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Fonseca BM. Influéncia in vitro da clorexidina e do cha verde na
longevidade de unido adesiva resina composta — dentina [dissertacao].
Sdo José dos Campos: Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos, UNESP — Univ Estadual Paulista; 2012.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a interface adesiva de amostras de
dentina bovina / adesivo e resina variando as estratégias adesivas e o
tempo de armazenamento. Foram selecionados 80 incisivos bovinos,
limpos e seccionados 2,0 mm além da juncdo amelocementéria, desgaste
da superficie vestibular do esmalte, com exposicdo de uma area plana de
dentina, a qual foi submetida a diferentes protocolos adesivos.
Aleatoriamente, as amostras foram divididas em 4 grupos (n= 20),
submetidos as estratégias adesivas: SB — controle: sistema adesivo
Adper Single Bond 2 aplicado segundo instruc6es do fabricante; CLX —
clorexidina: aplicacdo de solugdo de digluconato de clorexidina 0,2%
previamente a aplicacdo do sistema adesivo semelhante ao SB; EGCG —
EGCG10: aplicacdo da solugdo em gel de EGCG 10puM - principal
componente ativo do cha verde — por 30 s previamente a aplicacdo do
sistema adesivo semelhante ao SB; e CV — solu¢gdo aquosa de cha verde:
aplicacdo do chéa verde — preparado apdés infusdo da erva acondicionada
em saché — previamente a aplicacdo do sistema adesivo semelhante ao
SB. Em todos os grupos foi aplicada resina composta (RC) Amelogen
Plus com o auxilio de matriz de silicone, com fotopolimerizacédo por 20 s
cada incremento. Posteriormente, os grupos foram redivididos em dois
subgrupos (n= 10) de acordo com o tempo de armazenamento em agua
destilada por 24 h e 6 meses, a 37°C em estufa bacteriologica. Em
seguida, todos os corpos-de-prova foram seccionados no sentido mésio-
distal e cérvico-incisal em cortes paralelos de espessura aproximada de
0,8 mm? em cortadeira Labcut (Extec Technologies — EUA) com
refrigeracdo em baixa velocidade. Desta forma, foram obtidos em média 9
palitos por dente, sendo cada um deles fixado com cola de cianoacrilato,
no dispositivo para microtracdo e submetidos ao ensaio em maquina de
teste universal (DL-1000, EMIC, S&o José dos Pinhais- PR- Brasil), com
carga de 10 kgf e velocidade de 1,0 mm/min, sendo os dados expressos
em MPa. Os dados foram submetidos ao teste estatistico ANOVA dois
fatores e teste de Tukey (p < 0,05). Resultados: os valores de média (+dp)
em MPa foram os seguintes:(i) imediato (24 h) — SB 40,81(8,20); CLX
41,76(6,28); CV 37,38(7,98); EGCG 35,91(13,43). (i) armazenamento (6



meses) — SB 30,05(5,13); CLX 36,04(9,76); CV 31,95(10,63); EGCG
35,75(12,43). Pbde-se concluir que o uso da CLX 0,2% apresentou altos
valores de resisténcia de unido imediata; CV e EGCG nao influenciaram a
resisténcia adesiva imediata; apdés 6 meses de armazenamento houve
reducao dos valores de unido para os grupos SB, CLX e CV; 0 EGCG néo
apresentou reducao da resisténcia adesiva.

Palavras-chave: Cha verde. Clorexidina. Metaloproteinases. Microtracao.



Fonseca BM. In vitro influence of chlorhexidine and green tea on the
longevity of resin-dentin bond strength [dissertation]. Sdo José dos
Campos: School of Dentistry of Sdo José dos Campos, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2012.

ABSTRACT

The aim of this study was evaluate the adhesive interface of bovine dentin
samples / adhesive and resin varying adhesive strategies and time of
storage. Eighty bovine incisors were selected, cleaned and sectioned 2.0
mm beyond the cementoenamel junction; the labial surface of the enamel
was worn to obtain a flat area of exposed dentin. The dentin was
subjected to different adhesives protocols. Samples were randomly
divided into 4 groups (n = 20), according to the adhesive strategies: SB -
control: Adper Single Bond 2 (SB) system was applied according to
manufacturer's instructions; CHX - chlorhexidine: application of 0.2%
chlorhexidine gluconate solution prior to adhesive system similar to SB;
EGCG - EGCG10: application 10 uM EGCG gel - the main active
component of green tea - for 30 s prior to application of the adhesive
system similar to SB; and GT - aqueous green tea: application of green
tea - prepared after infusion of the herb sachet - prior to application of the
adhesive system similar to SB. The composite resin Amelogen Plus was
applied in all groups with aid of silicone matrix, and lightcured for 20 s.
Subsequently, groups were re-divided into two subgroups (n = 10) in
accordance with the time of storage in distilled water, for 24h or 6 months
at 37°. Specimens were sectioned to obtain parallel cuts and beams of
approximately 0.8 mm?. Cut procedure was performed in Labcut cutting
machine (Extec Technologies - USA) at low speed with cooling. Nine
beams per tooth were obtained. Each beam was attached with
cyanoacrylate glue to a device prepared for submission to the microtensile
test, using a universal testing machine (DL-1000, EMIC, Pinhais-PR-
Brazil) with 10 kgf load and speed of 1.0 mm / min. Results were
expressed in MPa. Data were analyzed by two-way ANOVA and Tukey's
test. Results: Mean (SD) values (in MPa) were as follow: 24h — SB
40.81(8.20); CHX 41.76(6.28); CV 37.38(7.98); EGCG 35.91(13.43) 6-
month period — SB 30.05(5.13); CHX 36.04(9.76); CV 31.95(10.63);
EGCG 35.75(12.43). Conclusion: 0.2% CHX was effective to reduce the
degradation of resin dentin bonds immediate; GT and EGCG did not
influence the values of resin dentin bonds immediate; after 6 months of



water storage decreased values for groups SB, CHX and CV; EGCG
showed no reduction in resistance adhesive.

Keywords: Green tea. Chlorhexidine. Adhesion. Metalloproteinase
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INTRODUCAO

O uso clinico das resinas compostas (RC) tem se
intensificado nos dltimos anos, devido a uma busca constante pela
estética e, também, pelo desenvolvimento de novas formulacdes e
simplificacbes das técnicas adesivas, com menor desgaste de
estrutura dental sadia (Yap et al., 2004; Baseren, 2004).

Desde que Buonocore (1955) introduziu o
condicionamento &cido ao esmalte, grandes avangos ocorreram em
relacdo aos procedimentos restauradores. Com o desenvolvimento
dos sistemas adesivos dentais mudaram-se drasticamente o0s
fundamentos do preparo cavitario e restauracdo, tornando-os
essenciais a odontologia restauradora. A busca por uma adeséo
eficiente culminou com o desenvolvimento da técnica de hibridizacao,
baseada no condicionamento acido total, proposto por Nakabayashi et
al. (1982).

Essa técnica baseia-se na desmineralizacéo
simultanea da parte inorganica do esmalte e da dentina apos aplicagéo
de um gel condicionante de &cido fosforico, criando microporosidades
no esmalte e expondo a rede de fibras colagenas da dentina, as quais
sao impregnadas por mondmeros resinosos essencialmente hidrofilos
associados a solventes, gerando uma unido micromecéanica, com
formacdo de prolongamentos resinosos no esmalte (tags resinosos) e
formacdo da camada hibrida na dentina (Nakabayashi et al., 1982;
Pashley,1991).

Apesar da adesdo imediata dos sistemas adesivos
contemporaneos parecer efetiva (Gaston et al., 2001), em longo prazo
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os valores de adesdo na dentina sofrem uma drastica reducao
(Hashimoto et al., 2003a; Armostrong et al., 2004; Garcia-Godoy et al.,
2007). Isso se deve em parte as caracteristicas hidréfilas dos
mondmeros resinosos, e a variavel permeabilidade e alteracdes

fisiolégicas que ocorrem na dentina (Pashley, Carvalho, 1997).

Desta forma, deficiéncias estdo propicias a ocorrer,
como falhas na formag&o da camada hibrida, selamento ndo efetivo
dos tubulos dentinarios expostos; polimerizagdo incompleta;
permeabilidade de alguns sistemas adesivos simplificados; difuséo dos
mondmeros resinosos, com provavel citotoxicidade, em direcdo a
polpa através dos tubulos dentinarios (Sengun et al., 2002). Além do
colapso das fibras colagenas devido a secagem excessiva apos
condicionamento &cido, impedindo a impregnacdo dos mondémeros
resinosos (Nakaoki et al., 2002; Susin et al., 2007).

Shono et al. (1999b) demonstraram que com o tempo
a interface adesiva resina-dentina € passivel de degradacdo, com
significativa reducao dos valores de resisténcia adesiva. De modo que,
a longevidade de unido da RC ao substrato dentinario tem sido cada
vez mais questionada. Além dos problemas relacionados ao sistema
adesivo, esta também é afetada pela difusdo de agua na interface
dente-restauracdo, referente a longos periodos em ambientes
aquosos, como o meio bucal (Visse, Nagase, 2003; Hashimoto et al.,
2006; Susin et al., 2007).

A lise estrutural das fibras coldgenas expostas por
falhas na formacdo da camada hibrida vem sendo aceita como
principal fator no processo de degradacdo da interface adesiva
(Nakabayashi et al., 1982; Pashley, 1991). No entanto, estudos tém
relatado que essa deterioracdo pode ser acelerada por enzimas
endopeptidases, calcio e zinco-dependentes, denominadas
metaloproteinases de matriz (MMP(s) (Hashimoto et al.,, 2003b;
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Pashley et al., 2004; Hebling et al., 2005; Tezvergil-Mutluay et al.,
2010).

Essas MMPs estdo presentes na saliva, substrato
dentinario e matriz extracelular de células humanas (Visse, Nagase,
2003; Ferracane, 2006; Hashimoto et al., 2006), apresentam atividade
metabdlica de degradacdo e remodelacdo de varios tipos de fibras
colagenas (Bourd-Boittin et al., 2005). Dentre as MMPs identificadas
na matriz organica dentinaria estdo: MMP-2 (gelatinase-A), MMP-8
(colagenase-2), MMP-9 (gelatinase-B), MMP-20 (enamelisina)
(Tjaderhane et al., 1998; Martin de las-Heras et al., 2000; Bourd-Boittin
et al., 2005; Sulkala et al., 2006; Nishitani et al., 2006; Mazzoni et al.,
2007), e outras ainda nao identificadas (Martin de las-Heras et al.,
2000). Acredita-se que estas MMPs estédo relacionadas ao processo
de degradacgéao da interface adesiva.

Dentre elas, as gelatinases e colagenases mostraram-
se capazes de degradar a matriz organica dentinaria apos a
desmineralizagdo, mesmo na auséncia de enzimas bacterianas
(Pashley et al., 2004). Durante a mineralizagdo da dentina estas
enzimas encontram-se retidas na matriz extracelular em estado latente
(Tjaderhane et al., 1998) e podem ser ativadas pelo processo de
desmineralizacdo, queda do pH e presenca de ions metalicos, como
célcio e zinco, degradando, assim, o colageno exposto (Tjaderhane et
al., 1998; Pashley et al., 2004). A presenca de MMP-2 e -9 ativas em
dentina desmineralizada foi confirmada através de ensaios de
zimografia e western blotting (Mazzoni et al.,, 2007) Desta forma,
acredita-se que a participacdo das MMPs no processo de degradacéo
da interface adesiva parece ser consistente (Pashley et al., 2004).

Como a atividade colagenolitica dessas enzimas tende
a aumentar de forma gradual, sugerindo uma auto ativacdo ou a

ocorréncia de falha progressiva dos seus agentes teciduais inibidores



22

(Sulkala et al., 2006; Nishitani et al., 2006), uma forma de inibir a acao
das MMPs seria por meio do emprego de agentes inibidores. Estudos
mostraram que a aplicagcdo de inibidores de MMPs reduziu a
progressdo de lesdes de caries em ratos (Sulkala et al.,, 2001) e a
solubilizacdo da camada hibrida (Carrilho et al., 2009).

Por este motivo, alternativas de modificacdo dos
protocolos adesivos na superficie dentinaria tém sido investigadas
visando reduzir a degradacdo dos componentes resinosos e do
colageno exposto. Substancias como digluconato de clorexidina (CLX)
(Carrilho et al., 2009; Chang et al., 2010) e polifendis do cha verde
(Neri et al.,, 2011, Santiago et al., 2011) tém sido usadas como
alternativas para melhorar a resisténcia de unido entre a dentina e os
sistemas adesivos.

O ch& verde é rico em polifendis, em especial a
epigalocatequina-3-galato (EGCG), que apresenta interacdes
hidrofobas com colagenases e gelatinases e ligacdo de hidrogénio,
sendo capazes de modificar a estrutura secundaria das MMPs
(Demeule et al., 2000), tendo demonstrado capacidade em inibir a
atividade dessas MMPs (Demuele et al., 2000; Garbisa et al., 2001;
Sartor et al., 2002; Chaussain-Miller et al., 2006) através de testes de
cultura de células (Demuele et al., 2000; Sartor et al., 2002).

Recentemente, estudos in vitro mostraram que o cha
verde reduziu de forma consideravel o desgaste dentinario sob
desafios erosivos / abrasivos pela inibicdo das MMPs (Magalhées et
al., 2009; Kato et al., 2010). No entanto, sua influéncia na resisténcia
adesiva ainda necessita de comprovacdes cientificas, o0 que nos
motivou a realizar a pesquisa do cha verde assim como da CLX
através da modificagdo do protocolo clinico de aplicagdo de um
sistema adesivo convencional de dois passos, largamente empregado

na Odontologia.



2 REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo tem como objetivo esclarecer alguns dos
temas que sdo importantes para a melhor compreensdo do presente
estudo e abordar as pesquisas mais relevantes realizadas até entdo. Para
tanto, a revisdo de literatura serd subdividida em topicos: 2.1 Cha Verde;

2.2 Clorexidina; 2.3 Testes de adesdo por microtracao.

2.1 Cha Verde

Desde a Antiguidade, as plantas vém sendo utilizadas
como forma de medicamentos, na prevencao, no tratamento e na cura de
certos disturbios, disfun¢cées ou doencas em homens e até em animais.

O cha é originario do continente Asiatico e a segunda
bebida néo alcodlica, precedida pela agua, mais consumida no mundo,
sendo uma das fontes mais ricas em flavondides (Duffy et al., 2001).

Os chéas sao substancias obtidas a partir das folhas de
Camelia sinensis L. O Kuntze., uma planta da familia Theaceae, sao
classificados em trés categorias de acordo com o processo de fabricacédo:
fermentado (oxidacdo das folhas por contato com o ar — preto), nao-
fermentado ( folhas secas apenas por vapor de agua — verde) e 0 semi-
fermentado (folhas parcialmente fermentadas antes da sua secagem —
oolong) (Tanaka e Kouno, 2003). O cha verde é o mais rico em

compostos com atividades funcionais (Cheng, 2006), consumido
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principalmente nos paises Asiaticos, onde significa muito mais que uma
simples bebida é considerado sinébnimo de prosperidade, harmonia e
beleza e seu consumo torna-se um ritual de grande importancia social e
cultural. Por isso, tem sido cada vez mais estudado devido aos seus
beneficios relacionados a prevencdo e combate a diversas doencas (Liao
et al,. 2001).

Diversos estudos tém mostrado os efeitos terapéuticos do
consumo do chd verde (Arab et al., 2011), como: prevencdo de doencas
cronico-degenerativas, como o0 céancer e doencas cardiovasculares
(Higdon, Frei, 2003), acdo anti-inflamatéria (Dona et al, 2003),
antimicrobiana (Hamilton-Miller, 1995; Stapleton et al., 2004a e 2004b) e
antiviral (Kawai et al., 2003), e manutencdo da saude bucal (Liao et al.,
2001). E rico em minerais e vitamina K (Manfredini et al., 2004) e auxilia
na perda de peso. Sendo bem descrita, ainda, a capacidade dos
polifendis do cha verde em inibir as MMPs da matriz extracelular, com
consequente efeito antienvelhecimento (Vayalil et al., 2004; Annabi et al.,
2002; Demeule et al., 2000).

Durante a fabricacdo do ch& verde, suas folhas e brotos
recebem tratamento térmico para inaturacao das enzimas pelo método de
secagem, imediatamente apos a colheita, inativando, assim, as enzimas
polifenol-oxidases, o que contribui para que seus polifendis, que sao 0s
componentes naturais, sejam preservados. Com isso, a composi¢cao dos
polifendis no cha verde tende a ser semelhante ao das folhas frescas
(Tanaka e Kuono, 2003).

Reporta-se que o cha verde contenha cerca de 4000
componentes bioativos, em que 1/3 é constituido de polifendis (Tariq et
al., 2010), os quais estdo relacionados as suas propriedades funcionais.
Dentre eles, encontram-se as catequinas, teaflavinas e os flavondides,

sendo este Ultimo o mais abundante (Sumpio et al., 2006), sdo potentes
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antioxidantes, sequestradores de radicais livres, quelantes de metais (0
gue reduziria sua absorcéo) e inibidores de lipoperoxidacao.

