualizagdo
FEMSYS. Os resultados foram analisados pelos testes de ANOVA
um fator, Tukey e Kaplan-Meier que nao encontraram diferengas
significativas entre a resisténcia adesiva dentinaria e os trés designs
estudados para o mesmo sistema adesivo (p > 0,05). No entanto
houve diferencas significativas entre os 3 sistemas adesivos quando
se utiliza um Unico design para os espécimes. Os resultados da analise
do elemento finito ndo mostraram diferencas significativas entre os
trés designs na tensdo maxima no interior da camada adesiva, embora

a distribui¢do de tensdes para o formato de ampulheta seguiu um
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padrdo diferente. Os autores concluiram que os diferentes designs das
amostras ndo influenciaram a resisténcia de unido adesiva aos
sistemas adesivos. Os resultados da analise por elemento finito foram
consistentes com os resultados experimentais.

Toledano et al., 2012 avaliaram a resisténcia de unido
resina-dentina e a degradacao do coldgeno pela acdo das MMPs sobre
a camada hibrida formada usando um adesivo de condicionamento
acido total impregnado por zinco (Zn). Para isso, foram usados os
adesivos Single Bond (SB) e Clearfil SE Bond (CSE). 10% de
particulas de 6xido de Zn (ZnO) foram adicionadas ao SB, e o
conjunto ZnO-SB foi vigorosamente agitado por 1 min usando um
agitador em um ambiente escuro. Sendo entdo verificada a
degradagdo da dentina pela determinacdo da concentracdo de
telopepitideo C-terminal (ICTP). Para isso, 30 terceiros molares
humanos inclusos e nao cariados tiveram suas superficies de esmalte,
cemento e polpa removidos, obtendo-se discos de dentina da porgao
média da coroa, usando um disco diamantado. Quatro palitos de
dentina foram obtidos de cada disco, totalizando 50 palitos, que
foram tratados previamente a realizagdo dos protocolos adesivos (n=
10). (1) Sem tratamento; (2) desmineralizagdo por acido fosfoérico a
37%:; (3) semelhante ao (2), seguida da aplicagdo do SB por 20 s; (4)
semelhante ao (2), seguida da aplicagdo de ZnO-SB por 20 s; (5)
aplicagdo de CSE primer 20 s e aplicagdo CSE adesivo 20 s. Dois
espécimes de cada grupo foram armazenados em saliva artificial, seus
sobrenadantes formados foram removidos apds 24 h, 1 semana e 4

semanas de agitacdo, e analisados quanto a liberacdo do produto da



51

degradacao do colageno tipo I (ICTP). Para avaliacdo da resisténcia
adesiva, 30 molares ndo cariados foram seccionados abaixo da juncao
dentina-esmalte (JDE) e divididos em trés grupos: (1) SB; (2) ZnO-
SB; (3) CSE. Todos os adesivos aplicados segundo o fabricante,
seguido da restauragdo com resina composta. Apds 24 h de
armazenagem em agua deionizada, os dentes foram seccionados em
palitos. Parte deles avaliados imediatamente e a outra metade apds 3
meses, pelo teste de microtragdo. Os resultados obtidos mostraram
que a degradagao do coldgeno ¢ significantemente reduzida pela
infiltracdo de adesivo, € para os trés tempos estudados seguiu o
padrao de ZnO-SB < CSE < SB para os valores de ICTP. Quanto ao
teste de resisténcia adesiva, em 24 h todos os adesivos foram
semelhantes, no entanto, apos 3 meses, somente o SB teve reducao
dos valores. Com isso os autores concluiram que a adicao de ZnO ao
SB reduz a degrada¢do do coldgeno e aumenta a durabilidade de

unido resina-dentina.



3 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi desenvolver um
adesivo experimental de condicionamento acido prévio, variando trés
concentragdes de epigalocatequina-3-galato (EGCG) visando a
longevidade das restauragdes adesivas em resina composta, com a
manutencao da camada hibrida; e realizar a andlise das propriedades
mecanicas, fisico-quimicas, ¢ biologica das diferentes formulacoes

adesivas manipuladas.



4 MATERIAL E METODOS

Este projeto de pesquisa foi submetido a aprovacao do
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Sao Jos¢ dos Campos - UNESP, sob parecer

de n® 532.725 em 11/02/2014 CEPa (ANEXO A).

4.1 Manipulac¢ao dos adesivos experimentais

A composi¢do dos sistemas adesivos baseou-se em
trabalhos que pré-estabelecem o protocolo de formulagdo dos
mesmos (Park et al., 2009a, 2009b) e a manipulagio foi
supervisionada pela Faculty of Dentistry - University of Toronto, por
parceria entre as Institui¢des envolvidas. Todos os componentes
utilizados para a manipulagdo dos adesivos foram do fabricante
Sigma Aldrich (Alemanha).

Para o preparo dos adesivos experimentais, foram
adicionados Bisfenol glicidil metacrilato (BisGMA) e 2-Hidroxietil
metacrilato (HEMA) na propor¢ao de 55% / 45% em peso (Park et
al., 2009a, 2009b) (Figura 1A). Os mondmeros foram inseridos em

recipiente de vidro escuro na cor ambar (Figura 1B) e misturados a
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velocidade de 2000 rotagcdes por minuto (rpm) por 30 min em
ambiente sem luminosidade. Dois componentes foram utilizados para
a fotoiniciacdo: o fotoiniciador hidrofébico canforoquinona (0,5%
mol), o co-fotoiniciador 2-dimetil-aminoetil-metacrilato (DMAEMA)
(0,5% mol) (Figura 1C) (Ye et al., 2009). A concentra¢ao de tais

componentes foi calculada a partir da quantidade total dos

mondmeros, € a mistura realizada a velocidade de 2000 rpm por 12 h

(Park et al., 2009a, 2009b).

Figura 1 — Materiais usados para manipulagdo dos adesivos experimentais: A)
HEMA e BisGMA; B) Recipiente de vidro ambar para manipulagdo e
armazenamento dos adesivos; C) DMAEMA e Canforoquinona.

Em seguida, os adesivos foram divididos em dois

grupos experimentais:

a) Grupo Controle — adesivo experimental de
condicionamento acido prévio simplificado 2
passos, manipulado sem qualquer modificagdao

na formulagao;
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b) Grupo EGCG - adesivo experimental de
condicionamento acido prévio simplificado 2
passos, modificado com a insercdo de
epigalocatequina-3-galato (EGCG) em trés
diferentes concentracdes, dividindo-o em trés
subgrupos (EGCG 0.5; EGCG 1.0; EGCG
L.5).

A estrutura quimica dos componentes utilizados na

manipulacdo dos adesivos experimentais esta ilustrada na Figura 2.

HC CH
B Ko wed ™
o o
o—>—\ s °
oH Ho oo OH
o-co—Qou CH,
ol
C) HC, ,CH, D) HsC s
Cc
(l: / O N\CH’
0 O—CH-’CH—OH (:: ;]
O

Figura 2 — Estruturas quimicas dos componentes usados para manipulagdo dos
adesivos. A) EGCG; B) BisGMA; C) HEMA; D) Canforoquinona; E) DMAEMA.

Um estudo preliminar foi realizado para determinar as
concentragdes de EGCG a serem adicionadas ao adesivo

experimental. As proporcoes de 0,5% (EGCG 0.5), 1,0% (EGCG 1.0)
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e 1,5% (EGCG 1.5), em peso, foram as selecionadas e adicionadas ao
adesivo experimental, sendo calculadas a partir da quantidade total do
adesivo em peso (Du et al., 2012). Para isso, o componente EGCG foi
dissolvido em dlcool etilico absoluto 99,5% (Sigma Aldrich,
Alemanha) nas concentragdoes de 5 mg/ml (0,5%); 10 mg/ml (1,0%);
15 mg/ml (1,5%) e adicionado ao adesivo experimental manipulado,
na propor¢do de 2%, chegando as concentragdes finais de 100 ug/ml,
200 pg/ml e 300 pg/ml, respectivamente. Os adesivos foram, entdo,
levados ao tubo agitador e misturados vigorosamente por 15 min a
2000 rpm, em ambiente sem luminosidade para homogeneizagdo dos

componentes.

A escolha das propor¢coes de EGCG adicionadas ao
adesivo baseou-se no grau de conversdo (GC) em espectroscopia
Micro-Raman (Sistema 2000, Renishaw Engineering, Wotton-under-
Edge, UK) dos adesivos modificados pelas diferentes concentracoes
de EGCG, comparado ao adesivo Controle. Para determinagdo do GC,
cinco gotas (3,0 ul cada) de cada adesivo foram fotopolimerizadas
usando um fotopolimerizador de LED (1100 mW/cm® de intensidade)
a 3 mm de distdncia, e analisadas por meio de quatro leituras
consecutivas, 1 min cada, no equipamento Micro-Raman, sob uma
regido de espectro entre 875-1785 cm™'. Através da comparacio entre
as razoes obtidas dos adesivos nao polimerizados e polimerizados,
feitas pelo proprio equipamento, calculou-se a propor¢ao de ligacdes
C=C alifaticas transformadas em ligacdes simples C-C, caracterizando

a conversao.
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Para o calculo do grau de conversdao utlilizou-se a

seguinte formula (Atai et al., 2007):

]
%GC =1 |- [ (1637(cm _interface interna)) pico apds a fotopolimerizacao x 100

-1/
(1637(cm interface interna)) pico antes da fotopolimerizagao

Foram selecionadas as proporgoes (% em peso) de
EGGC adicionadas ao adesivo que nao alteraram o GC dos mesmos,
comparado ao adesivo controle experimental, através do céalculo da
média do GC de cada adesivo e comparagdo entre os grupos atraves
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (KW = 15,388; p =
0,0015) e Teste de Dunn (5%) realizados pelo programa StatistiX 8.0
(Tabela 1). Os adesivos com as concentragdes de EGCG 1.0 e EGCG
1.5 apresentaram valores de GC estatisticamente maiores que o

Controle. Este foi semelhante ao grupo EGCG 0.5.

Tabela 1 — Teste de Comparagdes Multiplas de Dunn (5%) para o grau
de conversdo (em porcentagem) entre os grupos

EXI‘;CL‘;IS;Z‘I’LB Média % (- DP)  Mediana (25°-75°)  Grupos homogéneos
EGCG 1.5 99,11 (£0,65) 99,54 (98,46 - 99,55) A
EGCG 1.0 99,02 (£0,31) 99,05 (98,73 —99,31) A
EGCG 0.5 96,58 (£ 1,72) 97,02 (94,76 — 98,17) A B

Controle 85,47 (= 7,16) 87,43 (78,19 —-91,78)
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4.2 Analises mecanicas

4.2.1 Resisténcia flexural em trés pontos (RF), Mddulo de elasticidade
(ME) e Mdédulo de resiliéncia (Re)

Dez amostras de cada adesivo (n = 10) foram
confeccionadas. Para isso, uma matriz de Teflon (Figura 3A) com
dimensdes retangulares (12 mm comprimento x 2 mm largura x 2 mm
altura) foi utilizada (Odeme Equipamentos Médicos e Odontologicos
Ltda, Luzerna, SC). Cada adesivo ainda nao polimerizado foi inserido
com auxilio de uma micropipeta (Figura 3B) (Pipetman Stater Kit —
Gilson S.A.S. — Villiers-le-Bel, Fr), e uma tira de poliéster
transparente (FAVA, Sdo Paulo, SP) posicionada sobre a matriz
seguida de fotopolimerizacao por 40 s (20 s em cada metade do corpo
de prova) utilizando o mesmo fotopolimerizador de LED, resultando
em corpos-de-prova rigidos (Figura 3C).

