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RESUMO:

Resina composta é um dos materiais mais usados para restaurar o dente através do uso
dos sistemas adesivos, entretanto, nessas ligagdes dos sistemas adesivos ao dente
ocorrem alguns problemas que prejudicam a longevidade desse tratamento,
principalmente na camada hibrida. Na matriz extracelular dentinaria encontram-se as
proteases enddgenas que sdo responsaveis pela desnaturacdo e degradacdo das fibras
colagenas da dentina, a inibicdo dessas enzimas é crucial para a preservacdo da camada
hibrida e sucesso clinico. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito das emulsGes a
base de Oleo de copaiba em diferentes concentracdes de conservante na inibicdo das
metaloproteinases MMP-2 e MMP-9; a citotoxicidade em células da linhagem HT1080
e a atividade antiproteolitica in situ usando o sistema adesivo convencional e
autocondicionante. Na zimografia in situ os trinta dentes foram seccionados a 2 mm
abaixo da juncdo esmalte- dentina, em seguida foi padronizada a smear layer e
divididos em quatro grupos. Uma gelatina conjugada com fluoresceina foi utilizada e
depois levada ao microscépio de fluorescéncia para avaliagdo. A citotoxicidade das
solucdes foi testada utilizando o método do Azul de Tripan nos tempos de 15 segundos,
30 segundos, 10 e 20 minutos. Os grupos testados foram: (G1) controle com agua
destilada; (G2) Digluconato de clorexidina a 2% (CLX); (G3) emulséo a base de 6leo de
copaiba (EC) a 10% + X; (G4) EC a 10% + Y; e (G5) EC a 10% alcalina. O ensaio
zimogréfico foi realizado analisando os mesmos grupos descritos anteriormente, porém
nos tempos de 30 segundos, 10 e 20 minutos. As células de HT1080 foram incubadas, e
submetidas a eletroforese gel de SDS-PAGE. Apds a corrida, o gel foi corado e as
imagens das bandas foram analisadas no software ImageJ. Na anélise estatistica foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para duas medianas e Kruskal-
Wallis (p<0,05), para mais de duas medianas. No teste de citotoxidade as ECs
apresentaram maior viabilidade celular quando comparadas a CLX em todos 0s tempos
testados, apresentando diferenca estatisticamente significativa nos tempos de 10 e 20
minutos. No ensaio zimografico as EC apresentaram atividade sobre MMP 2 e MMP 9,
contudo a que apresentou melhor resultado foi a EC a 10% alcalina em 10 minutos de
tratamento, a EC alcalina chegou a reduzir em 67% a atividade da MMP 2 e 44% rda
MMP 9 quando comparada ao digluconato de clorexidina a 2%. Na zimografia in situ
ndo houve diferenca estatistica entre os grupos testados, entretanto na avaliagdo
qualitativa todos os grupos testados apresentaram inibicdo da atividade sobre as
metaloproteinases. Com isso, as emulsdes a base do oléo de copaiba apresentaram
atividade na inibicdo das metaloproteinases nos estudos in vitro e in situ, mostrando um
potencial como biomodificador dentre elas a que apresentou os melhores resultados foi
a Ec alcalina.

Palavras-Chave: Adesivo. Mmp 2. Mmp 9. Fitoterapia.



ABSTRACT:

Composite resin is one of the most used materials to restore the tooth through the use of
adhesive systems, however, in these bonding of adhesive systems to the tooth some
problems that affect the longevity of this treatment occur, especially in the hybrid layer.
In the dentin extracellular matrix are endogenous proteases that are responsible for
denaturing and degradation of dentin collagen fibers, inhibition of these enzymes is
crucial for the preservation of the hybrid layer and clinical success. The objective of this
work was to evaluate the effect of copaiba oil-based emulsions at different preservative
concentrations on the inhibition of metalloproteinases MMP-2 and MMP-9; cytotoxicity
in HT1080 cells and in situ antiproteolytic activity using the conventional self-etching
adhesive system. In situ zymography the thirty teeth were sectioned 2 mm below the
enamel-dentin junction, then standardized to the smear layer and divided into four
groups. Fluorescein-conjugated gelatin was used and then taken under the fluorescence
microscope for evaluation. The cytotoxicity of the solutions was tested using the Trypan
Blue method at 15 seconds, 30 seconds, 10 and 20 minutes. The groups tested were:
(G1) control with distilled water; (G2) 2% Chlorhexidine Digluconate (CLX); (G3)
10% copaiba oil (EC) based emulsion + X; (G4) 10% EC + Y; and (G5) 10% alkaline
EC. The zymographic test was performed by analyzing the same groups described
above, but at times of 30 seconds, 10 and 20 minutes. HT1080 cells were incubated, and
subjected to SDS-PAGE gel electrophoresis. After the run, the gel was stained and the
band images were analyzed using ImageJ software. Statistical analysis used the
nonparametric Mann-Whitney test for two medians and Kruskal-Wallis (p <0.05) for
more than two medians. In the cytotoxicity test, the ECs presented higher cell viability
when compared to CLX in all tested times, presenting a statistically significant
difference at 10 and 20 minutes. In the zymographic assay, EC showed activity on
MMP 2 and MMP 9, however the one that presented the best result was 10% alkaline
EC in 10 minutes of treatment, alkaline EC reduced by 67% the activity of MMP 2 and
44%. MMP 9 compared to 2% chlorhexidine digluconate. In situ zymography there was
no statistical difference between the tested groups, however in the qualitative evaluation
all tested groups showed inhibition of activity on metalloproteinases. Thus, the
emulsions based on the oil of copaiba showed activity in the inhibition of
metalloproteinases in vitro and in situ studies, showing a potential as a biomodifier that
presented the best results was the alkaline Ec.

Keywords: Adhesive; Mmp 2; Mmp 9; Herbal medicine.
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INTRODUCAO

A cérie dentéria € um processo ubiquo definido como o resultado de uma
dissolucdo do mineral dos dentes resultante de eventos metabolicos que ocorrem no
biofilme cobrindo a &rea afetada, também tem outras determinantes como fatores
socioeconémicos, educacionais e comportamentais. (MALTZ, JARDIM e ALVES,
2010, FEJERSKOQV et al., 2015).

O uso dos acidos nas superficies dentarias revolucionou a pratica restauradora
permitindo um tratamento minimamente invasivo. Preconiza-se a retirada da dentina
amolecida somente, por ser irrecuperdvel, preservando o tecido subjacente passivel a
remineralizacdo (KIDD E FEJERSKOV, 2005; HAJ-ALI et al., 2006; WANG,
SPENCER, WALKER, 2007, LENZI et al. 2012).

Existem diferencas estruturais na dentina afetada por carie da dentina higida
influenciando na unido do material restaurador ao substrato dentinario. A estrutura da
dentina afetada por cérie é mais sensivel ao condicionamento &cido, existe uma
desmineralizacdo parcial ja presente nesse tipo de dentina devido ao processo carioso. A
grande maioria dos tratamentos restauradores € realizada na dentina afetada que
demonstra o seu desempenho adesivo inferior ao da dentina higida (WANG,
SPENCER, WALKER, 2007; LENZI et al, 2012; GUVEN e AKTOREN, 2015).

A adesédo do material restaurador ao substrato acontece quando o adesivo infiltra
a camada de dentina desmineralizada pelo condicionamento &cido, encapsulando o
colageno exposto e protegendo a interface adesiva da degradacdo proteolitica e
hidrolitica. Essa zona composta por dentina desmineralizada infiltrada pelo sistema
adesivo é denominada camada hibrida. Essa camada ndo é estatica e pode falhar ao
longo do tempo devido a agdo de alguns fatores como: metaloproteinase; catepsinas e
infiltracdo marginal (NAKABAYASHI, NAKAMURA, YASUDA, 1991; MAZZONI
etal., 2015).

As metaloproteinases sdo enzimas calcio-dependentes e zinco ativadas que
mediam a desnaturacdo da matriz extracelular através das colagenase e gelatinases, e
naturalmente encontram-se aprisionadas na dentina mineralizada durante a
odontogénese. Uma vez que o processo de adesdo se da a partir do encapsulamento do

colageno pelo sistema adesivo, é necessaria a inibi¢do dessas enzimas a fim de preservar
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a interface adesiva da degradacdo proteolitica e hidrolitica da camada hibrida
(MAZZONI et al, 2015).

O digluconato de Clorexidina a 2% é o agente de limpeza amplamente utilizado
na clinica odontoldgica devido as propriedades antimicrobianas e atividade inibidora da
degradacdo enzimatica da matriz de coldgeno da dentina. Através de analises
zimograficas, o digluconato de Clorexidina 2% se mostrou eficiente na manutencdo da
resisténcia de unido dentina-resina, melhorando a qualidade na formacdo da camada
hibrida (CARRILHO et al., 2007; BRESCHI et al., 2009; BRESCHI et al., 2010; RIOS
et al., 2015).

Adesivos sdo monémeros hidrofilicos, que permitem a unido do sistema adesivo
a estrutura dentaria, e mondémeros hidrofébicos, responsaveis pela adesdo ao material
restaurador. Os sistemas adesivos que interagem com a dentina sdo 0s sistemas
convencionais, em versdes de trés e dois passos, e 0s autocondicionantes, em versdes de
dois passos e um passo. No sistema adesivo convencional, a desmineralizagdo do
substrato dentinario é realizada previamente a infiltracdo dos mondmeros resinosos. Ja o
sistema adesivo autocondicionante contém mondmeros acidicos, que desmineralizam e
infiltram a dentina simultaneamente, incorporando a smear layer na camada hibrida em

vez de elimina-la como acontece no sistema convencional (HASHIMOTO et al., 2011).

Apesar de todas as vantagens da restauracao adesiva, a sua longevidade ¢é afetada
pela perda da qualidade da camada hibrida, da capacidade adesiva e da resisténcia de
unido do material restaurador ao substrato dentinario, devido ao fato do colageno,
presente na camada hibrida, ser suscetivel a hidrolise e a acdo proteolitica (BRESCHI et
al., 2009).

Considerando tal questdo e a politica nacional de praticas integrativas e
complementares, a Odontologia atual voltou os olhos para a Fitoterapia. A copaiba, cujo
6leo tem sido alvo de pesquisas, mostra-se uma solugdo promissora, expondo resultados
significantes na limpeza de cavidade, potencial bactericida e bacteriostatico semelhantes
a solucdo de digluconato de clorexidina a 2% (BANDEIRA et al. 2016). Estudos
demonstraram sua eficiéncia na manutencéo da resisténcia adesiva (FREITAS, 2017);

apresentando uma camada hibrida homogénea, regular, continua e com presenca de tags
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independentes do substrato dentinario (MEIRA, 2014; MOURA, 2016; BANDEIRA et
al.,2018).