As principais catequinas presentes no cha sao (-)—
catequina (C), (-)—epicatequina (EC), (—)—epicatequina galato (ECG), (-)—
epigalocatequina (EGC), (-)—epigalocatequina-3-galato (EGCG), cuja
principal propriedade terapéutica é a de antioxidante (Henning et al,
2004). O EGCG ¢ a catequina mais ativa e em maior quantidade (Wang et
al, 2000).

A quantidade de polifendis encontrada aproximadamente
numa infusdo de chéa verde é de 60 mg/g de folhas de ch4, variando de 9
até 117 mg/g dependendo da procedéncia (Dalluge et al., 1998). Estudos
prévios demonstram que a forma de acondicionamento da erva, 0 modo
de preparo, a proporcao erva/quantidade de agua utilizada, a temperatura
e o0 tempo de infusdo tem grande influéncia sobre a quantidade dos
compostos fendlicos extraidos e sua agdo antioxidante (Zhu et al., 1997;
Astill et al., 2001; Chen et al., 2001).

Além das catequinas, quantidades apreciaveis de
flavondides como quercetina e miricetina e seus glicosideos estédo
presentes no cha verde (Saito, Miyata, 2000, Wang et al., 2000). Em sua
composicdo também s&do encontrados elementos minerais essenciais
para a saude humana, como K e Mg (Ferrara et al., 2001), Mn, Ca, Zn, Cr
e Ni (Xie et al., 1998), além de Se (Zhu et al., 2006) e F (Shu et al., 2003).
Destacando-se o flior que pode ter efeito sobre a remineralizacdo 6ssea
e a saude bucal (Hamilton-Miller, 2001), sendo benéfico na prevencao da

céarie dentaria.

2.1.1Uso do Ché& Verde na Odontologia
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Demeule et al. (2000) avaliaram o efeito de diferentes
componentes bioldgicos de varios produtos naturais — polifendis do cha
verde, resveratrol, genisteina e componentes organossulfatos do alho —
na atividade das MMPs -2, -9 e -12. Andlise de fluorescéncia da atividade
das MMPs-2 e -9 e da elastase pancreatica foi realizada para determinar
a quantidade minima de enzimas e substratos usados. A taxa de
protedlises na presenca ou auséncia dos polifendis do cha verde foi
mensurada pelo aumento na fluorescéncia. Tumores de cérebros
humanos foram homogeneizados em cinco volumes em meio composto
por 250 mM sacarose e 10 mM Herpes-Tris com politron a 4°C para
determinacao das proteinas. MMP-12 foi parcialmente purificada em um
meio contendo linhas de células de ratos e macréfagos em elastase
pancreatica de porco e o conjunto resultante incubado por 2 h a 4°C para
remocgdo das gelatinases, determinando a atividade especifica somente
para elastina. Apés, foi realizada zimografia para determinacdo da
atividade das MMPs e dos tecidos de tumores cerebrais e de ratos. A
ativacado da proMMP-2 induzida pela concanavalina A (Con A - lectina da
Canavalia ensiformis indutora da ativacdo da proMMP-2) também foi
mensurada por zimografia de gelatina. Analises de fluorescéncia
mostraram uma maior inibicdo das 3 enzimas pelos polifendis do cha
verde, em uma relagcdo dose-dependente, sem afetar a atividade da
elastase pancreatica. Estes resultados foram confirmados pela zimografia.
Polifenois do cha verde a 35 pg/ml foram capazes de inibir a atividade
elastinolitica da MMP-12 em 90%, no entanto, na presenca das
catequinas isoladas do cha verde, as trés MMPs foram inibidas pela ECG
em 97% e EGCG em 100%. A ativacdo da MMP-2 pela Con A foi inibida
em 35 pg/ml de polifendis do ch& verde foram adicionados ao meio, mas
somente a EGCG isolada foi capaz de inibir a ativacdo da MMP-2 em
presenca da Con A. Os resultados encontrados nesse estudo, portanto,
sugerem que as catequinas do cha verde inibem tanto a atividade das

MMPs quanto a ativagédo da proMMP-2.
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Hamilton-Miller (2001) fez um levantamento bibliogréafico
dos estudos realizados até entdo relacionado as propriedades anti-
cariogénicas do cha verde e preto na ultima década. Varios componentes
ativos do cha verde e preto, quando preparados por um processo de
infuséo das folhas secas da Camellia sinensis apresentaram propriedades
in vitro que sugeriram uma atividade anti-cariogénica, como efeito
bactericida sobre Streptococcus mutans e S. sobrinus, prevencao da
aderéncia bacteriana ao dente, inibicdo da glicosiltranferase, e inibicdo da
amilase salivar e bacteriana. Estudos in vitro com modelos de animais
confirmaram que estas propriedades dos chas podem ter um efeito
significativo na reducéo da cérie, no entanto ainda séo poucos os estudos
clinicos que confirmam que o consumo regular de cha pode reduzir a
incidéncia e a severidade da carie na populacdo. Esta reviséo de literatura
sugere, portanto, que a atividade anti-cariogénica dos componentes ativos
dos chas verde e preto, na prevencao da aderéncia bacteriana ao dente,
poderiam levar a uma intervencdo na saude publica de maneira efetiva e
economica.

Hirasawa et al. (2006) avaliaram a capacidade de inibicao
pelo EGCG de acidos produzidos na placa dental e por Streptococcus sp,.
e o pH da placa. Para isso, 15 voluntarios tiveram placa coletada da
superficie vestibular dos molares e mensuracdo do pH através de um
pHmetro digital apdés bochecho com solugdo aquosa de 2 mg/ml de
EGCG e apos intervalo de 30 min, bochecho com sacarose 10%. Para
analise da inibicdo da fermentacdo da sacarose pela EGCG, as bactérias
foram cultivadas a 37° C por 20 h em infusédo de cérebro e coracéo (BHI)
ou em BHI associado a 5% de sacarose e pré-incubadas com 0,4 ml de
EGCG (2 mg/ml) em solugéo tampao. Aliquotas de 25 pul foram coletadas
em intervalos de tempo e o pH mensurado usando pHmetro. As placas
foram cultivadas em anaerobiose a 37° C por 2 dias com posterior
contagem das unidades formadoras de coldnias. Para andlise da acéo do

EGCG sobre a aderéncia bacteriana sobre a hidroxiapatita, culturas
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bacterianas foram centrifugadas e previamente suspensas em 1 ml de
saliva humana por 60 min, apds, discos de hidroxiapatita sintética ficaram
em contato com essa saliva por 60 min a 37° C, removidos e lavados 3
vezes em solucdo tampao. As bactérias aderidas a hidroxiapatita foram
entdo incubadas com ou sem EGCG por 30 min a 37° C, diluidas e
novamente incubadas em agar salivar por 48 h, entdo realizado a
contagem das unidades formadoras de colénia. O estudo mostrou que a
maior inibicdo da producdo de &cidos na placa ocorreu apos 30 min de
lavagem, comparado as lavagens apos os intervalos de 2 e 120 min, e o
pH minimo apdés 30 min foi de 6,5 comparado ao controle (pH 4,8). A
concentragdo de EGCG mais efetiva foi de 5 mg/ml. O EGCG inibiu a
gqueda do pH em ambas as culturas de S. mutans incubadas com
sacarose. No entanto, o numero de S. mutans e S. sobrinus em culturas
contendo sacarose ndo foi reduzido pelo tratamento com EGCG. Em
relacdo aos S. sp aderidos a hidroxiapatita, o tratamento com EGCG néo
teve efeito significante sobre eles (90,4% de células vivas). O estudo
sugere que o EGCG ¢ efetivo na reducéo da producéo de acidos na placa
dental e pelos S. mutans.

Em um estudo realizado por Madhan et al. (2007) sobre
os efeitos dos polifendis do cha verde, como C e EGCG na acdo das
colagenases sobre o colageno, o colageno tratado pelas C e EGCG
apresentou 56% e 95% de resisténcia, respectivamente, em relacédo as
hidrélises colagenoliticas pelas colagenases. Enquanto interacdes diretas
entre as C e EGCG e as colagenases apresentaram 70% e 88%,
respectivamente, de inibicdo em relacdo a atividade colagenolitica das
colagenases sobre o colageno, sendo uma concentracdo dose-
dependente. A mudanca na estrutura secundaria das colagenases foi
significante quando tratadas com altas concentracdes de C e EGCG. Esta
estabilidade das C e EGCG as fibras coldgenas tratadas contra as
colagenases poderia ter sido provocada pela ligacdo de ambos os sitios

ativos do colageno que séo reconhecidos pelas colagenases. No entanto,
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a maior inibicdo pelo EGCG comparado a C pode ser atribuida a
capacidade de o EGCG apresentar melhor adesdo com as ligacdes de
hidrogénio e interacdes hidréfobas com as colagenases.

Um estudo realizado por Kushiyama et al. (2009) sobre a
relacdo entre a quantidade de cha verde ingerido e a presenca de doenca
periodontal (DP) avaliou 940 japoneses homens entre 49 e 59 anos.
Foram usados como parametros do estudo a profundidade a sondagem,
perda de insercao clinica e sangramento a sondagem, mensurados com
sonda periodontal nos sitios mésio e médio-vestibular de todos os dentes
remanescentes. Examinou-se a relacao existente entre o consumo do cha
verde e os parametros periodontais. Em que o consumo do cha verde foi
definido pelo nimero de copos consumidos por dia assinalado em um
guestionério autoadministrado. Os resultados obtidos mostraram que o
consumo do cha foi inversamente proporcional em relagdo a todos os
parametros estudados. Modelos de regressdo linear multivariado
mostraram que cada aumento do consumo em um copo por dia de cha
verde estava associado a uma reducdo média de 0,023 mm na
profundidade de sondagem, 0,028 mm na perda de insercdo clinica e
reducdo de 0,63% de sangramento a sondagem. O consumo foi
correlacionado com a frequéncia de escovacdo e o numero de dentes,
ndo havendo variacdo estatistica significante na média do ch& consumido.
Entretanto, o consumo do cha foi inversamente proporcional a todos os
parametros estudados, independentemente de outras variaveis,
mostrando que quanto maior a frequéncia de cha verde consumido,
melhores foram as condi¢cfes periodontais. O estudo sugere que existe
uma associag¢do inversa entre o consumo do cha verde e a doenca
periodontal, podendo ajudar na manutencao da saude periodontal.

Magalhdes et al. (2009) avaliaram a agao indireta de
potenciais inibidores de MMP na progresséo da erosao, pela reducao do
colapso da matriz organica pelo desgaste dentinario, provocado pela

erosao e erosdo associada a abrasdao. Amostras de dentina radicular
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bovina foram preparadas (n= 192, 4 x 4 x 2 mm), aplicado esmalte para
unhas em metade da superficie de cada amostra para manter a superficie
de referéncia para determinacdo do desgaste. Cada 4 amostras foram
fixadas em um dispositivo de acrilico palatal que foram usados por 12
voluntarios. Os dispositivos eram usados por 12 h antes dos protocolos
erosivo e erosivo / abrasivo para formacdo de biofilme. A posicdo das
amostras em fileiras para cada protocolo foi randomizada para cada
voluntario, e os dispositivos eram usados dia e noite, s6 sendo removidos
durante as refeicbes e higiene oral. Para o procedimento erosivo extra
oral, o dispositivo era imerso em 150 ml de Coca-Cola por 5 min, 4 vezes
ao dia, com intervalo de 4 h entre cada imersao, por 5 dias. Para o
procedimento abrasivo as amostras submetidas a abrasdo eram
escovadas por 15 s com escova elétrica e pasta sem fllor 2 vezes ao dia
entre o primeiro e terceiro procedimento erosivo. Apos reinsercao, a boca
era imediatamente bochechada por 60 s com solu¢des de 10 ml de 250
ppm F, 0,12% CLX, 0,61% solucdo do extrato do cha verde ou agua
deionizada. Apos 5 dias, as amostras foram removidas dos dispositivos,
removido o esmalte de unha e a perda de dentina foi mensurada por
perfilbmetro. Os resultados mostraram que todas as solu¢des reduziram o
desgaste dentinario comparado ao controle, em ambas as condicfes, e
que este foi significantemente maior quando se associou abrasdo a
erosao comparada a erosao somente. Isso sugere que, apesar da nao
mensuracdo direta do colageno degradado pelas MMPs, poderia ser
possivel o uso dos inibidores de MMP testados como forma de minimizar
0 processo erosivo.

Um estudo de Kato et al. (2009) avaliou o efeito protetor
do cha verde na eroséo e erosdo associada a abrasdo na dentina. Cento
e doze espécimes de dentina bovina (4 x 4 x 3 mm) foram preparados e
metade da superficie de cada amostra foi impermeabilizada com esmalte
para unhas. Dez voluntarios usaram, cada um, um dispositivo acrilico

palatal individual com 6 amostras de dentina bovina organizadas em trés
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fileiras de dois espécimes. Nas primeiras 12 h o dispositivo ficou na
cavidade intraoral para formacao de biofilme, desafios erosivo e abrasivo
foram realizados 4 vezes ao dia por 5 dias fora da boca apds as principais
refeicdes. Os voluntarios removiam os dispositivos da boca e os imergiam
em 150 ml de Coca-Cola por 5 min enquanto preparavam o cha verde
segundo o fabricante (2 g da erva para 180 ml de agua por 1 min a
100°C). A concentracdo de EGCG no cha verde foi de 0,185 mg/ml (400
UM) conforme mensuragcdo por cromatografia liquida por alta
performance. Passado o tempo, os voluntarios tomavam um gole de cha,
reinseriam o dispositivo e bochechavam com 10 ml de solu¢do de cha
verde ou agua (controle) por 1 min. Apés, o dispositivo era removido e
submetido ao procedimento abrasivo por 30 s com escova elétrica e pasta
sem flUor e retornava a boca que era entdo bochechada com 10 ml de
agua por 5 s. Ap6s 30 min o procedimento abrasivo era repetido. Os
dispositivos permaneceram na boca por 24 h sendo removidos somente
durante as refeicbes. Os espécimes foram entdo removidos e avaliados
por perfilometria. A solucdo de cha verde foi capaz de reduzir o desgaste
dentinario em todas as condigcbes comparadas ao controle, e para ambos
os tratamentos o0 desgaste foi maior quando associado erosao e abrasao,
mas sem diferenca entre os grupos que sofreram abrasdo imediata, e
imediata e apds 30 min. O estudo mostrou que o cha verde foi capaz de
reduzir o desgaste dentinario em condigfes erosiva / abrasiva.

Kato et al. (2010) avaliaram a presenca de erosao dental
in situ com o uso de géis contendo inibidores de MMP (EGCG e
clorexidina). Avaliou-se a capacidade desses géis em prevenir a erosao
dental. Cem blocos de dentina (4 x 4 x 3 mm) foram preparados de
incisivos bovinos e metade da superficie de cada amostra
impermeabilizada com duas camadas de esmalte para unhas.
Dispositivos acrilicos individuais com 5 amostras cada foram
confeccionados para 10 voluntarios que os usaram por 12 h antes dos

desafios erosivos, para formagcdo de uma pelicula salivar. Os blocos de
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dentina foram tratados por 1 min com géis de EGCG de 10uM e 40uM,
clorexidina 0,012%, fluoreto de sédio (NaF) 1,23% (controle positivo) e um
gel placebo (controle negativo) e os desafios erosivos iniciados 6 h apos
os tratamentos, 4 vezes ao dia em tempos determinados (8, 12, 16 e 20
h) por 5 dias. Para o procedimento erosivo os dispositivos eram retirados
da cavidade oral e imersos em 150 ml de Coca-Cola por 5 min. Apos, 0s
voluntarios tomavam um gole da bebida e reinseriam o dispositivo. A
perda de estrutura dentinaria pela erosédo foi mensurada por perfilometria
em relacdo as superficies ndo tratadas. A reducdo da erosdo foi
significante para os grupos EGCG 10 uM, EGCG 40 pM e clorexidina,
guando comparados ao NaF e ao placebo. Nao foram possiveis de
identificar em MEV uma interface clara entre as areas controle e de
erosao nos grupos tratados com inibidores de MMP. Esta interface era
visivel no grupo tratado com NaF 1,23%. A observagédo das superficies
erosionadas mostrou que os inibidores de MMP também podem ter um
efeito fisico pela oclusdo dos tubulos dentinarios. Os resultados sugerem
gue o uso dos géis contendo inibidores de MMP pode prevenir a erosao.
Um estudo de Xu et al. (2010) avaliou a capacidade de
reducdo da halitose causada por componentes sulfaricos volateis e
supressdo do mgl (gene codificado pela L-metionila-a-deamina-y-
mercaptanilase) responsavel pela producdo de metilmercaptana (CH3;SH)
produzida por bactérias anaerdbias orais. A concentracdo minima
inibitéria e minima bactericida do EGCG contra Porfiromonas gingivalis foi
determinada pelo método de microdiluicdo. A CH3SH foi produzida por
reagdo quimica e mensurada por espectrofotometria. Para determinar se
a reducdo na producdo de CH3SH ocorreu na concentragdo inibitéria
minima do EGCG devido a supressao do crescimento, a viabilidade da P
gingivalis foi calcula apos 20 h de crescimento na presenca de EGCG, por
centrifugacdo e o RNAm total foi isolado e purificado. A concentracao
minima inibitéria do EGCG foi 97,5 pg/ml e a concentracdo bactericida

minima de 187,5 pg/ml. A producdo in vitro da CH3SH foi
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significantemente inibida na presenca de EGCG abaixo da concentracéo
minima inibitéria. Uma concentracdo de 31,25 pg/ml de EGCG inibiu a
expressado de mgl em 56% comparado com o controle. EGCG, portanto,
pode representar um agente natural e alternativo no controle quimico
antimicrobiano da halitose.

