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Perote LCCC. Efeito da utilizacdo de substéncias inibidoras de
metaloproteinases e de tipos de envelhecimento na resisténcia de unido
entre dentina e resina composta [dissertagdo]. 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 influéncia de solug¢des inibidoras de
metaloproteinases e de tipos de envelhecimento na resisténcia de uniao
entre resina e dentina. Para isto, foram obtidos segmentos coronarios de
105 molares humanos. As amostras foram conectadas a um dispositivo
de simulacao de pressao pulpar, ajustado para 20 cm H,O. Foi realizado
condicionamento com acido fosférico 37% por 15s, lavagem e secagem
com papel absorvente. Em seguida, foram divididas em 5 grupos, de
acordo com a solugao aplicada por 1min: GC(Grupo Controle — nenhuma
solugéo), CLX (Digluconato de Clorexidina 0,2%), EPE (Extrato de
propolis etilico 10%), PA (Extrato de propolis aquoso) e AE (Alcool etilico
70%). Aplicou-se o adesivo (Adper Single Bond 2) e resina composta
(Filtek Z350XT) em todos as amostras. Os grupos foram subdivididos de
acordo com o tipo de envelhecimento: | (Corte Imediato), A
(Armazenamento em saliva artificial por 6 meses) e C (Ciclagem
termomecanica, 240.000 ciclos térmicos e 1000 ciclos mecanicos). As
amostras foram cortadas em palitos e submetidas ao teste de
microtracdo. Os dados de resisténcia de uniao (MPa) foram submetidos a
ANOVA dois fatores. Para o fator solugbes, nao foi encontrada diferenga
estatisticamente significante entre os grupos (p=0,32). Para o fator
envelhecimento, foi encontrada diferenga estatisticamente significante
entre os grupos (p=0,00). Foi realizado entdo o teste de Tukey para o
fator envelhecimento, cujos resultados foram I: 31,09a; A: 24,44b; C:
26,78b. Concluiu-se que as solugbes inibidoras de metaloproteinases
utilizadas n&o interferiram na resisténcia de unido e que o
armazenamento em saliva artificial por 6 meses e a ciclagem
termomecanica diminuiram a resisténcia de unido entre dentina e resina
composta.

Palavras-Chave: Resina Composta. Metaloproteinases da matriz.
Envelhecimento. Resisténcia a tragao.



Perote LCCC. Effect of metalloproteinase inhibiting substances and aging
processes on the bond strength between dentin and composite resin
[dissertation]. S&do José dos Campos: School of Dentistry of Sdo José dos
Campos, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2011.

ABSTRACT

This study aimed to assess the influence of metalloproteinase inhibiting
solutions and aging processes on the bond strength between resin and
dentine. To do so, crown segments of 105 human molars were obtained.
Samples were connected to a pulp pressure simulation device, adjusted to
20 cm H,0. Conditioning was accomplished with 37% phosphoric acid for
15 seconds, washing and drying with absorbing paper. Then, samples
were split info 5 groups, according to the solution applied for 1min: GC
(Control group — no solution), CLX (Chlorhexidine digluconate 0.2%), EPE
(Ethanolic propolis extract 10%), PA (Aqueous propolis extract) e AE
(Ethanol 70%). Adper Single Bond 2 and composite resin (Filtek Z350XT)
were applied in all samples. Groups were subdivided according to the
aging process: | (Immediate cut), A (Storage in artificial saliva for 6
months) and C (Thermomechanical cycling, 240,000 thermal cycles and
1,000 mechanical cycles). Samples were cut in beams and went through
microtraction tests. Bond strength data (MPa) were analyzed by two-factor
ANOVA. For the factor Solutions, there was no statistically significant
difference among the groups (p = 0.32). For the fator Aging, statistically
significant difference was found among the groups (p=0,00). Tukey test
was performed for Aging factor: I: 31,09a; A: 24,44b; C: 26,78b. It was
concluded that the utilized metalloproteinase inhibiting solutions have not
interfered in the bond strength, and storage in artificial saliva for 6 months
and thermomechanical cycling reduced the bond strength between dentin
and composite resin.

Keywords: Composite resin. Matrix metalloproteinase. Aging. Tensile
strength.



1 INTRODUGAO

As resinas compostas demonstraram uma grande
melhora nos ultimos anos. Atualmente, elas sdo mais duraveis, estéticas
e previsiveis. Usadas em conjunto com os sistemas adesivos, as resinas
compostas podem ser unidas ao esmalte de modo duravel e confiavel
(Murchison et al.,, 2006). Durante as duas ultimas décadas, avangos
quimicos e técnicos contribuiram para o aumento da qualidade dos
sistemas adesivos e, com isso, também o aumento da resisténcia de
unido da resina a dentina, embora esta ainda ndo seja tdo confiavel
quanto ao esmalte.(Murchison et al., 2006; Carvalho et al., 2012).

A diferenca entre a ades&o ao esmalte e a dentina ocorre
em virtude das diferengcas na constituicdo destes tecidos. Enquanto o
esmalte € composto principalmente por material inorganico (96%em peso
e 86% em volume de hidroxiapatita), a dentina € composta, em volume,
por 45 a 50% de cristais inorganicos de hidroxiapatita, 35% de matriz
organica e 25% de agua (Nicholson, 2006). Portanto, um dos desafios da

uniao a dentina se da pelo maior conteudo de agua e matriz orgéanica.

A perda prematura da resisténcia de unido € um dos
problemas que ainda afeta as restauracdes adesivas (Mjor et al., 2000) e

diminui acentuadamente sua durabilidade (De Munck et al., 2005).

As metaloproteinases (MMPs) constituem uma familia de
mais de 20 enzimas, dependentes de zinco e calcio, que degradam uma
variedade de componentes da matriz extracelular (Cawe et al., 2007;
Clark et al 2008.; Overall, Lopez-Otin, 2002). Sao tradicionalmente
divididas em colagenases, gelatinases, estromelisinas e MMPs tipo

membrana (Brinckerhoff & Matrisian, 2002). Na dentina, podem ser
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encontradas diversas metaloproteinases, como MMP-2 e MMP-9
(gelatinases), MMP-20 (enamelisina), MMP-3 (estromelisina-1), MT1-
MMP(tipo membrana) e MMP-8 (colagenase-2) (Niu et al., 2011; Mazzoni
et al., 2011; Caron et al., 1998; Sulkala et al., 2007 ).

Na dentina mineralizada, as metaloproteinases estao
imoéveis e ndo funcionais. O condicionamento acido necessario para a
realizagdo dos procedimentos adesivos desmineraliza a porgéo superficial
da dentina, deixando fibras colagenas expostas e ativando as
metaloproteinases (Tezvergil-Mutluay et al., 2011). Porém, se os
mondmeros resinosos ndo conseguem penetrar completamente a camada
desmineralizada, esta regido fica sujeita a degradacao hidrolitica, o que
tem um efeito adverso na resisténcia de unido (Armstrong et al., 2001
Frankemberger et al., 2005; Wang, Spencer, 2003; Hashimoto et al.,
2000). Se nao ha agua na camada hibrida, as metaloproteinases

permanecem inativas (Pashley et al., 2004).

Estudos tém sido realizados com diversas substancias na
tentativa de se inibir as metaloproteinases, para que a interface adesiva
possa ter maior durabilidade e, consequentemente, as restauragdes.
Grande parte destes estudos tem utilizado a clorexidina para este fim.
Nos sistemas adesivos convencionais, a solugdo de digluconato de
clorexidina tem sido utilizada apés o condicionamento acido e antes da
aplicagdo do primer e adesivo (Carrilho et al., 2007a; Carrilho et al.,
2007b; Hebling et al., 2005; Pashley et al., 2005; Brackett et al., 2011).
Alguns tipos de alcool também foram testados quanto ao efeito inibitorio
da atividade das metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 (Fiotti et al., 2008;
Tezvergil-Mutluay et al., 2011).

Desde o wuso da clorexidina como inibidor das
metaloproteinases, muitas outras substancias tém sido utilizadas no

mundo todo, entre as quais destaca-se a prépolis, que € uma substancia
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resinosa fortemente adesiva, coletada, transformada e utilizada pelas
abelhas para selar a sua colmeia, alisar as paredes internas e proteger a
entrada de intrusos (Burdock,1998). Este produto é um potente
antimicrobiano e agente anti-inflamatério. As principais classes de
produtos quimicos presentes na propolis sdo os flavonoides, compostos
fendlicos, e varios compostos aromaticos. Os flavonoides sdo compostos
de plantas conhecidos, que tém propriedades antioxidante, antibacteriana,
antifungica, antiviral e anti-inflamatéria (Al-Shaher et al., 2004). Jin et al.,
em 2005, observaram que extratos etilicos de propolis mostraram um forte
efeito inibitério da atividade da MMP-9, que é dado pelo acido caféico fenil

éster.

Recentemente, alguns estudos tém sido feitos na
endodontia com o objetivo de testar a propolis como medicagéo intra-
canal, com resultados satisfatérios (Ferreira et al., 2007; Valera et al.,
2010). A prépolis também se mostrou no minimo 10 vezes menos
citotoxica para os fibroblastos da polpa e do ligamento periodontal do que
o hidroxido de calcio (Al-Saher et al., 2004).

Os dentes sdo continuamente submetidos a estresse
durante a mastigagdo e degluticdo (Osorio et al., 2005). Alteragbes na
interface adesiva de dentes restaurados in vivo podem ser causadas por
estresses oclusais, pela degradacédo mecanica e quimica através e dentro
do sistema restaurador quando unido ao esmalte e a dentina (Sano et al.,
1999).

A pesquisa clinica é a etapa final para se avaliar novas
técnicas. Porém, fatores como operador, diferencas nos substratos,
colaboracao do paciente e controle pés-operatério a tornam complicada e
demorada (Nikaido et al., 2002). Portanto, testes in vitro realizados sob
condigbes clinicamente relevantes podem predizer o comportamento das

restauracées no meio bucal (Reis et al., 2003).
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A técnica mais utilizada para envelhecimento artificial € o
armazenamento por longos periodos em agua, que pode ser substituida
por saliva. A diminuicdo da efetividade da adesédo nestes estudos é
primeiramente pela degradacéo hidrolitica. Outra técnica usada é a
termociclagem, que leva a estresses pela contragdo e expansao, e assim
acelera a degradacdo quimica. Envelhecimento por ciclagem mecanica
também pode ser realizado, pois cargas oclusais podem afetar a adesao

da resina ao dente (De Munck et al., 2005).