Assim, essa pesquisa se propos avaliar a atividade antiproteolitica da emulséo a
base de 6leo de copaiba em comparagdo ao digluconato de clorexidina a 2% na unido da
interface adesiva resina/ dentina formada com o sistema adesivo convencional e

autocondicionante.
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1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar in situ o efeito da emulsdo a base de 6leo de copaiba a 10% sobre as

metaloproteinases na interface adesiva resina/dentina e in vitro em culturas de células.
1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a citotoxicidade da emulsdo em células HT1080.

.....

base de 6leo de copaiba a 10% em cultura de célula HT1080.

Avaliar os efeitos da emulsdo do dleo de copaiba sobre as metaloproteinases na

interface dente restauracdo adesiva.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Camada hibrida e Adesivos

Nakabayashi, Nakamura e Yasuda (1991) e uma revisdo de literatura avaliaram
0 mecanismo de ligacdo com a dentina, adesivos com mondmeros 4-META verificaram
que tinham muito sucesso no esmalte, entretanto com a dentina isso variava muito
devido a diversos pontos como idade do paciente e profundidade do preparo. J& com o
sistema adesivo MMA-TBB ja apresentava uma melhoria e resultou num achado
interessante, nada mais era que um tratamento com acido fosférico para criar lacunas
mecanicas atacando somente o material interprismatico, assim o adesivo fecharia essas
lacunas e teria uma retencdo mecénica. Com o tempo viram que o &cido acaba
desnaturando o colageno junto com o processo de desmineralizacdo, esse fato acabava
diminuindo ou impedindo que o adesivo penetresse completamente na dentina.
Concluiram que as percepgdes tradicionais da ligagdo dentinéria devem ser modificadas
para incluir o mecanismo da camada hibrida j& que certos monémeros podem infiltrar

na dentina e combinar com o colageno e hidroxiapatita.

Objetivando comparar as interfaces destinarias/adesivas formadas quando em
dois estagios, Haj-Ali et al.(2006) utilizaram a técnica de coloracdo tricromico de
Goldner no sistema adesivo convencional na dentina afetada e higida. Usaram 7
molares que tiveram o ter¢o oclusal cortado e depois foram divididos ao meio onde uma
metade era armazenada numa solucdo tampdo de fosfato e outra numa solucdo
acidificada para induzir a carie durante 10 dias. A dentina amolecoda foi removida e
depois realizada uma padronizacdo de smear layer. A aplicacdo do sistema adesivo foi
depois de ter feito um condicionamento com &cido fosforico a 38% durante 15
segundos, lavagem com &gua pelo dobro do tempo e aplicacdo de duas camadas de
sistema adesivo. Depois cada metade de um dente foi seccionada novamente e cada
especime foi levado ao microscopio. A andlise qualitativa do encapsulamento de
colageno foi completada observando diferengas de cores nas zonas interfaciais dos
espécimes de dentina afetadas e ndo afetadas. As larguras médias globais do colageno
exposto foram significativamente maiores na interface adesiva / dentina afetada pela
carie em comparagcdo com dentina higida / adesivo. Portanto as caracteristicas

morfologicas da dentina / interface afetadas pela carie sugerem o aumento da zona de
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colageno exposto e diminuicdo da qualidade da infiltracdo adesiva quando comparada

com dentina higida.

No estudo de Wang, Spencer, Walker (2007) compararam a estrutura molecular
e quimica nas interfaces entre adesivos na dentina higida e dentina afetada pela carie.
Trés terceiros molares inclusos e trés terceiros molares com lesdes de carie coronais
foram armazenados em solugdo salina fosfatada a 0,9% e de azida de sodio a 0,002%,
respectivamente. Um tergo da coroa dos dentes inclusos foi seccionado com uma
maquina de corte com refrigeracdo e depois os dentes foram polidos com uma lixa de
600g e foi inspecionada para verificacdo da completa remocao do esmalte oclusal. Os
dentes cariados sofreram 0 mesmo processo até conseguir uma regido com dentina
cariada e ao redor dentina higida. Nesse estudo utilizaram o sistema adesivo Adper
Single bond®2 nos dois grupos seguindo as recomendacdes do fabricante, aplicou-se 15
segundos de &cido fosforico a 35%, lavou-se com agua por 10 segundos, com um
microbrush® aplicou duas camadas de adesivo e secou levemente por 5 segundos e em
seguida fotopolimerizou por 20 segundos e armazenou-se em agua a 37°C durante 24h,
em seguida foram seccionados novamente até ter como dimensdo 10x2x2mm3 foram
mergulhado em &gua e levados para a analise uRS usando um espectrometro Raman
Jasco® NRS-200. Os espectros tiveram 1um de intervalo da interface adesivo/dentina.
Obtiveram como resultado que os indices de minerais (fosfato e carbonato) / colageno
foram significativamente menores para a dentina afetada pela cérie quando comparado
com a dentina higida, mostrando que o colageno pode sofrer alteracdes microestruturais
durante o processo carioso. As variacdes de pico indicaram que o BisGMA resiste a
penetrar na dentina desmineralizada sugerindo que o adesivo ndo se infiltra na
profundidade da desmineralizacdo da dentina. O grau de penetracdo de adesivo foi
maior nos primeiros micrémetros dentro da regido interfacial da dentina higida quando
comparada com a dentina afetada pela carie. A desmineralizacdo da dentina higida foi
de 7- 8um ja na afetada foi de 14 -16um. Concluiram que a interface entre o adesivo e
dentina afetada € mais ampla e complicada do que a dentina higida devido a
irregularidade em sua composicao, suspeitando de alteragdes secundérias envolvendo as

fibrilas de colageno ndo envoltas pelo adesivo na durabilidade do tratamento.

Maltz; Jardim; Alves (2010) relataram que a prevengdo e tratamento da cérie

dentaria estdo relacionadas a fatores comportamentais, incluindo habitos de higiene
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alimentares e orais, que estdo relacionados a muitas doencas cronicas. A promocdo da
salde deve ser integrada com a promocdo de salde bucal, tais como politicas de
alimentacdo e satde e higiene em geral (incluindo a higiene oral), entre outros. Durante
décadas, tem sido observada uma relacdo linear entre 0 consumo de agucar e carie. A
prevencdo da carie dentdria com base em estratégias de fator de risco comuns
(alimentacdo e higiene) deve ser complementado por mais politicas especificas de
doencas, tais como o uso racional de fltor e evidéncias de cuidados de saude bucal.

Hashimoto et al. (2011) fizeram uma revisdo critica sobre a degradagdo das
ligacOes resina dentina para todos os tipos de sistemas adesivos. Segundo a reviséo, a
ligacdo dentina ocorre através da hibridacdo mecanica entre fibrilas de resina e coldgeno
utilizando um sistema de resina contendo monémero funcional. No sistema adesivo
convencional usa-se um gel de &cido fosférico para expor a rede de colageno, assim o
adesivo poderia enclausurar todo o colageno exposto, entretanto varios estudos
afirmaram que pode ter uma infiltracdo imperfeita que acaba deixando alguns coladgenos
expostos. Assim, notaram que a presenca das metaproteinases, enzimas que degradam
as fibrilas de colageno e afeta a estabilidade da ligacdo, em longo prazo, do sistema
adesivo ja que essas enzimas tém acdo até em condi¢Ges in vitro. No sistema
Autocondicionante ndo precisa, fazer o condicionamento acido isso lhe traz vantagem
de eliminar uma etapa clinica, assim pensava-se que isso iria superar as deficiéncias do
sistema adesivo convencional, ja que numerosos estudos recentes mostraram evidéncias
micromorfolégicas de biodegradacdo de ligacdes resina-dentina, devido a hidrélise da
resina e fibrilas de coldgeno dentro das ligacdes, todavia também foi encontrada
microinfiltracbes. Portanto forma-se agua na regido de ligacdo de ambos 0s sistemas
adesivo apds o uso, e de acordo com os resultados essa hidrolise de resina pode ser mais
prejudicial do que a das fibrilas colagenas.

A fim de indagar o efeito da impregnacdo da dentina desmineralizada pelo
digluconato de clorexidina a 2%, em solucdo aquosa, da dentina higida e da dentina
afetada por cérie por um sistema adesivo convencional simplificado, Ricci et al. (2011)
coletaram terceiros molares humanos higidos, onde as superficies de dentina coronaria
foram produzidas para obtencdo de uma superficie plana composta somente de dentina.
Trinta dentes foram colocados em solugéo cariogénica por 14 dias e apds a formagéo da

dentina cariada, a mesma foi removida com lixas de carboneto de silicio com
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granulacdo 320 e a dentina higida dos demais dentes sofreu um desgaste na politriz
(Buehler Ltda., Lake Bluff, IL, EUA) para compensar a dentina cariada removida. O
angulo de contato foi obtido usando o Gonidometro Optical Contact Angle
Measurements® OCA20. Os dentes foram divididos aleatoriamente em trés grupos,
sendo cada grupo com metade de dentina higida e a outra metade de dentina afetada por
carie, de acordo com o tipo de tratamento do substrato dentinario: dentina coberta por
smear layer, dentina sem smear layer impregnada por 4gua e dentina sem smear layer
impregnada por Digluconato de clorexidina a 2%. De acordo com os resultados obtidos,
a dentina higida apresentou valores estatisticamente superiores de angulo de contato
quando comparada com a dentina afetada por cérie, independente da condicdo da
superficie. Porém, a superficie coberta por smear layer, nos dois tipos de dentina,
apresentou valores estatisticamente maiores do angulo de contato em relacdo a dentina
sem smear layer. Os autores concluiram que a melhor capacidade de umidade foi
apresentada pela dentina afetada por carie e a remocdo da smear layer pelo acido
fosférico favoreceu a umidade de ambos os substratos. Também foi concluido que a
aplicacdo da solucdo de Digluconato de clorexidina a 2% ndo apresentou influéncia

sobre a umectabilidade da dentina condicionada.

