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RESUMO

A adesdo de materiais poliméricos a dentina ainda é considerada um grande desafio
por ser este um substrato histologicamente complexo, predominantemente tubular e
intrinsecamente umido. Processos patoldgicos como esclerose e céarie, assim como a
desmineralizacdo da dentina, resultam em alteracbes nas propriedades do substrato
dentinério. Dentre essas transformacgdes esta a ativacado de metaloproteinases (MMPS)
presentes na matriz dentinaria apés condicionamento acido. . O uso de agentes de
limpeza cavitaria tornou-se uma alternativa para reduzir esses efeitos. Apesar da
grande eficacia, a clorexidina 2% (CLX) pode trazer efeitos colaterais, como o
manchamento dentario. Assim, essa pesquisa se propée a analisar
morfometricamente o efeito das emulsdes a base de 6leo de copaiba a 10%
sobre a formacdo da camada hibrida.Na andlise da exposicédo de fibras colagenas
foram confeccionados 80 espécimes a partir de 3° terceiros molares higidos que foram
imersos em solucg@es testes durante 3 meses de envelhecimento: G1 - dentina higida
(DH) + agua, G2 -dentina cariada (DC) + agua, G3 - DH+CLX, G4-DC+CLX, G5-
DH+CM+conservante A (CM+A), G6-DC+CM+A, G7-DH+CM + conservante B
(CM+B), G8-DC+CM+B, G9-DH+CM+conservante C (CM+C), G10-DC+CM+C. Os
espécimes foram preparados histologicamente, corados em Tricrdmico de Goldner e
analisados, onde foram feitas imagens, utilizando um aumento de 400x, com a camera
Dino-Eye. A espessura de colageno exposto e hibridizado foi medida através do
programa UTHSCSA Image Tool.. A reprodutibilidade do examinador foi pelo teste de
correlagdo de Pearson. Aos dados de espessura da camada de colageno foi aplicado
0 teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05). Maior frequéncia de colageno
exposto foi observada em G10 (DC + CM+C), seguidos dos grupos G6 (DC +
CM+A) e G5 (DH + CM+A). Os dados demonstraram que ndo houve diferencga
estatistica entre os grupos G7 e G9, que apresentaram maior espessura de
colageno hibridizado, havendo diferenca quando comparados aos grupos G1 e
G2, que apresentaram menor espessura. Os grupos G3, G4 e G8 néo
apresentaram diferenca estatistica significante entre si e entre os demais
supracitados. A analise histologica foi feita de maneira qualitativa por trés
patologistas, simultaneamente. Os espécimes tratados com as emulsdes a base de
copaiba apresentaram maior espessura de colageno exposto e hibridizado que os
grupos tratados com clorexidina e agua. Quanto o a dentina cariada o grupo tratado
com clorexidina apresentou maior propor¢do de corpos de prova com colageno
hibridizado. G7 apresentou 100% de espécimes com colageno hibridizado e melhor
homogeneidade de camada hibrida.

PALAVRAS-CHAVES: clorexidina 2%, copaiba, matriz dentinaria, colageno, camada
hibrida.



ABSTRACT

The adhesion of polymeric materials to dentin is still considered a big challenge
because it is a complex histological substrate, predominantly tubular and intrinsically
moist. Sclerosis and pathological processes such as caries, as well as the dentin
demineralization, result in dentin properties changes. Among these transformations
there is the activation of matrix metalloproteinases (MMPSs) in the dentin matrix after
etching. The solvents and monomers effects on the demineralized dentin have an
important role in the whole concept of bonding. The use of disinfectant solutions has
become an alternative to reduce these effects. Despite the great efficacy, the 2%
chlorhexidine (CHX) can bring side effects. Thus, this research aims to
morphometrically analyze the effect of copaiba oil emulsion 10% (COE) on the collagen
of sound and carious dentin. In the analysis of the exposure of collagen fibers 80
specimens were fabricated. In the collagen fibers exposure analysis 80 specimens
were fabricated from sound third molars that were immersed in test solutions for 3
months aging: G1- sound dentin (SD) + water, G2 - carious dentin (CD) + water, G3 -
SD + 2% CHX, G4 - CD + CHX, G5 — SD + COE with preservative A (COE+PA), G6 -
CD+COE+PA, G7 - SD + COE with preservative B (COE+PB), G8 - CD + COE+PB,
G9 - SD + COE with preservative (COE+PC), G10 - CD + COE+PC. The specimens
were histologically prepared, stained with Goldner's trichrome and analyzed. To
analyze the examiner’s reproducibility the Pearson correlation test was used. To the
data of thickness collagen layer was applied the non-parametric Kruskal-Wallis test (p
<0.05). Increased frequency of exposed collagen was observed in G10 (CD+
COE+PC), followed by groups G6 (CD+COE+PA) and G5 (SD+COE+PA). The data
showed no statistical difference between the groups G7 and G9, which had the thickest
hybridized collagen, no difference when compared to G1 and G2, which showed less
thickness. The G3, G4 and G8 groups showed no statistically significant difference
between themselves and the other above. Qualitative analysis of histological samples
for the study was taken by three pathologists simultaneously. Specimens treated with
COE had the thickest exposed and hybridized collagen than the groups treated with
CHX and water. Regarding the CD, the CHX group treated showed higher proportion of
specimens with hybridized collagen. G7 showed 100% of specimens with hybridized
collagen and better homogeneity of the hybrid layer.

KEYWORDS: Chlorhexidine 2%, copal, dentin matrix, collagen layer, hybrid.
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1 INTRODUCAO

A adesdo de materiais poliméricos a dentina ainda é considerada um
grande desafio por ser este um substrato histologicamente complexo,

predominantemente tubular e intrinsecamente umido (RICCI et al, 2011).

Processos patoldégicos como esclerose e carie, assim como a
desmineralizacdo da dentina, resultam em alteracdes nas propriedades do
substrato dentinario. Dentre essas transformacdes existe como exemplo a
ativacdo de MMPs presentes na matriz dentinaria apds condicionamento acido.
Os efeitos dos solventes e mondmeros sobre a dentina desmineralizada tém

um importante papel em todo o conceito de adesdo (MANSO, 2009).

As MMPs sédo enzimas capazes de degradar a maioria das proteinas
da matriz extracelular. A participacdo das MMPs nos insucessos de
restauracdes adesivas, bem como progressdo de lesdo cariosa tem sido
baseado no processo de degradacao do colageno presente na dentina (DOI et

al, 2011).

A incompleta infiltracdo e polimerizagdo de resina dentro dentina
desmineralizada permite o estabelecimento de canais nanométricos na
interface dentina/material restuarador, o que tem sido chamado de
nanoinfiltracdo. Essas vias de nanoinfiltracdo permitem a penetracao de fluidos
dentro de camadas hibridas, que pode afetar a durabilidade das interfaces de
resina - dentina em relacdo a hidrélise de resina (NAKAJIMA et al, 1995). Esta
degradacgéo reduz a resisténcia de unido do material restaurador ao substrato

dentinario. (LOPES et al, 2009).



Durante o preparo cavitario, o corte do tecido dentinario resulta na
producdo de uma camada composta por residuos/debris denominada de smear
layer, composto por raspas de dentina e esmalte, bactérias, pequenos
fragmentos ou particulas abrasivas dos instrumentos rotatérios, Oleos
provenientes dos aparelhos de alta e baixa velocidade, a qual permanece
agregada aos tubulos dentindrios. A limpeza cavitaria tem a finalidade de

remover esta camada (NAKABAYASHI, 1992).

A limpeza cavitéria consiste na ultima etapa do preparo cavitario. Os
agentes de limpeza cavitaria sao classificados como desmineralizantes e nao
desmineralizantes (MONDELLI, 1998). Estes agentes devem apresentar
caracteristicas e acdes fisico-quimico-biolégicas, tais como: limpar as paredes
cavitarias, removendo o0s microfragmentos organicos e dentinarios,
contaminados ou ndo, acumulados durante a instrumentacdo do preparo, ndo
ser toxico, facilitar a acdo dos agentes protetores e combater ou eliminar
possiveis microrganismos patogénicos no interior da cavidade e ser inGcuos

nos procedimentos restauradores (FRANCO et al.,2007).

Dentre o0s agentes n&o desmineralizantes, o uso de solucdes
desinfetantes tornou-se uma alternativa para reduzir ou eliminar o0s
microrganismos presentes nas cavidades dentinarias (CAMPOS et al, 2009).
Entre essas substancias, o digluconato de clorexidinaa 2% (CLX) e a agua de
hidroxido de calcio sdo as mais utilizadas, sendo que a primeira deve ser
utiizada em cavidades rasas e médias com restricbes para cavidades
profundas, sendo bactericida, e a segunda além da biocompatibilidade em
cavidades profundas, € bacteriostatica (MONDELLI, 1998; BUSATO, 2002;

FRANCO et al, 2007).



Apesar da grande eficécia, a clorexidina pode trazer efeitos colaterais
como manchamento dos dentes, restauracdes, prétese e lingua, disgeusia e

descamacéao da mucosa bucal (MAEKAWA et al, 2010).

A Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC)
no Sistema Unico de Satde (SUS) permitiu a pratica de tratamento médico por
meio da utilizacdo de plantas medicinais e fitoterdpicos, propiciando dessa
forma a abertura de novos mercados e superando barreiras que antes eram
intransponiveis, permitindo a valorizagdo da medicina popular, com aumento
no interesse em pesquisas com fitoterapicos, objetivando a producdo de
farmacos mais baratos e com efeitos semelhantes aos dos medicamentos
tradicionais (CAVALCANTI NETO et al, 2005).

O reconhecimento oficial da fitoterapia na odontologia no Brasil veio
acompanhado de diversas lacunas na pesquisa cientifica e na utilizacdo de
plantas medicinais, especificamente para espécies vegetais com aplicacdo nas
doencas da cavidade oral. Apesar da PNPIC, as plantas medicinais
comercializadas no pais e especificamente na cidade de Manaus sao utilizadas
de maneira empirica e novas politicas publicas de salde devem inserir plantas
medicinais e fitoterapicos de uso oral na rede publica de saude, visando
cumprir as normatizagdes vigentes e avanco cientifico e tecnolégico na area da

saude (EVANGELISTA et al, 2013).

Pesquisas realizadas evidenciaram  atividade antibacteriana,
compatibilidade biolégica, aceitabilidade nos testes de alteracdo de cor em
dentes humanos de produtos a base de copaiba (BANDEIRA et al, 1999;
CAVALCANTI NETO et al, 2005; VALDEVITE, 2007; VASCONCELOS, 2008;

COELHO, 2010).



Estudo de MEV demonstrou a importancia da utilizacdo de agentes de
limpeza cavitaria na remoc¢do dos detritos presentes nas cavidades, o que,
possivelmente, melhora a adesdo dentinaria dos procedimentos restauradores

utilizando, inclusive as emulsbes proposta no presente estudo (LIMA, 2011).

Assim, essa pesquisa se propde a avaliar morfometricamente o efeito
das emulsdes a base de dleo de copaiba a 10% sobre o coldgeno da dentina
higida e cariada, buscando identificar a presenca de colageno exposto ou

hibridizado.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

» Avaliar morfometricamente o efeito das emulsdes a base de 6leo de

copaiba a 10% sobre a formac&o da camada hibrida.

2.2 Especificos

> ldentificar a presenca de colageno exposto ou hibridizado nos

substratos dentinarios.

» Avaliar a zona de colageno exposto e hibridizado na base da unido
resina dentina afetada por carie, dentina higida, produzida apos a

utilizacdo de emulséo de 6leo de copaiba e clorexidina.

