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GENG-VIVANCO, R. Efeito do uso de propolis associada a vitroceramica bioativa na
interface dentina-adesivo. 2020. 121 p. Dissertacdo (Mestrado em Reabilitagdo Oral) —
Faculdade de Odontologia de Ribeiréo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

RESUMO

Este estudo in vitro avaliou o efeito do uso de prépolis associada a suspensao de Biosilicato na
resisténcia de unido (RU) a dentina de restauracdes em compdsito. Foram selecionados 320
dentes molares humanos higidos e preparadas cavidades oclusais (5 mm de comprimento, 4
mm de largura e 4 mm de profundidade) utilizando brocas carbide. Metade das amostras foram
submetidas a protocolos Des-Re para formacgdo de cérie artificial. Posteriormente, todos os
dentes foram separados em oito grupos (n = 20) de acordo com o tratamento recebido antes do
adesivo (Single Bond Universal — 3M ESPE): Grupo Controle — Sistema Adesivo; Grupo CHX
— Cloredixina a 0,12% (CHX); Grupo Bio — Suspenséo de Biosilicato a 10% (Bio); Grupo P16
— Extrato de propolis com baixo teor de polifenois (P16); Grupo P45 — Extrato de propolis com
alto teor de polifendis (P45); Grupo CHX Bio — CHX + Bio; Grupo P16 Bio — P16 + Bio; P45
Bio — P45 + Bio. Apds restauracdo (Filtek 2350, 3M ESPE), as amostras foram seccionadas em
formato de palitos, divididos e armazenados em agua destilada a 37 °C por 24 horas, 6 meses e
1 ano. Ap6s o periodo de armazenamento, foram submetidos ao teste de microtracdo (0,5
mm/min). Os dados foram analisados (ANOVA de dois fatores, teste de Bonferroni, p < .05),
os padrdes de fratura observados com microscopio optico (VH-M100, Keyence) e MEV (EVO
MAL10, ZEISS); e a interface adesiva, através da MET (JEM-1010, JEOL). A associacédo de
tratamentos resultou em maior RU (p < .05) nos dentes cariados em relacdo as amostras
Controle, testados apds 24 horas, sem diferenca entre si (p > .05). Entre os higidos testados apds
6 meses, 0 grupo P16 mostrou maior RU que os grupos Bio e Controle (p < .05). Dentre os
dentes cariados, o grupo P45 mostrou maior RU do que o grupo CHX Bio (p < .05) quando
testados apds 1 ano. O envelhecimento das amostras s6 foi significativo (p < .05) para os
substratos cariados, de forma que houve menor RU apds 6 meses para o grupo P45 Bio e apds
1 ano para o grupo CHX Bio. As imagens em MEV demonstraram que substratos higidos
apresentam padrdo classico de condicionamento obtido com sistemas self-etch. Nos cariados,
nota-se maior remocao da smear layer e formacdo dos tags de resina em maior quantidade.
Encontraram-se tubulos mais expostos e fibrilas colagenas desorganizadas. Foi possivel
identificar particulas de Biosilicato nos grupos tratados com esse biomaterial. Nos substratos
cariados, foi possivel identificar particulas de propolis sobre a dentina tratada. Na MET foi

observada boa interacdo do adesivo com as fibrilas colagenas e a formacao da camada hibrida.



No substrato cariado percebe-se um tecido conjuntivo mais frouxo e desorganizado. Foi
também possivel identificar particulas de Biosilicato e do extrato de prépolis. O tratamento com
propolis com baixo teor de polifendis, resultou em melhor resisténcia de unido em substrato
higido ap6s 6 meses de envelhecimento. A associagdo de tratamentos com Biosilicato promove
melhor resisténcia de unido ap6s 24 horas em substratos cariados. Ndo houve diferenca na
resisténcia de unido em virtude do envelhecimento no substrato higido. O padrdo de fratura
mais prevalente foi 0 ndo adesivo, que aumentou a medida que houve maior tempo de

envelhecimento.

Palavras-chave: Adesdo dentinaria. Propolis. Vitroceramica bioativa.
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GENG-VIVANCO, R. Effect of the use of propolis associated to bioactive glass-ceramic on
dentin/adhesive interface. 2020. 121 p. Dissertacdo (Mestrado em Reabilitagdo Oral) —
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

ABSTRACT

This in vitro study evaluated the effect of the use of propolis associated with Biosilicate
suspension on the bond strength (BS) of composite restorations to dentin. 320 sound human
molars were selected and occlusal cavities (5 mm length, 4 mm width and 4 mm depth) were
prepared with carbide burs. Half of them were submitted to Des-Re protocols for development
of artificial caries. Then, all teeth were separated into eight groups (n = 20) according to the
treatment received before the adhesive system (Single Bond Universal — 3M ESPE): Control
Group — Adhesive System; CHX Group — 0,12% Chlorhexidine (CHX); Bio Group — 10%
Biosilicate suspension (Bio); P16 Group — Propolis extract with low levels of polyphenols
(P16); P45 Group — Propolis extract with high levels of polyphenols (P45); CHX Bio Group —
CHX + Bio; P16 Bio Group — P16 + Bio; P45 Bio Group — P45 + Bio. After restorations (Filtek
Z350, 3M ESPE), samples were sectioned into sticks, separated and stored in distilled water at
37 °C for 24 hours, 6 months and 1 year. After that, the sticks were submitted to microtensile
test (0,5 mm/min). Data was analyzed (2-way ANOVA, Bonferroni’s Test, p < .05), fracture
patterns were observed with optical microscope (VH-M100, Keyence) and SEM (EVO MA10,
ZEISS); and the adhesive interface, under TEM (JEM-1010, JEOL). In caries-affected dentin
(CAD), the association of treatments resulted in higher BS (p <.05) compared to Control group,
tested after 24 hours, with no difference among them (p > .05). Among the sound dentin (SD)
tested after 6 months, P16 group showed higher BS than Bio and Control groups (p <.05). On
CAD tested after 1 year, P45 group presented higher BS than CHX Bio Group (p <.05). Aging
was significant (p < .05) for CAD; thus, there was lower BS after 6 months for P45 Bio group
and after 1 year for CHX Bio group. SEM displayed that SD present the classical etching pattern
obtained with self-etch systems. Among CAD, there was greater removal of smear layer and
higher amount of resin tags. It was also found dentinal tubules more exposed and disorganized
collagen fibrils. It was identified Biosilicate particles in groups treated with this biomaterial.
On CAD, it was possible to identify propolis particles on the treated dentin. TEM showed good
interaction between adhesive and collagen fibrils, and the formation of the hybrid layer. In
CAD, a looser and more disorganized connective tissue was noticed. It was also identified
Biosilicate and propolis particles. The treatment with propolis with low levels of polyphenols

resulted in the best bond strength on sound dentin after 6 months of aging. The association of



treatments with Biosilicate promoted the best bond strength after 24 hours on caries-affected
dentin. On sound substrates, there was no difference in bond strength due to aging. The most

prevalent fracture pattern was the non-adhesive fracture, which increased with longer aging
periods.

Keywords: Dentin adhesion. Propolis. Bioactive glass-ceramic.
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Nas ultimas décadas, muitos avancgos tecnoldgicos foram alcangados no desenvolvimento
de materiais adesivos a fim de melhorar a resisténcia de unido (RU) entre compdsitos e 0s
substratos dentarios. Os sistemas adesivos tém sido sistematicamente simplificados e as
técnicas aprimoradas com o intuito de conseguir a melhor eficiéncia com o menor tempo de
utilizacdo clinica.

Entretanto, a longevidade das restauracdes e da interface adesiva, que permanece como a
area mais fragil das restauracdes de resina, (1-3) sdo assuntos ainda de muito interesse na
Odontologia, e muitas séo as tentativas de melhorar essa questao. (4,5)

Duas estratégias principais tém sido usadas para a hibridizacdo da dentina, caracterizada
pela unido micromecénica entre a resina e a matriz dentindria rica em colageno: 1) a utilizacao
de sistemas adesivos “etch-and-rinse” em que um 4&cido é aplicado para desmineralizar a
superficie dentinéria, que é entdo lavada e sobre ela aplicada um primer e um adesivo; podendo
esses ultimos serem apresentados na forma simplificada, como o sistema adesivo de 2 passos.
Tem sido demonstrado (6) que o acido fosforico, mais usado para o condicionamento da
dentina, produz uma grande desmineralizacdo da dentina e, consequentemente, um maior
volume de colageno desprotegido no fundo da camada hibrida. 2) o uso de monémeros &cidos
sem enxague que, simultaneamente, condicionam e tratam com primer a dentina; sdo 0S
chamados sistemas adesivos “self-etch”. Nos sistemas adesivos mais recentes, além da retengéo
micromecanica alcancada com a hibridizacdo da dentina, ha uma interacdo quimica adicional
entre grupamentos especificos carboxilicos/fosfatos dos mondmeros funcionais com a
hidroxiapatita. (7)

A durabilidade da interface adesiva é influenciada por muitos fatores, dentre eles a
degradacdo devido a hidrolise da resina hidrofilica do sistema adesivo, ndo totalmente
polimerizada, e a degradacdo da matriz coldgena pelas metaloproteinases da matriz (MMPs) e
catepsina cisteinas. (1)

As MMPs sdo uma familia de 20 enzimas célcio e zinco-dependentes que sdo importantes
em muitos processos bioldgicos e patoldgicos porque sdo capazes de degradar praticamente
todos os componentes da matriz extracelular. (8-10) Varias MMPs séo encontradas na dentina,
dentre elas as MMP-2 e MMP-9 (gelatinases), MMP-20 (enamelisina), MMP-3 (estromelisina-
1) e MMP-8 (colagenase). (11-13) Na dentina mineralizada, as MMPs estdo inativas. Porém, o
condicionamento acido, necessario para a formagdo da camada hibrida, desmineraliza

superficialmente a dentina expondo as fibrilas colagenas e ativando as MMPs. (14) Se o
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mondmero resinoso ndo consegue infiltrar completamente na matriz colagena desmineralizada,
as fibrilas colagenas ficam suscetiveis a degradacéo proteolitica, (15-17) o que tem um efeito
adverso na resisténcia de unido. (18) As MMPs também exercem grande influéncia na
modulagdo da matriz dentinéria durante a progressao da carie. (19,20)

Estratégias adequadas para aumentar a longevidade da interface resina-dentina e assim,
das restauracdes adesivas, seriam diminuir a atividade das MMPs (21) protegendo a interface e
remineralizando a dentina. (2)

O agente sintético para inativar as proteases enddgenas da interface adesiva mais
investigado é o digluconato de clorexidina (CHX), que tem se apresentado eficiente in vitro e
in vivo (22-25) devido a capacidade da CHX de ser um inibidor de gelatinase/colagenase que
age pela quelacéo ndo especifica de cations como Zn?* e Ca*; ions necessarios para manter as
funcBes enzimaticas das MMPs. (23) Porém, estudos recentes tém demonstrado que a CHX tem
ligacdo somente eletrostatica com a hidroxiapatita dentinaria (26) e o efeito inibitério da CHX
sobre as MMPs da dentina pode ser perdido em 1,5-2 anos. (27) Assim, outros inibidores tém
sido propostos, como a galardina (28) e os metacrilatos de amoénio quaternario, (29) além da
indicacdo de agentes de ligacGes cruzadas do colageno (5,30,31) para aumentar a longevidade
das restauracoes.