Sanabe, Costa e Hebling (2011) realizaram um estudo usando a coloracdo de
Tricrdmico de Goldner para detectar a presenca de colageno exposto na interface
resina/dentina produzidas na dentina higida e afetada na presenca ou auséncia de
Digluconato de Clorexidina a 2% ap6s 6 meses de envelhecimento. Coletaram 16
terceiros molares higidos com coroas intactas sem areas hipoplasicas. Os dentes foram
seccionadas em maquina de corte de precisdo 2 mm abaixo do sulco oclusal central, um
corte adicional de 0,5 mm de espessura foi feito nos dentes do grupo de dentina higida
para compensar a dentina removida do grupo da dentina afetada. A inducdo de cérie foi
realizada em oito dentes que tiveram suas raizes seladas com resina composta e cobertas
na parte externa com resina epOxi e uma camada de esmalte e imersa na solugédo
cariogénica durante 14 dias. Em seguida os dentes (n= 16) foram autoclavados por 20
min a 121°C. Todos os procedimentos foram realizados por um Unico operador
calibrado. O tecido cariado foi removido até que a dentina fosse sentida como mais
resistente e no grupo higido foi realizado um desgaste com baixa rotacdo por 30
segundos para produzir uma camada de esfregaco padronizada. No sistema Adper

Single Bond® 2 realizaram primeiro um condicionamento 4cido durante 15 segundos
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com acido fosforico a 35% e lavado por 30 segundos e duas aplicagdes consecutivas do
adesivo e fotopolimerizados. Na metade dos dentes atribuidos para o armazenamento de
6 meses em &gua destilada, depois do condicionamento &cido, o substrato foi
impregnado com 20 pL de digluconato de clorexidina a 2% por 60 segundos. Apds este
periodo os dentes foram seccionados e obtiveram 3 espécimes de cada dente, esses
espécimes foram atribuidos a 3 grupos: G1: &gua destilada durante 24h (controle, 6
espécimes), G2: 4gua destilada ( 6 espécimes com clorexidina e 6 sem clorexidina) G3:
Oleo mineral (6 espécimes) por 6 meses. Os espécimes foram submetidos a
processamento histoldgico e as sec¢des foram coradas com o Tricromico de Goldner. A
espessura da zona do colageno exposto foi medida por microscopia Optica e os dados
foram submetidos 8 ANOVA de dois sentidos ¢ ao teste de Tukey (a = 0,05). Nao
houve diferenca estatisticamente significante (p> 0,05) entre a dentina afetada
independentemente da condicdo de armazenamento. Os grupos tratados com
digluconato de clorexidina a 2% a 6 meses de envelhecimento ndo diferiram
significativamente dos grupos de controle. O envelhecimento em meio aquoso resultou
na degradacdo da ligacdo resina dentina, demonstrado pelo espessamento da zona de
colageno exposto na base da camada hibrida. Entretanto, os efeitos da degradacdo da
exposicdo do colageno foram reduzidos na presenca do digluconato de clorexidina a
2%.

Lafuente (2012) avaliou a aparéncia da camada hibrida de dentes tratados com e
sem tratamento com digluconato de clorexidina a 2% ap6s o envelhecimento por quatro
meses (125 dias) em &gua. Usaram 12 dentes, sendo 6 molares e 6 pré-molares
superiores, neles foram feitas cavidades de Classe Il deixando uma parede de esmalte de
1mm de espessura entre as cavidades e a sua profundidade foi de 1mm abaixo da juncéo
dentina esmalte. Os dentes foram separados em dois grupos, um iria receber Adper
Single Bond® 2 (SB2) e o outro Adper SE Plus® (composto pelo Liquido A e B). No
grupo do Adper Single Bond® 2 foi feito um condicionamento acido com 37% de acido
fosforico por 15 segundos e enxaguou- se por 30 segundos, duas camadas do produto
foram aplicadas, fotopolimerizacdo por 10 segundos, e mais uma terceira camada de
adesivo foi aplicada e depois trés incrementos de resina. Na cavidade distal de cada
dente fez um condicionamento com acido fosforico a 37% por 15 segundos e enxaguada
completamente durante 30 segundos. O excesso de agua foi eliminado. O Digluconato
de Clorexidina a 2% foi aplicado na cavidade durante 30 segundos e O excesso
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eliminado antes de SB2. No grupo do Adper SE Plus®, o liquido A foi aplicado na
superficie durante 10 segundos, o liquido B foi esfregado na superficie por 10 segundos
e fotopolimerizados, depois uma nova camada do liquido B e depois acrescentou trés
incrementos de resina e na cavidade distal foi aplicado o digluconato de clorexidina a
2% durante 30 segundos e depois administrou os liquidos do Adper SE® Plus. Os dentes
foram seccionados e armazenados em agua a 37 ° C por quatro meses. Os dentes foram
preparados para a observacdo do microscépio eletrénico de varredura. O aspecto da
camada hibrida foi observado e medido por duas varidveis: imagem clara da camada
hibrida e presenca de tags de resina nos tabulos. Os dados foram analisados com um
teste de Kruskal-Wallis calculado a um nivel de significancia de 0,05. Todos 0s grupos
tratados com clorexidina a 2% apresentaram a presenca clara de uma camada hibrida,
enquanto que apenas metade dos espécimes sem clorexidina apresentaram uma camada
hibrida transparente, entretanto nao tiveram diferenca estatistica. O digluconato de
Clorexidina a 2% ndo afetou a presenca de tags de resina e antes da aplicacdo dos
adesivos reduziu a deterioracdo da camada hibrida quando exposta a agua, entretanto
ndo houve diferenca estatistica sobre a sua presenca na interface agente de ligacéo /

dentina ou na presenca de tags de resina nos tubulos.

Sartori et al. (2013), avaliaram se o condicionamento com o digluconato de
Clorexidina 2% antes do sistema adesivo melhoraria os resultados em lesGes cervicais
ndo cariosas. Vinte pacientes foram selecionados com lesdes em forma de V ou U com a
margem incisal/oclusal no esmalte e gengival na dentina. Os pacientes foram
distribuidos aleatoriamente, recebendo o mesmo numero de restauracbes de ambos 0s
grupos, seguindo o design da boca dividida. Setenta leses, 35 por grupo. O mesmo
operador calibrado restaurou todas as lesGes cervicais, no grupo experimental apds o
condicionamento acido foi lavado e depois usou a clorexidina a 2% por 30 segundos
removeu 0 excesso, usou um leve jato de ar e depois aplicou o Adapter Single Bond® 2.
Na avaliagdo usaram dois examinadores previamente calibrados e cegos para verificar a
retencdo, descoloracdo marginal, sensibilidade pos-operatoria vitalidade pulpar, carie
recorrente do tratamento realizado nos tempos de 7 dias, 6, 12 e 36 meses. A analise
estatistica usaram o teste Qui-quadrado e testes exatos de Fisher. Ndo apresentaram
diferenca estatistica na taxa de sucesso entre o grupo controle (88%) do experimental
(76%) apos os 36 meses e também n&o apresentaram diferenca em relagcdo a
descoloracdo marginal, sensibilidade pos-operatéria, incidéncia de carie etc. Portanto o
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grupo experimental ndo apresentou melhora na durabilidade clinica em relacédo ao grupo
controle com o uso de digluconato de clorexidina a 2% em restauragcdes ndo cariosas

durante os 36 meses.

Meira (2014) analisou morfometricamente o efeito das emulsdes a base de dleo
de copaiba a 10% sobre a formagdo da camada hibrida na dentina higida e cariada.
Foram confeccionados oitenta espécimes de trinta terceiros molares higidos, que foram
divididos em grupos: G1- dentina higida (DH) + agua; G2- dentina afetada (DA) +
agua; G3- DH + digluconato de clorexidina a 2% (CHX); G4-DA + CHX 2%; G5-DH +
CM (emulsdo a base de 6leo de copaiba a 10%) + Conservante 0,3% (CA); G6-DA +
CM + CA; G7-DH + CM+Conservante 0,6% (CB); G8-DA + CM + CB; G9-DH + CM
+ Conservante 0,9% (CC), G10-DA + CM + CC. Os agentes de limpeza foram
aplicados ap6s condicionamento acido, previamente aplicacdo do adesivo e 0s
espécimes armazenados nos respectivos materiais de limpeza por 3 meses. Apos
armazenamento, realizou-se a tramitacdo histopatoldgica e os cortes foram corados com
Tricrdmico de Goldner. As imagens foram obtidas em aumento de 400X, em
microscopia Optica. A espessura de colageno exposto e hibridizado foi medida através
do programa UTHSCSA Image Tool. A fim de garantir a reprodutibilidade do
examinador foi utilizado o teste de correlacdo de Pearson. Ja na analise da espessura da
camada de colageno foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05).
Como resultado apresentou no G10 (DA + CM+CC) a maior frequéncia de colageno
exposto, seguidos dos grupos G6 (DA + CM+CA) e G5(DH + CM+CA). Os dados
demonstraram que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos G7 e G9, que
apresentaram maior espessura de colageno hibridizado, no entanto houve diferenca
estatistica quando estes grupos foram comparados aos grupos Gl e G2, que
apresentaram menor espessura. Os grupos G3, G4 e G8 ndo apresentaram diferenca
estatistica significante entre si e entre 0os demais citados. 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 4gua. Quanto a dentina afetada o
grupo tratado com clorexidina apresentou maior proporcao de espécimes com colageno
hibridizado. O G7 (DH+CM+CB) apresentou 100% de espécimes com colageno
hibridizado e melhor homogeneidade de camada hibrida. De acordo com o estudo sdo
necessarias novas pesquisas envolvendo resisténcia mecéanica e quimica com o uso das

emulsdes-testes.
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2.2. Materiais utilizados para melhora da qualidade da camada hibrida.