Apesar de varios estudos mostrarem o efeito inibitério da
atividade de metaloproteinases presentes na dentina humana por
algumas substancias, apenas alguns estudos com clorexidina (Breschi et
al., 2009; Breschi et al., 2010; Campos et al., 2009; Carrilho et al., 2007a;
Carrilho et al., 2007b) correlacionam esta inibicdo com resisténcia de
unido. Do mesmo modo, a maioria dos estudos utiliza apenas um tipo de
envelhecimento (De Munck et al.,, 2003; Hashimoto et al., 2003;
Frankemberger et al., 2005; Breschi et al., 2009), e ndo ha correlagao
entre os métodos. Portanto, faz-se necessario estudar o efeito da
aplicacao de diferentes solugdes inibidoras de metaloproteinases e de
tipos de envelhecimento na dentina humana na resisténcia de unido entre

dentina e resina.



REVISAO DE LITERATURA

2.1 Degradacao da interface adesiva

Em 2003, Frankenberger et al. realizaram um estudo com
0 objetivo de avaliar a resisténcia de unido dentinaria e a adaptagao
marginal de restauracdes de resina composta apos diferentes periodos de
armazenamento. Trezentos e sessenta terceiros molares humanos
higidos foram utilizados. De cada um deles foi obtido um disco de dentina
média de 2 mm de espessura. Em cada disco realizou-se na porgéo
central um preparo com broca cilindrica que foi posteriormente restaurado
com sistema adesivo convencional de dois ou trés passos e resina
composta. Os dentes foram armazenados em agua destilada por 1, 90 ou
2190 dias, submetidos a 1150 ciclos térmicos e finalmente ao teste de
push-out. Os espécimes que ficaram armazenados por 6 anos foram
moldados e réplicas produzidas apés 1 e 90 dias, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 anos.
As réplicas foram impregnadas por ouro e observadas em microscopia
eletrbnica de varredura. Os autores concluiram que a resisténcia de uniéo
dentinaria diminuiu significativamente ap6s 6 anos de armazenamento.
Em relacdo a adaptacédo marginal, sistemas adesivos convencionais de
trés passos provaram ser significativamente mais estaveis a degradacgao
pela agua e devem ser preferidos em cavidades sem margens em
esmalte.

Em 2003, Hashimoto et al. investigaram a degradacéao da
adesao da dentina a resina depois de um ano de imersao em agua. Vinte

e quatro pré-molares humanos higidos foram extraidos e a por¢ao oclusal
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removida para expor a dentina. Os dentes foram submetidos ao ataque
acido e depois a aplicacao do sistema adesivo convencional Scotch-Bond
Multi- Purpose (3M, ESPE) e de resina composta Z100 (3M, ESPE) pela
técnica incremental. Os dentes foram entdo armazenados em agua
destilada a 37 °C por 24 h e entdo cortados em palitos de 1 mm de
largura. Parte dos espécimes foi imediatamente submetida ao teste de
microtragcdo e parte ap6s 1 ano de armazenamento em agua com
cloramina T 0,5%. As partes fraturadas dos espécimes foram observadas
em microscopio eletrénico de transmissdo. Os autores concluiram que
foram observados dois padrées de degradagdo da camada hibrida apés
um ano de armazenamento em agua: a degradacao das fibrilas colagenas
e a perda de resina dos espacos interfibrilares dentro da camada hibrida,
e que a degradacédo da resina e do colageno pode aumentar o conteudo
de agua na interface adesiva, levando a um maior efeito negativo sobre a

longevidade da adesé&o.

Em 2003, De Munck et al. avaliaram a influéncia de
variaveis como a efetividade da hibridizacdo e a difusao/eluicdo de
componentes da interface na degradacédo da interface entre resina e
dentina ao longo do tempo. Vinte e oito terceiros molares humanos
higidos tiveram o tergo oclusal removido para expor a dentina, que teve a
smear layer padronizada com lixa de granulagdo 600. Os dentes foram
divididos em 4 grupos e em cada um deles aplicado um sistema adesivo
de acordo com as instrucdbes dos fabricantes: dois sistemas
convencionais de dois passos, Optibond Solo (Kerr) e Single Bond (3M
ESPE) e dois sistemas convencionais de trés passos, Optibond Dual-Cure
(Kerr) e Scotchbond Multi-Purpose (3M ESPE). Em seguida aplicou-se
resina composta Z100 (3M ESPE) pela técnica incremental em todos os
dentes. Trés dentes de cada grupo foram seccionados e submetidos ao
teste de microtracdo apdés 24 h de armazenamento em agua a 37 °C,

enquanto os quatro dentes restantes foram armazenados por 4 anos e
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entdo submetidos aos testes. As partes fraturadas foram analisadas por
microscopia eletrénica de varredura por emissdo de campo. Os autores
concluiram que: a interface adesiva entre resina e dentina formada por
sistemas adesivos convencionais € propensa a degradacao pela agua;
sistemas adesivos convencionais de dois passos sao mais suscetiveis a
degradacao do que os de 3 passos; e que a interface resina/esmalte ao
redor da interface resina/dentina protege esta ligagdo, retardando a

degradacao.

Em 2003, Wang e Spencer realizaram um estudo cujo
objetivo foi determinar a qualidade e a estrutura molecular de interfaces
entre dentina/adesivo formadas sob umidade comparadas com dentina
desmineralizada infiltrada por adesivo produzida sob condicdes
controladas. A partir de 6 terceiros molares humanos higidos, foram
obtidas fatias de dentina de 10 mm x 2 mm x 1,5 mm. O dente adjacente
foi reservado para os espécimes para interface dentina/adesivo. As fatias
de dentina foram desmineralizadas, desidratadas e imersas em Single
Bond (3M ESPE), colocadas no escuro por 72 h, sendo metade
fotopolimerizada imediatamente apds e metade fotopolimerizada apés 24
h de dissecacdo sob vacuo. Os espécimes interface dentina/adesivo
tiveram a smear layer padronizada com lixa de granulagao 600, aplicou-se
2 camadas de Single Bond e foram armazenados em agua a 25° C por no
minimo 24h. Os espécimes foram seccionados perpendicularmente e
paralelamente a superficie de adesdo. Espécimes dos dois grupos foram
seccionados em fatias de 3 um de espessura. O restante dos espécimes
sofreu analise espectroscopica micro-Raman e as fatias foram coradas
com tricrémio de Goldner e analisado sob microscépio de luz. Os autores
concluiram que, sob adesdao umida, a interface dentina/adesivo ndo é
uma rede impermeavel de colageno/polimero, sendo a composigcéao

principal da rede colageno e HEMA, e em menor quantidade BisGMA.
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Sadek et al., em 2010, realizaram um estudo cujo objetivo
foi avaliar a estabilidade in vitro da unido entre dentina e resina criada por
um sistema adesivo experimental de 3 passos hidrofébico com
BisGMA/TEGDMA ou por sistema adesivo hidrofilico de trés passos, apos
um ano de envelhecimento acelerado em saliva artificial. Para isto, foram
obtidos 45 discos de dentina média de molares humanos, posteriormente
divididos em trés grupos: o adesivo experimental de trés passos
hidrofébico com BisGMA/TEGDMA aplicado sobre dentina saturada em
agua (Gl) ou etanol (Gll) e outro com Adper Scotchbond Multi-Purpose
aplicado sobre dentina saturada com agua (GllIl). Sobre o adesivo, foi
aplicada e fotopolimerizada resina composta, até 5mm de altura. Os
espécimes foram armazenados em saliva artificial a 37 °C por 24 h,
cortados em palitos e submetidos ao teste de microtragéo e a microscopia
eletrénica de transmissdo metade imediatamente e metade ap6s um ano.
O grupo tratado com Adper Scotchbond Multi-Purpose mostrou redugao
significante da resisténcia de unido apds envelhecimento e foi observada
degradagdo da camada hibrida em todos os espécimes examinados por
microscopia eletrbnica de transmissdo. O grupo tratado com o adesivo
experimental e alcool manteve a resisténcia de unido e a integridade da
camada hibrida. Os autores concluiram que a utilizagdo de resina
hidrofébica em dentina ap6s condicionamento acido e saturada em alcool

preservou a integridade da ligagao entre dentina e resina.

Liu et al., em 2011, realizaram uma revisdo que examinou
os dados gerados nos ultimos 3 anos por cinco estratégias experimentais
desenvolvidas por diferentes grupos de pesquisadores na tentativa de
aumentar a longevidade da adesé&o entre resina e dentina. As estratégias
eram: aumentar o grau de conversao e resisténcia a esterase de adesivos
hidrofilicos; uso de inibidores de enzimas colagenoliticas; inibicao de
MMPs e catepsina através do uso de agentes de reticulagdo; adesé&o

umida com etanol com resinas hidrofébicas; remineralizagcdo biomimética
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da interface entre resina e dentina. Os autores concluiram que a adeséo
dentinaria ndo é tdo duravel como foi assumido previamente, sendo dois
mecanismos 0s principais envolvidos na degradagao da interface entre
resina e dentina através do tempo. Um mecanismo € a hidrélise lenta dos
componentes da resina, causados pela sorgdo de agua ou esterases.
Outro € a degradacédo da zona rica em agua e pobre em fibras de
colageno dentro da camada hibrida, através da ativacdo de MMPs e
catepsinas durante os procedimentos adesivos. Também concluiram que
embora cada estratégia tenha vantagens e limitagdes, possivelmente a
fusao delas num unico tratamento poderia superar as barreiras da adesao

da dentina a resina.

2.2 Acao colagenolitica das metaloproteinases

Pashley et al., em 2004, realizaram um estudo com o
objetivo de verificar se matrizes dentinarias que sofreram ataque acido
podem ser degradadas por enzimas proteoliticas derivadas da dentina, na
auséncia de colonizagao bacteriana ao longo do tempo. Para isto, 27
terceiros molares humanos higidos tiveram o esmalte oclusal e as raizes
removidas. As superficies dentinarias sofreram ataque acido com gel de
acido fosférico a 32% (Bisco Inc) a fim de criar uma camada de matriz
colagena desmineralizada com espessura de 5-6 uym. Os dentes foram
divididos em trés grupos, sendo que no primeiro os dentes ficaram
armazenados cada um em um recipiente contendo saliva artificial. No
segundo grupo, os potes continham 6leo mineral. No terceiro, saliva
artificial com inibidores de enzimas proteoliticas. Trés dentes de cada
grupo ficaram armazenados por 24 h, por 90 dias e por 250 dias e depois
retirados para analise da espessura da dentina desmineralizada

remanescente e do estado das fibrilas colagenas através de microscopia
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eletrbnica de transmissdo. A atividade funcional colagenolitica foi medida
através do teste para colagenase EnzCheck (Molecular Porbes, Eugene)
com o p6é de dentina ndo tratado, pré-incubado com inibidores de
proteases, pré-incubado com clorexidina 0,2% e apo6s ataque acido. As
matrizes colagenas parcialmente desmineralizadas estavam quase
completamente destruidas apos 250 dias nos espécimes armazenados
em saliva, mas ndo nos espécimes armazenados em O6leo mineral ou
inibidores de proteases. A analise funcional das enzimas do p6 de dentina
mostrou baixo nivel de atividade colagenolitica que foi inibida por
inibidores de proteases ou clorexidina 0,2%. Os autores concluiram que a
degradagdo do colageno ocorre através do tempo, através de
metaloproteinases contidas na matriz que sao liberadas com o tempo.
Mazzoni et al., em 2007, testaram a hipotese nula de que
ndo haveria MMP-9 na matriz dentinaria. Para isto, foram obtidos discos
de 1Tmm de dentina a partir oito terceiros molares humanos higidos, que
tiveram o esmalte removido. Os discos foram reduzidos a p6 de dentina,
que foi dividido em quatro grupos de acordo com o agente
desmineralizador: acido acético, acido citrico, EDTA e EGTA. Utilizou-se
zimografia para extrair e isolar todas as formas moleculares de
metaloproteinases, que foram posteriormente caracterizadas e
identificadas. Os autores concluiram que ha a presenca de MMP-2 e
MMP-9 na dentina e que como foram identificados efeitos adversos
causados pelas MMPs, fazem-se necessarios estudos que identifiquem
inibidores atdéxicos de MMPs como potenciais agentes terapéuticos que

possam ser incorporados aos materiais restauradores.