Nakanishi et al. (2010) avaliaram o efeito do EGCG e
ECG na expressdao de citosinas pro-inflamatérias e adesdo molecular nas
células da polpa dental estimuladas por fatores de viruléncia bacteriana.
Para isso, células na polpa dental humana foram pré-tratadas com ou
sem a presenca de catequinas (1 — 50 pg/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 e 24 h.
Apos os periodos de tempo, os sobrenadantes foram coletados e usados
para determinar a quantidade de interleucina (IL)-6 e IL-8 e as células
tratadas foram usadas para extracdo do RNA e andlise de fluxo
citométrico. Os resultados mostraram que a presenca de EGCG e ECG
reduziram significantemente a expressédo de IL-6 e IL-8 e em células
pulpares expostas as citosinas em uma concentracdo dose-dependente.
Moléculas de adeséo intercelular foram reduzidas enquanto moléculas de
adesdao celular vascular foram inibidas pela EGCG e EGC, sugerindo que
0 cha verde possa prevenir a exacerbacgao de pulpites.

Arab et al. (2011) fizeram uma revisao de literatura sobre
os efeitos terapéuticos do cha verde na saude oral e periodontal. Com
relacdo a gengivite e periodontite, os estudos realizados reportaram que
as catequinas presentes no cha verde possuem efeito inibitério nas
patogéneses periodontais, sendo seu consumo diario uma forma simples
de manutencéo da saude periodontal. Assim como a prevencdo da carie
dental, causada por bactérias cariogénicas, pelas catequinas ECG e
EGCG que inibem a glicosiltransferase e consequentemente a aderéncia
bacteriana a superficie dental. A inibicdo da proliferacdo de diversas

células tumorais e inibicdo da inducdo de apoptoses em estudos in vitro e
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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 prevencgéo da
halitose pelos polifendis do ch, pela interagdo com bactérias periodontais
responsaveis pela producdo dos componentes sulflricos volateis e pela
reacao quimica entre o EGCG com as CH3SH, principal fonte da halitose.
Esta revisdo sugere, portanto, que o consumo do ch& verde pode prevenir
e tratar diversas doencas orais e periodontais. O consumo do ch& durante
as refeicbes é um habito simples e possivel para auxiliar na manutencao
da saude oral.

Suyama et al. (2011) estudaram a capacidade de
remineralizacdo do esmalte e aquisicdo de acido-resisténcia por mascar
chiclete sem acgucar contendo flior derivado do ch& verde. Para isso foi
realizado um estudo duplo-cego, cruzado, com 45 voluntarios que nao
estavam fazendo uso de medicacdo que afetasse a taxa de salivacao.
Prepararam-se dispositivos removiveis mandibulares com dois blocos de
esmalte (3 x 4 x 2 mm) de primeiros pré-molares humanos, extraidos por
motivos ortodénticos, apds desenvolverem lesbes sub-superficiais usando
uma solucéo tampao desmineralizadora por 72 h a 37° C. Antes de serem
presos no dispositivo um ter¢co de cada espécime de esmalte foi coberto
com esmalte para unhas. O chiclete testado continha 1,17 % de extrato
de cha verde (25 ug fluoreto / parte), mas idéntico ao chiclete placebo em
todos os outros aspectos. Os voluntarios foram instruidos a mascar dois
pedacos de chiclete ao mesmo tempo por 20 min, duas vezes ao dia, por
4 semanas. Os dispositivos eram inseridos somente na boca somente
antes da mastigacdo e permaneciam por mais 20 min. Quando
removidos, eram guardados em um recipiente plastico Umido em
temperatura ambiente. Apds o tratamento, os espécimes foram removidos
do dispositivo, e outro um terco de cada superficie de esmalte coberta
com esmalte para unhas preservando a area remineralizada e o terco

restante sofreu nova desmineralizacdo para o teste do desafio acido. Os
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espécimes foram, entdo, seccionados em torno de 200 pm, e a
microradiografia realizada. Cada imagem de uma lesdo foi digitalizada
trés vezes em locais diferentes com medidor de densidade. Amostras de
saliva foram colhidas para medicdo de fluoreto antes (saliva nao
estimulada), 0,5, 1, 3, 5, 10, 15 e 20 min apés a mastigacdo. Para
medicdo do teor de flior no esmalte remineralizado, 10 espécimes de
esmalte com é&rea de remineralizacdo suficiente restante foram
selecionados e realizada andlise das camadas superficiais e sub-
superficiais. Os resultados mostraram que a concentracao de fldor salivar
atingiu um pico maximo de 3,93 + 1,28 ppm para 0,5-1 min e se manteve
acima de 0,18 + 0,20 ppm durante a mastigacdo em 20 min. A elevada
concentracdo de fldor na saliva resultou em uma alta concentracdo de
fldor (656 + 95 ppm) nas regides remineralizadas comparada ao placebo
(159 + 20 ppm). ApoOs remineralizagdo o valor de mineral alterado foi
maior para o grupo com fluoreto, enquanto que apdés novo desafio acido
esse valor se manteve reduzido comparado ao placebo. Os autores
concluiram que o chiclete contendo fluoreto produziu um nivel de
remineralizacdo e resisténcia acida maiores que o placebo, indicando que
0 consumo regular do chiclete contendo fluoreto derivado do cha verde
pode ser util para propiciar o fluoreto topico necessario a prevencéo da

carie dentaria.

2.2 Clorexidina

A clorexidina (CLX) € uma biguanida com propriedades
catibnicas. Sua nomenclatura quimica é digluconato de clorexidina. Ela foi
introduzida no mercado como antisséptico de largo espectro contra
bactérias gram-positivas e negativas (Davies et al., 1954) além de ser um

agente antibacteriano com propriedades inibidoras de MMPs (Gendron et
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al., 1999). Devido as suas propriedades, varios estudos foram realizados
utilizando a CLX como um pré-tratamento previamente a aplicacdo do
sistema adesivo como forma de inibir as MMPs, e, consequentemente,
manter a estabilidade da interface adesiva entre resina-dentina por um
maior periodo de tempo.

Dessa forma, Gendron et al. (1999) avaliaram a
capacidade de inibicdo das MMPs-2, -8 e -9 pela CLX. Foram usadas 1,5
U/ml MMP-2 em 50 mM NaCl —20mM Tris-HCI, e 20 pg/ml de MMP-9 em
5 mM Tris-HCI contendo 0,1 mM CacCl,, Brij 35 e glicerol 10%. Ambas
gelatinases foram ativadas ap6s incubacgéo por 30 min a 37°C em 0,5 mM
de p-aminofenil mercurio acetato (APMA). As MMPs-2 (3 pl) e 9 (5 ul)
ativadas foram incubadas com 10 pl de CLX e 5 pl de 50 mM Tris-HCI por
30 min em temperatura ambiente. As concentragbes finais de CLX
preparadas em agua destilada testadas foram 0,03%, 0,015% 0,008%,
0,004%, 0,002% e 0,0001%. EDTA 10 mM foi usado como controle na
inibicdo da atividade das MMPs-2 e -9. Ap0Os a incubacéo, as amostras
foram aquecidas por 30 min a 60°C na presenca de solucdo tampéo de
eletroforese e as proteinas coradas. O efeito inibitorio da CLX foi testado
na presenca de 0,75 mM CaCl,, misturado ao ensaio. A atividade da
MMP-8 foi tratada ou ndo com 0,005; 0,01 ou 0,02% de CLX e incubada
com 1,5 uM de colageno tipo | a 3 mg/ml em 50 mM Tris-HCI -0,2 M NaCl
—0,5 mM CaCl, por 12 h a 22°C. Produtos da clivagem do colageno foram
analisados por eletroforese e corados. Sendo avaliado na auséncia ou
presenca de 1 mM APMA, ativador da MMP-8 latente. A concentragéo de
CLX a 0,03% inibiu completamente a atividade das MMPs 2 e 9, sendo
seu efeito inibidor dose-dependente. A concentracdo minima capaz de
inibir a atividade da MMP-9 foi 0,002%, a MMP-2 foi mais sensivel sendo
inibida por uma concentracdo de 0,0001%. A atividade da MMP-8 sem
APMA foi completamente inibida pela CLX 0,02% e 0,01%, no entanto na
presenca de APMA somente uma parte foi inibida nas mesmas

concentragdes. Isto sugere que o uso da CLX como inibidor da atividade
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das MMPs pode apresentar um efeito valioso na inibicdo direta das
MMPs.

Hebling et al. (2005) avaliaram a degradacéo da interface
adesiva usando um sistema adesivo convencional associado ou nao a
CLX apos o condicionamento com &cido fosforico. Para isso, 28 criangas
com idade entre 8 — 12 anos com pares de molares deciduos
contralaterais cariados sem cavitagcdo que necessitavam de preparos de
classe | com margem cavo-superficial em esmalte foram selecionadas. No
entanto, somente 11 foram selecionadas pela expectativa destes dentes
permanecerem na cavidade oral por 6 meses antes de serem extraidos.
oito das 11 criancas tiveram pelo menos um dos dois dentes restaurados
esfoliados naturalmente antes de 6 meses, sendo excluidas do estudo,
permanecendo apenas 3 com ambas restauracbes integras,
assintomaticas, sem fratura ou carie na reavaliacdo apos 6 meses. Os
controles receberam condicionamento com acido fosférico por 15 s,
aplicacdo de sistema adesivo Single Bond de acordo com o fabricante e
restauragdo com RC. Os dentes experimentais foram submetidos ao
protocolo similar com aplicacdo de CLX 2% previamente ao sistema
adesivo. Apds 6 meses os dentes foram extraidos, e seccionados em 4
partes de 1,0 mm. Dois espécimes de cada dente foram selecionados
aleatoriamente e imersos em solugao de nitrato de prata a 50% por 24 h
de acordo com o protocolo para microinfiltracdo e avaliados em
microscopio eletrébnico de transmissdo sem desmineralizacdo para
analise. Os outros 2 espécimes de cada grupo foram completamente
desmineralizados e todas as bases das interfaces adesivas avaliadas.
Houve uma maior extensdo dos depdsitos de nitrato de prata nos
espécimes dos controles ndo desmineralizados. Os grupos em que foram
aplicados CLX e desmineralizados para andlise, apresentaram uma
camada hibrida normal com a rede de fibras colagenas integra, enquanto
o0 controle desmineralizado apresentou evidéncias de degradacdo no

interior da camada hibrida e destruicdo progressiva da rede de fibras
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colagenas, mostrando que a auto-degradacdo da matriz colagena
dentinaria infiltrada por resina, in vivo, pode ser retardada com o uso da
CLX.

Carrilhno et al. (2007a) estudaram a capacidade de
manutencao da interface adesiva resina-dentina com o uso de CLX 2%.
Terceiros molares recém-extraidos receberam preparos de classe | que
foram seccionados ao meio para realizagdo dos protocolos adesivos.
Todos os preparos foram condicionados com gel de acido fosforico a 35%
por 15 s, lavados por 30 s e vigorosamente secos com jato de ar. O grupo
controle (n= 7) foi reidratado com 1,5 pyL de agua destilada e o grupo
experimental (n= 7) com 1,5 pyL de solucdo de digluconato de CLX 2%.
Apos 60 s, foi removido 0 excesso da solucdo, em ambos 0s grupos, com
papel absorvente. Aplicagdo de duas camadas consecutivas do sistema
adesivo Single Bond, e restaurados com 5 ou 6 incrementos de RC Z-250.
Os espécimes foram armazenados em agua destilada a 37° C por uma
semana, e entdo seccionados serialmente abaixo da interface adesiva
obtendo 8 a 10 palitos de cerca de 0,9 mm? por espécime. Um terco
desses palitos foi testado imediatamente, enquanto o restante foi dividido
aleatoriamente e armazenados por 6 meses em saliva artificial (pH 7,1)
contendo ou nao enzimas inibidoras de proteases, com trocas semanais
para manutencdo da atividade inibitéria. Apés, cada corpo-de-prova foi
fixado individualmente em um dispositivo com cianoacrilato e realizado o
ensaio de microtracdo, até sua fratura. Todos os espécimes fraturados
foram armazenados por 24 h em temperatura ambiente em um dissecador
para remocao completa da umidade e sofreram processo de sputter com
ouro-paladio para observacdo de ambas as superficies de cada fratura
por microscopia eletronica de varredura (MEV). As fraturas foram
classificadas em: coesiva em RC, coesiva na camada adesiva, na
superficie da camada hibrida, na base da camada hibrida e coesiva em
dentina. Os resultados mostraram que o pré-tratamento com CLX néo

afetou a resisténcia adesiva in vitro dos espécimes testados
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imediatamente apdés (p> 0,05). Entretanto apds 6 meses de
armazenamento houve uma reducao da resisténcia adesiva em ambos os
grupos armazenados em saliva artificial sem a presenca de inibidores de
proteases (controle 45,3% e CLX 23,4%), sendo a resisténcia adesiva
residual significantemente maior no grupo CLX (p< 0,05). Armazenamento
com inibidores de proteases nao influenciaram na resisténcia adesiva
guando comparado com o armazenamento sem (p> 0,05). A avaliacdo do
efeito dos tratamentos no modo de fratura em 24 h e 6 meses mostrou
que 93,5% das fraturas foram mistas com padrdo de fratura similar em
ambos grupos no teste imediato. Apdés 6 meses houve um aumento da
porcentagem de fraturas na superficie da camada hibrida no grupo
controle, enquanto no grupo CLX esse tipo de fratura foi menos
prevalente independente do tipo de armazenamento comparado com 0O
imediato (p> 0,05). O padrao de fratura mais prevalente no grupo controle
independente do tempo e solucdo de armazenagem ocorreu dentro da
camada hibrida na superficie ou base. Em contrapartida, no grupo CLX
apos 6 meses, as fraturas deixaram de ser na camada hibrida e passaram
a ser predominantemente adesivas em RC (p< 0,05). Os autores
concluiram que em estudos in vitro a CLX poderia ser usada para a
preservacao da interface adesiva dentinaria.

Carrilho et al. (2007b) também avaliaram a prevenc¢éo ou
desaceleracdo da degradacao da interface adesiva resina-dentina pela
aplicagdo de CLX. Doze individuos com terceiros molares contralaterais
higidos parcialmente em oclusdo e indicacdo para extracdo foram
selecionados e receberam preparos de Classe | (3 x 3 x 4 mm) com cavo-
superficial em esmalte. As cavidades controles foram condicionadas com
acido fosférico 35% por 15 s, aplicacdo de Single Bond de acordo com o
fabricante e restaurados com RC. As cavidades contralaterais receberam
tratamento semelhante com aplicacdo de CLX 2% apos o
condicionamento acido por 60 s e remocdo do excesso. Trés pares de

dentes foram extraidos imediatamente ap6s e o0s outros 9 pares
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periodicamente monitorados por 14 meses. Os dentes foram seccionados
com obtencdo de 4 a 5 palitos cada, e estes submetidos ao teste de
microtragdo e as fraturas avaliadas em MEV. O tipo de tratamento, o
tempo de extragdo e a interacdo entre eles afetaram a adesdo dentinaria
(controle imediato: 29,3 £ 9,2 MPa; apdés 14 meses: 19,0 + 5,2; CLX
imediato: 32,7 =+ 7,6; ap0s 14 meses: 32,2 £ 7,2). O uso da CLX né&o
afetou a resisténcia adesiva imediata e manteve sua estabilidade por 14
meses. As fraturas mais observadas apds 14 meses em funcéo intraoral
no controle foram coesivas na camada hibrida. Os grupos controle e CLX
imediato e ap6s 14 meses apresentaram camada hibrida intacta enquanto
o controle apdés 14 meses degradacdo da camada hibrida com zonas
progressivas de desintegracdo do colageno. Os autores concluiram que
se pode prevenir a auto-degradacédo da matriz coldgena com aplicacao de
um inibidor de protease sintético como a CLX.