Carrilho et al (2007) realizaram um estudo in vitro avaliando o efeito da inibigéo
da protease na resisténcia da resina/dentina apds 6 meses de envelhecimento. Sete
terceiros molares extraidos e com preparo cavitario de Classe | profundo se limitando a
dentina, dividindo em 2 metades que foram atribuidas aleatoriamente a um dos 2 grupos
de ligacdo. Todas as preparacdes sofreram um condicionamento acido com gel de 35%
de &cido fosférico por 15 segundos, lavadas com agua por 30 segundos. No grupo
controle (n=7) foram reidratadas com 1,5uL de dgua destilada e no grupo experimental
com 1,5uL de Digluconato de Clorexidina a 2% por 60 segundos. Para ambos os
grupos, aplicou-se duas vezes Single Bond®, fotopolimerizou por 20 segundos e
restaurou com 6 incrementos de resina, depois foram armazenados em agua destilada
durante 7 dias. No teste de microtracéo os palitos foram armazenados aleatoriamente em
saliva artificial com ou sem inibidores de proteases. Avaliaram imediatamente ap6s a
preparacdo dos espécimes e depois de seis meses no MEV, usaram para andlise
estatistica ANOVA e teste T-student com a = 0,05. O pré-tratamento com digluconato
de clorexidina a 2% nao afetou a forca de ligacdo in vitro no teste imediato e mostrou
uma preservacdo significante apds os 6 meses, os inibidores no meio ndo apresentaram
efeitos significativos. Notou-se um aumento de falhas significativas no fundo da
camada hibrida do grupo controle. Apds os seis meses ocorreram falhas
significativamente menores na camada hibrida tratada com digluconato de clorexidina a
2%. Sugere-se que a clorexidina pode ser Gtil com a intensdo de preservacdo das
restauracgdes, contudo devem ser realizados novos estudos a fim de esclarecer as causas

da perda de ligacéo.

Em estudo in vitro a fim de investigar se os beneficios do Digluconato de
Clorexidina (CHX) em relacdo as MMP visando observar se existe dependéncia da
concentracdo de CHX ou da composicao de adesivos, Breschi et al (2009) selecionaram
108 molares humano que foram armazenados por um més em solugdo 0,5% de
cloramina. O esmalte oclusal e a dentina superficial foram removidos com ajuda da
maquina de corte e depois padronizaram os espécimes. As superficies dentinarias
sofreram um condicionamento com acido fosforico 35% durante 15 segundos, lavaram

com &gua e secaram levemente. Os dentes foram distribuidos de maneira aleatéria
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(N=18) para 0s seis grupos, G1: CHX 0,2% + Adper Scotchbond® 1XT (SB1); G2:
CHX 2% + SB1; G3: SB1; G4: CHX 0,2% + XP-Bond® (XPB) G5: CHX 2% + XPB;
G6: XPB. A microtragdo foi avaliada em trés tempos, 24h, 6 meses e 12 meses
classificando em falhas coesas, adesivas ou mistas. No teste de microinfiltracdo usaram
12 dentes que foram separados em 6 grupos, com SB1 Ou XPB e com ou sem 0,2% ou
2% de CHX levou entdo para o microscopio eletrénico de transmissdo. Com 6 meses
nenhum espécime tratado com CHX (0,2% e 2%) apresentou diminuicdes significativas
na microtracdo, ap0s 0s 12 meses 0s grupos tratados com CHX em ambas
concentracdes apresentaram maior resisténcia a unido comparado aos controles.
Contudo ndo encontraram diferencas as duas concentracGes testadas. Quanto a
microinfiltracdo todos apresentaram alguma absorcdo, as maiores diferengas foram
obtidas apds 0s 12 meses, entre 0s grupos tratados com CHX tiveram os valores
menores. Entdo o digluconato de clorexidina reduziu a perda da forca de adesdo de
maneira significante, todavia devem realizar novos ensaios para confirmar a

durabilidade dessas ligagdes.

Breschi et al., (2010) testaram a eficacia da galardina na preservacdo
morfolégica e mecénica de camadas hibridas envelhecidas. Utilizaram 60 molares
humanos ndo cariados e extraidos, Vinte dentes foram utilizados para a anélise
zimografica. O esmalte e o tecido pulpar foram removidos, e realizado uma
pulverizacdo para obter o p6 da dentina resultando em cinco aliquotas de 1g de pé de
dentina atribuidas a cinco grupos, G1: p6 de dentina ndo tratada, G2: p6 de dentina
parcialmente desmineralizada com 1% de acido fosforico, G3: p6 de dentina
parcialmente desmineralizada com 1% de &cido fosférico e foi incubada com 0,2mM de
galardina durante 30 minutos. G4 e G5: pd de dentina parcialmente desmineralizado
com 1% de fésforo durante 10 min, depois tratado, respectivamente, com solucdo de
agua CHX 2,2 mM (0,2%) e 22 mM (2%) durante 30 min. Depois disso foram lavados
com agua e ressuspensos em tampéo de extragdo, em seguida eletroforizadas em gel de
SDS-poliacrilamida copolimerizados com 2 g/L de gelatina posteriormente foram
incubados por 24h a 37°C e corados de azul brilhante, no grupo controle incubaram em
5 mM de EDTA® e 2mM de 1,10 fenatrolina, esses sdo inibidores das gelatinases. No
teste de microtracdo usaram 28 dentes que foram cortados até a exposi¢do da dentina
média/profunda, realizaram o protocolo de condicionamento com é&cido Fosforico a

35% por 15 segundos em seguida enxaguou e secou respeitando a umidade da dentina.
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Os espécimes foram divididos aleatoriamente, no G1 0,2 mM + SB1XT®, no G2
(controle): SB1XT®. Na avaliacdo de microinfiltracio usaram os doze dentes foram
preparados da mesma forma do teste de microtragdo, os espécimes tinham 1mm de
espessura e foram armazenados em saliva por 24h e 1 ano, depois foram imersos em
50% de AgNO e levados para microscopio de luz. A quantidade de tag de prata ao
longo da interface foi marcada numa escala de 0 a 4 por dois observadores. Usaram o0
teste Kappa para a confiabilidade intra-examinador. A andlise zimografica mostrou que
0S grupos 3, 4 e 5 mostraram inibicdo completa de MMP. Quanto na microtracdo nédo
demonstrou diferencas estatisticas entre os grupos. O grupo tratado com galardina
apresentou menor expressao de microinfiltracdo em compara¢do com o grupo controle.
Portanto a galardina é um potencial inibidor das MMPs que pode melhorar e estabilizar

a camada hibrida ao longo prazo.

Castelan et al. (2011) avaliaram se o pré tratamento com cross-linkings naturais
ricos em proantocianidina melhora as propriedades mecanicas e a estabilidade ao longo
do tempo do coldgeno, conferindo um substrato mais resistente e duradouro para
restauracOes adesivas. Quinze terceiros molares higidos tiveram o tergo coronério
desgastado e as raizes seccionadas 1mm abaixo da juncdo cemento esmalte. Os dentes
foram cortados em discos, posteriormente acabados em formato retangular. Os
espécimes foram submergidos em solucdo contendo acido fosférico a 10% por 5h para
completa desmineralizagdo. Extratos de proantocianidina obtidos a partir de semente de
uva, semente de cacau, cranberry, canela e acai foram aplicados na concentracdo de
6,5% e pH 7,2 sobre dentina desmineralizada. Para o controle negativo foi utilizado
solvente puro e etanol-dgua. As amostras ficaram imersas nas solucdes teste e foram
testadas nos tempos de 10m, 30m, 60m, 120m e 240m. A estabilidade foi avaliada
imediatamente, apés 3, 6 e 12 meses ap06s os tratamentos. Os resultados apresentaram
significancia estatistica entre dois fatores: tratamento e tempo de exposi¢do. Os extratos
de semente de uva, semente de cacau e canela, aumentaram o médulo de elasticidade da
matriz dentinaria, onde os resultados do extrato de semente de uva e de cacau foram
dependentes do tempo, ou seja, aumento do tempo de exposicdo aumentou
aparentemente o0 mddulo de elasticidade. Por fim, os autores concluiram que os extratos
ricos em proantocianidina sé@o ferramentas importantes para adaptar e manter a

estabilidade da matriz colagena com ligagdes cruzadas por longos periodos de tempo.
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Seu efeito depende de sua estrutura quimica, sistema de solventes utilizado, e tempo de
incubacéo.

Lenzi, et al (2012) fizeram um estudo in vitro para avaliar o efeito do
digluconato de clorexidina a 2% sobre as forcas de ligacdo imediata na dentina higida e
afetada em dentes deciduos e permanentes. Quarenta dentes humanos higidos (20
segundo molares deciduos e 20 terceiros molares permanentes) foram selecionados e
distribuidos em 8 grupos (n=5) de acordo com o tipo de dente (primario/Pri ou
permanente/Perm), condicdo da dentina (dentina higida-DH ou dentina afetada- DA) e
tratamento (controle-C ou aplicacdo de digluconato de clorexidina a 2% /CHX). O
esmalte oclusal foi removido e as superficies de dentina oclusais foram polidas para
obter padronizacdo da smear layer. Metades dos dentes foram induzidas a cérie, onde
suas raizes e as porcOes cervicais foram seladas com resina epoxi e recebeu duas
camadas de um esmalte na parte externa. As amostras foram imersas em 10 mL de
solucdo desmineralizante durante 8h e depois numa solucdo remineralizante no mesmo
volume durante 16h. As superficies da dentina sofreram condicionamento acido por
15seg com 4&cido fosforico a 35% e depois foram lavadas pelo dobro de tempo, em
seguida no grupo da CHX a 2% a superficie foi reidratada com 1,5 uL. de CHX por 60
segundos e no grupo controle 1,5 pL de agua destilada. Aplicou-se duas vezes o sistema
adesivo (Adper Single Bond® 2) e um incremento de 1,5 mm. Apés 24 h de
armazenamento de agua destilada, os espécimes com area de secdo transversal de 0,8
mm foram preparados para serem testados sob teste de microtracdo. Com isso 0
resultado mostrou que a aplicacdo CHX antes do sistema adesivo ndo influenciou os
valores de resisténcia da ligacdo. Concluiram, portanto que a CHX n&o influenciou a
forca de ligagdo imediata para a dentina de dentes primarios e permanentes. Todavia, a

condicdo da dentina e o tipo de dente influenciaram a resisténcia da unido.