Em 2008, Boushell et al. realizaram um estudo com o
objetivo de caracterizar a distribuicao de MMP-2 na dentina coronaria
humana. Quinze molares e pré-molares humanos higidos foram cortados
e desmineralizados, e novamente cortados em fatias de 5 um de

espessura. As fatias foram analisadas imunohistoquimicamente usando-
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se um anticorpo especifico anti-MMP-2 monoclonal. Imunorreatividade foi
observada em microscopia de luz e um software foi utilizado para calcular
a quantia e a distribuicao de MMP-2. Os autores concluiram que a MMP-2
esta presente em toda a dentina coronaria humana, com areas de maior

concentracgdo junto a pré-dentina e ao limite amelo-dentinario.

Breschi et al., em 2010, avaliaram a eficacia de galardin
(um inibidor sintético de MMPs) na preservagcéo morfolégica e mecéanica
de camadas hibridas submetidas a envelhecimento. A partir de 20
molares humanos higidos obteve-se p6 de dentina, que foi dividido em 5
grupos de 1 g, sendo: grupo controle, grupo parcialmente
desmineralizado, grupo parcialmente desmineralizado seguido pela
incubacdo com solucdo de galardin, grupos parcialmente
desmineralizados seguidos pela incubacado com clorexidina a 0,2 ou a 2%.
Seguiram-se os procedimentos para analise zimografica. Superficies
planas de dentina foram obtidas a partir de 28 molares humanos higidos,
que sofreram ataque acido e seguiu-se o procedimento adesivo, sendo
que em metade dos dentes foi aplicada solugédo aquosa de galardin, e a
aplicacéao de resina composta pela técnica incremental. Estes dentes
foram seccionados, sendo metade armazenada por 24h e metade
armazenada por 1 ano e submetidos ao teste de microtragdo. Doze
molares humanos higidos foram preparados conforme descritos,
armazenados por 24 h ou 1 ano e avaliados quanto a nanoinfiltracdo. Os
autores concluiram que galardin, como inibidor de MMPs, pode ser uma
maneira clinicamente relevante de aumentar a estabilidade da camada
hibrida ao longo do tempo. E que inibidores especificos de MMP podem

aumentar a resisténcia de uniao ao longo do tempo.

Osorio et al., em 2011, testaram a hipétese-nula de que a
atividade colagenolitica das metaloproteinases na dentina ndo seria
alterada por diferentes tipos de condicionamento da dentina e nem pela

aplicagdo de clorexidina. Para isto, foram obtidos discos de dentina a
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partir do corte de dez terceiros molares humanos higidos e
posteriormente palitos. Os palitos de dentina foram divididos em cinco
grupos: dentina mineralizada, dentina desmineralizada com &cido
fosforico, dentina desmineralizada com EDTA, imersdo de dentina
mineralizada em primer do Clearfii SE Bond (Kuraray) e imersdo de
dentina mineralizada em Xeno IV (Dentsply). As barras de dentina foram
entdo polimerizadas, lavadas,secas e colocadas em ependorfes em dois
tipos de meio: saliva artificial + MMP-2 ou clorexidina + MMP-2. Os
espécimes foram incubados a 37 °C por 1 dia, 1 ou 3 semanas. Nos
tempos determinados, os meios foram agitados e os produtos
sobrenadantes foram removidos e analisados para determinar a
concentracdo do produto de degradacédo do colageno, através de um kit
de radioimunoensaio. Os autores concluiram que: as metaloproteinases
mostram atividade colagenolitica quando a dentina esta desmineralizada;
que a clivagem do colageno pelas MMPs & maior quando a dentina é
desmineralizada pelo acido fosférico ou pelo EDTA do que pelos sistemas
adesivos auto-condicionantes; a presenca de mondmeros hidrofilicos
(como o HEMA) nos sistemas adesivos auto-condicionantes pode ter
inibido a degradacdo do colageno; a acéo inibitéria de MMP pela
clorexidina foi mais prolongada nos grupos submetidos aos sistemas
adesivos auto-condicionantes do que nos grupos desmineralizados pelo

acido fosforico ou pelo EDTA.

Mazzoni et al., em 2011, testaram a presenca e a
distribuicdo da MMP-3 em dentina humana higida usando testes
bioquimicos, imnunohistoquimicos e zimografia. Dezoito terceiros molares
humanos higidos foram utilizados. A partir de 12 deles, obteve-se p6 da
dentina. Parte do p6 foi dividido em dois grupos: controle e parcialmente
desmineralizado, onde posteriormente foi quantificada a MMP-3. Parte do
po, também dividido em grupo controle e grupo parcialmente

desmineralizado, foi submetido a analise zimografica. Discos de dentina
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foram obtidos a partir de 6 dentes, os quais foram submetidos a analise
imunohistoquimica para identificagdo de MMP-3. Os autores concluiram
que o estudo mostrou a presencga e a distribuicdo de MMP-3 na dentina
humana, que é predominantemente na rede inter-tubular de fibrilas de

colageno e nao nos tubulos dentinarios.

Também em 2011, Mazzoni et al. realizaram um estudo
cujo objetivo foi analisar a presenca de MMP-2 na camada hibrida criada
por um sistema adesivo convencional de 2 passos in vitro. P6 dentinario
foi obtido a partir de 20 terceiros molares humanos higidos e foi dividido
em quatro grupos: controle (mineralizado); parcialmente desmineralizado;
parcialmente desmineralizado seguindo-se a aplicacdo do sistema
adesivo Adper Scotchbond 1 XT (3M ESPE); e parcialmente
desmineralizado, seguindo-se a aplicagéo de clorexidina 0,2% e aplicagao
do sistema adesivo. Para quantificar a presenca de MMP-2, foi utilizado o
teste QuantiSir para analise de gene. Foram obtidos discos de dentina de
1mm de espessura a partir de doze terceiros molares humanos higidos.
Os discos de dentina sofreram ataque acido com gel de acido fosférico a
35%, foram lavados e em seguida divididos em dois grupos, com e sem
aplicacao de clorexidina a 0,2%, sendo posteriormente aplicado o sistema
adesivo e resina composta flow. Os dentes foram seccionados em palitos,
que foram armazenados por 1 ano em saliva artificial. Os espécimes
foram entdo processados para analise imunohistoquimica. Os autores
concluiram que a MMP-2 tem um papel na degradacéo in vitro das fibrilas
de colageno na camada hibrida. Por isso, o uso de inibidores atoxicos de
MMP, como a clorexidina, deve ser considerado como um passo adicional
nos procedimentos adesivos. Os inibidores de MMP podem contribuir
para a estabilidade da camada hibrida ao longo do tempo, o que pode

aumentar a duracao das restauracdes adesivas.
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2.3 Simulagao de pressao pulpar

Hosaka et al., em 2007, avaliaram a durabilidade de
sistemas adesivos de passo unico aderidos a dentina com e sem a
simulacdo de pressao pulpar. Foram obtidos segmentos coronarios a
partir de 48 terceiros molares humanos higidos, que foram conectados a
dispositivos para simulacdo de pressao pulpar. Em metade deles, a
presséao foi ajustada para 0 cm de H20, e na outra metade, em 15 cm de
H20. Cada um dos grupos foi subdividido e em metade deles aplicou-se o
sistema adesivo One-Up Bond (Tokuyama) e na outra metade Fluoro
Bond Shake (Shofu Co), de acordo com as instru¢cdes dos fabricantes.
Seguiu-se a aplicacdo de resina composta (Clearfil AP-X, Kuraray) pela
técnica incremental e fotopolimerizagcdo. Ap6s remocédo das margens de
esmalte, os dentes foram armazenados em agua a 37°C por 24h, 1 ou 3
meses. Os dentes foram entado seccionados para obtengao de palitos para
teste de microtracdo. A analise do modo de fratura foi realizada através
de microscopia eletrébnica de varredura. Concluiu-se que quando a
pressao pulpar foi aplicada por 1 ou 3 meses, a resisténcia de unido do
grupo Fluoro Bond Shake caiu quando comparada aos grupos controles
sem pressao pulpar. Os espécimes do grupo One-Up Bond mostraram
significante diminuicdo na resisténcia de unidao com o tempo, que foram
ainda maiores nos grupos com simulagéo de presséao pulpar. Os padroes
de fratura variaram de acordo com o tempo, o material e o tipo de
pressao. Na auséncia de pressao pulpar, a maioria das fraturas foi
coesiva em resina. Com a simulagdo de pressao pulpar, a maioria das
fraturas foi no adesivo.

Em 2007, Sauro et al. realizaram um estudo com o
objetivo de avaliar a permeabilidade dentinaria e a resisténcia de unido de
dentina profunda aderida com diferentes sistemas adesivos auto-

condicionantes e posteriormente submetidas a simulacdo de pressao
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pulpar. Quarenta segmentos coronarios foram obtidos a partir do corte da
porcdo oclusal e das raizes de molares humanos higidos. Cada espécime
foi conectado a um dispositivo para simulagdo de presséo pulpar. Os
espécimes foram divididos em 4 grupos e em cada um deles foi aplicado
um sistema adesivo, de acordo com as instru¢gées dos fabricantes, sendo
eles: um sistema auto-condicionante de dois passos, Clearfil Protect Bond
(Kuraray), e trés sistemas auto-condicionantes de passo unico, G-Bond
(GC Corp), One Up Bond F Plus (Tokuyama Corp) e Clearfil S3- Bond
(Kuraray). Durante os procedimentos adesivos, a pressao pulpar foi
mantida em Ocm de H,O. A mensuracado da permeabilidade foi realizada
antes e depois dos procedimentos adesivos. Antes da mensuracdo do
fluxo de fluido na interface adesiva entre resina e dentina, foram obtidas
moldagens de referéncia antes e depois da perfusdo dentinaria a 20 cm
de H>O. As moldagens foram utilizadas para fabricagdo de réplicas para
observagdo em microscopia eletronica de varredura. Quarenta terceiros
molares humanos foram usados para o teste de microtragdo. Divididos em
dois grupos principais, com (20 cm de H,O) e sem simulacéo de pressao
e subdivididos de acordo com os sistemas adesivos descritos
anteriormente. Seguiu-se a aplicagcao dos sistemas adesivo, a aplicagao
de resina composta flow (GradiaDorect LoFlo, GC Corp) pela técnica
incremental e corte para obtencédo de palitos. Os autores concluiram que
a camada hibrida e a pelicula de adesivo polimerizado de alguns adesivos
de passo unico aplicados em dentina profunda sdo extremamente
permeaveis depois da polimerizagcdo quanto submetidos a pressao pulpar.
Isto resulta em baixa resisténcia de unido. Sistemas convencionais de trés
passos devem ser preferidos para dentina profunda, ao invés de sistemas

auto-condicionantes de passo unico.