Cada amostra teve suas dimensdes mensuradas com
paquimetro digital (Starrett Industria e Comércio Ltda., Ita, SP,
Brasil), e entdo armazenadas em agua destilada por 24 h a 37 °C em
estufa bacteriologica (ECB 11 Digital - Odontobras, Ribeirdo Preto,
SP, Brasil) antes da realizacdo dos testes. Apos esse periodo, cada
corpo-de-prova foi colocado sobre um suporte metalico (Figura 3D)
fixado na base da maquina de ensaios universal EMIC, e submetidos
ao ensaio de flexdo em modificado (Condon, Ferracane, 1996),

conforme norma ISO 4049, para determinar a resisténcia a
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microflexdo em tré€s pontos e o modulo de elasticidade. Esse suporte ¢
vazado na por¢ao central, contém duas superficies paralelas distantes
entre si por 9,0 mm, o que proporciona dois apoios nas extremidades
(Figura 3E). Utilizando uma célula de carga de 10 Kg, um pino
metalico ¢ fixado na parte superior da EMIC e exerce uma forga de
0,5 Nm/s a uma velocidade de 0,5 mm/min no centro do corpo-de-
prova, equidistante aos pontos de apoio, gerando a for¢a de flexdo até

a fratura (Figura 3F).

Figura 3 — A) Matriz de Teflon para confec¢do dos espécimes; B) Inser¢do do adesivo
com auxilio de uma micropipeta; C) Corpo-de-prova rigido; D) Corpo-de-prova sobre o
suporte metalico para realizagdo do teste; E) Pino metalico equidistante aos pontos de
apoio; F) Espécime fraturado.

Os resultados de resisténcia flexural em trés pontos
foram computados automaticamente por um computador acoplado
para mapeamento de ensaio em N e convertidos em MPa utilizando a

formula da especificagao ISO 4049, descrita a seguir:
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RF=3FI / 2bh?

Onde RF ¢ a resisténcia flexural (MPa), F ¢ carga
maxima suportada (N), I € o comprimento entre os pontos de apoio (9
mm), b ¢ a largura do espécime (2 mm) e h € a espessura do espécime

(2 mm).
O calculo do ME foi realizado a partir das curvas de
deflexdo da carga registradas (Arcis et al., 2002), seguindo a férmula:

ME=I3 x F1 / 4fbh’

Onde I ¢ a distancia entre os suportes, b (2 mm) ¢ h
(2mm) sdo respectivamente a largura e a altura dos corpos de prova,

F1 (N) a carga e f (mm) a deflex@o da barra (na fase elastica).

O médulo de resiliéncia (Re) foi calculado para cada

amostra pela seguinte equacao:

Re = (RF)* / 2ME

Onde RF ¢ a resisténcia flexural, ¢ ME o moédulo de

elasticidade (Peutzfeldt, Asmussen, 1992).

4.2.2 Resisténcia a compressao (RCo)
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Para o calculo da resisténcia a compressiao (RCo)
(MPa) foram confeccionados dez corpos-de-prova em forma de
cilindro para cada grupo utilizando-se uma matriz de Teflon cilindrica
(6 mm didmetro x 3 mm espessura) (Wendt, 1987). Os adesivos foram
inseridos nos moldes de Teflon com auxilio de uma micropipeta, uma
tira de poliéster sobreposta sobre a matriz para ndo haver evaporagao
do adesivo, e fotopolimerizacdao por 40 s. As rebarbas de material

foram removidas com uma lamina de bisturi n°® 12.

Todos os corpos-de-prova foram entdo submetidos a
uma carga diametral de 1000 Kg (EMIC DL-1000 — Equipamentos e
Sistemas Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil) com velocidade de
carregamento de 1,0 mm/min e aplicagdo da carga no sentido da
compressdo (Figura 4A), em dire¢do ao longo eixo dos espécimes

(Figuras 4B e 4C), at¢ a fratura (Figura 4D).

Os valores de RCo foram calculados em MPa, para

cada amostra, através da seguinte equagao:

RCo=F/A,

Onde F ¢ a carga necessaria para a fratura (N), e Ab ¢ a

area da base do corpo-de-prova (Ab = nir’) em mm” (n = 3,14).



62

_ __4
Figura 4 — A) Dispositivos usados no teste; B) Espécime colocado no dispositivo; C)
Disco comegando a comprimir o espécime; D) espécime fraturado.

4.3 Analises Fisico-Quimicas

4.3.1 Sorc¢do (A) e Solubilidade (S) em dgua

Para cada adesivo testado foram confeccionados
espécimes (n = 6) em forma de disco com dimensdes de 7 mm de
didmetro x 2 mm altura usando uma matriz de Teflon. Esse didmetro
foi confeccionado de modo que ocorresse uma padronizagdo de
polimerizagdo das amostras em relagdo ao diametro da ponta do

fotopolimerizador. O adesivo foi inserido na matriz de Teflon, auxilio
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de uma micropipeta (Figura 5A), coberto com uma tira de matriz de

poliéster e fotopolimerizado por 40 s (Figura 5B).

Os corpos-de-prova foram, entdo, armazenados secos
individualmente em ependorffs e colocados em um dissecador
contendo gel de silica a 37 °C por 24 h. Apos esse periodo, cada
corpo-de-prova foi retirado do dissecador por meio de uma pinga
clinica para evitar contato com qualquer outra superficie, ¢ pesados
repetidas vezes, apos ciclos de 24 h, usando uma balanga analitica
eletronica de precisao de 0,0001 g (Mettler, Toledo, OH, USA). Esta
sequéncia de pesagem foi repetida até que uma massa constante (mi)
fosse alcancada, de modo que a diferenga entre as pesagens entre os

ciclos nao fosse maior que 0,1 mg (ISO 4049:2000).

As medidas do diametro e da espessura de cada
espécime foram obtidas por meio de um paquimetro eletronico digital
(Starrett Indastria e Comércio Ltda., Itt, SP, Brasil). Através das
médias do didmetro e da espessura calculou-se a area (A) do espécime
em mm’, e o volume (V) em mm’ (V= r* h; onde r corresponde ao

raio e h a espessura do espécime).

Os discos foram entdo imersos individualmente em
ependorffs contendo 1 ml de agua destilada (Figura 5C) e
armazenados em estufa a 37 °C, por um total de 28 dias (Hiraishi et
al., 2008). Apos o 28° dia, os ependorffs foram removidos da estufa e
mantidos em temperatura ambiente (23 = 1 °C) por 2 h. Os espécimes
foram, entdo, retirados da 4gua, lavados em d4gua destilada,

cuidadosamente limpos com papel absorvente por 15 s, sendo
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novamente pesados apos 1 min (ms). Em seguida, as amostras foram
novamente colocadas em ependorffs individuais sem agua contendo
géis de silica (Figura 5D), e armazenados por 24 h em estufa a 37 °C
para desidratacdo. Passado esse periodo, cada espécime foi novamente
pesado (Figura SE) apds ciclos de 24 h até se obter uma massa
constante (md), de forma que a diferenca das pesagens entre os ciclos

nao fosse maior que 0,1 mg.

Figura 5 — A) Insergao do adesivo com auxilio de uma micropipeta na matriz de Teflon
para confecgao dos espécimes; B) Espécime de adesivo em forma de disco; C) Disco de
adesivo imerso individualmente em 1 ml de agua destilada dentro do ependorff; D)
Espécime em ependorff sem agua contendo géis de silica para desidratagédo; E)
Espécime pesado individualmente em balanga analitica eletrénica de preciséo.
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A porcentagem de sor¢ao em agua e de solubilidade,
em pg/mm’ foi calculada usando as seguintes equagdes (Kalachandra,

Turner, 1987):

A% =100 (ms —mi/ V); S% =100 (mi —md / V)

4.3.2 Contragdo de Polimerizagdo (CP)

Para mensuracdo da contragdo de polimerizagao dos
adesivos experimentais foi utilizado o aparelho de video-imagem
Acuvol™ (Bisco, Inc.), que captura ¢ analisa imagens da amostra, e
permite o calculo da porcentagem da alteragdo de volume apds a
polimerizacdo (Figura 6A e 6B). Para isso, uma gota de adesivo de
cerca de 2 pul foi gotejada com auxilio de uma micropipeta (Pipetman
Stater Kit — Gilson S.A.S. — Villiers-le-Bel, Fr), aguardou-se 15 s para
acomodag¢do da gota na base do equipamento (Figuras 6C), realizou-se
a leitura da gota previamente a fotopolimerizagdo, polimerizou por 10
s (Figura 6D) e uma nova leitura foi realizada (Figura 6E). O teste foi
repetido dez vezes para cada grupo de adesivo experimental.

Os resultados sdo dados em porcentagem pelo proprio

equipamento, e depois realizada a média dos grupos.
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Figura 6 — A e B) Aparelho de video-imagem Acuvol™; C) Base do equipamento onde é
gotejado o adesivo; D) Fotopolimerizacdo da gota de adesivo apdés acomodacéo; E)
Leitura da gota de adesivo polimerizada.

4.4 Teste de resisténcia adesiva

4.4.1 Selecao dos dentes

Foram utilizados terceiros molares humanos higidos,
extraidos por razdes terapéuticas nao relacionadas a esta pesquisa
(doenga periodontal e/ou indicagdo ortodontica), na clinica do
Departamento de Diagnostico e Cirurgia do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia — Campos de Sao Jos¢ dos Campos, UNESP — Univ
Estadual Paulista. Os dentes foram limpos com curetas periodontais ¢

pasta de pedra pomes e agua, aplicada com escovas de Robinson, e
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conservados em solucdo de timol a 0,1% a 9 °C até o inicio da

pesquisa (Titley et al., 1998).

4.4.2 Selegao e Preparo dos Espécimes

Oitenta molares humanos higidos (Figura 7A) recém-
extraidos e armazenados por até¢ 30 dias em freezer a 7 °C foram
preparados realizando-se desgaste da superficie oclusal com o
emprego de lixa d’agua de granulagao P400 (Fepa-P, Panambra, Sao
Paulo, SP, Brasil), acoplados a uma politriz circular (DP-10,
Panambra, Sao Paulo, SP, Brasil) a 300 rpm, sob refrigeragdao
permanente com agua (Figura 7B), criando uma superficie plana de
dentina (Figura 7C). Para padronizacdo da smear layer utilizou-se
discos de lixa de carboneto de silicio (Extec Corp. Enfield, CT, EUA)
de granulacao 600, sob refrigeragdo abundante, por 10 s, a 300 rpm
(Figura 7D). Em seguida, foram usados moldes de silicone industrial
Rhodorsil (Artigos Odontologicos Classico, Campo Limpo Paulista,
SP, Brasil) de formato cilindrico com medidas internas de 1,5 cm de
altura e 2,0 cm de diametro (Figura 7E), que foram preenchidos com
resina acrilica quimicamente ativada incolor (Jet, Artigos
Odontologicos Classico, Sao Paulo, SP, Brasil) quando na sua fase
pegajosa (Figura 7F). Os dentes foram entdo inseridos pelas raizes, até
1 mm abaixo da jun¢do cemento-esmalte, de forma que a superficie

oclusal ficasse paralela a base da matriz de silicone. Concluida a
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polimerizagao, os espécimes foram retirados do molde (Figura 7G). A
parte superior do bloco, onde se encontra o dente embutido com a
superficie oclusal desgastada foi novamente polida por 1 min, sob
refrigeracdo constante, com discos de lixa d’agua P600 (Fepa-P,
Panambra, Sao Paulo, SP, Brasil), utilizando o dispositivo de
polimento automatico Autopol - 2 (Panambra, Sdo Paulo, SP, Brasil)
acoplado a politriz circular, que garante que a superficie polida fique
exatamente perpendicular ao longo eixo do cilindro, para remocao de
residuos e padronizagdo da smear layer. A parte inferior do cilindro,
s6 em resina, foi polida por 3 min com a lixa P400 (Fepa-P,
Panambra, Sao Paulo, SP, Brasil), sob uma carga de 440 gr, para
planificacdo e padronizagdo da textura de superficie (Figura 7H).
Concluida essa etapa, todos os espécimes ficaram imersos em agua

destilada até o momento da realizagdo dos procedimentos adesivos.