Santos et al. (2014) realizaram uma comparacao in vitro por microtragcdo usando
dois sistemas adesivos convencionais (Adper Single Bond® 2 e XP Bond®) e um do
sistema autocondicionante Adper SE plus®. Quinze terceiros molares higidos foram
selecionados, profilaxia realizada e a por¢do oclusal foi seccionada na maquina de corte
sob refrigeragdo, expondo uma zona de dentina. Os dentes foram lixados para obter
padronizacdo da smear layer e divididos de forma randomizada em trés grupos, sendo o
Grupo 1 (controle) tratado com o sistema adesivo convencional Adper Single Bond® 2,
o Grupo 2 com o sistema autocondicionante Adper SE Plus® e o Grupo 3 o sistema
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adesivo convencional XP Bond®. Os procedimentos seguiram as orientacGes dos
fabricantes. Apos aplicacdo do sistema adesivo, um bloco de resina composta Z 350
(3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) de 5mm foi confeccionado a partir de incrementos
individuais de aproximadamente 1mm. Em seguida, os dentes foram armazenados em
agua destilada, em estufa a 37°C durante 24h. Cortes de aproximadamente 1mm foram
realizados, conseguindo palitos que em seguida foram acoplados a um dispositivos de
tracdo em uma maquina de teste universal (Kratos, Sdo Paulo, Brasil). Apos o teste, 0s
especimes foram examinados para classificar a fratura em adesiva ou coesiva, onde as
fraturas coesivas foram descartadas da analise porque ndo refletem a eficécia da ligacao.
A partir dos resultados obtidos, observaram que a maior resisténcia adesiva foi obtida
com o sistema adesivo convencional XP Bond®, seguido por Adper Single Bond® 2 e
Adper SE Plus® onde houve diferenca estatistica significativa (p < 0.001). Diante dos
dados obtidos, concluiram que em relacdo a resisténcia de unido a dentina o sistema

adesivo convencional apresentou maior desempenho em relacéo ao autocondicionante.

Buscando investigar o padrdo de interacdo entre os sistemas adesivos
atualmente disponiveis e a dentina irradiada a laser Guven e Aktoren (2015) testaram
a resisténcia ao cisalhamento de uma resina composta ligada com trés sistemas
adesivos diferentes as superficies dentinarias tratadas com Er: YAG e analisaram a
qualidade e estrutura na microscopia eletronica de varredura (MEV). Selecionaram
132 terceiros molares higidos extraidos onde suas raizes foram removidas 2 mm
abaixo da juncdo cementoesmalte, e as coroas sofreram um tratamento de superficie
até se observar uma camada uniforme de dentina periférica. Os espécimes foram
distribuidos aleatoriamente para 8 grupos com 15 dentes. Os primeiros cinco grupos
foram preparados com um laser Er:YAG (Fidelis Plus Ill) e os ultimos trés foram
preparados convencionalmente e serviram de controle. G1: preparacdo com laser
Er:YAG + Clearfil Tri-S® (C3S) Bond; G2: preparacdo laser Er:-YAG + Adper SE
Plus® (SE) Bond; G3: laser EriYAG + gravacdo a laser + Adper Single Bond® 2
(SB2); G4: laser Er:YAG + condicionamento 4cido + SB®2; G5: laser Er:YAG, sem
gravacdo + SB2; G6: Diamond Bur + Clearfil Tri-S Bond®; G8: Diamond Bur +
Adper SE Plus®. Em seguida as restauracdes com 2 mm de altura foram armazenados
em agua destilada a 37°C por 24h. Os espécimes fraturados foram examinados no
estereomicroscopio e foram classificadas em falha adesiva, coesiva ou mista. 12

dentes foram utilizados para a investigacdo no MEV, cada superficie dentinaria foi
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dividida em duas areas iguais e as cavidades Classe | padronizadas em 2mm de
largura e 1mm de profundidade e foram divididas 8 grupos conforme descrito
anteriormente. Uma semana depois dos espécimes prontos foram feitas fotografias e
essas foram avaliadas devido a presenca ou auséncia de camada hibrida integra,
espessura, homogeneidade, continuidade ao longo da interface e presenca de tags. No
teste de cisalhamento a Unica diferenca estatisticamente encontrada foi nos grupos
aplicados SE onde teve um maior nimero em relacdo aos outros. N&o apresentou
diferenca estatistica entre os sistemas adesivos usados. A falha predominante foi a
falha mista. No MEV observou-se que as cavidades tratadas com laser apresentavam
interfaces mais irregulares e presenca de lacunas quando comparadas com as tratadas
convencionalmente. Com todos os adesivos testados, observou-se um padrdo mais
fino e ndo homogéneo de formacao de camada hibrida apos a preparacéo e hibridacéo
a laser. Observaram a presenca de Tags em todas as interfaces dentina-resina, contudo
elas eram menores nas cavidades tratadas com laser. Em conclusdo o SE teve um valor
médio de cisalhamento quando comparadas as superficies de dentina tratadas com
laser de Bur e Er:YAG, no MEV as camadas hibridas apresentavam padréo irregular
ndo homogéneo do que a dentina preparada de forma convencional e nos grupos onde
aplicaram SE Bond mostraram uma camada hibrida mais espessa do que as cavidades

tratadas convencionalmente.

Rios et al (2015) avaliou o efeito da aplicacdo de Digluconato de clorexidina
(CHX) , em diferentes concentracdes (2% e 0,004%), na ligacdo a dentina erosiva
através do teste de microtracdo e andlise ao microscopio apOs seis meses de
envelhecimento. Quarenta e dois molares humanos foram tratados com: agua destilada
(controle), CHX 0,004% e CHX 2%, esses dentes tiveram o esmalte oclusal removido
numa maquina de corte, seguidamente foram polidos com lixas d’agua. Nesse estudo,
foram usados dois tipos de substrato: dentina higida e dentina erosiva. Na dentina higida
0 armazenamento foi em saliva artificial e o da dentina erosiva foi numa bebida de cola
além de ser submetido a ciclagem de pH por 5 dias. No processo restaurador usaram o
Adper Single Bond® 2 seguindo as recomendagfes do fabricante. Para os grupos dos
dois substratos dentinarios um terco dos especimes foi colocado 1,5uL de cada solucéo
citada. Em seguida, foi confeccionada a restauracdo com um bloco de 2mm. Os
especimes foram armazenados em agua destilada a 37°C por 24 horas. Apos isso, foram

realizadas sec¢Oes longitudinais nos espécimes pra produzir palitos de 0,9 mm x 0,9 mm
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x 8 mm que foram imediatamente submetidos ao teste de Microtracdo e Analise em
microscopio 6ptico a laser. Os espécimes correspondentes ao grupo de apds 6 meses
foram conservados em estufa a 37°C em saliva artificial. As fraturas foram classificadas
em: Adesivas, Mistas, Coesivas em dentina e Coesivas em resina. Com isso pode se
observar que a unido adesiva em dentina erosiva foi 40% menor que em dentina higida
nos grupos testados imediatamente. Essa baixa resisténcia foi menos evidente nos
grupos testados apds 6 meses. Nenhuma concentracdo de CHX apresentou diferenca
estatistica significante nos grupos testados imediatamente, sejam eles compostos por
dentina higida ou erosiva, todavia ap0s 6 meses de envelhecimento a CHX a 2%
impediu a perda de resisténcia de ligagdo em ambos o0s substratos. Houve um
predominio de fraturas adesivas e mistas em relacdo as coesivas. Nas imagens
observadas em Microscopio a laser ndo apresentou diferenca estatistica significativa. De
acordo com esse estudo a aplicacdo das solu¢des de CHX nédo exerceram efeito imediato
significativo, contudo apds envelhecimento a CHX 2% impediu perda de forca de
ligacdo em ambos os substratos. Portanto, a aplicagdo de CHX 2% pode ser uma
estratégia promissora para a conservagao da unido adesiva em ambos 0s substratos

estudados.

2.3. Zimografia

Kaji et al (2003) investigaram a atividade das metaloproteinases de matriz de
cancer de pulméo. Trinta e nove espécimes foram utilizados para a zimografia in situ
pelo método de carimbo (FIZ) e da gelatina convencional. A zimografia de gelatina
usou o gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Esse extrato foi incubado por 37°C em
tampdo de amostra SDS sem agente redutor e depois foi levada a eletroforese em géis
de poliacrilamida a 8%. Em seguida, foram lavados em 2,5% de Triton X-100 e
incubou-se por 16h a 37°C. A amostra foi corada com 0,1% de Coomassie R-250,
posteriormente foi realizada a analise no microscopio. A zimografia in situ do método
de carimbo é realizada usando uma pelicula de gelatina reticulada sobre uma camada de
7 um, em seguida é incubada por 16 horas a 37°C. A pelicula foi corada com a solucéo
de Ponceau 3R a 0,8% durante 20 segundos. Os resultados da zimografia in situ
mostrou uma diferenca estatistica no escore FIZ de acordo com o estadiamento

patolégico, além do que o tecido pulmonar normal teve um escore consistentemente
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baixo. Na zimografia de gelatina a MMP-2 foi significativamente maior nos tumores
com metastase dos linfonodos, tumores do estagio Il-1V, todavia a MMP-9 ndo
apresentou correlagdo significativa com nenhum pardmetro. Com isso o método de
zimografia in situ testado pode ser um diagnostico auxiliar para a presenca de células
cancerigenas quando o espécime estiver ressecado, entretanto devem ser feitos mais

estudos para melhorar a metodologia aplicada.

A fim de determinar se a acidez dos adesivos autocondicionantes pode ser
modulada pela dentina. Iwasa et al. (2011) realizaram um estudo com o objetivo de
melhorar a compreensdo das alteracbes de pH de adesivos autocondicionantes numa
dentina em pé. Os adesivos usados foram Adper Prompt L-Pop®; Bond Force®; Clearfil
tri-S Bond®; Fluoro Bond Shake One®; G-Bond®. Incisivos bovinos foram moidos até
se obter um pé fino de 10 um. A amostra é de 1,0 mg de pé de dentina e foram feitas
medidas de 10, 20, 30, 60, 120 e 180 segundos apds a mistura. Trés amostras de cada
adesivo foram preparadas e a média foi calculada. Os dados foram submetidos no teste
de normalidade, ANOVA e seguida do teste tukey e de Dunnett. Os valores do pH dos
adesivos testados variaram de 0,97 a 2,83, quando misturados com a dentina os valores
subiram variando 6,30 a 7,11 a 180 segundos. No MEV foi observado um produto
quimico da reacdo do po e adesivo. Nesse estudo mostrou que a acidez dos adesivos
pode ser tamponada pelo pé de dentina por um determinado tempo, logo um equilibrio
entre a acidez e a formula do adesivo cm a capacidade da dentina responder € de

extrema importancia na formacéo de ligacGes estaveis na interface resina/dentina.

Aranha (2014) identificou os componentes quimicos e investigou o potencial
anticancer in vitro e a genotoxicidade dos 0leos essenciais do género Eugenia além da
zimografia em células. Fez o teste de citotoxidade do alamar blue e o seu potencial
hemolitico em eritrécitos de camundongos. Para a avaliacdo do efeito anticancer usaram
nove Oleos essenciais e dentre eles os que tiveram melhores efeitos foram E.
tapacumensis e E. cuspidifolia. Avaliaram a zimografia através da linhagem HT1080.
Nos resultados o melhor efeito foi do E. tapacumensis que reduziu a atividade
enzimatica nos tempos de 14h e 48h e em duas concentracdes (15 e 30 pg/mL), no teste
de cometa esse mesmo Oleo essencial causou dano no DNA. Sendo assim pode se

concluir que esses 6leos essenciais sdo citotoxicos nas linhagens tumorais, tem
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potencial anticancer na linhagem testada, entretanto devem ser feitos estudos mais

especificos.