Em 2009, Hiraishi et al. realizaram um estudo com o
objetivo de avaliar o efeito da presséo pulpar na resisténcia de unido de

cimentos resinosos a dentina humana e na permeabilidade de superficies
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dentinarias pré-tratadas com um adesivo e um primer auto-condicionante.
Segmentos coronarios de dentina exposta foram obtidos a partir de dois
cortes perpendiculares ao eixo longitudinal de 45 terceiros molares
humanos, um retirando o esmalte oclusal e outro retirando a raiz. Os
espécimes foram conectados a um dispositivo para simular a pressao
pulpar de 20 cm de agua. Foram confeccionados blocos de resina
composta hibrida, que em seguida sofreram condicionamento acido com
gel de acido fosférico a 32%, e a aplicagcdo de Clearfil SE Primer e
Porcelain Bond Activator (Kuraray). Trés cimentos resinosos foram
utilizados neste estudo, RelyX ARC, Panavia F 2.0 e RelyX Unicem,
sendo aplicados nos discos de dentina de acordo com as instrugdes dos
fabricantes, inclusive nos tratamentos requeridos para a dentina, com ou
sem simulacao de pressao pulpar. Seguiu-se a cimentacao dos blocos de
resina indireta e a fotopolimerizacdo. Depois do armazenamento em agua
a 37 °C por 24 h, os dentes foram seccionados em palitos para o teste de
microtragdo. Em 15 espécimes realizou-se a medida do fluxo de fluido,
apos a realizagao de condicionamento acido com gel de acido fosférico a
32% e apds o tratamento dentinario requerido por cada um dos cimentos
resinosos. Os autores concluiram que o uso de simulagdo de presséo
pulpar durante a aplicagdo dos cimentos resinosos afetou adversamente a
resisténcia de unido para os cimentos RelyX ARC e Panavia F 2.0, mas

nao para o RelyX Unicem.

Em 2010, Belli et al. avaliaram a durabilidade da adesao
dentinaria de varios sistemas adesivos ap6s um ano de armazenamento
em agua e sob pressao pulpar de 15 cm de H,O. Preparos de classe |
foram realizados em sessenta terceiros molares humanos com a parede
pulpar localizada em dentina média. Foram utilizados um sistema adesivo
convencional de dois passos (Single Bond 2 — 3M, ESPE), um sistema
adesivo auto-condicionante de dois passos (Clearfil SE Bond- Kuraray),

um sistema auto-condicionante de trés passos (Adper Scotchbond SE -
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3M, ESPE) e trés sistemas adesivos auto-condicionantes de passo unico
(Adper Easy Bond SE — 3M/ ESPE, Clearfil S®> Bond — Kuraray, e Adhese
One- Ivoclar Vivadent). Ap6s a aplicacdo dos sistemas adesivos, foram
colocadas de quatro a cinco incrementos de resina composta (2250, 3M,
ESPE), fotopolimerizados individualmente. Logo ap6s, metade dos dentes
foram submetidos a pressao pulpar por 1 dia e a outra metade 1 ano. Os
dentes foram seccionados e submetidos ao teste de microtracdo. Foram
analisados a resisténcia de unido, o tipo de fratura e alguns espécimes
submetidos a microscopia eletrénica de varredura. Os autores concluiram
que a interface adesiva mostrou uma degradacgao lenta ap6s um ano de
armazenamento. A resisténcia de unido nao foi afetada apés um ano, mas
sinais de degradacdo foram detectados pela analise fractografica. A

pressao pulpar pareceu nédo acelerar a degradacéo da interface adesiva.

Em 2010, Lin et al. investigaram a durabilidade de quatro
sistemas de cimentos resinosos aderidos a dentina com ou sem
simulacéo de pressao pulpar. Setenta e dois terceiros molares humanos
higidos tiveram a porgcédo oclusal e as raizes removidas, para expor a
superficie dentinaria e serem conectados a um dispositivo para simulagéo
de pressao pulpar. Foram confeccionados blocos de resina flow de 10 mm
x 10 mm x 20 mm, que posteriormente sofreram condicionamento acido.
Antes de comegar os procedimentos adesivos, foi aplicado e
fotopolimerizado um agente de unido (Heliobond, Ivoclar Vivadent) para
ativar a superficie adesiva. Um sistema de cimentagao foi aplicado para
cada grupo de 18 dentes, de acordo com as instrugdes dos fabricantes:
um sistema auto-condicionante de passo unico, Multilink Sprint (lvoclar
Vivadent), dois sistemas auto-condicionantes de dois passos, Multilink
Automix (lvoclar Vivadent) e Clearfil Esthetic cement (Kuraray) e um
sistema convencional de trés passos, RelyX ARC (3M ESPE). Nove
dentes de cada grupo foram cimentados com pressao pulpar de 15 cm de

H>O e sem presséo pulpar. Os blocos de resina foram cimentados a uma
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carga constante de 7,5N por 10 min. Apds os procedimentos adesivos, os
dentes foram armazenados em agua a 37 °C por 3, 30 ou 30 dias, com
adicional de 5000 ou 15000 ciclos térmicos. Os dentes foram entdo
seccionados em palitos para teste de microtragdo. Apds a realizagéo do
teste, as partes fraturadas foram analisadas em microscopia eletrénica de
varredura. Os autores concluiram que a simulagao de presséo pulpar e o
envelhecimento artificial afetam a resisténcia de unido. Sendo assim,
devem ser usados para testes de adesdo in vitro para simular fungao

clinica.

2.4 Proépolis

Em 2004, Al-Shaher et al. investigaram a tolerancia de
fibroblastos humanos do ligamento periodontal e da polpa dental a
prépolis e a compararam com a do hidroxido de calcio. Para isto, células
de ligamento periodontal e de polpa dental foram obtidas a partir de
terceiros molares higidos erupcionados. Estas foram submetidas a varias
concentragbes de propolis e de hidroxido de calcio e posteriormente
analisada sua viabilidade. Os autores concluiram que o hidréxido de
calcio em mesma concentracdo que a propolis € pelo menos 10 vezes
mais citotdxico para as células do ligamento periodontal e da polpa dental.
E que a propolis, com suas conhecidas propriedades antifungicas,
antivirais e antibacterianas e habilidade de melhorar a resposta imune
pode ser uma opc¢do viavel para medicagédo intracanal, devido a sua
menor citotoxidade.

Sforcin et al. realizaram um estudo em 2005 cujo objetivo
foi avaliar o efeito das variagbes sazonais na agéo imunomoduladora da
prépolis. Propolis foi produzida por abelhas africanizadas em Botucatu,

SP, Brasil, durante todo o ano. As amostras foram separadas por periodo,
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moidas e a propolis extraida (30 g de propolis completando 100 ml de
etanol 70%). Depois de uma semana, os extratos foram filtrados e a
concentracéo final foi calculada (120 mg/ml). Prépolis bulgaro foi obtido
da mesma forma, sendo a concentragdo final peso seco 170 mg/ml.
Quarenta e dois ratos foram divididos em 6 grupos. Quatro grupos
receberam solugdes de extrato de propolis brasileiro a 10% das diferentes
estagbes (primavera, verao, outono e inverno). Um grupo recebeu uma
solugao hidroalcodlica a 10% e o ultimo grupo recebeu solugéo salina. Os
animais receberam as solugdes duas vezes por dia, durante trés dias.
Apds o ultimo tratamento, os ratos foram imunizados ap6s 15 e 30 dias. O
efeito da prépolis bulgaro e do brasileiro foi analisado para a producao de
anticorpos. Ratos receberam extrato de propolis a 10% e foram
imunizados. Amostras de sangue foram coletadas apés 15 e 30 dias apos
a ultima imunizacédo. Os autores concluiram que a propolis estimula a

producao de anticorpos, independentes da época e da origem geografica.

Em 2005, Hayacibara et al. realizaram um estudo com o
objetivo de avaliar a influéncia de dois tipos de propolis brasileiro na
viabilidade do Streptococcus mutans, na atividade das glicosiltransferases
e no desenvolvimento de carie em ratos. Os extratos etandlicos de
propolis foram fracionados em hexano, cloroférmio, acetato de etila e
etanol. A capacidade das quatro fragbes para inibir o crescimento e
adeséo a uma superficie de vidro de Streptococcus mutans e sobrinus foi
examinada. Para analisar o efeito sobre a carie, 60 ratos infectados com
Streptococcus sobrinus foram divididos em quatro grupos, e tratados
topicamente duas vezes ao dia com os dois tipos de extratos de prépolis e
os dois tipos de hexano. Os autores concluiram que o hexano de ambos
os tipos de propolis apresentaram maior atividade antibacteriana e de
inibicdo das glicosiltransferases. Ambos os extratos de propolis e os
hexanos foram igualmente eficazes na redugdo da carie dentaria em

ratos.
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Em 2005, Jin et al. realizaram um estudo que avaliou a
atividade inibitéria de propolis sobre MMP-9 e o acido caféico fenil éster
foi isolado e teve sua estrutura molecular determinada. Extratos etilicos
de propolis mostraram um forte efeito inibitorio da atividade da MMP-9. O
acido caféico fenil éster foi apontado como o componente da proépolis

responsavel pela atividade inibitéria da MMP-9.

Em 2010, Valera et al. realizaram um estudo que avaliou
a acao antimicrobiana do extrato glicélico de prdpolis usado como solugao
irrigadora durante o preparo biomecanico e como medicac¢ao intracanal
contra Escherichia colli e suas endotoxinas nos canais radiculares.
Quarenta e oito dentes unirradiculares humanos tiveram a coroa removida
e os canais instrumentados. A regido apical de cada dente foi selada com
resina composta e a regido externa da raiz selada com resina epoxi. As
raizes foram entdo contaminadas com uma suspensdo de E. colli
Realizou-se a instrumentacao com solugao irrigadora de extrato glicélico
de prépolis a 12% e ap6s os dentes foram divididos em quatro grupos, de
acordo com a medicacéo intracanal que receberam: pasta de hidréxido de
calcio, solugédo de polimixina B, associacao de pd de hidréxido de calcio
com gel de clorexidina a 2% e sem medicacao. A medicagdo permaneceu
por 14 dias e foi removida com solugéo salina. Apds isto, foi coletada uma
amostra e os dentes foram armazenados a 37 °C com solugdo salina por
7 dias e foi coletada nova amostra. Foi realizada a quantificacdo das
endotoxinas. Os autores concluiram que a prépolis é efetivo contra E. colli
depois do preparo biomecanico, porém n&o conseguiu eliminar as

endotoxinas presentes no canal radicular.