.

Figura 7 — Preparo e embutimento dos espécimes. A) Molar humano higido; B) Desgaste
da superficie de esmalte para exposi¢do de uma area de dentina oclusal plana; C) Dente
com a superficie oclusal plana; D) Padronizacdo da smear layer;, E) Matriz de silicone
para embutir os espécimes; F) Preenchimento com resina acrilica quimicamente ativada;

G) Remocdo do espécime apos reacdo de presa; H) Polimento dos espécimes para
planificagdo e padronizacdo das superficies.
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4.4.3 Procedimento Adesivo

Os adesivos experimentais foram aplicados sobre a
dentina exposta, apo6s condicionamento acido prévio, sendo
classificados como sistema adesivo de condicionamento acido prévio
simplificado de 2 passos. Para isso, foi adicionado aos adesivos
experimentais 30% vol. em alcool etilico absoluto 99,5% (Sigma
Aldrich, Alemanha) como solvente e deixado sobre agitagao por 24 h
para homogeneizacdo dos adesivos com o alcool etilico antes da
realizacdo dos procedimentos adesivos. A seguir, descreve-se

detalhadamente a sequéncia de aplicagdo para cada grupo:

Grupo Controle — 4cido fosforico a 37% por 15 s
(Figura 8A); lavagem com spray ar-agua por 30 s; remocdo do
excesso de umidade com papel absorvente (Figura 8B); aplicagcdao de
duas camadas consecutivas do adesivo experimental controle, agitacdo
do produto com pincel aplicador (Microbrush Interanational, WI,
EUA) por 15 s (Figura 8C), secagem suave com jato de ar por 5 s para
evaporagao do solvente, seguida de fotopolimerizagao por 20 s.

Grupo EGCG - dividido em trés subgrupos, de

acordo com a concentragdo de EGCG presente em cada adesivo:

a) EGCG 0.5 — acido fosforico a 37% por 15 s;
lavagem com spray ar-agua por 30s; remocao
do excesso de umidade com papel absorvente;
aplicacdo de duas camadas consecutivas do

adesivo  experimental contendo EGCG
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(concentragao 0.5 mg/ml), agitagao do produto
com pincel aplicador (Microbrush
Interanational, WI, EUA) por 15 s, secagem
suave com jato de ar para evaporagao do
solvente por 5 s, seguida de fotopolimerizagdo
por 20 s;

b) EGCG 1.0 — procedimento semelhante ao
realizado pelo EGCG 0.5, alterando-se apenas
a concentracdo do EGCG (concentragdao 1.0
mg/ml);

¢) EGCG 1.5 — procedimento semelhante ao
realizado pelo grupo EGCG 0.5, alterando-se
apenas a  concentracdo do  EGCG

(concentragdo 1.5 mg/ml).

4.4 .4 Procedimento Restaurador

Realizado o procedimento adesivo, todos os corpos-de-
prova foram restaurados com a resina composta Z-350XT (3M ESPE,
St. Paul, MN, USA), em 3 incrementos de 2,0 mm de espessura
(Figura 8D).

Cada incremento foi fotopolimerizado por 20 s, a uma
distancia padronizada, com aparelho de luz LED, comprimento de

onda que varia entre 440 nm a 480 nm e densidade de poténcia de
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1100 mW/cm® de intensidade (Demi Plus, Kerr, Joinville, Brasil).
Uma fotoativagdo complementar foi realizada por 40 s em cada lado
da restauragao.

Todas as amostras foram, entdo, armazenadas em agua
destilada. Apo6s o periodo de 24 h, metade dos espécimes de cada
grupo foi submetida ao teste de microtragao.

Os espécimes restantes permaneceram armazenados
em agua destilada, em estufa bacterioldgica, a 37 °C por um periodo

de 6 meses, com troca de dgua semanal, até a realiza¢do do teste de

microtragao apds armazenamento.

Figura 8 — Procedimento adesivo e restaurador. A) Condicionamento da superficie oclusal
com acido fosforico 37% por 15 s; B) Superficie oclusal apds remocdo do excesso de
umidade com papel absorvente; C) Aplicagdo do adesivo experimental; D) Dente
restaurado com resina composta.

Os materiais, fabricantes, suas composi¢oes e lotes

usados nesse estudo estao listados no Quadro 1.
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Quadro 1 — Materiais usados no estudo, fabricantes, suas composi¢des
e lotes

MATERIAL FABRICANTE COMPOSICAO LOTE

Acido Fosférico Fusion Duralink | Acido fosférico a 37%, Espessante,

37% / Angelus Corante, Agua deionizada. 26824

Ceramica tratada com silano,
BisGMA, bisfenol A polietileno
glicol diéter dimetacrilato
(BisEMA), silica tratada com
silano, silica-0xido de zircOnia
3M ESPE tratado com silano, diuretano 881383
dimetacrilato, dimetacrilato
polietilenoglicol, dimetacrilato de
trietileno glicol (TEGDMA), 2,6-di-
terc-butil-p-cresol (BHT) e
pigmentos.

Filtek™® 7350 XT
Cor A3 Esmalte

4.4.5 Teste de resisténcia adesiva a microtracao (RA)

Vinte dentes restaurados de cada grupo experimental
foram preparados para o teste de resisténcia adesiva. Apos 24 h da
confec¢do dos procedimentos adesivos e restauradores, metade dos
dentes armazenados (n = 10) foram randomizados e realizadas sec¢des
paralelas ao longo eixo dos dentes nos sentidos mésio-distal (MD) e
vestibulo-lingual (VL), com espessura aproximada de 1.0 mm, em
uma maquina de cortes seriados Labcut 1010 (Extec Technologies
Inc., Enfield, CT, EUA) utilizando-se um disco de diamante (Figura
9A) em baixa velocidade, sob refrigeracio abundante, obtendo-se

palitos de resina composta e estrutura dental (Figura 9B). Cada dente
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originou cerca de seis a nove palitos internos (Figura 9C). Os palitos
selecionados para o ensaio de microtragdo foram aqueles em que a
area de unido permaneceu preservada apds as seccgdes, € as estruturas
adjacentes a interface adesiva ofereceram extensao minima de 2.0 mm
e nenhum defeito superficial. A outra metade dos dentes de cada dente
permaneceu armazenada pelo tempo determinado para posterior

obteng¢do dos palitos para o teste de microtracgao.

Cada grupo foi dividido em 2 subgrupos (n=10), de

acordo com o tempo de armazenagem:

a) Imediato: 24 h de armazenagem em 4gua
destilada a 37 °C;

b) 6 meses: 6 meses de armazenagem em agua
destilada a 37 °C, sendo a agua destilada
trocada semanalmente (Kitasako et al., 2000;

Hashimoto et al., 2003; Abdalla et al., 2007).

A érea dos palitos foi mensurada previamente a
execu¢ao do ensaio mecanico (Figura 9D) com um paquimetro
eletronico digital (Starrett industria e Comércio Ltda, Sdo Paulo, SP,
Brasil).

O valor da area e o valor de carga para rompimento da
unido serviu para calcular a resisténcia de unido a tragdo em Mega

Pascal (MPa) através da seguinte férmula:
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Rm=F/A

Onde: Rm ¢ a resisténcia a microtracdo; F ¢ a forca

aplicada em Kgf; e A ¢ a area de unido em mm.

Figura 9 — Secgdes perpendiculares a interface adesiva nos sentidos MD e VL em
cortadeira de precisdo em baixa velocidade Labcut 1010; B) Obtencao de nove palitos por
dente; C) Corpo-de-prova na forma de paralelogramo de resina composta e estrutura
dental; D) Mensuracao da area de cada palito com auxilio de um paquimetro digital.

Cada corpo-de-prova foi, entao, fixado
individualmente em um dispositivo para teste de microtragao (Figura
10A), pelas suas extremidades, com um adesivo instantaneo gel a base
de cianoacrilato (Loctite 454 gel, Henkel, Itapevi, SP, Brasil), de

modo a posicionar a area adesiva perpendicularmente ao longo eixo da
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forca de tragdo (Perdigao et al., 2002), para realizacdo do ensaio de
microtragdo (Figura 10B) em maquina de testes universais EMIC
(DL-1000, Equipamentos e Sistemas Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR,
Brasil). Foi utilizada uma célula de carga de 10 Kgf, a uma velocidade
de 0,5 mm/min (ISO/TR 11405:1994). No momento da fratura, o
movimento foi interrompido de forma automadtica, o corpo-de-prova
removido da maquina (Figura 10C), e os valores referentes a

resisténcia de unido em MPa coletados e tabelados para a realizagao

da analise estatistica.

Figura 11 — Teste de microtracdo: A) Fixagao individual do corpo-de-prova no dispositivo
para teste de microtracdo; B) Corpo-de-prova posicionado na maquina EMIC para
realizagdo do ensaio de microtragéo; C) Corpo-de-prova fraturado.

Os palitos fraturados apos a realizacdo do teste de
microtragdo foram analisados em estereomicroscopio X20 (Stemi
2000 — Karl Zeiss NTS GmbH, Oberkochen, Alemanha) com aumento
de 50 vezes, para determinar qual o tipo de fratura (Ohkubo et al.,

1982; Sengun et al., 2002) (Figura 11):

Coesiva em RC: Fratura predominantemente (cerca de

75%) no interior da resina composta;
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Coesiva em Dentina: Fratura predominantemente

(cerca de 75%) no interior da dentina;

Adesiva: Fratura na interface adesivo / dentina ou na
interface adesivo / resina composta, em mais de 75% da éarea

analisada;

Mista: Fraturas sem predominancia maior que 75% de

qualquer tipo de falha.

FRATURA COESIVA EM RESINA FRATURA ADESIVA

FRATURA COESIVA EM DENTINA FRATURA MISTA

Figura 11 — Tipos de fratura dos espécimes apos teste de microtragao.

Os dados resultantes de fraturas coesivas foram
desprezados, sendo utilizados apenas os dados das fraturas adesivas e
mistas. Para efeito de analise estatistica, uma média calculada com os

palitos testados foi realizada para cada dente preparado.
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4.4.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para analise da interface adesiva frente aos diferentes
tratamentos, prepararam-se dois espécimes adicionais de cada grupo
que foram observados em MEV. Para isso, os espécimes foram
preparados e restaurados de forma similar a técnica empregada para o
ensaio mecanico por microtracdo. Seccionados no sentido MD e VL
em maquina de cortes seriados Labcut, obtendo-se quatro corpos-de-

prova de cada espécime.

Para observagdo da interface adesiva, cada corpo-de-
prova teve sua interface polida com lixas d’agua de granulacao
crescente (600, 1200 e 4000) em politriz circular sob refrigeracdo, e
posteriormente fixados em glutaraldeido a 2,5% em 0,1 M de
cacodilato de sodio solucao tampao, a 4 °C, por 12 h, com trés trocas,
seguido por agua destilada por 1 min, e desidratados numa série
ascendente de etanol (25% por 20 min, 50% por 20 min, 75% por 20
min, 95% por 30 min ¢ 100% por 60 min). Apos essa etapa, 0s
espécimes ficaram imersos, por 10 min, em hexamethyldisilazane
(Fluka), em uma capela para exaustdo de gases sobre um filtro de
papel sob uma campanula de vidro, por 30 min, em temperatura

ambiente para completar a desidratagdo (Perdigao et al., 1995).

ApOs essa etapa os corpos-de-prova foram montados
em stubs de aluminio e observados em MEV (Phenom World Pro X —
Anacom Cientifica, SP, BR) em baixo vacuo com ampliagao de 2000

vezes, ndao sendo necessario, portanto, sua metalizagao.
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4.5 Analise biologica

4.5.1 Ensaio de citotoxicidade (CI)

Para o teste de citotoxicidade os extratos originais
(adesivos manipulados) e suas diluigdes foram colocados em contato

com fibroblastos de polpa dentdria humana.