» Analisar qualitativamente a homogeneidade da camada hibrida nos

diferentes grupos do presente estudo.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cérie e Dentina
A carie dental é reconhecida como uma doenca infecto-contagiosa, de

carater multifatorial, necessitando para seu desenvolvimento do hospedeiro, da
dieta cariogénica, da microbiota local e do fator tempo (FEJERSKOV; KIDD,

2005).

Neste sentido, Fejerskov (2004) contribuiu cientificamente com os
estudos de prevencdo da doenca propondo a representacdo através de
diagrama dos fatores envolvidos no desenvolvimento da doenca céarie e a
complexidade desta inter-relacdo entre a saliva, habitos alimentares e os
véarios fatores biol6gicos que determinam a composi¢cdo e o metabolismo do
biofilme, incluindo os fatores comportamentais e sécioeconémicos que influem

na suscetibilidade do desenvolvimento da lesdo de carie em um individuo.

A literatura demonstra que a doenca carie ocorre por um desequilibrio
entre 0 processo de desmineralizacédo e remineralizacdo (DES-RE) nos tecidos
mineralizados do dente. (ISMAIL et al. 2009). O processo de DES-RE, sob o
ponto de vista fisiolégico e bioquimico, estd permanentemente ativado e
representa um mecanismo natural de protecdo dos dentes contra as perdas
minerais provocadas pela ingestdo alimentar diaria. Seu equilibrio depende
fundamentalmente do pH presente na superficie do dente. Em condicdes
habituais, o pH do biofilme apresenta-se entre 6,4 e 7,2. A producao de
compostos acidos promovem a queda do pH do biofilme (abaixo de 5,5 — pH

critico para esmalte e 4,5 para dentina), que ultrapassa o coeficiente de



solubilidade do tecido mineralizado, ativando o processo de desmineralizacéo

(BEZERRA,; LIMA, 1998).

Duas zonas distintas compde a lesé@o de carie estabelecida em dentina.
A zona externa da lesédo, denominada dentina infectada a qual constitui-se de
tecido dentinario necrotico, com perda praticamente completa de contetdo
mineral, rede de colageno irreversivelmente degradada e presenca de um
grande numero de microrganismos essencialmente proteoliticos. A zona
interna, denominada de dentina afetada ou contaminada, apresenta-se
endurecida em relacdo a primeira, embora ainda com menor conteddo mineral
e maior numero de porosidades na zona de dentina intertubular, quando

comparada a dentina higida (RICCI et al, 2011).

A dentina afetada por carie apresenta deposicdo de cristais de fosfato
de célcio na dentina intratubular sendo susceptivel de ser impermeavel por
agua. De fato, tem sido relatado que a resisténcia de unido de sistemas
adesivos em dentina afetada por carie € menor que em dentina higida

(ERHARDT et al, 2008).

3.2 Morfologia Dentinaria

A dentina é um tecido mineralizado de natureza conjuntiva que
constitui a maior parte da estrutura do dente, sendo recoberta pelo esmalte na
porcao coronaria e pelo cemento na porcéo radicular. Aloja em seu interior um
tecido ndo mineralizado, a polpa dentaria, constituindo-se o complexo dentina-
polpa (ARANA, KATCBURIAN, 1999). Constitui o maior volume do elemento

dentario e compdem-se de 70% de substancia inorganica (hidroxiapatita), 20%



de substancia organica composta de colageno, principalmente tipo | e 10% de
agua, por peso (SANTOS et al, 2010).

No interior da dentina encontram-se os tubulos dentinarios que sao
pequenos canaliculos com didmetro de 2 a 4um, por onde passam 0S
prolongamentos citoplasméticos das células odontoblasticas situadas junto a
polpa (BARATIERI et al, 2001).

A forma tubular, com ligeira conicidade, possui abertura de maior
didmetro voltado para a superficie pulpar com cerca de 3um, enquanto 0s
didmetros dos tubulos dentinarios na superficie externa possuem em média
lum. Tais tdbulos encontram-se interligados por ramificacfes laterais em toda
a dentina as quais denominam-se canaliculos e possuem, cerca de 1um de
didametro e estdo dispostos em angulos retos com os tubulos dentinarios (TEN
CATE, 1988).

Segundo Carrigan et al (1984), a quantidade e diametro dos tubulos
dentinérios depende da regido da dentina analisada, como também da idade
fisiologica do dente. Garberoglio e Brannstrom (1976) relataram existir na
parede pulpar, entre 30000 a 52000 tubulos/mm? e na dentina analisada a uma
profundidade de 3,5mm da polpa esse numero de tubulos variou de 10000 a
25000. Quanto as médias de tubulos/mm? os autores encontraram 45000
tibulos/mm? préximos & polpa e 19000 tibulos/mm? do esmalte.

A matriz organica da dentina compbe-se de fibrilas colagenas e
substancia fundamental interfibrilar (ARANA, KATCHBURIAN, 1999). Nos
dentes humanos o colageno intratubular revela-se como caracteristica

importante da dentina, preenchendo quase integramente o tubulo o que pode



fundamentar a idéia da variabilidade da extensdo do processo odontoblastico

(TEN CATE, 1999).

3.3 O preparo cavitario e a formacgéo da camada hibrida

Durante o preparo cavitario, o corte do tecido dentinario resulta na
producdo de uma camada composta por residuos/debris, denominada de
smear layer, a qual deposita-se sobre o fundo da cavidade (smear in) e a
entrada dos tubulos dentinarios (smear plug), obliterando a abertura dos
tubulos dentinarios, podendo interferir no processo de adeséo. Além disso, a
composicdo dessa camada reflete a composicédo do tecido a partir do qual é
formada e, consequentemente, podem conter microrganismos, restos celulares

e contaminantes diversos, como sangue (PERDIGAO et al , 1996).

Segundo Lopes et al (2009), durante os procedimentos restauradores a
dentina é condicionada prévia e/ou simultaneamente a aplicacdo do sistema
adesivo, expondo uma rede de fibrilas de coldgeno, onde os monbémeros
resinosos se difundem formando a camada hibrida. No entanto, se o sistema
adesivo nao for capaz de preencher completamente os espacos presentes ao
redor da rede de fibrilas coldgenas desmineralizadas forma-se uma zona
fragilizada dentro da camada hibrida, responséavel pelo inicio da nanoinfiltragéo,
ocasionando a hidrdlise das fibrilas colagenas concomitantemente com a

degradacdo hidrolitica do adesivo.

Embora a maioria dos testes de resisténcia de unido sejam feitos em
dentina higida por conveniéncia, clinicamente a maioria dos substratos séo
dentina afetada por carie ou dentina esclerosada. Nakajima et al (1995)

desenvolveram um estudo com o objetivo de testar a hipotese que a adesao na



dentina afetada por carie é inferior a da dentina normal e que, a qualidade da
camada hibrida desempenha um papel importante na criagdo de uma boa
aderéncia. Os resultados indicaram que a forca de adesdo a dentina depende
tanto do tipo de sistema adesivo utilizado quanto do tipo de dentina. Além
disso, a qualidade da camada hibrida pode nem sempre contribuir

significativamente para a resisténcia de uniao.

Pereira et al (2006) desenvolveram um estudo para avaliar a
resisténcia de unido de um sistema adesivo auto condicionante e sistema de
condicionamento &cido total variando o substrato entre dentina higida e dentina
cariada. A espessura da camada de colageno hibridizado foi observada em
microscopio eletrdnico de varredura. Os resultados indicaram que a resisténcia
de wunido do adesivo autocondicionante Adper Prompt L-Pop® foi
significativamente superior em dentina normal do que em dentina afetada por
carie (p<0,05) e que a resisténcia de unido de Single Bond®, adesivo usando
na técnica de condicionamento &cido total, em dentina higida e dentina afetada
por cérie nao foi significativamente diferente (p> 0,05). Além disso, a espessura
das camadas hibridas produzidas por ambos os sistemas adesivos foi mais

espessa ha dentina afetada por carie.

Hebling et al (2006) demonstraram preocupacdo ao observar a
deteriorizacdo acentuada da camada hibrida em restauracdes classe |, em
dentes deciduos, que permaneceram na cavidade bucal por 6 meses, seguidos
de exodontia. Foram selecionados individuos com molares deciduos cariados.
O condicionamento acido total foi aplicado, seguido do adesivo Single bond®.
Em um dos dentes foi aplicado CLX, pos condicionamento acido e o outro

elemento dentario foi denominado controle (sem utilizacdo de solucdo de



limpeza). Observou-se apés 6 meses 0 quase completo desaparecimento da
camada hibrida nos grupos controles mesmo que, clinicamente ndo fossem
observadas desadaptacdo marginal das restauracdes, ao contrario dos dentes
tratados com CLX, onde se observou uma melhor integridade da camada

hibrida quando comparados ao grupo controle.

A incompleta infiltracdo e polimerizacdo de resina dentro dentina
desmineralizada permite o estabelecimento de canais nanométricos na
interface dentina/material restaurador, o que tem sido chamado de
nanoinfiltragcdo. Essas vias nanoinfiltracdo permitem a penetracdo de fluidos
dentro de camadas hibridas, que pode afetar a durabilidade das interfaces de

resina - dentina em relacéo a hidrolise de resina (NAKAJIMA et al, 1995).

A degradacédo da interface adesiva implica em reducdo da resisténcia
de unido entre substrato e sistema restaurador, comprometendo o selamento
da cavidade, resultando em manchamento marginal, céarie secundaria,
ocasionando a perda prematura de restauracdes diretas e indiretas (LOPES et
al, 2009). A durabilidade da camada hibrida pode ser influenciada
negativamente pela degradacao das fibras colagenas pelas MMPs. Estas estao
presentes na matriz organica dentinaria e podem contribuir para
desorganizacao tecidual, possibilitando infiltracdo marginal em restauracdes

adesivas (PEREIRA, PINHEIRO; 2011).



3.4 Metaloproteinases

As MMPs sao classificadas como endopeptidases zinco calcio
dependentes e sdo capazes de degradar os componentes da matriz extra-
celular. Ha cinco grandes grupos de MMPs: colagenases, gelatinases,
estromelisinas e matrilisinas. As caracteristicas principais das MMPs incluem:
degradacéo de colageno do tipo I, Il e lll e matriz extracelular. A ativacdo das
MMPs depende da queda do pH para valores abaixo de 5,5, que acarretam em
perda mineral e conversdo das MMPs latentes em forma ativa (PEREIRA,
PINHEIRO; 2011).

Nos seres humanos, foram identificadas aproximadamente 23 tipos de
MMPs, as quais atuam em diferentes processos fisioldgicos, tais como:
embriogénese, remodelamento, reparacdo tecidual e 6ssea, bem como em
processos patoldgicos envolvendo as injurias teciduais. O limite entre a
atividade fisioldgica e patoldgica das MMPs é regulado por meio de inibidores
teciduais de metaloproteinases (TIMPs). Quando ocorre um desequilibrio entre
0s processos fisioldgicos e patoldgicos, as TIMPs sao inativadas, e 0 processo
de degradacdo das proteinas da matriz organica torna-se exacerbado. Sabe-se
que MMP-2 e MMP-9 (gelatinases) estdo presentes nas lesdes cariosas e

diretamente relacionadas a degradacao de colageno (DOI, et al. 2011).

Ao utilizar procedimentos adesivos, a desmineralizagdo superficial da
dentina é essencial para a formagdo da camada hibrida. Os mecanismos de
degradacdo da interface adesiva envolvem a deteriorizagcdo tanto dos
constituintes poliméricos como das fibrilas de colageno desprovidas de
protecdo, presentes na unido resina-dentina. Essas sao susceptiveis a hidrolise

e degradacdo enzimatica via endopeptidases presentes no proprio substrato



dentinario e liberadas durante sua dissolucdo (MMPSs), ou via colagenases
produzidas por microrganismos participantes do processo carioso (PASHLEYet

al., 2004).