Em 2011, Kayaoglu et al. investigaram a atividade
antibacteriana contra Enterococcus faecalis de 2 amostras de propolis
num bloco de dentina, e a efetividade foi comparada com a do hidréxido
de calcio e da clorexidina. Blocos de dentina foram produzidos a partir de

dentes humanos unirradiculares e foram contaminados por E. faecalis. Os
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canais radiculares foram preenchidos com extratos etanélicos de propolis,
hidréxido de calcio, clorexidina a 2%, etanol ou solugao tampéo de
fosfato. Os dentes foram incubados por 1 ou 7 dias a 37°C. Os canais
radiculares foram lavados com agua destilada e foi recolhido com broca
Gates-Glidden p6 de dentina. Os autores concluiram que as amostras de
propolis ndo foram superiores a clorexidina em termos de eliminacdo de
bactérias, embora conseguiram uma grande redugdo no numero de

bactérias .

Em 2011, Sforcin e Bankova realizaram uma revisdo com
0 objetivo de discutir o potencial da prépolis para o desenvolvimento de
novas drogas. Realizaram isto através da comparagcdo de dados da
literatura que sugeriam areas candidatas para o estabelecimento de
drogas contra tumores, infec¢des, alergias, diabetes, ulceras e modulagao
da resposta imune. Os autores concluiram que as propriedades biolégicas
da propolis tém sido intensamente investigadas nos ultimos anos, atraindo
o interesse de muitos consumidores para produtos contendo propolis.
Embora uma padronizacdo universal da prépolis seja impossivel, as
propriedades biolégicas da propolis podem ser ligadas a sua composi¢cao
quimica e a fonte botanica. Exite o potencial para o desenvolvimento de
novas drogas, porém baseadas em um tipo especifico de prépolis. Se
existir uma padronizagdo baseada nos principais constituintes ativos,

pode ser submetida a testes clinicos e registrada.

2.5 Clorexidina como inibidor de MMP

Hebling et al., em 2005, testaram a hipdtese nula de que
ndo haveria diferenca na degradacéo da dentina aderida a resina usando-

se um sistema adesivo convencional e aderida ao mesmo sistema
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adesivo associado ao uso da clorexidina, um inibidor de MMP. Onze
pacientes, de 8 a 12 anos, com dois primeiros molares deciduos, todos
com um contralateral cariado, que poderiam ser restaurados com uma
restauracdo classe |, foram selecionados. Foram realizadas as
restauragcbes em um dente com o sistema adesivo Single Bond (3M,
ESPE) e no outro com o Single Bond associado ao Digluconato de
Clorexidina 2%. Ap6s a aplicacdo do sistema adesivo, realizou-se a
colocagéo de resina pela técnica incremental. Os dentes seriam extraidos
apo6s 6 meses de funcéo intra-oral. Apds este tempo, 8 pacientes ja
tinham esfoliado naturalmente um dos dentes restaurados, ficando
apenas 3 pacientes. Os dentes foram extraidos e seccionados no sentido
vestibulo-lingual em 4 fatias de 1 mm de espessura. Duas fatias de cada
dente foram colocadas em solu¢ao de 50% de nitrato de prata amoniacal
por 24 h, para ver nanoinfiltracdo. As outras 2 fatias foram
desmineralizadas e coradas com acetato de uranila e citrato de chumbo.
Todas as fatias foram preparadas para leitura em microscopia eletronica
de transmisséo. O estudo concluiu que a degradacédo do colageno pode
ser controlada pelo uso da clorexidina, pois nos dentes em que ela foi
utilizada, a camada hibrida apresentou integridade da rede de colageno,
ao contrario dos dentes em que ela n&o foi utilizada.

Em 2007, Carrilho et al. realizaram um estudo cujo
objetivo foi avaliar o efeito da inibicdo de proteases na resisténcia de
unidao entre dentina e resina ap6s 6 meses de envelhecimento. Sete
terceiros molares humanos néo erupcionados foram extraidos e sofreram
preparo classe | profundo. Os dentes foram cortados em 2 metades no
sentido vestibulo-lingual e divididos em dois grupos. Todos os dentes
sofreram ataque acido, foram lavados e secos. O grupo controle foi
reumidecido com agua destilada, enquanto que o grupo experimental foi
reumidecido com solugéo de digluconato de clorexidina a 2%. Seguiu-se a
aplicacéo de primer e bond (Single Bond- 3M, ESPE), e resina composta

(Z250, 3M, ESPE) pela técnica incremental. Os dentes foram
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armazenados em agua destilada a 37 °C por uma semana e cortados em
palitos para ensaio de microtracdo. Um terco dos espécimes foi
imediatamente testado. Os palitos restantes foram armazenados por 6
meses em solu¢do de saliva artificial com ou sem inibidores de enzima
proteolitica e entdo submetidos ao teste. Ambas as partes dos palitos
foram observadas em microscépio eletrénico de varredura e classificados
quanto ao tipo de fratura. Os autores concluiram que a aplicagado de
clorexidina conservou a durabilidade da camada hibrida e a resisténcia de

uniao.

Campos et al., em 2009, estudaram o efeito do
digluconato de clorexidina a 0,2% e a 2% na durabilidade da adeséao
dentinaria de um sistema adesivo convencional de dois passos (Single
Bond - 3M/ ESPE) e um sistema auto-concicionante de passo unico
(Clearfil Tri S Bond - Kuraray). Foram usados 24 terceiros molares
humanos higidos. A superficie oclusal foi removida para expor a dentina,
e seguiu-se a aplicagcdo dos sistemas adesivos de acordo com as
instrucdes dos fabricantes, associados ou ndo ao uso da clorexidina. Em
seguida, aplicou-se resina composta (Z250 — 3M/ ESPE) pela técnica
incremental. Todos os procedimentos foram realizados sob simulagcéo de
pressdo pulpar a 22.07 mmHg. Para cada condigdo, metade dos
espécimes foi imediatamente submetida ao teste de microtragdo. A outra
metade foi armazenada por 6 meses sob simulagdo de pressao intra-
pulpar e ciclagem termomecanica e apds isto submetida ao teste de
microtragdo. O estudo concluiu que a clorexidina diminuiu a perda de
resisténcia de unidao ao longo do tempo associada aos dois sistemas
adesivos utilizados. O diglucontato de clorexidina a 0,2% n&o conseguiu
diminuir a perda da resisténcia de unido quando associada ao adesivo
auto-condicionante. Porém, nenhuma das concentragbes de clorexidina
conseguiu prevenir completamente a diminuigdo da resisténcia de unido

ao longo do tempo.
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Breschi et al., em 2010, avaliaram o papel das
metalorpoteinases enddgenas da dentina na auto-degradacgéo de fibrilas
colagenas na interface adesiva. A hipdtese de nulidade testada foi que a
aplicagdo de adesivos ou clorexidina n&o modifica a atividade das
metaloproteinases da dentina e que clorexidina usada como primer
terapéutico ndao aumenta a estabilidade da interfae adesiva ao longo do
tempo. Foram realizados zimogramas de extratos proteicos de pd de
dentina humana incubada com Adper Scotchbond 1XT apenas, ou com
tratamento prévio com clorexidina 0,2% ou 2% , para testar a atividade
das metaloproteinases dentinarias. Testes de microtracdo e de
nanoinfiltragdo foram realizados em interfaces tratadas com Adper
Scotchbond 1XT (previamente tratadas ou ndo com 0,2% ou 2% de
clorexidina) imediatamente ou apds 2 anos de armazenamento em saliva
artificial. Zimogramas mostraram que a aplicacao do referido adesivo em
p6 de dentina aumenta a atividade da MMp-2, enquanto que o pré-
tratamento com clorexidina inibe toda a atividade gelatinolitica. A
clorexidina diminuiu significativamente a perda da resisténcia de uniao e a
nanoinfiltracdo em interface adesiva artificialmente envelhecida por 2

anos.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi verificar a influéncia da aplicacédo de
solugdes inibidoras de metaloproteinases na dentina previamente a
aplicacdo de um sistema adesivo convencional de 2 passos, nha
resisténcia de unido entre resina e dentina. Além disso, verificou-se a
influéncia dos tipos de envelhecimento sobre a resisténcia de unido entre

dentina e resina.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Delineamento Experimental

4.1.1 Unidades Experimentais

Cento e cinco molares humanos.

4.1.2 Fatores em Estudo

Solugéo aplicada em 5 niveis: Grupo Controle,
Clorexidina, Extrato de Prépolis Etilico, Extrato de Prépolis Aquoso,
Etanol.

Envelhecimento em 3 niveis: Armazenamento em
agua deionizada por 24 h, Apéds ciclagem termomecanica e

Armazenamento por 6 meses.

4.1.3 Variavel de Resposta

Resisténcia de unido.
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4.2 Preparo dos espécimes

Este estudo foi submetido & avaliagdo do Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos —
UNESP, protocolo no 076/2011-PH/CEP, conforme ANEXO A.

Neste estudo foram utilizados 105 molares humanos,
armazenados em solucdo de cloreto de sbédio a 0,9% a 4 °C, até o
momento do uso. Os dentes foram doados pela Clinica de Cirurgia da
Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos — UNESP, conforme

a Declaracéao presente no ANEXO B.

Os dentes foram fixados a uma placa de resina acrilica
com cera pegajosa, com o longo eixo paralelo a superficie da placa.
Foram obtidos segmentos das coroas, a partir do corte aproximadamente
2mm abaixo da jungdo amelo-cementaria com um disco diamantado
acoplado a cortadeira de precisédo (Labcut, Extec, Enfield, CT, EUA), sob
refrigeracdo a agua; logo em seguida, o esmalte oclusal foi removido em
um corte paralelo aproximadamente 4mm acima da jungdo amelo-

cementaria para expor a dentina (Figura 1 A, B e C).

A dentina exposta foi polida para criar um substrato para
unidao padrao na dentina, com lixa d’agua de granulagédo P600 (Fepa-P,
Panambra, Sdo Paulo, SP, Brasil) em uma politriz (Pantec Polipan 2,
Panambra, Sdo Paulo, SP, BR)(Figura 1 E). O tecido pulpar foi removido
da cadmara pulpar com cureta sem alterar a superficie da pré-dentina
(Figura 1 D). Um espessimetro foi utilizado para a medigdo da dentina
remanescente, que tinha espessura minima de 2 mm no corno pulpar
(Figura 1 F). A partir desta espessura minima, as amostras foram

separadas de acordo com a espessura e divididas entre os grupos.
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Figura 1 — A) Molar humano; B) Corte do dente em cortadeira de precisédo; C) Segmento
obtido apds corte; D) Vista inferior do molar apés remoc¢do da polpa; D) Criagédo
substrato padréo; E) Afericao da espessura de dentina com espessimetro.