Em uma revisao de literatura, Tjaderhane et al (2015) visaram fornecer uma
visdo geral do conhecimento atual do papel da matriz dentindria e das suas
patologias, e discutir a abordagem que poderia ajudar a entender e gerenciar essas
condicbes. As MMPs sdo enzimas Zn?* e Ca®** dependentes, importantes em
diversos processos patolégicos como o cancer, por exemplo, pois degradam
praticamente todos os componentes da matriz extracelular. O papel fisioldgico das
enzimas colagenoliticas na dentina ainda ndo sdo bem conhecidos, mas estudos
mostraram que elas podem estar presentes na dentina peritubular, envolvidas na
formacdo de dentina tercidria, e também na liberacdo de fatores de crescimento
dentinarios que, por sua vez, regulariam reacGes defensivas da polpa. As MMPs
também estdo presentes na saliva, e alguns experimentos mostraram sua eficiéncia
em degradar matriz coldgena exposta. Estudos confirmaram sua presenca em
dentina afetada por carie. Diversos inibidores sintéticos de MMPs vem sendo
estudados com a proposta de eliminar ou reduzir a degradacdo da matriz colagena
dentinaria, um desses inibidores € a tetraciclina, muito utilizada no tratamento da
periodontite. Outros inibidores sintéticos apresentados na revisdo sdo o EDTA e a
CLX. Por fim, a revisdo explana que a presenca e a identificacdo da atividade
funcional das enzimas colagenoliticas presentes na dentina marcam o inicio de uma
nova era, além de ressaltarem que mais estudos precisam ser realizados, e mais

perto do ambiente natural da dentina, afim de precisar as funcdes enzimaticas.

Zheng et al. (2015) averiguaram a forca de ligacdo microtracdo apds um pré-
tratamento com diferentes inibidores de MMPs (Digluconato de Clorexidina, extrato de
cha verde, sulfato ferroso, Galardina) usando Optibond® FL e Clearfil SE Bond® apés 9
meses de envelhecimento. Quarenta terceiros molares humanos higidos foram usados. A
superficie oclusal foi segmentada para obter superficie plana de dentina e em seguida
houve padronizacdo da smear layer. Os dentes foram aleatorizados e distribuidos em
grupo teste (n=3) grupo controle (n=5) grupos dos dois adesivos (Optibond® FL e
Clearfil SE Bond®) com ou sem a aplicacéo adicional de CHX, 0,05% de extrato de cha
verde, 1Mm sulfato ferroso ou 0,2mM Galardina. Dois grupos de cada adesivo nédo

foram tratados com as substancias teste. Nos demais, a aplicagdo foi feita com auxilio
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de microbrush por 60s. Os blocos de Resina Composta foram confeccionados medindo
5mm de altura e mantido por 24h na &gua destilada em estufa a 37°C, em seguida
confeccionaram os palitos medindo aproximadamente 1mm3, onde os controle foram
testados imediatamente, e 0s grupos teste foram armazenados em saliva artificial a 37°C
por 9 meses. A forca de tracdo foi testada com auxilio de uma méaquina de ensaios
universal e cada palito foi observado em microscopio Optico para determinar o tipo de
fratura, classificadas em: adesiva, coesiva em dentina, coesiva em resina e mista. De
acordo com os resultados a resisténcia adesiva, 0s grupos com o sistema adesivo
convencional tiveram queda significativa apds 9 meses de armazenamento em saliva
artificial. Além disso, todos os grupos aplicados as substancias inibidoras das MMPs
com envelhecimento de 9 meses, com excec¢do do sulfato ferroso, revelaram resultados
semelhantes ao teste inicial e significativamente maior em comparagdo com 0 grupos
sem pré-tratamento. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos do sistema. Entdo
concluiram que clorexidina a 2%, cha verde e Galardin preservaram a resisténcia de
unido quando utilizado o sistema adesivo convencional, mas nd&o com o

autocondicionante quando armazenado por 9 meses.

Pedrosa et al (2016) investigaram o potencial anti-envelhecimento dos extratos
de L. ferrea da casca e vagem e sua composicdo quimica. A caracterizacdo dos
compostos foi feita através de uma cromatografia liquida associada a um espectrémetro
de massa. Além disso, foram realizados ensaios de inibicdo da elastase, hialuronidase e
colagenase. Nesse estudo foi feita uma cultura de células de melanoma murinho
B16F10, em seguida verificou-se a viabilidade celular através do ensaio de exclusao
Trypan Blue, verificou-se tirosinase e PCR. A zimografia foi feita através da
eletroforese em gel de uma gelatina, usaram 1,5 x 10* de preptcio humano de
fibroblastos em placas de 24 pocos apds 24h foi trocado o meio de cultura. Trinta
microlitros de proteina foi separada por eletroforese num gel de acrilamida a 10%
contendo 0,5mg/mL. O gel foi lavado duas vezes com 2,5% de Triton X-100 durante 15
minutos a 37°C. O gel foi incubado durante 17h a 37°C e depois corado com a solucao
de coomasie. Esse ensaio foi realizado em quadruplicado. O resultado da cromatografia
caracterizou 18 compostos, entre eles, flavandides, acido fendlicos e secoridoides. Os
extratos apresentaram acéo inibitoria de hialuronidase a MMP-2 também foi inibida por

ambos os extratos e diminuiram o teor de melanina em B16F10. Entdo os extratos de L.
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ferrea oferecem alto potencial para cosméticos devido os efeitos apresentados nesse

artigo.

Breshi et al. (2010a) testaram o efeito do Digluconato de clorexidina nas
concentragdes 0,2% e 2% nas interfaces adesivo/dentina criada por um sistema adesivo
de dois passos. Usaram 10 molares recém-extraidos humanos e sofreram pulverizacéo
para obtencdo do po de dentina para ser divididos em cinco grupos: G1 pé de dentina
ndo tratada, G2 pdé de dentina desmineralizado com é&c. fosférico a 1%, G3 pd
desmineralizado tratado com 3 mL de Adper Scotchbond® 1XT(SB1XT) e G4 e G5 p6
de dentina desmineralizada tratada com clorexidina 0,2% e 2% durante 30 min,
respectivamente, posteriormente incubaram com 3 mL de SB1XT e realizaram a
analise zimografica. No teste de microtracdo usaram 48 molares extraidos ndo cariados
e dividos em 3 grupos: G1 tratada com clorexidina 0,2%; G2 tratada com clorexidina
2% e G3: grupo controle que ndo teve tratamento prévio somente o adesivo. Os palitos
foram divididos em dois grupos iguais e armazenados durante 24h ou 2 anos em saliva
artificial. O teste estatistico foi ANOVA, teste Post hoc de Tukey e kruskal-wallis. A
zimografia mostrou que os grupos 4 e 5 tiveram uma inibi¢cdo completa de MMP-2 e
MMP-9. No Tempo zero ndo houve diferenca em relacdo as forcas, entretanto depois de
2 anos o grupo controle teve uma diminuicdo de 67% e 0s grupos tratados com a
clorexidina essa diminuicédo foi entre 16-30%. Os autores concluiram que a ativacdo da
MMP-2 pelo adesivo SBIXT® e inibicdo com clorexidina reafirma o potencial do
digluconato de clorexidina a 2% em diferentes concentragdes para inibicdo da MMP-2.

Mazzoni, et al. (2014) avaliaram por meio de um ensaio zimogréfico e uma
técnica de zimografia in situ a capacidade de 1-etil-3-carbodiimida(EDC) de inibir a
metaloproteinases da matriz. A andalise zimografica foi realizada com o p6 de dentina
obtida a partir de 14 molares humanos e divididos em 7 grupos: GI1:
mineralizado/controle; G2: desmineralizado com 10% em peso de acido fosférico
durante 10 minutos.G3: desmineralizado quanto ao G2 e tratados com 0,3 M EDC por
30 min; G4: desmineralizado quanto ao G2 e tratado com Optibond® FL(OFL) G5:
desmineralizado quanto ao G2 e tratados com 0,3 M EDC + OFL; G6: desmineralizado
quanto ao G2 + Scotchbond 1 XT® G7:desmineralizado quanto ao G2 e tratados com
0,3 M EDC + SB1XT. Zimografia in situ usaram 20 terceiros molares inclusos recém-

extraidos e foram divididos em 4 grupos: G1: dentina teve um pré-tratamento com EDC



37

0,3M durante 1 min + OFL; G2: OFL foi aplicado em dentina ndo tratada; G3: pré-
tratada com EDC 0,3 M + SB1XT; G4: SB1XT foi aplicado em dentina néo tratada. O
OFL e SB1XT seguiram a orientacdo do fabricante. Usaram uma gelatina conjugada
com fluoresceina extinta como substrato. Os resultados revelaram um aumento da
expressao da dentina endogena MMP-2 e -9 ap0s a aplicacdo do adesivo, enquanto com
0 uso de EDC inibiram. Os resultados de zimografia in situ mostraram que as camadas
hibridas de adesivos testados apresentaram grande atividade colagenolitica, enquanto
que quase nenhum sinal de fluorescéncia foi detectado quando os espécimes foram pré-
tratados com EDC. Os resultados do presente estudo sustentam as hipoteses de que a
EDC também pode inativar a atividade dentaria da MMP, contudo novos estudos séo

necessarios para validar sua eficacia.

Sabatini e Pashley (2014) realizaram uma revisdo com o0 objetivo de avaliar
criticamente os artigos publicados existentes e resumir os dados mais pertinentes sobre
a colagenolise mediadas por enzimas no seu efeito na ligacdo dentinaria. A busca foi
realizada nas bases de dados PubMed e MEDLINE utilizando como palavras chaves
ligacdo, colageno, reticulacdo, cisteina- catepsina, dentina, agentes de ligacdo dentina,
endopeptidases e metaloproteinases da matriz, a busca se restringiu a artigos publicados
de janeiro de 1999 a dezembro de 2013 em inglés apenas. Os estudos foram
basicamente in vitro e in vivo e tiveram como critério de exclusdo foram estudos sem
um grupo controle apropriados e estudos avaliando resisténcia de unido imediata, com
isso 51 estudos foram incluidos nesta revisdo. A revisao reforcou alguns mecanismos ja
conhecidos e usados para as MMPs, entretanto mostraram que precisam de mais
investigacGes em busca de um mondmero que consiga permear as fibrilas de colageno

totalmente e criar uma ligacao resina-dentina mais duravel.