As ligacBes cruzadas intermoleculares e interfibrilares sdo a base para a estabilidade,
resisténcia e viscoelasticidade da matriz dentinaria. A quantidade e o tipo de ligacdes cruzadas
também determinam a estabilidade do colageno e sua capacidade de resistir a biodegradacéo.
(32) Estes preservam a integridade estrutural e aumentam a estabilidade biogquimica e
biomecéanica da matriz coldgena da dentina desmineralizada; (31) além de aumentar a
resisténcia a degradacdo pelas colagenases pelas bactérias, (33) inibir a atividade das
metaloproteinases da matriz (34) e diminuir a taxa de desmineralizacdo da dentina (35)
contribuindo para a estabilizacdo da interface adesiva resina-dentina. A atividade das MMPs
em amostras tratadas com agentes de ligacdes cruzadas diminuiu significativamente entre 21%
e 70%, dependendo da fonte usada, enquanto que em amostras sem tratamento a acdo das
MMPs aumentou em até 84%. (36)

Um dos agentes de ligacbes cruzadas mais estudados atualmente é a proantocianidina
(PAC) derivada de plantas, extraida de residuos de fontes renovaveis e ricos em polifendis;
como o extrato de semente de uva (Grape seed extract ou GSE). (5,30,31) Sugere-se que 0s

mecanismos de ligacGes cruzadas entre as proantocianidinas e 0 colageno possam ocorrer
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através de ligacBes covalentes e, principalmente, através de pontes de hidrogénio. (32) O
colageno exibe dois sitios de ligacdo terminais (um grupo amina e outro carboxila) e a PAC
seria capaz de se ligar nessas regifes através do seu grupo hidroxila, gerando ligagdes
intermoleculares e interfibrilares. (32)

A prépolis, um adesivo resinoso coletado, processado e usado pelas abelhas, (37) tem
recebido grande atencdo na comunidade cientifica nos ultimos anos; devido as suas multiplas
propriedades como agente antibacteriano, antiflngico, antiinflamatorio, antiviral, anestésico,
regenerador de tecidos, entre outros. (38,39) A composicdo quimica da propolis é muito
complexa e depende da flora local do sitio de coleta, (40) sendo basicamente formada por 55%
de resinas e balsamos, 30% de ceras, 10% de volateis e 5% de pdlen. (40-42) Além disso, sabe-
se que apresenta compostos fendlicos e ésteres, e que 0s agentes quimicos mais prevalentes séo
todos os tipos de flavonoides e varios compostos aromaticos (38) que, segundo Jin et al., (39)
apresentam grande efeito inibidor sobre a MMP-9. O &cido fenil éster caféico (CAPE), um dos
compostos majoritarios encontrados na propolis, possui atividade antiinflamatoria,
antioxidante, antimicrobianas, antineoplésica e inibe a atividade desta metaloproteinase,
restringindo assim a degradacéo da matriz e a invasdo celular. (39) Além disso, a prépolis é 10
vezes menos citotoxica aos fibroblastos, células da polpa e do ligamento periodontal do que o
hidroxido de célcio. (38)

Apesar de existirem varios estudos na literatura utilizando a prépolis como agente
terapéutico na Odontologia, a maioria deles esta relacionada a verificacdo de
biocompatibilidade, (43-45) eficiéncia em tratamentos endodoénticos, (46) como
dessensibilizante, (47,48) antibacteriano contra Enterococcus faecalis e Streptococcus mutans
(43,49,50) ou adicionada aos cimentos de ionémero de vidro. (51) H& conhecimento de apenas
um estudo sobre a acdo da propolis sobre inibicdo de MMPs e resisténcia de unido
dentina/adesivo. (52)

Além disso, os flavonoides sdo considerados os componentes mais ativos biologicamente
da prépolis, responsaveis pelas suas propriedades terapéuticas (53) apresentando pronunciada
bioatividade com os componentes da matriz celular e extracelular. (54) Diversos estudos tem
demostrado que as propriedades bioldgicas e terapéuticas da propolis estdo diretamente
relacionadas ao teor de polifendis, (49,55) salientando entre eles os flavondides. (56) Sabe-se

que quanto maior for o teor, maior sera a atividade antimicrobiana e antioxidante. (49,55,56)
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Apesar disso, ndo hé relatos na literatura da acdo desses compostos da propolis, em diferentes
concentragdes, em Odontologia restauradora.

Como dito anteriormente, uma outra estratégia para aumentar a longevidade das
restauracdes seria proporcionar a remineralizagdo do tecido dentinario. (2) Um material
indicado para isso seria o Biosilicato, uma vitroceramica bioativa com particulas cristalizadas,
composto de 23,75Na,0-23,75Ca0-48,5Si0,-4P,0s (% em peso) que, em contato com
fluidos, tem demonstrado bons resultados na formacao de hidroxicarbonoapatita (HCA) sobre
tecidos mineralizados. (57)

A camada de HCA reforcada com fibrilas de colageno, é quimicamente e estruturalmente
equivalente ao 0sso natural. (58) Este biomaterial é produzido com uma (BioS-1P) ou duas
(BioS-2P) fases cristalinas, que contribuem para aumentar a resisténcia mecéanica, modulo de
elasticidade e modulo de fratura dos tecidos. (57,59)

Trata-se de um material com maior resisténcia mecénica que o Bioglass 45S5. Apesar
disso, apresenta maior reatividade, sendo que a formacédo de HCA ocorre ap0s 6 horas do uso
do Bioglass e 4 horas apos Biosilicato. (59)

Especificamente em Odontologia, o Biosilicato tem mostrado bons resultados em estudos
clinicos e laboratoriais, (60—62) induzindo proliferacdo e diferenciacdo de fibroblastos e
osteoblastos. (63) Do mesmo modo, Varanasi et al. (64) relataram que o Biosilicato promove o
aumento da expressdo génica do colageno do tipo I, da osteocalcina e da fosfatase alcalina nos
fibroblastos dos ligamentos humanos.

Na dentina, as particulas do material previamente aderido ao tecido dental sofrem
dissolucdo no meio oral, liberando constantemente ions calcio e fosfato da composicdo dos
biovidros, o que eleva o pH local, favorecendo a agdo anticariogénica e 0 processo de
remineralizacdo dental. (60,65)

Esse biovidro apresenta um amplo espectro de propriedades antimicrobianas, incluindo
bactérias anaerdbicas, e valores de concentracdo inibitoria minima menores para
microrganismos orais. (66)

Estudo recente (67) demonstrou que o tratamento da dentina com Biosilicato previamente
a utilizacdo do sistema adesivo etch-and-rinse influenciou positivamente a RU dentina/adesivo;
ja que, quando entra em contato com a dentina, as particulas reagem rapidamente com o tecido
circundante no interior dos tubulos dentinarios. (61,62,67) Além disso, ndo interferiu na

habilidade adesiva do sistema self-etch a dentina. Resultados de pesquisa anterior (68)
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demonstram que a aplicacdo de Biosilicato sobre dentina higida e cariada artificialmente
aumentou a RU dentina/adesivo quando utilizado o sistema adesivo etch-and-rinse, mas néo
houve diferenga significativa entre os substratos quando utilizado o sistema self-etch em dentina
cariada.

Assim, considerando os resultados promissores de pesquisas anteriores, a busca constante
pela inovagdo utilizando substancias naturais, com menor potencial de efeitos colaterais; e um
possivel material remineralizante, diminuindo a necessidade de substituicdo de restauracfes
dentais ao longo do tempo e recuperando o tecido injuriado, torna-se fundamental estudar
alternativas que permitam melhor qualidade de vida aos pacientes.

O presente trabalho de investigacdo avaliou o efeito do uso de prépolis, com baixo ou
alto teor de polifendis, associada a suspensdo de Biosilicato, na resisténcia de unido (RU) a
dentina higida e cariada de restauragdes em composito, visando conhecer o protocolo que
permita a melhor resisténcia de unido a microtracdo, fator importante para garantir a
longevidade da restauracdo na boca e o sucesso do tratamento. Finalmente, a interface adesiva
foi caracterizada morfologicamente através da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e
da Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) para, assim, analisar a interacdo dos

tratamentos de superficie propostos no substrato dentinario.
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O objetivo geral deste trabalho foi:

Avaliar o efeito do uso de prépolis associada a suspensdo de Biosilicato na resisténcia de unido

(RU) a dentina de restauracbes em composito.

Os objetivos especificos foram:

o Auvaliar o efeito do uso de duas formulacdes de propolis associadas a suspenséo de
Biosilicato a 10% na resisténcia de unido a dentina higida e cariada de restauracfes

adesivas em diferentes tempos de envelhecimento;

o Avaliar os padrdes de fratura com microscopio Optico e microscopia eletrénica de

varredura;

o Caracterizar morfologicamente a interface adesiva, para verificacdo da remineralizacédo
do substrato e da interacdo dos tratamentos propostos com a dentina, via microscopia

eletronica de varredura e de transmissao.

A hipotese nula deste estudo foi que a associacdo de propolis e Biosilicato nao promoveria
maior resisténcia de unido na interface dentina/adesivo, independente do teor de polifendis e

tempo de envelhecimento.
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3.1. MATERIAL

Os materiais utilizados neste estudo estéo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Materiais utilizados no presente estudo.

Material

Nome

comercial

Fabricante

Composicao

Sistema adesivo

Clorexidina

Vitroceramica
bioativa

Propolis com
baixo teor de
polifendis

Propolis com
alto teor de
polifendis

Composito
resinoso

Single Bond

Universal

Peridex

Biosilicato

Filtek Z350

3M ESPE, St.
Paul, MN, EUA

3M ESPE, St.
Paul, MN, EUA

Vitrovita, Sao
Carlos, SP,
Brasil

Apis
Flora, Ribeirdo
preto, SP, Brasil

Apis
Flora, Ribeirdo
preto, SP, Brasil

3M ESPE, St.
Paul, MN, EUA

Mondmero fosfatado MDP, resinas de
dimetacrilato, HEMA, copolimero
acido poliacrilico modificado por

metacrilato, particulas, etanol, agua,
iniciadores e silano.

Gluconato de clorexidina a 0.12%,
agua, alcool, glicerina, diisoestearato
de sorbitano, saborizante, sacarina
sodica.

23,75Na,0-23,75Ca0-8,5Si02-4P,0s
(0,18 um), 100% cristalino.

10% de residuo seco + 10% de 6leo de
ricino etoxilado. Teor de polinefdis:
16,584 + 0,9699.

Extrato aquoso de propolis 16 mg/mL -
40% p/v. Teor de polinefois: 45,446 +
0,9582.

Bis-GMA, Bis-EMA, UDMA,
TEGDMA, particulas de silica (20 nm),
particulas de zirconia (4 a 11 nm) e
agregados de particulas de zirconia/
silica.

*10-MDP, 10-metacriloiloxidecil dihidrogeno fosfato; HEMA, hidroxietil metacrilato; Bis-GMA, bisfenol
A-glicidil metacrilato; Bis-EMA, bisfenol A-glicidil dimetacrilato etoxilado; UDMA, uretano dimetacrilato;

TEGMA, trietilenoglicol dimetacrilato.
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3.2. METODOS

3.2.1. Resisténcia de unido a microtracéo

3.2.1.1. Preparo dos dentes

Apds aprovacdo do protocolo da pesquisa pelo Comité de Etica (CAAE n°
78665717.1.0000.5419), 320 molares humanos higidos recém-extraidos foram coletados junto
ao Biobanco de dentes humanos da unidade FORP - USP, limpos e armazenados a temperatura
de -2 °C até o uso.