4.3 Divisdo dos grupos experimentais

Para a realizagédo das restauragcbes, os dentes foram

divididos em cinco grupos de acordo com a solugao a ser aplicada:

GC: Nenhuma solugao aplicada (Controle)

CLX: Solugao de digluconato de clorexidina 0,2%
EPE: Extrato de proépolis etilico 10%

PA: Solugao de propolis aquosa (Propomax)

AE: Alcool etilico 70

Cada subgrupo foi dividido em trés outros subgrupos:

I: Corte imediato
A: Armazenamento por 6 meses

C: Ciclagem termomecanica
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Foram obtidos 15 subgrupos, com 7 espécimes cada. A

figura 2 mostra a divisdo experimental dos grupos.

|- 7 dentes

AE - 21
dentes

GC-21 A - 7 dentes
dentes
C-7 dentes
|- 7 dentes
CLX-21 C- 7 dentes
dentes
|
A - 7 dentes
|- 7 dentes
105 molares EPE- 21 A - 7 dentes
F umanos dentes
C- 7 dentes
|- 7 dentes
PA-21 A - 7 dentes
dentes
C- 7 dentes
|- 7 dentes

A - 7 dentes

[C - 7 dentes

Figura 2 — Divisdo dos grupos experimentais.

Todos os materiais, fabricantes, composi¢des

estdo listados na Tabela 1.

e

lotes



Tabela 1 — Materiais utilizados, fabricantes e suas composigdes.

MATERIAL

FABRICANTE

COMPOSICAO

LOTE

Magic Acid Gel

Adper Single
Bond 2

Filtek Z350 XT

Solugdo aquosa
de Clorexidina
0,2%

Extrato de
Prépolis Etilico
10%

Alcool Etilico 70%

Propomax

Vigodent/ Rio de
Janeiro/ Brasil

3M ESPE, St. Paul,
MN, EUA

3M ESPE, St. Paul,
MN, EUA

Becker Pharmacia
de Manipulagédo e
Homeopatia, Séao
José dos Campos,
SP, Brasil

Becker Pharmacia
de Manipulagédo e
Homeopatia, Sao
José dos Campos,
SP, Brasil

Becker Pharmacia
de Manipulagéo e
Homeopatia, Sé&o
José dos Campos,
SP, Brasil

Apis Flora/ Riberéo
Preto, Sao Paulo,
Brasil

Gel de acido
fosforico a 37%

Bis-GMA, HEMA,
dimetacrilatos,
etanol, agua, sistema
fotoiniciador,
copolimero funcional
de metacrilato de
acidos poliacrilico e
polialcendico,
nanoparticula de
silica

Matriz resinosa: Bis-
GMA, UDMA,
TEGDMA, bis-EMA
Conteudo inorganico:
nanopaticulas de
silica 20nm, zircbnia
4-11nm

Conteudo de carga:
78,5% em peso
(63,3% em volume)

Digluconato de
clorexidina 0,2%

Tintura de propolis,
alcool 70

Alcool absoluto e
agua purificada

Prépolis e agua
purificada (aprox.
11% extrato seco)

004/10

N255004BR

N166333

N&o se aplica

N&o se aplica

N&o se aplica

0300611
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4.4 Simulagao de pressao pulpar

As amostras foram submetidas aos testes com simulagao
de presséao pulpar, de 20 cm de H;0O, através dos métodos propostos por
Mitchem et al. (1988) e Sauro et al. (2007), e adaptado para este estudo,
de acordo com a Figura 3A. Cada amostra foi colada com cianoacrilato
(Superbonder, Henkel) em uma placa de resina acrilica transparente
ativada quimicamente (Jet-Classico, Sao Paulo, SP, Brasil) (2 cm x 2 cm x
0.5 cm), perfurada por um tubo de metal (Figura 3B), que termina na parte
superior da placa. Foi utilizada uma seringa para preencher a camara
pulpar com agua deionizada. O tubo de metal foi conectado a um tubo de
polietileno de 30 cm de comprimento, que por sua vez estava conectado a
um tubo de metal conectado a um funil, erguido sobre uma haste
metalica. O funil continha agua deionizada e a altura a partir da superficie
da agua ajustada para 20 cm, o que resultou em uma presséo de 20 cm
H,O (Sauro et al., 2007; Hiraishi et al., 2009). Isto permitiu que a camara
pulpar fosse preenchida com agua deionizada para simular a condi¢ao in

vivo da dentina completamente hidratada.
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Fic.ira 3 — A) Dispositivo para simulagéo dc presséo pulpar; B) Placa de resina com tubo
de metal anexado.

4.5 Técnica Restauradora

Em todos os dentes, a dentina foi condicionada com gel
de acido fosforico 37%. Em seguida, foi lavada por 15 s € 0 excesso de

agua removido com papel absorvente.

No GC, controle, a dentina ndo sofreu nenhum tratamento

antes da aplicacao do sistema adesivo.

Para os demais grupos (CLX, EPE, PA, AE), cada
solugdo correspondente foi aplicada ativamente por 60 segundos e o
excesso removido com papel absorvente, antes da aplicagdo do sistema
adesivo (Carrilho et al., 2007).

Em seguida, foi realizada a aplicacdo do sistema adesivo

Adper Single Bond 2 em todos os grupos, do modo recomendado pelo



46

fabricante: aplicacéo ativa por 15 segundos, 2 camadas, secagem com

leve jato de ar por 5 segundos, fotopolimerizagao por 10 segundos.

Apds a aplicagdo do sistema adesivo, foram adicionados
3 incrementos de resina de 1,5 mm de espessura de resina composta
Filtek Z-350XT. Estes foram fotoativados, um de cada vez, por 20
segundos, a uma distancia padronizada, com o aparelho
fotopolimerizador de LED, emissor de luz azul, comprimento de onda que
varia entre 440nm a 480nm com uma densidade de poténcia de 1200
mW/cm2 (Radii-cal, SDI, Victoria, Australia). A técnica restauradora pode

ser observada na Figura 4.

Apos a aplicacao da resina composta, o dispositivo para

simulacao de pressao pulpar foi removido.

Figura 4 — A) Condicionamento acido; B) Aplicagdo de solucdo correspondente; C)
Remocédo do excesso com papel absorvente; D) Aplicagdo do adesivo; E)
Fotopolimerizacéo; F) Restauracao finalizada.
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4.6 Envelhecimento

Os espécimes pertencentes ao subgrupo | foram
armazenados por 24 h em agua deionizada.

No subgrupo C, os espécimes foram submetidos ao
desgaste termomecénico para simulacdo do envelhecimento ocorrido na
cavidade bucal, por meio da maquina de Desgaste Termomecéanico (ER
3700 ERIOS - Equipamentos técnicos e Cientificos Ltda., Sdo Paulo - SP,
Brasil) (Figura 5 A). Foi realizada a ciclagem mecanica com carga de
88,4N e 240.000 ciclos, o que corresponderia a 1 ano de mastigagcao
normal (Blatz et al., 2008). A carga foi aplicada sobre a restauragao de
resina, centralmente, e perpendicularmente a superficie de dentina
(Figura 5 B). Ao mesmo tempo, as amostras sofreram 1000 ciclos
térmicos com banhos em &agua durante 30 segundos para cada
temperatura (5 £ 2°C, 37 £ 2°C e 55 + 2°C), com intervalo de 10
segundos entre cada banho. Para a ciclagem, os espécimes foram
parcialmente embutidos em uma base de resina acrilica transparente

ativada quimicamente (Jet-Classico, S&o Paulo, SP, Brasil).
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Figura 5 — A) Maquina de Desgaste Termomecanico; B) Espécime posicionado na
maquina.

No subgrupo A, os espécimes foram armazenados em
potes contendo saliva artificial (Figura 6) preparada pelo método de

Gohring et al. (2004) por 6 meses. A saliva foi trocada semanalmente.

Figura 6 — Pote contendo saliva artificial e espécime.
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4.7 Teste de Microtracao

Ao final do envelhecimento, as amostras foram fixadas a
uma base de resina acrilica transparente ativada quimicamente (Jet-
Classico, Sao Paulo, SP, Brasil), com cera pegajosa (Figura 7 A). Apés a
fixagdo, foram seccionadas com o auxilio de uma cortadeira de precisao
(Labcut, Extec, Enfield, CT, EUA) em prismas de secc¢do quadrangular
com dimensdes aproximadas de 1 mm x 1 mm de base (Figura 7 B e C).

Apds a obtengado dos palitos, a area da interface adesiva
foi medida com o paquimetro digital (Starret Industria e Comércio Ltda.,
Itu, SP, Brasil) (Figura 7 D). Os palitos foram fixados individualmente
pelas suas extremidades com cianoacrilato em gel (Loctite 454, Henkel)
no dispositivo de microtragdo metalico (Figura 7 E), para realizacdo do
ensaio de microtragdo na maquina de testes universais (DL-200MF,
EMIC, Sao José dos Pinhais- PR, Brasil) (Figura 8 A), com uma célula de
carga de 10 kg, a uma velocidade de 1 mm/min (Figura 7 F). No momento

da fratura, o teste foi automaticamente interrompido (Figura 7 G).

Figura 7 — A) Amostra fixada sobre resina acrilica; B) Corte longitudinal da amostra; C)
Corte transversal da amostra; D) Paquimetro medindo palito; E) Palito colado no

dispositivo de metal; F) Dispositivo na maquina de testes universais; G) Palito fraturado.
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Figura 8 — A) Maquina de Testes Universais; B) Estereomicroscépio 6ptico.

Ao final do ensaio as partes fraturadas foram analisadas
quanto ao padrao de fratura em estereomicroscoépio 6ptico (Stemi 2000-C,
ZEISS, Oberkochen, Alemanha) (Figura 8 B), e classificadas em fratura
coesiva em resina, coesiva em dentina, adesiva e mista. As falhas pré-

teste ndo foram consideradas.

4.8 Analise ilustrativa por Microscopia Eletrénica de Varredura

Posteriormente, 2 palitos fraturadas de cada subgrupo
com fratura adesiva, considerando a parte de dentina, foram desidratados
em silica coloidal por 24 h, montados em stubs, onde foi realizada a
deposicdo de ouro com o aparelho Desk Il — Denton Vacuum
(Moorestown, NJ, EUA). Seguiu-se a observagao em um microscopio

eletrénico de varredura (JMS 5310 — Jeol, Téquio, Japéo), com 20 kV de
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poténcia, empregando aumentos de 100, 1000 e 5000 vezes, para fins

ilustrativos.