Um estudo sobre o efeito da CLX a 0,2% e 2% usado
como um primer terapéutico na adesdo de sistemas adesivos
convencionais foi realizado por Breschi et al. (2009). Cento e oito terceiros
molares higidos tiveram o esmalte e dentina superficial oclusal removida
com disco diamantado e padronizacdo da smear layer com lixa d’agua
180. Condicionamento da dentina com acido fosforico por 15 s, lavagem e
secagem com leve jato de ar por 2s. Os espécimes foram randomizados
em 6 grupos (n= 18) de acordo com o tratamento de superficie: CLX 0,2%
aplicado antes do sistema adesivo Adper Scotchbond 1XT (SB1), CLX 2%
aplicado antes do sistema adesivo SB1, aplicacdo do sistema adesivo
sem pré-tratamento (controle), CLX 0,2% aplicado antes do sistema
adesivo XP-Bond (XPB), CLX 2% aplicado antes do sistema adesivo XPB
e aplicacdo do XPB sem tratamento prévio (controle). A CLX foi aplicada
na superficie condicionada por 30 s e levemente seca. Aplicacdo dos
sistemas adesivos segundo os fabricantes e restauracdo com RC. Secc¢ao
dos espécimes para obtencdo de palitos de 0,9 mm? que foram

aleatoriamente divididos em 3 grupos de armazenamento (por 24 h, 6
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meses e 12 meses em saliva artificial a 37° C). Apos cada periodo foi
realizado teste de microtracdo. SB1 e XPB apresentaram valores
imediatos de unido semelhantes com ou sem pré-tratamento com CLX.
Apés 6 meses os controles sem CLX apresentaram reducdo da
resisténcia adesiva. Apos 12 meses 0s controles tiveram reducdo da
resisténcia adesiva em 54% (SB1) e 65% (XPB), enquanto 0os grupos
tratados com CLX reduziram em 21% e 32%, respectivamente. As
concentragfes de CLX ndo apresentaram diferenca estatistica em relacéo
ao tempo de armazenagem ou sistema adesivo usado (p > 0,05). Doze
espécimes adicionais foram preparados para analise de nanoinfiltracdo, o
gual mostrou que apés 6 e 12 meses houve um aumento da
nanoinfiltracdo nos grupos controles, os grupos tratados com CLX
apresentaram pouca nanoinfiltracdo independente da concentracédo e
sistema adesivo. Com isso, acredita-se que fatores enddgenos
responsaveis pela degradacdo da interface adesiva podem ser inibidos
pela CLX.

Loguercio et al. (2009) avaliaram o efeito de diferentes
concentragdes e tempo de aplicacdo da CLX na preservacéo da interface
adesiva resina-dentina usando os sistemas adesivos convencionais Adper
Single Bond e Prime & Bond. Cento e vinte terceiros molares higidos
tiveram a dentina oclusal planificada, e para a primeira etapa 60
espécimes foram condicionados com acido fosférico 15 s, lavados por 15
S, secos e reidratados com agua (controle) ou CLX a 0,002%, 0,02%,
0,2%, 2% e 4% por 60 s, aplicacao dos sistemas adesivos de acordo com
fabricante e restauracdo com RC. Apds essa etapa foram selecionadas
duas concentracdes de CLX extremas que tiveram efeitos benéficos na
preservacdo da interface adesiva apés 6 meses. Na segunda etapa, 60
dentes foram divididos em 12 grupos (n= 5), e ap0s o condicionamento
acido, foram reidratados com agua (controle), 0,002% e 2% de CLX por
15 s e 60 s, aplicacdo do sistema adesivo segundo o fabricante e

restauracdo com RC. Os espécimes foram seccionados em palitos e
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divididos aleatoriamente para o teste de microtracdo. Metade dos
espécimes foram testados imediatamente apds e a outra metade apos 6
meses de armazenamento em agua destilada 37°C, quanto ao tipo de
fratura. Na primeira etapa, o grupo controle teve sua resisténcia adesiva
reduzida apos reidratacdo com agua. Na segunda etapa, houve uma
reducdo significativa na resisténcia adesiva em ambos o0s sistemas
adesivos quando reidratados com agua, independente do tempo de
aplicacdo. No entanto, a reidratacio com CLX em diferentes
concentragbes e tempo de armazenamento apds 6 meses manteve a
interface adesiva estavel. A estabilidade adesiva pode ser mantida por um
periodo de 6 meses em todas as condicdbes de CLX testadas,
independente da concentracdo e tempo de aplicagdo. O uso da CLX
0,002% por 15 s pode ser suficiente para preservar a interface adesiva
dentinaria por 6 meses.

Chang e Shin (2010) avaliaram a influéncia da CLX com
diferentes métodos de aplicacdo na interface adesiva dentinaria de
cavidades Classe |. Cinquenta molares higidos tiveram a superficie
oclusal planificada para exposi¢cao da dentina para que toda a margem da
restauracdo ficasse em dentina. Os espécimes foram divididos
aleatoriamente em 5 grupos (n= 10). Grupo 1: desinfeccdo da cavidade
com CLX 2% por 20 s, lavagem com agua por 20 s e condicionamento
com &cido fosforico 37% por 10 s, lavadas por 10 s, levemente seca por
10 s, aplicagéo do sistema adesivo Singe Bond 2 segundo o fabricante e
restauracdo com RC; grupo 2: semelhante ao grupo 1, mas a CLX foi
seca com jato de ar sem lavar; grupo 3: CLX 2% aplicado ap6s o
condicionamento &cido, por 20 s, e lavado por 20 s; grupo 4. CLX 2%
aplicado semelhante ao grupo 3, mas seca com jato de ar sem lavar;
grupo 5: grupo controle, sem uso de CLX. Metade dos espécimes de cada
grupo foi armazenado em agua por 24 h e a outra metade submetida a
10.000 ciclos de termociclagem. Os espécimes foram seccionados para

obtencdo de palitos para o teste de microtracdo, que mostraram que 0O
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pré-tratamento com CLX nao afetou a for¢a adesiva in vitro, no entanto a
termociclagem reduziu significantemente a forca adesiva no grupo
controle (p< 0,001). Nao houve diferenca quanto ao tratamento entre 0s
grupos que aplicaram CLX apds o condicionamento acido (grupo 3= 0,074
e grupo 4= 0,055). Considerando a reducéo da resisténcia adesiva apos
termociclagem, o estudo mostrou que a CLX pode prolongar a adesao
dentinaria.

Um trabalho realizado por Breschi et al. (2010) avaliou o
papel das MMPs dentinarias na auto-degradacao das fibras colagenas na
interface adesiva com ou sem pré-tratamento com CLX. Para isso, 10
molares higidos foram selecionados, removidos o esmalte, raizes e
remanescente pulpar, e a dentina pulverizada em nitrogénio liquido para
obtencdo do p6 de dentina, obtendo-se 5 aliquotas com 1 g cada de
dentina em p6 que foram dividas em grupo 1: p6 de dentina mineralizada
sem tratamento; grupo 2: desmineralizacdo por 10 min em 1% de acido
fosforico; grupo 3: pé de dentina mineralizada tratada com 3 ml de Adper
Scotchbond 1XT (SB1XT) por 24 h a 4° C; grupos 4 e 5: pé de dentina
mineralizada tratada previamente com 0,2% e 2% de CLX
(respectivamente), por 30 min a 4°C, lavada com 1 ml de agua destilada e
aplicacdo do sistema adesivo semelhante ao grupo 3. Apds, 0s
espécimes sofreram um processo de centrifugacdo e precipitagdo para
extracdo das proteinas mineralizadas e parcialmente desmineralizadas do
po de dentina e a concentracdo dessas proteinas foi determinada. Elas
sofreram eletroforese, com ativacdo por APMA e incubadas em solucéo
tampéao para zimografia. O controle for incubado em EDTA e um inibidor
de gelatinases. Adicionalmente 48 molares foram seccionados para
exposi¢cdo da dentina oclusal que foi condicionada com &cido fosforico
35% e divididos em trés grupos: 1) e 2) pré-tratamento apés o
condicionamento com CLX 0,2% e 2% respectivamente, por 30 s,
secagem e aplicacdo do SB1XT e RC; 3) controle. Os espécimes foram

subdivididos e submetidos ao teste de microtracdo imediato e apds 2
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anos armazenados em saliva artificial. A analise zimografica ndo mostrou
atividade de proteinas na dentina mineralizada, o grupo desmineralizado
com acido fosférico apresentou formas ativas de MMP-2 e -9, assim como
no grupo tratado com SB1XT. No entanto os grupos tratados com CLX
0,2% e 2% apresentaram completa inibicdo das MMP-s -2 e -9. Quanto a
microtracdo, s6 houve diferenca apdés 2 anos de armazenagem, com
reducdo em 67% da estabilidade adesiva no controle, 16% com CLX
02% (32,6 £+ 83 MPa) e 30% com CLX 2% (28,5 + 7,2 MPa),
demonstrando a eficacia de inibicdo das MMPs pela CLX em baixa
concentragéo (0,2%).

Um estudo realizado por Osoério et al. (2011), avaliou a
capacidade de prevencdo da degradacdo do colageno pela CLX apos
desmineralizacdo dentinaria com acido fosférico, EDTA e monémeros
acidos (Clearfil SE Bond e Xeno V). Para isso, 10 terceiros molares
higidos foram seccionados obtendo discos de dentina que foram
repartidos em 4 fatias e as 40 fatias obtidas divididas em 5 grupos:
dentina mineralizada; dentina desmineralizada pelo &cido fosforico por 12
h; desmineralizagdo com EDTA 0,5 M por 6 dias; imersdo da dentina
mineralizada em Clearfil SE Bond por 12 h; e imersdo da dentina
mineralizada em Xeno V por 12 h. Apés remocgédo dos espécimes dos
adesivos auto-condicionantes realizou-se fotopolimerizacdo por 40 s.
Todos os espécimes foram entdo lavados com agua deionizada por 72 h
a 4°C e secos com sulfato de calcio por 8 h. A massa seca de cada
espécime foi mensurada e os espécimes reidratados e armazenados por
24 h, 1 ou 3 semanas em tubos eppendorf e incubados em saliva artificial
com e sem CLX, com MMP-2 ativa em metade dos espécimes de cada
grupo. Em cada tempo especifico os meios eram agitados e o0s
sobrenadantes removidos e determinada a concentracdo do produto da
degradacdo do colageno tipo | (telopepitideo c-terminal - ICTP). A
degradacdo do colageno foi maior nos grupos desmineralizados pelo
acido fosforico e EDTA (p< 0,001). O total de ICTP liberado apés
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armazenamento da dentina desmineralizada pelo acido fosférico em
saliva artificial aumentou de 70,01 pg/ml em 24 h para 178,23 pg/ml apés
3 semanas, correspondendo a uma degradagdo do colageno de 31% e
79%, respectivamente. Com adicdo de MMP-2, os valores de ICTP
aumentaram de 210,12 pg/ml para 225,44 pg/ml apés 3 semanas,
correspondendo a uma degradacdo de 93% e 100% do colageno,
respectivamente. O uso da CLX reduziu significantemente a degradacéao
na dentina desmineralizada com &cido fosforico (auséncia 19% e
presenca 26% de MMP-2). Para os sistemas adesivos usados, a
presenca de CLX reduziu a degradacdo do colageno na presenca ou
auséncia de MMP-2 em solucdo de saliva em 24 h mantendo-a estavel
em 3 semanas, mostrando que a inibicdo parcial da atividade das MMPs
pela CLX em adesivos auto-condicionantes é mais prolongada que o
tratamento somente com &cido fosférico e EDTA.

Outro estudo realizado por Stanislawczuk et al. (2011)
avaliou o efeito do gel de acido fosférico contendo CLX 2% e da solucao
aquosa de CLX 2% na adesdo dentinéria imediata e apds 2 anos, de dois
sistemas adesivos convencionais simplificados. Quarenta e dois terceiros
molares tiveram a superficie dentinaria exposta. Nos grupos controle as
superficies foram condicionadas com acido fosférico sem CLX, lavadas,
secas e reidratadas com agua, e aplicacdo dos sistemas adesivos Single
Bond 2 (SB) e Prime&Bond (PB). Nos grupos condicionados com acido
fosforico com CLX, os adesivos foram aplicados semelhantes aos
controles. Nos grupos CLX, a reidratacdo apés condicionamento acido foi
feita com CLX 2% por 60 s, e os adesivos aplicados segundo 0s grupos
controles. Todos os espécimes foram restaurados com RC. ApOs o0s
tempos de armazenagem em agua destilada os espécimes foram
submetidos ao teste de microtracdo e os modos de fratura avaliados em
coesiva, adesiva ou mista. Apés 2 anos, houve uma reducéo significativa
nos valores de unido adesiva nos grupos controles (p< 0,05), enquanto

tanto nos grupos condicionados com &cido fosférico com CLX 2% quanto
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nos reidratados com CLX 2% a interface adesiva permaneceu estavel,
sendo a adicdo de CLX uma forma de aumentar a longevidade da
estabilizacdo das fibras colagenas da camada hibrida sem a necessidade
de passos adicionais no protocolo adesivo.

Lafuente (2012) avaliou o efeito da camada hibrida
formada usando adesivos convencionais e auto-condicionantes em
dentes humanos com ou sem aplicacdo de CLX 2% apOs armazenagem
em agua. Para isso 6 molares e 6 pré-molares receberam preparo
cavitario do tipo MO e OD com 1,0 mm de parede de esmalte separando-
as. Os grupos experimentais foram: adesivo; adper Single Bond 2 (SB2):
as cavidades mesiais foram condicionadas com &cido fosforico 37%,
aplicacdo do sistema adesivo e restauracdo com RC, nas cavidades
distais foi aplicado CLX 2% por 30 s ap0s condicionamento &cido e
remocao do excesso antes de aplicagdo do adesivo; adesivo Adper SE
Plus (SEP): nas cavidades mesiais foi aplicado o sistema adesivo auto-
condicionante e restauracdo com RC, nas cavidades distais a CLX 2% foi
aplicada previamente ao sistema adesivo. Todos o0s espécimes foram
seccionados mesio-distalmente e armazenados em agua por 125 dias a
37°C. Apos, os espécimes foram preparados para andlise da interface
adesiva em MEV em duas variaveis: imagem clara da camada hibrida em
pelo menos 75% da extensédo da interface adesiva e presenca de tags
resinosos nos tubulos dentinarios. Os espécimes tratados com CLX
apresentaram uma camada hibrida mais espessa na interface adesiva.
SB2 apresentou uma camada hibrida mais uniforme que SEP. Ambos os
sistemas adesivos nado tratados com CLX apresentaram uma camada
hibrida indefinida ao longo da interface em metade dos espécimes. Trés
espécimes do SB2 nao tratados com CLX ndo apresentavam tags
resinosos ou estes eram muito pequenos, 0 que Nao ocorreu com 0S
espécimes tratados com CLX. Os autores concluiram que o uso da CLX

2% antes da aplicacdo do sistema adesivo reduziu a deterioracdo da
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camada hibrida quando exposta a agua, mas sem efeito na formacao da

interface adesiva ou dos tags resinosos nos tubulos dentinarios.

2.3 Teste de adesao por microtracao

Uma nova metodologia para avaliacdo da adeséo
dentinéaria foi descrita por Sano et al. (1994a). Para isto, dentes molares
tiveram suas superficies oclusais planificadas com remocédo de todo o
esmalte, polimento com lixas de silica com granulagdo 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 iondmero de vidro,
apresentando 5,0 mm de altura. Apés, 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, entéo,
fixado a um dispositivo com cianoacrilato e submetido ao tracionamento a
uma velocidade de 1,0mm / 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
correlacdo inversa entre a forca adesiva e a area de superficie com
diferenca 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 microtracao.

Sano et al. (1994b) avaliaram a relacdo entre a resisténcia
de unido dos materiais adesivos e é&rea de unido dentinaria. Foram

usados 20 terceiros molares humanos que tiveram o esmalte oclusal
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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 recomendacdes dos fabricantes. Os
dentes foram restaurados com um bloco de resina composta ou iondmero
de vidro, com 5,0 mm de altura. Foram obtidas fatias de espessura entre
0,5 e 3,0 mm pela realizacdo de cortes seriados. Desgastes do tipo
ampulheta confeccionados nas interfaces adesivas, com area entre 0,5 x
0,5 e 3,0 x 3,0mm. Os resultados mostraram haver relacdo entre valores
de unido e area adesiva para todos os sistemas adesivos estudados.
Concluiu-se que o teste de microtracdo € capaz de mensurar altos valores
de resisténcia de unido sem que houvesse fraturas coesivas, e dessa
forma, permite diminuir o nimero de dentes usados.

Schreiner et al. (1998) compararam a adesdo de 5
sistemas adesivos diferentes a dentina de 75 terceiros molares. Seis
dentes foram usados para cada grupo de sistema adesivo para o teste de
microtragdo, e 7 dentes por grupo de adesivo para 0 ensaio de
cisalhamento. ApGs 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 microtracdo. 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 microtracéo
determina de uma maneira mais efetiva a resisténcia adesiva dos
materiais testados, se aproximando de uma forma mais veridica das
aplicacdes clinicas, em que a maioria das falhas adesivas ocorre por
forcas de tracdo e nao por cisalhamento.

Shono et al. (1999a) devido a grande variacdo nos valores
obtidos nos testes de microtracdo, sugeriram uma modificacdo na
confeccdo dos corpos-de-prova. Ao invés de forma de ampulheta, foram

cortados em forma de palitos, com seccéo transversal de 1,0 x 1,0 mm.
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Com os resultados obtidos percebeu-se que é possivel comparar os
valores relacionados a forca adesiva entre os palitos e 0s corpos-de-prova
em forma de ampulheta. No entanto, com o uso dos palitos é possivel
observar diferencas na regido de adesao dentinéria.

