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Matuda AGN. Avaliacdo das propriedades fisico-quimicas e mecéanicas de um sistema
adesivo bioativo pela incorporacéo do resveratrol [tese]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2023.

RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar as propriedades fisico-quimicas e mecanicas da
incorporacao do resveratrol (Sigma-Aldrich) em um sistema adesivo comercial, onde
foi avaliada a resisténcia de unido da interface adesiva, o grau de conversao, a
resisténcia mini-flexural e propriedades antibacterianas. Adicionalmente, foi feita a
analise por meio do Estereomicroscopio. Os adesivos foram divididos em quatro
grupos de acordo com a concentragao da incorporacao do resveratrol: ASB — Adesivo
Adper Single Bond 2 (3M-ESPE) sem incorporacéo de resveratrol, RES0,5 — Adesivo
com a incorporagéao de 0,5% de resveratrol, RES1 — Adesivo com a incorporacao de
1% resveratrol, RES2 — Adesivo com a incorporacao de 2% de resveratrol. Para o
teste de resisténcia de unido foram utilizados 40 molares humanos com a superficie
oclusal desgastada até a exposicdo da dentina, obtidos de molares humanos higidos
(n=10). O grau de conversao foi monitorado com amostras do adesivo por meio de
Espectroscopia Infravermelho transformada de Fourier (FTIR) em triplicata. Para a
resisténcia mini-flexural foram confeccionadas 10 amostras para cada grupo a partir
de uma matriz de silicone (12 x 2 x 2 mm) e foi realizada na Maquina Universal de
Ensaios (EMIC). A atividade antibacteriana foi feita através dos testes de difusdo em
agar e contagem da unidade formadora de colénia (UFC) em triplicata, onde foram
utilizados discos de adesivos polimerizados (6,5 x 1,5 mm de diametro) dos diferentes
grupos. Posteriormente as amostras resultantes do teste de resisténcia de uniao foram
observadas em Estereomicroscopio para analise do padrdo da fratura. Os dados
foram analisados estatisticamente quanto a sua normalidade e como apresentaram
distribuicdo normal, foi realizado o teste de andlise de variancia (ANOVA) paramétrica
um fator (sistema adesivo) e o teste de Tukey, sendo adotado o nivel de significancia
de 5% para a tomada de decisdes. Os resultados obtidos na microtracado (MPaxDp)
foram: ASB — 41,01+2,64”; RES0,5 — 42,93+15,494, RES1 — 42,61+13,97" e RES2 -
39,43+9,14A. No grau de conversdo: ASB — 77,75+3,22A;, RES0,5 — 81,02+1,95%;
RES1 - 76,02+9,00” e RES2 — 58,86+15,94*. Na resisténcia mini-flexural: RES0,5 —
33,14+13,83% RES1 — 31,112,214, ASB — 29,72+11,95" e RES2 — 19,72 + 5,43B. Na
atividade antibacteriana ndo houve diferenca na formacdo de areas de inibicao,
entretanto na unidade formadora de col6nia os resultados foram: ASB — 0,75+0,03%;
RES1 - 0,68+0,348%; RES0,5 — 0,67+0,378% e RES2 — 0,6+0,02€. Foi concluido que a
incorporacdo do resveratrol nas diferentes concentragcdes nao influenciou na
resisténcia de unido da interface adesiva e no grau de conversdo, no entanto, na
concentracdo de 2%, reduziu a resisténcia mini-flexural do adesivo. Além disso,
diminuiu a quantidade de unidades formadoras de col6nia no adesivo, apresentando
atividade antibacteriana.

Palavras-chave: Adesivos dentinarios. Resveratrol. Material particulado. Testes
Mecanicos. Antibacterianos.



Matuda AGN. Bioactivity evaluation of resveratrol incorporation in an experimental
adhesive system [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State
University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2023.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the physical-chemical and mechanical
properties of the incorporation of resveratrol (Sigma-Aldrich) in a commercial adhesive
system, where the bond strength of the adhesive interface, the degree of conversion,
the mini-flexural strength and antibacterial properties. Additionally, the analysis was
performed using a stereomicroscope. The adhesives were divided into four groups
according to the concentration of resveratrol incorporation: ASB — Adper Single Bond
2 Adhesive (3M-ESPE) without resveratrol incorporation, RES0.5 — Adhesive with
0.5% resveratrol incorporation, RES1 — Patch with 1% resveratrol incorporation, RES2
— Patch with 2% resveratrol incorporation. For the bond strength test, 40 human molars
were used with the occlusal surface worn down to exposure of the dentin, obtained
from sound human molars (n=10). The degree of conversion was monitored with
adhesive samples by means of Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) in
triplicate. For the mini-flexural resistance, 10 samples were made for each group from
a silicone matrix (12 x 2 x 2 mm) and it was performed in the Universal Testing Machine
(EMIC). Antibacterial activity was assessed using agar diffusion tests and colony
forming unit (CFU) counts in triplicate, using polymerized adhesive disks (6.5 x 1.5 mm
in diameter) from different groups. Subsequently, the samples resulting from the bond
strength test were observed in a stereomicroscope for analysis of the fracture pattern.
The data were statistically analyzed as to their normality and as they presented normal
distribution, the one-way parametric analysis of variance (ANOVA) test (adhesive
system) and the Tukey test were performed, adopting a significance level of 5% for the
decision-making. The results obtained in microtensile (MPatDp) were: ASB -
41.01+2.64%; RES0.5 - 42.93+15.49%; RES1 - 42.61+13.97* and RES2 -
39.43+9.14A. In the degree of conversion: ASB — 77.75+3.22”; RES0.5 — 81.02+1.954;
RES1 — 76.02+9.00" and RES2 — 58.86+£15.94”. In the mini-flexural resistance:
RES0.5 - 33.14+13.83% RES1 —31.1+12.214; ASB — 29.72+11.95* and RES2 — 19.72
+ 5.438, In the antibacterial activity there was no difference in the formation of areas of
inhibition, however in the colony forming unit the results were: ASB — 0.75+0.03%;
RES1 - 0.68+0.348; RES0.5 — 0.67+0.378 and RES2 - 0.6+0.02€. It was concluded
that the incorporation of resveratrol at different concentrations did not influence the
bond strength of the adhesive interface and the degree of conversion, however, at a
concentration of 2%, mini-flexural strength decreased of the sticker. In addition, it
decreased the amount of colony-forming units in the adhesive, showing antibacterial
activity.

Keywords: Dentin-bonding agents. Resveratrol. Particulate matter. Mechanical Tests.
Anti-Bacterial Agents.



1 INTRODUCAO

A resina composta € o material mais utilizado para restauracdes diretas na
odontologia atualmente, devido em grande parte as suas propriedades estéticas,
facilidades de manipulacdo e modernas técnicas adesivas (Huang et al., 2018).

A adesdo dos compasitos as estruturas dentéarias foi realmente efetiva apds
Nakabayashi et al. (1982) observarem a formacdo de uma nova estrutura, reforcada
por fibrilas colagenas em dentina condicionada com &cido fosférico. Essa nova
estrutura recebeu o nome de camada hibrida. Ainda hoje, esse conceito de
hibridizacao representa o principal mecanismo de retencdo dos sistemas adesivos.

O sucesso da adesao de resinas compostas as estruturas dentarias esta
diretamente relacionado com a duragdo das restauracbes na cavidade bucal e
interrupcéo do ciclo restaurador repetitivo, em que restauracdes sao periodicamente
trocadas por outras cada vez maiores e de maior complexidade (Spencer et al., 2010).
Assim, pesquisas sobre estratégias para aumentar a durabilidade da interface adesiva
estdo em constante crescimento e evolucao.

Existem dois grandes desafios associados a durabilidade da interface
adesiva, a carie secundaria e a degradacao da interface adesiva (Gou et al., 2018). A
carie secundaria é a causa mais prevalente de substituicao de restaurac6es dentarias,
devido a migracdo de bactérias e seus subprodutos através da interface adesiva
(Nedeljkovic et al., 2015). A disponibilidade de oxigénio e nutrientes para as bactérias
retidas permitem que elas se proliferem, causando a carie secundaria e dano pulpar
ao longo do tempo (Nedeljkovic et al., 2015).

O outro grande desafio esta associado a degradacao da interface adesiva. O
sistema adesivo utilizado no processo de adesdo deve ser capaz de preencher
completamente os espacos ao redor das fibrilas colagenas desmineralizadas, caso
isso ndo ocorra, forma-se uma zona fragilizada dentro da camada hibrida, dando inicio
a nanoinfiltracéo, hidrolise das fibrilas colagenas e consequentemente a degradacao
da interface adesiva (Hashimoto et al., 2011; Spencer et al., 2010; Cheng et al., 2012).
Com a degradagéo ocorre a diminuigdo da resisténcia de unido dente-restauracéo,
comprometendo o selamento da cavidade, resultando em manchamento marginal,

carie secundaria e perda prematura de restauracdes diretas e indiretas (Drummond,
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2009). A principal causa da degradacdo é a presenca das enzimas enddgenas de
matriz extracelular, as metaloproteinases (MMPs), nas fibrilas coladgenas expostas da
dentina condicionada (Sadek et al., 2010; Hashimoto et al., 2011; Gou et al., 2018;
Huang et al., 2018). O condicionamento &acido necessario para procedimentos
adesivos, desmineraliza a porcéo superficial da dentina, deixando as fibras colagenas
expostas e ativando as metaloproteinases (Tezvergil-Mutluay et al., 2011). Quando as
MMPs de dentina sdo expostas e ativadas, estas enzimas degradam o colageno tipo
| (Carrilho et al., 2009).

O conteudo organico da dentina € composto principalmente de colageno tipo
| (~90%) (Veis e Schlueter, 1964). Essa estrutura molecular de hélice tripla consiste
em trés cadeias polipeptidicas, duas (a) 1 e uma (a) 2, que sdo interligadas entre si e
dobradas em uma estrutura destra, semelhante a um cordao (Yamauchi, 2002). As
moléculas de colageno, possuem ligacdes cruzadas que sao ligagdes entre as cadeias
laterais de aminoacidos. Essas ligagdes aumentam as propriedades mecéanicas das
fibrilas de colageno, impedindo que as moléculas longas de colageno do tipo bastédo
deslizem entre si sob estresse (Stenzel et al., 1974; Goh et al., 2007).

Sabe-se que a adicdo de antioxidantes, como polifendis, aos sistemas
adesivos estabiliza e aumenta o nimero de ligacdes cruzadas de tecidos a base de
colageno, incluindo a dentina, além disso, diminui a hidrélise das fibrilas colagenas e
a degradacdo da camada hibrida (Erhardt et al., 2011). O uso de um extrato de
semente de uva rico em polifendis melhorou as propriedades mecéanicas (modulo de
elasticidade e resisténcia a tracao) da dentina desmineralizada (Bedran-Russo et al.,
2007, 2008), bem como da interface dentina-resina (Al Ammar et al., 2009). Outros
agentes polifendis, como o extrato de sementes de cacau, também demonstraram
diminuir a degradacdo enzimatica, aumentar a resisténcia e diminuir a taxa de
intumescimento da dentina desmineralizada (Castellan et al., 2010a, b). Além disso,
extratos naturais apresentam citotoxicidade reduzida quando comparados aos efeitos
de agentes sintéticos (Han et al., 2003).

O resveratrol (3,5,4'-trihidroxi-trans-estilbeno) € um polifenol encontrado em
muitos extratos vegetais, incluindo uvas, amendoins e cranberries. E um membro da
familia estilbeno e precursor de outros estilbenos, como viniferinas e pterostilbeno
(trans-3,5-dimetoxi-40-hidroxiestilbeno) (Atalayin et al., 2019; Li et al., 2020). Possui

inumeras fungdes biologicas, como atividade antimicrobiana, antiviral, antioxidante,
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anti-inflamatéria e anticancer, por isso € amplamente utilizado em aplicacbes
medicinais (Ferreira, Domingues, 2016; Kolouchova et al., 2018; Galiniak et al., 2019).

O resveratrol tem potencial protetor contra danos oxidativos, protegendo os
fibroblastos orais dos indutores de espécies reativas de oxigénio (San Miguel et al.,
2012; Lin et al., 2015; Li et al., 2018). Além de possuir a capacidade de inibir a
atividade fisiologica de bactérias cariogénicas, diminuindo a producéo de acido e a
tolerancia a &cidos, inibindo a sintese de polissacarideos sollveis em &gua e
polissacarideos insoliveis em agua, comprometendo assim, a formacéo de biofilme e
posteriormente, o desenvolvimento de carie dentaria (Vestergaard et al., 2019; Li et
al., 2020).

Efeitos de produtos baseados em polifendis, como o resveratrol, nas
propriedades mecanicas, podem fornecer informacdes significativas sobre a
capacidade da interface adesiva biomodificada pelo resveratrol em manter sua forca,
diminuir sua vulnerabilidade a carie secundaria e a degradacdo por enzimas
enddgenas.

Novas estratégias para solucionar os desafios mencionados podem ser
cruciais para aumentar a longevidade das restauracfes adesivas (Perdigdo et al.,
2013). Assim foi avaliada a bioatividade do resveratrol incorporado ao sistema
adesivo, por meio de testes de resisténcia de unido, grau de conversao, resisténcia
flexural e propriedades antibacterianas. Adicionalmente, caso apresente um potencial
bioativo, colaborando com as propriedades do material, aumentando a estabilidade
da interface adesiva e possuindo atividade antibacteriana, seria positivo acrescenta-
lo na composicao de outros produtos como nas resinas, na cimentagao ortodontica e
em selantes, atuando na prevencdo de céries. Os resultados deste estudo inicial
podem trazer inovagdes que terdo relevancia clinica, com a possibilidade de producéo

de um novo material.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Para facilitar a compreenséao, a revisdo da literatura sera dividida em seis
topicos principais: Sistemas adesivos; Resveratrol; Teste de microtracdo; Grau de

conversao; Resisténcia flexural; Atividade antibacteriana.

2.1 Sistemas adesivos

Buonocore (1955) iniciou a Odontologia Adesiva, através da introducdo da
técnica do condicionamento acido do esmalte, criando-se assim, uma nova
perspectiva nos procedimentos restauradores. O estudo mostrou que a adesao de
discos de resina acrilica, com 5 mm de diametro, a superficie de esmalte foi maior
guando este era condicionado com acido fosférico a 85% por 30 segundos, do que
guando nao recebia nenhum tratamento previamente a colocacao da resina acrilica.
O autor concluiu que o tratamento empregado promoveu a formacdo de
microporosidades na superficie do esmalte, aumentando sua area superficial, a
capacidade de umedecimento da superficie e, finalmente, permitindo a infiltracéo e a
adesao mecanica da resina acrilica com a superficie do esmalte.