4.9 Analise do pH das solugdes

Para auxiliar a discussao dos resultados, foi realizado a
medicdo do pH das solugbes aplicadas sobre a dentina apds o
condicionamento acido, com o pHmetro DM-20 (Digimed, Sao Paulo, SP,
Brasil). Foram realizadas 3 medigbes e a média aritmética delas foi o valor

considerado. A Tabela 2 mostra os valores de pH obtidos.

Tabela 2 — pH das solugdes

Solucao pH
Digluconato de clorexidina 0,2% 5,59
Extrato de prépolis etilico 517
Propomax 7,84

Alcool etilico 70% 6,33

4.10 Planejamento Estatistico

As seguintes hipéteses de nulidade foram testadas:

-HOA: as solugdes aplicadas n&o interferem na resisténcia
de unido entre dentina e resina;

-HOg: os tipos de envelhecimento nao interferem na

resisténcia de unido entre dentina e resina.
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Os dados de resisténcia adesiva (MPa) foram analisados
estatisticamente, sendo avaliados quanto a sua normalidade, através do
teste de Kolmogorov-Smirnov. Como estes apresentaram distribuicao
normal, realizou-se o teste de analise de varidncia (ANOVA) de dois
fatores e o teste de Tukey. Foi adotado o nivel de significancia de 5%

para a tomada de decisdes.



5 RESULTADOS

Os resultados do teste de ANOVA 2 fatores para

avaliagéo da resisténcia de unido encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultado da ANOVA 2 fatores

Fatores Df MS F p*
Envelhecimento 2 397,72 12,76 0,00*
Solugéo 4 36,57 1,17 0,32
Envelhecimento x Solug&o 8 13,07 0,42 0,91

*Diferencas significativas

A Tabela 3 mostra que apenas o fator envelhecimento
mostrou diferencgas significativas.

A Tabela 4 mostra os resultados do teste de Tukey para o
fator envelhecimento. Nela, pode-se observar que a diminuicdo da
resisténcia de unido foi maior no corte imediato (I) do que no
armazenamento em saliva artificial por 6 meses (A) e na ciclagem
termomecanica (C), porém nao houve diferenga estatisticamente

significante entre os dois ultimos.

Tabela 4 — Resultados do teste de Tukey para o fator envelhecimento

Envelhecimento Média (MPa) +dp Conjuntos Homogéneos*
Imediato 31,09 6,24 A

Armazenamento 24,44 4,69 B
Ciclagem 26,78 5,39 B

*Grupos com letras diferentes apresentam diferencas significantes entre si.
A Tabela 5 mostra os valores de média e desvio-padrao

de resisténcia de unido (MPa), para cada subgrupo.
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Tabela 5 — Valores de média e desvio-padrdo de resisténcia de uniao

(MPa) para cada subgrupo

Grupo Média (MPa) +dp
GC. I 28,6 53
GC.A 23,98 3,91
GC.C 25,38 6,73
CLX. 1 31,61 6,99
CLX. A 26,47 4,45
CLX.C 26,98 3,45
EPE. | 29,15 6,9
EPE. A 23,14 3,91
EPE. C 25,81 4,37
PA. I 32,97 6,68
PA. A 25,07 4,76
PA.C 26,19 7,21
AE. | 33,11 5,51
AE. A 23,54 6,56
AE. C 29,52 4,86

A Figura 9 mostra os valores de média de resisténcia de

unido (MPa), para as diferentes soluc¢des utilizadas e diferentes tipos de

envelhecimento.
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Figura 9 — Médias de resisténcia de unido (MPa) para os diferentes grupos.

A Figura 10 mostra a porcentagem de tipos de fratura dos palitos apds o

teste de microtragdo, para cada subgrupo.

HA ECD mCR BM

Figura 10 - Porcentagem de tipos de fratura apds teste de microtragdo para cada
subgrupo, sendo A — Adesiva; CD — Coesiva em dentina; CR — Coesiva em resina; M —
Mista.
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As Figuras de 11 a 15 mostram fotomicrografias de MEV
da superficie dentinaria de palitos ap6s fratura classificada como adesiva
para todos os grupos, com aumento de 5000X.

Na Figura 11 A, observamos no palito do subgrupo GC. |
que a dentina mostra alguns tubulos obliterados por TAGs de resina e
outros vazios, onde houve a remog¢do do TAG. Observa-se também a
rede de fibras colagenas e parte da camada de adesivo. Na Figura 11 B,
palito do subgrupo GC. A, observa-se a quebra de alguns TAGs de resina
dentro dos tubulos dentinarios, obliterando-os, e outros tubulos vazios,
sem TAGs, além da trama de colageno. Na Figura 11 C, subgrupo GC. C,
observa-se a luz dos tubulos dentinarios e apenas alguns destes com

TAGs de resina no seu interior.

Figura 11 - Fotomicrografia de MEV da superficie dentinaria de palitos apo6s fratura
avaliada como adesiva para o grupo GC. Aumento de 5000X. A) GC. I; B) GC. A; C) GC.
C.

Na Figura 12 A, observamos no palito do subgrupo CLX. |

que a dentina mostra tubulos obliterados por TAGs de resina; observa-se
também a rede de fibras colagenas, envolvidas por adesivo. Na Figura 12
B, palito do subgrupo CLX. A, observa-se a quebra dos TAGs de resina
dentro dos tubulos dentinarios, obliterando-os, e a camada de adesivo
sobre a dentina. Na Figura 12 C, do subgrupo CLX. C, observa-se alguns
tubulos de dentina obliterados por TAGs de resina, além da trama de

colageno e parte da camada de adesivo.
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Figura 12 - Fotomicrografia de MEV da superficie dentinaria de palitos apo6s fratura
avaliada como adesiva para o grupo CLX. Aumento de 5000X. A) CLX. I; B) CLX. A; C)
CLX. C.

Na Figura 13 A, observamos no palito do subgrupo EPE. |

que a dentina mostra tubulos obliterados por TAGs de resina; observa-se
também a rede de fibras colagenas envolvidas por adesivo. Na Figura 13
B, palito do subgrupo EPE. A, observa-se a quebra dos TAGs de resina
dentro dos tubulos dentinarios, a rede de colageno e parte da camada de
adesivo sobre a dentina. Na Figura 13 C, do subgrupo EPE. C, observa-
se TAGs de resina obliterando a entrada dos tubulos dentinarios e parte

da camada de adesivo.

Figura 13 - Fotomicrografia de MEV da superficie dentinaria de palitos apo6s fratura
avaliada como adesiva para o grupo EPE. Aumento de 5000X. A) EPE. I; B) EPE. A; C)
EPE. C.

Na Figura 14 A, observamos no palito do subgrupo PA. | a

luz de apenas alguns tubulos dentinarios, e que a camada de adesivo
cobre quase que completamente a imagem. Na Figura 14 B, palito do
subgrupo PA. A, observa-se a quebra dos TAGs de resina dentro dos
tubulos dentinarios, a luz de apenas um tubulo dentinario e a rede de

colageno. Na Figura 14 C, do subgrupo PA. C, pode-se observar TAGs de
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resina obliterando os tubulos dentinarios e a camada de adesivo que

cobre a dentina.

Figura 14 - Fotomicrografia de MEV da superficie dentinaria de palitos apo6s fratura
avaliada como adesiva para o grupo PA. Aumento de 5000X. A) PA. |; B) PA. A; C) PA.
C.

Na Figura 15 A, observamos no palito do subgrupo AE. |
alguns tubulos de dentina abertos, outros obliterados por TAGs de resina,
a trama de colageno e parte da camada de adesivo. Na Figura 15 B,
palito do subgrupo AE. A, observa-se a quebra dos TAGs de resina dentro
dos tubulos dentinarios, alguns tubulo dentinario abertos e a camada de
adesivo. Na Figura 15 C, do subgrupo AE. C, pode-se observar TAGs de
resina obliterando os tubulos dentinarios, a rede de colageno e a no canto

inferior esquerdo camada de adesivo.

Figura 15 - Fotomicrografia de MEV da superficie dentinaria de palitos apo6s fratura
avaliada como adesiva para o grupo AE. Aumento de 5000X. A) AE. I; B) AE. A; C) AE.
C.

Na Figura 16, observa-se a delimitacdo de bolhas pela
camada de adesivo sobre a camada de dentina, causada pela simulagao
de pressao pulpar.
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Figura 16 - Fotomicrografia de MEV da superficie dentinaria de palito apoés fratura.
Bolhas na superficie causadas pela simulagéo de presséo pulpar. Aumento de 1000X.



6 DISCUSSAO

A profundidade do substrato de dentina pode influenciar a
resisténcia de unido. Como exemplo, tem-se que é dificil obter valores
altos de resisténcia de unido na parede pulpar de dentina profunda,
enquanto valores mais altos sao obtidos em dentina superficial (Nikaido et
al., 2002). Porém, ndo se optou pela padronizacdo da espessura da
dentina, pois clinicamente as duas situagdes ocorrem. Entretanto,
espécimes com espessura de dentina remanescente inferior a 2mm foram
descartados.

A situagéo ideal seria selecionar dentes afetados por
carie, ja que clinicamente esta € a situacao que ocorre. Porém, Hashimoto
et al. (2000), concluiram que a resisténcia adesiva de espécimes
envelhecidos no meio oral ndo foi afetada pelas condigbes da superficie
dentinaria.

Utilizou-se neste estudo o teste de microtragdo para
avaliar a resisténcia de unidao. Segundo Miyazaky et al. (2012), em sua
revisdo sobre os fatores que afetam o desempenho in vitro dos sistemas
adesivos dentinarios, concluiram que testes de resisténcia de uniao
podem prover informagéao util sobre possiveis mudangas nos processos,
porém os valores gerados tem um significado limitado. Isso se deve a
dispersao dos dados de resisténcia de unido dentinaria, ao se comparar
os mesmos produtos em diversos estudos (Scherreer et al., 2010). Por
isso, os resultados sdo comentados por A € melhor do que B, ao invés de
comparag¢des com os valores numeéricos com outros estudos.

A concentragcéo de clorexidina mais usada nos estudos
para avaliacdo de seus possiveis efeitos € de 2% (Hebling et al., 2005;
Carrilho et al., 2007; Brackett et al., 2009. Porém, Breschi et al. (2010) e
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Mazzoni et al. (2011) concluiram que a clorexidina é capaz de inibir
metaloproteinases mesmo quando usada na concentracdo de 0,2%, que
foi a concentracdo adotada para este estudo. Gendron et al. (1999)
observaram em seu estudo que 0,002% é a minima concentracdo de
clorexidina que levou a uma inibicdo completa da atividade da MMP-9, e
0,0001% para MMP-2. Isso se da possivelmente por sua propriedade de
quelar o cation Zn*".