4.5.1.1 Descongelamento

Todos os procedimentos foram realizados dentro da
capela de fluxo laminar (Grupo Veco, Campinas, Brasil). Em um
frasco médio para cultura celular (garrafa 75 cm® — 270 ml) foram
pipetados 10 ml de meio de cultura. Este meio tem como fungdo
nutricdo celular e neutralizacdo do DMSO (dimetilsulfoxido) (Sigma
Aldrich Co., Germany), substancia em que a célula ¢ congelada e em
temperatura ambiente torna-se toxica para as mesmas. O puxador e a
caixa do tambor de nitrogénio (Thermo Fisher Scientific Inc, United
States) (Figura 12A), que continham as células fibroblastos de polpa
dentaria humana, foram selecionados de acordo com o livro de
registros do banco de células do laboratorio de cultura de células do

Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sdo José¢ dos Campos/SP —
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UNESP. Um tubo criogénico foi, entdo, removido e levado a banho-
maria (Quimis, Aparelhos Cientificos, Brasil) até o descongelamento
(Figura 12B). Apo6s, o conteudo descongelado foi despejado no frasco

de cultura celular contendo meio de cultura (Figura 12C).

O frasco foi levado ao microscopio de luz invertida
(Leica Leitz, Germany) para constatar a presenca das células. Apos, o
frasco foi levado a estufa atmosférica a 37 °C com tensao de CO, 5%

(Thermo Fisher Scientific Inc, United States).

Figura 12 — A) Tambor de nitrogénio e puxador com as caixas contendo as células
congeladas; B) Coleta das células fibroblastos de polpa dentaria humana do tubo
criogénico; C) Passagem das células para a garrafa de cultivo celular.

4.5.1.2 Preparo dos meios condicionados

Fibroblastos da polpa dentdria humana foram
cultivados em DMEM (Meio de Eagle modificado por Dulbecco)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de solugdo

antibiotica (Penicilina / Streptomicina — Sigma Aldrich, Alemanha).
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Para o plaqueamento utilizou-se uma quantidade de
3000 células por pogo, numa placa de 96 pogos. Todas as placas foram
incubadas por 24 h em estufa 37 °C (5% de CO,).Para obter um meio
condicionado, tubos de ensaio contendo 0,4 g de adesivo foram
preenchidos com 1 ml de DMEM fresco para cada grupo.

Estes meios foram colocados em contato com os
adesivos ndo polimerizados (Figura 13A) e agitados em aparelho
Vortex (TS-2000A VDRL Shaker — Biomixer, Curitiba, Br) por 1 min
para homogeneizacao.

Passados 24 h do plaqueamento, o meio antigo foi
removido (Figura 13B) e as culturas celulares expostas a 100 pul de
diluigdes seriadas (10%, 1%, 0,1%, ¢ 0,01%) e 100 ul dos extratos
originais dos materiais (100%); para controle negativo foram usados
100 pul de meio de cultura sem células (branco) e para controle
positivo 100 pl de meio de cultura com células.

As placas foram incubadas em estufa em 5% de CO, a
37 °C por 24 h, 48 h e 72 h. Para cada dilui¢cao dos extratos originais e
para os controles foram plaqueados 6 pocos por placa (Figura 13C).

Desse modo, obtivemos 36 amostras para cada adesivo.
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Figura 13 — A) Meio contendo adesivo n&do polimerizado antes da agitagdo no Vortex; B)
Remocéo do meio antigo; C) Placa de 96 pogos com o plaqueamento de seis pogos por
diluicdo dos extratos originais e os controles.

4.5.1.3 Teste de viabilidade celular por SRB

O teste de citotoxicidade adotado baseia-se na
coloragao de proteinas pelo corante SRB (sulforodamina B). Este
corante apresenta dois grupos sulfonicos que se ligam as proteinas das
células fixadas na placa. Estas proteinas foram previamente
precipitadas pelo 4cido tricloroacético (TCA). Apos 24 h das células
em contato com o0s extratos, removeu-se 0 meio € 0s pocos foram
lavados com 100 pl de solugdo de PBS (solugdo salina tamponada), e
substituidos por 100 ul de TCA a 10% em cada pogo. As placas foram
incubadas por 1 h em geladeira a 4 °C. Apos esse periodo, removeu-se
a solugdo TCA e a placa foi lavada em 4gua corrente. Aguardou-se 24
h para completa secagem das placas em temperatura ambiente, entao
se adicionou 50 pl de SRB 0,1% (diluida em acido acético 1%) em
cada pogo. Aguardou-se 1 h em temperatura ambiente.

Apds remocdo da solucdo de SRB as placas foram

lavadas quatro vezes com acido acético 1%, aguardaram-se 24 h para
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secagem em temperatura ambiente. As proteinas foram solubilizadas
pela agao de 100 pl de solugao Tris-base 10 mM/I, por 1 h em cada
poco (Figura 14A).

As placas foram, entdo, levadas ao espectrofotometro
para mensuracdo utilizando um comprimento de onda de 570 nm
(Cavalcanti et al., 2005) (Figura 14B). Dessa forma, os valores de
absorbancia foram normalizados pelo controle sem tratamento e
submetidos a andlise estatistica. A absorbancia encontrada para o
controle positivo (células crescidas na auséncia dos compostos testes,

somente no meio DMEM) corresponde ao valor de 100% de

sobrevivéncia.

Figura 14 — A) Placa de 96 pogos apds acdo de solugdo Tris-base 10 mM/l; B)
Espectrofotdometro com a placa acoplada para leitura da absorbancia.

4.6 Planejamento estatistico

As hipoteses de nulidade testadas foram:
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HO0a — Nao ha influéncia da associacdo do EGCG nas
diferentes concentracdes sobre as propriedades mecanicas, fisico-
quimicas e bioldgica do adesivo em estudo quando comparado ao

grupo controle;

HOb — Nao ha influéncia da associagdo do EGCG nas
diferentes concentra¢des sobre os valores de resisténcia de unido para

o sistema adesivo em estudo quando comparado ao grupo controle;

HOc — Nao ha influéncia do armazenamento sobre os

valores de unido da interface adesiva para os grupos estudados.

4.7 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica

por meio do programa computacional Statistix 8.0.

4.7.1 Analises mecanicas

Para os testes de Resisténcia flexural em trés pontos,
Modulo de elasticidade, Modulo de resiliéncia e Resisténcia a

compressao a variavel em andlise foram os valores de média de cada
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grupo, sendo realizada a Analise de variancia (ANOVA) um fator e o

Teste de multiplas comparagdes de Tukey (o = 0,05).

4.7.2 Anélises fisico-quimicas

Para os testes de Absor¢do e Solubilidade em agua e
Contragdo de Polimerizagao a variavel em analise foi a média de cada
grupo, sendo realizada a Analise de variancia (ANOVA) um fator e o

Teste de multiplas comparagdes de Tukey (o = 0,05).

4.7.3 Teste de resisténcia a microtragcao

Para o teste de Resisténcia adesiva a microtracao a
variavel em analise foi o valor de resisténcia média de cada dente,
calculada a partir a média dos valores obtidos por palito no ensaio de
microtracdo. A estatistica descritiva consistiu no cadlculo de meédia e

desvio padrao.

A estatistica inferencial consistiu no teste de Analise de
variancia (ANOVA) dois fatores, efeito fixo (estratégias adesivas e
armazenamento), que considera trés possiveis efeitos: a existéncia de

diferenga estatisticamente significante entre as Estratégias Adesivas;
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entre 0 Armazenamento 24 h ¢ 6 meses ¢, ainda, a interagdo entre os

dois fatores, e o Teste de multiplas comparagdes de Tukey (a = 0,05).

Para a Microscopia eletronica de varredura realizou-se
uma analise complementar da interface adesiva com carater ilustrativo

da interface de unido entre resina e dentina para os diferentes grupos.

4.7.4 Anélise Biologica

O Ensaio de Citotoxicidade foi submetido ao teste de

Kruskal-Wallis e Teste de multiplas comparag¢des de Dunn (a = 0,05).



S RESULTADOS

5.1 Analises mecanicas

5.1.1 Resisténcia flexural em trés pontos, Modulo de elasticidade e
Modulo de resiliéncia

O teste ANOVA um fator para Resisténcia Flexural
em trés pontos mostrou que nao houve diferenga entre os grupos (p =
0,194), sendo confirmado pelo teste de multipla comparacao Tukey

(5%) (Tabela 2).

Tabela 2 — Teste de Tukey para Resisténcia Flexural (valores de
média em MPa)

Grupos Média (= DP) Grupos homogéneos
EGCG 0.5 97,54 (£ 4,94) A
EGCG 1.0 95,80 (£ 5,18) A
CONTROLE 89,37 (£ 5,18) A
EGCG 1.5 83,15 (+5,18) A

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.

Para comparagdo do Mddulo de elasticidade entre os
grupos também foi realizado o teste ANOVA um fator que mostrou

nao haver diferenga entre os grupos (p = 0,836). A Tabela 3 confirma
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que nao houve diferenga entre os grupos pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 3 — Teste de Tukey para Mddulo de elasticidade (valores de
média em MPa)

Grupos Média (= DP) Grupos homogéneos
EGCG 0.5 0,87 (£ 0,043) A
EGCG 1.0 0,88 (+ 0,045) A
EGCG 1.5 0,85 (x 0,045) A
CONTROLE 0,82 (+ 0,045) A

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.

Para o Modulo de Resiliéncia foi realizado o teste
ANOVA um fator onde nao foi encontrada diferenga entre os grupos
(p=0,222). O que pode ser verificado pelo teste de multipla
comparagdo Tukey (5%) (Tabela 4).

Tabela 4 — Teste de Tukey para Mddulo de Resiliéncia (valores de
média em MPa)

Grupos Média (= DP) Grupos homogéneos
EGCG 0.5 5,31 (= 1,18) A
EGCG 1.0 5,23 (= 1,01) A
CONTROLE 4,89 (+0,87) A
EGCG 1.5 4,25 (£ 1,68) A

*Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.

5.1.2 Resisténcia a compressao
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O teste de Andlise de variancia um fator para a
Resisténcia a Compressao mostrou nao haver diferenga entre os
grupos (p = 0,7204), sendo confirmado pelo teste de multipla
comparacao de Tukey (5%) (Tabela 5).

Tabela 5 — Teste de Tukey para Resisténcia a Compressao (valores de
média em MPa)

Grupos Média (= DP) Grupos homogéneos
CONTROLE 275,21 (£ 19,12) A
EGCG 0.5 257,46 (= 17,10) A
EGCG 1.5 251,23 (£ 17,10) A
EGCG 1.0 247,14 (= 17,10) A

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.

5.2 Analises Fisico-Quimicas

5.2.1 Absorgdo e Solubilidade em Agua

Realizou-se o teste ANOVA um fator para o teste de
Absor¢dao em agua. Houve diferenca significante entre os grupos (p =
0,010). A Tabela 6 descreve o teste de multipla comparagao de Tukey
(5%).
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Tabela 6 — Teste de Tukey para o teste de Absor¢ao (valores de média
em gramas)

Grupos Média (= DP) Grupos homogéneos
CONTROLE 0,0096 (+ 0,0006) A
EGCG 1.5 0,0096 (= 0,0005) A
EGCG 1.0 0,0091 (= 0,0005) A B
EGCG 0.5 0,0083 (+ 0,0006) B

*Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.

Pode-se verificar que o grupo EGCG 0.5 apresentou
os menores valores estatisticamente significantes de absor¢ao quando
comparado aos grupos Controle ¢ EGCG 1.5, mas estatisticamente
semelhante ao grupo EGCG 1.0.

Para o teste de Solubilidade em agua realizou-se o
teste ANOVA um fator que apresentou diferenga entre os grupos (p =
0,001).