Nakabayashi et al. (1982) foram os primeiros a descreverem a formagao da
camada hibrida. O estudo avaliou um sistema adesivo a base de mondémeros
resinosos hidrofébicos e hidrofilicos denominado 4 - metacriloxietil trimetacrilato
anidro 4-META/metil metacrilato-tri-n-butil borano oxidizado (MMA/TBB-0),
relacionando a sua efetividade associada a um agente condicionante composto pela
unido do cloreto férrico a 3% e acido citrico a 10%. Esta solucao ficou conhecida como
10-3, pois essa combinacdo de &cidos removeu totalmente a lama dentinaria e
desmineralizou a dentina subjacente em aproximadamente 5 ym de profundidade.
Foram utilizados cilindros de esmalte e dentina humana e bovina condicionados, onde
0s monémeros resinosos hidrofébicos e hidrofilicos (4-META), infiltraram-se entre as
fibras colagenas expostas e, posteriormente, foram polimerizados. As imagens foram

observadas em microscopia eletrénica de varredura, uma regido mista abaixo da



interface adesiva, com monGmeros resinosos no interior da dentina desmineralizada
e 0s autores a denominaram camada hibrida. Essa nova unido micro-mecéanica foi
responsavel pelos altos valores de uni&o obtidos por essa técnica.

Pashley et al. (1988) observaram que a natureza distintamente globular de
parte da smear layer da dentina, é criada com lixa ou brocas, além disso a matriz da
dentina pode ser severamente alterada durante a criacdo da smear layer, pois o calor
substancial e forcas de cisalhamento podem ser geradas na superficie da dentina
enquanto ela é cortada. Porém independentemente de como esses granulos podem
ser produzidos, os autores concluiram que eles sdo uma parte importante da
subestrutura da smear layer da dentina, pois em uma adesédo dentinaria o material é
colocado na dentina preparada e a adesao que se desenvolve é entre o material e a
camada de smear layer e ndo a matriz de dentina mineralizada subjacente.

Pashley (1992) observou ainda que a remocgao da camada de smear layer
pelo condicionamento &cido ocasiona um aumento da permeabilidade da dentina,
umidade superficial, potencial de irritagdo pulpar, desnaturacdo do colageno e
possivel discrepancia entre profundidade de desmineralizacdo e capacidade de
penetracdo do agente adesivo. Por isso, foi concluido que o sistema adesivo deve ser
hidrofilico, ter afinidade a &gua, com capacidade de penetrar tanto em dentina
intertubular como em dentina peritubular, além disso, a profundidade de
desmineralizacdo causada pelo acido depende ndo s6 do tempo de condicionamento,
como também da concentracdo, tipo de acido utilizado e concentracdo mineral do
substrato em questao.

Tay et al. (1998) realizaram um estudo com o objetivo de investigar a
ultraestrutura da interface resina-dentina quando um sistema de primer contendo o sal
de sodio de NTGGMA e BPDM (bifenil dimetacrilato) foi usado com diferentes
concentragdes de 4gua como parte do solvente de primer. Os autores relataram que
com o uso da versao de primer isenta de agua, a hibridizacdo 6tima foi observada
sempre que a dentina foi seca antes da adesdo. Na versdo com 5% de agua, a
dessecacao prolongada resultou em hibridagdo comprometida, enquanto os globulos
de resina foram observados na superficie da camada hibrida quando foi empregada
uma técnica umida. Na versédo de 17% de agua, bolhas de superficie e globulos
caracteristicos do "fendmeno de overwet" foram observados. Foi concluido que entre

os dois extremos de um espectro morfolégico de condicbes de adeséo, as diferentes
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versoes de primers exibiram diferentes faixas de sensibilidade. Houve uma mudancga
na 'janela de oportunidade' para a hibridizacédo 6tima e vedacao tubular, dependendo
do teor de agua do sistema de primer investigado.

Segundo um estudo de Tay et al. (1996), o excesso de umidade leva a
separacdo de fases da solucdo primer ou primer-adesivo nos sistemas a base de
acetona e a diluicdo dos componentes resinosos em adesivos que possuem a agua
como solvente ou co-solvente. Além disso, de acordo com o estudo, 0 excesso de
agua ocupa espaco dentro dos tubulos dentinarios e isso impede a formacao de tags
de resina. Por outro lado, os espacos interfibrilares diminuem com a falta de agua,
ocorrendo falha na infiltracdo dos mondémeros resinosos para a formacao da camada
hibrida.

Diante das circunstancias na técnica de adeséo umida, surgiram no mercado,
no inicio dos anos 90, sistemas adesivos que ndo necessitam de condicionamento
prévio com acido fosforico, com isso ocorre maior controle da umidade no substrato
dentinario. Esse sistema recebeu o nome de adesivo autocondicionante. Os adesivos
autocondicionantes sdo bem adotados na pratica geral, pela facilidade de uso e ao
rapido tempo de aplicacdo. No entanto, o acido fosférico ainda é frequentemente
recomendado para condicionar somente o esmalte seguindo uma maneira chamada
técnica "seletiva", isto em particular quando a maioria das margens da cavidade
terminam em esmalte.

Por isso, 0 objetivo do estudo de Hanabusa et al. (2012), foi testar se um novo
adesivo autocondicionante de uma etapa pode ser aplicado de maneira completa ou
seletiva, usando duas abordagens diferentes, etch-and-rinse ou autocondicionante.
Foram utilizados vinte e cinco terceiros molares humanos ndo cariados que foram
armazenados em cloramina / agua a 0,5% a 48° C e foram utilizados no prazo de 1
més apos a extracdo. Os dentes foram divididos aleatoriamente em dois grupos
principais, seguindo-se 5 protocolos de adesivo. O primeiro foi selecionado e aplicado
ao esmalte "recortado”, seguindo-se um self-etch ou um protocolo de adesivo etch-
and-rinse, e dentina ap0s um autocondicionamento, uma unido a seco ou um
protocolo de adesivo de adesdo umida etch-and-rinse. A partir deste estudo, pode-se
concluir que a eficacia de adesédo do adesivo autocondicionante de uma etapa, pode
ser melhorado se as margens do esmalte forem condicionadas seletivamente com

acido fosforico. Na dentina, uma abordagem autocondicionante € preferida, uma vez
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gue a analise interfacial revelou claramente baixa qualidade de hibridizacdo. Embora
o condicionamento prévio da dentina ndo tenha reduzido a for¢ca de adesao "imediata”,
espera-se que a estabilidade da adeséo seja menor do que a produzida quando o
adesivo de uma etapa é aplicado a dentina apés uma abordagem autocondicionante.

Perdigdo (2010), concluiu que as variacbes morfoldgicas e fisicas na dentina
humana, fazem dela um substrato dificil para a obtencédo de uma unido duravel entre
resina e dentina. Como foi observado por Ryou et al. (2013), segundo os autores, a
reducdo da integridade da camada hibrida facilita a perda de adesédo. O estudo
explorou as variagfes espaciais no comportamento mecanico de dentina infiltrada em
resina usando analise dinamica nanoscopica (DMA). Espécimes de dentina
completamente desmineralizados infiltrados com adesivo comercial e controle foram
avaliados. A importancia da hidratagdo no comportamento mecanico também foi
avaliada a partir da comparacao de respostas nas condi¢cdes de dentina hidratada e
desidratada. Foi concluido que a microestrutura e a hidratacdo desempenham papéis
criticos no comportamento mecanico da camada hibrida.

De acordo com Tjaderhane et al. (2013), os monémeros adesivos ndo sao
capazes de encapsular completamente a matriz coldgena exposta, deixando fibras
coldgenas totalmente ou parcialmente expostas na base da camada hibrida, faltando
a protecao da resina polimerizada. A falta da protecéo da resina e a presenca de agua
deixam as fibras coldgenas desmineralizadas vulneraveis a degradacao hidrolitica que
depende do tempo.

A literatura cientifica frequentemente mostra que a ligacdo resina-dentina
obtida com sistemas adesivos atuais é propensa a degradacdo por MMPs ao longo
do tempo (Tjaderhane et al., 2013; Yiu et al., 2012), incentivando o desenvolvimento
de novos estudos nesse campo.

Por esse motivo, Silva et al. (2015), desenvolveram sistemas adesivos
experimentais de condicionamento acido total contendo inibidores de MMPs
(GM1489, Galardin, Batimastat e diacetato de clorexidina) e avaliaram sua
porcentagem de grau de conversdo, sor¢cado de agua, solubilidade e estabilidade da
unido resina-dentina, por um periodo de doze meses. Os inibidores de MMP Galardin,
Batimastat e GM1489, na concentracdao de 5 mM, e diacetato de clorexidina na
concentragéo de 2% em peso foram incorporados em quatro adesivos experimentais,
contendo HEMA, TEGDMA, 4-META, EDMAB e canforoquinona. O sistema adesivo
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experimental sem qualquer inibidor de MMP foi utilizado como controle e o sistema
adesivo, Adper Single Bond 2 foi utilizado como grupo controle comercial. Os autores
concluiram que sistemas adesivos experimentais com GM1489 e diacetato de
clorexidina apresentaram as melhores propriedades fisico-quimicas e preservaram a
estabilidade resina-dentina apds 12 meses de armazenamento de agua. O GM1489
pode ser adequado para inclusdo como um inibidor de MMP em sistemas adesivos de
condicionamento acido total, para manter a estabilidade da ligagédo resina-dentina ao
longo do tempo.

Amaral et al. (2016) também desenvolveram adesivos experimentais de
condicionamento acido total, investigando a influéncia da concentracéo de 4-META e
do tipo de solvente no grau de converséao e na estabilidade da ligacao resina-dentina.
Quatro concentracdes diferentes de 4-META (12% em peso, 20% em peso, 30% em
peso, 40% em peso) foram adicionadas a um sistema adesivo modelo consistindo em
TEG-DMA (25% em peso), UDMA (20% em peso), HEMA. (30% em peso), agua (4%
em peso), canforoquinona (0,5% em peso) e amina terciaria (0,5% em peso)
dissolvidos em 20% de acetona ou 20% de etanol. A porcentagem de grau de
conversédo foi avaliada por espectroscopia de FTIR. A resisténcia a microtracdo foi
avaliada ap6s 24 h, 6 meses e 1 ano de armazenamento de agua a 37 °C.
Independentemente do tipo de solvente orgéanico, a incorporacédo de concentracdes
elevadas de 4-META (40% em peso) melhorou a estabilidade da ligacédo resina-
dentina dos sistemas adesivos de condicionamento acido total experimentais durante
um periodo de 1 ano.

Delaviz et al. (2019), investigaram oligbmeros antimicrobianos sintetizados a
partir de ciprofloxacina e metronidazol, quanto ao seu potencial uso em adesivos
dentarios. Adesivos experimentais foram preparados utilizando os monémeros
comerciais bisfenol A diglicidilmetacrilato (BisGMA) e HEMA combinado com os
oligbmeros antimicrobianos. Eles foram caracterizados quanto a viscosidade e
tenacidade a fratura interfacial. A suscetibilidade da bactéria cariogénica
Streptococcus mutans a combinacdo foi avaliada. A estabilidade hidrolitica e a
liberacdo do farmaco a partir dos oligdmeros foram estudadas em condi¢bes de
tampéao e simuladores da saliva humana. A citotoxicidade de filmes com oligbmeros
de farmacos a 15% em peso co-polimerizados com mondémeros comerciais foi

avaliada utilizando fibroblastos gengivais humanos. Foi concluido que os oligdmeros
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antimicrobianos podem ser incorporados em sistemas adesivos odontolégicos usando
formulacbes que mostram resisténcia a fratura comparavel a materiais comerciais, e
podem oferecer um meio de fornecer a liberacdo de farmaco antimicrobiano local na
interface marginal.

Recentemente Zhao et al. (2022) relataram que 0s sistemas adesivos
dentinarios sofrem com a falta de bioatividade e sdo propensas a hidrolise. Portanto,
para superar essas limitagdes, fizeram um estudo, na qual um mondmero natural
ecologicamente correto, o urushiol (0,5, 0,7 e 1% em peso), foi adotado como primer
na adesdo a dentina devido a sua interagdo com o colageno e atividade antibacteriana,
impedindo o desenvolvimento de hidrélise adicional. Primeiro, o urushiol foi
determinado para ser capaz de melhorar a estabilidade biolégica do colageno da
dentina através do cross-linking. Usando técnicas de quimica analitica de alta
fidelidade, como a Espectroscopia de Infravermelho Transformada de Fourier, foram
guantificados os efeitos do urushiol nas moléculas de colageno. Foi observado que o
urushiol inibiu o crescimento de Streptococcus mutans, bem como a formacéao de
biofilme. Por fim, foi concluido que o primer urushiol pode melhorar a resisténcia de
unido, principalmente apdés o envelhecimento. As funcBes de reticulacdo e
antibacteriana do urushiol forneceram perspectivas de desenvolvimento promissoras

para biomateriais na adeséo a dentina.

2.2 Resveratrol

O resveratrol (3,5,4'-trihidroxi-trans-estilbeno) consiste em um composto
dietético natural de plantas encontrado principalmente na casca e nas sementes da
uva, mas também em vinhos e varios outros tipos de alimentos vegetais,
especialmente amendoim, frutas vermelhas e ch& (Shrikanta et al., 2015).
Considerado uma fitoalexina polifendlica pertencente a familia do estilbeno, é
sintetizado por mais de 70 espécies de plantas em resposta a infec¢des, estresse,
lesbes, infeccdes bacterianas ou flngicas e radiacdo UV (Hasan, Bae, 2017).

Segundo Gambini et al. (2015) o resveratrol possui dois anéis fendlicos

(monofenol e difenol) unidos por uma ligagcédo dupla de estireno e existe nas formas
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isoméricas cis e trans. O trans-resveratrol (Figura 1) tradicionalmente é a forma mais
estudada devido ao fato de ser mais estavel, além de ser biologicamente mais ativa
que seu isbmero cis. Esta molécula possui trés grupos hidroxila que estdo envolvidos
na eliminacéo de radicais livres e na quelacado de metais (Gulgin, 2010). A presenca

de grupos hidroxila também facilita a interacdo com macromoléculas.

Figura 1 - Estrutura do trans-resveratrol

OH

HO X

OH
Fonte: Galiniak et al., 2019.

A partir de 1992, o resveratrol passou a ser mais estudado em relagéo aos
seus beneficios em doencas cardiacas. Os estudos revelaram ao logo do tempo que
o resveratrol possui uma ampla gama de propriedades biolégicas, incluindo atividade
antiglicante,  antioxidante, antiinflamatéria, antibacteriana, = neuroprotetora,
anticancerigena e antienvelhecimento em varios modelos experimentais in vitro e in
vivo (Oztlrk et al., 2017; Rauf et al., 2017; Jardim et al., 2018; Li et al., 2018; Salehi
etal., 2018).

Além disso, o resveratrol é de grande interesse na industria de alimentos, pois
apresenta um papel importante na reducao da oxidacao lipidica dos tecidos. Portanto,
qguando incorporado nos produtos alimenticios, ajuda a conservar a qualidade do
alimento, além de reduzir o risco de desenvolvimento de algumas doencas quando
incorporado na alimentacéo (la Porte et al., 2010)

Atualmente, a pesquisa do resveratrol abrange um amplo espectro de areas
e é objeto de consideravel atencdo cientifica, em particular, investigacbes de sua

atividade biolégica e os efeitos da administracdo de resveratrol em inUmeras doencas
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em ensaios clinicos e néo clinicos.