A presenca dessa zona de fibrilas de colageno expostas favorece a
nanoinfiltracdo (SANO et al., 1995), a qual permite o ingresso constante de
fluidos diversos, produtos do metabolismo bacteriano, e MMPs provenientes da
saliva. Em conjunto, todos esses fatores culminam com a degradacéo
hidrolitica e enzimatica das fibrilas de coldgeno expostas na interface de unido

(TJADERHANE et al., 1998).

Uma maneira de prevenir a acdo das metaloproteinases sobre o
coldgeno e prevenir a degradacdo da interface adesiva seria por meio do
emprego de inibidores que impedissem a ativacao dessas enzimas, tornando-a
inGcuas ao colageno exposto. Breschi et al (2010) relataram que, em estudos in
vivo e in vitro, a integridade da camada hibrida pode ser preservada pela

aplicacao de CLX apds o condicionamento acido e antes do sistema adesivo.

Sanabe et al (2009) desenvolveram estudo com objetivo de identificar a
presenca de colageno na unido resina-dentina higida e afetada por carie apds
envelhecimento, na presenca e auséncia de CLX. Concluiram que o
envelhecimento em solucdo aquosa resultou em degradacéo da unido resina-
dentina, identificada pelo aumento de zona de colageno exposto na base da
camada hibrida. Entretanto, na presenca de clorexidina, os efeitos da

degradacdo sobre a exposi¢céo de colageno foram reduzidos.



3.5 Agentes de limpeza cavitéaria

Mondelli (1998) classificou os agentes de limpeza de cavidade
restauradora em dois grupos: os desmineralizantes, que sdo os acidos, e 0s
nao desmineralizantes, que sdo os germicidas e alcalinizantes. Encontram-se
no mercado varios produtos que podem ser utilizados como agentes de
limpeza cavitaria, cuja acéo e indicacao variam de acordo com a sua natureza
guimica e com a indicacao clinica do dente. Além da efetividade em termos de
limpeza, € imprescindivel observar a biocompatibilidade do agente diante do
complexo dentino-pulpar. Por isso, em cavidades profundas, ndo €
aconselhavel a utilizacdo de agentes desmineralizantes, que apesar de sua
eficiéncia na acdo de limpeza de cavidade pode causar efeitos deletérios ao

complexo dentino-pulpar.

Os principais agentes ndo desmineralizantes utilizados na pratica diaria
sdo os germicidas, como a CLX, e os alcalinizantes, a base de hidréxido de
calcio. As solugBes a base de hidroxido de célcio sdo Uteis para qualquer tipo
de profundidade do preparo cavitario, pois além de limparem mecanicamente a
cavidade, neutralizam a acidez bacteriana através de sua alcalinidade e ainda
agem como estimuladores na formacédo de dentina reparadora, em menor

tempo que outros materiais (BUSATO, 2002).

De acordo com Kim et al (2011), a CLX € usada como o mais eficaz
agente de tratamento periodontal no combate do biofilme dental e gengivite,
sendo usado como um eficaz anti-séptico do canal radicular quando utilizado
com solucéo de irrigagcdo em tratamentos endoddnticos. Ha relatos de que a

clorexidina n&o so inibe a atividade proteolitica de enzimas das bactérias como



também é uma solucéo eficaz para reducdo a degracédo de colageno, derivado

de proteases em dentina desmineralizada.

Muitos estudos tém relatado que a aplicacdo de CLX na cavidade
dentaria melhora a estabilidade da camada hibrida. Acredita-se que essa
melhora na durabilidade de unido resina-dentina ocorre porque a CLX inibe a
atividade das MMPs da matriz, a qual € responsavel pela auto-degradacao do
colagéno (CAVALCANTI NETO et al, 2005; FRANCO et al, 2007; CAMPOS et

al, 2009; KIM et al, 2011;PEREIRA, PINHEIRO, 2011).

Apesar da grande eficcia, a clorexidina pode trazer efeitos colaterais
como manchamento dos dentes, restauracdes, prétese e lingua, disgeusia e
descamacdo da mucosa bucal. O manchamento dos dentes é a principal
queixa dentre os pacientes dentados, mas o manchamento das préteses
também pode ser tornar um problema para pacientes acometidos com
estomatite protética, pois Maekawa et al (2010) demonstrou que a imerséo
diaria em CLX por 15 segundos produziu alteracao da cor no epitélio da lingua

e causou manchamento nas proteses totais desses pacientes.

O manchamento dental acomete entre 30 a 50% dos usuéarios de
clorexidina, sendo sua maior ocorréncia no tergco cervical e nas areas
proximais. Diversas hipoteses foram investigadas acerca dos mecanismos
associados ao manchamento. A capacidade da CLX em promover
desnaturacao proteica, e, na sequéncia, estas promoverem o manchamento
dental pela formacéo do sulfito férrico e estanhoso, compdem outra teoria do

manchamento dentario decorrente da clorexidina (ZANATTA, ROSING; 2007).



3.6 Plantas medicinais, Fitoterapia e Copaifera multijuga

No Brasil, em 2006 foi estabelecido a politica para o uso de plantas
medicinais no servi¢o publico através da Portaria n°. 971, Decreto n°® 5813, em
03 de maio de 2006, que aprovou a PNPIC no SUS, permitindo a pratica de
tratamento médico por meio da utilizacdo de plantas medicinais e fitoterapicos,
propiciando dessa forma a abertura de novos mercados e superando barreiras

gue antes eram intransponiveis.

No entanto, o uso da Fitoterapia, pelo Cirurgido-Dentista, somente foi
reconhecida e regulamentada como prética integrativa e complementar a saude
bucal pelo Conselho Federal de Odontologia, no dia 19 de novembro de 2008,

através da Resolucéo n® 082/2008-CFO.

Entende-se como planta medicinal aquela que, nativa ou cultivada, é
utilizada com fins medicinais. Estas devem sua ac¢ao farmacoldgica a principios
ativos conhecidos, fornecendo eventualmente matéria-prima para a industria

farmacéutica (TAUFNER, et al. 2006).

A diferenca entre planta medicinal e fitoterapia reside na elaboragao da
planta para uma formulacdo especifica, 0 que caracteriza um fitoterapico
(Veiga Junior, et al. 2007). Segundo a Secretaria de Vigilancia Sanitaria, em
sua Portaria n° 06 de 31 de janeiro de 1995, fitoterapico é todo medicamento
tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se exclusivamente matérias-
primas vegetais, com finalidade profilatica, curativa ou para fins de diagndstico

com beneficio para o usuario (BRASIL, 1995).



O uso dos fitoterapicos tem como finalidade prevenir, curar ou
minimizar os sintomas das doengas, com um custo mais acessivel a populacao
e aos servicos publicos de saude, comparativamente aqueles obtidos por
sintese quimica, que sdo em geral mais caros, devido as patentes tecnoldgicas

envolvidas (TOLEDO et al. 2003; DI STASI et al. 1994).

Na regido Amazonica, existe grande biodiversidade de plantas
medicinais utilizadas de maneira empirica, porém com indica¢des consolidadas
por séculos de interacdo cultural (BORRAS et al.,2003). Essas indicacbes vém
sendo evidenciadas através do desenvolvimento cientifico e tecnolégico das
pesquisas envolvendo plantas medicinais, na tentativa de abrir novos caminhos

terapéuticos e possibilitar seu uso diario na pratica ambulatorial.

Segundo Oliveira et al (2007) as plantas tém sido, desde a antiguidade,
um recurso ao alcance do ser humano. O homem encontrou nas chamadas
plantas medicinais, efeitos que foram transmitidas de geracdo a geracao.
Essas plantas tém significado um marco na histéria do desenvolvimento de
nacdes. Até nas sociedades mais industrializadas, o uso de vegetais in natura
pela populacdo vem cada vez mais se intensificando. Com base no uso e
conhecimento popular, o importante crescimento mundial da fitoterapia dentro
de programas preventivos e curativos tem estimulado a avaliacdo da atividade
de diferentes extratos de plantas para o controle do biofilme dental, bem como

de outras afecc¢bes bucais

As arvores do género Copaifera, pertencente a familia Leguminosae
Juss. Subfamilia Caesalpinoideae Kunth, sdo nativas da regido da América

Latina, e sdo encontradas na regidao que se estende do México ao norte da



Argentina, e na Africa Ocidental. No Brasil sdo encontradas facilmente nas
regibes Amazénica, que compreende uma grande diversidade de espécies, e
Centro-oeste. O género Copaifera possui 72 espécies catalogadas, e destas 16
sdo endémicas do Brasil. A copaiba, Copaifera sp., € uma arvore de grande
porte, podendo alcancar 40 metros de altura, 4 metros de diametro e pode viver

até 400 anos (HECK et al, 2012).

Vasconcelos et al (2008) relataram que a espécie Copaifera multijuga
Hayne pertence a familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinioideae. Em uma
area de plantacdo desta espécie na Reserva Adolfo Ducke, do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazobnia (INPA), em Manaus, arvores de grande
porte atingem até 36 m de altura com didmetro de até 80 cm. Muitos dos
trabalhos realizados com o género Copaifera estédo relacionados com o 6leo-
resina que € obtido do tronco destas arvores. Esse Oleo é produto da
desintoxicacdo do organismo vegetal e funciona como defesa da planta contra

animais, fungos e bactérias.

A utilizacdo de plantas medicinais é descrita desde os primérdios da
civilizagdo para fins terapéuticos (DI STASI, 1996). Os trabalhos realizados
sobre o Género da Copaifera, em sua maioria, estdo relacionados com as
propriedades quimicas e farmacologicas do 6leo-resina secretado do tronco
dessas arvores (VALDEVITE, 2007). Este oleo é utilizado ha muito tempo pelos
indios para o tratamento de feridas, por sua acéo antiinflamatoria, antisépticas,
antibacterianas e antifungicas. Devido a atividade biolégica do 6leo da copaiba
especialmente a acao antibacteriana sobre microrganismos da doenca carie,
associou-se a utilizacdo do 6leo da copaiba com o processo restaurador

(VASCONCELOS, 2008).



Heck et al (2012) descreveu o Oleo de Copaiba como liquido
transparente, cuja coloracdo varia do amarelo até o marrom, apresenta cheiro
forte, sabor acre e amargo. Estudos fitoquimicos demonstraram que os 6leos
de copaiba sdo misturas de sesquiterpenos e diterpenos, sendo o &cido
copalico e os sesquiterpenos [-cariofileno e a-copaeno, 0os componentes

majoritarios do 6leo (VEIGA JUNIOR, 2007)

Bandeira et al (1999) avaliaram a atividade antibacteriana e a
compatibilidade biologica do 6leo essencial e da resina da Copaifera multijjuga
em molares de ratos. Pastas foram formuladas com hidréxido de calcio ou
oxido de zinco associados ao 6leo essencial ou a resina. Os resultados
destes estudos demonstraram que as pastas apresentaram atividade
antibacteriana frente ao Streptococcus mutans. O Gleo da copaiba expressou
efeito bacteriostéatico e bactericida, e a resina apresentou efeito bacteriostéatico

frente ao Streptococcus mutans.

Vasconcelos et al (2008) formularam um cimento odontoldgico a base
de Oleo-resina de Copaifera multijuga Hayne, avaliando sua atividade
antibacteriana frente a cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) e
Streptococcus sanguinis (ATCC 15300), visando sua posterior utilizagao para
adequacao do meio bucal em odontologia. Concluiram que o 6leo-resina de
Copaifera multjuga Hayne e o cimento produzido apresentaram atividade
antibacteriana frente ao S. mutans e ao S. sanguinis no teste de diluicdo em
meio liquido, portanto o 0leo de copaiba apresentou-se com potencial para o
uso como veiculo ao cimento.