Loguercio et al. (2005) estudaram a influéncia da regiao
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 exposicdo da dentina. Apos, dois
sistemas adesivos (Single Bond e One-Step) foram aplicados segundo a
recomendacdo do fabricante e aplicou-se RC (Z-250) em camadas até a
obtencao de um bloco. Esses dentes, foram entéo, divididos em 3 grupos
(n= 5). Grupo A: confeccdo de palitos com &rea de unido de 0,8 mm?
submetidos ao ensaio imediatamente apdés o corte. Grupo B:
armazenamento dos dentes restaurados, por periodo de 6 meses, antes
do corte em palitos. Grupo C: secc¢ao dos palitos e armazenagem durante
6 meses. A localizacdo dentinaria 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 0s
grupos B e C. Para o0 One Step o0 grupo A apresentou maior valores de
unido que o grupo B e este maior que o C. A andlise da regido dentinaria
mostrou que ndo houve diferenca estatistica entre as regiées quando se
realizou o0 ensaio mecanico imediatamente apos o corte dos palitos. No
entanto, ap0s armazenamento por 6 meses, 0s palitos periféricos
apresentaram valores de unido menores que o0s 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 regiao central
guando comparados com a periferia.

Yamaguchi et al. (2005) avaliaram a influéncia da
velocidade progressiva durante o ensaio de microtracdo com sistemas
adesivos de dois passos. Superficies dentinarias de incisivos bovinos

foram restauradas usando os sistemas adesivos Clearfil SE Bond e Single
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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 &rea de unido 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 n&o
haver diferenca estatistica significante em relacdo a progressdo da
velocidade nas diferentes estratégias. Entretanto, o tipo de sistema
adesivo usado influenciou na resisténcia adesiva. Single Bond apresentou
os melhores valores.

Betamar et al. (2007) avaliaram a influéncia do design dos
espécimes na resisténcia adesiva dentinaria ao ensaio de microtracédo
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, apés
estocagem em agua a 37° C por 24 h, foram seccionados verticalmente
em palitos de aproximadamente 1 mm? em que foram selecionados 3
palitos de cada dente com margens regulares e formato uniforme
mensurando em e dimensfes 0,9 x 1,2 x 12 mm para o teste de
microtracéo. Os espécimes preparados em forma de haltere e ampulheta
apo6s os procedimentos adesivos foram seccionados em forma de palito
de aproximadamente 0,9 x 3,5 x 12 mm. Dois palitos foram selecionados
de cada dente, desgastados na regido da interface com broca diamantada
de 1,15 mm de diametro em peca de méo, em alta velocidade sob
refrigeracao, ficando a por¢cdo mais estreita na interface adesiva, um na
forma de haltere e o outro na forma de ampulheta, sendo utilizados para

isso, um molde de plastico para cada desenho assegurando a
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uniformidade das formas. Foi realizado entdo o teste de resisténcia
adesiva a uma velocidade de 0,5 mm/min e os espécimes fraturados
analisados em microscopio Optico e microscopia eletrénica de varredura.
Modelos para analise 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 ndo encontraram diferencas
significativas entre a resisténcia adesiva dentinaria e os trés designs
estudados para o0 mesmo sistema adesivo (p> 0,05). No entanto houve
diferencas significativas entre os 3 sistemas adesivos quando se utiliza
um Uunico design para os espécimes. Os resultados da analise do
elemento finito ndo mostraram diferencas significativas entre os trés
designs na tensdo méaxima no interior da camada adesiva, embora a
distribuicdo de tensdes para o formato de ampulheta seguiu um padréo
diferente. Os autores concluiram que os diferentes designs das amostras
nao influenciaram a resisténcia de unido adesiva aos sistemas adesivos.
Os resultados da analise por elemento finito foram consistentes com os

resultados experimentais.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro por meio do
teste de microtracdo, em dentes bovinos, a resisténcia adesiva da
interface de unido resina-dentina imediata (24 h) e longitudinal (ap6s 6
meses), incluindo ao protocolo preconizado pelo fabricante o uso de
digluconato de clorexidina 0,2%, solucdo aguosa de cha verde e gel de
epigalocatequina-3-galato (EGCG), seu principal componente ativo —
EGCG 10uM - previamente a aplicacdo do sistema adesivo Adper
Single Bond 2.
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MATERIAL E METODO

Este projeto de pesquisa foi submetido a aprovacdo do

comité de ética em pesquisa em animais da Faculdade de Odontologia de

Sao José dos Campos, sob parecer de n° 02/2012/CEPa.

4.1. Delineamento Experimental

4.1.1. Unidades Experimentais

80 incisivos bovinos

4.1.2. Fatores em estudo

Sistema adesivo em 1 nivel (Adper Single Bond 2)

Técnicas de unido Umida em 4 niveis (Controle,
Clorexidina 0,2%, Solucdo aquosa de Cha Verde e
solucdo em gel de EGCG 10uM)

Envelhecimento em 2 niveis (sem envelhecimento —
imediato 24h; com envelhecimento -

armazenamento por 6 meses em agua destilada)
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4.1.3. Variavel de Resposta

Resisténcia de Unido Adesiva (n= 10)

4.2 Adequacéo e preparo dos dentes

Foram utilizados 80 incisivos bovinos recém-extraidos e
limpos (Figura 1A), obtidos de descarte de matadouro, estocados em
solucéo fisiolégica de timol 0,1% em freezer a — 18°C (Titley, 1998), sua
utilizacdo nado ultrapassou 28 dias (Tonami et al., 1996). As raizes foram
removidas através de uma secc¢do perpendicular ao longo eixo, 2,0 mm
além da juncdo amelocementaria, com disco diamantado (Dremel, Breda,
Holanda) montado em mandril (Figura 1B) em torno de alta rotacéo
(Nevoni, Sado Paulo, SP, Brasil). Somente as coroas foram utilizadas
(Figura 1C).

Realizou-se uma abertura coronaria na face lingual, na
regido do cingulo, de cada incisivo (Figura 1D), através do emprego de
uma ponta diamantada esférica 1016HL (KG Sorensen, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil), permitindo a mensuragéo e a padronizagcdo da espessura de
dentina. Posteriormente foi realizado desgaste da superficie vestibular do
esmalte, empregando lixa d’agua de granulacdao P400 (Fepa-P,
Panambra, Sdo Paulo, SP, Brasil), acoplados a uma politriz circular (DP-
10, Panambra, S&o Paulo, SP, Brasil) a 300 rpm, sob refrigeracéao
permanente com agua (Figura 1E), criando uma superficie plana de
dentina com exposicdo de uma &rea de aproximadamente 8,0 mm?
(Figura 1F).



55

Devido a variacao do diametro, padrdoes de densidade, e
orientacao dos tubulos dentinarios em relacdo a profundidade da dentina,
sua espessura remanescente foi padronizada em aproximadamente 2,0
mm, mensurada com um espessimetro (Golgran, Sdo Caetano do Sul,
SP, Brasil) pela introducéo de uma das pontas através do acesso na face
lingual previamente realizado e a outra posicionada sobre a superficie

dentinéaria (Figura 1G).

Apbés a padronizagcdo das superficies dentinérias, e
remocao da polpa com o auxilio de curetas e limas endodénticas através
do orificio radicular criado, complementou-se a limpeza da camara pulpar

com lavagem e secagem com jatos de dgua/ar da seringa triplice.

Figura 1 — Preparo dos espécimes: A) Dente bovino; B) Sec¢édo 2,0 mm além da juncao
amelocementéria com disco de aco diamantado; C) Coroa bovina apds sec¢édo da raiz;
D) Abertura coronaria na regido do cingulo para mensuracao e padronizacdo dentinaria;
E) Desgaste da superficie de esmalte para exposi¢cdo de uma &rea plana de dentina; F)
Superficie vestibular com &rea de dentina exposta; G) Mensuracao do remanescente de
dentina com espessimetro.
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Apos, foi inserida cera utilidade (Technew, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil) na camara pulpar e no orificio criado na superficie lingual, com
a finalidade de impedir a penetracdo da resina acrilica aplicada para

embutir as superficies coronarias.

Em seguida, todos os espécimes foram posicionados em
um molde de silicone industrial Rhodorsil (Artigos Odontoldgicos 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 2A), para
permitir um melhor paralelismo entre a superficie e a base do

embutimento.

A superficie vestibular desgastada foi posicionada sobre a
base da matriz de silicone (Figura 2B), e esta totalmente preenchida com
resina acrilica quimicamente ativada incolor (Jet, Artigos Odontolégicos
Classico, Sao Paulo, SP, Brasil) quando na sua fase pegajosa (Figura
2C). Sobre a resina acrilica foi colocada uma lamina de vidro para
microscopia a fim de se obter uma superficie plana, paralela a base, até o
término da reacdo de polimerizacdo. Apds essa etapa, o conjunto foi
imerso em agua, para evitar elevacao térmica da temperatura da resina
devido a reacao exotérmica, e dessa forma evitar alteracées no substrato

dental.

Concluida a polimerizacdo (Figura 2D), os espécimes
foram retirados do molde (Figura 2E). A parte superior do bloco, onde se
encontra a superficie vestibular desgastada foi novamente polida por 1
min, sob refrigeracéo constante, com discos de lixa d’agua P600 (Fepa-P,
Panambra, S&o 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 remoc¢do de residuos e

padronizacao da smear layer e a parte inferior, s6 em resina, foi polida por
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3 minutos com a lixa P400 (Fepa-P, Panambra, Sdo Paulo, SP, Brasil),
sob uma carga de 440 gramas, para planificacdo e padronizacdo da

textura de superficie (Figura 2F).

Figura 2 — Embutimento dos espécimes: A) Matriz de silicone para embutir os
espécimes; B) Superficie vestibular desgastada sobre a base da matriz de silicone; C)
Preenchimento total com resina acrilica quimicamente ativada; D) Polimerizagao
completa da resina acrilica; E) Remocdo dos espécimes apds reacdo de presa; F)
Polimento dos espécimes para planificacao e padronizacéo das superficies.

4.3 Divisao dos Grupos Experimentais

Os 80 espécimes de dentina foram randomizados em 4
grupos experimentais (n= 20), de acordo com a estratégia adesiva
empregada apos o condicionamento dos espécimes com acido fosforico
37%: (i) aplicacdo do sistema adesivo Adper Single Bond 2 (3M / ESPE —
St. Paul, EUA) segundo a recomendacgdo do fabricante — controle; (ii)

aplicacdo de solugcdo aquosa de diglucotano de clorexidina 0,2%
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(Byoférmula, Sdo José dos Campos, SP, Brasil) por 30s; (iii) aplicacao de
solucdo aquosa de cha verde (Yamamotoyama; Midori Indastria de Cha
Ltda, Sdo Miguel Arcanjo, SP, Brasil) por 30s; (iv) aplicacdo ativamente
por 30s de solucdo em gel de EGCG 10uM (Kato et al. 2010).
Posteriormente, o0s espécimes de cada grupo foram
divididos em dois subgrupos (n= 10) que foram avaliados quanto a
resisténcia de unido resina-dentina apds armazenamento imediato (apos

24 h) e apos 6 meses (Figura 3).

24 h (n= 10)

Acido + SB 2

(n=20)
. . d 6 meses (n=10)
1 24 h(n=10)
CHX 0,2% , .
| (n=20)
d 6 meses (n=10)
80 incisivos |} .
bovinos

24 h (n= 10)

Cha verde
(n=20)

d 6 meses (n=10)

24 h (n= 10)

EGCG 10 uM

(n=20)

d 6 meses (n=10)

Figura 3 — Distribui¢cdo dos grupos de acordo com as estratégias adesivas e o tempo de
armazenamento das amostras.
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Grupo SB — Adper Single Bond 2 (Controle): 20 espécimes serviram
como controle. A superficie dentinaria foi condicionada com &cido
fosforico a 37% por 15 s, seguida de lavagem da superficie com jato
de ar/agua por 30 s, remocdo do excesso de umidade com papel
absorvente sob suave presséo, e aplicagdo do sistema adesivo SB,
segundo as recomendacdes do fabricante: aplicagdo de duas
camadas consecutivas do adesivo, agitacdo do produto com pincel
aplicador (Microbrush Interanational, WI, EUA) por 15 s, secagem
suave com jato de ar para evaporacdo do solvente seguida de
fotopolimerizacéo por 10 s.
Grupo CLX - Adper Single Bond 2 + Clorexidina 0,2%: 20
espécimes foram submetidos a aplicacao de 1,5 pl de solucdo aquosa
de digluconato de clorexidina 0,2% por 30s na regido da dentina
exposta, agitacdo do produto com pincel aplicador, remocéo do
excesso com papel absorvente sob suave pressdo e aplicacdo do
sistema adesivo seguindo o mesmo protocolo adesivo do grupo SB.
Grupo CV - Adper Single Bond 2 + Solu¢édo Aquosa de Cha Verde:
20 espécimes foram submetidos a aplicacdo de 1,5 pl de solucdo
aquosa de cha verde, ativamente por 30 s, na regido da dentina
exposta, com auxilio de um pincel aplicador, remoc¢éo do excesso de
umidade com papel absorvente sob suave pressédo e aplicacdo do
sistema adesivo seguindo o0 mesmo protocolo adesivo do grupo SB.
Grupo EGCG - Adper Single Bond 2 + EGCG10: 20 espécimes
foram submetidos a aplicacdo de um gel a base de EGCG 10uM
ativamente por 30 s na regido da dentina exposta, com auxilio de um
pincel aplicador, lavagem com jato de ar/agua por mais 30 s, remocao
do excesso de umidade com papel absorvente, sob suave presséo, e
aplicacao do sistema adesivo seguindo 0 mesmo protocolo adesivo do
grupo SB.

Todos os materiais, fabricantes, suas composicoes e lotes

estao listados no Quadro 1.
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Quadro 1 — Materiais utilizados no estudo, fabricantes, suas composicdes

e lotes
MATERIAL FABRICANTE COMPOSICAO LOTE
Alcool Etilico, BisSGMA, Silano tratado
: com nanoparticula de silica, HEMA,
Adper Single 3M ESPE / St. Glicerol 1,3 dimetacrilato, Copolimero IWH
Bond 2 Paul / EUA erot 1,5 aimetacriiato, ©0pc (2012-02)
de acido acrilico e itaconico, Diuretano
dimetacrilato, Agua
Condac 37 FGM/SC/ Acido fosforico a 37%, Espessante, 140111
Brasil Corante, Agua deionizada (2013-01)
Amelogen Plus UItradent/ Bl_s-GMA,,TEGDMA, o B52NL
Indaiatuba / microparticulas de boro-aminosilicato
Cor A2 X L (2013-03)
SP / Brasil de bario

4.4 Preparo do chaverde e EGCG

4.4.1Solugéo aquosa de Chéa Verde

O cha verde foi preparado segundo as instru¢cées do
fabricante (Yamamotoyama; Midori Industria de Cha Ltda, Sado Miguel
Arcanjo, SP, Brasil) na propor¢cdo de 2 g da erva Cammelia sinensis
exposta ao vapor, até secagem das folhas e acondicionados em
saquinhos de papel de filtro — saché, para 180 ml de agua fervente
(correspondente a uma xicara de cha), com tempo de fervura de 1 min a
uma temperatura de 100° C.

Nessas mesmas propor¢cdes um estudo realizado por
Kato et al. em 2009, mensurou a concentracdo de EGCG no cha verde
preparado, através de cromatografia liquida por alta performance,
encontrando valores de 0,185 mg/ml (400 uM), os quais nos baseamos

para o presente estudo.
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ApoOs esse periodo, o saché foi removido da infuséo, esta
resfriada em temperatura ambiente, devidamente tampada para evitar
perda por evaporagcdo. Apés o periodo de resfriamento, de cerca de 4

min, a infusdo encontrava-se pronta para o uso.

4.4.2 Gel a base de Epigalocatequina-3-galato 10 uM (EGCG10)

A formulacdo do gel é composta essencialmente por
hidroxietilcelulose, propilenoglicol, metilparabeno, imidazolidinil uréia,
agua deionizada e 10 pM do componente ativo EGCG (EGCG10),
principal componente ativo do cha verde.

O gel é patenteado pela Universidade de S&o Paulo
(USP-Bauru) e foi gentilmente cedido pela Prof2. Dra. Marilia Afonso
Rabelo Buzalaf, Prof? Titular do Departamento de Ciéncias Biologicas da
FO-USP Bauru.

4.5 Insercéo e polimerizacdo da resina composta

Apés a aplicagdo das diferentes estratégias adesivas,
com o auxilio de uma matriz de silicone com dimensbes de
aproximadamente 4 x 4 x 4 mm (Figuras 4A) foi inserida a RC Amelogen
Plus (Ultradent, Indaiatuba, SP, BR) em incrementos de 2,0 mm (Figura
4B e 4C). Cada incremento foi fotopolimerizado, por 20 s (Figura 4D), de
acordo com as recomendacfes do fabricante, utilizando um aparelho
fotopolimerizador XL3000 (3M / ESPE, St. Paul, Mn, USA), com

densidade de poténcia de 600 mW/cm? que foi checada a cada 10
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espécimes. ApO0s a remocao da matriz de silicone foi realizada uma
polimerizacdo complementar por 40 s em todo bloco de RC.

Os dentes restaurados (Figura 4E e 4F) foram, entéo,
armazenados em um recipiente contendo agua destilada, em estufa

bacteriologica a 37°C.