Atalayin et al. (2015) relataram que o resveratrol exibe alta biocompatibilidade
e inativa a expressdao de MMP-2 e MMP-9 em diferentes tecidos ou células. Foi
avaliada a citotoxicidade de quatro agentes adesivos dentinarios e os efeitos de uma
adicdo antioxidante (resveratrol). Grupo A: G-aenial Bond, Grupo B: Optibond All in
One, Grupo C: Gluma Self Etch e Grupo D: Clearfil S3 Bond foram adicionados ao
meio usando o método de extracdo. As células foram cultivadas com ou sem adi¢éo
de resveratrol (RES). Medicdes de MTT, espécies reativas de oxigénio (ROS), DCF,
Cometa e 8-OHdG foram realizadas. Foi concluido que a adi¢cdo de RES teve efeitos
geralmente positivos na viabilidade celular e reducéo do estresse oxidativo, producao
de ROS e danos ao DNA. Assim, a adicdo de RES pode contribuir para a
biocompatibilidade dos agentes adesivos dentinarios. No entanto, o efeito protetor do
RES contra a citotoxicidade varia de acordo com o conteddo do agente de unido a
dentina. Essa variacdo pode estar associada a interacdo entre o RES e o0s
componentes estruturais dos adesivos dentinarios. Portanto, também é necessario
investigar as influéncias da adicdo de RES nas propriedades mecanicas (como
resisténcia de unido, microinfiltracdo etc.) dos agentes adesivos dentinarios com mais
estudos.

Um estudo de Li et al. (2020) certificou que a atividade de S. mutans pode ser
restringida pelo resveratrol ao afetar a producédo de acido glicolitico. O estudo avaliou
o efeito do resveratrol, nas propriedades de viruléncia de S. mutans. Foi relatado que
o resveratrol em niveis sub-MIC diminuiu significativamente a producéo de &cido e a
tolerancia a acidos, inibiu a sintese de polissacarideos sollveis em agua e
polissacarideos insolUveis em agua, comprometendo a formacédo de biofilme. A
expressado génica de viruléncia relacionada (ldh, relA, gtfC, comDE) foi regulada
negativamente com concentracdes crescentes de resveratrol. Foi concluido entéo que
o resveratrol tem um efeito inibitério nas propriedades de viruléncia cariogénica de S.
mutans e representa um promissor agente anticariogénico.

Recentemente um estudo de Guo et al. (2021) avaliou a influéncia do adesivo
incorporado com resveratrol na durabilidade e na capacidade antibiofilme da unido
dentinaria. Adesivos experimentais foram preparados incorporando resveratrol em um
adesivo universal nas concentracdes de 0 (controle), 0,1, 1 e 10 mg/mL. A resisténcia

de unido a microtracdo, modos de fratura e nanoinfiltragcdo na interface adesivo-
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dentina foram avaliados apds 24 horas de armazenamento em agua, 10.000 vezes de
termociclagem ou 1 més de envelhecimento com colagenase. A capacidade
antibiofilme relevante em S. mutans, zimografia in situ, grau de converséo e
citotoxicidade de adesivos incorporados com resveratrol também foram determinados.
Os autores concluiram que aplicacdo de adesivo incorporado com resveratrol pode
efetivamente preservar a forca de unido e reduzir a nanoinfiltracdo apdés
termociclagem ou envelhecimento da colagenase. Além disso, a capacidade inibitéria
na formacdo de biofiime S.mutans e atividade de proteases enddgenas com
biocompatibilidade aceitdvel foram alcancadas. Esses achados demonstraram que o
adesivo incorporado com resveratrol desenvolvido sugere potencial para melhorar a
durabilidade da unido e gerenciar caries secundarias, implicando uma tatica

promissora para aumentar a vida util das restauragdes adesivas.

2.3 Teste de microtracao

O teste de microtracao foi introduzido por Sano et al. (1994) com o objetivo de
analisar a resisténcia de unido da interface adesiva, estudando o relacionamento entre
a area de superficie adesiva e a resisténcia de unido a tracdo. As dimensdes dos
espécimes foram reduzidas pelos autores, a fim de se obter pequenas areas de
dentina. Terceiros molares com porcdes de esmalte oclusal, mesial e distal removidas,
para obtencéo dos espécimes. Os grupos foram entdo divididos de acordo com o tipo
de sistema adesivo aplicado: sistema adesivo convencional Scotchbond Multi-
Purpose (3M ESPE) e sistema adesivo autocondicionante Clearfil Liner Bond 2
(Kuraray). Em seguida, restauragdes foram realizadas com 3-5 mm de espessura, em
resina composta ou ionémero de vidro e os espécimes foram armazenados em agua
destilada a 37 °C por 24 h. Apds este tempo, as raizes foram removidas e pequenos
cortes variando de 0,5 mm a 3 mm de espessura foram realizados em direcéo ao longo
eixo do dente. Amostras compostas por restauracéo, interface adesiva e dentina foram
entdo obtidas. A espessura da interface foi reduzida com o auxilio de pontas
diamantadas esféricas dando-lhe o formato de ampulheta. Os autores variaram a

espessura e a largura da interface adesiva. Para a realizagédo do teste de tracéo, 0s
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espécimes foram fixados com cola de cianoacrilato a um dispositivo especifico e
encaixados em uma maquina de ensaios universal com velocidade de 1Imm/min. De
acordo com os resultados, a resisténcia de unido para as interfaces com areas
menores do que 0,4 mm? foi de aproximadamente 55 MPa para o Clearfil Liner Bond,
2,38 MPa para o Scotchbond Multi-Purpose e 20 MPa para o Vitremer. Para essas
areas reduzidas, todas as falhas foram na interface adesiva. Os autores observaram
que a resisténcia de unido foi inversamente proporcional a area da superficie adesiva
e que o teste de microtracdo promove naturalmente falhas adesivas. E concluiram
gue, o novo método permite medir altos valores de resisténcia adesiva, sem falhas
coesivas em dentina, e possibilita multiplas medidas a partir de um Unico dente.

Ao longo dos anos, foram propostas alteracdes ao método inicialmente
descrito, em relacdo ao tamanho e formato dos espécimes, método de corte para obté-
los e dados considerados para andlise estatistica. Schreiner et al. (1998)
confeccionaram espécimes em formato de ampulheta ao invés de palito. Os autores
concluiram que com relacdo a resisténcia adesiva, espécimes em forma de palito
apresentaram valores significantemente maiores que o0s obtidos em forma de
ampulheta. Fatias foram obtidas a partir de cortes iniciais no dente a ser testado, logo
apos foram desgastadas na interface adesiva por meio de ponta diamantada esférica
em alta rotacdo, onde se reduziu a area de unido a ser testada. No entanto, uma maior
incidéncia de fraturas prematuras, principalmente para materiais com resisténcia
adesiva relativamente baixa, foi associada a metodologia de obtencéo de espécimes
em forma de ampulheta.

Pashley et al. (1995), relataram o processo de adesdo nos diferentes
substratos através de uma reviséo de literatura sobre o ensaio de microtragdo. Foram
estudadas as variaveis envolvidas durante o condicionamento acido, aplicacdo do
“‘primer” e do adesivo. Segundo os autores, para os sistemas adesivos atuais, este
ensaio apresenta como vantagens valores de unido entre 20-30 Mpa. Além dos
elevados valores de unido, o padrdo de fratura encontrado €, predominantemente,
adesivo, com poucas fraturas coesivas. O teste de microtracéo permite a mensuracao
de valores de unido exclusivamente da interface adesiva, mesmo que estas sejam
pequenas areas, permitindo inclusive a analise de superficies irregulares. A obtencéo
de corpos-de-prova com uma interface de unido de 1 mm?, facilita a avaliacdo em

microscopia eletronica de varredura. Os autores também relataram como uma
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vantagem do ensaio, o calculo da média e desvio-padrao utilizando apenas um dente.
Como desvantagens, 0 método apresenta um periodo laboratorial intensivo, com uma
técnica sofisticada, necessitando de equipamentos especiais. Também existe uma
dificuldade da mensuracdo de valores abaixo de 5 MPa. Além disso, devido as
pequenas dimensdes dos corpos-de-prova a desidratagdo dos mesmos € outro fator
a ser considerado.

Cardoso et al. (1998), avaliaram trés sistemas adesivos, utilizando o teste de
microtracao, cisalhamento e tracdo. Para isso, foram utilizados 30 molares humanos
embebidos em resina acrilica e 3 superficies do mesmo dente foram expostas para a
realizacdo de cada tipo de teste. Os resultados do estudo demonstraram que todos 0s
testes classificaram a mesma ordem para os sistemas adesivos. O teste de
microtracdo nao indicou diferengas estatisticas entre os sistemas adesivos. O teste
de cisalhamento demonstrou que o sistema adesivo Single Bond 2 apresentou
resultados significativamente superior do adesivo Etch & Prime 3.0. Porém, o adesivo
Scotchbond Multi-Purpose nao diferiu de nenhum dos outros dois sistemas adesivos.
O teste de tracdo encontrou os mesmos resultados do teste de cisalhamento. Os
autores relataram que ao comparar os diferentes testes, o teste de microtracao
demonstrou os valores mais altos de médias e o menor coeficiente de variacdo entre
os testes. Com isso, os autores concluiram que dependendo do teste utilizado
resultados diferentes podem ser encontrados.

Pashley et al. (1999), realizaram uma revisao de literatura com o objetivo de
descrever as modificagdes propostas para o de ensaio de microtracéo, possibilitando
gue os pesquisadores adotem as modificacbes que melhor julgarem. Os corpos-de-
prova do ensaio de microtragdo podem ser obtidos de 2 maneiras diferentes. Podendo
ser confeccionados na forma de palito ou de fatia. As fatias apresentam de 0,5 a 1mm
de espessura, posteriormente, as interfaces de unido das fatias sdo desgastadas para
a obtencéo de areas de unido de 0,5 a 1Imm? de maneira a concentrar as forcas de
tracdo na interface a ser testada. A principal vantagem do ensaio é a obtencdo de
multiplos corpos-de-prova de apenas um unico dente. O ensaio de microtracdo pode
ser utilizado para medir valores de unido de diferentes regides dentinarias, como a
regido oclusal, coronaria, cervical e intrapulpar. Assim fornece subsidios para
comparar dentina normal versus dentina cariada ou dentina normal versus dentina

cervical esclerotica. A técnica se mostra adequada para a avaliagdo da durabilidade
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da interface de unido da resina e tecidos dentais duros. Desta forma, os autores
concluiram que o ensaio de microtracdo oferece uma maior versatilidade de técnica
em relacdo aos ensaios convencionais. Entretanto, uma técnica mais refinada,
proporcionando uma analise adequada da resisténcia de unido de materiais adesivos
e substratos.

Tanumiharja et al. (2000), avaliaram a resisténcia de unido de sete sistemas
adesivos e o0s respectivos padrdes de fraturas. As superficies oclusais dentinérias de
vinte e oito molares humanos foram expostas e foram aplicados os diferentes sistemas
adesivos: Solid Bond, EBS- Multi, PermaQuik, One Coat Bond, Gluma One Bond,
Prime & Bond NT/NRC e Clearfil Liner Bond. Apoés a aplicacao dos diferentes sistemas
adesivos, blocos de resina composta, Silux Plus, foram confeccionados e cortados
para a obtencdo de fatias. Os resultados demonstraram que os sistemas Clearfil e
PermaQuik ndo diferiram entre si, mas apresentaram os maiores valores de uniao
guando comparados com os demais sistemas. Ja os valores de unido dos adesivos
Solid Bond, EBS- Multi, One Coat Bond e Gluma One Bond n&o diferiram
estatisticamente entre si.

Loguercio et al. (2005a) avaliaram a variabilidade intradentes e interdentes
de resisténcia de unido a microtracao, utilizando dois diferentes tipos de sistemas
adesivos aplicados a dentina. Vinte molares humanos tiveram o esmalte oclusal
removido para a exposi¢ao da dentina. Foram entdo divididos de acordo com o tipo
de sistema adesivo aplicado: sistema adesivo Single Bond (3M ESPE) e sistema
adesivo One Step (Bisco). Em seguida, foram confeccionadas restauracdes em resina
composta Filtek Z250 (3M ESPE). O armazenamento dos espécimes se deu em agua
destilada a 37 °C por 24 h. Logo apdés, os dentes foram seccionados para se obter
palitos com uma interface de aproximadamente 0,8 mmz2. Para a realizacdo do teste
de microtracéo foi utilizada uma maquina de ensaios universal a uma velocidade de
0,5 mm/min. A analise de fratura foi feita em estereomicroscépio com um aumento de
400x. Para a andlise estatistica, os autores observaram a variancia de efeito
randomizado (interdentes) e a variancia de erros (intradentes). A variabilidade
intradentes foi maior do que a variabilidade interdentes. Assim os autores concluiram
gue os palitos de um mesmo dente ndo podem ser considerados como unidade
experimental, pois ndo preenchem todos os requisitos para utilizacdo do modelo

estatistico ANOVA. Portanto, a unidade experimental a ser considerado nos testes de
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microtracao deve ser o dente.

Loguercio et al. (2005b) fizeram um estudo para avaliar a influéncia da regido
nos valores de unido e a durabilidade da interface resina/dentina. Trinta terceiros
molares humanos tiveram a dentina exposta e todo o esmalte periférico removido.
Dois sistemas adesivos (Single Bond e One-Step) foram aplicados na dentina e
camadas de resina composta (Z-250) foram aplicadas para a obtencdo de um bloco
de resina composta. Estes dentes foram divididos em 3 grupos (n=5). O grupo A
apresentou palitos com uma area de unido de 0,8mm?, os quais foram submetidos ao
ensaio imediatamente apos a sua confecgdo. No grupo B os dentes restaurados foram
armazenados, durante 6 meses, antes da realizacéo dos cortes em palitos. No grupo
C, as restauracdes foram seccionadas em palitos, sendo estes armazenados durante
6 meses até a realizacdo do ensaio mecanico. Nos grupos A e B, a localizacéo
dentinaria dos palitos (periféricos e centrais) foi avaliada. Os valores de unido foram
expressos, utilizando-se um index que considera as falhas do tipo coesivas e estima
os valores das falhas prematuras dos palitos. A Andalise de Variancia, um critério, e 0
teste de Tukey foram realizados (a=0,05) para a comparagao entre os grupos A, B e
C. Para a avaliacédo tempo e regido dentinaria, para cada sistema adesivo, foi aplicada
a ANOVA, dois critérios. Os resultados demonstraram que para o sistema adesivo
Single Bond, os valores do grupo A foram significantemente maiores que para 0s
grupos B e C. J4 para o sistema One Step, o0 grupo A apresentou melhores resultados
gue o grupo B, o qual demonstrou maiores valores de unido que o grupo C. Ja para a
analise da regido dentinaria, ndo houve diferenca entre as regiées quando o ensaio
de microtracdo foi realizado imediatamente apos a confeccdo dos espécimes.
Entretanto, ap6s 6 meses de armazenagem, os palitos da regido central dentinéria
demonstraram valores de unido superiores dos palitos localizados na regiao periférica.
Os autores concluiram que o corte e posterior armazenamento alteram os valores de
unido e que os valores de unido sdo menores na periferia da dentina quando
comparados com os palitos localizados na regido central do dente.