Lima (2011) avaliou a alteracéo de cor (AC) e a morfologia dentinaria

frente a suspensdes 6leo de copaiba (CM) e extrato aquoso de propolis (SAP



1%) através de MEV em dentes humanos. No teste de alteracdo de cor, foram
utilizados 180 corpos de prova (CP), assim distribuidos: G1- CM 10%; G2- CM
30%; G3- CM 10% + Produto biotecnolégico (PB); G4- CM 30% + PB; G5- SAP
1%; G6- clorexidina a 2%. No MEV foi acrescentado 2 grupos: G7-sem
tratamento e G8-lavagem com spray de ar/dgua (Figura 1A e B). As
fotomicrografias foram analisadas por trés avaliadores calibrados e nos
escores: 1 —Auséncia de debris/ auséncia de microrganismos (MO); 2 —
Auséncia de debris/contaveis MO(1-50 colbnias); 3 —0-50 debris/contaveis
MO(50-100 colbnias); 4 — 50-100 debris/incontaveis MO; 5 — incontaveis
debris/incontdveis MO. Os dados AC foram analisados no Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney (p<0,05). Os resultados demonstraram que em 10 s e 30s a
copaiba a 10% e a SAP1% apresentaram menor AC (AE) e em 10 minutos a
menor AC foi verificada na clorexidina, copaiba a 10% +PB, copaiba a 30% +
PB e na SAP1%. No MEV o G7 foi classificado com o escore 5; 0 G8 e G5,
com escore 4; e G1, G2, G3, G4 e G6, com escore 3. Os testes de alteracdo de
cor e 0 MEV demonstraram que o0s agentes de limpeza cavitaria apresentaram
viabilidade de uso na odontologia, necessitando, ainda, de mais estudos.

O mesmo resultado foi obtido no estudo de Bengston et al. (2008),
observado em microscopia eletrbnica de varredura em que o Digluconato de
Clorexidina 2% foi capaz de remover superficialmente a camada de lama
dentinaria. As emulsfes a base de 6leo de copaiba 10% obtiveram o mesmo
escore gque o Digluconato de Clorexidina a 2%, esta considerada como padréo
ouro, por apresentar substantividade, ser bacteriostatico e bactericida (Figura

2A e B) (ZANATTA, ROSING; 2007).



Figura 1 — Fotomicrografia do grupo sem tratamento superficial dentinario (A) e com tratamento
“spray” ar/agua (B) (LIMA, 2011).

100 pm

Figura 2 — Fotomicrografia do grupo com tratamento com CLX (A) e CM (B) (LIMA, 2011).

Coelho (2011) avaliou a atividade antimicrobiana e a compatibilidade
biolégica, em molares de ratos, de emulsdes de limpeza de cavidade formulada
a base do CM. Baseada na metodologia empregada concluiram que as
emulsGes do 6leo-resina da copaiba a 10% e 30% associado ou ndo a um

produto biotecnolégico (PB), demonstraram resultados promissores para a



utilizacdo na odontologia, com destaque para a CM com PB na atividade
hemolitica, na alteracao de cor e na compatibilidade bioldgica, necessitando de
ensaios pré-clinicos e clinicos na farmacotécnica; nas propriedades fisicas,
mecanicas e bioldgicas; e ainda verificar da influéncia das emulsfes testes na
interface dente restauracdo para que o0s produtos possam ser considerados
como aceitaveis tanto como emulsdo de limpeza de cavidades e/ou pasta para

capeamento pulpar.

Pieri et al (2012) avaliaram a atividade inibitéria do 6leo de copaiba (
Copaifera officinalis) contra o microorganismo cariogénico , Streptococcus
mutans . Para tanto, foi realizado um teste de concentracéo inibitéria minima de
Oleo de copaiba contra S. mutans, usando a técnica de diluicdo em série, com
um controlo negativo , um controlo positivo ( 0,12 % de clorohexidina ) e uma
solucéo de 10 % de oOleo de copaiba como um teste. O 6leo de copaiba a 10%
mostrou inibicdo do crescimento bacteriano em todas as concentragdes
testadas até 0,78 mL / mL. O controle negativo tinham nenhuma inibigéo, e a
solucéo de clorexidina 0,12 % foi eficaz até para 6,25 mL / mL no caldo. O oleo
de copaiba mostrou uma atividade bacteriostatica contra S. mutans em baixas
concentracoes, e poderia ser uma
opcao de substancia pesquisada para ser usado contra bactérias cariogénicas

na prevencao da cérie .

Santos et al (2013) avaliaram a citotoxicidade in vitro de emulsdo de
limpeza de cavidade restauradora formulada a base do Oleo da copaiba
(Copaifera multijuga) na linhagem normal de fibroblasto humano MRC-5

através do teste do Alamar blue. As solucbes testadas apresentaram



viabilidade celular alta nas concentracdes testadas, principalmente nas

formulacdes associadas ao Tween a 1%.

Em estudo comparativo de microinfiltracdo marginal e microtracdo em
restauracdes adesiva, Menezes et al (2013) utilizaram como solucdes de
limpeza de cavidade: CM+A (G1), CM+ B (G2), CM+ C (G3), CLX(G4), Agua
destilada (G5) em dentes humanos. Concluiram que os agentes de limpeza
cavitaria a base de Oleo de copaiba interferiram positivamente no teste de
microinfiltracdo enquanto no teste de microtragdo, ndo tiveram diferengas

significantes entre os grupos testados.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Modelo de Estudo

Trata-se de um estudo do tipo laboratorial in vitro que visa analisar o

efeito CM na exposicao do colageno na camada hibrida da matriz dentinaria

4.2 Consideracdes éticas

A pesquisa, aprovada no Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM) com numero CAAE 13329213.9.0000.5020
(anexo 1) foi realizada em Manaus, na Faculdade de Odontologia, no
Laboratério de Pesquisa do Curso de Odontologia, no Departamento de
Patologia e Medicina Legal (DPML) da Faculdade de Medicina e na Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas.

4.3. Método de coleta do Oleo-resina da copaiba (Copaifera
multijuga)
O 6leo-resina da Copaifera multijuga foi extraido da reserva Ducke, no

Km 17 da Rodovia Manaus-Itacoatiara, catalogada sob o n°.69 pelo INPA.

A coleta foi realizada pelo mateiro da reserva, consistindo na
confeccdo de um furo por meio de um trado 7/8 polegada diametro e 1,00
metro de comprimento, a altura de aproximadamente 1 metro do chéo, até o
centro do caule onde se encontram o0s reservatorios do Oleo-resina, com um
pequeno declive para escoamento. Apds esse procedimento, o 6leo-resina

comecou a escorrer lentamente pelo conduto, sendo coletado em um



recipiente estéril previamente preparado para esse fim. Apdés a coleta, o
orificio foi vedado com argila, procedimento de rotina realizado na reserva

(BANDEIRA et al,1999).

4.4. Preparo das emulsbes do Oleo-resina da copaiba
(Copaifera multijuga)

Foram formuladas emulsdes de limpeza de cavidade a base do dleo-
resina da Copaifera multijuga obedecendo as orientacbes da Farmacopéia
realizados trés diferentes CM com diferentes

Brasileira (2010). Foram

concentra(;()es de conservantes.

Na confeccdo da emulsdo foram utilizados 1mL do Oleo-resina da
copaiba in natura, 0,1 mL de Tween 80 (MERCK - Germany), homogeinizados
no vortex (MARCONI — MA-162 — Piracicaba,SP - BR) e 8,9 mL de agua

destilada triesterilizada (COELHO, 2011).

SOLUCAO A

SOLUCAO B

SOLUCAO C

8,87 mL de agua
destilada

0,1mL de Tween 80

1 mL de CM

0,03mL Ureia diazolidinil
a 0,3%

8,84 mL de 4gua
destilada

0,1mL de Tween 80

1 mL de CM
0,06mLUreia diazolidinil
a 0,6%

8,81 mL de 4gua
destilada

0,1mL de Tween 80

1 mL de CM

0,09mL Ureia diazolidinil
a 0,9%

Tabela 1 — Formulacéo das emulsfes a base de copaiba.



A preparagdo de todas as emulsdes foi realizada em capela de fluxo
laminar (MARCONI — Piracicaba,SP — BR), utilizando uma balanca de preciséo
0,0001g (SARTORIUS - Germany) para pesagem dos componentes sélidos e
uma micropipeta de variacdo de 100 — 1000pL para medir o volume dos
liguidos. As emulsdes foram mantidas em temperatura refrigerada, em frascos
de vidro, na cor ambar, com tampas rosqueaveis, seladas com parafiime e

triesterilizadas.

4.5 Avaliacao de exposicao de fibras colagenas

Foram necessarios 30 terceiros molares higidos selecionados
aleatoriamente, fornecidos pelo banco de dentes da Faculdade de Odontologia

da Universidade Federal do Amazonas (anexo 2).

Os dentes utilizados foram extraidos por razdes cirlrgica, livres de
caries, restauracdes, gue apresentassem coroas sem areas hipoplasicas,
trincas e/ou fraturas. Imediatamente ap0s a extracdo, os dentes receberam
profilaxia utilizando escova de Robinson, montada em contra-angulo, contendo

pasta de pedra pomes e agua.

Decorrida a profilaxia, os dentes foram examinados em lupa
estereoscopica ZEISS (10x de aumento), com a finalidade de detectar trincas
ou possiveis falhas estruturais que poderiam causar alguma alteracdo nos
resultados experimentais. Posteriormente os dentes foram armazenados em
soro fisiologico, a temperatura ambiente, até 0 momento de serem preparadas

as cavidades para prevenir a desidratacao.



O desenvolvimento laboratorial deste estudo seguiu a metodologia de

Sanabe (2009).

4.5.1 Confeccao dos corpos de prova

Com auxilio de maquina de corte Mecatome P100 (PRESI, Grenvoble -
France), utilizando um disco diamantado dupla face (Extec Water Brade 4’x
0,12x % , co6d 1010-584, Extec Corp. Enfield - Connecticut, USA), sob
lubrificacdo constante (300 rpm e 200gf) foram removidas as por¢des oclusais
dos dentes e produzidas superficies planas em dentina. A porcdo oclusal nédo

foi utilizada na pesquisa (Figura 3).

A superficie dentinaria foi abrasionada, na face oclusal, utilizando a
politriz AROTEC (Aropol 2V, Arotec S.A. Industria e Comércio, série 040865
Cotia, SP, Brasil) com lixas de carboneto de silicio de granulacfes crescentes
180 - 240 - 320, respectivamente, sob refrigeracdo a agua, com o objetivo de
produzir uma lama dentinaria padronizada (Figura 4). Apds o polimento, as
superficies dentinarias foram visualizadas através de lupa estereoscoépica
ZEISS, com 40X de aumento, para ser certificado de que nenhum

remanescente de esmalte estava presente sobre esta superficie.

Figura 3 — Posicionamento do Figura 4 — Utilizac&o da politriz visando a
dente na cortadeira. producdo de uma superficie uniforme.



4.5.2 Inducéo de cérie

Os trinta dentes inicialmente selecionados tiveram suas raizes seladas
com resina composta (Figura 5A). Em seguida, foram impermeabilizados com
uma camada de adesivo epoxi (ARALDITE, Ciba Especialidades Quimicas
Ltda., Sao Paulo, Brasil) e outra de esmalte acido resistente (Colorama, CEIL
Com. Exp. Ind. Ltda, Sao Paulo, Brasil) (Figura 5B) deixando apenas a

superficie dentinaria exposta (Figuras 6).