A fim de realizar uma revisao de literatura sobre o papel das metaloproteinases
(MMP) e cisteina-catepsinas na dentina no processo de carie, Mazzoni, et al. (2015)
mostraram que essas enzimas estdo presentes na saliva, dentina mineralizada e no
liquido dentinario. As MMP estdo em formas inativas dentro da matriz calcificada,
entretanto no processo de carie, que é um processo desmineralizante, elas podem ser
ativadas e junto com elas a cisteinas-catepsinas tambem visto que seu pH ideal é 5,0; as
MMP tem o pH ideal de 7,0, entretanto elas também tem ag¢do em pH acido e por isso

tem uma agdo mais prolongada no processo de cérie. Nos estudos apresentados mostrou
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que ha alteracdes moleculares no colageno mesmo na dentina afetada quando ainda é
remineralizavel, isso acontece mesmo em lesdes de mancha branca. Nos estudos in vivo
e in vitro apresentados sobre a camada hibrida expbs que a atividade da enzima localiza-
se na parte inferior da camada hibrida onde a camada de coldgeno desmineralizado
contém nanoporosidades, aléem disso, os monémeros de resina ligeiramente acidos
podem de fato ativar as MMPs inibindo os TIMPs. Diferentes produtos quimicos
(digluconato de clorexidina, galardina e cloreto de benzalcénio) ou agentes de ligagdo
cruzada de coldgeno foram empregados com sucesso na inibicdo dessas enzimas. Os
autores concluiram que os inibidores enzimaticos podem desempenhar um papel crucial
em protocolos terapéutico, todavia sdo necessarios mais estudos a fim de melhorar a

estabilidade da interface adesiva.

Seseogullari-Dirihan et al. (2016) analisaram a atividade da metaloproteinase
(MMP) da matriz de dentina desmineralizada ap6s 1 ou 5 minutos de pré-tratamento
por varios reticulantes de colageno (glutaraldeido, riboflavina / UVA, riboflavina-5-
monofospato / UVA, extrato de sumac-berry, extrato de semente de uva e
curcumina). Ensaio genérico de MMP, andlise zimogréafica, Zimografia in situ, medicéo
da proteina total extraivel e um imunoensaio multiplex com base em grénulos. Na
zimografia in situ usaram 14 terceiros molares intactos recem-extraidos onde o esmalte
e a dentina superficial foram removidos com uso de uma maquina de corte refrigerada,
até obter disco de 0,5 mm de dentina. Cada disco foi colado numa lamina de
microscopio com cola de cianoacrilato, a superficie foi lixada com lixa n® 600 e depois
um condicionamento acido de 10 s com &cido fosforico a 10% durante 20 segundos e
enxaguada com agua pelo dobro de tempo. Cada disco de dentina foi tratado com 50 pL
das solucdes reticulantes para 1 ou 5 min. Uma gelatina conjugada com fluoresceina foi
utilizada como substrato MMP (E-12055). Esse substrato foi preparado a partir de
uma solugéo-mée de 1 mL de DQ-gelatina, em seguida 50 uL da solugdo de gelatina
foram espalhados em cada amostra e cobertos com uma laminula e depois foram
levadas a uma camara escura de umidade relativa. Cada amostra com 85um de
espessura foi examinada no microscépio confocal multi-fotbes e processadas com o
software ZEN 2010. As imagens foram obtidas a 0 e 48h ap6s a incubagdo. Todos 0s
grupos de pré-tratamento reticulantes mostraram reducdes significativas na atividade
MMP total em comparagdo com o controle. O grupo da riboflavina/uva obteve a maior
inibicdo de MMP tanto quando testado em 1 minuto quanto em 5 min. A atividade
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gelatinolitica foi observada principalmente nos tabulos dentinarios e ligeiramente nas
superficies expostas de colageno. A atividade gelatinolitica foi mais forte nos tabulos
dentinérios antes do tratamento com reticulantes do que ap6s o tratamento com
reticulante. A analise multiplex dos extratos de dentina tratada com reticulante mostrou
reducdo na liberacdo de MMP-8, MMP-2 e MMP-9. Com esses resultados pode se
concluir que 1 minuto de pré-tratamento pode inativar as MMP-2, -8 e -9, entretanto

pesquisas adicionais sdo necessarias para verificar se essa inativagdo é permanente.

Yang et al. (2017) avaliaram as atividades antibacterianas e a ligagédo de um
adesivo (Adper™ Single Bond 2) onde foi adicionada quercetina em diferentes
concentracdes. A quercetina foi incorporada ao adesivo Adper'™ Single Bond 2 até
obter uma concentracdo de 100ug/mL (Q100), 500 pg/mL (Q500), 1000 pg/mL
(Q1000) e para controle negativo usou um adesivo sem quercetina. Testaram a
avaliacdo antibacteriana frente ao Streptococcus mutans, grau de conversao e taxa de
polimerizacdo, citotoxidade, microtracdo, zimografia in situ e microinfiltracdo, de forma
abrangente. Na microtracdo, 40 molares higidos foram utilizados e submetidos a
profilaxia e remocéo da parte oclusal em méquina de corte sob refrigeracdo, expondo
uma zona de dentina. Os dentes foram lixados para obter padronizagdo da smear layer,
depois utilizaram um gel de acido fosforico a 37% por 15 segundos e em seguida
aplicou-se um dos quatro adesivos experimentais, fotopolimerizaram por 20 segundos e
depois adicionaram 4 mm de resina composta. Em seguida foram divididos em dois
grupos um que foi avaliado imediatamente e outro ap6s um més de envelhecimento
numa solucdo de colagenase. Na zimografia in situ utilizaram duas placas de cada tipo
de adesivo (controle, Q100, Q500, Q1000) adicionando uma mistura de gelatina
conjugada com fluoresceina extinta cobertas com laminulas e incubada por 14h numa
camara escura umidificadora a 37° C e depois observada no microscopio de
fluorescéncia CLSM. Obtiveram como resultados que na concentracdo de 500 e 100 os
adesivos conseguiram inibir as MMP-2 e MMP-9 ao contrario do grupo controle, além
disso, preservou suas propriedades em relacdo a microtracdo e microinfiltracdo sendo as
vezes até melhor pela questéo hidrofdbica e inibiu o crescimento do S. mutans além de
ser biocompativel. Assim os resultados apresentaram que o melhor grupo foi 0 Q500
devido a todas as caracteristicas testadas nesse estudo, entretanto mais ensaios e estudos

clinicos devem ser realizados.



40

Mazzoni et al. (2017) testaram a capacidade 1-etil-3 carbodiimida (EDC) antes
do sistema adesivo a fim de melhorar a forca de ligacdo através de zimografia e
microtracdo. Oitenta terceiros molares saudaveis recém-extraidos foram selecionados.
Eles foram cortados com uma maquina de corte e depois lixados a fim de formar uma
camada padronizada. Os dentes foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos.
G1: Aplicou Clearfil SE® (CSE) de acordo com as instrucdes do fabricante + 0,3M EDC
+Clearfil SE Bond®; G2: CSE®; G3: Condicionamento com écido fosférico 35% +
0,3M EDC + XP Bond®; G4: XP Bond®. Ap6s isso foi restaurada e cortado para
obtencdo de palitos 0,9x0,9x6 mm3. Eles foram testados em 24h e 1 ano e foram
armazenados em saliva artificial a 37°C, e para a analise estatistica usaram o teste
Kruskal-Wallis e o teste U de Mann-Whitney com o = 0,05. Zimografia 0 usou o
método de p6 de dentina e foram distribuidos em 6 grupos, G1: Controle, p6 de
dentina(DP) néo tratado G2: DP com 1ml de &c. Fosférico a 10% por 10 min G3: DP
tratado com 100 pL de EDC 0,3M durante 30 minutos foi seco suavemente e trado com
CSE por 30 min G4: DP misturado com 100 uL de CSE durante 30 min. G5: DP com
1ml de &c. Fosférico a 10% por 10 min tratado com 0,3 M EDC e depois aplicagdo XPB
por 30 min. G6: DP com 1ml de ac. Fosforico a 10% por 10 min tratado com 0,3 M
EDC e seguido com 100 pL XPB por 30 min. A atividade proteolitica foi avaliada no
scanner de luz UV de longa onda, as bandas zimograficas foram identificadas e
quantificadas com Bio-Rad Quantity One Software. A resisténcia da ligacdo imediata
ndo alterou com o uso de EDC em ambos os sistemas testados, todavia melhorou a
resisténcia apos 1 ano de envelhecimento. O pré-tratamento com EDC seguido do CSE
ndo inibiu completamente as MMPs, entretanto o pré-tratamento com EDC seguido do
XPB teve uma inativacdo das gelatinases quase que completa. Concluiram que o EDC
tem eficacia ao longo do tempo e revelaram que ele ndo afeta os sistemas adesivos

testado, precisando de mais estudos in vivo para validar clinicamente.

Scaffa et al. (2017) averiguaram a distribuicdo de CT-B e K na matriz
dentinarias e avaliou a ocorréncia de cisteina-catepsinas (CCS) e metaloproteinase
(MMPs) no mesmo tecido, além de testar se a atividade proteolitica da dentina seria
devido a atividade de CCS ou MMPs. Quinze molares higidos humanos foram usados e
processados num procedimento de pré-imunomarcacao, apds isso as observagdes foram
realizadas usando FEI-SEM (JSM 890, JEOL, Tdquio, Japdo) a7 kV el x 10-12 A.