Figura 4 — Insercdo da RC: A) Matriz de silicone posicionada sobre a dentina; B)
Insercdo da RC em incrementos de 2,0 mm; C) Insercdo da RC até completar toda a
dimensdo da matriz; D) Fotopolimerizacdo por 20s; E) Vista proximal do dente
restaurado; F) Vista por oclusal do dente restaurado.

Apoés o periodo de 24 h, metade dos espécimes de cada
grupo foi submetido ao teste de microtracdo. Os espécimes restantes
permaneceram armazenados em agua destilada em estufa bacteriol6gica

a 37°C por um periodo de 6 meses, com troca de agua semanal.

4.6 Preparo dos corpos-de-prova para o teste de microtragéo
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Foram realizadas seccdes perpendiculares a interface
adesiva nos sentidos meésio-distal (MD) e cérvico-incisal (Cl), com um
disco diamantado em cortadeira de precisdo em baixa velocidade Labcut
1010 (Extec, Enfield, CT, USA), sob refrigeragdo abundante (Figura 5A), a
fim de se obter corpos-de-prova na forma de paralelogramo (palitos
retangulares) de RC e estrutura dental com secc¢des de aproximadamente
0,8 mm? de &rea (Figura 5B).

Os palitos externos foram descartados por exibirem uma
padronizacao imperfeita de todas as dimensdes. Cada espécime deu
origem a cerca de nove palitos inteiros (Figura 5C). Antes da execucéo do
ensaio mecanico, a area de todos os palitos foi mensurada utilizando um
paquimetro eletronico digital (Starrett Industria e Comércio Ltda., Itd, SP,
Brasil) (Figura 5D).

Figura 5 — A) Seccdes perpendiculares a interface adesiva nos sentidos MD e Cl em
cortadeira de precisdo em baixa velocidade Labcut 1010; B) Corpos-de-prova na forma
de paralelogramo de resina composta e estrutura dental; C) Obtenc¢&o de nove palitos
por dente; D) Mensuracao da area de cada palito com auxilio de um paquimetro digital.
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O valor de carga para rompimento da unido resina-dentina
e a medida da area, serviram para calcular a resisténcia de unidao a
tracdo, em megapascal (MPa), através da formula: Rm=F/A, onde: F é a

forca aplicada; A € a area de unido; e Rm é a resisténcia a microtracao.

4.7 Teste de resisténcia a microtracao

Cada corpo-de-prova foi fixado individualmente em um
dispositivo para teste de microtracdo (Figura 6A), 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 for¢a de tragéo (Perdigao et
al. 2002), para realizacdo do ensaio de microtracdo (Figura 6B) na
maquina de testes universais EMIC DL-1000 (Equipamentos e Sistemas
Ltda., S8o José dos Pinhais, PR, Brasil). Foi utilizada uma célula de carga
de 10 Kgf, a uma velocidade de 0,5 mm/min, preconizada pela ISO/TR
11405:1994. No momento da fratura (Figura 6C), o movimento foi
interrompido de forma automatica, o corpo-de-prova removido da maquina
(Figura 6D), e os valores referentes a resisténcia de unido a microtracao

coletados e tabelados para a realizagédo da analise estatistica.

Figura 6 — Teste de microtracdo: A) Fixacado individual do corpo-de-prova no dispositivo
para teste de microtracdo; B) Corpo-de-prova posicionado na maquina EMIC para
realizacdo do ensaio de microtracdo; C) Momento da fratura; D) Corpo-de-prova
fraturado.
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Os espécimes fraturados foram corados em uma solucao
de hematoxilina a 7% (Hematoxilina de Harris, durante 3 min, de acordo
com Ohkubo (Ohkubo et al., 1982), para evidenciacéo da estrutura dental,
lavados e secos com jato de ar/agua, e analisados em
estereomicroscopio Stemi 2000 (Carl Zeiss NTS GmbH, Oberkochen,
Alemanha) com aumento de 50 vezes, para determinar qual o tipo de
fratura de acordo com a modificacdo dos métodos propostos por Sengin
et al. (2002) e Baba et al. (2002) em quatro tipos (Figura 7):

o Fratura tipo 1: quando ocorre fratura da RC (coesiva em RC).

o Fratura tipo 2: quando ocorre fratura do substrato dentinério (coesiva
em dentina).

o Fratura tipo 3: quando ocorre fratura da interface adesiva (adesiva).

o Fratura tipo 4: quando ocorre fratura parte na estrutura dentinaria,

parte na RC (fratura mista).

Figura 7 — Tipos de fratura dos espécimes ap0s teste de microtracao.

4.8 Andlise ilustrativa por Microscopia Eletrénica de Varredura
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Para fins ilustrativos dos diferentes tratamentos sobre a
superficie dentinaria, foram preparados dois espécimes adicionais de
cada grupo para andlise da interface adesiva em Microscépio Eletrénico
de Varredura (MEV). Para isso, os incisivos bovinos foram preparados e
restaurados de forma similar a técnica empregada para 0 ensaio
mecanico por microtracdo. Apos, 0s espécimes foram seccionados na
maquina de cortes seriados Labcut, obtendo-se quatro corpos-de-prova
de cada espécime. Os corpos-de-prova foram fixados em glutaraldeido a
2,5% em 0,1 M de cacodilato de sédio solucdo tampao, a 4°C, por 12h,
com trés trocas, seguido por agua destilada por 1 min. Posteriormente,
desidratados numa série ascendente de etanol (25% por 20 min., 50% por
20 min., 75% por 20 min., 95% por 30 min. e 100% por 60 min.). Apés
essa etapa, o0s espécimes foram imersos, por 10 min, em
hexamethyldisilazane (Fluka), em uma capela para exaustdo de gases
para completar a desidratacdo sobre um filtro de papel sob uma
campanula de vidro para secar, por 30 min, em temperatura ambiente
(Perdigéo et al., 1995).

Para observar a interface resina-dentina, cada corpo-de-
prova teve sua interface polida com lixas d’agua de granulacéo crescente
(600, 1200 e 4000) em politriz circular sob refrigeracdo constante, e foi
imerso em etanol absoluto dentro de um aparelho de limpeza ultra-sénica
(Ultrassonic Cleaner — Odontobras — Ribeirdo Preto, SP, BR) por 5 min.
As superficies polidas foram tratadas com HCl a 6% por 15 s, em seguida
lavadas com jato de agua por 10 s. Por fim, novamente imersas em etanol
absoluto por 5 min e deixados secar completamente a temperatura
ambiente. Apés essa etapa, 0s corpos-de-prova foram montados em
stubs de aluminio e metalizados com ouro-paladio pelo processo de

sputter, por meio de um aparelho Desk Il (Denton Vacuum) por 2 min.
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Concluido todo o procedimento, os espécimes foram

observados em MEV (JMS 5310 — Jeol Brasil Instrumentos Cientificos

Ltda. — SP, BR), empregando aumentos de 2000 e 5000 vezes.

4.9 Planejamento Estatistico

As hipoteses de nulidade testadas foram:

a)

b)

d)

HO, - Ndo ha influéncia da associacdo da
clorexidina 0,2% sobre os valores de
resisténcia de unido para o sistema adesivo
em estudo quando comparado ao grupo
controle;

HOy, - N&o ha influéncia da associacdo do cha
verde sobre os valores de resisténcia de
unido para o sistema adesivo em estudo
guando comparado ao grupo controle;

HO. - Nao ha influéncia da associacdo do
EGCG 10 puM sobre os valores de resisténcia
de unido para o sistema adesivo em estudo
guando comparado ao grupo controle;

HOq4 - N&o ha influéncia do armazenamento
sobre os valores de resisténcia de unido da
interface resina-dentina para 0S Qrupos

estudados.

4.10 Planejamento experimental
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O experimento seguiu um esquema fatorial do tipo 4 x 2.
Para a variacdo de resisténcia adesiva, as variaveis experimentais, ou
fatores em estudo, foram: Estratégias Adesivas (controle, clorexidina
0,2%, cha verde e EGCG 10 pM) e Tempo de Armazenamento (24 h e 6
meses).

A variavel resposta foi o valor de resisténcia adesiva
(expresso em MPa) obtido pelo teste de microtragdo. A unidade
experimental foi o dente bovino. As condigcdes experimentais foram
designadas aleatoriamente aos dentes preparados. Ou seja, oito
condi¢cBes experimentais sob dez repeticdes para o substrato estudado.
Sendo entdo obtidos 80 dados (Médias de MPa) que foram submetidos a
analise estatistica por meio dos programas computacionais: Minitab
(v.16.1.2010) e GraphPad PRISM (5.0, 2010).

4.11 Analise Estatistica

A variavel em analise foi o valor de resisténcia média do
dente, calculada a partir dos valores obtidos com os palitos no ensaio de
microtragdo. A estatistica descritiva consistiu no célculo de médias e
desvios padrdo. A estatistica inferencial consistiu no teste de andlise de
variancia (ANOVA) dois fatores, efeito fixo (estratégias adesivas e
armazenamento), e considera trés possiveis efeitos: a existéncia de
diferenca estatisticamente significante entre as Estratégias Adesivas;
entre 0 Armazenamento 24 h e 6 meses e, ainda, a interacado entre 0s

dois fatores.

O nivel de significancia escolhido foi o valor convencional
de 5%.



5 RESULTADOS

Os dados obtidos serdo apresentados em quatro partes.
Na primeira serd apresentada a estatistica descritiva, na segunda sera
apresentada a estatistica inferencial, na terceira sera apresentada a
analise dos padrbes de fratura e na quarta parte serdo apresentadas as
imagens obtidas por MEV, para fins ilustrativos da camada hibrida
formada para cada estratégia adesiva nos dois periodos de tempo de

armazenamento.

5.1 Estatistica Descritiva

A andlise descritiva dos dados de resisténcia adesiva esta
apresentada na Tabela 1 com sua representacdo grafica, via Grafico de

Colunas, na Figura 8.

Tabela 1 — Analise Descritiva dos dados de microtracdo (MPa) segundo
as estratégias adesivas e o tempo de armazenamento

exi)oer;i?;%i?al n Média (dp) Coefvar (%) Minimo Mediana Maximo
SB- 10 40,81 (3,35) 8,20 36,04 40,18 46,32
SB-6m 10 30,05 (1,54) 5,13 28,73 29,77 33,95
CLX-I 10 41,76 (2,62) 6,28 37,52 41,74 45,56
CLX-6m 10 36,04 (3,52) 9,76 30,08 37,30 40,46
CV-I 10 37,38(2,98) 7,98 34,48 36,20 43,17
CV-6m 10 31,95 (3,40) 10,63 25,98 33,39 35,06
EGCG-I 10 35,91 (4,82) 13,43 28,17 37,53 42,08

EGCG-6m 10 35,75 (4,44) 12,43 28,56 35,86 42,92
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Por meio das informacdes apresentadas na Tabela 1,

pode-se notar (i) os valores meédios de resisténcia adesiva estdo na faixa

de 30 a 42 MPa; (ii) os valores de dispersao (indicados pelo desvio

padrdo) sao inferiores ao valor médio e, ainda, que os coeficientes de

variagcdo estdo abaixo de 15 %, indicando assim, representatividade do

valor médio. Para efeito de visualizac&o, os valores de tendéncia central e

de disperséao séo representados pela Figura 8.

50-
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Figura 8 — Grafico de Colunas (médiatdp) dos valores de resisténcia (MPa) obtidos pelo
ensaio de microtracdo, segundo as condi¢cdes experimentais estabelecidas pelas
estratégias adesivas SB CLX; CV; e EGCG; Armazenamento Imediato (I) e apdés 6

meses (6 m).

5.2 Estatistica Inferencial

Para avaliar a inter-relacéo entre os periodos de tempo de

armazenamento e as estratégias adesivas, os dados obtidos em nosso

experimento foram submetidos ao modelo estatistico de analise de
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variancia dois fatores, elemento fixo, apds ser considerada a distribuicéo

dos residuos.

Os valores dos residuos, decorrentes do ajuste do modelo
adotado, foram examinados para avaliar a adequabilidade do modelo para
validas inferéncias estatisticas e foi determinado que os dados originais
propiciaram um adequado ajuste, porque se ajustam a uma distribuicéo

normal de probabilidade (Figura 9).

Curva Normal Probabilidade
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Figura 9 — Curva normal dos valores residuos do modelo ANOVA para verificar a
distribuicao dos residuos (normalidade).

Sendo ainda verificada a uniformidade dos residuos
(homocedasticidade) por meio do grafico dos valores dos residuos em

relacdo aos valores ajustados (Figura 10).



72

MPa
8- —————————————]
[
R ®_ __ e
6 . 5
® ®
4-———' ————————————————————————— ‘—.— ————————————————————————— o~
") [ [ ] [ 3
I .. T .
35 [ J e
- ° i e 8
/)]
g o §g—————————— P (A
§ 2 _' ° ". . !
- S A
C : .
S PR
®
6o e e
[ ]
8 . @ -
30 32 34 36 38 40 42

Valores ajustados ao modelo

Figura 10 — Diagrama de dispers&o dos valores residuos do modelo ANOVA em relagdo
aos valores ajustados pelo modelo para verificar a uniformidade dos residuos

(homocedasticidade).

Uma vez atendidas as suposi¢cdes do modelo ANOVA, o

teste foi efetuado e as proposi¢cdes do estudo foram avaliadas. Pode-se

verificar, na Tabela 2, que as hipéteses de nulidades foram rejeitadas.

Tabela 2 - ANOVA dois
armazenamento dos grupos

fatores para estratégias adesivas e

Source DF SS MS F p*
Estratégias Adesivas (EA) 3 207,58 69,19 5,75 0,0010*
Armazenamento 609,35 609,35 50,65 0,0001*
Armazenamento*EA 3 280,97 93,66 7,78 0,0001*
Residuo 72 866,25 12,03
Total 79 1964,15

* Nivel de significancia (p < 0.05)
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O efeito interacdo foi estatisticamente significante. Assim,
como se pode observar, via grafico de médias (Figura 11), o efeito
Armazenamento ndo € o mesmo em cada tipo de Estratégia Adesiva. Isto
€, a diferenca entre os grupos de armazenamento imediato e apds 6
meses para 0 EGCG é praticamente nula (I: 35,91 — 6 m: 35,75 = 0,16
MPa) e difere em relacdo as demais estratégias, por exemplo, para o SB
(I 40,81 - 6 m: 30,05 = 10,76 MPa) ha uma reducdo apls o

armazenamento.

6 meses MPa
—e - 50
______ t{—‘ Fes=IIs--------T 40 EA
Estratégias Adesivas (EA) == 17 ——e-. CLX
———————————————————————— F30 0T oy
EGCG
------------------------- L 20 . sB
————————————————————————— - 10
MPa
50 F—————————————————————— 0
404 --2- S —— .
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Figura 11 — Gréfico das médias - Inter-relagdo entre as estratégias adesivas e o tempo
de armazenamento entre 0s grupos.

Por meio do grafico de médias, nota-se que as linhas que
unem os valores médios nao seguem um padrao (paralelismo) e, neste

caso, ndo € aconselhavel uma interpretacdo dos efeitos Estratégia
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Adesivas e Armazenamento de forma isolada. Contudo, observa-se que
0s grupos testados, com excecdo do EGCG, apresentaram uma reducao

nos valores de resisténcia adesiva apds 6 meses de armazenamento.

Quando se comparam o0s oito valores médios das
condi¢gBes experimentais (Tabela 3), por meio do teste de comparagao
multipla de Tukey (5%), pode-se verificar que a condicdo de maior
resisténcia foi obtida para a estratégia CLX sob armazenamento imediato

e a de menor resisténcia para o CV sob 6 meses de armazenamento.

Tabela 3 — Teste de Tukey para multiplas comparacdes

Estratégias adesivas  Armazenamento Média (MPa) Grupos homogéneos

SB Imediato 40,81 A B

CLX Imediato 41,76 A

cv Imediato 37,38 A B C
EGCG Imediato 35,91 C D

SB 6 meses 30,05 E

CLX 6 meses 36,04 B C D

Ccv 6 meses 31,95 D E
EGCG 6 meses 35,75 cC D

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

A partir da Tabela 3, fica estabelecido (i) ndo haver
diferenca estatisticamente significante na resisténcia adesiva imediata
entre os grupos SB, CLX e CV; (ii) sob armazenamento imediato, a EGCG
apresentou o menor valor de resisténcia adesiva (35,91 MPa), que diferiu
estatisticamente do CLX (41,76 MPa) grupo com maior valor de

resisténcia adesiva imediata; (iii) apdés 6 meses, a CLX foi o grupo que
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apresentou os maiores valores de resisténcia de unido; enquanto 0s
grupo SB (30,05 MPa) e CV (31,95 MPa) apresentaram 0S menores

valores e nao diferiram estatisticamente entre si.

5.3 Analise dos Padrdes de Fratura

Para esta analise considerou-se as falhas pré-teste e os
tipos de fratura dos corpos-de-prova avaliados em microscépio optico,
apos a fratura. Os tipos de falha foram classificados conforme a regidao da
fratura em quatro aspectos: adesiva; coesiva em dentina; coesiva em

resina e mista.

O resultado para o total de palitos obtidos e perdidos em
termos de frequéncia absoluta (n) e relativa (%) est4 apresentado na
Tabela 4. Nao houve perda pré-teste para nenhum grupo no tempo
imediato. Apdés 6 meses de armazenamento todos 0s grupos
apresentaram falhas na adeséo e nao obtencéo do total de palitos.