As raizes dos dentes foram incluidas em resina acrilica (Figura 1) em anéis de PVC e
tiveram suas superficies oclusais aplainadas, perpendicularmente ao longo eixo do dente, com
lixas de carbeto de silicio de granulacao 220 (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), sob dgua corrente,

expondo a dentina do terco oclusal (Figura 2).

Figura 1 - Dentes incluidos em resina acrilica.
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Figura 2 - Desgaste de dente em lixa para expor a dentina do terco oclusal.

Cavidades oclusais (5 mm de comprimento, 4 mm de largura e 4 mm de profundidade)
foram preparadas na area central da superficie exposta dos dentes utilizando broca carbide
namero 245 (Regular Carbide Burs — Dentsply, Des Plaines, IL, EUA) montada em alta rotacdo
refrigerado com agua (Figura 3).

Figura 3 - Preparo dos dentes (Cavidades de Classe I).

Metade desses dentes foram submetidas & formacéo de carie artificial, de forma que a
cavidade preparada foi submetida a desafio cariogénico, conforme descrito por Marquezan et
al. (69) cuja condigéo padrdo de ciclagem de pH foi a escolhida, em um esquema diério de dois
ciclos; sendo 8 horas de desmineralizago e 16 horas de remineralizagdo, por um periodo de 14

dias em temperatura ambiente, sem agitacdo. Ao final de cada ciclo, a cavidade foi lavada com
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agua destilada e seca com papel absorvente. As demais faces dos dentes foram protegidas com

esmalte para unhas (Colorama, L’Oreal Brasil, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (Figura 4).

Figura 4 - Protecéo das superficies dentais do processo de Des-Re.

As solucdes desmineralizantes continham 2,2 mM de CaCly; 2,2 mM de NaH2PO4 e 50
mM de acido acético (pH = 4.8), e as remineralizantes continham 1,5 mM CaClz; 0,9 mM
NaH2PO4 e 0,15 M KCI (pH = 7.0).

Novas solucGes foram utilizadas para cada ciclo, em uma quantidade de 10 mL,
garantindo assim, que as solucBes nédo se ficaram saturadas ou com falta de ions. Antes e apds
a obtencdo da céarie artificial, foram realizadas medidas de microdureza Knoop
(Microdurémetro HMV, Shimadzu, Téquio, Japdo), com uma carga estatica de 25 gramas por
30 segundos na dentina higida e com carga de 10 gramas por 30 segundos na cariada, para
certificacdo de que a dentina estivesse desmineralizada. (69)

Os dentes foram aleatoriamente separados em 8 grupos (n = 20), conforme o tipo de

tratamento a que os substratos foram submetidos (Tabela 2).
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Tabela 2 - Grupos de estudo.

Grupo Tratamento
Controle Sistema adesivo
CHX Clorexidina a 0,12%
Bio Suspensao de Biosilicato a 10%
P16 Extrato de prépolis com baixo teor de polifenois
P45 Extrato de prépolis com alto teor de polifendis
CHX Bio Clorexidina a 0,12% + Biosilicato
P16 Bio Extrato de prépolis com _b_aixo teor de polifendis +
Biosilicato
P45 Bio Extrato de prépolis com r_;1|to teor de polifenois +
Biosilicato

3.2.1.2. Protocolos de tratamento do substrato dentinario

3.2.1.2.1. Clorexidina

A Clorexidina (CHX) a 0,12% foi aplicada na cavidade preparada com microbrush
durante 30 segundos (Figura 5). Em seguida, as superficies foram lavadas e 0 excesso de agua

foi retirado com papel absorvente.

Figura 5 - Aplicacdo da Clorexidina.
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3.2.1.2.2. Suspensao de Biosilicato (10%)

O Biosilicato é um pé de vidro bioativo, que apresenta didmetro médio de 4 um. Este
material apresenta grande reatividade, sendo capaz de apresentar uma camada rica em silica gel
em apenas uma hora de exposicao em fluido corporal simulado. (57) Sendo assim, as particulas
de Biosilicato foram misturadas em &gua destilada e deionizada em concentracdo de 10%
imediatamente antes de sua aplicacdo. Para isso, 0,15 mg de Biosilicato foram adicionadas a
1,35 mL de 4gua destilada e deionizada em tubos de 1,5 mL (Microtubos Eppendorf Brasil, Sdo
Paulo, SP, Brasil) (Figura 6).

Figura 6 - Preparo do Biosilicato para aplicagéo.

Apds um minuto da mistura, a suspensdo de Biosilicato foi aplicada sobre a superficie
da cavidade dental utilizando microbrush e aguardou-se 1 minuto (Figura 7). Em seguida, um

leve jato de ar foi aplicado para remocdo do excesso de umidade.

Rocio Genﬂ Vivanco



Material e Métodos | 49

Figura 7 - Aplicacdo do Biosilicato nos dentes.

3.2.1.2.3. Suspenséao de propolis

Ambos extratos de propolis sdo insollveis. Dessa forma, em um deles, com menor teor
de polifendis, foi adicionado um tensoativo (6leo de ricino etoxilado) na forma de excipiente
para que pudesse aumentar a interacdo com os tecidos dentinario e conjuntivo.

Independente do teor de polifendis, as suspensdes de extrato de prépolis foram aplicadas
da mesma maneira. Utilizando uma pipeta, 100 pl de extrato de prépolis a 10% (Apisflora,
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) foram aplicados no interior da cavidade, foi aguardado 1
minuto; e em seguida, a cavidade foi lavada por 15 segundos (Figura 8). O excesso de agua foi

removido por papel absorvente.

Figura 8 - Aplicacédo da propolis nos dentes.
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Nos grupos em que foi testada a associacdo de CHX/prépolis e biovidro, o protocolo
utilizado foi a aplicacdo do primer seguido da aplicacdo do Biosilicato, como descrito
anteriormente.

3.2.1.2.4. Sistema adesivo

Apos o tratamento da dentina, o sistema adesivo foi aplicado na cavidade com pincel
microbrush de forma simplificada, ou seja, como adesivo self-etch, conforme a recomendacao
do fabricante (Figura 9). Para isso, uma gota do adesivo foi dispensada e foi aplicada de forma
ativa na superficie da dentina, esfregando por 30 segundos, e fotoativado por 10 segundos
(FLASHIite 1401, Discus Dental, Culver City, CA, EUA, 460-480 nm, 1.100 mW/cm?).

Figura 9 - Aplicaco do sistema adesivo nos dentes.
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3.2.1.3. Restauragdo com composito

Em seguida, os dentes foram restaurados com compésito (Filtek Z350, 3M ESPE Dental
Products, St. Paul, MN, EUA), segundo a técnica incremental, e polimerizados por aparelho
tipo LED (FLASHIite 1401, Discus Dental), por 20 segundos, segundo recomendacfes do
fabricante (Figura 10).

Figura 10 - Restauracdo dos dentes com compdsito.
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3.2.1.4. Corte das amostras e teste de microtracao

Ato continuo, as amostras foram seccionadas verticalmente em série (Buehler, Lake
Buff, IL, EUA), em formato de palito (0,9 mm?), de acordo com a técnica de teste de
microtragdo “non-trimming” (Figura 11). (70) Cada palito foi cuidadosamente examinado por
inspecdo visual. Os palitos selecionados para testes pertenciam ao centro da cavidade e foram
divididos e armazenados segundo o tempo de envelhecimento para o teste: Apds 24 horas, 6

meses e 1 ano.
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Figura 11 - Corte das amostras em formato de palito.

Apbs os periodos de armazenamento, cada palito foi posicionado no dispositivo
especifico para microtracéo, fixado com adesivo a base de cianoacrilato (Super Bonder, Henkel
Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil) e submetidos ao ensaio de microtragdo (OM 100, Odeme, Luzerna,
Santa Catarina, Brasil) com velocidade de deslocamento de 0,5 mm/min até a fratura (Figura
12).

Figura 12 - Ensaio de microtracdo das amostras.

Os valores da resisténcia de unido foram calculados de acordo com a formula R =

(F/IA)/10, onde “’R’’ ¢ a resisténcia (MPa), “’F’’ é a carga exigida para a ruptura do corpo-de-

prova (kgf) e ’A’’ ¢ a area da interface do corpo-de-prova (mm2) e expressos em MPa. Para
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cada grupo foi obtida uma média dos valores de microtracdo (mTBS) pela somatéria dos valores
de microtracdo e divisdo pelo nimero de palitos testados. A area da seccao transversal, no local
da fratura foi medida com paquimetro digital (Absolute Digimatic®, Mitutoyo, Téquio, Japéo).

3.2.1.5. Anélise estatistica

Os valores de Resisténcia de unido foram analisados quanto a normalidade e
homocedasticidade da amostra utilizando o teste de Shapiro-Wilk (o = 0.05) e submetidos ao
teste estatistico ANOVA de dois fatores (Fatores de variagdo: Substrato — higido ou cariado —
e tipo de tratamento da dentina), teste de Bonferroni, p < .05. Quando o tempo foi analisado
(Ap0s 24 horas, 6 meses ou 1 ano), foi considerado para cada substrato isoladamente.

3.2.2. Analise dos padroes de fratura

As amostras fraturadas foram observadas em microscopio optico (VH-M100 Keyence
Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil) para realizacdo da analise do padrédo de fratura (Coesiva, adesiva

ou mista).

3.2.3. Morfologia da fratura - Microscopia eletrdnica de varredura

Analises complementares demonstrativas de cada tipo de padréo de fratura encontrado
para os diferentes grupos, foram analisados através de Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV, EVO MAL0, ZEISS) a fim de caracterizar a interface.

Para isso, os palitos fraturados foram armazenados em agua deionizada por um periodo
ndo superior a 24 horas, secos com papel absorvente e fixados em stubs de aluminio com auxilio

de fita dupla face de carbono (Electron Microscopy Sciences, Washington, EUA) (Figura 13).
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Em seguida, todos os espécimes receberam cobertura de ouro-palddio (Bal-Tec, modelo SCD
050 sputter coater, Balzers, Liechtenstein) (Figura 14) para serem observados em microscopio
eletronico de varredura em aumentos de 1000x, 2000x e 5000x, a uma aceleracdo de voltagem

de 20 kW, WD = 30 mm e spotsize 28 mm.

Figura 13 - Palitos fixados para serem metalizados em seguida, para analise em MEV.
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3.2.4. Andlise da interface adesiva - Microscopia eletrénica de transmisséo

Para andlise em Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET, JEM-1010, JEOL,
Tokio, Japéo), foram selecionados dois dentes para cada grupo (n = 2) e restaurados conforme
descrito anteriormente. Apoés restauracdo, foram cortados (Buehler, Lake Buff, IL, EUA) em
secgBes de 2 x 2 mm a 1 mm da interface adesiva. Os espécimes foram fixados (Karnovsky,
Electron Microscopy Sciences, Hatflied, PA, EUA) (Figura 15) e posteriormente, embebidos
em resina epodxica (Electron Microscopy Sciences, Hatflied, PA, EUA) em reservatdrios
apropriados (Figura 16). Ato continuo, foram obtidas fatias nanométricas, de aproximadamente
90 nm, com o auxilio de faca de diamante acoplada em micrétomo (MT-2C, RMC, Florida,
EUA) e analisadas nos mesmos periodos testados para a RU.