Camargo et al. (2007) analisaram o teste de microtracdo e as variaveis
relacionadas a ele, desde a obtencdo dos corpos de prova até a analise de fraturas,
através de uma revisao critica da literatura. Algumas vantagens do teste desenvolvido
por Sano et al. (1994) foram destacadas pelos autores: a analise de diferentes regides

de um mesmo dente (variando profundidade ou a mineralizagdo tecidual) se tornou
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possivel; a andlise da interface adesiva foi aperfeicoada; houve a diminuicdo da
ocorréncia de falhas coesivas; a obtencédo de um grande nimero de corpos de prova
a partir de um mesmo dente; analise de fratura através de MEV ou MET. Contudo, de
acordo com Camargo et al. (2007), quando o palito € considerado como unidade
experimental incorre-se numa falha estatistica, pois os dados séo tratados de forma
independente quando ndo o sao, ja que os palitos provenientes de um mesmo dente
receberam o mesmo tipo de tratamento. Assim, para efeito de analise estatistica, o
dente deve ser tratado como unidade experimental e a média calculada a partir dos
espécimes testados de cada dente deve ser considerada.

Armstrong et al. (2010) realizaram uma reviséo critica da literatura a respeito
da mecéanica, geometria, aplicacdo de carga e outros parametros dos testes de
resisténcia adesiva, microcisalhamento e microtracdo, citando suas vantagens e
limitacdes. De acordo com os autores uma das vantagens do design de pesquisa dos
testes “micro” é a possibilidade de testar varios espécimes a partir de um Unico dente,
isso nao é possivel com os métodos convencionais “macro”. A distribuicdo de forgas,
a resisténcia adesiva e o modo de falha séo influenciados pelo modo de fabricacdo do
espécime, dispositivo de fixacdo e pelo método de aplicacédo de carga, somados as
propriedades dos materiais que compreendem a resina, o dente e a interface adesiva.
Entre as vantagens desses testes de resisténcia adesiva estdo: 1) possivel avaliacao
da resisténcia de unido localizada; 2) avaliacdo da variabilidade intra e interdente; 3)
menor namero de falhas coesivas no substrato; 4) avaliacdo da espessura de dentina
remanescente; 5) possibilita estudos quimicos, morfolégicos e mecénicos de uma
mesma amostra; entre outras. Os testes “micro” também apresentam certas
limitacGes, entre elas: 1) sdo trabalhosos e exigem boa técnica; 2) oferecem
dificuldade para avaliar resisténcia de unidao muito baixa (valores menores que 5 MPa);
3) as amostras podem ser facilmente danificadas ou perdidas; 4) falta de consenso
para a realizacdo dos testes; 5) falta de consenso para se reportar a ocorréncia e
falhas pré-teste; entre outras. Para os autores o0 uso da analise de elementos finitos e
a compreenséao dos relatérios de conduta do teste podem auxiliar na padronizagao
dos procedimentos. E para um futuro préoximo, tantos os testes “micro” quanto os
“‘macro”, permanecem como importantes ferramentas para analise de resisténcia
adesiva assim como, as técnicas investigativas morfolégicas e espectroscoépicas, a

fim de aumentar a vida util das restauracdes de resina composta.
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Raposo et al. (2012) realizaram um estudo com o intuito de avaliar o efeito do
dispositivo de fixacdo de espécimes para testes, a geometria do espécime, o método
de fixagdo no teste de microtracdo, o modo de fratura e a distribuicdo de forcas,
utilizando um sistema adesivo etch-and-rinse de 2 passos (Adper Single Bond II; 3M
ESPE) na adesédo a dentina humana. Foram utilizados 21 molares humanos que
tiveram a superficie oclusal removida a fim de expor a dentina. As superficies
dentinarias receberam o sistema adesivo, que foi aplicado de acordo com as
instrucdes do fabricante. Uma fina camada de resina composta (Filtek Z250, Cor A2;
3M ESPE), 0,5 mm, foi colocada sobre o adesivo fotopolimerizado, tendo suas
margens totalmente localizadas em dentina. Apds, restauracdes com a mesma resina
foram realizadas. Em seguida, os dentes foram estocados em saliva artificial por 24 h
em temperatura ambiente. Passado o periodo de armazenamento, cada dente foi
seccionado em duas metades sendo que, de uma das metades foram obtidos 4
espécimes em forma de palito com uma interface de 1 mm2, e da outra metade foram
obtidos dois espécimes de 2 mm?2 que foram desgastados até obterem a forma de um
halter com uma interface de 1mm com um raio de curvatura de 0,6 mm. Os espécimes
foram divididos de acordo com 0s seguintes grupos experimentais: Di — espécimes
em forma de halter fixados no dispositivo Dircks (n = 42); GeS - espécimes em forma
de palito fixados no dispositivo Geraldeli’'s com cola de cianoacrilato Superglue Gel
(Loctite; Henkel Corp; Avon); GeZ - espécimes em forma de palito fixados no
dispositivo Geraldeli’s com cola de cianoacrilato Zapit (Dental Ventures of America
Inc.; Corona). Os espécimes foram levados a uma méaquina de ensaios universal a
uma velocidade de 1 mm/ min. O modo de fratura foi analisado com o
estereomicroscopio e a localizacdo da fratura inicial por MEV e espectroscopia por
energia dispersiva de Raio — X. Foram criados modelos tridimensionais para cada
dispositivo/espécime para a analise de elementos finitos. De acordo com os resultados
encontrados o efeito do tipo de dispositivo empregado néo foi significante e o tipo de
falha n&o foi influenciado pelo dispositivo; o uso do dispositivo Dircks foi menos
sensivel ao erro humano do que Geraldeli’s, e proporcionou uma distribuicao de forcas
mais uniforme na camada adesiva dos espécimes em forma de halter do que
Geraldeli’'s na camada adesiva dos espécimes em forma de palito; os espécimes que
receberam repetidas aplicacbes de cola apresentaram melhores médias de

resisténcia adesiva do que aqueles que receberam apenas uma aplicacéao de cola. Os
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autores concluiram que os parametros para o teste de microtracdo podem influenciar
diretamente os resultados e consequentemente as comparacdes interestudos.
Campillo-Funollet et al. (2014) realizaram um estudo a fim de explicar a
influéncia da singularidade do stress na interface periférica do espécime no teste de
resisténcia adesiva levando em consideracdo o efeito tamanho dependente do
espécime. Foram avaliadas as singularidades teoricamente previstas e o efeito do
tamanho do espécime na medi¢cdo da resisténcia adesiva. Para tanto, diferentes
modelos (ampulheta, cilindricos e em forma de halter) foram criados, como também,
ambientes de estudo com aplicagdo de altos niveis de carga e diferentes situacdes
por meio do ANSYS Meshing (v 14); os métodos de elementos finitos e de elementos
de contorno foram utilizados para a andlise de resisténcia de unido dos espécimes; a
presenca de altas concentragdes de forcas e singularidades também foi analisada. O
efeito do tamanho dos espécimes foi comparado com dados anteriormente
publicados. Os resultados mostraram que a analise elementos finitos dos modelos de
um unico material em forma de ampulheta versus os de formato cilindrico resultou
diferentes distribuicdes de forca; quando utilizado o formato cilindrico ou de halter
houve uma distribuicdo de carga mais homogénea no plano critico simétrico. Para
espécimes multimateriais, singularidades matematicas na borda livre da interface
adesiva se tornaram um desafio computacional, o que resultou em uma malha -
dependéncia no padrdo de analise de elementos finitos. Em uma anélise ponderada
do método de elementos de contorno, o design eliminou a malha - dependéncia pela
captura do efeito da singularidade, mostrando entéo, que o efeito do tamanho do
espécime corresponde aos dados ja publicados anteriormente na literatura. Os
autores concluiram que a atencao ao tamanho do espécime ampliou 0 uso empirico
dos métodos de microtracdo. A analise dos métodos de elementos finitos e de
elementos de contorno identifica as concentragbes de forgcas e que, especialmente,
as singularidades das forcas marginais devem ser consideradas durante os testes de
resisténcia de unido, pois os tornam mais confidveis. As variagbes de resisténcia
tamanho — dependentes geralmente atribuidas aos efeitos da distribuicdo de falhas
através da regido interfacial ndo foram tdo relevantes como a presenca de
singularidades nos limites de unido. Além disso, o efeito tamanho dependente da
amostra deve ser considerado na avaliagcdo ou concepg¢do de novos sistemas

adesivos.
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Armstrong et al. (2016) publicaram diretrizes com o objetivo de auxiliar o
pesquisador na realizacao do teste de microtracdo. Segundo os autores, a adeséo as
estruturas dentédrias deve fornecer forca retentiva, vedagdo marginal, ser
relativamente simples de executar e ter durabilidade clinica. Melhorias futuras na
adesao a estrutura dentaria requerem métodos de teste in vitro que fornecem dados
confiaveis para o desenvolvimento de materiais e / ou avaliacdo de variaveis
experimentais. O objetivo do projeto foi identificar um método de teste relativamente
facil de executar, reproduzivel e util para a previséao de resultados clinicos. O teste de
resisténcia de unido a microtracdo, especialmente apds submeter as amostras a um
desafio de durabilidade, é atualmente recomendado pelos autores como a melhor
medida de avaliagdo da retencdo da restauracao do composto dental. As orientagcdes
publicadas destinaram-se a ajudar o pesquisador na realizacdo do teste de
microtragao.

Cardoso et al. (2019) avaliaram a resisténcia de unido a dentina imediata e
por 6 meses de adesivos universais usados nas estratégias de unido etch-and-rinse
ou self-etch. Os adesivos testados foram Ambar Universal, G-Bond, Single Bond
Universal, Tetric N-Bond Universal e Ybond Universal. Os adesivos padréo ouro
(Scotchbond Multipurpose Plus e Clearfil SE Bond) foram utilizados como controles.
Foram avaliadas a resisténcia da unido a microtracdo (n = 5 dentes), pH e conversao
C = C (n = 3). Os dados foram analisados em a = 0,05. Segundo o estudo, todos os
adesivos apresentaram diferencas no pH. A conversao C = C foi diferente na maioria
dos adesivos. A maioria dos adesivos apresentou quedas discretas na resisténcia de
unido durante o0 envelhecimento quando usadas na estratégia de
autocondicionamento. Os autores concluiram que o desempenho da adesdo de
adesivos universais a dentina depende do material. Em geral, parece que o uso de
adesivos universais na dentina ndo deve ser precedido pelo condicionamento com

acido fosfaorico.

2.4 Grau de conversao
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Dentre as técnicas encontradas para medir a polimerizagao dos compadsitos
odontoldgicos, a espectrofotometria de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) tem sido amplamente utilizada. Através desta técnica consegue-se determinar
diretamente o grau de conversao (DC) da resina (quantidade de duplas ligagdes entre
carbonos que foi quebrada durante o processo de polimerizagdo) e,
consequentemente, avaliar a sua polimerizagao (Imazato et al., 2001; Calheiros et al.,
2008; Finan et al., 2013).

Arrais et al. (2007) realizaram um estudo que avaliou o efeito do diodo emissor
de luz azul (LED) e halogénio de quartzo tungsténio (QTH) sobre o grau de conversao
(DC) de um sistema adesivo. Foi utilizado Single Bond (SB) do tipo etch-and-rinse e
uma mistura composta de solucéo de primer e ligacéo de resina do sistema adesivo
autocondicionante Clearfil SE Bond (CB). Foi realizada analise de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR). Os adesivos foram aplicados nas superficies das
pastilhas de brometo de potassio e as analises FTIR foram realizadas antes e depois
da fotoativag&o por 10 s com unidades de fotoativagéo LED (Freelight 1 - 400 mw/cm?)
ou QTH (XL 3000 - 630 mw/cm?) (n=8). Espectros FTIR adicionais foram obtidos de
amostras fotoativadas armazenadas em agua destilada por 1 semana. A DC foi
calculada comparando os espectros obtidos das resinas adesivas antes e depois da
fotoativacdo. Ambos os sistemas adesivos exibiram baixa DC (%) imediatamente apds
a fotoativacdo (SB/QTH: 18,7 + 3,9; SB/LED: 13,5 + 3,3; CF/QTH: 13,6 £ 1,9; CF/LED:
6,1 £ 1,0). A DC das amostras fotopolimerizadas com LED foi menor do que a DC das
fotopolimerizadas com QTH, imediatamente apds a fotopolimerizacdo e apds 1
semana (SB/QTH: 51,3 + 6,6; SB/LED: 50,3 + 4,8; CF/QTH: 56,5 £ 2,9; CF/LED: 49,2
+ 4,9). Os autores concluiram que a unidade de fotoativacdo LED usada para
fotoativar os sistemas adesivos, promoveu menor DC do que a unidade de
fotoativacdo QTH, imediatamente ap0s a fotoativacdo e 1 semana apds o
armazenamento em agua.

Yazdi et al. (2015) realizaram um estudo com o objetivo de investigar o efeito
de diferentes concentracbes de monémero de 10-metacrilo-iloxidecil di-hidrogeno
fosfato (10-MDP) em adesivos autocondicionantes experimentais de um passo na
resisténcia de unido ao microcisalhamento dentinario (uSBS), seu grau de conversao

e microestrutura ligada. Os autores utilizaram cilindros de resina composta (Clearfil
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AP-X) que foram colados em superficies dentinarias de molares humanos higidos
usando cinco adesivos autocondicionantes experimentais de um passo (1-SEAS)
contendo 0% (EO), 5% (E5), 10% (E10), 15% (E15), 20% (E20) (em peso) mondmero
10-MDP e Clearfil S3 Bond (CS3) como controle. Apos 24 horas, a resisténcia de uniao
ao microcisalhamento foi testada. O grau de conversdo também foi medido usando
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier. A ultraestrutura
interfacial foi observada ao microscopio eletrénico de varredura em todos 0s grupos.
Foi concluido que a quantidade de mondmero funcional em 1-SEAs influencia tanto o
desempenho de unido quanto o grau de conversao; 10% 10-MDP apresentou a melhor
combinacao de resisténcia de unido e grau de conversao.

Recentemente Lankes et al. (2023) testaram o efeito de métodos de limpeza
e adesivos na resisténcia a tracdo (TBS) de um compdsito a base de resina ligado a
uma resina temporaria impressa em 3D. Os substratos (n= 360) foram impressos
usando uma Rapidshape D20Il e limpos com uma solucdo a base de butildiglicol,
isopropanol ou por centrifugagcdo. As amostras foram abrasivas a ar com Al203
(tamanho médio de particula 50um) a 0,1 MPa seguido de pré-tratamento (n =
30/subgrupo) com: (1) Clearfil Ceramic Primer (CCP); (2) Clearfil Universal Bond
(CUB); (3) Scotchbond Universal Plus (SUP) ou 4. Visio.link (VL) e Lutedto PanaviaV5.
O TBS (n= 15/subgrupo) foi medido inicialmente (24 h em agua a 37°C) ou apés
termociclagem (10.000x, 5/55 °C). O grau de converséo (DC) para cada método de
limpeza foi determinado antes e depois da abraséo a ar. A limpeza com isopropanol,
mostrou uma maior taxa de conversado de carbono apos a polimerizacao do que apos
o jateamento. Os autores concluiram que CUB, SUP e VL, independentemente da
limpeza, podem aumentar a resisténcia de unido entre a resina impressa em 3D e a

resina de cimentacao convencional.