O teste de maultiplas comparacdoes de Tukey (5%)
mostrou que o grupo EGCG 0.5 apresentou menor solubilidade
estatisticamente significante comparado ao grupo Controle ¢ EGCG
1.5, mas estatisticamente semelhante ao grupo EGCG 1.0. Este
apresentou menor solubilidade comparada ao grupo Controle (Tabela

7).
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Tabela 7 — Teste de Tukey para o teste de Solubilidade (valores de

média em gramas)

Grupos Média (= DP) Grupos homogéneos
CONTROLE 0,0023 (+ 0,0003) A
EGCG 1.5 0,0018 (£ 0,0004) A B
EGCG 1.0 0,0013 (£ 0,0003) B C
EGCG 0.5 0,0010 (£ 0,0002) C

*Meédias seguidas por letras diferentes diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.

5.2.2 Contracao de Polimerizacao

Para comparacao da Contragdo de Polimerizagdo entre

os grupos realizou-se o teste ANOVA um fator para os adesivos

testados. Nao houve diferenga significativa entre os grupos (p = 0,214)

(Tabela 8).

Tabela 8 — Teste de Tukey para Contracdo de Polimerizagdo (valores

de média de perda de volume em porcentagem)

Grupos Média (= DP) Grupos homogéneos
EGCG 1.5 24,34 (£2,27) A
CONTROLE 21,07 (£2,07) A
EGCG 1.0 18,82 (£2,07) A
EGCG 0.5 18,09 (£ 2,27) A

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.
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5.3 Teste de resisténcia adesiva

5.3.1 Resisténcia adesiva a microtracao

Para avaliar a inter-relacdo entre os periodos de tempo
de armazenamento e os adesivos experimentais, os dados obtidos em
nosso experimento foram submetidos ao modelo estatistico de
Analise de variancia (ANOVA) dois fatores, elemento fixo apds ser
considerada a distribuicdo de normalidade. Verifica-se na Tabela 9
que houve diferenca significativa entre os adesivos estudados, bem
como entre os periodos de armazenamento € a interacdo entre os

adesivos estudados e os periodos de tempo (p < 0,05).

Tabela 9 — ANOVA dois fatores para estratégias adesivas e
armazenamento dos grupos

Source DF SS MS F P*
Adesivos Experimentais (AE) 3 160,34 53,44 3,20 0,0284
Armazenamento 1 582,93 582,92 3491 0,0000
Armazenamento*AE 3 355,72 118,57 7,10 0,0003
Residuo 71 1185,65 16,69
Total 78

* Nivel de significancia (p < 0.05).

A comparacao entre os grupos pelo teste de Tukey para

Multiplas Comparagdes (5%) (Tabela 10) mostrou que houve
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diferenca estatisticamente significante para o grupo EGCG 0.5 em
relagdo ao grupo EGCG 1.5. Os grupos Controle e EGCG 1.0 nao

diferiram entre si.

Tabela 10 — Teste de Tukey para interagdo entre os adesivos
experimentais (valores de média em MPa)

Armazenamento Média (= DP) Grupos homogéneos
EGCG 0.5 24,09 (+ 5,95) A
CONTROLE 22,39 (+ 4,26) A B
EGCG 1.0 22,24 (+4,23) A B
EGCG 1.5 19,96 (+ 6,32) B

*Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.

O teste de Tukey para Multiplas Comparagdes (5%)
entre os tempos imediato ¢ seis meses de armazenamento mostrou
que para o tempo imediato os valores de resisténcia adesiva foram
estatisticamente maiores, indicando uma queda nos valores de

resisténcia de unido apds o armazenamento (Tabela 11).

Tabela 11 — Teste de Tukey para interacdo entre os tempos de
armazenamento (valores de média em MPa)

Armazenamento Média (= DP) Grupos homogéneos
Imediato 24,92 (£4,63) A
6 meses 19,43 (+ 4,66) B

*Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.
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Quando se comparam os oito valores médios das
condi¢des experimentais (Tabela 12), por meio do teste de Tukey
(5%), pode-se verificar que para o tempo imediato, todos os grupos
obtiveram valores de resisténcia de unido estatisticamente
semelhantes. Entretanto, apds seis meses de armazenamento o grupo
EGCG 1.5 apresentou os piores valores de resisténcia de unido, mas
estatisticamente semelhante ao grupo Controle. Os grupos EGCG 0.5
e EGCG 1.0 mantiveram os valores de resisténcia de unido apos o

armazenamento.

Tabela 12 — Teste de Tukey para interagdo entre os adesivos € 0s
tempos de armazenamento (valores de média em MPa)

Estratégias adesivas Armazenamento Média (= DP) Grupos homogéneos

CONTROLE Imediato 27,15 (+ 4,20) A

EGCG 0.5 Imediato 27,03 (£ 2,72) A

EGCG 1.5 Imediato 24,93 (+4,55) A

EGCG 0.5 6 meses 23,00 (+ 3,84) A B

EGCG 1.0 Imediato 22,41 (x4,17) A B

EGCG 1.0 6 meses 22,07 (£ 4,34) A B
CONTROLE 6 meses 17,63 (= 2,51) B C

EGCG 1.5 6 meses 15,00 (£2,91) C

*Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.

5.3.2 Analise do Padrao de Fratura
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Para a analise do padrao de fratura considerou-se as
falhas pré-teste e os tipos de fratura dos corpos-de-prova avaliados em
microscopio optico, apos a fratura dos palitos no teste de microtracao.
Padronizou-se o nimero minimo de palitos obtidos por dente em
cinco. Abaixo desse valor foi considerado que houve falha pré-teste
por espécime. Os tipos de falha foram classificados conforme a regido
da fratura em quatro aspectos: coesiva em dentina, coesiva em resina,
adesiva ou mista. Somente as falhas adesivas e mistas foram usadas

para analise estatistica. As fraturas coesivas foram desprezadas.

O resultado para o total de palitos obtidos e perdidos
por falha pré-teste em termos de porcentagem estd apresentado na
Figura 15. Houve uma maior porcentagem de falhas pré-teste apos o
armazenamento para todos os grupos, quando comparado ao tempo

1mediato.

Pode-se observar que para o tempo imediato, assim
como, para o tempo de seis meses houve uma variagao na distribuigao
do padrdo de fratura entre os grupos, com predominancia de falhas do
tipo mista e adesiva em comparagdo as fraturas do tipo coesiva,
independente do adesivo utilizado. O que efetiva o método de
microtragado utilizado para a avaliagdo da interface adesiva entre resina

e dentina.
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Figura 15 — Grafico de colunas — classificagdo do padrao de fratura dos grupos em
porcentagem.

5.3.3 Microscopia eletronica de Varredura

As fotomicrografias ilustrativas da interface de unidao
entre resina ¢ dentina para os diferentes adesivos experimentais, a
seguir, representam a camada de adesivo formada, a camada hibrida,
os tubulos dentinarios e parte da RC para os periodos de tempo de
armazenamento imediato (Figura 16) e apds seis meses (Figura 17)
realizadas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) em baixo

vacuo.

Para o tempo imediato (Figura 16), verifica-se que
para todos os grupos houve formacdo de camada hibrida com
presenga de tags resinosos no interior dos tubulos dentinarios. Além

de uma camada de adesivo continua e delgada.
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ApOs seis meses de armazenamento em agua destilada
(Figura 17), pode-se verificar que para o grupo Controle héa presenga

de fenda com rompimento de alguns tubulos dentinarios.

Assim como, para o grupo EGCG 1.5 ha presenca de
fenda entre a camada de adesivo e a camada hibrida. Os grupos
EGCG 0.5 ¢ EGCG 1.0 mantiveram a integridade da camada hibrida
com manutencao dos tags resinosos ¢ camada de adesivo continua,

sem presenga de fendas.
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Figura 16 — Fotomicrografias da interface de unido entre dentina (DE) e resina composta
(RC) no periodo de tempo imediato com o aumento de 2000 x. AD = adesivo; CH =
camada hibrida. A) Grupo Controle; B) EGCG 0.5; C) EGCG 1.0; D) EGCG 1.5.
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Figura 17 — Fotomicrografias da interface de unido entre dentina (DE) e resina composta
(RC) no periodo de tempo de seis meses de armazenamento com o aumento de 2000 x.
AD = adesivo; CH = camada hibrida. A) Grupo Controle; B) EGCG 0.5; C) EGCG 1.0; D)
EGCG 1.5.
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5.4 Analise Biologica

5.4.1 Ensaio de Citotoxicidade

Os resultados do teste de Citotoxicidade quanto a
sobrevivéncia celular pelo teste de Kruskal-Wallis e Teste de
Multiplas Comparagdes de Dunn (p = 0,05) para as diluicdes dos

adesivos testados estao descritos na Tabela 13.

Tabela 13 — Efeito da citotoxicidade dos adesivos diluidos expresso
em porcentagem de células viaveis

DILUICAO CONTROLE  EGCG 0.5 EGCG 1.0 EGCG 1.5
. 9,58 22,10 7,25 14,07
' (1,64-19,33)  (1424-26,97)  (4,32-9,67)  (11,13-22,96)
110 5,52 431 7,85 9,32
' (3,15 - 7,64) (2,93 - 4,66) (5,95 - 9,75) (9,10 —9,92)
1100 7,42 57,74 70,60 28,14
' (5,56-7,98)  (44,71-81,78)  (51,09-80,53) (25,33 -29,78)
111000 51,9 89,76 70,34 69,65
' (43,2-87,0)  (79,97-99,82) (64,39 -82,25) (59,12 - 77,20)
110000 99,81 118,59 90,02 94,34

(94,5-129,2) (110,09 - 120,75) (86,44 - 98,00) (83,63 - 101,02)

% de sobrevivéncia celular: Mediana (25% - 75% percentil).

Para o efeito de visualizagdo, os valores de sobrevida
celular em porcentagem para as diferentes diluigdes e os extratos
originais para os quatro grupos experimentais estdo representados na

Figura 18.
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Figura 18 — Grafico representativo da sobrevida celular em % nas diferentes diluigdes e
extratos originais para os quatro grupos de adesivos experimentais.

Para o Ensaio de Citotoxicidade as dilui¢coes de 1:1
(100%) e 1:10 (10%), todos os adesivos foram citotoxicos, enquanto a
diluigdo 1:10000 (0,01%) praticamente nao causou morte celular. Para
a diluicdo de 1:1000 (0,1%) houve diferenga estatistica entre os
adesivos testados (kw = 12,79; p = 0,005).Assim como para a diluigao
de 1:100 (1,0%), que também apresentou diferenga significativa entre
os grupos para o teste de Kruskal-Wallis um fator (kw = 12,79; p =
0,005).

Para a diluigdo do meio com 0,1% de adesivo (Tabela
14) podemos observar que todos os grupos apresentaram viabilidade
celular acima de 50%, no entanto, os grupos EGCG 0.5 ¢ EGCG 1.0
foram estatisticamente menos citotoxicos que o grupo Controle.
Quando se compara os adesivos na concentragao 1,0% por meio do

Teste de Multiplas Comparagdes de Dunn (Tabela 15), verifica-se que
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apenas os adesivos EGCG 0.5 e EGCG 1.0 apresentaram viabilidade
celular acima de 50%, mas sem diferenca estatistica em relacdo ao
grupo EGCG 1.5. O grupo Controle apresentou uma sobrevida celular

menor que 10%.

Tabela 14 — Teste de Dunn para comparacdo dos adesivos na
concentracao 0,1% em porcentagem de células sobreviventes

Grupos Mediana (25°-75°) Grupos homogéneos
EGCG 0.5 89,7 (79 - 99) A
EGCG 1.0 70,3 (64 - 82) A
EGCG 1.5 69,6 (59 - 77) A B
CONTROLE 51,9 (43 - 87) B

*Medianas seguidas por letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.