Figura 15 - Fixagdo das amostras para serem incluidas em resina epoxi,
a fim de serem analisadas em MET.
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Figura 16 - Amostras incluidas em resina ep6xi a fim de serem analisadas em MET.

Rocio Ge;zg Vivanco



2. Resultados







Resultados | 59

4.1. RESISTENCIA DE UNIAO A MICROTRACAO

As medianas e erro padrdo (EP) da resisténcia de unido (MPa) para cada grupo séo
apresentados nas Tabelas 3 a 7.

Tabela 3 - Mediana e erro padrdo da média (EP) da resisténcia de unido (MPa) para os grupos testados ap6s 24
horas (ANOVA de dois fatores, teste de Bonferroni, p <.05).

Tratamentos Higidos Cariados
Controle 14.47 (2.13) aA 3.72 (0.43) bA
CHX 17.43 (1.91) aA 5.29 (1.22) bAB
Bio 16.07 (2.07) aA 4.78 (0.69) bAB
P16 16.05 (1.91) aA 6.86 (0.79) aAB
P45 13.20 (3.51) aA 7.36 (1.17) bAB
CHX Bio 17.96 (3.22) aA 7.62 (1.61) aB
P16 Bio 14.01 (1.41) aA 8.04 (1.69) aB
P45 Bio 13.60 (1.78) aA 8.66 (1.45) aB

Letras diferentes, mindsculas na linha e maidsculas na coluna, indicam diferenca estatisticamente significante (p <
.05).

Tabela 4 - Mediana e erro padréo da média (EP) da resisténcia de unido (MPa) para os grupos testados apds 6 meses
(ANOVA de dois fatores, teste de Bonferroni, p < .05).

Tratamentos Higidos Cariados

Controle 14.95 (1.62) aAB 10.13 (1.77) aA
CHX 12.48 (1.48) aAB 3.98 (1.65) bA
Bio 10.96 (1.31) aA 5.44 (0.95) aA

P16 20.77 (1.98) aB 1.81 (1.85) bA

P45 15.47 (2.01) aAB 6.41 (0.79) aA
CHX Bio 12.98 (1.54) aAB 9.23 (2.90) bA
P16 Bio 14.56 (1.41) aAB 2.65 (1.26) bA
P45 Bio 14.20 (1.95) aAB 3.20 (0.87) bA

Letras diferentes, mindsculas na linha e mailsculas na coluna, indicam diferenca estatisticamente significante (p <
.05).
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Tabela 5 - Mediana e erro padrao da média (EP) da resisténcia de unido (MPa) para os grupos testados apés 1 ano
(ANOVA de dois fatores, teste de Bonferroni, p <.05).

Tratamentos Higidos Cariados

Controle 15.68 (1.55) aA 4.69 (1.13) bA
CHX 15.12 (1.54) aA 3.42 (0.46) bA
Bio 14.35 (1.75) aA 4.90 (0.68) bA

P16 13.92 (2.56) aA 3.47 (0.98) bA

P45 16.88 (1.78) aA 8.10 (1.71) bA
CHX Bio 13.73 (1.91) aA 3.10 (0.86) bA
P16 Bio 15 (1.90) aA 6.24 (1.12) bA
P45 Bio 15.06 (2.67) aA 3.95 (0.76) bA

Letras diferentes, mintsculas na linha e maiGsculas na coluna, indicam diferenca estatisticamente significante (p <
.05).

Tabela 6 - Mediana e erro padrdo da média (EP) da resisténcia de unido (MPa) para os grupos higidos testados ap6s
24 horas, 6 meses e 1 ano (ANOVA de dois fatores, teste de Bonferroni, p <.05).

Tratamentos 24 horas 6 meses 1 ano

Controle 14.47 (2.13) aA 14.95 (1.62) aA 15.68 (1.55) aA
CHX 17.43 (1.91) aA 12.48 (1.48) aAB 15.12 (1.54) aA
Bio 16.07 (2.07) aA 10.96 (1.31) aAB 14.35 (1.75) aA
P16 16.05 (1.91) aA 20.77 (1.98) aB 13.92 (2.56) aA
P45 13.20 (3.51) aA 15.47 (2.01) aAB 16.88 (1.78) aA
CHX Bio 17.96 (3.22) aA 12.98 (1.54) aAB 13.73 (1.91) aA

P16 Bio 14.01 (1.41) aA 14.56 (1.41) aAB 15 (1.90) aA
P45 Bio 13.60 (1.78) aA 14.20 (1.95) aAB 15.06 (2.67) aA

Letras diferentes, mindsculas na linha e maidsculas na coluna, indicam diferenga estatisticamente significante (p <
.05).

Tabela 7 - Mediana e erro padrdo da média (EP) da resisténcia de unido (MPa) para os grupos cariados testados
apos 24 horas, 6 meses e 1 ano (ANOVA de dois fatores, teste de Bonferroni, p < .05).

Tratamentos 24 horas 6 meses 1 ano

Controle 3.72 (0.43) aA 10.13 (1.77) aA 4.69 (1.13) aAB
CHX 5.29 (1.22) aA 3.98 (1.65) aAB 3.42 (0.46) aAB
Bio 4.78 (0.69) aA 5.44 (0.95) aAB 4.90 (0.68) aAB

P16 6.86 (0.79) aA 1.81 (1.85) aAB 3.47 (0.98) aAB

P45 7.36 (1.17) aA 6.41 (0.79) aAB 8.10 (1.71) aA
CHX Bio 7.62 (1.61) aA 9.23 (2.90) abAB 3.10 (0.86) bB
P16 Bio 8.04 (1.69) aA 2.65 (1.26) aAB 6.24 (1.12) aAB
P45 Bio 8.66 (1.45) aA 3.20 (0.87) bB 3.95 (0.76) bAB

Letras diferentes, mindsculas na linha e maidsculas na coluna, indicam diferenca estatisticamente significante (p <

05).
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Os resultados demonstraram que entre as amostras testadas apds 24 horas, o substrato foi
significativo (p <.05), com maior resisténcia de unido na dentina higida quando n&o foi tratada
(Controle) e quando foram empregados os tratamentos CHX, Bio e P45 (Tabela 3). Entre os
dentes higidos testados apds 24 horas ndo houve diferenca significativa (p > .05) independente
do tratamento executado; enquanto que nos cariados, 0s grupos onde houve associacdo de
tratamentos (CHX Bio, P16 Bio e P45 Bio) resultaram em maior resisténcia de unido, sendo
significativa (p <.05) quando comparado com o grupo Controle, sem diferenca entre si (p > .05)
(Tabela 3).

Ao contrério das amostras testadas ap6s 24 horas, ap6s 6 meses de envelhecimento o
substrato higido apresentou maior resisténcia de unido (p < .05) em comparagdo com o cariado
para todos 0s grupos, exceto para os grupos Controle, Bio e P45, em que ndo houve diferenca
significativa (p > .05) (Tabela 4). Entre os dentes higidos testados ap0s 6 meses, o grupo P16
mostrou a maior resisténcia de unido, sendo significativa (p < .05) quando comparado com o
grupo Bio. Porém, entre os dentes cariados ndao houve diferenca (p > .05) (Tabela 4).

Entre as amostras testadas ap6s 1 ano de envelhecimento, o substrato foi significativo (p
< .05) para o tratamento de superficie em todos 0s casos, sendo a resisténcia de unido maior na
dentina higida. Contudo, entre os tratamentos ndao houve diferenca (p > .05) para nenhum dos
substratos (Tabela 5).

Quando comparado o tempo de envelhecimento nos substratos higidos, este ndo foi
significativo (p > .05) na resisténcia de unido, independentemente do tempo de envelhecimento
testado. No entanto, entre os dentes higidos testados apds 6 meses, 0 grupo P16 exibiu a maior
resisténcia de unido, sendo significativa (p < .05) quando comparado com o grupo Controle
(Tabela 6).

Por outro lado, o tempo de envelhecimento nos dentes cariados foi significativo para o
grupo CHX Bio. Dentes testados ap0s 24 horas apresentaram maior resisténcia de uniao (p < .05)
que aqueles envelhecidos por 1 ano. Do mesmo modo, o grupo P45 Bio exibiu maior resisténcia
de unido (p < .05) quando foi testado apds 24 horas, resultado diferente dos envelhecidos por 6
meses e 1 ano (p < .05), que ndo apresentaram diferenca entre si (p > .05) (Tabela 7). Entre 0s
dentes cariados testados apds 6 meses, o grupo Controle obteve a maior resisténcia de uniao,
sendo significativa (p < .05) quando comparado com o grupo P45 Bio. Assim mesmo, entre as
amostras cariadas testadas apds 1 ano, o grupo P45 mostrou a maior resisténcia de unido, sendo

significativa (p <.05) quando comparado com o grupo CHX Bio (Tabela 7).
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4.2. ANALISE DOS PADROES DE FRATURA

A distribuicdo dos padrdes de fratura dos diferentes grupos propostos, pode ser observada

nos Graficos 1 a 3.

Graéfico 1 - Distribuicéo (%) dos padrdes de fratura para os grupos testados ap0s 24 horas.
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Gréfico 2 — Distribuicdo (%) dos padrdes de fratura para 0s grupos testados ap6s 6 meses.
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Gréfico 3 — Distribuicdo (%) dos padrdes de fratura para os grupos testados ap6s 1 ano.
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Independentemente do tempo de envelhecimento, a dentina higida apresentou maior
prevaléncia de fraturas adesivas e mistas, enquanto a dentina cariada mostrou mais fraturas néo
adesivas (Gréaficos 1-3). As amostras higidas testadas apds 24 horas exibiram maior incidéncia
de fraturas ndo adesivas quando o Propolis e/ou o Biosilicato foi utilizado como tratamento de
superficie (Grafico 1). Por outro lado, independente do substrato, depois do envelhecimento as
fraturas ndo adesivas aumentaram para todos os grupos (Graficos 1-3), aumentando ainda mais

apos 1 ano (Gréfico 3).

43. MORFOLOGIA DA FRATURA - MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA

As fotomicrografias (MEV) da interface adesiva para todos os grupos testados podem ser

encontradas nos Quadros 1 e 2, ilustrando as caracteristicas mais representativas.
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Quadro 1 (Continua) - Fotomicrografias representativas das imagens obtidas por MEV para os grupos higidos.

Tratamentos 24 horas 6 meses 1ano

Controle

CHX

Asterisco = Smear layer; Seta branca = Tubulo dentinério aberto.
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Quadro 1 (Continuacéo) - Fotomicrografias representativas das imagens obtidas por MEV para os grupos higidos.

Tratamentos 24 horas 6 meses 1ano

Bio

P16

-

Asterisco = Smear layer; Seta branca = TUbulo dentinério aberto; Mo branca = Particula de Biosilicato; M&o preta = Ponto de remineraliza¢do; Sustenido = Tags de resina.

Rocio Ge@ Vivanco



Resultados | 67

Quadro 1 (Continuacéo) - Fotomicrografias representativas das imagens obtidas por MEV para os grupos higidos.

Tratamentos 24 horas 6 meses 1ano

Sy

P45

CHX Bio
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Quadro 1 (Concluséo) - Fotomicrografias representativas das imagens obtidas por MEV para os grupos higidos.