2.5 Teste de mini-flexao

O teste de resisténcia flexural detecta alteracbes estruturais ténues das
resinas compostas (Borges et al., 2012). De acordo com a ISO 4049, a resisténcia

flexural € uma condicdo mecéanica conceituada como a resisténcia a uma falha
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provocada pela tensdo do material resinoso, medida pela sua curvatura (ISO 4049,
1998). Fratura € uma das mais frequentes causas de falhas clinicas de restauracdes
em resina composta e decorre de trincas preexistentes que se propagam durante 0s
esforcos de tracdo oriundos da mastigacdo ou pela incorporacdo de bolhas na
confecgao da restauragao (Lohbauer et al., 2003; Manhart et al., 2004).

Lohbauer et al. (2003) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar as
propriedades mecanicas de restauragdes dentais de resina composta sob carga
guase-estatica e ciclica. Foram confeccionadas barras de flexdo de quatro pontos de
10 diferentes materiais de resina composta, fabricadas de acordo com o padréo ISO
e armazenadas por duas semanas em agua destilada. A resisténcia a fratura (FS) foi
medida com o teste de flexdo de quatro pontos em uma maquina de teste universal.
Os limites de fadiga por flexdo (FFL) para 105 ciclos foram determinados sob carga
equivalente. Todos os espécimes foram testados e fatigados em agua a 37 °C. Os
valores iniciais de resisténcia a flexdo para os materiais de resina composta variaram
de 55,4 MPa para Solitaire até 105,2 MPa para Filtekw Z250. O limite médio de fadiga
a flexdo para 105 ciclos variou entre 37 e 67% da resisténcia inicial. Os autores
concluiram que o comportamento a fadiga de materiais de resina composta ndo se
correlaciona com os valores iniciais de resisténcia. Os materiais que fornecem altas
resisténcias iniciais obviamente ndo revelam a melhor resisténcia a fadiga. A medicéo
da fadiga por flexdo de materiais compositos de resina deve ser vista como uma
ferramenta util para avaliar as propriedades mecanicas a longo prazo.

O estudo de Yap & Teoh (2003) teve como objetivo investigar as propriedades
de flexao (resisténcia a flexdo e médulo de flexdo) de quatro restauracées compostas
comerciais (Silux Plus, Z100, Ariston e Surefil) usando o teste de flexdo ISO 4049
(IFT) e um teste de mini-flexdo (MTF). Ambos os testes envolveram o uso de carga
de trés pontos e o mesmo dispositivo de fixagdo. A diferenga entre os ensaios foi no
comprimento dos corpos de prova dos compdésitos e na distancia entre os apoios [20
mm (IFT) e 10 mm (MFT)]. Seis corpos de prova foram confeccionados para cada
material e teste de flexdo. Corpos de prova [25 x 2 x 2 mm (IFT) e 12 X 2 X 2 mm
(MFT)] foram fabricados de acordo com as recomendac¢des dos fabricantes. Apos a
fotopolimerizacéo, os espécimes foram armazenados em agua destilada a 37 °C por
24 h. Para IFT e MFT, os resultados da andlise estatistica de resisténcia a flexdo foram

idénticos. Silux teve resisténcia a flexdo significativamente menor em comparagao
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com 0s outros compositos e a resisténcia a flexdo de Ariston foi significativamente
menor do que Z100 e Surefil. Para IFT, o moédulo de flexdo de Z100 foi
significativamente maior do que Silux, Ariston e Surefil, enquanto para MFT, Silux teve
modulo significativamente menor em comparacdo com Z100, Ariston e Surefil. Uma
correlacdo significativa, forte e positiva foi observada para resisténcia a flexdo entre
IFT e MFT. Como o MFT tem a vantagem de facilitar a fabricacdo de espécimes e é
mais clinicamente realista, é sugerido para o teste de restaura¢des compostas. Os
autores concluiram que o teste de mini-flexdo pode ser melhor do que o teste de flexédo
ISO para triagem de restaura¢des compostas para aplicagdes clinicas.

Borges et al. (2012) realizaram um estudo com o proposito de investigar as
propriedades flexurais de seis marcas comerciais de resinas compostas indiretas e
duas resinas compostas para uso direto. Dez espécimes (2 x 2 x 12 mm) de cada
material foram confeccionados de acordo com as recomendacbes dos fabricantes:
Grupo 1 — Signum (Heraeus Kulzer), Grupo 2 — Solidex (Shofu Inc.), Grupo 3 — Resilab
(Wilcos), Grupo 4 — Adoro (Ivoclair Vivadent), Grupo 5 — Admira (Voco), Grupo 6 —
Sinfony (3M/ESPE), Grupo 7 — Filtek Supreme (3M/ESPE) e Grupo 8 — Venus
(Heraeus Kulzer). Os espécimes foram armazenados a 37 °C por 24 horas. Em
seguida, foram submetidos ao ensaio de mini-flexdo na maquina de Ensaio Universal
EMIC a uma velocidade de 0,75 mm/min, para determinar o médulo de elasticidade e
resisténcia a flexdo trés pontos para cada compdésito estudado. Concluiu-se que 0s
sistemas de resinas compostas para uso indireto testados ndo apresentaram
resisténcia flexural e modulo de elasticidade significantemente maiores do que a
resina composta de nanoaglomerados para uso direto.

Giannini et al., (2012) realizaram um estudo que avaliou os efeitos da adicédo
de particulas inorgéanicas de filler, meio de armazenamento e tempo na resisténcia a
flexdo biaxial e modulo de flexdo de seis sistemas adesivos. Os adesivos utilizados
foram Single Bond, Prime&Bond 2.1, One-Step, Single Bond Plus, Prime&Bond NT e
One-Step Plus. Discos de resina de cada produto (0,5 mm de espessura e 6,0 mm de
diametro) foram preparados usando moldes de silicone (n = 10). Os discos foram
armazenados secos, em agua, 6leo mineral ou etanol por 1 semana ou 3 meses antes
do teste de flexao biaxial. Os espécimes foram testados em uma maquina de ensaio
universal a 1,27 mm/min até que ocorresse a falha. O armazenamento em etanol levou

a valores de resisténcia a flexdo e moédulo de flexdo significativamente menores do
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gue as outras condi¢cdes de armazenamento para todos os adesivos em ambos 0s
periodos de armazenamento. Os resultados sugeriram que a adicdo de filler ndo
aumenta a resisténcia a flexdo e o médulo de flexdo. Os estoques de etanol e dleo

tendem a produzir efeitos opostos.

2.6 Atividade antibacteriana

Para avaliar a atividade antibacteriana o Streptococcus mutans tem sido
utilizado. S. mutans é patdégeno oral cariogénico associado a carie secundéria e foi
usado para avaliar as propriedades antibacterianas de adesivos experimentais
contendo metacriloxi silano de amdnio quaternario (QAMS) (Gou et al., 2018).

No estudo de Gou et al. (2018) um novo metacriloxi silano de amonio
guaternario (QAMS) preparado a partir da quimica sol-gel foi incorporado a adesivos
experimentais para examinar seu efeito antimicrobiano e potencial antiproteolitico.
Este mondmero de resina de metacrilato funcional contém funcionalidades de
metacriloxi polimerizaveis, bem como uma funcionalidade de aménio quaternéario
carregado positivamente com uma longa cadeia lipofilica -C18H37 alquil para perfurar
a parede/membrana celular de organismos colonizadores de superficie. Os testes
antibacterianos realizados usando o teste de difusdo em agar, coloracao de bactérias
vivas/mortas e contagens de unidades formadoras de col6nia indicaram que o0s
adesivos contendo QAMS mataram Streptococcus mutans de maneira dependente da
dose por meio de um mecanismo predominante de morte por contato. A atividade
gelatinolitica dentro das camadas hibridas criadas por esses adesivos foi examinada
usando zimografia in-situ. Os autores concluiram que a incorporacao de 5% de QAMS
no adesivo experimental fornece atividades antimicrobianas e antiproteoliticas
simultaneas que sao cruciais para a manutencao da integridade da unido resina-
dentina a longo prazo.

Peng et al. (2020) realizaram um estudo para determinar os efeitos da solugéo
de resveratrol/etanol na durabilidade das interfaces de uni&o resina-dentina. Sessenta
e quatro terceiros molares ndo cariados foram divididos aleatoriamente em quatro

grupos (n = 16) apds a seccao e, em seguida, pré-tratados com uma das seguintes



concentragdes de solugdes de resveratrol/etanol: O (grupo controle), 1, 10 e 20 mg/
mL, seguido de um adesivo universal e resinas compostas. Todas as amostras de
microtracdo foram divididas em trés subgrupos: grupo imediato, grupo de
envelhecimento com colagenase e grupo termociclado. A resisténcia de unido a
microtragcdo (MTBS), modos de falha, nanoinfiltracédo interfacial e zimografia in situ
foram medidos, enquanto os efeitos inibitérios de fatias de dentina pré-tratadas em
biofiimes de S. mutans foram determinados por microscopia confocal de varredura a
laser e avaliacdo antibacteriana pelo ensaio de MTT. Os resultados indicaram que a
resisténcia de unidao néo foi influenciada apenas pelos fatores de pré-tratamento (P <
0,05), mas também pelos fatores de envelhecimento (P < 0,05). Independentemente
do envelhecimento da colagenase ou termociclagem, o grupo de pré-tratamento com
10 mg/mL de resveratrol/etanol apresentou significativamente maior (P < 0,05) MTBS
e menor (P < 0,05) expressédo de nanoinfiltragdo do que o grupo controle, mostrou
melhor efeito inibitério das metaloproteinases de matriz e atividade de S. mutans com
citotoxicidade aceitdvel. Enquanto isso, a falha coesiva na dentina diminuiu
gradualmente com o aumento da concentracao de resveratrol. Portanto, a solugcéo de
resveratrol/etanol tem o potencial de servir como um versatil primer dentinario, que
pode efetivamente melhorar a durabilidade da unido dentinaria e prevenir caries

secundarias.
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3 PROPOSICAO

O objetivo desse estudo foi avaliar as propriedades fisico-quimicas e
mecanicas da incorporagao do resveratrol em um sistema adesivo comercial, onde foi
avaliada a resisténcia de unido da interface adesiva, o grau de conversao, resisténcia
mini-flexural e propriedades antibacterianas. Adicionalmente, foi feita a analise por

meio do Estereomicroscopio.

3.1 Hipdteses nulas testadas

A adicao do resveratrol no sistema adesivo em diferentes concentracdes (0,5,
1e 2%):

HO1 — Nao interfere na resisténcia de unido da interface adesiva;
HO2 — N&o altera o grau de converséao do adesivo;
HO3 — Nao interfere na resisténcia mini-flexural do adesivo;

HO4 — Nao possui atividade antibacteriana.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de ética

Esta pesquisa foi submetida ao Comité de Etica e Pesquisa do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Sao José dos Campos - UNESP, através da Plataforma Brasil
do Ministério da Saude, CAAE: 02035118.1.0000.0077, conforme anexo.

4.2 Delineamento experimental

4.2.1 Unidade experimental

a) Amostras do adesivo;
b) Discos e palitos de adesivos polimerizados;

c) Espécimes de dentina obtidos de dentes humanos.

4.2.2 Fatores de estudo

a) Adesivo Comercial,
b) Adesivo Comercial + Resveratrol 0,5%;
c) Adesivo Comercial + Resveratrol 1%;

d) Adesivo Comercial + Resveratrol 2%.
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4.2.3 Variaveis de resposta

a) Resisténcia de uniao;
b) Grau de converséao;

C) Resisténcia mini-flexural,

d) Atividade antibacteriana (Difusdo em agar e Unidade formadora de

colénia).

4.3 Materiais utilizados

Todos os materiais, fabricantes e composic¢des estdo listados no Quadro 1.

Quadro 1 - Materiais utilizados no estudo: material, marca comercial, fabricante e

composicao
Material Marca_ Fabricante Composicao
Comercial
Acido Bisco Inc., ]
L Etch-37% Schaumburg, Acido fosférico 37%
fosforico
IL, USA
Bis-GMA, HEMA,
awspe, | Ametseao f0a tanol
Sistema . St. p "
Adesivo Adper Single Bond 2 Paul, MN. nanopartlculas c!e silica,
copolimero funcional de
EUA : e
metacrilato de acidos
poliacrilico e polialcendico
3M ESPE, Bis-GMA, UDMA,
Resina . St. TEGDMA, Bis-EMA,
Composta Filtek-Z 350XT Paul, MN, nanosilica filler, zirconia/
EUA particulas de silica.
Sigma- 3,4, 5-Tri-hidroxi-trans-
Resveratrol Resveratrol A'df‘Ch’ St estilben.o .
Louis, MO, 5 - [(1E) -2- (4-hidroxifenil)
EUA etenil] -1,3-benzenodiol

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4 Divisao dos grupos experimentais

Para realizacéo dos testes, os adesivos foram divididos em quatro grupos de
acordo com a concentracéo de utilizacdo do resveratrol (Sigma-Aldrich) incorporado
ao sistema adesivo em cada grupo: ASB — Adesivo Adper Single Bond 2 (3M-ESPE)
sem a incorporacéo do resveratrol, RES0,5 — incorporacdo de 0,5% de resveratrol,
RES1 — incorporacao de 1% resveratrol, RES2 — incorporacéao de 2% de resveratrol.
O adesivo comercial Adper Single Bond 2 (3M-ESPE) sem a adi¢ao do resveratrol, foi
utilizado como controle positivo. A Figura 2 mostra a divisédo experimental dos grupos.