Tabela 4 — Classificacdo do padréo de fratura para os 90 palitos em cada
grupo

Coesivaem Coesivaem

Grupos Adesiva resina dentina Mista Perdidos
Imediato 46 (51%) 5 (5,5%) 3 (3,5%) 36 (40%) 0/0 (%)
5B 6 meses 49 (54%) 3 (3,5%) 1 (1,5%) 29 (32%) 8 (9%)
CLX Imediato 47 (52%) 4 (4,5%) 3 (3,5%) 36 (40%) 0/0 (%)
6 meses 28 (31%) 1 (1%) 2 (2%) 27 (30%) 32 (36%)
oV Imediato 50 (54%) 1(1,5%) 3 (3,5%) 36 (41%) 0/0 (%)
6 meses 49 (43%) 2 (2,5%) 2 (2,5%) 16 (28%) 21 (24%)
Imediato 43 (47%) 6 (7%) 3 (4%) 38 (42%) 0/0 (%)
EGCG

6 meses 45 (50%) 4 (4,5%) 2 (2,5%) 22 (24%) 17 (19%)
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Tanto no tempo imediato quanto apds armazenamento 0s
houve uma variacéo na distribuicdo do padrdo de fratura entre 0os grupos,
com predominancia de falhas do tipo mista e adesiva, independente da
estratégia adesiva utilizada, o que mostra a efetividade do método de
microtracao utilizado para a avaliacéo da interface adesiva entre resina e

dentina.

Na Figura 12, pode ser observado o padrao de fratura de
cada grupo apés o teste de microtracédo, classificado em adesiva, coesiva

em resina, coesiva em dentina e mista.

Figura 12 — Grafico de colunas — classificacdo do padrao de fratura dos grupos.

5.4 Analise Complementar da Interface adesiva em MEV

As fotomicrografias ilustrativas da interface de unido entre

resina e dentina para as diferentes estratégias adesivas, a seguir,
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representam a camada de adesivo formada, a camada hibrida, os tubulos
dentinarios e parte da RC para os periodos de tempo de armazenamento
imediato e ap6s 6 meses realizadas por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV).

As imagens ilustrativas apresentadas nas Figuras de 13 a
16, pode se observar que as estratégias adesivas ndo influenciaram
negativamente a adesao pela a presenca de camada hibrida formada em

todos os grupos, em ambos os periodos de tempo de armazenamento.

Figura 13 — Fotomicrografias da interface de unido entre dentina (DE) e resina composta
(RC) do grupo SB nos periodos de tempo imediato com aumento de 2000 x (A) e 5000 x
(B) e apbés 6 meses de armazenamento com aumento de 2000 x (C) e 5000 x (D). AD =
adesivo; CH = Camada Hibrida.
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Figura 14 — Fotomicrografias da interface de unido entre dentina (DE) e resina composta
(RC) do grupo CLX nos periodos de tempo imediato com aumento de 2000 x (A) e 5000
X (B) e apés 6 meses de armazenamento com aumento de 2000 x (C) e 5000 x (D). AD =
adesivo; CH = Camada Hibrida.

Observa-se que o0 uso da CLX previamente ao sistema
adesivo nao interferiu negativamente na formacdo da camada hibrida
(Figura 14A e 14B) no tempo imediato, e que apdés 6 meses de
armazenamento a camada de adesivo continua integra e continua,

indicando uma manutencéo da interface adesiva.
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Figura 15 — Fotomicrografias da interface de unido entre dentina (DE) e resina composta
(RC) do grupo CV nos periodos de tempo imediato com aumento de 2000 x (A) e 5000 x
(B) e ap6s 6 meses de armazenamento com aumento de 2000 x (C) e 5000 x (D). AD =
adesivo; CH = Camada Hibrida.

Observa-se ap0s o0 armazenamento por 6 meses (Figuras
15C e 15D) a presenca de bolhas na camada de adesivo que indicam
uma degradacéo hidrolitica devido ao armazenamento, corroborando com

os valores de resisténcia adesiva reduzidos, observados na Tabela 3.
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Figura 16 — Fotomicrografias da interface de unido entre dentina (DE) e resina composta
(RC) do grupo EGCG nos periodos de tempo imediato com aumento de 2000 x (A) e
5000 x (B) e ap6s 6 meses de armazenamento com aumento de 2000 x (C) e 5000 x (D).
AD = adesivo; CH = Camada Hibrida.

As alteragbes verificadas quando se comparam as
imagens correlacionadas aos tempos imediato e apdés 6 meses de
armazenamento, para cada grupo, mostram alteracbes na camada
adesiva apds 6 meses, apresentando um aspecto poroso, que podem
sugerir uma degradacdo do adesivo pelo armazenamento em &gua
destilada. Para confirmacdo dessa hipGtese, mais pesquisas devem ser

realizadas.



6 DISCUSSAO

6.1 Da metodologia

Para o presente estudo foram utilizados dentes bovinos,
uma vez que se torna cada vez mais dificil a obtencdo de dentes
humanos higidos extraidos em quantidade adequada para as pesquisas.
Diversos estudos tém mostrado que dentes humanos e bovinos
apresentam caracteristicas semelhantes (Nakamichi et al., 1983; Schilke
et al., 2000; Hara et al., 2003), permitindo a utilizacdo de dentes bovinos
como substituto em varios estudos. Os dentes bovinos além de serem
mais faceis de obtencdo em quantidade suficiente e de facil manipulacao
(Mellberg, 1992), quando provenientes de linhagem genética e idade
semelhante, crescerem em mesmo ambiente e com a mesma dieta,
podem apresentar maior homogeneidade na composicdo mineral, ao
contrario dos dentes humanos, que provém de doadores diferentes com
variacdo de idade, dieta e suplementacdo de fluor, por exemplo,
(Wegehaupt et al., 2008).

Nakamichi et al. (1983) em um estudo comparando
dentes humanos e bovinos em testes de adesdo, ndo encontraram
diferenca significativa nos valores de adesdo dentinaria, sugerindo o uso
desses dentes como substitutos aos dentes humanos. Ja quando se
comparou a forca de adesado de diferentes agentes adesivos a dentina
bovina em relacdo a humana em teste de resisténcia ao cisalhamento, foi
demonstrado que a dentina bovina pode ser um substrato adequado para
os testes de resisténcia ao cisalhamento, quando utilizados sistemas

adesivos (Saunders, 1988). Outro estudo comparando a dentina
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coronéria, quanto ao ndmero por mm? e o diametro dos tdbulos
dentinarios, de dentes deciduos, pré-molares e incisivos bovinos néo
encontrou diferenga significativa entre eles, sugerindo o uso de dentes
bovinos em estudos padronizados como um substituto adequado para
testes de adesao (Schilke et al., 2000). Por estes motivos, optou-se pelo

uso de dentes bovinos em substituicdo aos humanos.

Todos os dentes usados em nosso estudo tiveram a
superficie vestibular desgastada de modo que a espessura da dentina
ficasse em 2,0 mm com a finalidade de padronizar a espessura de dentina
remanescente para realizacdo do preparo e restauracao. Alguns estudos
acreditam que a dentina bovina superficial € mais maturada que a
profunda (Sugiyama 1961; Fusayama et al. 1966). O que vai ao encontro
dos resultados obtidos por Nakamichi et al. (1983) que obteve melhores
valores de adesé&o na dentina bovina superficial (1,4 - 2,1 mm) comparada
a profunda (0,2 - 0,9 mm) e a avaliagdo dos substratos dentinarios em
MEV demostraram que a dentina superficial de humanos idosos,
apresentou caracteristicas semelhantes a dentina superficial bovina de
animais idosos antes e ap6s o0 condicionamento de superficie,

configurando a semelhanca entre os substratos.

A resisténcia de unido resina-dentina imediata costuma
atingir valores consideraveis de resisténcia adesiva em testes de
microtracdo, entretanto, um dos desafios ainda enfrentados na
Odontologia restauradora € manter constante estes valores em longo
prazo (De Munck et al. 2003). Dessa forma, estudos de longevidade sao
considerados métodos ideais para verificar a real eficacia de sistemas
adesivos na unido adesiva a dentina (Nikaido et al., 2002; Loguercio et al.,
2005). Para tal, diversas solu¢cbes de armazenamento podem ser
utilizadas em estudos in vitro. Dentre elas, etanol (Lee et al.,1995), cloreto
de sédio (NaOCI) (Yamauti et al., 2003; De Munck et al., 2006), 6leo

mineral (Tay et al., 2003; Pashley et al., 2004), saliva artificial (Lee, et al.,
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1995; Tay et al., 2003; Pashley et al., 2004) e agua destilada (Hashimoto
et al., 2002; Sadek et al., 2003; Yamauti, et al., 2003; Castro et al., 2004;
Reis et al., 2005; Salz et al., 2005), sendo esta Ultima a mais comumente
utilizada. Dessa forma, optou-se pelo uso da agua destilada como forma

de armazenamento dos espécimes para avaliacdo imediata e longitudinal.

A resisténcia adesiva pode ser avaliada por testes
mecanicos de macrotracdo, cisalhamento ou microtracdo, dentre estes,
selecionamos o teste de microtracdo, por considerar que este podera
oferecer maior fidelidade de resultados, uma vez que possibilita uma
analise de varias areas da mesma amostra (Sano et al., 1999; Garcia et
al., 2002; De Munck et al., 2003; Castro et al., 2004).

Como a interface adesiva ndo é uniforme, irregularidades
na superficie da camada adesiva, formacdo de bolhas e variacdes na
espessura da camada formada pelas diferentes formas de aplicacdo dos
sistemas adesivos podem ocorrer, influenciando os valores de resisténcia
adesiva quando avaliado uma area maior, como ocorrem nos testes de
cisalhamento (Garcia et al., 2002). Além disso, o teste de microtracao
permite a obtencdo de varios espécimes por dente, reduzindo o
coeficiente de variagdo do método em relacdo aos testes de tracdo e
cisalhamento (Cardoso et al., 1998), o que favorece uma avaliacao intra e
entre dentes em diferentes areas, redugdo do numero de espécimes por
grupo, além de auxiliar na andlise das superficies por Microscopia
Eletrbnica de Varredura e de Transmissdo (Sano et al., 1994b).
Entretanto, a técnica exige mais trabalho para sua execucdo e segundo
alguns autores pode levar a resultados semelhantes aos testes de
cisalhamento e tracdo (Braga et al., 2010; Van Meerbeek et al., 2010).

Pashley et al. (1995) ao avaliar a interface adesiva por
teste de microtracdo verificaram um maior numero de fraturas na interface
adesiva, mostrando que o método foi efetivo para uma avaliacdo mais

precisa da resisténcia de unido entre a estrutura dentaria e o material
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restaurador, o que corrobora com os resultados obtidos no presente
trabalho, e apresentados na Tabela 4.

Dentre os materiais testados como estratégias adesivas
foram utilizadas CLX 0,2%, solucdo aquosa do ch& verde e gel a base de
EGCG 10 pM. A CLX foi escolhida ja que diversos trabalhos tem
demonstrado sua eficacia na manutencao da interface adesiva dentinaria
quando aplicada previamente ao sistema adesivo (Hebling et al., 2005,
Carrilho et al., 2007a,b; Breschi et al., 2009; Staneslawczuk et al., 2011),
além da capacidade de inibicado das MMPs (Gendron et al., 1999, Breschi
et al., 2010) e prevencdo da degradacdo do colageno (Osorio et al.,
2011). A concentracdo em 0,2% foi a de escolha ja que estudos que
avaliaram a capacidade de manutencdo da interface adesiva por
diferentes concentragbes de CLX concluiram que mesmo em baixas
concentragcfes a CLX foi eficaz na inibicdo das MMPs e manutencao da
estabilidade de unido resina-dentina (Gendron et al., 1999; Breschi et al.,
2009; Loguercio et al., 2009; Breschi et al.,, 2010). O cha verde foi
utilizado para avaliar sua capacidade de manutencdo da interface de
unido resina-dentina porque apesar de ndo se saber ao certo como ele
atua sobre a adeséo dentinaria, na area médica o cha verde ja vem sendo
utiizado ha muitos anos devido aos seus beneficios para a saude
(Hamilton-Miller, 1995; Liao et al., 2001; Higdon, Frei, 2003; Arab et al.,
2011).

Na Odontologia ainda necessitamos de mais estudos para
verificar seus reais beneficios, mas ja se sabe que ele pode auxiliar na
manutencdo da saude bucal (Liao et al., 2001), tem acao antimicrobiana
(Hamilton-Miller, 1995), reduz a progressao da erosédo (Magalhaes et al.,
2009; kato et al., 2009), atua na saude periodontal (Kushiyama et al.,
2009), apresenta flior em sua composicéo (Shu et al., 2003), e sobretudo
tem capacidade de inibicdo das MMPs (Demeule et al., 2000), o que
poderia contribuir na estabilidade de unido adesiva. O cha verde é

composto por cerca de 4000 compostos bioativos, sendo destes 1/3 de
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polifendis (Tariq et al., 2010) que estéo relacionados com as propriedades
funcionais. Durante o preparo do cha a quantidade de polifendis liberados
€ de cerca de 60 mg/g de folha de cha (Dalluge et al., 1998), e por isso
para nosso estudo foi preparado o cha verde em forma de infuséo,
semelhante ao utilizado para consumo.

Dentre os componentes ativos do cha verde, a EGCG ¢é a
catequina mais ativa e abundante (Wang et al., 2000). Alguns estudos
mostraram sua efetividade na reducdo da producdo de acido na placa
dental pelos S. mutans (Hirasawa et al.,, 2006), acdo sobre as
colagenases que degradam o colageno (Madhan et al., 2007), reducao da
erosdo dental (Kato et al., 2010) e capacidade de reducdo da halitose
causada por componentes sulfuricos volateis (Xu et al., 2010). Desse
modo, além da infusdo de ch& verde, avaliamos também o desempenho
da EGCG aplicada no pré-tratamento da dentina antes da aplicacdo do
sistema adesivo.

Como os polifendis do cha verde tem capacidade em inibir
as MMPs da matriz extracelular, com consequente efeito sobre o
envelhecimento (Vayalil et al., 2004; Annabi et al., 2002; Demeule et al.,
2000), acreditou-se que o EGCG por ser o principal componente ativo do
cha verde, também seria capaz de inibir as MMPs presentes na matriz
colagena da dentina, quando utilizado isoladamente. Para tal, utilizou-se o
mesmo gel inibidor de MMP contendo EGCG 10 puM, que o utilizado por
Kato et al. (2010) por apresentar uma reducgdo significativa da eroséao
dentinéaria pela possivel inibicdo das MMPs.

Para avaliacdo da resisténcia adesiva foram utilizados
dois tempos periodos de tempo de armazenamento em agua destilada
apos execucdo do procedimento adesivo, imediato (24 h) e apds 6 meses.
Segundo De Munck et al. (2005), a resisténcia adesiva imediata pouco se
relaciona com a longevidade das restauragdes, ja que a degradacdo da
camada dentinaria da interface adesiva ocorre rapidamente, e 0s

materiais restauradores se deterioram por meio de absorcédo de agua com
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0 passar do tempo, e também porque durante a formacdo da camada
hibrida, sabe-se que as fibras colagenas expostas apdés o
condicionamento acido ndo sdo completamente infiltradas pelos
mondmeros do sistema adesivo (Wang e Spencer, 2003) ficando
susceptiveis a acao dos fluidos orais e das MMPs, 0 que compromete a
longevidade da restauracao.

Dessa forma, um estudo realizado por Shirai et al. (2005)
gue avaliou in vivo e in vitro a interface adesiva resina-dentina concluiu
gue a fibra colagena exposta é degradada, particularmente, quando
exposta aos fluidos orais ou a agua por periodos de tempos que variam
de meses a anos. O que corrobora com outro estudo que mostrou que o
armazenamento in vitro em agua ao longo do tempo faz aumentar o
nuamero de falhas nas interfaces adesivas (De Munck et al., 2005). Por
isso, 0 presente estudo avaliou a ac¢do dos inibidores de MMP apds
armazenamento em agua destilada em dois diferentes periodos de tempo
(24 h e 6 meses), simulando in vitro a condicdo oral de exposicéo
constante da restauracdo aos fluidos orais, como modo de avaliar a
capacidade de manutencdo da unido dentinaria pelos diferentes materiais

utilizados.

6.2 Dos Resultados

Apesar dos consideraveis avangos obtidos nos sistemas
adesivos presentes hoje no mercado, a interface de unido adesiva
continua sendo o elo fraco em uma restauracdo adesiva. No interior da
camada hibrida, duas formas de degradacdo podem ser observadas:

incompleta incorporagdo dos mondmeros resinosos do sistema adesivo
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entre 0s espacos interfibrilares e presenca de fibras colagenas

desprotegidas (Breschi et al., 2007).