Tratamentos 24 horas 6 meses 1ano

-

P16 Bio

P45 Bio
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Asterisco = Smear layer; Seta branca = TUbulo dentinério aberto; Mo branca = Particula de Biosilicato; M&o preta = Ponto de remineraliza¢do; Sustenido = Tags de resina.
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Quadro 2 (Continua) - Fotomicrografias representativas das imagens obtidas por MEV para 0s grupos cariados.

Tratamentos 24 horas 6 meses 1ano
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Quadro 2 (Continuacdo) - Fotomicrografias representativas das imagens obtidas por MEV para 0s grupos cariados.

Tratamentos 24 horas 6 meses 1ano

Bio

SUm ¢ — gt : L X2, — SEI 20kV  WD15mm S$25 x2,000  10pm

%2,000 10pm 20kV WD17mm SS25 x5,000 Spm R —— SEl 20pv WD17mm SS25 “ x2,000 10pny
. )

Asterisco = Smear Ia{er; Seta branca = Tubulo dentinario aberto; Letra X = Fibrilas coladgenas desprotegidas e desorganizadas; Elipse = Particulas do extrato de prépolis com
baixo teor de polifendis; Sustenido = Tags de resina.
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Quadro 2 (Continuacao) - Fotomicrografias representativas das imagens obtidas por MEV para 0s grupos cariados.

Tratamentos 24 horas 6 meses 1ano
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Quadro 2 (Concluséo) - Fotomicrografias representativas das imagens obtidas por MEV para 0s grupos cariados.

Tratamentos 24 horas 6 meses 1ano

P16 Bio

Sew™

SEI 20kV'  WDi5mm' .SS25 X2,000 < 10pm  =——

P45 Bio

- \ '\*

5 ) % L2 ey i S 3 P A~ !' ﬁ;’
wD! $S530 4 X2,000"  AQuNT f — SEI 20KV, WD15mm SS26 X1,000  10pm s m— SEI"R20kV WD15mm - SS25 f,\~-52.009 10pm
. » " - g “ - \ -

[ 1

e =
A

Asterisco = Smear layer; Seta branca = Tubulo dentinario aberto; Elipse = Particulas do extrato de prépolis com baixo teor de polifendis; Mao branca = Particula de Biosilicato;
Sustenido = Tags de resina.
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Atraveés da Microscopia Eletronica de Varredura, nos substratos higidos, percebe-
se a presenca de uma camada de smear layer, parcialmente removida, cobrindo os tbulos
dentinarios, quase completamente obliterados por ela e pela smear plug (Quadro 1).
Mostra-se, assim, 0 padrdo classico de condicionamento obtido com sistemas self-etch.
(68) Do mesmo modo, foram observados poucos tags de resina, curtos e circundados por
dentina superficialmente desmineralizada apenas nos substratos que foram tratados com
0s extratos de prépolis ou quando os tratamentos foram associados (Quadro 1 — Grupos
P16 em todos os periodos de tempo, P45 ap6s 1 ano, CHX Bio ap6s 6 meses, P16 Bio
apos 1 ano e P45 Bio apds 6 meses).

Nos dentes cariados foi possivel apreciar, em todos 0s grupos, uma maior
desmineralizacdo da superficie dentinaria, maior remocéo da smear layer e a formacgéo
dos tags de resina, em maior quantidade e comprimento no interior dos tubulos
dentinarios (Quadro 2). Neste substrato encontraram-se também tubulos mais expostos e
com maior didmetro (Quadro 2) comparado com o observado nos substratos higidos
(Quadro 1). Assim mesmo, evidencia-se uma dentina peritubular e intertubular com
fibrilas colagenas expostas, desprotegidas e desorganizadas pelo processo de carie
(Quadro 2).

Nos substratos higidos e cariados tratados com Biosilicato, com e sem associagdo
de outro tratamento, nota-se particulas de Biosilicato bem definidas, na smear layer
(Quadro 1 e 2), algumas delas obliterando os tubulos dentinarios (Quadro 2 — Grupos P16
Bio e P45 Bio testados ap6s 24 horas). Além disso, especificamente nos substratos
higidos tratados s6 com Biosilicato e em associagdo com propolis com alto teor de
polifendis, e submetidos a envelhecimento (Quadro 1 — Grupos Bio e P45 Bio apos 6
meses e 1 ano), percebe-se um aumento na radiopacidade destas particulas, sugestivo de
possiveis pontos de remineralizacdo. Por outro lado, nos dentes cariados artificialmente,
nos grupos onde foi aplicada a prépolis com baixo teor de polifendis, com e sem
associacdo, evidencia-se microparticulas provenientes do préprio extrato (Quadro 2 —

Grupos P16 e P16 Bio em todos os periodos de tempo).
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4.4. ANALISE DA INTERFACE ADESIVA - MICROSCOPIA ELETRONICA DE
TRANSMISSAO

As fotomicrografias (MET) da interface adesiva para todos os grupos testados
podem ser encontradas nos Quadros 3 e 4, ilustrando as caracteristicas mais

representativas.
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Quadro 3 (Continua) - Fotomicrografias representativas das imagens obtidas por MET para os grupos higidos.

Tratamentos 24 horas 6 meses

g
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CHX

Bio

Asterisco = Smear layer; Letra X = Mineral da dentina; Mo preta = Ponto de remineralizagéo.
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Quadro 3 (Continuacéo) - Fotomicrografias representativas das imagens obtidas por MET para os grupos higidos.

Tratamentos 24 horas 6 meses 1ano

P16

P45

R

" C e TR P
Imagem indicativa da acéo do veiculo do extrato d

Seta prefa =

~ § >‘. ;\(I f‘ i )‘lpﬂ(d'

Letra X = Mineral da dentina; Elipse = Particulas do extrato de prdpolis com baixo teor de ﬁolifenbis; e r()polis
na dentina; Tridngulo = Extrato de propolis com alto teor de polifendis.
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Quadro 3 (Continuacéo) - Fotomicrografias representativas das imagens obtidas por MET para os grupos higidos.

Tratamentos

6 meses 1 ano

CHX Bio

P16 Bio

acdo do veiculo do extrato de prépolis na dentina.
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Quadro 3 (Concluséo) - Fotomicrografias representativas das imagens obtidas por MET para os grupos higidos.

Tratamentos 24 hora 6 meses

=T s

P45 Bio

Letra X = Mineral da dentina; M&o preta = Ponto de remineralizagéo.
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Quadro 4 (Continua) - Fotomicrografias representativas das imagens obtidas por MET para 0s grupos cariados.

Tratamentos 24 hora 6 meses

Controle

CHX

Letra X = Mineral da dentina.
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Quadro 4 (Continuacdo) - Fotomicrografias representativas das imagens obtidas por MET para 0s grupos cariados.

TR

Tratamentos 24 horas 6 meses 1ano

Bio

P45

Letra X = Mineral da dentina; M&o preta = Ponto de remineralizacéo.
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Quadro 4 (Continuacdo) - Fotomicrografias representativas das imagens obtidas por MET para 0s grupos cariados.

Tratamentos 24 horas 6 meses 1ano

CHX Bio

P16 Bio

ok

iculo do extrato de prdpolis na dentina. -

Letra X = Mineral da dentina; M&o preta = Ponto de remineralizacdo; Seta preta = Imagem indicativa da a¢&o do ve
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Quadro 4 (Concluséo) - Fotomicrografias representativas das imagens obtidas por MET para os grupos cariados.

Tratamentos 24 horas 6 meses 1ano

P45 Bio

Letra X = Mineral da dentina; M&o preta = Ponto de remineralizacgéo.
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Através da Microscopia Eletronica de Transmissdo foi possivel observar boa
interacdo do sistema adesivo com a dentina e a formacdo da camada hibrida, em ambos
substratos (Quadro 3 e 4). Além disso, no substrato higido tratado sé com clorexidina,
nota-se a presenca de smear layer, ndo completamente removida, incorporada a camada
(Quadro 3 — Grupo CHX analisado ap6s 24 horas e 1 ano). Por outra parte, no caso dos
substratos cariados percebe-se maior degradacdo da camada hibrida (Quadro 4), que foi
aumentando para ambos substratos a medida que o tempo de envelhecimento aumentou
(Quadro 3 e 4). Assim, na dentina cariada tratada com clorexidina sem associacao,
observa-se, ap0s 6 meses de envelhecimento, uma camada hibrida muito fina (Quadro 4
— Grupo CHX analisado apds 6 meses) e ap6s um ano a degradacdo dela (Quadro 4 —
Grupo CHX analisado ap6s 1 ano) que também foi visto quando este substrato foi tratado
S0 com o sistema adesivo (Quadro 4 — Grupo Controle analisado apds 1 ano).

Independentemente do substrato, nos grupos tratados com Biosilicato, com e sem
associagdo de outro tratamento (Quadro 3 — Grupos Bio, CHX Bio, P16 Bio e P45 Bio
apos 6 meses e 1 ano; Quadro 4 — Grupos Bio, P16 Bio e P45 Bio ap6s 6 meses e 1 ano),
constata-se areas com maior densidade, sugestivo de regides de inicio de remineralizagédo
no tecido dentinério, areas que aumentaram ao longo do tempo.

Por outro lado, nas amostras higidas tratadas com prépolis com baixo teor de
polifendis, com e sem associacdo, é possivel visualizar uma excelente hibridizacéo e
formac&o de uma camada hibrida, com particulas do extrato espalhadas no tecido (Quadro
3 — Grupos P16 e P16 Bio em todos os periodos). Assim mesmo, tanto na dentina higida
quanto na cariada, foi possivel observar boa interacdo do extrato com a dentina em
virtude do 6leo de ricino, o qual é visto como uma sombra em intimo contato com a
superficie dentinaria (Quadro 3 — Grupos P16 analisados apds 24 horas e 1 ano e P16 Bio
analisado apos 24 horas; Quadro 4 — Grupo P16 Bio analisado apds 24 horas).

De outra parte, quando o substrato foi tratado somente com o Biosilicato, verifica-
se, além de areas de remineralizacdo, areas de degradacao, visiveis na coloracéo branca.
Entretanto, observa-se no grupo tratado com propolis com baixo teor de polifendis,
seguido deste biomaterial, menor degradacdo da camada hibrida quando comparado com
0s demais grupos (Quadro 4 — Grupos analisados ap0s 1 ano).

Finalmente, na dentina higida tratada com propolis como alto teor de polifendis,
nota-se estruturas sugestivas de serem particulas de prépolis suspensas incorporadas a

camada hibrida (Quadro 3 — Grupo P45 analisado apds 24 horas e 1 ano).
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Em razdo da fragilidade do substrato cariado, para os grupos tratados com extrato
de propolis como alto teor de polifendis e onde foram associados clorexidina e
Biosilicato, ndo foi possivel a obtencdo de imagens apds 6 meses e 1 ano de
envelhecimento. Esse fato também aconteceu para o grupo tratado com extrato de
prépolis como baixo teor de polifendis, onde ndo foi possivel conseguir imagens em

nenhum dos periodos.
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O presente trabalho avaliou o efeito do uso de prdpolis, com diferentes teores de
polifendis, associada a suspensdo de Biosilicato na resisténcia de unido a dentina higida e
cariada de restauragc@es em composito, visando conhecer também a interacéo desses tratamentos
com a superficie dentinéria. O estudo partiu da hipdtese nula de que esta associagdo nédo
promoveria uma maior resisténcia de unido na interface dentina/adesivo, independente do teor
de polifendis e do tempo de envelhecimento. Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar
que a hipotese testada foi rejeitada, uma vez que, nas amostras cariadas testadas apds 24 horas
de armazenamento, a associacao de tratamentos resultou em maior resisténcia de unido, sendo
significativa (p < .05) quando comparado com o grupo Controle. Além disso, apds 1 ano de
envelhecimento, houve maior resisténcia de unido para o grupo tratado com prépolis com alto
teor de polifenadis, significativamente (p < .05) maior do que o grupo onde foram associados
CHX e o Biosilicato.