Figura 2 - Delineamento dos grupos de pesquisa

Sem resveratrol
(ASB)

0,5% resveratrol
(RESO0,5)

Adesivo
Comercial

1% de resveratrol
(RES1)

2% de resveratrol
(RES2)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.5 Incorporagéo do resveratrol no adesivo

O resveratrol em pé foi pesado em balanca de precisdao (Mettler, Toledo,
Suica) nas concentragdes 0,5, 1 e 2% em peso e foi entdo misturado ao adesivo Adper
Single Bond 2 (3M-ESPE) em vidro fechado ambar em ambiente escuro para evitar
exposicdo precoce a luz. A mistura foi feita em agitador (Vortex Maxi Mix Il, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, EUA) até a obtencédo de uma solucdo homogénea e clara
(transparente), com as particulas inteiramente incorporadas. Em seguida, os frascos
foram mantidos sob agitacdo constante (Orbit 300, LabNET International Inc.,
Woodbridge, NJ, EUA), por 48 horas (Figura 3). Apds o preparo, os adesivos foram
armazenados em frascos escuros sob refrigeracao (4 °C). No momento do uso foram

levados para agitagdo novamente.
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Figura 3 - Incorporagéo do resveratrol no adesivo

Legenda: a) balanca analitica de precisado; b) representacdo da pesagem do resveratrol em vidro
ambar; c) representagdo do adesivo no frasco no agitador; d) representacéo do frasco sob agitacéo
constante por 48 h.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.6 Selecao das amostras para o teste de resisténcia de uniao

Os espécimes foram obtidos de 40 molares humanos (n=10) extraidos e
doados por consentimento livre e esclarecido dos pacientes, seguindo os seguintes
critérios: higidos e livres de alteracdes em esmalte e dentina. Os dentes foram

armazenados em agua destilada a 4 °C até o momento do uso.
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4.7 Preparo das amostras para o teste de resisténcia de uniéo

Os dentes foram fixados em resina acrilica autopolimerizavel (Jet-Artigos
Odontolégicos, Classico, Sao Paulo, SP, Brasil) (Figura 4A e 4B) com o auxilio de um
molde de silicone Rhodorsil (Artigos Odontolégicos Classico, Campo Limpo Paulista,
SP, Brasil) (Figura 4C e 4D), onde toda a coroa permaneceu exposta e a superficie
oclusal paralela a base da resina acrilica (Figura 4E e 4F), logo em seguida o esmalte
oclusal foi removido na maquina de cortes seriados Labcut 1010 (Extec Technologies
Inc., Enfield, CT, EUA) (Figura 4G) em um corte paralelo aproximadamente 4 mm

acima da juncdo amelo-cementaria para expor a dentina (Figura 4H).
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Figura 4 - Preparo das amostras

Legenda: a) resina acrilica autopolimerizavel; b) representagcdo do preparo da resina acrilica
autopolimerizavel; c) molde de silicone; d) representagdo do preenchimento do molde com a resina
acrilica; e) fixagédo do dente na resina acrilica; f) dente fixado na resina acrilica com a coroa exposta e
a superficie oclusal paralela a base da resina acrilica; g) maquina de cortes seriados; h) representacao
do corte paralelo aproximadamente 4 mm acima da jun¢do amelo-cementaria para expor a dentina.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na sequéncia, os espécimes foram levados a uma politriz circular (DP-10,
Panambra, Sdo Paulo, SP, Brasil), para desgaste do esmalte remanescente sobre a
dentina oclusal, e para padronizagdo da dentina. O desgaste foi feito com discos de
lixas de carboneto de silicio (Extec Corp., Enfield, CT, EUA) de granulacdo 600, a 300
rpm, sob refrigeracdo com agua. Os espécimes ficaram em contato com a superficie
da lixa por 30 s (Figura 5A e 5B).

Figura 5 - Finalizagc&o do preparo das amostras

Legenda: a) espécime em contato com a superficie da lixa; b) espécime pronto.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.8 Aplicacédo do adesivo e técnica restauradora

Foi realizado o condicionamento acido da dentina com a aplicagéo de &cido
fosforico a 32% (Uni-Etch, Bisco Inc., Schaumburg, IL, EUA) por 15 s (Figura 6A),
lavagem com agua deionizada por 15 s (Figura 6B) e secagem com papel absorvente
para manter a dentina condicionada visivelmente Umida. A aplicacdo do sistema
adesivo comercial foi realizada sobre a dentina exposta (Figura 6C), com o resveratrol
incorporado nas diferentes concentra¢cdes, de acordo com a divisdo dos grupos. Os
grupos do sistema adesivo experimental serdo feitos posteriormente. A aplicagéo foi
feita de forma ativa durante 20 s, em seguida foi utilizado jato de ar para remocao do

solvente (Figura 6D) e a fotopolimerizacao por 20 s (Figura 6E). Apds a aplicacdo do
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sistema adesivo, foram adicionados 3 incrementos de 1,5 mm de espessura da resina
composta nanoparticulada (Filtek Z 350 XT - 3M-ESPE - Cor A2) (Figura 6F). Estes
foram fotoativados, um de cada vez, por 20 s, a uma distancia padronizada, com o
aparelho fotopolimerizador de LED (Radii-cal, SDI, Victoria, Australia). A restauracéo

finalizada pode ser observada na Figura 6G.
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Figura 6 - Técnica restauradora

Legenda: a) condicionamento acido; b) lavagem; c) aplicacédo do adesivo; d) jato de ar para evaporacao
do solvente; e) fotopolimerizacéo; f) aplicacdo de um incremento de resina composta; g) restauracao

finalizada.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.9 Teste de resisténcia de unido

O conjunto resina acrilica-amostra foi seccionado paralelo ao longo eixo do
dente com o auxilio de uma cortadeira de precisao Isomet (Buehler Ltd, Lake Bluff, IL,
EUA) sob irrigacdo com agua, originando palitos (resina - adesivo - dentina), com
aproximadamente 1 x 1 mm de largura, sendo realizada a mensuracdo da area de
adesdo antes do teste de microtracdo com paquimetro digital (Starret Industria e
Comeércio Ltda., Itu, SP, Brasil) (Figura 7).

Os dez espécimes de cada grupo foram entdo submetidos ao teste de
resisténcia da unido as tensfes de microtracdo. Este teste foi realizado em uma
maquina universal de ensaios EMIC DL2000 (EMIC, S&o José dos Pinhais, PR, Brasil)
com uma célula de carga de 10 kg a velocidade de 0,5 mm/min para avaliar a forca

adesiva na interface material restaurador/dentina.
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Figura 7 - Confecgao dos palitos para o teste de resisténcia de uniédo

Legenda: a) maquina universal de ensaios EMIC DL2000; b) conjunto resina acrilica-amostra sendo
posicionado na Labcut 1010; c) sec¢des de 1 mm de espessura no sentido mesiodistal; d) seccfes de
1 mm de espessura no sentido vestibulo-lingual; e) palitos de resina composta e dentina com
aproximadamente 1 x 1 mm de largura; f) mensuragéo da area de adeséo dos palitos.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os palitos foram fixados individualmente pelas suas extremidades com
adesivo cianoacrilato em gel (Zapit, Dental Ventures of American, Corona, CA, EUA)

no dispositivo de microtracdo metalico, de modo a posicionar a area adesiva
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perpendicularmente ao longo eixo da forca de tracéo, para realizacdo do ensaio de
microtracdo na maquina de testes, no momento da fratura, o teste é automaticamente

interrompido (Figura 8). A resisténcia de unido sera calculada em MPa pela formula:

6 =F/IA

Onde, © € a forga de unido a microtracdo, F é a forca aplicada e A é a area de
unido entre resina — adesivo — dentina. Ao final do ensaio as partes fraturadas foram
limpas e secas e entdo analisadas quanto ao padréo de fratura em estereomicroscopio
otico com aumento de 40x (Zeis, steREO Discovery V20, Gottingen, Germany), e
classificadas quanto ao tipo de fratura. As falhas pré-teste e fraturas coesivas em
resina e dentina ndo foram consideradas.

Adesiva - Para fraturas em que a falha ocorre na interface adesivo-estrutura
dental ou na interface entre o adesivo e a resina composta, em mais de 75% da area
analisada.

Coesiva em resina - Para fraturas em que a falha ocorre predominantemente
no interior da resina composta, cerca de 75%.

Coesivas na estrutura dental - Para fratura em que a falha ocorre
predominantemente no interior da estrutura dental, cerca de 75%.

Mista - Para fraturas nas quais ndo existiu uma predominancia maior que

75% de qualquer tipo de falha.
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Figura 8 - Teste de resisténcia de uniédo

4= Resina

= |nterface
e S bstrato

Legenda: a) palito pronto; b) palito fixado no dispositivo de microtragéo metalico; ¢) maquina EMIC com
a carga de célula; d) palito fraturado apos o teste de microtragéao.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.10 Grau de conversao

O grau de conversdo (GC) foi medido por meio de Espectroscopia de
Infravermelho Transformada de Fourier (FTIR) (FT-IR, PerkinElmer Spectrum, MA,
EUA). As amostras dos sistemas adesivos foram analisadas por meio de absorbancia
com o dispositivo de refletancia total atenuada (ATR) MIRacle com placa de cristal de
diamante de ZnSe (PIKE Technologies, Madison, WI, EUA) com uma resolugéo de 4
cm? e faixa de transmisséo entre 650 - 4000 cm™. O software utilizado foi o Spectrum
TimeBase (Perkin EImer, MA, EUA). Inicialmente, foi colocado sobre o cristal do ATR
uma amostra de 3 pL o adesivo com auxilio de uma pipeta (LambdaTM Plus, Corning

Co., Corning, NY, EUA), quantidade necessaria para o adesivo molhar toda a
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superficie do cristal em ambiente de luz &mbar. A amostra do adesivo foi selada com
laminula para microscopio e fita adesiva a fim de evitar a evaporacdo dos
componentes. Imediatamente, foram coletados os dados de absorbancia pelo
software utilizando os parametros de intervalo de onda de 1560 cm™ a 1760 cm™,
resolucéo de 4 cm e 32 capturas. Em seguida, essa mesma amostra de adesivo foi
fotoativada com o fotopolimerizador (Aparelho LED; Radii-cal, SDI, Victoria, Australia)
com poténcia de 1200 mW/cm?, por um periodo de 20 segundos, a uma distancia de
5 mm aproximadamente. Apos 5 minutos, os dados foram coletados novamente,
gerando os espectros de antes e depois de polimerizados (Figura 9). O processo foi
repetido 3 vezes para cada grupo, de onde foi obtida a média do grau de converséo.

Para gerar o valor de GC, os espectros foram comparados e analisados na
mudanca do espectro nas bandas de absorcdo préoximas a 1637cm™, onde se
encontra a ligacdo dupla de carbono presente nos grupos metacrilatos polimerizaveis
do adesivo. As bandas de absorcdo associadas ao anel benzénico aromatico do
BisGMA, que nao sofreram grandes alteragcdes antes e depois da polimerizacao,
foram usadas como referéncia interna de proporcionalidade da matéria (bandas
proximas a 1608 cm™). Por fim, os valores de cada amostra foram calculados através

da formula:

Absorbancia antes

GC =100 x (1 -

Absorbancia depois
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Figura 9 - Grau de conversao

Legenda: a) placa de cristal de diamante de ZnSe da Espectroscopia de Infravermelho Transformada
de Fourier (FTIR) b) o adesivo sendo colocado sobre o cristal com auxilio de uma pipeta em luz &mbar;
¢) laminula de vidro sendo posicionada sobre a amostra do adesivo; d) amostra do adesivo sendo

fotoativada.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.11 Resisténcia mini-flexural

Foram confeccionadas 10 amostras para cada grupo a partir de uma matriz
de silicone (Odeme Equipamentos Médicos e Odontologicos Ltda, Luzerna, SC), com
dimensdes de 12 mm x 2 mm x 2 mm. Para obtencao das amostras rigidas, o adesivo
foi vertido na matriz com auxilio de uma micropipeta, € uma tira de poliéster
transparente foi posicionada sobre a amostra e fotopolimerizado (Radii-cal, SDI,
Victoria, Australia) por 40 segundos. As amostras foram armazenadas em frascos

individuais na cor @ambar até o momento da realizacdo dos testes.



Para a realizacdo do teste mecanico de resisténcia mini-flexural, as amostras
foram posicionadas sobre dispositivo metalico fixado na base da maquina universal
de ensaios (EMIC DL-2000, Equipamentos e Sistemas Ltda., PR, BR). Esse suporte
contém duas superficies paralelas distantes entre si por 9,0 mm, proporcionando dois
apoios nas extremidades (Figura 10). Foi utilizada uma célula de carga de 10 kg, um
pino metalico fixado na parte superior da EMIC, com uma forca de 0,5 Nm/s, sobre a
porcéo central da amostra a uma velocidade de 0,5 mm/min, equidistante aos pontos
de apoio, gerando a forca de flexdo até o momento da fratura.

Os resultados da analise da resisténcia mini-flexural em trés pontos foram
computados automaticamente por um computador acoplado para mapeamento de
ensaio, obtidos em N e convertidos em MPa, utilizando a formula 4049: ¢ = 3FI/ 2bh?.
Onde o é a resisténcia flexural (MPa), F é carga maxima suportada (N), | € o
comprimento entre 0os pontos de apoio (9,0 mm), b é a largura do prisma (2 mm) e h

€ a espessura do prisma (2 mm).
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Figura 10 - Resisténcia mini-flexural

Legenda: a) adesivo sendo vertido na matriz de silicone em luz amarela; b) maquina universal de
ensaios EMIC DL2000; c) amostra do adesivo sendo posicionada sobre dispositivo metalico fixado na
base da maquina universal de ensaios.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.12 Atividade antibacteriana

Os testes para avaliar a atividade antibacteriana foram realizados no Instituto
de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D), da Universidade do Vale do Paraiba (Univap)
em Sao José dos Campos, com a supervisdo da bidloga Priscila Maria Sarmeiro
Correa Marciano Leite.
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O Streptococcus mutans (ATCC 700610) foi cultivado em caldo Brain Heart
Infusion (BHI; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e foi utilizado para avaliacdo das
atividades antibacterianas dos adesivos contendo o resveratrol (Figura 11A). O caldo
foi aquecido até a diluicdo completa e esterilizado em autoclave por 15 minutos a 121
°C e mantido durante 24 h em estufa bacteriolégica (Marconi MA32) a 37 °C,
recolhidas por centrifugacdo e lavadas trés vezes com solucdo salina estéril
tamponada com fosfato (PBS). As bactérias foram ressuspensas em BHI e diluidas
para uma concentracao final de 1,0 x 107 unidades formadoras de col6énia (UFC) / mL
(Figura 11B). A densidade bacteriana foi determinada usando um espectrofotdmetro
(Cary 50 Bio UV-Vis Spectrophotometer, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA)
a uma densidade Optica de 600 nm (Figura 11C).

Figura 11 - Avaliacdo das atividades antibacterianas

Legenda: a) caldo BHI; b) Streptococcus mutans; ¢) espectrofotbmetro.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.12.1 Teste de difusdo em agar

As suspensdes bacterianas (1,0 x 107 UFC / mL; 100 mL) foram colocadas
nas placas de agar BHI por meio de uma pipeta (Figura 12A) e foi feito o espalhamento
na placa com uma algca de Drigalski (Figura 12B e 12C). Discos do adesivo

fotopolimerizados (6,5 mm de diametro; 1,5 mm de espessura) foram preparados

60



através de uma matriz de silicone e colocados numa placa de agar inoculada com
bactérias e incubados a 37 °C durante 24 h (Figura 13). Os discos foram feitos com
amostras dos adesivos de cada grupo em triplicata. Além disso, foi feito um grupo
controle positivo com uma amostra de clorexidina 2% gotejada na placa com o auxilio
de uma pipeta.

Depois o periodo de 24 h, o diametro dos halos de inibicao foi medido. A zona
de inibicdo foi considerada como a menor distancia entre a superficie externa das
amostras de adesivo até o ponto inicial do crescimento microbiano. Os resultados
foram analisados de acordo com o preconizado pelo NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standards Institute, 2005), onde a formac¢é&o de halo indica que o
microorganismo € sensivel ao agente testado e a ndo formacé&o de halo indica que o

microorganismo é resistente ao agente testado.