Dentro deste contexto, com a descoberta que as MMPs
presentes na matriz dentinaria, quando liberadas e ativadas, apresentam
importante papel na degradacéo das fibras colagenas expostas abaixo da
camada hibrida, pela incompleta penetracdo dos mondmeros resinosos
ap6s o condicionamento acido (Hashimoto et al., 2003b; Pashley et al.
2004), vérios estudos in vitro e in vivo tem sido realizados com o intuito de
melhorar a forca de wunido adesiva através da incorporacdo de
substancias, no protocolo adesivo, capazes de inibir essas MMPs (Chang
et al., 2010; Osorio et al., 2011; Lafuente et al., 2012).

Dentre as substancias estudadas como potenciais
inibidores de MMPs, favorecendo a manutencao da interface de unido
resina-dentina, uma das principais € a CLX, que vem sendo introduzida
em diversos estudos como etapa complementar do protocolo adesivo, e
conseguindo, assim, bons resultados em estudos in vitro (Hebling et al.,
2005; Carrilho et al., 2007a; Breshi et al. 2009; Loguercio et al., 2009;
Breschi et al., 2010; Osorio et al., 2011; Lafuente et al., 2012).

A CLX é um antisséptico com efeito antimicrobiano
(Davies et al., 1954; Ercan et al., 2002), que inibe a adesao bacteriana em
superficies através da competicdo com o calcio ou sitios de retencéo e,
portanto, pode evitar a formacédo de pontes de calcio entre as bactérias e
as superficies orais ou entre bactérias (Gjermo, 1989). O que pode ser
efetivo também na inibicdo das MMPs, ja que estas sao calcio e zinco-
dependentes (Pashley et al., 2004), e a utilizagdo da CLX poderia de
alguma forma competir pelos sitios de célcio, impedindo a acdo das
MMPs sobre a degradacdo da matriz dentinaria quando ativadas pela
gqueda do pH (Tjaderhane et al., 1998; Pashley et al., 2004).

Estudos recentes demonstraram que o uso da CLX

previamente ao sistema adesivo, sem posterior enxague, inibiu de
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maneira significativa a atividade de degradacdo da camada hibrida pelas
MMPs (Hebling et al., 2005; Loguercio et al.,2009; Lafuente et al., 2012),
mesmo em baixas concentragbes (Gendron et al, 1999), o que vai ao
encontro com os valores de resisténcia de unido para a CLX encontrado
em nosso estudo.

Pode se observar na Tabela 3, que o grupo CLX
apresentou 0s maiores valores imediato de resisténcia de unido,
semelhante aos resultados obtidos em estudos que utilizaram a mesma
concentracado de 0,2% de solucdo aquosa de CLX (Breschi et al., 2009;
Loguercio et al., 2009; Breschi et al., 2010).

Quando a CLX é utilizada como etapa adjuvante a adesao
dentinaria para inibicdo das MMPs, ela ndo deve interferir negativamente
na adesdo imediata com materiais resinosos. Em nosso estudo,
semelhantes valores de unido imediatos foram alcancados quando
utilizadas diferentes estratégias adesivas antes da aplicacdo do sistema
adesivo Single Bond 2 quando comparado ao controle. Com relacdo a
CLX, estes resultados demonstraram que apesar da CLX ser uma
molécula grande (massa molecular = 897,8 g mol™) comparada com
alguns mondémeros de sistemas adesivos, como o bisfenol glicidil
metacrilato (Bis-GMA) (massa molecular = 512,0 g mol™) e o hidroxietil
dimetacrilato (massa molecular = 130,0 g mol™) (Ricci et al., 2010), a CLX
ndo influenciou negativamente a infiltragdo dos mondémeros resinosos na
dentina apos o condicionamento &cido, assim como em outros estudos
(Brackett et al., 2007; Carrilho et al., 2007b; Campos et al., 2009; Komori
et al., 2009).

Os resultados apontam valores de resisténcia adesiva
dentinaria apés 24 h de imersdo em &gua destilada superiores aos
valores obtidos ap6s um periodo de armazenamento de 6 meses. Isto
porque a literatura consultada demonstra que apds algum tempo a
resisténcia adesiva diminui, devido a deterioracdo da interface adesiva
(De Munck et al., 2005; Shirai et al., 2005). Essa deterioracdo pode
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ocorrer com o passar do tempo devido a fatores intrinsecos,
principalmente pela acdo das MMPs presentes na dentina, embora a acéo
da agua sobre os componentes da interface adesiva também possa
influenciar na reducdo dos valores de unido, apds determinado tempo
devido a degradacao hidrolitica, assim como a presenca de falhas na
margem da restauracdo pode permitir a penetracdo de MMPs salivares,
contribuindo de certa forma com a aceleracéo do processo de degradacao
da interface adesiva (Ricci et al., 2010).

Dessa forma, apés o armazenamento, foi observada uma
reducdo nos valores de resisténcia adesiva para todos 0s grupos, no
entanto o grupo controle SB foi o que apresentou maior reducado (Tabela
3). Mesmo a CLX tendo apresentado uma reducdo significante dos
valores de resisténcia de uni&o estatisticamente comparado ao grupo CLX
imediato, esta se manteve maior que os demais grupos.

Portanto podemos considerar que a CLX apresenta um
consideravel potencial na manutencao da estabilidade de unido dentinaria
apos 6 meses de armazenamento, corroborando com varios estudos que
indicam um real potencial da CLX em inibir, mesmo que de forma indireta,
a acao das MMPs e, com isso, aumentar o tempo de durabilidade das
restauracdes adesivas (Hebling et al., 2005; Carrilho et al., 2007b; Breschi
et al., 2009; Osorio et al., 2011).

No entanto, apesar dos resultados promissores mostrados
em trabalhos in vitro sobre a capacidade de manutencdo da resisténcia
adesiva pela CLX em longo prazo, mais estudos in vivo precisariam ser
realizados para comprovar sua efetividade, assim como estudos para
avaliar o efeito do manchamento das restauracées apOs determinado
periodo de tempo, ja que alguns efeitos colaterais quando do uso da CLX
como enxaguatoério bucal, ainda limitam sua aceitagdo como elemento
complementar no protocolo adesivo, como por exemplo, 0 aumento dos
depdsitos de calculo, a dificuldade de mascarar seu sabor e coloragao

acastanhada dos dentes ap6s determinado tempo de uso (Bishara et al.,



90

1998). Entretanto para a finalidade empregada em nosso trabalho,
aplicou-se uma pequena quantidade do produto delimitada a cavidade
dental, por um periodo de tempo curto (30 s), por isso acredita-se que 0s
aspectos negativos do seu uso como enxaguatorio bucal, nao
influenciariam quando associado ao protocolo adesivo.

Segundo Carrilho et al. (2007b) e Brackett et al (2007), o
tempo de acdo prolongado da CLX apds um periodo de armazenamento
de 14 e 12 meses, respectivamente, poderia ser explicado pelo
confinamento da CLX na interface adesiva, sendo sua eventual remogao
minimizada pela formacdo dos tags resinosos que obliteram os tubulos
dentinarios, e pelos mondmeros resinosos que envolvem as fibras
colagenas previamente tratadas pela CLX, e a camada adesiva presente
sobre a camada hibrida poderiam contribuir para a preservacdo da CLX
na interface adesiva, e assim prolongar sua acao sobre as MMPs.

Além da CLX, inibidores de MMPs a base de substancias
naturais vém sendo pesquisados, assim como alguns polifendis
encontrados em algumas plantas e frutos (Strek et al., 2007; Lin et al,
2009; Sen et al., 2009; Zhang et al., 2010). Dessa forma, optou-se pelo
uso da solucdo aquosa de cha verde e do gel a base de EGCG, seu
principal componente ativo, no pré-tratamento dentinario antes do
procedimento adesivo, visando & manutengdo da resisténcia de unido
resina-dentina pela inibicdo das MMPs.

O consumo de cha verde tem mostrado ter efeitos
terapéuticos sobre a saude geral (Arab et al., 2011), acdo anti-inflamatéria
(Dona et al., 2003), antimicrobiana com efeito sobre S. mutans (Hamilton-
Miller, 2001), sobre a doenca periodontal (Kushiyama et al.,, 2009) e
reducdo na progressdao da erosdao dental pela inibicio das MMPs
(Magalhées et al., 2009, Kato et al., 2009), auxiliando na prevencéo da
saude bucal (Liao et al., 2001), além de baixa toxicidade em estudos in
vitro em culturas de hepatdcitos de ratos (Schmitz et al., 2005). No

entanto, até o presente momento, a utilizacdo do extrato do cha verde em
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solucdo aquosa, preparado como infusdo, no pré-tratamento dentinario
previamente a aplicacdo de sistemas adesivos, como agente inibidor das
MMPs, semelhante ao procedimento utilizado em nosso estudo, nao foi
encontrado na literatura consultada.

Os valores imediatos de resisténcia adesiva obtidos com
o cha verde, aplicado ap0s o condicionamento acido, foram semelhantes
ao grupo controle SB, mostrando que o grupo CV néao interferiu
negativamente na resisténcia de unido imediata (Tabela 3). Pode-se,
entdo, considerar a possibilidade de ter havido uma inibicdo imediata
sobre as MMPs. Todavia, apés 6 meses de armazenamento houve uma
diminuicdo desses valores, se assemelhando ao grupo SB 6 meses que
apresentou 0os menores valores de resisténcia de adesiva. Esse fato pode
ter ocorrido pela menor quantidade de polifendis presentes na solucao
aquosa do cha verde, responsaveis pela inibicdo das MMPs, quando
comparado com a utilizacdo de seu componente ativo, a EGCG, em que
pode ser observado que quando aplicado o gel contendo EGCG, apesar
de os valores de resisténcia adesiva imediata terem sido menores que a
dos demais grupos, apés 6 meses de armazenamento foi o Unico grupo
gue permaneceu com 0s valores constantes, mantendo a estabilidade de
unido adesiva. O que corrobora com o0s resultados encontrados em
estudos que utilizaram concentracdes de EGCG na manutencéo in vitro
da resisténcia adesiva ap0s armazenamento por 6 meses, para 0 mesmo
sistema adesivo usado em nossa metodologia (Santiago et al., 2011; Neri
et al., 2011).

A guantidade de polifendis presentes na solucdo aquosa
do cha verde preparado foi de 0,185 mg/ml, o que corresponde a 400 uM
(Kato et al., 2009). Quando o ch& verde foi preparado nessas mesmas
proporcdes, em um estudo para avaliar sua efetividade na redugdo da
erosdo, com bochechos de 10 ml por 60 s, este apresentou inibicdo das
MMPs (Kato et al., 2009). Entretanto, o volume de solucéo aplicada sobre

a dentina, previamente condicionada, foi de 1,5 ul, o que correspondeu a
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uma menor quantidade de polifendis atuando sobre as MMPs. Além disso,
ndo se sabe ao certo por quanto tempo os polifendis presentes apos o
preparo do cha verde ficam ativos, ja que apos certo tempo apdés o
preparo do cha, estes comegam a sofrer um processo de oxidag&do, que
pode levar a perda das suas propriedades, justificando, assim, os
resultados encontrados em nosso estudo em relacédo ao grupo CV, que
sofreu uma reducéo significativa nos seus valores de resisténcia adesiva
ap6s armazenamento por 6 meses quando comparado com seus valores
imediatos (Tabela 3).

Outro fator que também deve ser levado em consideracao
guando do uso do cha verde é a sua coloracdo amarelo-acastanhada que
pode influenciar na coloracdo das restauracbes com RC, principalmente
em dentes anteriores, sendo necessarios estudos mais aprofundados
para verificar sua efetiva capacidade de inibicAdo das MMPs, com
consequente influéncia na estabilidade adesiva, sem interferéncia nas
propriedades Opticas das restauracoes.

Devido a instabilidade do cha verde na forma de solugéo
aquosa com o passar do tempo, que pode influenciar negativamente em
suas propriedades, uma alternativa que parece viavel na manutencéo da
estabilidade de unido resina-dentina em longo prazo € o uso de seus
componentes ativos de maneira isolada, devido as suas propriedades.
Estudos prévios mostraram que os polifenéis do cha verde podem ser
capazes de inibir a atividade das colagenases que atuam sobre a
degradacéo do colageno, em especial a EGCG (Demeule et al., 2000;
Madhan et al., 2007; Magalh&es et al., 2009).

A EGCG apresenta dentre suas caracteristicas, acao
antimicrobiana, antioxidante, antimutagénica, anti-inflamatéria e
anticancerigena, além da sua baixa toxicidade mesmo que usada em
altas concentracdes (Kaneko et al., 2001; Hirasawa et al., 2006; Isbrucker
et al., 2006; Ostersburg et al., 2009; Rasheed et al., 2009). Madhan et al.

(2007) especulam que uma maior inibicdo das colagenases pela EGCG
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pode ser atribuida a interacdes hidrofobas e a adeséo aos sitios ativos da
EGCG pelas colagenases, através das ligacbes de hidrogénio. Além
disso, a EGCG apresenta capacidade em inibir a agao e expressao das
MMPs -2 e -9, sendo essa inibicdo ndo competitiva, tempo e dose
dependente, sem quelacdo dos ions célcio e zinco (Garbisa et al., 2001),
essenciais para a atividade das MMPs (Yun et al., 2004; Sen et al., 2009).

Isso poderia de certa forma explicar os resultados
encontrados no presente estudo com relagéo ao grupo EGCG (Tabela 3),
gue manteve seus valores de resisténcia de unido constantes, sem
diferenca estatistica, quando comparado os periodos de tempo imediato e
ap6s 6 meses de armazenamento. Quando comparado aos demais
grupos, a EGCG apresentou os menores valores de unido imediatos, no
entanto apos 6 meses de armazenamento todos 0s outros grupos tiveram
uma redugao significativa nos valores obtidos, enquanto a EGCG
permaneceu estavel, sugerindo que devido as suas propriedades, esta foi
capaz de inibir a acdo das MMPs e manter a resisténcia de unido resina-
dentina estavel mesmo apds armazenamento.

Em nosso estudo foi utilizada a EGCG em forma de gel,
associada a outros componentes. Talvez se esta fosse utilizada em outra
forma de aplicacdo, ou sem associacdo a outros componentes, que de
alguma forma podem vir a interferir na adeséo ou néo inibicdo das MMPs
dentinarias previamente condicionada, poderia entdo haver uma maior
resisténcia de unido imediata com manutencéo da adesao por um periodo
de tempo maior.

Um estudo recente comparando diferentes concentracoes
de EGCG (0,02%, 0,1% e 0,5%) sobre a interface adesiva dentinaria,
imediata e apdés 6 meses de armazenamento por teste de microtragéao,
apos o condicionamento acido e previamente a aplicacdo do sistema
adesivo Single Bond 2 (3M / ESPE) observou que todas as concentracdes
usadas foram capazes de manter a resisténcia de unidao apos o periodo

de 6 meses, sendo a concentracdo de 0,1% a que apresentou 0s maiores
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valores apd6s armazenamento (Santiago et al., 2011). Outro estudo
comparando o efeito da EGCG 0,1% e da CLX 2% sobre a resisténcia de
unido adesiva dentinaria imediata e ap6s 6 meses de armazenamento
mostrou que o grupo que utilizou EGCG apresentou os maiores valores
de unido apos 6 meses, mas estatisticamente semelhantes ao da CLX
(Neri et al., 2011).

Pouco se sabe a respeito dos reais beneficios da
aplicacdo da EGCG sobre a dentina previamente condicionada e sua
capacidade de inibicdo das MMPs, necessitando de estudos in vitro e in
vivo mais aprofundados para melhor compreender seu mecanismo de
acao e reais beneficios na preservacdo da resisténcia de unido resina-
dentina. Além disso, a EGCG apresenta como vantagem da sua utilizacéao
baixa toxicidade mesmo em altas concentracdes e acdo anti-inflamatoria
podendo ser usado em cavidades de qualquer profundidade, mesmo que
profundas e com alto risco de microexposicao pulpar (Isbrucker et al.,
2006). Portanto, a EGCG pode vir a ser uma substancia com potencial
efeito sobre a manutencao da resisténcia adesiva em longo prazo.

Dessa forma, mais pesquisas in vivo e in vitro devem ser
realizadas para que se encontre uma maneira realmente eficaz de
garantir uma perfeita infiltracdo dos mondmeros resinosos em meio as
fibras colagenas com consequente manutengcdo da interface de unido
adesiva em longo prazo e efetiva inibicdo dos fatores responsaveis pela
degradacdo da camada hibrida, como a agua, as enzimas proteoliticas
(MMPs) e as enzimas salivares, alcangando, assim, a longevidade clinica
das restauracdes adesivas. E necesséria, entdo, a realizacdo de outras

pesquisas que solidifiquem as hipoteses testadas nesse estudo.



7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo,

podemos verificar que:

a)

b)

d)

O uso da clorexidina 0,2% apresentou 0s maiores
valores de resisténcia de wunido imediatos e
manutencao da interface adesiva ap0s 6 meses de

armazenamento;

O uso do cha verde nédo influenciou a resisténcia
adesiva imediata. Apdés 6 meses de
armazenamento ocorreu reducdo nos valores de

resisténcia de uniao;

O uso da epigalocatequina-3-galato apresentou
menor valor de resisténcia adesiva imediata, porém
manteve o0s valores constantes de resisténcia de

unido apos 6 meses de armazenamento;

O armazenamento influenciou os valores de
resisténcia de unido resina-dentina, com reducao

da resisténcia adesiva ap6s o periodo de 6 meses.
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