A

Figura 5 — Selamento apical (A) e impermeabilizacéo dos dentes (B).

Figura 6 — Superficie dentinaria exposta.



Quinze dentes foram suspensos com auxilio de um fio ortoddntico em
um Becker contendo agua destilada para esterilizagdo em autoclave por 20

minutos a 121°C.

A solucéo cariogénica consistituiu de 3,7 g de BHI caldo (Brain Heart
Infusion, Becton Dickinson and Company,Sparks, MD, USA), 2 g de sacarose
(Synth; LabSynth, Sao Paulo, SP, Brazil), 1 g glicose (Synth; LabSynth, Sao
Paulo, SP, Brazil) e 0,5 g de extrato de levedura (Becton Dickinson
andCompany, Sparks, MD, USA) para cada 100 mL de agua destilada. Essa
solucéo foi esterilizada (autoclave por 20 minutos a 121 °C) previamente a
inoculacao de 2% de cepas de Streptococcus mutans ATCC25175 , fornecidas
pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ - RJ). Os quinze dentes foram
suspensos no meio cariogénico, com auxilio de um fio de barbante, e o

conjunto levado em jarra de microaerofilia por 14 dias (Figura 7 e 8).

Figura 7 — Dentes preparados para indugéo de cérie.



Figura 8 — Dentes imersos em solucao cariogénica durante 14 dias.

Durante esse periodo, a solucéo cariogénica foi substituida a cada 48
horas, porém sem a inoculagdo de novos microrganismos. Apds o periodo de
incubagéo, os dentes foram novamente autoclavados. O biofilme foi removido
com gaze e 0s materiais isolantes (adesivo epOxi e esmalte) removidos
manualmente com laminas de bisturi. Os dentes foram abundantemente
lavados em &gua deionizada, possibilitando a constatacdo de uma superficie

de dentina escurecida e amolecida ao toque com sonda exploradora.

4.5.3 Procedimentos adesivos e obtencéo dos espécimes

A superficie cariada foi removida com auxilio de broca esférica de aco
n° 4 (KG Sorensen, Barueri - SP, BR) em baixa rotacio, e foi trocada por uma
nova a cada 4 dente (Figura 9 A). A dentina cariada amolecida foi removida até

a obtencdo de uma dentina mais endurecida e resistente ao toque com sonda



exploradora sem pressao (Figura 9B). Esse, assim como o0s demais

procedimentos, foi realizado por um Unico operador previamente calibrado.

A B

Figura 9 (A e B) — Remocé&o de tecido cariado.

Sobre a dentina higida, brocas esféricas também foram utilizadas por
30s para que a smear layer fosse produzida pelo mesmo tipo de instrumento de

corte.

Os dentes foram divididos aleatoriamente segundo o substrato (higido
e cariado) e a solucdo de limpeza cavitaria (quadro 1). O sistema adesivo
Single Bond® (3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) foi aplicado segundo a
recomendacao do fabricante. Desta forma, a dentina foi condicionada por 15 s
com &cido fosférico a 35% (3M ESPE, St. Paul, MN, EUA), lavagem por 15s,
secagem com papel absorvente para obtencdo de uma superficie umida. Apés
o condicionamento &acido foram aplicadas 20 pL de solugcdo de limpeza
cavitaria, por 60s, seguidos da remoc¢do dos excessos com papel absorvente

previamente a aplicacao do sistema adesivo.



Duas camadas consecutivas do adesivo foram aplicadas, sendo cada
uma delas individualmente submetida a leves jatos de ar para remocédo do
solvente. Ao final, as camadas foram conjuntamente fotoativadas com o
aparelno de luz (Dabi atlante — DB686, Ribeirdo Preto, SP, BRA), cuja
irradiancia foi monitorada com radiometro (490+10 mW/cm2). Em seguida,
quatro camadas adicionais do adesivo foram aplicadas e fotoativadas ao final
da ultima camada para possibilitar a microtomia dos espécimes. Os dentes
foram mantidos em ambiente com 100% de umidade relativa a 37°C por 24

horas.

O Quadro | demonstra a distribuicdo dos grupos experimentais,

contendo oito espécimes em cada grupo:

GRUPOS TIPO DE SUBSTRATO | MATERIAL DE QUANT]DADE DE
) LIMPEZA ESPECIMES
Gl Dentina Higida (DH) Agua destilada 8
G2 Dentina Cariada (DC) Agua destilada 8
G3 DH CLX a 2% 8
G4 DC CLX a 2% 8
G5 DH CM 10 +A 8
G6 DC CM10+A 8
G7 DH CM10+B 8
G8 DC CM10+B 8
G9 DH CM10+C 8
G10 DC CM 10 +C 8
TOTAL DE ESPECIMES 80

Quadro |- Distribuicdo dos grupos experimentais.




Os dentes foram seccionados na cortadeira metalografica para
obtencado de trés espécimes com dimensdes de 2 mm de espessura, 2 mm de
altura e 5 mm de comprimento para cada dente. Assim cada dente forneceu 3
espécimes, totalizando 90 espécimes onde 10 foram desprezados, sendo

assim 80 espécimes selecionados (Figuras 10 e 11).

Os espécimes, segundo o substrato, foram aleatoriamente divididos
(n=8) e imersos nas solucbes testes por 3 meses mantendo a temperatura

constante em 37°C.

Figuras 10 — Disco de dentina em posi¢do para corte para obtencdo dos espécimes.



Figuras 11 — Espécimes cortados com dimensdes 2x2x5mm.

4.5.4 Processamento histolégico

Decorrido o periodo de armazenamento, os espécimes foram fixados
em solucédo de formol a 10% por 48 horas e desmineralizados em solucdo de
Morse a 10% por 2 semana sem agitacdo. Em seguida, foram lavados,
neutralizados em solucdo de sulfato de sodio a 5% por 24 horas, novamente
lavados em agua corrente por 24 horas, para posterior desidratacdo em
solucdes crescentes de alcool (70 a 100%), diafanizacéo e inclusdo a vacuo

em parafina.

Cortes de aproximadamente 4um de espessura (820 Spencer
Microtome - American OpticalCorp, Bufallo, NY — USA) foram corados pelo

Tricromico de Goldner. Nessa coloracdo, o coldgeno ndo completamente



envolvido pelo adesivo ficou disponivel para reagir com o corante sendo
identificados pela coloragdo avermelhada. A dentina mineralizada foi corada
em verde, a camada de adesivo em bege, o colageno hibridizado pelo adesivo
em laranja. Foi preparada 1 lamina de cada corpo de prova, com 10 cortes em
cada lamina. Destes, um corte de cada espécime foi aleatoriamente
selecionado e analisado em aumento de 400X (Olympus BX51— Olympus Corp,

Tokio, JP).

A analise qualitativa foi realizada simultaneamente por trés patologistas
experientes estabelecendo um parecer consensual quanto a disposicdo dos
tubulos dentinarios, presenca de adesivo e camada hibrida, especificando
ainda se a camada estava hibridizada total, parcialmente ou néo hibridizada

(ERHARDT et al, 2008).

A partir dessa analise, foram coletadas trés imagens de cada corte
(Dino-Eye Microscope Eye-Piece Camera — ANMO Eletronics Corporation,
Taiwan). Trés medidas da espessura da zona de colageno exposto e
hibridizado (quando existentes) foram realizadas para cada imagem com
auxilio do programa UTHSCSA Image Tool (The Universityof Texas Health
Science Center, Santo Antonio, TX, EUA). As leituras foram realizadas em
duplicata por um mesmo examinador, com intervalo de duas semana entre

elas.



455 Analise Estatistica

A média das duas leituras foi computada para cada espécime. Para
analise da reprodutibilidade do examinador foi utilizado o teste de correlacdo de

Pearson (ARANGO, 2001)

Os dados foram apresentados por meio de graficos e tabelas, onde se
calculou a mediana e quartis (Q;) dos dados quantitativos. Na andlise dos
dados foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, pois foi rejeitada
a hipétese de normalidade ao nivel de 5% de significancia (p<0,05) por meio do

teste de Shapiro-Wilk (VIEIRA, 2004).

O software utilizado na andlise foi o programa Epi-Info versdo 7 para o
Windows que € desenvolvido e distribuido gratuitamente pelo CDC
(www.cdc.org/epiinfo). O nivel de significancia fixado para aplicacdo dos teste

estatisticos foi 5%.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A dentina é um tecido mineralizado composto por 70% de
hidroxiapatita, 20% de material organico e 10% de agua. No interior da dentina
encontram-se o0s tubulos dentinarios por onde passam prolongamentos de
odontoblastos situados na polpa (ARANA; KATCBURIAN, 1999; TEN CATE,
1999; BARATIERI et al, 2001).

A carie é um doenca infectocontagiosa, de etiologia multifatorial que
ocorre por um desequilibrio no processo de desmineralizacdo e
remineralizacdo da estrutura dentinaria (BEZERRA; LIMA, 1998; FEJERSKOV;

KIDD, 2005; ISMAIL et al. 2009).

Na lesdo cariosa € possivel observar duas zonas distintas: a zona
externa, dentina infectada, e a zona interna, denominada dentina afetada, que
apresenta-se mais endurecida que a primeira, embora apresente um menor
conteudo mineral e uma maior porosidade (ERHARDT et al, 2008; RICCI et al,

2011).

Embora a maioria dos estudos de adesao sejam realizados em dentina
higida, a maioria dos substratos dentinarios no atendimento clinico é dentina
afetada por céarie ou esclerosada. Dessa forma esse estudo foi desenvolvido
com 10 grupos sendo 5 de dentina higida e 5 de dentina cariada.

A analise qualitativa e descritiva das laminas foi realizada por trés
patologistas, de maneira simultanea estabelecendo um diagndstico consensual

(ERHARDT et al , 2008) (ANEXO 3) .



Nos critérios pré-estabelecidos analisou-se a presenca ou auséncia de
adesivo, camada de colageno hibridizado e colageno exposto, homogeneidade
da camada hibrida e disposicdo dos tubulos dentinarios. Dos 80 corpos de
prova preparados, 18 foram excluidos da analise pela auséncia de uma ou
mais das estruturas supra-citadas, afim de se obter uma andlise mais
homogénea dos corpos de prova.

Quanto a camada hibrida considerou-se o colageno como sendo
hibridizado total, parcialmente hibridizado ou n&o hibridizado. Segundo Sanabe
(2009) ao utilizar o método de coloracdo de Tricomico de Goldner, a dentina
mineralizada é corada em verde, a camada de adesivo em bege, 0 colageno

hibridizado em laranja e o colageno exposto em vermelho (figuras 12 a 21).
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Figura 12 — Espécime de dentina higida corado com Tricdmico de Goldner. Solugdo teste: agua
destilada (Grupo 1), (a) colageno exposto, (b) dentina mineralizada, (c) adesivo.
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Figura 13 — Espécime de dentina cariada corado com Tricobmico de Goldner. Solucao teste:
agua destilada (Grupo 2). (*) colageno hibridizado, (a) colageno exposto, (b) dentina
mineralizada, (c) adesivo, (d) dentina desmineralizada.
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Figura 14 — Espécime de dentina higida corado com Tricbmico de Goldner. Solugéo teste: CLX
(Grupo 3). (*) colageno hibridizado, (b) dentina mineralizada, (c) adesivo.
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Figura 15 — Espécime de dentina cariada corado com Tricobmico de Goldner. Solucao teste:
CLX (Grupo 4). (*) colageno hibridizado, (a) coladgeno exposto, (b) dentina mineralizada, (c)
adesivo, (d) dentina desmineralizada.
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Figura 16 — Espécime de dentina higida corado com Tricomico de Goldner. Solucao teste:
CM+A (Grupo 5). (a) colageno exposto (b) dentina mineralizada, (c) adesivo.
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Figura 17 — Espécime de dentina cariada corado com Tricobmico de Goldner. Solucao teste:
CM+A (Grupo 6). (a) colageno exposto, (b) dentina mineralizada, (c) adesivo.
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Figura 18 — Espécime de dentina higida corado com Tricobmico de Goldner. Solucao teste:
CM+B (Grupo 7). (a) colageno exposto, (b) dentina mineralizada, (c) adesivo.
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Figura 19 — Espécime de dentina cariada corado com Tricobmico de Goldner. Solugdo teste:
CM+ B (Grupo 8) . (*) colageno hibridizado, (b) dentina mineralizada, (c) adesivo.
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Figura 20 — Espécime de dentina higida corado com Tricomico de Goldner. Solugéo teste:
CM+C (Grupo 9). (*) colageno hibridizado, (a) colageno exposto, (b) dentina mineralizada, (c)
adesivo.
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Figura 21 — Espécime de dentina cariada corado com Tricomico de Goldner. Solugao teste:
CM+C (Grupo 10). (a) colageno exposto, (b) dentina mineralizada, (c) adesivo.