O conceito de Odontologia minimamente invasiva esta sendo cada vez mais utilizado
na pratica clinica. Visa preservar a estrutura dental, limitando o preparo a remocéo seletiva da
dentina infectada por bactérias e mantendo a dentina afetada sem microorganismos e com
capacidade remineralizavel, o que ajudaria na ades&o. (71) E por esse motivo que o presente
estudo avaliou também o comportamento dos diferentes tratamentos de superficie propostos na
dentina artificialmente cariada. Contudo, o substrato higido obteve melhores resultados em
comparagdo com o cariado.

Estudos prévios tém mostrado resultados similares aos encontrados no presente estudo,
sendo a resisténcia de unido na dentina cariada até 50% menor do que na higida. (22) Isto
acontece devido a perda do contetdo mineral durante a progressao da carie, que leva a formacéo
de porosidades e alteracfes na estrutura do colageno dentinario. (8) As fibrilas colagenas
degradam-se, diminuindo o numero de ligacBes cruzadas do coldgeno Tipo |. Essas
modificacbes afetam as propriedades mecéanicas da dentina, (22) entre elas, a resisténcia de
unido a tracdo. Assim mesmo, existe evidéncia de que a camada hibrida formada neste substrato
é pouco infiltrada pelos mondmeros dos sistemas adesivos, deixando fibrilas colagenas
expostas e susceptiveis a degradacédo ao longo do tempo. (22,72,73)

Mesmo na dentina higida, a resisténcia de unido de uma restauracdo adesiva depende da
estabilidade da camada hibrida, (11) a qual pode sofrer degradacdo hidrolitica e/ou protedlise
das fibrilas colagenas se encontram-se desprotegidas. (15) Tanto o condicionamento com acido

fosforico ou com mondmeros acidos dos sistemas self-etch quanto os acidos produzidos pelas
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bactérias, diminuem o pH do meio gerando alteragdes na estrutura dentinaria e ativando as
MMPs. (11,14,19) O sistema adesivo Single Bond Universal, empregado no presente estudo,
apresenta um pH de 2.7 que Ihe fornece a acidez necessaria para seu uso no modo self-etch (74)
mas também segundo Mazzoni et al., suficiente para ativar as MMPs. (75)

As MMPS sdo enzimas proteoliticas que intervém em muitos processos bioldgicos;
(8,13) por exemplo durante o desenvolvimento e maturacdo dental contribuem na reorganizacéo
da matriz organica antes da sua mineralizacdo. (13,14) Uma vez mineralizada, permanecem
dentro da matriz dentinaria cobertas por cristais de hidroxiapatita, tornando-se iméveis e ndo-
funcionais (14,76) até que a superficie seja alterada. Quando reativadas, estas enzimas quebram
as ligacOes peptidicas por meio da adi¢cdo de agua, degradando a matriz. (14)

E assim que, tém sido propostos diversos inibidores de MMPs, os quais baseiam-se na
quelacdo dos grupos zinco e calcio, necessarios para a atividade enzimatica delas. (23) A
clorexidina tem mostrado bons resultados clinicos e laboratoriais aumentando a longevidade
das restauracdes. (22-25) Gracas a suas moléculas anfipaticas, pode penetrar facilmente no
interior dos tabulos dentinarios e se ligar a varias proteinas. (77) Além disso, € um agente
catibnico com forte afinidade por estruturas organicas (coldgeno) e inorganicas (hidroxiapatita)
carregadas negativamente, especialmente quando aplicado apds condicionamento acido.
(78,79) Assim, na dentina mineralizada a clorexidina se liga eletrostaticamente aos grupos
fosfatos da hidroxiapatita, enquanto que na dentina desmineralizada, além de se ligar aos grupos
carboxilicos do colageno, também pode formar ligacGes de hidrogénio com eles. (27)

A clorexidina inibe a atividade das MMPs por mecanismo de quelacéo, no qual os ions
metéalicos (calcio e zinco) do meio sdo sequestrados impedindo a ativacéo catalitica das MMPs.
(23) Contudo, é soluvel em &gua, portanto, a sua eficacia ao longo prazo pode ser
comprometida. (27,29) Também, sabe-se que perde sua efetividade na presenca de ions de
calcio liberados por alguns sistemas adesivos, e neste caso proveniente das particulas de
Biosilicato. (80) Provavelmente foi por essas razdes que quando os dentes cariados tratados
com clorexidina seguido do Biosilicato foram envelhecidos por 1 ano antes do teste, a
resisténcia de unido diminuiu, sendo significativamente menor (p < .05) quando comparado
com aqueles tracionados ap6s 24 horas (Tabela 7). Do mesmo modo, nas amostras tratadas com
esta substancia, a MET revelou uma camada hibrida muito fina apés 6 meses de envelhecimento
(Quadro 4 — Grupo CHX analisado ap6s 6 meses) e a sua degradacéo apés 1 ano (Quadro 4 —

Grupo CHX analisado ap6s 1 ano). Em um estudo realizado por Montagner et al., (21) também
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encontraram uma maior resisténcia de unido em periodos iniciais quando a clorexidina foi
aplicada como inibidor, comparado com os periodos de envelhecimento. Devido a esse
inconveniente, agentes de ligacdo cruzada tém sido introduzidos como uma forma mais
permanente de inativar as enzimas proteases. (32)

Nas Ultimas décadas, os produtos naturais tém sido bastante estudados para serem
utilizados na &rea da odontologia, em razdo de sua biocompatibilidade, baixa toxicidade e por
ser um recurso renovavel. (32) A prépolis € uma resina viscosa e de cor variada, extraida de
arvores e plantas (principalmente casca de arvores e folhas), que depois € mastigada e misturada
com enzimas salivares (amilases, catepsinas, lipases e tripsina) das proprias abelhas e
adicionada cera. (37) Gragas a sua composi¢ao quimica, apresenta multiplas propriedades ja
conhecidas e bem descritas na literatura, (38,39) e poderia ser um substituto natural a
clorexidina.

A matriz extracelular da dentina esta composta principalmente por coldgeno Tipo | que
representa cerca de 90% da parte organica. Dessa maneira, estratégias para aumentar a
durabilidade das restauragcdes adesivas seriam inibindo as colagenases ou melhorando as
propriedades mecanicas do colageno, tornando as fibrilas mais estaveis, resistentes e insollveis.
(81) No colageno, a propolis promove a formacéo de ligagbes cruzadas inter e intramoleculares,
reforcando as fibrilas colagenas e evitando a sua degradacdo enzimatica. Como consequéncia,
as suas propriedades mecanicas sdo melhoradas, entre elas a resisténcia de unido a tracdo. (82)
Além disso, induz a diferenciacdo de fibroblastos, os quais remodelam a matriz extracelular;
produzindo colageno, proteoglicanos, glicosaminoglicanos e elastina. (83)

Mais especificamente, os flavonoides, componentes ativos mais importantes da
propolis, interagem com o colageno, estabilizando-o através de quatro mecanismos: Ligacoes
covalentes, ibnicas, pontes de hidrogénio e ligacdes hidrofobicas. (84) Sabe-se também que
estes sdo capazes de diminuir a peroxidacdo lipidica, incrementando a resisténcia das fibrilas
colagenas, e de inibir a atividade enzimética das MMPs. (39) Outro componente ativo
destacavel é o tanino, um polifenol que precipita proteinas e forma ligacdes cruzadas com elas
para formar complexos estaveis, (85) melhorando a estabilidade mecanica e estrutural do
colageno e, por tanto, aumentando a durabilidade da camada hibrida. (86)

Ambos compostos sdo potentes antioxidantes, podendo ser benéfico para o colageno.
Segundo Edgar et al., (87) na pele, uma diminuicdo das defesas antioxidantes resulta no

incremento da expressdo das MMPs e reducgéo da sintese de colageno. Assim, a administracdo
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de antioxidantes, como os polifendis, diminuiria o estresse oxidativo; ja que, sdo capazes de
interceptar a cadeia de oxidacdo de radicais livres através da doacdo de hidrogénio de suas
hidroxilas fendlicas. (88) Assim mesmo, gracas a este potencial, os componentes do extrato de
prépolis poderiam ser liberados mais vagarosamente, auxiliando na preservacéo da interface
adesiva por longos periodos de tempo. (89) Todas estas caracteristicas descritas anteriormente
explicariam porqué quando os dentes higidos foram testados ap6s 6 meses de envelhecimento,
0 grupo tratado com prépolis com baixo teor de polifendis obteve a maior resisténcia de unido
(Tabela 4), sendo inclusive maior daquele grupo tratado com propolis com alto teor de
polifendis (p > .05).

Como citado previamente, varios estudos afirmam que a atividade da propolis depende
do teor de fendis e flavonoides totais. (49,55) Desta forma, o extrato aquoso de prépolis com
alto teor de polifendis teria maior capacidade antioxidante. No entanto, segundo Du et al. (90)
um alto poder antioxidante pode influenciar negativamente na polimerizacao inicial do adesivo
e, por tanto, na conversdo de mondmeros em polimeros. Aparentemente, a canforoquinona e a
amina terciaria interagem com os flavonoides, retardando a polimerizacdo, porém, sem
prejudicar as propriedades finais ou a estabilidade do material. (89,91) Gotti et al. (91)
avaliaram o efeito de antioxidantes na interface dentina/adesivo, encontrando que altas
concentracdes afetam negativamente a resisténcia de unido imediata; ndo obstante, apos o
envelhecimento a resisténcia aumenta. Ao longo prazo, os antioxidantes podem sofrer hidrdlise;
como resultado, alguns monémeros e iniciadores ficam liberados levando a uma polimerizagéo
tardia. (91) Possivelmente, esse seria 0 motivo pelo qual as amostras tratadas com propolis com
alto teor de polifendis exibiram baixa resisténcia de unido quando testados apds 24 horas (p >
.05); porém, a medida que o tempo de envelhecimento aumentou, a resisténcia em ambos
substratos também aumentou (p > .05), exibindo a maior resisténcia entre 0s grupo; no entanto,
sendo significativo (p <.05) s nos dentes cariados submetidos ao teste depois de 1 ano (Tabela
7).

Por outro lado, a atividade biol6gica da prépolis também é influenciada pelos solventes
utilizados para sua extracdo; (55) sendo que, sdo empregados para remover o material inerte
preservando os compostos desejados. (51) O extrato de prépolis € comumente obtido usando
etanol, metanol, cloroférmio, éter ou acetona. Recentemente, novos métodos de extracdo tém
sido sugeridos, destacando aquele obtido com d&leo vegetal, o qual conserva bem as

caracteristicas organolépticas da propolis sem necessidade de uma posterior remocéo. (92)

Rocio Gery Vivanco



Discussio | 91

Buriol et al. (92) encontraram que os 0leos vegetais permitem extrair eficazmente as
substancias fenolicas bioativas da propolis, mostrando resultados antimicrobianos e citotoxicos
promissores. Mais especificamente, Pujirahayu et al. (93) observaram que o extrato oleoso de
prépolis obtido usando como solvente propilenglicol apresentou um alto teor de polifendis e
propriedades similares ou melhores do que o extrato etandlico, mais frequentemente
empregado. Em outro estudo realizado por Da Silva et al., (94) acharam que o extrato obtido a
partir de 6leo de canola teve um efeito antifungico melhor do que o extrato etanélico e uma
atividade antibacteriana equivalente ao extrato aquoso. Além disso, quando foi obtido um
extrato oleoso metandlico, a atividade antibacteriana foi inclusive melhor do que o aquoso.