Figura 12 - Teste de difusdo em agar

Legenda: a) suspensdes bacterianas sendo colocadas na placa de agar BHI; b) espalhamento com a
alca de Drigalski; c) placas prontas para receberem os discos.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 13 - Preparacao dos discos de adesivo

Legenda: a) gota do adesivo na matriz de silicone; b) fotopolimerizacdo do adesivo; ¢) disco de adesivo
fotopolimerizado.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.12.2 Contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC)

Novamente os discos foram preparados e colocados em placas de pocos
contendo agar BHI na forma liquida, juntamente com as suspensdes bacterianas (1,0
X 107 UFC / mL; 100 mL). Ap6s o periodo de incubacédo, uma aliquota de 150 yL do
sobrenadante de cada poco foi retirada e levada para leitura de densidade éptica das
amostras utilizando o espectrofotbmetro (Spectra Count, Packard, USA) no
comprimento de onde de 380 nm. A viabilidade bacteriana foi determinada por
contagem de unidades formadoras de colénias e o processo foi feito por trés vezes

para cada grupo (Figura 14).
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Figura 14 - Preparacao das placas para UFC

Legenda: a) preparacdo das placas com agar BHI; b) placas contendo os discos com as bactérias.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.13 Andlise estatistica

Foram realizados os testes de normalidade e de distribuicdo normal das
amostras para a escolha do correto teste estatistico.

Os dados foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade e depois
foram submetidos ao teste ANOVA a um fator, seguido de Teste de Tukey, com nivel

de significancia de 0,05.

4.14 Célculo amostral

Foi utilizado o programa G*Power 3.1, para fazer o calculo amostral. Os dados
foram obtidos através de um estudo piloto que envolveu dois grupos, sendo um grupo
controle e o outro composto por adesivo com o resveratrol. Este estudo foi executado
no sentido de se obter o calculo amostral. Os resultados foram inseridos no programa
G*Power 3.1 onde foram obtidos os efeitos de F de 1,25; a de 0,05e 03 de 0,8e 0
namero de grupos 2. O valor critico de F foi de 5,98 e o total do nUmero de exemplares
foi de 8 e 0 poder de 0,83. Dessa forma como o numero total de exemplares foi de 8
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pelo célculo, isso justifica o nimero de exemplares que sera utilizado por grupo no

presente estudo (n=10).
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5 RESULTADO

5.1 Estatistica para resisténcia de uniao

Para efeito de andlise estatistica, foi realizada uma média calculada com os
espécimes (palitos) testados para cada dente humano preparado. As médias em MPa
foram submetidas a analise estatistica por meio dos programas computacionais:
MINITAB (Minitab, version 14.12, 2004) e STATISTIX (Analytical Software, version
8.0, 2007).

Os dados de resisténcia de unido (MPa) foram analisados estatisticamente,
sendo avaliados quanto a sua normalidade. Como estes apresentaram distribuicdo
normal, realizou-se o teste de andlise de variancia (ANOVA) paramétrica um fator
(sistema adesivo) e o teste de Tukey, sendo adotado o nivel de significaAncia de 5%
para a tomada de decisdes.

Dessa forma, de acordo com os resultados obtidos, a maior média foi
observada no grupo ASB — 41,01 £ 2,64; seguido do grupo RES0,5 -42,93 +15,49 e
do grupo RES1 - 42,61 + 13,97, sendo que a menor média foi observada no grupo
RES2 - 39,43 + 9,14, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos.

Na Tabela 1 encontram-se os valores da estatistica descritiva, contendo os
valores de média e desvio-padrao de resisténcia de unidao (MPa) obtidos nos 4 grupos

estudados.



Tabela 1 - Andlise descritiva para os diferentes grupos quanto a resisténcia de uniao
(MPa)

Adesivo Comercial Valores em MPaxDp
Sem resveratrol (ASB) 41,01+2,644
0,5% resveratrol (RES0,5) 42,93+15,494
1% resveratrol (RES1) 42,61+13,97A
2% resveratrol (RES2) 39,43+9,144

Legenda: (Dp): desvio-padréo.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 15 apresenta o grafico da analise descritiva das médias de
resisténcia de unido (MPa) e desvio padrdo dos diferentes grupos de adesivos

utilizados.
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Figura 15 - Anadlise descritiva das médias de resisténcia de unido (MPa) e desvio
padréo
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Legenda: grafico das médias e desvio padréo dos diferentes grupos evidenciando as diferencas obtidas

entre os sistemas adesivos utilizados.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) a um fator. Dessa
forma ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes para o fator

Adesivo, considerando um nivel de significancia de 5% (Tabela 2).

Tabela 2 - Teste andlise de variancia (ANOVA) a um fator para a resisténcia de uniéao

Fatores SQ GL QM F P
Adesivo 68883,36 1 68883,36 1347,711 0,000000*
Interagéo 78,04 3 26,01 0,509 0,678603*
Residuo 1840,01 36 51,11 - ---

Legenda: (GL): grau de liberdade; (SQ): soma dos quadrados; (QM): quadrado médio; (F): razao; (P):
valor. *p > 0,05
Fonte: Elaborada pelo autor.



A Figura 16 mostra a porcentagem de tipos de fratura dos palitos apos o teste
de microtracéo para cada grupo. Observa-se que houve predominancia dos tipos de

fratura adesiva e mista, sobre 0s tipos coesivas.

Figura 16 - Porcentagem de tipos de fraturas apés teste de microtracao
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2 Estatistica do grau de converséao

Na tabela 3 apresentam-se os valores de média e desvio padrdo do grau de
converséao dos sistemas adesivos dos diferentes grupos deste estudo. De acordo com
os resultados obtidos, a maior média foi observada no grupo RES0,5 — 81,02 + 1,95;
seguido do grupo ASB — 77,75 £ 3,22; do grupo RES1 - 76,02 £ 9,00 e do grupo ASB2
— 58,86 = 15,94 ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre eles.

A presenca do resveratrol nas concentragdes de 0,5, 1 e 2%, néo influenciou

no grau de converséao do sistema adesivo.
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Tabela 3 - Analise descritiva para os diferentes grupos em ordem decrescente quanto
ao grau de converséao

Adesivo Comercial Valores em Média+Dp

Sem particulas (ASB) 77,753,224
0,5% particulas (RES0,5) 81,02+1,954

1% particulas (RES1) 76,02+9,004

2% particulas (RES2) 58,86+15,944

Legenda: (Dp): desvio-padréo.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 17 apresenta o grafico da analise descritiva das médias e desvio

padréo dos diferentes grupos de adesivos para o grau de conversao.
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Figura 17 - Andlise descritiva das médias de grau de conversao e desvio padrao
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Legenda: gréafico das médias e desvio padréo dos diferentes grupos evidenciando as diferencas obtidas
entre os sistemas adesivos utilizados.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) a um fator. Dessa
forma ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes para o fator

Adesivo, considerando um nivel de significancia de 5% (Tabela 4).

Tabela 4 - Teste de analise de variancia (ANOVA) a um fator para o grau de conversao

Fatores SQ GL QM F P
Adesivo 64672,74 1 64672,74 743,7112 0,000000*
Interagéo 885,51 3 295,17 3,3943 0,074123*
Residuo 695,68 8 86,96 --- ---

Legenda: (GL): grau de liberdade; (SQ): soma dos quadrados; (QM): quadrado médio; (F): razéo; (P):
valor. *p > 0,05
Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.3 Estatistica para resisténcia mini-flexural

Na tabela 5 apresentam-se os valores de média e desvio padrdo da
resisténcia mini-flexural dos sistemas adesivos dos diferentes grupos deste estudo.
De acordo com os resultados obtidos, a maior média foi observada no grupo RESO0,5
— 33,14 £ 13,83; seguido do grupo RES1 - 31,1 + 12,21 e grupo ASB — 29,72 £ 11,95
nao havendo diferenca estatisticamente significativa entre eles. A menor média foi
observada no grupo RES2 — 19,72 = 5,43, havendo diferenca estatisticamente
significativas em relacdo aos demais grupos.

A presenca do resveratrol nas concentragdes de 0,5 e 1%, nao influenciou na

resisténcia mini-flexural do sistema adesivo.

Tabela 5 - Analise descritiva para os diferentes grupos quanto a resisténcia mini-
flexural

Adesivo Comercial Valores em MédiazDp
Sem resveratrol (ASB) 29,72+11,954
0,5% resveratrol (RESO0,5) 33,14+13,834
1% resveratrol (RES1) 31,1+12,21A
2% resveratrol (RES2) 19,7245,438

Legenda: (Dp): desvio-padréo.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 18 apresenta o grafico da analise descritiva das médias e desvio

padrao dos diferentes grupos de adesivos para a resisténcia mini-flexural.



Figura 18 - Analise descritiva das médias de resisténcia mini-flexural e desvio padrédo
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Legenda: grafico das médias e desvio padréo dos diferentes grupos evidenciando as diferencas obtidas
entre os sistemas adesivos utilizados.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) a um fator. Dessa
forma foram observadas diferengcas estatisticamente significantes para o fator

Adesivo, considerando um nivel de significancia de 5% (Tabela 6).

Tabela 6 - Teste de analise de variancia (ANOVA) a um fator para a resisténcia mini-
flexural

Fatores SQ GL QM F P
Adesivo 32308,99 1 32308,99 378,0990 0,000000*
Interagéo 1069,17 3 356,39 4,1707 0,012380*
Residuo 3076,24 36 85,45 --- ---

Legenda: (GL): grau de liberdade; (SQ): soma dos quadrados; (QM): guadrado médio; (F): razao; (P):
valor. *p < 0,05
Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.4 Estatistica para atividade antibacteriana

5.4.1 Difusé@o em agar

A figura 19 apresenta a analise ilustrativa do teste de difusdo em agar, néo foi
observada a formacéo de areas de inibicdo bacteriana nos diferentes grupos, somente

no grupo controle de clorexidina 2%.

Figura 19 - Andlise ilustrativa do teste de difusdo em agar

Fonte: Elaborada pelo autor.



5.4.2 Unidade Formadora de coldnia (UFC)

Na tabela 7 apresentam-se os valores de média e desvio padrao da atividade
antibacteriana quanto a unidade formadora de col6nia (UFC) dos sistemas adesivos
com resveratrol em diferentes concentracoes empregados neste estudo.

De acordo com os resultados obtidos, a maior média foi observada no grupo
ASB - 0,75 £ 0,03. O grupo RES1 - 0,68 £ 0,34 e o grupo RES0,5 - 0,67 + 0,37, nédo
apresentaram diferencas estatisticas entre eles. A menor média foi observada no
grupo RES2 - 0,6 £ 0,02, havendo diferenca estatisticamente significativas em relacéo
aos demais grupos.

O grupo RES2 - 0,6 + 0,02, apresentou menor meédia em relacdo aos outros
grupos, demonstrando que a presenca de 2% de resveratrol, diminuiu a quantidade

de unidades formadoras de coldénia no adesivo.

Tabela 7 - Analise descritiva para os diferentes grupos quanto a atividade
antibacteriana (UFC)

Adesivo Comercial Valores em MédiazDp
Sem resveratrol (ASB) 0,75+0,03A
0,5% resveratrol (RESO0,5) 0,67+0,378
1% resveratrol (RES1) 0,68+0,34"
2% resveratrol (RES2) 0,60+0,02¢

Legenda: (Dp): desvio-padréo.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 20 apresenta o grafico da analise descritiva das médias e desvio

padrdo dos diferentes sistemas adesivos.
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Figura 20 - Analise descritiva das médias de UFC e desvio padréo
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Legenda: grafico das médias e desvio padréo dos diferentes grupos evidenciando as diferencas obtidas

entre os sistemas adesivos utilizados.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) a um fator. Dessa
forma foram observadas diferencas estatisticamente significantes para o fator

Adesivo, considerando um nivel de significancia de 5% (Tabela 8).

Tabela 8 - Teste de analise de variancia (ANOVA) a um fator para UFC

Fatores SQ GL QM F P
Adesivo 5,504011 1 5,504011 2867,543 0,000000*
Interagcéo 0,033269 3 0,011090 5,778 0,021147*
Residuo 0,015355 8 0,001919

Legenda: (GL): grau de liberdade; (SQ): soma dos quadrados; (QM): quadrado médio; (F): razao; (P):
valor. *p < 0,05
Fonte: Elaborada pelo autor.



6 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo avaliar as propriedades fisico-quimicas e
mecanicas da incorporagao do resveratrol em um sistema adesivo comercial, onde foi
avaliada a resisténcia de unido da interface adesiva, o grau de conversao, resisténcia
mini-flexural e propriedades antibacterianas. Adicionalmente, foi feita a analise do
padrao de fratura por meio do Estereomicroscoépio. A incorporacéo do resveratrol foi
realizada em trés diferentes concentracdes (0,5, 1 e 2%).

Considerando como hipostese nulas testadas, HO1 — a incorporagcdo do
resveratrol ao sistema adesivo ndo interfere na resisténcia de unido da interface
adesiva, HO2 — ndo altera o grau de conversao do adesivo, HO3 — néo interfere na
resisténcia mini-flexural do adesivo e H04 — ndo possui atividade antibacteriana.

No teste de microtracdo, no presente estudo, foram utilizados terceiros
molares humanos higidos, com a finalidade de se obter resultados mais proximos da
realidade (Schmalz et al., 2001). Porém a grande desvantagem de se utilizar dentes
humanos higidos, é a dificuldade em obté-los, o que torna inviavel a formacéo de
grupos experimentais maiores. Cada grupo experimental do presente estudo, foi
constituido por dez molares humanos higidos, no entanto, grupos com a mesma
guantidade de dentes sdo comumente encontrados em outros estudos (Ayar e
Erdermir, 2018; Pereira et al., 2005).

Os dentes foram armazenados em agua destilada a 4 °C, que foi trocada uma
vez por semana, até o momento da utilizacdo, ndo excedendo o periodo de 6 meses
(ISO 11405). Neste estudo optou-se pela estocagem em freezer como método
eficiente de armazenamento para dentes que serdo submetidos a testes de resisténcia
de unido (Tonami et al., 1996).

No que se refere a escolha da agua destilada como meio de armazenamento
em estufa, os trabalhos de revisao de literatura realizados por De Munck et al. (2005)
e Mair e Padipatvuthikul (2010), afirmam que a agua € o meio mais comumente
utilizado pelos pesquisadores para a realizagdo do armazenamento em estufa em
estudos que avaliam a resisténcia de unido dos materiais. A troca semanal dessa agua
evita a estabilizacdo do meio e acelera a hidrolise entre as interfaces camada hibrida-

dentina e camada hibrida-resina (Kitasako et al., 2000; Poptani et al., 2012).
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As revisOes de literatura realizadas por De Munck et al. (2005) e Breschi et al.
(2008), mostraram que os sistemas adesivos possuem uma boa resisténcia de uniao
imediata. Foi utilizado no presente estudo, o adesivo convencional Adper Single Bond
2 (3M ESPE), por ser um produto amplamente estudado, com propriedades bem
conhecidas, muito utilizado clinicamente e além de ser um adesivo de escolha de
diversos estudos (Monteiro et al., 2013; Ou et al., 2018; Perote et al., 2015; Silva et
al., 2015). O sistema Adper Single Bond 2 requer o condicionamento total prévio da
dentina. Diante do mecanismo pela qual é conseguida a hibridizacdo deste sistema
adesivo, a presenca de agua apoés a lavagem para remog¢do do acido, € importante
para que o arcabouco colageno seja mantido em expanséo, o que facilita a penetracao
dos mon6émeros (Burey et al., 2018). Por isso, optou-se pela remocédo do excesso de
agua, por meio de secagem com papel absorvente e nao jato de ar.