Tabela 15 — Teste de Dunn para comparacdo dos adesivos na
concentragao 1,0% em porcentagem de células sobreviventes

Grupos Mediana (25°-75°) Grupos homogéneos
EGCG 0.5 57,7 (44 - 81) A
EGCG 1.0 70,6 (51 - 80) A
EGCG 1.5 28,1 (25-29) A B
CONTROLE 74 (5-0,7) B

*Medianas seguidas por letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5%.



6 DISCUSSAO

Os sistemas adesivos atuais, apesar de proporcionar
adequada adesdo imediata, sofrem uma deterioragdo longitudinal
progressiva da camada hibrida formada (Spencer et al., 2012) em parte
pela agdo das enzimas proteoliticas intrinsecas da matriz dentinaria, as

metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs).

Essa deterioragdo pode ser acelerada por diversos
fatores, dentre eles: a saliva que também possui enzimas proteoliticas
capazes de degradar as fibras colagenas desprotegidas da matriz
organica dentinaria; a 4gua presente no fluido dentinério (Park et al.,
2010) capaz de solubilizar os polimeros resinosos; € o substrato dental
que por sua permeabilidade dentinaria permite a passagem do fluido
dentindrio, capaz de promover a separagdo de fases do adesivo

(Eliades et al., 2001).

A ativagdo das MMPs ocorre pela redugdo no pH
durante a desmineralizagdao da dentina nos procedimentos adesivos
(Mazzoni et al., 2009), que ligam-se ao coldgeno desnaturado e ndo

infiltrado, degradando-o (Tezvergil-Mutluay et al., 2010).

Toda modificagdo na composi¢ao quimica de materiais
dentéarios envolve potenciais falhas mecanicas e fisico-quimicas nos
mesmos, principalmente o acréscimo de substancias em altas

concentragdes nos sistemas adesivos. O sucesso e longevidade de um
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material restaurador depende do conhecimento de suas propriedades
mecanicas e estruturais, bem como de sua composi¢do quimica. Dessa
forma, o conhecimento da composi¢ao dos adesivos dentais ¢ de suma

importancia, permitindo uma melhor estimativa de suas propriedades.

Diversos fatores podem conduzir a diferentes
interagdes entre os monomeros resinosos dos sistemas adesivos e as
substancias usadas, tais como a flexibilidade monomérica, o grau de
conversdo, a quantidade de ligacdes cruzadas, a hidrofilicidade, os
tipos de iniciadores, bem como a propor¢do da droga acrescentada

(Pallan et al., 2012).

Além disso, outro fator que devemos levar em
consideracdo ¢ a dentina e sua composi¢do quimica. Esta ¢ composta
por uma matriz extracelular formada principalmente por colageno tipo
I infiltrada em um componente inorganico mineral. Apds a sintese do
colageno, ligagdes cruzadas do tipo lisil-oxidase estabilizam as fibrilas

colagenas por ligacdes covalentes intra e extracelulares (Butler, 1995).

As ligagdes cruzadas enddgenas formadas no interior
da dentina melhoram as propriedades mecanicas da matriz colagena e
fornece resisténcia contra a degradacdo enzimatica. Todavia, a
indugdo de ligacdes cruzadas exodgenas com o coldgeno ¢ capaz de
melhorar ainda mais a resisténcia mecanica e enzimatica da matriz

colagena (Bedran-Russo et al., 2007).

No entanto, o uso de agentes seletivos de ligagdo
cruzada com colageno durante os procedimentos adesivos

restauradores sdo capazes de modificar a estrutura do colageno,
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aumentando a resisténcia a microtracao ¢ o modulo de elasticidade da
dentina desmineralizada (Al-Ammar et al., 2009). Um desses agentes

que vem sendo usado ¢ o EGCG.

Como os adesivos comerciais tem formulacdo tnica, a
incorporacdo de outras substancias como o EGCG poderia causar
efeitos negativos nas propriedades mecanicas e estruturais, e reduzir a
resisténcia de unido ao substrato dental. Assim, como nao sabemos
com precisdao as proporgdes de cada componente presente nos
adesivos comerciais para que pudéssemos justificar os resultados
obtidos na pesquisa optamos pela manipulagdo de um adesivo
experimental de condicionamento acido prévio permitindo saber de

maneira mais precisa a composicao e propor¢do de cada componente.

O EGCG se liga a fibra colagena impedindo o livre
acesso das colagenases aos seus sitios ativos nas cadeias colagenas
(Jackson et al., 2010). Tem sido sugerido que a inibicdo das MMPs
pelo EGCG ocorre por ligagdes aos sitios cataliticos ou alostéricos das
enzimas, alterando sua conformacao (Cheng et al., 2003) ou por um
efeito quelante de Zn (Quesada et al., 2011). Além disso, a formacao
de ligagdes cruzadas entre o EGCG e as fibras colagenas poderiam
bloquear os sitios de clivagem das enzimas, sendo esse efeito inibidor

concentragdo dependente (Bras et al., 2010).

O mecanismo molecular do EGCG apresenta interacao
com as proteinas (Haslam, 1996; Frazier et al., 2010). O componente
fenolico contém um anel fenil contendo um grupo hidroxila (-OH) e

possui uma func¢do fenol que constitui uma porcao anfifilica. Essa
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propriedade ¢ a combinacdo do carater hidréfobo do seu ntcleo
aromatico plano com o carater hidréfilo do seu substituinte hidroxila

polar.

A porcao hidrofoba dos anéis aromaticos induz a
ligacdes do tipo Van der Waals com homoélogos hidréfobos de outras
moléculas, enquanto a por¢do hidrofila polarizada faz ligagdes por
pontes de hidrogénio. Desse modo, um composto quimico que possui
caracteristicas anfifilicas, pode atuar tanto como doador quanto como
receptor de ligagdes de hidrogénio. Essa caracteristica bi-funcional ¢
responsavel pela interacdo fisica dos compostos fenolicos com as

proteinas (Frazier et al., 2010).

A dentina quando desmineralizada apresenta as MMPs
do tipo -2, -3, -8, -9 e -20 que podem ser ativadas pela redug¢do do pH
até mesmo pelo proprio condicionamento acido iniciando o processo
de degradacdo das fibras coldgenas expostas (Zhang, Kern, 2009).
Como o EGCG apresenta interagdes hidrofobas e hidrofilas com as
colagenases, causa uma mudanga na estrutura secundaria das MMPs

inibindo sua a¢dao (Yun et al., 2004; Du et al., 2012).

A eficicia do EGCG na inibi¢do das MMPs foi
avaliada em um estudo prévio calculando metade da sua concentragao
maxima inibitdria (IC-50). Os valores de IC-50 para as MMPs -2 e -9
foram de 10 pg/ml e 0,6 pg/ml, respectivamente (Demeule et al.,
2000) e essa inibicdo pode aumentar a durabilidade da interface de

unido (Mazzoni et al., 2007). Em nosso estudo as concentracdes de
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EGCG usadas foram maiores que sua IC-50. O que pode ter

colaborado para os resultados obtidos.

Hiraishi et al., 2013 mostrou que o EGCG na
concentracdo de 0,5% foi efetivo na estabilizacdo do colageno
dentinario pelo aumento das propriedades mecanicas e no aumento da
resisténcia a degradagdo proteolitica. Entretanto, segundo Du et al.,
2012 a incorporagdo de EGCG em altas concentracdes poderia levar a
formacao de cadeias poliméricas lineares inadequadas, resultando na

polimerizacao incompleta do adesivo.

Desse modo, para observar se a adicdo de EGCG
poderia alterar as propriedades mecanicas, fisico-quimicas; a
resisténcia de unido a microtracdo imediato (24 h) e longitudinal (6
meses); € a citotoxicidade, diversos testes foram realizados. Sendo
previamente realizado um estudo piloto para avaliacdo do grau de

conversao dos adesivos manipulados.

O grau de conversio (GC) permite avaliar as
propriedade fisico-quimicas bdasicas dos adesivos dentais. Para
avaliagdo do GC, foi realizado um estudo piloto inserindo EGCG em
modelos de adesivos experimentais nas propor¢oes de 0,5% (100

ug/ml), 1,0% (200 pg/ml) e 1,5% (300 pg/ml) em peso.

Durante a polimerizagdo do adesivo, cadeias
poliméricas lineares sdo formadas (Nunes et al., 2005). O EGCG
incorporado ao adesivo nas concentragdes estudadas poderia ter ficado
preso em meio as cadeias apds a polimerizagdo. No entanto, a adi¢ao

de concentragdes mais elevadas de EGCG poderia perturbar a
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formagdao dessas cadeias lineares, o que resultaria em uma

polimerizagao inadequada (Du et al., 2012).

Em nosso estudo observou-se que nenhuma das
concentracdes acima alterou negativamente o GC dos adesivos quando
comparado ao adesivo controle experimental. Du et al., 2012 também
observaram que a inser¢ao de EGCG nas concentragdoes de 5 mg/ml,
10 mg/ml e 15 mg/ml ao adesivo Single Bond 2 ndo alterou o GC do
adesivo. Assim como no estudo realizado por Neri et al., 2014 que

acrescentou 0,01% e 0,1% de EGCG ao adesivo Adper Easy One.

Um estudo realizado por Vidal et al., 2014 observou
que as catequinas monomericas com partes galato, como o EGCG, sdo
mais eficazes no aumento do modulo de elasticidade e reducao da taxa
de biodegradacao do colageno, assim como na reducao da atividade da
MMP-9, independente das concentragdes testadas. O que indica uma
correlacdo entre o aumento da estabilidade do colageno e as estruturas

quimicas especificas presentes nos compostos monomericos.

Liu et al., 2015 mostrou que a relagdo direta entre
componentes fenolicos do ECG e EGCG e o colageno dentindrio leva
a alteracdes espectrais do coldgeno. O colageno ¢é capaz de interagir e
imobilizar os polifendis em um tempo clinico relevante através da
interagdo quimica com o componente galato presente nestes
polifendis. Essa interacdo acontece de maneira semelhante a interagao

do galato com os mondmeros resinosos do adesivo.

A presen¢a de radicais livres podem aumentar o

processo de degradagdo da matriz coldgena desmineralizada, estando
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associado a formas graves de danos teciduais e envelhecimento. Esses
oxidantes, como o radical hidroxila, contém elétrons despareados
altamente reativos e prejudiciais a estrutura das proteinas ao nivel

molecular (Yiu et al., 2002).

Antioxidantes sdo capazes de neutralizar o efeito dos
radicais livres protegendo a estrutura das proteinas. As catequinas sao
polimeros antioxidantes de alto peso molecular e que atuam como
terminais de radicais livres através da desprotonacdo dos grupos

hidroxila em suas moléculas (Bravo, 1998).

Dessa forma, podemos presumir que o EGCG como
agente antioxidante poderia reagir com os ¢€steres desprotegidos dos
monomeros, sendo capaz de neutralizar o potencial destruidor dos
radicais livres através de ligagdes por pontes de hidrogénio, formando
ligacOes cruzadas em uma estrutura altamente reticulada, bem como
neutralizar a ac¢do do condicionamento 4acido sobre a dentina,
evitando, assim, a ativagdo das MMPs e, com isso, a degradacdo da

interface adesiva em longo prazo (Du et al., 2012).

Além disso, temperaturas de transi¢do vitrea e
viscosidades mais elevadas dos mondmeros analogos de BisGMA
alcanca sua vitrificacado em fases mais baixas de conversao, reduzindo
a difusdo dos protons durante a polimerizagdao. O que colabora com a

nao alteragdo dos valores de GC (Bravo, 1998).

Observamos ainda que houve dissolu¢do de todas as
concentracdes de EGCG inseridas no adesivo experimental, ndo

havendo, visualmente, alteragdo de cor e precipitacio do EGCG. Isso
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pode ter ocorrido pela presenca do grupo funcional hidroxila no
EGCG que ¢ capaz de copolimerizar com os mondmeros adesivos
presentes nos sistemas adesivos, bem como o BisGMA e o HEMA

(Vidal et al., 2014; Liu et al., 2015).