No presente trabalho, o extrato de propolis com baixo teor de polifenois foi obtido a
partir de Oleo de ricino etoxilado, conseguindo uma suspensdo microparticulada, como
observado na MEV e MET (Quadro 2 e 3 — Grupos P16 e P16 Bio em todos os periodos). Este
6leo € um tensoativo amplamente utilizado na industria farmacéutica, que quando etoxilado
incrementa seu carater hidrofilico, o que altera a sua solubilidade em agua, permitindo seu uso
como solubilizante. (95) Também, essa capacidade tensoativa reduz significativamente a tensao
superficial e diminui o angulo de contato, (95) o que contribuiria para que o extrato de propolis
e 0 adesivo se espalhem e penetrem nos tubulos dentinarios, como pode ser observado com a
formacéo de tags de resina de maior comprimento (Quadro 2 — Grupo P16 Bio testados apos
24 horas).

Sendo uma molécula anfifilica tem como caracteristica possuir duas regifes de
solubilidade diferentes, uma parte polar que possui afinidade pela agua (hidrofilica) e outra
apolar com afinidade por compostos organicos (hidrofdébica). (95) Assim, essa parte hidrofilica
poderia ter afinidade com os mondmeros hidrofilicos do sistema adesivo, facilitando sua
penetracdo atraves dos tdbulos; enquanto que, a parte hidrofobica poderia permitir uma maior
interacdo com a dentina e com a parte hidrofobica do adesivo, como mostrado com a MET
(Quadro 3 — Grupos P16 analisados apds 24 horas e 1 ano e P16 Bio analisado apos 24 horas;
Quadro 4 — Grupo P16 Bio analisado ap6s 24 horas).

Finalmente, o 6leo de ricino é extraido das sementes da planta Ricinus communis, rica
em flavonoides e taninos. (96) Isto aumentaria o teor de polifendis no extrato de prépolis; no
entanto, uma vez que é um extrato oleoso, a liberacdo deles seria mais lentamente e por um
longo periodo de tempo, o que justificaria porqué o extrato manteve bons resultados ao longo

prazo.
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Outra alternativa para aumentar a longevidade da interface adesiva seria
remineralizando a superficie dentinaria, principalmente porque, atualmente, muitas das
restauracdes adesivas séo realizadas com uma abordagem minimamente invasiva. Os vidros
bioativos e vitroceramicas bioativas pertencem ao grupo dos biomateriais, desenvolvidos com
0 intuito de tratar lesdes dsseas, substituir ou regenerar 0sso. (57) Estes biomateriais estimulam
respostas celulares especificas no nivel molecular e ativam genes que estimulam e controlam a
regeneracdo de tecidos. (57) O Bioglass 45S5 é o vidro bioativo mais conhecido e estudado.
Foi desenvolvido por Larry Hench na década dos 60 apresentando bons resultados. (97) Ap6s
0 desenvolvimento deste biovidro, foram introduzidos outros materiais visando combinar a
excelente bioatividade do Bioglass 45S5 com as boas propriedades mecéanicas de algumas
vitroceramicas, em especial o Biosilicato. (57)

O Biosilicato € uma nova vitroceramica bioativa completamente cristalizada, que
combina a alta bioatividade dos vidros bioativos com as excelentes propriedades mecanicas das
vitroceramicas. Quando entra em contato com os fluidos libera ions célcio, sédio, silica e
fosfato que elevam o pH do meio e estimulam a remineralizacdo, (97) além de gerar uma forte
unido quimica com os mondémeros funcionais do sistema adesivo. (98) Do mesmo modo, tem
em sua composicdo P.Os, que é capaz de sequestrar o célcio da dentina formando compostos
no interior dos tabulos dentinarios. (99) Tirapelli et al. (62) encontraram que este biomaterial
oclui os tabulos (Fato que também foi presenciado na MEV do presente estudo, Quadro 2 —
Grupos P16 Bio e P45 Bio testados ap6s 24 horas) e forma uma camada de hidroxiapatita na
superficie dentinaria, o que favorece a unido quimica entre o material e o tecido mineralizado.
(100) Porem, requer um tempo para reagir; sendo assim, a dissolucdo e precipitacdo dos
minerais ocorre lentamente. (57,101)

Os grupos tratados sé com a suspensdo de Biosilicato, sem associacdo de outro
tratamento, ndo apresentaram os resultados esperados e observados em outros estudos prévios.
De Morais et al. (68) encontraram uma maior resisténcia de unido ap6s 6 meses de
envelhecimento, tanto em dentina higida quanto desmineralizada, quando o substrato foi tratado
com Biosilicato, comparado com grupos sem tratamento. Contrariamente, no presente trabalho,
0s substratos higidos tratados com Biosilicato tracionados ap0s 6 meses, exibiram a menor
resisténcia de unido entre os grupos, sendo significativo (p < .05) quando comparado com o

grupo onde foi aplicado o extrato de propolis com baixo teor de polifendis (Tabela 4).
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As microfotografias feitas na MEV revelam a presenca das particulas de Biosilicato
sobre a superficie dentinaria (Quadro 1 e 2), algumas ocluindo os tubulos dentinérios.
Provavelmente o tamanho das particulas ndo foi o adequado ou elas ndo foram completamente
dissolvidas, o que interferiu na penetracdo do sistema adesivo nos tibulos dentinarios para a
formacdo de tags de resina ou na infiltracdo das préprias particulas de Biosilicato. Por outro
lado, inicialmente foram observadas com a MEV (Quadro 1 e 2) particulas mais definidas e
uniformes; conforme aumentou o tempo de envelhecimento, as particulas se tornaram mais
irregulares e menos nitidas. Aparentemente, ap6s o envelhecimento, as particulas de Biosilicato
nédo foram dissolvidas completamente, mas percebe-se uma integra¢do com o tecido conjuntivo.
Além disso, especificamente nas amostras higidas tratadas com Biosilicato e em associacao
com propolis com alto teor de polifendis, nota-se aumento na radiopacidade destas particulas
(Quadro 1 — Grupos Bio e P45 Bio ap0s 6 meses e 1 ano); e por meio da analise em MET,
independente do substrato, areas de maior densidade indicando possivel inicio de
remineralizacdo do tecido dentinario (Quadro 3 — Grupos Bio, CHX Bio, P16 Bio e P45 Bio
apos 6 meses e 1 ano; Quadro 4 — Grupos Bio, P16 Bio e P45 Bio ap0s 6 meses e 1 ano), que
aumentaram ao longo do tempo.

Outro fator que pode ter contribuido na baixa resisténcia de unido destes grupos tratados
com Biosilicato, ¢ o sistema adesivo empregado. O adesivo Single Bond Universal é um
adesivo universal ou multimodal que pode ser utilizado tanto pela técnica convencional (etch-
and-rinse) quanto pela autocondicionante (self-etch). (102) E apresentado em um Gnico frasco,
e no modo self-etch é empregado como passo Unico com o objetivo de diminuir os passos
clinicos, assim, minimizando o tempo e a sensibilidade da técnica. N&o obstante, apresenta uma
acidez menor do gue a obtida com &cido fosférico, (103) mostrando entdo, uma acao limitada.
Os sistemas adesivos self-etch desmineralizam sé superficialmente a dentina e removem
parcialmente a smear layer, (68) incorporando-a a camada hibrida. Através da MEV e MET foi
possivel observar nos substratos higidos tratados com o sistema adesivo, um tecido conjuntivo
desorganizado e a presenca de smear layer e smear plug (Quadro 1 — em todos os grupos e
Quadro 3 — Grupo CHX analisado ap6s 24 horas e 1 ano), o que poderia justificar os resultados
encontrados, devido a acdo maior do sistema adesivo sobre a smear layer do que sobre a dentina
subjacente e as caracteristicas operacionais de cada tratamento realizado. Assim mesmo, a falta
de uma remogdo completa da smear layer, também pode ter influenciado negativamente na

acdo do biomaterial. Presumivelmente, os mondmeros &cidos de metacrilato do adesivo néo
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tiveram a acidez suficiente para criar microporosidades com a profundidade necessaria, ficando
as particulas de Biosilicato sedimentadas s6 na superficie (Quadro 1 e 2). De outra parte, de
acordo com Gabbai-Armelin et al., (104) quando o Biosilicato reage, o pH torna-se alcalino,
podendo apresentar um pH 10 em 24 horas. Talvez isso gerou um efeito tampédo, novamente
interferindo no potencial desmineralizante do adesivo e diminuindo a eficacia da vitroceramica.

Em contraste, na dentina cariada, a presenca de minerais acidos decorrentes da solucao
desmineralizante do desafio cariogénico, pode ter colaborado na desmineralizacdo mais
profunda da dentina, (105) exibindo através da MEV uma maior remocdo da smear layer, maior
exposicao dos tubulos dentinarios e a penetracdo do sistema adesivo neles, para a formacao
dos tags de resina, em maior comprimento e quantidade (Quadro 2). Deste modo, nos substratos
cariados tratados s6 com o sistema adesivo encontraram-se valores de resisténcia de unido
semelhantes aos obtidos nos outros grupos.

E importante salientar que os substratos higidos tiveram resultados similares apds 24
horas, independentemente do grupo, provavelmente devido ao fato de que testes imediatos s6
mostram o desempenho do sistema adesivo. Os tratamentos de superficie precisam de algum
tempo para reagir com a superficie dentinéaria. (60)

Melhoras na composicdo quimica dos sistemas adesivos self-etch, incluindo novos
mondmeros hidrofilicos e mondmeros acidos resinosos, permitiriam uma interacdo efetiva com
a dentina, melhorando a resisténcia de unido inicial deles. (106) Assim, o sistema adesivo Single
Bond Universal apresenta na sua composicdo o mondémero acido funcional 10-
metacriloiloxidecil dihidrogénio fosfato (10-MDP) e o copolimero de acido polialcendico, os
quais permitem uma unido quimica e estavel com o calcio da hidroxiapatita. (107) Porém, a
incorporacdo de maior quantidade de mondmeros hidrofilicos e seu pH, incrementariam a
sorcdo de dgua e a acumulacédo dela nas porosidades, o que degradaria 0s monémeros resinosos
2-hidroxietil-metacrilato (HEMA), trietileno glicol dimetacrilato (TEGDMA) e MDP, (108) e
em longo prazo ocasionaria a hidrolise da camada hibrida, (106,109) como constatado nas
amostras higidas envelhecidas por 6 meses. Nessas condi¢Bes, o grupo Controle mostrou a
menor resisténcia de unido, sendo significativa (p < .05) quando comparado com 0 grupo que
foi tratado com o extrato de prépolis com baixo teor de polifendis (Tabela 6).