A melhor condicdo de hibridizacdo para ambos os substratos, foi
identificada para os espécimes armazenados em CM+B (G7) (Figura 22).
Resultados semelhantes foram encontrados por Sanabe (2009), onde os
grupos que a zona de hibridizacdo, corada em laranja era melhor visualizada
no grupo controle, de espécimes armazenados em 6leo mineral, ressaltando
gque a CM também é oleosa. Quanto ao Oleo de copaiba ainda ndo ha na
literatura evidéncias para suportar esses achados. Entretanto, para Sanabe
(2009), esse meio de armazenagem teve por objetivo impedir que os
mecanismos de degradagdo enzimatica e hidrolitica se manifestassem sobre a
interface adesiva, o que foi confirmado quando comparados os resultados dos

grupos cuja solucdo para armazenamento foi a agua. Devido a presenca de



uma solucdo hidréfoba, a agua presente na unido adesiva é gradualmente

removida, impedindo a degradacdao hidrolitica.
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Figura 22 — Espécime de dentina higida corado com Tricbmico de Goldner. Solugéo teste:
CM+B. (*) colageno hibridizado, (b) dentina mineralizada, (c) adesivo.

Areas coradas avermelhadas foram observadas com mais frequéncia e
intensidade nos grupos G10 (dentina cariada + CM+C), seguidos dos grupos

G6 (dentina cariada + CM+A), G5 (dentina higida + CM+A) (figuras 23 a 25).
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Figura 23 — Espécime de dentina cariada corado com Tricobmico de Goldner. Solucao teste:
CM+C. (a) colageno exposto, (b) dentina mineralizada, (c) adesivo.
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Figura 24 — Espécime de dentina cariada corado com Tricbmico de Goldner. Solucdo teste:
CM+A. (a) colageno exposto, (b) dentina mineralizada, (c) adesivo, (d) dentina desmineralizada



0.02 mm

Figura 25 — Espécime de dentina higida corado com Tricomico de Goldner. Solugéo teste:
CM+A. (*) colageno hibridizado, (a) colageno exposto, (b) dentina mineralizada, (c) adesivo.

A tabela 1 e o grafico 1 demonstram a disposicdo dos tubulos
dentinarios.

100%
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Gréfico 1 - Distribuicdo dos corpos de prova de acordo com a disposi¢cdo dos tubulos
dentinérios.



Grupos Tabulos dentinéarios

Longitudinal Transversal

i % fi % Total

G1 - Dentina Higida + Agua 4 80,0 1 20,0 5
G2 - Dentina Cariada + Agua 5 833 1 16,7 6
G3 - Dentina Higida + CLX 7 100,0 - - 7
G4 - Dentina Cariada + CLX 7 875 1 125 8
G5 - Dentina Higida + CM+A 5 100,0 - - 5
G6 - Dentina Cariada + CM+A 1 25,0 3 75,0 4
G7 - Dentina Higida + CM+B 3 60,0 2 40,0 5
G8 - Dentina Cariada + CM+B 5 714 2 28,6 7
G9 - Dentina Higida + CM+C 8 100,0 - - 8
G10 - Dentina Cariada + CM+C 7 100,0 - - 7
Total 52 83,9 10 161 62

Tabela 1 - Distribuicdo segundo a mediana do score de direcdo dos tubulos dentinarios em
relacdo aos diferentes grupos.

Comparando a tabela 1 e o grafico 1 e 2 é possivel inferir que, ndo ha
relacdo entre disposicdo dos tubulos dentindrios e favorecimento de
hibridizacdo de colageno, tendo em vista que, apesar da semelhanca nos
resultados dos grupos G1 (DH + agua) , G2 (DC + 4gua) , G4 (DC + CLX) e
G6 (DC + CM+A), onde a maior porcentagem de tubulos longitudinal esta
diretamente proporcional para a porcentagem de colageno hibridizado, os
demais grupos apresentam propor¢cdes contrarias quando comparados entre si.
G5 (DH + CM+A) e G10 (DC + CM+C) por exemplo, apresentam 100% de
corpos de prova com tubulos dentinarios em disposi¢cdo longitudinal. Destes
corpos de prova, 60% (G5) e 76% (G10) apresentaram colageno néo
hibridizado. Do mesmo modo G3 (DH + CLX) e G9 (DH + CM+C) apresentaram

100% de corpos de prova com tabulos dentinarios em disposicao longitudinal e



destes, 43% (G3) e 13% (G9) apresentaram colageno nao hibridizado. Ja os
grupos G7 (DH + CM+B) e G8 (DC + CM+B) apresentam respectivamente 60%
e 70% de corpos de prova com tubulos em disposi¢ao longitudinal, sendo que
G7 apresentou somente corpos de prova com colageno hibridizado e G8

apresentou 43% de corpos de prova com colageno nao hibridizado.

Segundo Carrigan et al (1984), o numero e diametro dos tubulos
dentinarios e a disposicdo dos mesmos depende da regido da dentina
analisada, como também da idade fisiol6gica do dente. Para Garberoglio,
Brannstrom (1976) a média de tubulos por regido depende da proximidade com
a polpa, onde quanto mais préximo estiver da mesma, maior sera 0 numero de
tubulos. No presente estudo ndo se estabeleceu como critério de inclusdo ou
exclusdo um padrdo de faixa etaria dos pacientes cujos dentes foram utilizados
para a pesquisa. Sendo assim, durante 0s cortes na cortadeira observou-se
quem alguns discos de dentina estavam mais préximos a camara pulpar e
outros mais distantes, o que pode justificar a alteracdo na disposicao dos

tubulos dentinarios.

O grafico 2 mostra que no G1 80% dos espécime apresentaram
colageno hibridizado comparando-se ao G2, que apresentou 83% de espécime
com colageno hibridizados.

Quando a solucao teste foi a CLX observou-se diferenca entre o0s
diferentes tipos de substratos onde os espécimes de dentina higida (G3)
tiveram hibridizacdo em 57% dos casos, contra 87% dos espécimes de dentina

cariada (G4).



Dentre as emulsGes comparando os grupos de dentina higida a maior
porcentagem em espécimes com colageno hibridizado foi no grupo G7 (100%),
seguido de G9 (87%) e G5 (40%). Em se tratando de dentina cariada a maior
porcentagem para colageno hibridizado foi para G8 (57%), seguidos de G6

(25%) e G10(14%).
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Gréfico 2 - Distribuicdo dos corpos de prova de acordo com a hibridiza¢do do colageno na
camada hibrida

Uma solucédo ideal para limpeza e desinfeccdo da dentina de um
preparo cavitario deve possuir alguns requisitos, tais como, ser bactericida ou
bacteriostatico, remover residuos, manter os tampdes, ser biocompativel, de
facil aquisicao e utilizacdo (Mondelli 1998; BUSATO, 2002; BENGSTON et al,
2008)

Na literatura ha consenso quanto a eficacia da clorexidina como agente
antimicrobiano (CAVALCANTI NETO et al, 2005; ZANATTA et al, 2007;

BENGSTON et al, 2008; KIM et al 2011).

Muitos estudos tém relatado que a aplicacdo de CLX na cavidade
dentaria melhora a estabilidade da camada hibrida. Acredita-se que essa
melhora na durabilidade de unido resina-dentina ocorre porque a CLX inibe a

atividade das MMPs da matriz, a qual € responsavel pela auto-degradacao do



colagéno (CAVALCANTI NETO et al, 2005; FRANCO et al, 2007; CAMPOS et
al, 2009; KIM et al, 2011;PEREIRA et al, 2011). O exato mecanismo de acéo
desse agente catibnico ainda ndo esta totalmente esclarecido, porém sugere-
se que devido a sua carga positiva, as moléculas de clorexidina competem com
sitios das MMPs que deveriam ser ativados por ions metalicos como calcio e o

zinco, inativando dessa forma sua acao proteolitica (SANABE, 2009).

No entanto reagcbes adversas como manchamento de dentes,
restauracdes, proteses e lingua, alteracdes do paladar, motivam a pesquisa por
novas solucdes que ndo apresentem esses efeitos adversos (MAEKAWA et al,

2010; ZANATTA et al, 2007)

A armazenagem em agua tem sido frequentemente utilizada como
controle negativo em métodos de investigacdo de longevidades de interface
adesiva, uma vez que a agua é a responsavel pela degracao hidrolitica (SANO
et al., 1995; NAKAJIMA et al, 1995;TJADERHANE et al., 1998; Helbling et
al,2006; Pereira et al, 2006; SANABE et al, 2009; Lopes et al, 2009). Porém,
neste estudo observou-se que, mesmo apoés trés meses em imersao em agua,
os corpos de prova dos grupos G1 (dentina higida + agua) e G2 (dentina
cariada + agua) apresentaram, respectivamente 80% e 83% de corpos de

prova com colageno hibridizado.

Coelho (2011) avaliou a atividade antimicrobiana e a compatibilidade
biol6gica, em molares de ratos, de emulsdes de limpeza de cavidade formulada
a base do CM. Baseada na metodologia empregada concluiram que as
emulsdes do Oleo-resina da copaiba a 10% demonstraram resultados

promissores para a utilizacdo na odontologia.



Santos et al (2013) avaliou a citotoxidade in vitro de emulsdo de
limpeza de cavidade restauradora. A CM+A apresentou atividade hemolitica
em 50% dos fibroblasto humano MRC-5 humanos. Porém, associado com o0s
conservantes B e C podemos observar que néo ocorreu lise celular, logo néo
foi citotoxico, sendo um importante avanco para a formulacdo da emulséo a

base do 6leo de copaiba.

As mesmas solucdes foram utilizadas em teste de microtracdo e
microinfiltracdo em restauracdo adesiva onde concluiram que 0s agentes de
limpeza cavitaria a base de 6leo de copaiba interferiram positivamente no teste
de microinfiltragdo enquanto no teste de microtragdo, néo tiveram diferengas
significantes entre os grupos testados (Agua, CLX, CM+A, CM+B, CM+C)

(MENEZES, 2013).

No presente estudo, as medidas do colageno exposto e colageno
hibridizado foi realizada por um mesmo examinador onde o teste de correlagéo
de Pearson mostrou concordancia de 0,94 para mensuragdo de colageno
exposto e 0,98 para mensuragéo de colageno hiridizado, entre as duas leituras

(Grafico 3 e 4).
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Grafico 3 - Correlacdo segundo as leituras em mcrometros do colageno exposto em dois
momentos pelo mesmo pesquisador.
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Gréfico 4 - Correlagdo segundo as leituras em micrometros do colageno hibridizado em dois
momentos pelo mesmo pesquisador.