Como as restauracdes em resina composta estdo sendo
constantemente submetidas a um stress flexural, um dos pré-requisitos
indispensaveis ¢ que os sistemas adesivos apresentem resisténcia
mecanica a fraturas, que pode ser avaliada utilizando o teste de
resisténcia flexural (RF) e andlise do modulo de elasticidade (ME)

(Borges et al., 2012).

O teste de RF detecta alteragdes estruturais ténues dos
materiais restauradores, sendo uma condicdo mecanica conceituada
para avaliar a resisténcia a uma falha provocada pela tensdo do

material resinoso, medida pela sua curvatura (ISO 4049).

Ja o ME ¢ um parametro mecanico que proporciona a
medida da rigidez de um material sélido, dependente da composi¢ao
quimica do material testado. O mesmo ¢ alcangado a partir dos dados
obtidos pelo teste de RF, sendo os valores de GPa diretamente

proporcionais aos valores de MPa (Borges et al., 2009, 2012).

Pode-se observar, de acordo com os resultados obtidos,
que a RF e o ME encontrados para os adesivos com incorporagao de
EGCG nao diferiram estatisticamente do grupo Controle. A estrutura
do BisGMA ¢ rigida e viscosa, e a inclusdo da droga nas diferentes
concentragdes na formulacao dos adesivos ndo foi capaz de afetar sua

RF e ME dos adesivos.
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Todavia, polimeros com semelhantes GC podem
mesmo assim apresentar diferentes densidades de ligagdes cruzadas
que podem alterar os valores de RF. No presente estudo assim com o
de Neri et al., 2014, a incorporacao de EGCG nao afetou os valores de
RF, o que nos permite considerar que a reticulagdo polimérica dos

adesivos testados ¢ semelhante.

A difusdao de EGCG por entre as cadeias de polimero
(Pallan et al., 2012) pode ter ocorrido devido a sua estrutura molecular
ramificada e uma possivel ligacdo de hidrogénio por meio dos grupos
hidroxila nas extremidades do BisGMA. Demonstrando que a adi¢ao
de EGCG nas diferentes concentragdes nao alterou tais propriedades
mecanicas dos adesivos testados. Dessa forma, para os testes de RF e

ME a primeira hipotese de nulidade foi aceita.

A partir dos valores de RF e ME calculou-se 0 modulo
de resiliéncia (RE) dos adesivos experimentais. Por defini¢cdo
resiliéncia € a propriedade fisica do material do qual este € capaz de
acumular energia, quando exigido ou submetido a um stress sem que

ocorra sua ruptura.

A alta resiliéncia de um material restaurador ¢ um fator
que auxilia na preservacdo da ligacdo adesiva entre o dente e
restauracdo, pois o material ¢ capaz de deformar ou flexionar
dissipando as tensdes recebidas (Peutzfeldt, Asmussen, 1992). Essa
dissipagdo preserva a interface de unido entre o dente a restauracio e

consegue suportar microdistor¢des que ocorrem devido a
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movimentagdes microscopicas dos substratos dentais (O'Brien et al.,

2014), fazendo com que eles se comportem como um corpo Unico.

Para o presente estudo, a primeira hipotese de nulidade
para RE foi aceita, j4 que os valores obtidos para os adesivos com
incorporacdo de EGCG ndo diferiram estatisticamente do adesivo
Controle experimental, mostrando que a incorporagdo de EGCG nao
interferiu na capacidade do material em se flexionar ou se deformar,
ndo reduzindo, por subsequente, a capacidade de dissipar possiveis

tensOes que ocorrem na interface adesiva.

Ja o teste de resisténcia a compressao (RCo) consiste
na aplicacdo de forcas verticais sobre o longo eixo do material, onde
duas forgas sdo aplicadas em dire¢des opostas, aproximando-se sua

estrutura molecular (Wang et al., 2003).

O objetivo de se realizar esse tipo de teste em adesivos
dentarios ¢ observar o desempenho desses materiais restauradores
durante a mastigagao, pois esse ensaio simula as forcas transmitidas as
restauragdes durante os movimentos mastigatérios, podendo causar
fraturas no material restaurador e/ou estrutura dental dependendo da

quantidade de forca aplicada (Baharav et al., 1988; Roulet, 1988).

No presente estudo, o teste de RCo mostrou que houve
similaridade entre os adesivos testados com incorporagao de EGCG
comparados ao grupos Controle, e que a incorporagdo de EGCG nao
alterou essa propriedade nos adesivos testados, aceitando a primeira

hipdtese de nulidade para o teste de RCo.
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Outra caracteristica que influencia as propriedades do
adesivo € a sua contracao de polimerizagao (CP). Os adesivos podem
ser classificados como resinas fluidas que apresentam uma matriz
organica polimérica com ou sem a incorporagao de particulas de carga
inorgénica. Para que o processo de CP ocorra na matriz organica, os
mondmeros reagem entre si formando ligagdes covalentes e,
consequentemente, polimeros (Condon, Ferracane, 1998; Rueggeberg,

1999).

De acordo com os resultados obtidos no presente
estudo, observamos que nao houve influéncia da associacdo de EGCG
no aumento da CP dos adesivos experimentais com EGCG comparado
ao grupo controle. Dessa forma, a primeira hipotese de nulidade para a

CP fo1 aceita.

Entretanto, mesmo sendo realizada uma efetiva
polimerizagdo dos sistemas adesivos e estes apresentarem baixos
valores de CP, pode haver uma instabilidade quando expostos ao meio
umido. Isso ocorre porque os sistemas adesivos sdo capazes de
absorver e liberar dgua e substidncias quimicas, devido a sua
capacidade de absor¢do e adsor¢do de moléculas de agua pelos

mondmeros hidréfilos que compde os sistemas adesivos.

Os sistemas adesivos a base de metacrilato sdo
compostos em sua maioria por BisGMA (fase organica resinosa) e
HEMA (fase aquosa). O BisGMA ¢ caracterizado por ser mondmero
altamente hidr6fobo e polimerizavel, constituido por uma molécula

ramificada, e fornece as propriedades mecanicas ao sistema adesivo.
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O HEMA ¢ altamente hidrofilo, responsavel por aumentar a
compatibilidade com a 4gua, ¢ a infiltragdo do adesivo por entre a rede

de fibras colagenas (Wang et al., 2003; Ye et al., 2009).

Quando ocorre associagdo de particulas soluveis em
agua na composicdo dos polimeros cria goticulas no interior da
amostra e essa difusdo aquosa se expande ao longo do gradiente
osmotico. O equilibrio s6 ¢ novamente alcancado quando o stress
osmdtico e elastico do polimero se estabiliza (Riggs et al., 2000;

Pallan et al., 2012).

Dessa forma, os fendomenos de absor¢ao (A) e
solubilidade (S) dos sistemas adesivos podem promover modificagdes
indesejaveis na estrutura e interferir na fungao dos adesivos. Espera-se
que os adesivos apresentem baixa A e baixa S em agua, para que se
atinja caracteristicas finais mais proximas de um adesivo do ideal

(Porto et al., 2013).

Estudos que avaliaram o aumento da A em agua de
metacrilatos com quantidades elevadas de CLX (Riggs et al., 2000;
Anusavice et al., 2006) atribuiram o aumento da absor¢ao a formacgao
dessas goticulas. Entretanto, a incorporagdo de baixas concentracoes

de EGCG, em peso, ndo tem efeito sobre a S.

Um estudo prévio realizado por Hiraishi et al., 2008
mostrou que a A de dgua de diferentes resinas € proporcional as suas
caracteristicas hidréfilas, e ndo a presenga de outros compostos na

composi¢ao quimica.
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De modo que a absor¢ao de dgua pelos polimeros pode
estar diretamente relacionada a hidrofilia de seus componentes (Ito et
al., 2005; Malacarne et al.,, 2006). Os mondmeros a base de
metacrilato, bem como os fotoiniciadores contém polaridades (ésteres
e hidroxilas) (Ferracane, 2006) que influenciam em sua afinidade

pelas moléculas da dgua (Ito et al., 2005).

Apesar do EGCG ser uma molécula polar devido aos
varios grupamentos hidroxila (Lambert et al., 2006; Kim et al., 2008),
este ndo apresentou aumento dos valores de A para os grupos EGCG
1.0 e EGCG 1.5 comparado ao grupo Controle. J& o grupo EGCG 0.5
apresentou reducdo dos valores de A, semelhante ao estudo realizado

por Neri et al., 2014.

Segundo Pallan et al., 2012, essa A esta relacionada a
hidrofilia dos monomeros resinosos € nao a presenca de EGCG na
formulacdo. Em seu estudo, foram testadas as concentracoes de 0,2%,
1,0 e 2,00 de EGCG incorporado a resinas compostas
experimentais. As concentracdes de EGCG usadas em nosso estudo
nao foram capazes de aumentar a hidrofilia dos adesivos ao ponto de

gerar um aumento significativo na A.

Adesivos simplificados costumam apresentar alta S
(Ito et al., 2010). A adicao de EGCG a formulacdo adesiva podera
contribuir para esse aumento devido a sua liberacdo junto aos
monomeros residuais. Entretanto, em nosso estudo houve uma
redugdo desses valores, para os grupos EGCG 0.5 e EGCG 1.0

comparado ao Controle.
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Esses resultados podem ter sido alcancados pela
realizagdo de uma mistura homogénea entre o EGCG (catequina
ramificada) e a rede molecular do polimero. Além disso, pontes de
hidrogénio formadas entre os radicais hidroxila do EGCG, HEMA e
BisGMA formam ligacdes estaveis que poderiam dificultar a liberagao

de tais componentes em meio aquoso.

Para os valores de A e S a primeira hipotese de
nulidade foi rejeitada, visto que para o teste de A o grupo EGCG 0.5
apresentou uma menor A em agua quando comparado ao grupo
Controle, ja os grupos EGCG 1.0 e EGCG 1.5 nao diferiram do
Controle. Para o teste S, tanto o grupo EGCG 0.5 quanto o EGCG 1.0
apresentaram menores valores de S comparado ao grupo Controle, ja o
grupo EGCG 1.5 ndo diferiu do controle. Isso mostra que a adigao de
EGCG em baixas concentracoes € capaz reduzir a A e S, melhorando

as propriedades do material.

Com 1isso, a reducdo nos valores de A e S podem
influenciar de maneira direta na manutencdo da camada hibrida e

resisténcia adesiva dentinaria em longo prazo.

A resisténcia adesiva (RA) pode ser analisada através
do teste de resisténcia a microtragdo. Esta ¢ definida como a forga por
unidade de area necessaria para romper a interface de unido adesiva, e
tem como objetivo avaliar quantitativamente a for¢a de unido entre

dois substratos (Perdigao et al., 2002).

Grande parte das falhas dos materiais restauradores se

deve clinicamente aos baixos valores de resisténcia a tracdo. A RA
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resina composta / substratos dentais ¢ determinada pelo sistema

adesivo que faz essa unido transformando-os em um corpo unico.

Quando se observa a interacdo entre os fatores,
verifica-se que a introducdo de EGCG nas diferentes concentragdes
ndo alterou a RA imediata (24 h) quando comparada ao grupo
Controle experimental, o que demonstra que tais substidncias nao
interferiram na unido imediata entre sistema adesivo e substrato

dentindrio, aceitando a segunda hipdtese de nulidade testada.

Todavia, a terceira hipdtese de nulidade testada foi
rejeitada, pois se observou uma redug¢do nos valores de RA para o

tempo de 6 meses comparado ao tempo de 24 h.

Quando se observa a interacdo entre os fatores,
somente os grupos Controle e EGCG 1.5 apresentaram reducao dos
valores de RA ap6s 6 meses quando comparado ao tempo de 24 h. Os
grupos EGCG 0.5 e EGCG 1.0 mantiveram os valores de RA apds 6

meses de armazenamento.