De outro lado, embora vérios estudos tenham demonstrado uma diminuigdo nos valores
de resisténcia de unido apés periodos de armazenamento, mesmo curtos, devido a hidrélise da

interface adesiva, (18,21,110) no presente estudo isso ndo aconteceu; para 0s substratos higidos
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o0 envelhecimento ndo influenciou negativamente na adeséo (Tabela 6, p > .05). Em todos os
grupos, os valores de resisténcia de unido foram mantidos ao longo do tempo, o que resulta em
efeito promissor. J& na dentina cariada, os resultados foram diferentes. Neste substrato, o
volume de dgua aumenta, ja que ela substitui os minerais perdidos, em uma mesma proporc¢ao.
Por meio da MET foi possivel verificar maior degradacdo da camada hibrida neste substrato
quando comparado ao higido, a qual foi aumentando a medida que o tempo de envelhecimento
aumentou (Quadro 4) A presenca de agua pode levar a diminuicdo da resisténcia de unido,
mesmo imediata. (72) Possivelmente, o motivo pelo qual os dentes cariados que s6 foram
tratados com o sistema adesivo, exibiram a menor resisténcia de unido ap6s 24 horas entre todos
0s grupos, sendo significativa (p < .05) quando comparado com o0s grupos onde houve
associacgéo de tratamentos (Tabela 3). Assim mesmo, este fato também justificaria a degradagéo
observada neste grupo apds 1 ano (Quadro 4 — Grupo Controle analisado ap6s 1 ano).

Como dito inicialmente, para a dentina cariada, a associa¢édo de tratamentos influenciou
positivamente na resisténcia de unido apds 24 horas. Novamente, a acidez proveniente da
solucédo desmineralizante do desafio cariogénico pode ter auxiliado na criacdo de porosidades
mais profundas e de maior diametro permitindo a penetracdo das suspensoes, inclusive das
particulas de Biosilicato (Quadro 2 — Grupos P16 Bio e P45 Bio testados apds 24 horas), e a
infiltracdo dos mondmeros do adesivo, comprovada com a MEV, a partir da visualizacdo de
tags de resina dentro dos tubulos dentinarios abertos (Quadro 2 — Grupos CHX Bio, P16 Bio e
P45 Bio).

Certamente, pelas caracteristicas descritas anteriormente neste estudo, os agentes de
ligacdo cruzada puderam interagir com as fibrilas colagenas desprotegidas (Quadro 4 — Grupos
CHX Bio, P16 Bio e P45 Bio analisados ap0s 24 horas), com os monémeros do adesivo e,
provavelmente, formar ligacdes ibnicas com o calcio e fosfato liberados da suspensdo de
Biosilicato. Nao obstante, sabe-se que as ligacbes eletrostaticas ndo sdo estaveis, podendo se
perder rapidamente. (26) Assim, isto e o ataque hidrolitico maior nos substratos cariados, seriam
as razbes pelas quais, quando foram tratados com clorexidina seguido do Biosilicato,
apresentaram a menor resisténcia de unido entre os grupos envelhecidos por 1 ano, sendo este
periodo de tempo significativo para este grupo (Tabela 7, p <.05). Do mesmo modo, explicaria
0 motivo pelo qual os dentes cariados tratados com prépolis com alto teor de polifendis seguido
do Biosilicato mostraram uma diminuicdo na resisténcia de unido apds os tempos de

envelhecimento (Tabela 7, p < .05), e fundamentaria os baixos valores de resisténcia obtidos
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neste grupo ap6s 6 meses. Os polifendis também podem sofrer hidrélise, (111) além de
degradar-se em pH alcalinos, (112) como o pH atingido com a reacdo do Biosilicato. Porém,
estas circunstancias ndo influenciaram negativamente o desempenho do extrato de propolis com
baixo teor de polifendis, provavelmente devido a presenca do dleo de ricino que favorece a
unido, como ja descrito. Neste grupo também foi observada menor degradacdo da camada
hibrida quando comparado com os demais (Quadro 4 — Grupos analisados apés 1 ano).

E indispensavel também analisar os padrdes de fratura obtidos, ja que podem expressar
0 desempenho dos tratamentos na adesdo. (113) Geralmente, altos valores de resisténcia de
unido exibem maior nimero de fraturas coesivas e menor nimero de adesivas. (114) Porém,
Dursun et al. (115) afirmam que ndo existe uma relacao direta entre esses valores e os padrdes
de fratura. No presente estudo, independentemente do substrato, conforme o tempo de
envelhecimento aumentou, as fraturas ndo adesivas aumentaram para todos os grupos (Gréaficos
1 a 3). Isto poderia indicar uma melhor interagdo, mais estavel e forte, dos tratamentos com a
superficie dentinaria ao longo do tempo, mesmo com baixos valores de resisténcia. Do mesmo
modo, no teste apos 24 horas (Grafico 1), observamos uma maior incidéncia de fraturas néo
adesivas quando a dentina higida foi tratada previamente com propolis, Biosilicato ou a
associacgdo deles; e na dentina cariada, independentemente do tempo e tratamento de superficie,
evidenciando novamente a atuacdo efetiva dos tratamentos. Finalmente, independentemente do
envelhecimento e tratamento, a dentina higida exibiu uma maior prevaléncia de fraturas
adesivas (Grafico 1 a 3), o que poderia indicar uma boa penetracao do sistema adesivo; (68) no
entanto, com sua posterior degradacéo hidrolitica.

Uma das limitacdes deste estudo é o método de obtencdo da carie artificial, a qual foi
feita seguindo os protocolos de desmineralizacdo e remineralizacdo in vitro sugeridos por
Marquezan et al., (69) porém que ndo consideram a degradacao organica do substrato dentario
gue ocorre in vivo durante a progressao da carie. (68) Entretanto, Joves et al. (116) afirmam que
o desafio cariogénico gera uma dentina desmineralizada com um padrdo mais regular do que o
observado na dentina naturalmente cariada, favorecendo a homogeneizacdo do contetdo
mineral na superficie, em contraste com o que ocorre naturalmente.

Mais do que comparar os valores de resisténcia de unido, ¢ fundamental observar e
analisar a interacdo dos diferentes tratamentos de superficie com os substratos dentarios, neste
caso, com a dentina. Os resultados obtidos na dentina higida sdo altamente promissores; ja que,

a resisténcia de unido ndo foi afetada pelo envelhecimento, o que ja é benéfico. Mesmo que 0s
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tratamentos propostos ndo tenham melhorado significativamente a resisténcia de unido na
interface dentina/adesivo, os resultados de analises microscopicas demonstraram que houve boa
interacdo dos tratamentos com o tecido dentinario, especialmente com o extrato de propolis
com baixo teor de polifendis. Assim mesmo, parece ser que, ap0s um ano, as particulas de
Biosilicato conseguem iniciar o processo de remineralizacdo do tecido dentinario; porém, seria
necessario estudar outras concentracdes e tamanhos de particulas para que este processo seja
iniciado antes, além da compatibilidade dele com o sistema adesivo.

Finalmente, o conceito de odontologia minimamente invasiva ainda deve ser mais
investigado, visto que a camada hibrida formada nos substratos cariados é mais susceptivel a

hidrolise, colocando em duvida a preservacao da dentina afetada por cérie.
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Considerando os resultados encontrados no estudo e suas limitagBes, foi possivel

concluir que:

1) O tratamento com propolis com baixo teor de polifendis, resultou em melhor
resisténcia de unido em substrato higido ap6s 6 meses de envelhecimento;

2) A associacdo de tratamentos com Biosilicato promove melhores resultados de

resisténcia de unido apds 24 horas em substratos cariados;

3) Né&o houve diferenca na resisténcia de unido em virtude do envelhecimento no

substrato higido;

4) O padréo de fratura mais prevalente foi o ndo adesivo ap0s os tratamentos propostos,

que aumentou a medida que houve maior tempo de envelhecimento.
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ANEXO (Continua) - Comité de ética (nUmero de processo e aprovacao).

USP - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO “C8ravt -
PRETO DA USP - FORP/USP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito do uso de vitrocerdmica bioativa associada a primers naturais na interface
dentina-adesivo

Pesquisador: Fernanda de Carvalho Panzeri Pires de Souza

Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 78665717.1.0000.5419

Instituicdo Proponente: Universidade de Sao Paulo

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 2.372.726

Apresentacéo do Projeto:

O projeto foi estruturado adequadamente, composto por um marco teérico sustentado por bibliografia
pertinente ao assunto, objetivos claros e metodologia detalhada.

Todos os documentos exigidos foram apresentados devidamente.

Objetivo da Pesquisa:

Foram propostos de forma clara.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Nao ha riscos humanos envolvidos uma vez que serao utilizados dentes extraidos.

Sobre os beneficios, os resultados da pesquisa poderao contribuir para aumentar a longevidade das
restauragdes em resina composta, diminuindo a taxa de substituicdo de restauragdes dentais.
Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Nada a declarar.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

Foi apresentado de forma correta o Termo de Compromisso de Citagao do Biobanco de Dentes da
FORP/USP, como provedor dos dentes que irdo ser utilizados na pesquisa.

Endereco: Avenida do Café s/n®

Bairro: Monte Alegre CEP: 14.040-904
UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO
Telefone: (16)3315-0493 Fax: (16)3315-4102 E-mail: cep@forp.usp.br
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ANEXO (Continuacao) - Comité de ética (nUmero de processo e aprovacao).

USP - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO “C8ram -
PRETO DA USP - FORP/USP

Continuacéo do Parecer: 2.372.726

Recomendacdes:
Aprovado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Aprovado.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Aprovado "ad referendum".

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 28/09/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 1004226.pdf 09:45:00
Outros Despacho.pdf 28/09/2017 |Fernanda de Aceito

09:42:58 |Carvalho Panzeri
Pires de Souza

Outros Solicitacao_Banco_de_Dentes.pdf 28/09/2017 |Fernanda de Aceito
09:28:34 |Carvalho Panzeri
Pires de Souza

Outros Declaracao_Banco_de_dentes.pdf 28/09/2017 |Fernanda de Aceito
09:27:43 |Carvalho Panzeri
Pires de Souza

Declaragéo de Declaracao_citacao.pdf 28/09/2017 |Fernanda de Aceito
Pesquisadores 09:23:51 |Carvalho Panzeri

Pires de Souza
Declaragao de Autorizacao_infraestrutura.pdf 28/09/2017 |Fernanda de Aceito
Instituicdo e 09:22:48 |Carvalho Panzeri
Infraestrutura Pires de Souza
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 28/09/2017 |Fernanda de Aceito

09:22:04 |Carvalho Panzeri
Pires de Souza

Projeto Detalhado / | Projeto.docx 26/09/2017 |Fernanda de Aceito
Brochura 11:01:32 |Carvalho Panzeri
Investigador Pires de Souza

Situagéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

Enderego: Avenida do Café s/n®

Bairro: Monte Alegre CEP: 14.040-904
UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO
Telefone: (16)3315-0493 Fax: (16)3315-4102 E-mail: cep@forp.usp.br
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ANEXO (Concluséao) - Comité de ética (nimero de processo e aprovacao).

gl USP - FACULDADE DE
i ! ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO W“‘“
%. ¢  PRETO DA USP - FORP/USP

(T

Continuacéo do Parecer: 2.372.726

RIBEIRAO PRETO, 09 de Novembro de 2017

Assinado por:
Simone Cecilio Hallak Regalo

(Coordenador)
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