Analisando comparativamente a tabela 2 e o grafico 5, da espessura de

coldgeno exposto, tanto em dentina higida e cariada, frente as emulsdes teste

observou-se que ndo houve diferenca estatistica para G5,G6,G7 e G9, tendo

esses as maiores espessuras. Comparando as emulsbes com 0S grupos

controles nos diferentes substratos (dentina higida e cariada) ndo houve

diferenca estatistica entre as emulsdes testes (G7, G8, G9 e G10) e 0s grupos

da CLX (G3 e G4), sendo diferente dos grupos agua (G1 e G2) que

apresentaram menor espessura.

Grupos Q1 Mediana Qs
G5 - Dentina Higida + CM+A 26,65 32,322 42,38
G6 - Dentina Cariada + CM+A 24,18 28,542 37,16
G7 - Dentina Higida + CM+B 20,25 26,64 30,67
G9 - Dentina Higida + CM+C 12,17  21,49% 26,15
G8 - Dentina Cariada + CM+B 17,19 21,47 22,95
G3 - Dentina Higida + CLX 15,15 16,29 19,22
G10 - Dentina Cariada + CM+C 12,72 15,48°¢ 17,31
G4 - Dentina Cariada + CLX 12,01 13,36° 16,12
G1 - Dentina Higida + Agua 6,52 7,12¢ 9,90
G2 - Dentina Cariada + Agua 6,37 7,02¢ 9,71

Tabela 2 - Distribuicdo segundo a mediana das medidas em pm do coldgeno exposto em
relacdo aos diferentes grupos. Valor de p < 0,001 (Teste nao-paramétrico de Kruskal-

Wallis); Q; = Quiartil.
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Gréfico 5. Distribuicdo segundo a mediana das medidas em pm do colageno exposto

em relacdo aos diferentes grupos.

Os dados demonstraram que ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos G7 e G9, que apresentaram maior espessura de colageno hibridizado,
havendo diferenca quando comparados aos grupos Gl e G2, que
apresentaram menor espessura. Os grupos G3, G4 e G8 nao apresentaram
diferenca estatistica significante entre si e entre os demais supracitados. Os
grupos G5, G6 e G10 n&o foram estatitsticamente analizados neste quesito por
nao apresentarem quantidade minima de corpos de prova com colageno

hibridizado para analise (n=3).



Grupos Q1 Mediana Qs
G7 - Dentina Higida + CM+B 18,79 30,092 33,00
G9 - Dentina Higida + CM+C 8,57 18,86 41,42
G3 - Dentina Higida + CLX 13,93  16,90% 22,12
G4 - Dentina Cariada + CLX 11,75  14,45® 17,20
G8 - Dentina Cariada + CM+B 12,10 13,72 14,74
G1 - Dentina Higida + Agua 8,20 9,64° 1213
G2 - Dentina Cariada + Agua 4,98 7,70° 9,84

Tabela 3. Distribuicdo segundo a mediana das medidas em pm do colageno hibridizado em
relacdo aos diferentes grupos. Valor de p = 0,006 (Teste ndo-paramétrico de Kruskal-

Wallis); Q; = Quartil.
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Gréafico 6. Distribuicdo segundo a mediana das medidas um do colageno hibridizado em

relacdo aos diferentes grupos.



Observa-se no presente estudo que a concentracdo do conservante
influenciou quantitativamente na hibridizacdo do colageno da camada hibrida,
onde, na concentracédo de 0,3% (G5 e G6) nao proporcionou um n amostral
significativo para andlise, na concentracdo de 0,6% destacou-se G7, sendo o
anico que apresentou colageno hibridizado em todos os espécimes, e na
concentracdo de 0,9%, G10 também ndo apresentou n amostral significativo

para analise.

Segundo Pereira, Pinheiro (2011) a ativacdo das MMPs depende da
queda do pH para valores abaixo de 5,5, que acarretam em perda mineral e
conversdo das MMPs latentes em forma ativa. Uma vez ativadas, seria
necessario inativar essas MMPs, através do uso de solucdes de limpeza para
que o colageno pudesse ser impregnado pelo sistema adesivo. Dentre as
solucdes testadas, somente as emulsdes dos grupos G5 (DH + CM+A) e G6
(DC + CM+A) apresentaram pH 5. Esse fator justificaria o fato de a quantidade
de copos de prova com colageno hibridizado nédo ter sido significativa para
estes grupos. As demais solucbes apresentaram 0s seguintes pH: agua
destilada e CLX - pH7, CM+B e CM+C - pH 6.

Considerando a espessura de coladgeno exposto, esses resultados
diferem dos apresentados por Haj-Ali et al (2006) e Sanabe et al (2009), onde os

autores, utilizando a mesma coloragéo histolégica, observaram espessura da zona de
colageno exposta significativamente menos espessa, tanto em dentina afetada por
carie quanto em dentina higida. No primerio estudo, a espessura média da zona de
colageno exposto observada para dentina afetada por carie foi de 8,6um enquanto

para dentina higida foi de 6,01um (p=0,042).



O estudo de Sanabe et al (2009) obteve média de espessura de colageno
exposto inferiores onde foram observadas, 2,99um e 2,30um para dentina afetada por
carie e dentina higida. Respectivamente a diferenca de valores entre os dois estudos
pode ser atribuida ao fato de o estudo de Haj-Ali et al (2006) ter utilizado método
guimico de armazenagem de espécie em solucdo acida tamponada (pH 4,5) para
desmineralizacdo de dentina, além da utilizacdo de &cido fosférico a 38%. Ja o
trabalho de Sanabe et al (2009) utilizou um método microbiolégico para a producéo de
lesBes artificiais de carie e como agente desmineralizante de dentina, o acido fosforico
a 35%.

O presente estudo, utilizou a mesma metodologia de Sanabe et al (2009). No
entanto, durante a fase de processamento histoldgico, os espécimes ficaram imersos
em solucdo de morse (solucao descalcificante) por aproximadamente 10 dias, até que
0S mesmos apresentassem uma dureza adequada, de acordo com o Departamento
de Patologia e Medicina Legal da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Amazonas, onde a pesquisa foi desenvolvida. Nesse quesito, a
metodologia de Sanabe preconiza a imersao dos corpo de prova em solucao
de morse por 48h somente. Acredita-se que 0 maior tempo de imersao na
solucdo citada possa ter levado a uma maior exposicao das fibrilas colagenas.

De acordo com Nakajima et al (1995), os condicionamentos acidos
testados em seu estudo, foram capazes de demineralizar da mesma forma ou
mais a dentina afetada por carie em comparacao a dentina normal. Uma vez
que os sistemas adesivos testados infiltraram mais em dentina afetada por
carie, foi produzido camada hibrida mais espessa. Mesmo assim obteve-se
menor resisténcia a tracdo em dentina afetada por carie, quando comparada a
dentina higida, sugerindo que existe pouca correlacdo entre a espessura da

camada hibrida e a forca de resisténcias adesivas.



Menezes et al (2013) utilizando espécimes de dentina higida, ndo
obteve diferenca estatisticamente significando em relacdo a resisténcia a
tracdo e microinfiltracdo quando comparados grupos que utilizaram como
solucdo de limpeza de cavidade: agua, clorexidina 2%, CM + A, CM + B, CM +
C.

Considerando espessura de colégeno exposto, hibridizado e qualidade
de camada hibrida sugere-se que a homogeneidade da camada hibrida é mais
importante do que a espessura podendo proporcionar maior resisténcia adesiva
nas restauracdes (HORI, 2012). Essa homogeineidade de camada foi mais

claramente observada histologicamente no grupo G7 (DH + CM B) (figura 26 A
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Figura 26 — Homogeneidade da camada hibrida em espécimes de dentina higida tratados com
CM+B (A e B).

Clinicamente na remocédo de tecido cariado onde deve-se deixar a
dentina passivel de remineralizacdo, no fundo da cavidade, e remover
totalmente das paredes laterais, até que se obtenha uma dentina higida, para

permitir adequado selamento, é possivel, no futuro, a viabilidade da emulsdo



de copaiba com conservante B, em comparacao com a clorexidina 2%, por ter
apresentado melhor resultado em relacéo a hibridiza¢éo do colageno.

As caracteristicas fisicas e quimicas da dentina afetada séo diferentes
da dentina higida. A dentina afetada por carie apresenta-se menos densa do
que a dentina higida, porque é parcialmente desmineralizada. O interior da
dentina peritubular apresenta cristais dispersos e distribuidos aleatoriamente,
com maiores cristais de apatita e espacos intercristalinos mais amplos em
comparagcdo com a dentina higida. Além disso, a maioria dos tubulos de
dentina afetada por céarie sdo obliterados com depdsitos de cristais de fosfato
de célcio. (NAKAJIMA et al 1999; PEREIRA, 2007; EASHARDT et al, 2008).

O aumento da porosidade da dentina intertubular da dentina afetada
por carie em comparagdo a dentina higida ocorre devido a sua
desmineralizacdo parcial. Em funcdo dessas caracteristicas, ha menos
minerais a ser removidos pelo condicionamento acido em adicdo a menor
resisténcia oferecida pelo tecido contra a difusdo desse agente, 0 que resulta
em desmineralizacdo mais profunda do substrato. A penetracdo adequada dos
sistemas adesivos torna-se menor a medida que a profundidade dessa
desmineralizacdo aumenta, em funcdo das limitacdes inerentes a infiltracdo
monomérica dessa zona (NAKAJIMA et al, 1995; SANABE, 2009, RICCI,
2011).

Essa menor impregnagédo do adesivo e maior obliteragcdo dos tubulos
em dentina afetada por carie poderia justificar os maiores resultados em

espessura obtidos nos grupos de dentina higida do presente estudo.



Os resultados encontrados com CM+B (G7 e G8)sao semelhantes aos
resultados encontrados nos grupos tratados com CLX, demonstrando que esta
emulséo apresenta viabilidade de uso na odontologia, necessitando ainda de
mais pesquisas afim de elucidar sua aplicacdo clinica quanto a interferéncia

nas propriedades dos materiais restauradores.



Conclusao

Com base nos resultados da metodologia empregada pode-se concluir que:

- Os espécimes tratados com as emulsdes a base de copaiba apresentaram
maior espessura de colagenos exposto e hibrizado que os grupos tratados com

clorexidina e agua.

- Comparando a CLX as CM, observou-se que, para dentina higida, o grupo
tratado com CM+B apresentou a melhor condicdo de hibrizacdo. Em relacdo a
dentina cariada, os grupos tratados com CLX apresentou maior propor¢cao de

colageno hibridizado.

- Os corpos de prova do grupo de DH + CM+B apresentaram qualitativamente
melhor homogeneidade da camada hibrida quando comparadas as demais

solugcbes/emulsdes teste.