O adesivo Controle apresentou reducao dos valores de
RA apo6s 6 meses de armazenamento quando comparado ao tempo
imediato (24 h). A degradacao longitudinal da interface adesiva foi
demonstrada por diversos autores, € a mesma nao ocorre por um Uunico
fator, mas por um conjunto de fatores que reduzem a resisténcia de
unido da interface adesivo / dentina (Pashley, Carvalho, 1997; Tay et

al., 2004; Garcia-Godoy et al., 2007; Loguercio et al., 2009).
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Observou-se nas analises em MEV (Figuras 16A e
17A) pode ter havido um aumento das tensdes na regido de interface
adesiva, promovendo fendas que poderiam ser mais facilmente
degradadas em longo prazo, e consequentemente, reduzir a

manutencao da interface adesiva.

A redugdo dos valores de RA para o grupo ECGG 1.5
pode estar relacionada ao volume de EGCG em peso adicionado ao
adesivo experimental. O aumento na quantidade de EGCG pode ter
interferido na interagdo quimica entre 0S monOMeEros resinosos € as

fibras colagenas prejudicando a formagao da camada hibrida.

Uma maior quantidade de EGCG incorporado ao
adesivo pode ter causado uma maior interagdo quimica com o0s
monodmeros resinosos, influenciando na formacao da camada hibrida e

na presenca de fibras colagenas desprotegidas.

Associado a 1sso, o procedimento adesivo de sistemas
adesivos de condicionamento d4cido prévio simplificados tem
capacidade de reativar colagenases e gelatinases endogenas
(Khamverdi et al., 2015) levando a destruicao dessas fibras colagenas
desprotegidas na presenca de dgua que ¢ absorvida pelos adesivos

devido ao seu carater hidrofilos.

Proteinas presentes na superficie dentinaria podem se
ligar ou até mesmo precipitar as catequinas, sugerindo interagdes em
locais especificos da estrutura molecular do colageno (Du et al., 2012;

Mankovskaia et al., 2013).
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O EGCG tem capacidade de inibir a ativagdo de pro
MMP- 2, e das MMPs -2 e -9 (Demeule et al., 2000; Zhan, Kern,
2009). Um estudo prévio realizado por Yun et al., 2004 mostrou que a
concentracao de 20 uM de EGCG foi capaz de inibir a atividade das
MMPs. Entretanto, a adicdo de diferentes concentracdes de EGCG

pode ter efeitos diversos sobre a RA.

O estudo de Khamverdi et al., 2015 mostrou resultados
semelhantes ao do presente estudo em relagdo a nao influéncia da
adi¢ao de diferentes concentragdes EGCG (25 pM, 50 uM e 100 uM)
na RA comparado ao grupo controle apos 24 h. Todavia, o fator tempo
de armazenamento por 6 meses reduziu significantemente os valores

de RA para os grupos sem EGCG.

A incorporagdo de EGCG em proporgdes relativamente
altas em metacrilatos poderia, dessa forma, dificultar o processo de
polimerizacdo, resultando em uma maior quantidade de monomeros
residuais, mesmo nao havendo influéncia no GC pela incorporag¢ao do
EGCG. Assim, uma maior quantidade de EGCG na formulagdo
adesiva poderia ter levado a redu¢do do ntimero de reticulagdes
formadas entre os mondmeros na conversao destes em polimeros,

reduzindo, assim os valores de RA.

Podemos observar nas imagens de MEV (Figura 16D e
17D) que houve a formacao de uma fenda entre a interface adesiva e a
camada hibrida formada no grupo EGCG 1.5. O que pode ter
acelerado a degradacao hidrolitica da interface adesiva durante o

armazenamento, reduzindo os valores de RA.
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Dessa forma, seria interessante calcular a concentracao
maxima de EGCG capaz de interagir com 0os monOmeros resinosos
sem interferir na formagao da camada hibrida ¢ sua manutencao em

longo prazo.

Contudo, além dos adesivos dentinarios apresentarem
propriedades mecanicas e fisico-quimicas satisfatorias, estes também
devem ser biocompativeis aos tecidos vivos. Biocompatibilidade ¢ a
capacidade de um biomaterial realizar fun¢des especificas nos tecidos
vivos, sem, no entanto, causar danos ou prejuizo a estes ou a seu

hospedeiro (Costa et al., 2000a; Huang, Chang, 2002).

Os adesivos dentais, por ficarem em contato com os
substratos dentais por longos periodos de tempo, devem apresentar
boa biocompatibilidade para ndo causar reagdes a polpa. Quanto
menor a quantidade de dentina remanescente maior a chance de
ocorrer reagdes pulpares reversiveis ou irreversiveis, devido a difusao
de alguns componentes do sistema adesivo através dos tubulos

dentinarios (Costa et al., 1999; 2000b).

A presenga de efeito citotoxico in vitro nao garante que
o material seja toxico in vivo. Entretanto, a auséncia desse efeito
indica uma boa resposta clinica (Pizzoferrato et al., 1994). Dessa
forma, o estudo da wviabilidade celular através de testes de
citotoxicidade torna-se importante para avaliar a compatibilidade

celular aos sistemas adesivos (Demirci et al., 2008).

O ensaio de citotoxicidade (CI) tem capacidade de

avaliar em nivel molecular a citotoxicidade de biomateriais sobre
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diferentes culturas celulares (Cao et al., 2005) e este pode ser

realizado por diferentes estudos.

No presente estudo realizou-se um estudo in vitro com
cultivo de células fibroblastos de polpa humana e, posterior, avaliagao
da viabilidade celular pelo teste SRB, o qual quantifica as células
vidveis apds o contato direto por determinado periodo de tempo com
os extratos dos adesivos experimentais testados em diferentes

diluicdes.

Apesar do carater hidrofobo do BisGMA, que limita
sua liberacdo em meio aquoso, este pode ser considerado citotoxico
mesmo em baixas concentragdes. O HEMA, além de hidrofilo, possui
baixo peso molecular que possibilita sua difusdo em grandes
quantidades pelo interior da dentina podendo atingir a polpa (Bianchi

et al., 2013).

Estudos prévios in vitro mostraram que o BisGMA ¢
altamente citotoxico e o HEMA ¢ moderadamente citotoxico aos
fibroblastos (Bouillaguet et al., 1998; Geurtsen et al., 1998; Chen et
al., 2003). Em um teste em culturas de fibroblastos gengivais o
BisGMA e o HEMA apresentaram efeito citotoxico e genotdxico por
causarem rupturas da dupla cadeia de DNA das c¢lulas (Urcan et al.,

2010).

Os resultados do teste SRB para os adesivos
experimentais testados mostraram que os adesivos nao polimerizados

nas diluigdes do meio em 100% e 10% de adesivo foram altamente
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citotoxicos apos 72 h em contato com as células, pois estas

apresentaram uma viabilidade celular menor que 50% (Tabela 13).

Para a diluicdo do meio condicionado em 0,1% de
adesivo os grupos EGCG 0.5 (89,7%)a, EGCG 1.0 (70,3%)a e EGCG
1.5 (69,6%)ab apresentaram valores de viabilidade celular maiores

que 50%, assim como o grupo Controle (51,9%)b (Tabela 14).

Esses resultados vao de acordo com relatos na
literatura que reportam a agdo do EGCG em células normais na
protecdo contra efeitos genotoxicos € na eliminagdo de células

cancerosas mutagénicas através da apoptose (Roy et al., 2003).

As catequinas tém se mostrado capazes de exercer
atividade preventiva em baixas concentracdes sem ocorréncia de
efeitos colaterais (Beliveau & Gingras, 2004). Um estudo com células
de polpa humana pré-tratadas com EGCG e ECG mostrou que a
presenca das catequinas reduziram significantemente a expressdao de
interleucina (IL) -6 e -8 nas células pulpares expostas as citosinas
(Nakanishi et al., 2010). O que sugere que a presenca do EGCG pode
prevenir a exacerbagdo de pulpites e interferir em baixa escala na

porcentagem de morte celular em contato com sistemas adesivos.

Os altos valores de viabilidade celular para o grupo
EGCG 0.5 (57,7%)a ¢ EGCG 1.0 (70,6%)a comparado ao grupo
Controle (7,4%)b para a dilui¢gdo do meio em 1,0% de adesivo poderia
ser explicado pela interagdo quimica com a molécula do BisGMA,
modificando a estrutura molecular do BisGMA, e reduzindo a

quantidade de monomeros de BisGMA livres altamente toxicos aos
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fibroblastos presentes no meio. Associado a capacidade do EGCG em
se ligar as fibras coldgenas modificando sua estrutura, fazendo com
que essas fiquem menos suscetiveis a acdo das MMPs (Liu et al.,

2015).

Além disso, a viabilidade celular menor que 10% para
o grupo Controle indica que o uso desse adesivo em cavidades
profundas poderia levar a reagdes reversiveis, at€é mesmo irreversiveis

a polpa.

Dessa forma, os resultados obtidos demonstram que a
adicdo de EGCG apresenta potencial em reduzir a CI dos adesivos
experimentais e aumentar a viabilidade celular, o que reduziria
reagdes pulpares e consequentemente a sensibilidade pos-operatoria
causada pelos sistemas adesivos potencialmente toxicos a polpa.

Rejeitando, assim, a primeira hipotese de nulidade para o teste de CI.

Como ndo existe um teste clinico ou laboratorial que
consiga avaliar todas as propriedades necessarias para o sucesso de
um material restaurador, estudos in vitro se fazem necessario para
avaliagdo de novos materiais, como os sistemas adesivos, quanto as

suas propriedades mecanicas, fisico-quimicas e bioldgicas.

Apesar dos avangos em pesquisa com EGCG em
Odontologia Restauradora, ainda pouco se sabe sobre os reais
beneficios da aplicacdo do EGCG sobre a dentina desmineralizada na
inibicdo da atividade das MMPs e sua interacdo com as fibras
colagenas com modificacio da sua estrutura conformacional e

protecdo contra o processo de degradagdo pelas enzimas proteoliticas.
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Assim como a longevidade da manutencao da integridade da camada

hibrida.

Mais estudos in vitro e in vivo se tornam necessarios,
principalmente em relagdo as interacdes quimicas que ocorrem em
nivel molecular, de modo a compreender melhor o mecanismo de agao
e os reais beneficios da introdu¢cdo do EGCG nos protocolos adesivos-
restauradores. O EGCG pode vir a ser a substancia natural com
potencial efeito na manutencdo da resisténcia adesiva entre os

sistemas adesivos e resinas compostas com efeitos em longo prazo.

Dessa forma, novas pesquisas com EGCG que
solidifiquem as hipdteses testadas no presente estudo devem ser
conduzidas no sentido de promover a inibicdo das enzimas
proteoliticas que atuam na degradagdo das fibras colagenas, a baixa
citotoxicidade em relacdo as células do complexo dentina-polpa, ¢ a
manutencdo da interface de unido entre os procedimentos
restauradores adesivos e os substratos dentais, alcancando assim a

longevidade clinica.



7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo,

podemos verificar que:

a) A incorporagao de EGCG nas diferentes
concentragdes nao influenciou a resisténcia
flexural, o moddulo de elasticidade, o
modulo de resiliéncia, a resisténcia a
compressdo € a contracao de polimerizagao

dos adesivos experimentais estudados;

b) A incorporagdo de EGCG 0.5 e EGCG 1.0
reduziram os valores de absor¢io e
solubilidade dos adesivos experimentais

comparado ao grupo Controle;

c¢) A incorporacdao de EGCG 0.5 e EGCG 1.0
permitiu uma reducdo da citotoxicidade

comparado ao grupo Controle;

d) A incorporacio de EGCG nas trés
diferentes concentragdes nao influenciou a

resisténcia adesiva imediata;
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e) A incorporacdo de EGCG 0.5 e EGCG 1.0
mantiveram os valores de resisténcia
adesiva apos 6 meses de armazenamento

comparado ao tempo imediato.
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