A concentracéo do alcool etilico usado neste estudo foi de
12,8 mol/L (Alcool 70). Tezvergil-Mutluay et al. (2011), observaram que o
etanol na concentracdo de 4,28 mol/L foi capaz de inibir
aproximadamente 15% de MMP-9 e que a concentragdo necessaria para
inibir 50% de MMP-9 seria aproximadamente 19,6 mol/L. No mesmo
estudo, especulam que alcodis que inibem MMPs, com concentragcdes
baixas ou médias, o fazem através da formacao de uma ligacédo covalente
coordenada entre o zinco catalitico e o atomo de oxigénio do grupo
hidroxila do alcool. Alcodis com alta concentragdo podem desnaturar
enzimas através da remocdo de agua destas, causando subsequente
desnaturacao (Gilbert e McBain., 2003).

Como foi utilizado alcool 70%, optou-se pelo extrato etilico
de propolis (10% tintura de prépolis e alcool 70). Jin et al, em 2005,
observaram que a concentragcdo de 20 upg/ml de extrato metandlico de
prépolis foi capaz de inibir aproximadamente 90% da atividade da MMP-9
em zimografia. A concentragéo de tintura de propolis utilizada na solugéo
deste estudo foi de mais de 120000 pg/ml. Para a observacao do efeito
isolado da prépolis, foi utilizada solugdo aquosa de propolis (Propomax),
cujo processo de fabricacdo €& patenteado, que continha
aproximadamente 11% de extrato seco de propolis.

Quanto ao fator solugdes, nao foi encontrada diferenga
estatisticamente significante entre elas. Esperava-se, baseado na
literatura (Breschi et al., 2009; Breschi et al., 2010; Campos et al., 2009;

Carrilho et al., 2007a), que as solugdes inibidoras de metaloproteinases
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(CLX, EPE, PA, AE) tivessem diminuido a perda da resisténcia de unido
em relagéo ao grupo controle (GC). Varios fatores podem explicar estes
resultados.

Em varios estudos in vitro (Breschi et al., 2009; Breschi et
al., 2010; Campos et al., 2009; Carrilho et al., 2007a; Hashimoto et al;
2003; Mobarak, 2011; Stanislawczuk et al., 2001; Zhou et al., 2009) a
clorexidina foi capaz de reduzir a diminuicdo da resisténcia de unido ao
longo do tempo, mas néo de evita-la. Porém, a maioria destes (Breschi et
al., 2009; Breschi et al., 2010; Carrilho et al., 2007a; Hashimoto et al.,
2003; Stanislawczuk et al., 2011; Zhou et al., 2009) realizaram o
armazenamento dos dentes ja na forma de palitos. Apenas dois estudos
in vitro realizaram o envelhecimento com o proprio dente (Campos et al.,
2009; Mobarak., 2011), porém em um deles o armazenamento foi por 6
meses, associado a simulacédo de pressao pulpar durante todo o tempo e
com envelhecimento termomecanico e o outro por 2 anos, associado a
simulacéo de presséo pulpar durante todo o armazenamento.

No presente estudo, foi realizado o envelhecimento do
préprio dente. Com isso, obtém-se a protecao da interface dentina-resina
pela interface esmalte-resina, o que diminui a degradagao (De Munck et
al., 2003; Gamborgi et al., 2007). Presume-se que sem a protecédo da
interface esmalte-resina, a agua alcance mais rapidamente a interface
dentina-resina, promovendo a degradagdo da estrutura e diminuindo
acentuadamente a resisténcia de uniéo (Carvalho et al., 2012).

Nos estudos in vivo (Brackett et al., 2009; Carrilho et al.,
2007b; Hebling et al., 2005), o tempo de envelhecimento na cavidade oral
variou de 6 a 14 meses, e para todos os estudos observou-se que nos
grupos experimentais com tratamento prévio com clorexidina a camada
hibrida permanecia intacta, ao contrario dos respectivos grupos controle.
Apesar de um dos estudos ter realizado o envelhecimento por 6 meses

(Carrilho et al., 2007b), como no presente estudo, o dente estava exposto
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ao ambiente ideal, sofrendo todo tipo de envelhecimento ao mesmo
tempo, o que nao ocorreu no estudo.

A simulacéo de pressao pulpar, que também foi realizada
presente estudo, influencia significativamente na redugé&o da resisténcia
de unido, como foi observado em estudos prévios (Hiraishi et al., 2009;
Hosaka et al., 2007; Mitchem et al., 1988; Sauro et al., 2007). Hashimoto
et al.,, em 2000, observaram que quando o procedimento adesivo foi
realizado sob pressao hidrostatica, a quantidade de movimento de agua
através da interface resina-dentina aumentou ap6s a polimerizagéo,
quando comparado com o procedimento adesivo realizado sem presséao
hidrostatica. Isto também explica a maior ocorréncia de fraturas adesivas,
em relagéo aos outros tipos de fratura, em todos os grupos (Figura 10).
Hosaka et al., em 2007, também observaram que quando ha simulacéo
de pressao pulpar, a maioria das fraturas nos testes de microtracéo é
adesiva.

Portanto, a ndo observancia da menor diminuicdo da
resisténcia de unido dos grupos experimentais pode ser explicada pelos
fatores: tipo de envelhecimento, tempo de envelhecimento, presenca de
borda de esmalte e simulagao de presséao pulpar. Positivamente, observa-
se também que a aplicacdo de todas as solugdes inibidoras de
metaloproteinases ndo diminuiu a resisténcia de unido em relacdo ao
grupo controle. Observa-se uma tendéncia numérica (Tabela 5 e Figura
9), porém n&o estatisticamente significante, de menor diminuicdo da
resisténcia de unido nos grupos experimentais em relacdo ao grupo
controle.

Valores de pH entre 2,3 e 5 sdo efetivos em ativar
metaloproteinases, em um processo chamado ativacao acida. O acido
fosforico a 37%, utilizado neste estudo, tem pH de 0,17. Pelo seu pH
muito baixo, causa desnaturacdo parcial das metaloproteinases.
Entretanto, adesivos convencionais de dois passos, como Single Bond

(pH de 3,6), utilizado neste estudo, conseguem reativar a atividade
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enzimatica (Campos et al.,, 2009; Carrilho et al., 2007; Pashley et al.,
2004; Tjardene et al., 1998). Quanto as solugdes utilizadas, observa-se
que o pH encontrado variou de 5,17 a 7,84 (Tabela 2), o que pode ter
efeito positivo, diminuindo a ativacédo de metaloproteinases.

Como esperado, foi encontrada diferenga estatisticamente
significante para o fator envelhecimento: os envelhecimentos por
armazenamento e ciclagem termomecanica reduziram os valores de
resisténcia de unido em relagdo ao corte imediato, como mostram as
tabelas 3 e 4. Contudo, tanto o armazenamento em saliva por 6 meses
(degradacao quimica), quanto a ciclagem termomecanica com 240.000
ciclos mecanicos e 1000 ciclos térmicos (degradacdo quimica e
mecanica) nao diferiram entre si.

Ndo ha consenso entre os autores sobre uma
equivaléncia entre ciclos mecanicos e o desgaste in vivo. Blatz et al, em
2008, sugerem que 1.200.000 ciclos mecénicos corresponderiam a 5
anos in vivo, porém nao justificam esta informacao.

Com relacdo aos ciclos térmicos, também ndo ha
consenso. O ISO TR 11450 (1994), indica que 500 ciclos com
temperatura de 5° C e 55 °C & um teste de envelhecimento acelerado
apropriado. Porém, Gale e Darvel (1999), ao realizaram uma extensa
revisdo sobre o assunto, sugeriram que 10.000 ciclos equivaleriam a um
ano in vivo. Ou seja, 1000 ciclos térmicos equivaleriam a 1,2 més de
envelhecimento in vivo.

Para superar as diferencas dos estudos in vivo e in vitro,
Nikaido et al. (2002) sugerem que os espécimes sejam envelhecidos de
diversas formas ao mesmo tempo. Isto é o que acontece, por exemplo, na
ciclagem termomecanica, que foi adotada para parte das amostras deste
estudo.

Ao compararmos os valores obtidos de resisténcia de
unido (Tabela 4) para o armazenamento em saliva por 6 meses

(degradacao quimica) e para a ciclagem termomecanica com 240.000
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ciclos mecanicos (o que corresponderia a 1 ano in vivo — degradacgao
mecanica) e 1000 ciclos térmicos (o que corresponderia a 1,2 més in vivo
— degradacao quimica), pode-se inferir que:

e a degradagcdo quimica (hidrolitica) demonstrou maior
influéncia sobre a redugao da resisténcia de uniado, tendo
em vista que o determinado tempo in vivo foi maior para
a ciclagem do que para o armazenamento, e a
diminuicdo da resisténcia de wunidao n&o diferiu
estatisticamente entre eles;

e novos estudos devem ser realizados quanto a ciclagem
térmica, para maior equivaléncia entre o que ocorre in
Vivo e in Vitro;,

e como esperado, os métodos de envelhecimento
determinaram diminuicdo da resisténcia de uniao,
rejeitando, portanto, a hipétese de nulidade HOy.

Liu et al.,, em 2011, concluiram que a adeséo dentinaria
ndo é tdo duravel como foi assumido previamente, sendo dois
mecanismos 0s principais envolvidos na degradagao da interface entre
resina e dentina através do tempo. Um mecanismo é a hidrélise lenta dos
componentes da resina, causados pela sorgdo de agua ou esterases.
Outro é a degradacdo da zona rica em agua e pobre em fibras de
coldgeno dentro da camada hibrida, através da ativacdo de MMPs e
catepsinas durante os procedimentos adesivos. Zhang et al., em 2009,
observaram que agua € um fator fundamental para a fung¢ao hidrolitica
das MMPs. Portanto, pode-se considerar que para a interface adesiva, o
estresse mecanico ao qual o dente é submetido ndo € tdo relevante
quanto o quimico, causado pela exposi¢ao do dente a saliva.

Embora este estudo ndo tenha confirmado o efeito das
solugdes de propolis, alcool e clorexidina como inibidores de
metaloproteinases, recomenda-se a aplicagdo destes inibidores

previamente a aplicagdo dos sistemas adesivos, baseado em diversos
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trabalhos que atestam sua capacidade n&o s6 de inibir a degradagao do
colageno na camada hibrida, aumentando a durabilidade da adeséo
dentinaria, mas também de prevenir a ocorréncia de caries secundarias
ao redor das restauragdes (Zhang et al., 2009; Kim et al., 2011).
Sugere-se, entretanto, que sejam realizados estudos
futuros com diferentes solugbes inibidoras de metaloproteinases,
considerando entre os fatores de variagdo o envelhecimento por
armazenamento com maior tempo, ou com ciclagem termomecanica com

maior numero de ciclos, ou ainda a associagao destes.



7 CONCLUSAO

Considerando a metodologia aplicada, e através dos
resultados obtidos, pode-se concluir que:

e O uso de diferentes solugbes inibidoras de
metaloproteinases né&o interferiu na resisténcia de
uniao entre dentina e resina;

e A ciclagem termomecénica e o armazenamento
em saliva artificial diminuiram a resisténcia de

unido da resina a dentina.
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