- Necessério se faz realizar mais pesquisas envolvendo resisténcia mecéanica e
quimica utilizando as solugdes teste desse estudo de acordo com os diferentes
substratos dentinarios, assim como analisar em MEV a qualidade da unido
resina-dentina. Ainda, sugere-se que seja feito andlise zimografica das
solucdes testadas para verificar sua acdo nas metaloproteinases presentes no

substrato dentinario.
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Thule da Pesqulsa: EMULSSES CONTENDD BICATIVOS AMAZOMICDS: AVALIACAD DO EFEITC MA
WETALOPROTEIMASE E MO COLAGEND DA DEMTINA

Peaquizader: MARLA FULGENCIA COSTA LIMA BANDEIRA

Area Tematica:

Versao: 1
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Ingtitulgioe Proponents: Unlversidade Fedaral o Amazonas - UFAM
Patrocinador Princlpal: Financlamenta Prégrio

DaADO0S DD PARECER

Homers do Parecer: 244 528
Crafa da Relatoria: 03042013

Apressntag3o do Projeto:
ApoE 3 desmineralzagdo da dentina ocorrem significantss alteragies levando 3 alteracies na propriedade
de adesdo deste substrato, gue 530 s=gquidas por outras transtormacies causazas pela aplicagio de
subsidnclas quimlcas durante o procedimentos adesivos. Dentre essas transformagdes pode-s2 ciiar como
exemple & atlvagdo de metaloproteinases (MMPs) presentes na matrz dentindria apés condiclonamento
dcldo. As MMPs sdo classificadas como endopeptidades zinco cdlele dependentes & 530 capazes de
degradar os componenies da matriz extra-celular. Uma maneira de prevenr a agdo das metaloproteinasss
£o0re o coldgena @ prevenir 3 degradagdo da Interface adesiva sera por meln 8o emprego de Inlizldores que
Impedissem a ativagdo dessas enzimas, tormando-a Inteuas ao colageno expasto. A produgdo de uma
solugdo de lImpeza de cavidades & base de dleo de copalba Copalfera mullljuga (CM) wlablllizara sua
uthizagda nos preparss cavitaros previaments & Insergao do materal restaurador. Devido a5 prophedades
antimlcroblanas, acredita-se gue es553 solugao poderd contribulr na diminulgdo da Incldéncla de care
recomente. Além disso, progorcionard a comprovagao da eflcacla de principlos athvos de um fitateraplco da
Dlodiversidade amazonica & 3 viabilidade de sua Infrodugdo na Odontologla. Messe sentido, baseados nas
resultados das pesquisas reallzadas evidenciando atividade antibacteriana, compatiblidage bloltgica,
aceltabllidade nos estes de ateracio de cor em dentes humanos das emuisdes d2 CM | 2553 pasquisa se
prople a avallar o efeito das solucdes 3 base de CM na degradagao do colageno € na nibigdo de
metaloprotelnase da matriz gentinara. Para avallar a
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axposigo de fibrilas colagenas s=rao utlizados vinte @ dols fercelros molares higldos, gue apas profllazla
3dequada, receberdao prepan de superficie. Melade dos dentes sslecionados sofrerdo Indugao de cirle.
Cada denbe formecera més especimes, iofalizando 64 espécimes viavels dividldos em 8 gnupos de acordn
com o tipo g2 sUbsTato e solugdo de Impeza de cavidade empregada. 05 COTpOs de prova passardo por
processamento hisiologlco. Para anallse da reprodutioiidads do examinador serd utlizado o teste de
comelagdo de Pearson. Aos dados de espessura da camada de colageno serd aplicado o tesie estatisticn de
anallse de varlancla a dols critérios finos (substrato ve. condigdo de armazenagem) complementado pelo
ieste para comparagdo mitipias de Tukey. Todos os testes serdo conslderados ao nivel de significinca de
5% 2 serdo realizados no programa estatistico PSS 200 O agdo de Inlblgdo das emulsdes de CM sobre a
maizloprodeinass presente na denting serdo quantficada atraves d= analise zimografica.

Objstivo da Pesquisa:
Hipatese:

E&la pesquisa s2 propde a avallar o efelto das solugbes & Dase de CM na degradagdo do coldageno 2 na
Inlglgdo de metaloproteinase da matrlz dentindria.

Obletivo Primario:

Avallar o efelto da CM 2 clorexiding a 2% quants & Inlblgdo de MMPE da matriz d2ntinafa em dentina
a'etada por carle & dentina higlda associadas ao slstema adeslvo.

Objetve Secundaria:

Idenificar a zona e colageno exposta na base da unldo resina dentina afetada por carle, dentina nigida,
produzida apds 3 utilizagdo de solucdo de CM e cloreidnaverficar 3 agdo da solugdo de CM sobre as
metaloproteinases da matriz dentinana afetada por care 2 higida.

Avallagio dos Riscos & Bensficlos:

RISCOE;

05 elemenios dentaros a serem ublizados na pesquisa serdo extralidos por razles orodonticas ou
cirirglcas, obtikdos através do banco de oenies da Facuidade de Odontologla da Universidade Federal do
Amazonas. A uilizagdo de elemenios dentados exraldos ndo mplcara em nenhum fsco a0 padenta, Uma
vEZ Que e6585 dentes |a Toram removidos da arcada dentarla por razdes onoddntcas ou cinirgicas. Nao
havera acess0 3 qualquer Informagdo que possa colocar em rsco a confidencialldade do doador.
Bensficios:

O possivel uso d2 uma solugdo de lavagem de cavidades 3 base de copalba para Inlblgdo da agdo de
melalogroteinasses presentes na denting viablizara sua ulilzagdo nos prepans cavi@nos previamenis &
Insergdo do materal restaurador. Devido 35 propriedades anfimlcroblanas, acreditase
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que ess5a solugdo poderd confribulr na diminuigdo da Incldéncla de carle recoments, princlpalments se
propiziar meihora na adesdo 9o malenal restauradar. Além disso, proporcionara a comprovagda da eficacla
de um ftoterapico da Modiversidade amazdnica 2 a viabllldade de sua Introdugdao na Odontologla.

Comentarios e Considerages sobre a Peasquisa:

1- Metndolegia: Trate-se de um estuso do Hpo laboratorial In viro gue visa anallsar o efefo das solucles 3
bage de dlen de copalia na degradacdo do codageno & na IniblgEo de metaloproieinase da matiz dentinaria.
A pesquisa 5erd realizada em Manaus, na Facuidade de Ddontologia, no Laboratario de Pesquisa do Curso
de Qdonioiegla & no Laboratorie de Tecnoiogla do DMA da Universidade Federal do Amazonas. Serdo
necessdrios 44 tercalros molares higidos seleclonados aleatorlaments, formecidos peio banco de dentes da
Faculdade de Odontologla da Universidade Federal do Amazonas. Desta forma, conslderando que os
dentes serdo disponitdiizados pelo Banco de Dentes da FAD 2 0 mesmo encontra-se autorzado pela
Unidade, solicitamos DNISPENSA do Terno g2 Consenimento Livie e Esclarecido a este respelioso Comitg
de Efica em Pesquisa-CEPVUFAM. O possivel uso de uma solugdo de lavagem de cavidades 3 base de
copalba para Inlbigdo da agdo de metalpgroteinases presentes na dentina viablllzard sua utiizagdo nos
preparos caviiarios previaments 3 Insergdo do materlal restaurador. Devido as propriedades
aniimigroblanas, acreditase que 2553 solugdo podera contribuir na diminuigdo da Incidéncla de care
recorrente, princlpalmente se proplelar melhora na ades3o do malerlal restaurador, Além disso,
proporcionard a comprovagdo da eficacia de um Moteraplco da blodiversidade amazdnica e a viabllidade de
sUa Inrodugaa na Doontolegia.

2- Critério g2 Inciusdo;

Serdo wlllzados 44 tercelros molares humanos higidos, extraldos por razdes cirorgica, llvres de cares,
restauragdes, que apresentarem coroas sem

dreas hipoplasicas, tincas efou fraturas.

Critério de Exciusdo:

M 30 serdo ulllizados tercelros maolares huumanos que apresentem lesbes canosas, caviadas ou nda, com
rasiauragdes., que apreseniem coroas

oM areas hipoplasicas, tineas efow fraturas.

3 Cronograma ; adequado.

4- Drpamento; adequado.

Conslderagles sobra o Termos de apresentagio obrigatdria:
Folha de rosto. Adeguada
TCLE - Dispensa
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Teqmo de anuencia - Adequado

Recomeandacies:

Sem recomendacies.

Conclustss ou Pendénclas & Lista de Inadaquagbes:

Dlante do exposto, conslderando gque o protocolo de pesquisa atende a Resolugdo 196/96 &
complementares, somos pela APROVACAD do mesmo.

SHuacie do Parscar:
Aprovado

Necesslta Apreclagio da CONEP:
W&o

Conslderagtes Finala a critérlo do CEP:

MANALIE, 12 de Abrll de 2013

Azslnador por:
A&na Paula Peesoa da Ollvelra
{Coordenador)
Endersgo:  Rua Taresina 4350
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Anexo B - Declaracdo do Banco de Dentes da FAO

UMIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZOMAS-UFAM
FACULDADE DE ODONTOLOGIA-FAD
BANCO DE DEMTES HUNMANGS-RINH

DECLARACAO

Fara fine de docomantacin paln Gomigd da Flica am Pasnuisa (CFFL o
Banco de Dentes Humangs da Faculdade de Odonlologa da Universidade
Federal do Amazonas auxiliou aste pmjetc de pesquiza por melo da
APROVACAD de um empréstime de 44 lerceiros molares permanenies para a
execucio do frabalho de pesquisa com o tiule preliminar, “EMULS0ES
CONTENDO BIDATIVOS AMAZOMICOS; AVALIAGAD DO EFEITO NA
METALOPROTEINASE E NO COLAGENO DA DENTINA" a ser realizado peta
aquipe da pasquisadores: Joyoe Meira e Marla Fulgéncla Costa Lima Bandeira,
ng ambio do curso de Mestrado em Cdoniologia da UFAM.

Qs denfes =erBo enfregues para o pesquisador somente apos a
apresentagdo do comprovants de aprovacho pelo Comité de Etica em Pesguisa
da UFaM (ZEFR).

Origiaphiag:

1. Splidtamas gue apas o Wmina do axpanmenlo, a8 dentae sajam devolvasos para este
Banco o= Denles para que o descare seja realzado segundo as normAs  de
birasegu ranGy da irsliluicio.

2, CHar am tocas at publicagdag o nomar da dergar uilizades no mabal 8 que fomsm

anginanos da BOH-FAOLFAM;

Citar ¢ m, di protosals de aprovacdo do CEP da UFAR.

Envlar sma Ccdpla dods) Irabalhodsl de publicapie onde for mensbonado o BDHFAQ-
UFAM & CEP UFAM.

ot

/::’1} Manaus, 20 de dezembro de 2012,

i
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Praf. Emilio Carlos Sponchisso Jr

Coordenador do Banco de Demes Humanos



APENDICE

Apéndice A — Analise dos patologistas

Aspectos técnicos

Colageno Hibridizado

Colageno Nao hibridizado

Parcial Total TOTAL
Lamina | Adesivo | Camada coldgeno | Tubulos dentindrios
1.1
1.2 P P L X
1.3 P P L X
1.4 P P L X
1.5 P P L X
1.6
1.7 P P T X
1.8
2.1 L X
2.2 T X
2.3 L X
2.4
2.5
2.6 P P L X
2.7 P P L X
2.8 P P L X
3.1 P P L X
3.2 P P L X
3.3 P P L X
34 P P L X
3.5 P P L X
3.6
3.7 P P L X
3.8 P P L X
4.1 P P L X
4.2 P P L X
4.3 P P L X
4.4 P P T X
4.5 P P L X
4.6 P P L X
4.7 P P L X
4.8 P P L X
5.1 P P L X
5.2 P P L X




Aspectos técnicos

Colageno Hibridizado

Colageno Nao hibridizado

Parcial
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Aspectos técnicos

Colageno Hibridizado

Colageno Nao hibridizado

Parcial

Total

TOTAL

Lamina

Adesivo

Camada colageno

Tubulos dentinarios

10.1

p

)

L

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

10.7

10.8
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Legenda: P — Presente, L — Longitudinal, T — Transversal, ] Espécime fora do padrdo

para analise (auséncia de adesivo ou camada de colageno).