O teste de microtracdo, foi o escolhido para a avaliagdo da resisténcia de
unido por ter sido utilizado em uma série de estudos anteriores (Armstrong et al., 2016;
Campos et al., 2018; Komori et al., 2009; Rechmann et al., 2017), sendo Sano et al.
(1994) o primeiro em empregar este método. Segundo a revisdo de literatura realizada
por De Munck et al. (2005) é o teste mais utilizado para avaliacdo da resisténcia de
unido. Para realizar o teste foram utilizados espécimes em forma de palito com uma
area de aproximadamente de 1mm?2. Essa caracteristica permite a obtencdo de um
maior nimero de amostras, maior resisténcia e menor numero de falhas (Armstrong
et al., 2016; Pashley et al., 1999; Sano et al., 1994).

Os resultados em relacdo ao teste de microtracdo, demonstraram que a
incorporacdo nas trés diferentes concentracdes (0,5, 1 e 2%), ndo interferiu na
resisténcia de unido da interface adesiva, aceitando a hipétese HO1 testada.

Dessa forma, o estudo de Guo et al. (2021) corrobora com os resultados
encontrados no presente estudo, pois avaliaram da mesma forma, a influéncia do
resveratrol incorporado ao sistema adesivo na resisténcia de unido. Os autores
concluiram que ndo houve influéncia do resveratrol na resisténcia de uniao a dentina
na quantidade de 0,1 e 1 mg/ml de resveratrol. No entanto, na quantidade de 10
mg/ml, a resisténcia de unido diminuiu.

As caracteristicas biolégicas do resveratrol, podem fornecer algumas
informacgdes que explicam esse resultado. Como um polifenol de extrato vegetal, a

funcdo antiinflamatéria e antioxidante do resveratrol € originada principalmente da
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presenca de grupos hidroxila fendlicos (Leopoldini et al. 2011). A literatura relatou que
extratos naturais polifendlicos, como proantocianidina e epigalocatequina-3-galato,
podem exercer efeitos de reticulacao de colageno devido a ligagéo de hidrogénio entre
grupos hidroxila fendlicos e proteina amida carbonil (Castellan et al., 2011). No
entanto, os efeitos negativos dos polifendis como sequestradores de radicais podem
afetar a polimerizacdo dos adesivos (Souza et al. 2020). No estudo de Guo et al.
(2021), a resisténcia de unido a dentina diminuiu no grupo de 10 mg/mL de resveratrol,
independentemente do envelhecimento. Esse fendmeno indica que o desempenho de
adesao dos adesivos pode ser afetado negativamente pela aplicagéo de concentracao
excessiva de resveratrol.

Por esta razéo, no presente estudo, foi decidido por meio de um estudo piloto,
a utilizacdo das concentracdes de 0,5, 1 e 2% de resveratrol, devido aos resultados
desfavoraveis com concentragdes maiores. Além disso, a incorporacdo de
concentracfes maiores (5 e 10%) ficaram inviaveis, pois alteraram a consisténcia e
as caracteristicas do adesivo pelo método que foi utilizado de mistura do mesmao,
através do vibrador Vortex e com agitacao por 48 h. Concentra¢cGes apropriadas de
resveratrol devem ser cuidadosamente determinadas para garantir que sua inclusao
em adesivos influencie minimamente a polimerizacdo do adesivo e a durabilidade da
unido (Guo et al., 2021).

Atalayin et al. (2018) avaliaram os efeitos da adicdo de resveratrol na
citotoxicidade e resisténcia de unido a microtracdo de diferentes adesivos. Foram
utilizados cinco adesivos autocondicionantes e a quantidade de resveratrol testada foi
de 0,5 uM. Os autores concluiram que a adicdo de RES a adesivos aumenta a
viabilidade celular e ndo afeta a forca unido da dentina, corroborando com os
resultados encontrados no presente estudo.

No entanto, Atalayin et al. (2018) relataram que houve diferengcas entre os
grupos considerando o tipo de adesivo como variavel. Os valores notavelmente mais
baixos de pTBS foram descritos em G-aenial Bond incluindo formulagdo sem HEMA
e Gluma Self Etch incluindo uretano dimetacrilato (UDMA). Esses achados sustentam
gue a auséncia de HEMA leva ao contato da agua com grupos hidrofébicos e cria
condicdes desfavoraveis, causando a separacdo da agua (Poptani et al., 2012). Por
outro lado, o potencial de ligagdo do acido 4-metacriloxietiltrimelitico (4-MET) foi

menor. O G-aenial Bond incluindo 4-MET apresentou valores de yTBS mais baixos.
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Além disso, o potencial de conversao rapida de 4-META para 4-MET foi observado.
Assim, os valores mais baixos de pTBS do Gluma Self Etch também podem estar
relacionados com o contetdo de 4-META.

Estes achados sugerem que a interacdo do resveratrol com diferentes
combinag¢des de mondmeros pode causar diversos efeitos. A difusdo dos monémeros
na dentina e a polimerizacdo do monémero difundido sdo os pontos-chave para a
adeséo (Gotti et al., 2015). Os adesivos incluidos no estudo de Atalayin et al. (2018)
possuem diferentes monémeros com diferentes propriedades de difusdo. A forca de
unido dos adesivos pode depender, portanto, da composi¢cao quimica dos adesivos.

No presente estudo, optou-se por utilizar adesivo de condicionamento acido
total, pois além dos outros motivos apresentados anteriormente, ndo apresenta
mondmeros acidos, como o0 4-META, além de possuirem HEMA em sua composicao.
Favorecendo os resultados obtidos, diferentemente do que aconteceu com 0s grupos
gue possuiam esses componentes no estudo de Atalayin et al. (2018), descrito
anteriormente.

O teste de grau de converséo foi realizado para avaliar uma das propriedades
fisico-quimicas mais importantes dos materiais resinosos. O grau de conversao é
crucial para se determinar desempenho mecanico e as propriedades de degradacao
do polimero, bem como sua biocompatibilidade (Souza et al., 2015; Pirmoradian et al.,
2019). Seu comportamento longitudinal frente as agressodes drasticas oferecidas pelo
meio bucal, reflete constantemente na prética clinica.

O grau de conversédo representa a quantidade de mondmeros que foram
convertidos em polimeros durante e apos a fotoativacdo. Uma polimerizacao
deficiente, consequentemente ird proporcionar uma menor longevidade da
restauracdo, uma vez que estara mais susceptivel aos fatores que levam a
degradacgao (Wang et al., 2006; Silva et al., 2008). A intensidade de luz da unidade
fotoativadora e o tempo de exposicdo podem afetar diretamente a polimerizacdo do
material, por esse motivo, no presente estudo, a quantidade de amostra, o aparelho
fotopolimerizador e o tempo de exposicédo a luz, foram padronizados (Arrais et al.,
2007).

No presente estudo, o grau de conversao foi medido através de um dispositivo
auxiliar do FTIR de reflexao total atenuada (ATR). Esse dispositivo possui um cristal,

onde é despejada a forma fluida do adesivo, apos a leitura do espécime, 0 mesmo é
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polimerizado diretamente sobre o cristal e em seguida faz-se a leitura da forma
polimerizada. Essa metodologia utilizada no presente estudo é frequentemente
observada em trabalhos anteriores (Arrais et al., 2007; Pirmoradian et al., 2019)

Os resultados em relacdo ao grau de conversdo, demonstraram que a
incorporacao do resveratrol nas concentragdes de 0,5, 1 e 2%, n&o interferiram nos
valores de grau de conversao, aceitando a hipotese H0O2 testada.

No estudo de Guo et al. (2021), os valores médios de grau de conversédo dos
grupos adesivos de 0,1 e 1 mg/mL n&o diminuiram significativamente em comparacao
com o grupo controle, corroborando com os achados no presente estudo. Ja o valor
de grau de conversao diminuiu significativamente quando a quantidade incorporada
de resveratrol atingiu 10% (Guo et al., 2021).

Essa tendéncia acontece principalmente porque a formacédo de cadeias
poliméricas lineares pode ser prejudicada pela incorporagdo de resveratrol em
concentracgdes relativamente altas. Como resultado, a polimerizacao radical livre do
adesivo dentinario ndo foi concluida. Assim, podemos relatar novamente que as
concentragdes de resveratrol utilizadas no presente estudo, foram ideais para que nao
houvesse influéncia no grau de conversdo do adesivo. Assim, a concentracdo de
aditivos incorporados em adesivos ndo deve ser tdo alta quanto possivel e deve ser
deliberadamente selecionada para garantir a obtencdo de resisténcia de unido
eficiente (Gou et al., 2021).

A propriedade mecanica de resisténcia mini-flexural € uma propriedade
importante de ser avaliada. Isso porque o material deve ser o mais resistente possivel
as cargas mecanicas as quais ficam expostas durante o ato mastigatorio. Este teste é
indicativo da capacidade do material de resistir as altas forcas mastigatorias,
prevenindo a micro infiltracdo (Barcellos et al., 2016).

As concentragbes de resveratrol de 0,5 e 1%, do presente estudo, ndo
influenciaram na resisténcia mini-flexural do sistema adesivo. No entanto, a
concentracéo de 2% de resveratrol, diminuiu significativamente, rejeitando a hipotese
HO3 testada. O resveratrol, portanto, na concentracdo de 2% interferiu diminuindo a
resisténcia mini-flexural do adesivo.

Os sistemas adesivos dentais sdo misturas complexas cujas propriedades
podem ser influenciadas pela presenca e quantidade de qualquer componente

(Dressano et al.,, 2020). A nao interferéncia na resisténcia mini-flexural, de
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concentracfes mais baixas de resveratrol, pode representar um resultado favoravel,
uma vez que, foram incluidos elementos que poderiam comprometer a resisténcia e
talvez futuramente prejudicar a longevidade. Como néao houve interferéncia, pode se
cogitar a possibilidade da adicdo das concentracdes 0,5 e 1% serem promissoras na
longevidade das restauracgoes.

Quanto aos testes antibacterianos, o Streptococcus mutans foi utilizado para
avaliagéo das atividades antibacterianas, como pode ser observado no estudo de Guo
et al. (2021). Foi utilizado para avaliacdo antibacteriana, o teste de difusdo em agar e
unidades formadoras de col6nia, conforme foi feito no estudo citado.

No teste de difusdo em agar a morte do Streptococcus mutans ocorre por meio
de um mecanismo predominante de morte por contato. O agente antimicrobiano atinge
a morte por contato ao alterar a membrana nas paredes celulares de bactérias
aderentes (Gong et al., 2012). Quando as bactérias com parede celular carregada
negativamente entram em contato com a superficie carregada positivamente (N*) do
adesivo contendo um agente antimicrobiano por meio de atracéo eletrostética, elas
sao perfuradas pelas longas cadeias de alquil, causando vazamento de componentes
citoplasmaticos e subsequente morte celular (Guo et al., 2021).

No presente estudo n&o foi observado halo de inibi¢cdo no teste de difusdo em
agar, isto €, o resveratrol ndo matou por contato o Streptococcus mutans nas
concentragOes utilizadas no presente estudo em discos de adesivos polimerizados.
No entanto, reduziu significativamente as bactérias presentes no meio no teste de
unidades formadoras de colbnias (UFC), demonstrando que pode haver ocorrido a
lixiviacdo do resveratrol no meio.

Com isso, a hipdtese HO4 testada foi rejeitada, pois a incorporacdo das
diferentes concentracbes de resveratrol adesivo (0,5, 1 e 2%), reduziu
significativamente as bactérias viaveis, em comparagdo com 0 grupo controle, por
meio do teste de UFC. Sendo que, a concentracdo de 2% demonstrou o menor
resultado em relagéo aos outros grupos.

Segundo o estudo de Yu et al. (2021) a progresséo da carie secundaria ao
longo da interface resina-dentina € considerada como outro fator de risco
consideravel, levando ao declinio da durabilidade da unido. A colonizacéo,

crescimento e formacdo de biofilme de bactérias cariogénicas, especialmente S.
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mutans, pode desmineralizar e degradar a matriz dentinaria, produzindo producéo de
acido metabdlico para induzir a falha da restauracdo adesiva.

Adesivos com propriedades antibacterianas sao altamente exigidos para inibir
a formacao de biofilme. No presente estudo, resultados consistentes do ensaio de
UFC mostraram que a formacéo de biofilme de Streptococcus mutans nos grupos de
0,5, 1 e 2% foram significativamente menores do que no grupo controle, ilustrando a
capacidade inibitéria efetiva para prevencdo de céarie secundaria. Investigacfes
anteriores corroboram com esse resultado (Porto et al., 2018; Peng et al., 2020).

A atuacdo antibacteriana do resveratrol na formacdo do biofiime de
Streptococcus mutans foi comprovada por diferentes pesquisadores e pode ser
atribuida a varios mecanismos. Primeiro, a atividade de fatores de viruléncia, como a
glucosiltransferase, pode ser atenuada pelo resveratrol de inibir a producéao de acido
para combater a cariogenicidade de Streptococcus mutans (Vestergaard e Ingmer,
2019). Além disso, os efeitos antimicrobianos do resveratrol sdo susceptiveis de cortar
as vias do metabolismo bacteriano que sdo necessarias para a sobrevivéncia
anaeroébica. Os polifendis podem alterar a membrana bacteriana aumentando o efluxo
de trifosfato de adenosina do citoplasma e desestabilizando o lipopolissacarideo
(O’Connor et al., 2011).

Estudos futuros sado necessarios para avaliar a incorporacdo de resveratrol no
sistema adesivo, bem como sua concentragéo ideal. No entanto, o presente estudo
deixa claro que a incorporacdo de resveratrol no sistema adesivo em baixas
concentragdes (0,5 e 1%), n&o altera a resisténcia de unido da interface adesiva, bem
como o grau de conversao e a resisténcia flexural, além de apresentar propriedades
antibacterianas.

Embora os resultados obtidos por este estudo ndo possam ser diretamente
utilizados em uma situacao clinica, podemos sugeri-lo para o desenvolvimento de
novas estratégias a fim de manter a resisténcia de unido da interface adesiva ao longo
do tempo, aumentando assim a durabilidade das restaura¢gfes adesivas, além de
contribuir com a atividade antibacteriana, sendo um indicador para novas pesquisas

sobre o assunto.
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7 CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos nesse estudo, com relacdo a
incorporacao de resveratrol no sistema adesivo, p6de-se concluir que:

* Alincorporacgao do resveratrol nas diferentes concentracées (0,5,1 e 2%) nao
influenciou na resisténcia de unido da interface adesiva,

* As diferentes concentracdes do resveratrol incorporadas no sistema adesivo,
nao influenciaram no grau de conversao;

* A incorporagéao do resveratrol na concentragéo de 2% diminuiu a resisténcia
mini-flexural do adesivo;

* A presenca de resveratrol nas diferentes concentragbes, apresentou
atividade antibacteriana, diminuindo a quantidade de unidades formadoras de coldnia

de Streptococcus mutans.
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