As imagens foram obtidas usando uma combinagdo de detectores de elétrons
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retrodispersos e secundarios. Na zimografia in situ usaram dois terceiros molares recém-
extraidos para obter fatias longitudinais de 200 um de espessura. Para verificar a
especificidade da atividade enzimatica as fatias foram incubadas em &gua deionizada no
controle, E-64 inibidor especifico de CCS ou 1,10-fenantrolina inibidor de MMPs
durante 30 minutos em temperatura ambiente. A zimografia usou uma gelatina
conjugada com fluoresceina extinta como substrato. A gelatina foi fluida 1:8 em um
tampdo com 10 pL de um agente antiaderente, colocou-se 80 pL sobre cada lamina e
incubou numa camara escura a 37°C por 24h. A hidrolise desse substrato foi avaliado
num microscépio confocal multi-fotdes onde se conseguiu sec¢des de 85 um de
espessura e as imagens foram quantificadas e processadas com o software ZEN 2010.
De acordo com os resultados obtidos na superficie de dentina parcialmente
desmineralizada apresentaram padrfes de imunomarcacéao positiva para CT-B e CT-K e
ambas foram encontradas ao longo das fibrilas de colageno. As imagens revelaram a
coocorréncia de CT-B e MMP-2 na matriz dentinaria, mas com distribuicdo diferente.
Na zimografia observou-se uma intensa atividade gelatinolitica em dentina mineralizada
e o tratamento com E-64 e 1,10-fenantrolina inibiu a atividade gelatinolitica, indicando
que essa atividade foi maior nas MMPs do que nas CCS. Os resultados mostraram,
portanto, a presenca de MMPs e CCS ativos na dentina. Concluiram que as MMPs e
CCS sdo co-distribuidas na dentina, enquanto as enzimas ativas foram extraidas da
dentina a atividade das MMPs é predominante em relacdo as CCS.

Gostemeyer e Schwendicke (2018) produziram uma revisdo sistematica sobre
0 pré-tratamento inibitoério de forma qualitativamente e uma metanalise. Nesse estudo
foram incluidos ensaios clinicos randomizados investigando humanos comparando o
pré-tratamento versus placebo ou nenhum tratamento alternativo antes da aplicagdo do
adesivo. As bases de dados eletronicas como Embase, Pubmed e Cochrane central
foram utilizadas usando um protocolo de busca e dois revisores calibrados e a inclusdo
era decidida em consenso por ambos. As meta -analises realidades foram de intencéo de
tratamento, de efeitos fixos ou aleatdrios, por protocolo e de cenario. Dez artigos foram
incluidos no estudo com 208 pacientes e 695 cavidades, desses estudos sete utilizaram
clorexidina, dois etanol-Umido-ligacdo e um usou compostos de amoénio quaternario
para a inibicdo da degradacéo, todos, exceto um estudo, apresentaram significativo risco
de viés. O risco de perda de retencéo ndo teve nenhuma diferenca significativa entre os

grupos experimental e controle na analise por protocolo. J& na analise de cenéario


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%B6stemeyer%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27107550
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extremo verificou se que um pré-tratamento reduziu significativamente ou aumentou o
risco de perda da restauracdo, indicando uma incerteza. O tempo mais longo estudado
foi de 36 meses e 0 minimo de seis meses. Concluiram que ndo ha evidéncias fortes
suficientes para indicar ou ndo o pré-tratamento da cavidade e ainda ndo esta claro se ha

outros efeitos como irritacdo da polpa, desinfeccéo.

Mazzoni et al. (2018) investigaram a presenca, localizacdo e distribuicdo de
MMP-7 em dentina sadia humana. Seis terceiros molares higidos foram utilizados
para a remocdo do po de dentina. Esse material foi desmineralizado com &cido
fosférico a 10% sob constante agitacdo, para entdo ser adicionado hidroxido de
sodio para tamponar o acido fosforico sob centrifugacdo por 20 minutos. O ensaio
zimogréafico utilizando 12% de gel SDS-PAGE. Apés a corrida, o gel foi lavado e
mantido em solucdo tampdo de ativacdo por 48h, e entdo fotografado sob
iluminacdo UV. O resultado da zimografia apresentou atividade enzimaética
correspondente ao peso molecular das formas de pr6-enzima e ativa da MMP-7. Os
autores ressaltaram que, além da habilidade de degradar componentes da matriz
extracelular, a MMP-7 também apresenta a habilidade de ativar outras MMPs,
incluindo as MMPs -2, -9 e -8. Logo, a inibicdo de MMP-7 pode prover uma
inibicdo mais efetiva das gelatinases presentes na dentina. A sua presenca foi
observada nos extratos de dentina pela primeira vez nesse estudo. Por fim,
concluiram que a identificacdo de MMP-7 na dentina humana representa um passo a
frente na identificagio de MMPs no substrato dentinaria. A inibicdo da MMP-7

deve ser considerada devido ao fato de que regula a atividade de MMP-2 e -9.

Betancourt, Baldion e Castellanos (2019) realizaram uma reviséo de literatura
para identificar quais fatores influenciam na degradagdo na interface adesiva resina-
dentina e quais as estratégias a fim de estabilizar a camada hibrida e melhor a
durabilidade das restauracdes adesivas. Eles selecionaram os artigos no PubMed, Scielo,
Cochrane, Elsevier, EBSCO, LILACS e Web of Science usando como palavras chave:
colageno, reagentes de ligagdo cruzada, metaloproteinases de matriz, dentina,
endopeptidases. Ndo tiveram restricdo quanto ao idioma e a busca foi realizada até
novembro de 2018. Durante essa revisdo eles falam das dificuldades encontradas na
interface dentina-resina devido a instabilidade da camada hibrida. Isso podendo

acontecer devido a infiltracdo incompleta do sistema adesivo, a presenca de agua,
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presenca de MMP e cisteinas. Os autores falam das fun¢des das MMP durante o periodo
de odontogénese, no processo de reabsorcdo da matriz extracelular como fala também
das suas funcbes na fisiopatologia da cérie e doenca periodontal. As MMPs encontradas
na dentina humana sdéo MMP-2, MMP-9, que sdo as mais abundantes, MMP-8, MMP-3
e MMP-20. Nesses artigos estudos mostraram que essas degradacdes pelas MMP
podem ocorrer tanto nos adesivos etch-and-rinse (E & R) como nos autocondicionantes.
As estratégias citadas para a estabilizacdo da interface foi: Inibidores ndo seletivos, cujo
exemplo foi a Clorexidina; agentes fisicos como a luz UV, agentes sintéticos
inespecificos de reticulacdo de colageno como o Glutaraldeido ou carbotiimida
citotoxica (EDC); os agentes de reticulagdo naturais como as antocianinas e
remineralizacdo biomimética. O grupo da Clorexidina ele é eficaz até certo tempo, 0s
grupos de reticulacdo e remineralizacdo apresentam um tempo de tratamento muito
longo de aproximadamente 1 hora. Entretanto esses biomodificadores sdo as opgoes
mais promissoras, pois melhora as propriedades fisicas da dentina além da inibicdo das
MMP. Com isso mais estudos devem ser feitos para validarem o que foi encontrado

nessa reviséo tanto em estudo in vivo quanto in vitro.

Zhou et al., 2019 realizaram uma revisdo sobre s métodos de modificacdo de
materiais adesivos para melhorar a longevidade das restauracdes. Os atuais adesivos
tendem a simplificar os passos de adesdo ornando o uso mais facil, eles ja estdo na
oitava geracdo, contudo o padrdo ouro continua sendo os adesivos de multi-passo. O
sistema adesivo autocondicionante tem uma natureza hidrofilica que os torna mais
propensos a sorcdo de agua, quebra hidrolitica e perda da integridade estrutural na
interface resina-dentina. Além dos tipos de adesivos e suas geragdes 0s autores citam 0s
fatores relacionados com a falha da ligacéo resina/dentina, esses fatores sdo as enzimas
proteoliticas derivadas pelo hospedeiro (MMPs e catepsinas), interacdes quimicas
adversas, envolvendo agua, metacrilato e pressdo pulpar e 0 carregamento mecanico
onde as forgcas mastigatdrias podem afetar adversamente a interface de unido, dobrando
as estruturas dentérias, levando a formacéo de fendas e vazamento marginal em torno de
restauracdes. Em relacdo as MMPs os autores reiteram os agentes de ligacdo cruzada
que podem alterar a mobilidade molecular do colageno ou envolver pH e concentragédo
de Zn2+, eles citam extrato de uva, hespertina (que é um extrato de frutas citricas),
citam alguns artigos que adicionaram ao Clearfill o hespertina e que tiveram uma

influencia positiva.Com isso 0s autores concluiram que a incorporagdo de agentes com
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metaloproteinase anti-matriz, remineralizacdo ou funcdes antibacterianas em sistemas
adesivos pode ser positiva e a adicdo de varios tipos de agentes funcionais ou
combinados em sistemas adesivos € uma forma promissora de fornecer mais de uma
funcdo de beneficio e mostrar mais eficacia na melhoria da longevidade de restauracdes

resinosas.

2.4. Fitoterapicos em dentistica

Em seu estudo, Lima et al. (2003) realizaram ensaios in vitro e in vivo para
investigar a atividade anticancer de Copaifera multijuga Hayne, e utilizaram o teste de
citotoxidade Azul de Tripan. Células da linhagem melanoma murinho (B16F10) foram
utilizadas e incubadas com 0,5 e 1,0 mg/mL de 6leo de resina de Copaifera multijuga
durante 1 e 3h. A viabilidade celular foi quantificada em hemocitdmetro pelo ensaio do
Azul de Tripan e expressa em porcentagem de células viaveis quando comparadas com
grupos controle, que recebeu apenas PBS. Com o aumento do tempo de incubacéo,
observou-se uma reducdo no namero de células viaveis no método de exclusdo do azul
de Tripan. Diferengas também foram observadas entre as duas doses utilizadas. Com 1 h
de incubacéo, 0,5 e 1 mg/mL reduziram o ndmero de células viaveis de 89,0% - 16,8%
(grupo controle) para 49,4% - 6,1% e 30,9% - 10,7%, respectivamente. As 3h de
incubacdo, as células viaveis no grupo controle foram 110,9% - 16,7% e este nUmero
foram reduzidos para 34,0% - 9,1% e 16,8% - 7,9% com as concentragdes de 0,5 e 1
mg/mL de 6leo de Copaifera multijuga reduziu o crescimento da linha celular B16F10,
bem como o nimero de metéstases pulmonares, e quando incubado em diferentes doses
em diferentes doses em diferentes tempos, foi capaz de reduzir o numero de células

viaveis avaliadas pela técnica de exclusdo do azul de Tripan.

Bandeira, et al. (2016) analisaram por meio de microscépio eletrénico de
varredura (MEV) a morfologia da dentina, cortada e tratada com a emulséo de dleo de
copaiba (CO), suspensdo de extrato etanolico de prépolis (EP), digluconato de
Clorexidina a 2% e agua destilada. Vinte e quatro pré-molares foram utilizados nessa
pesquisa, onde todos foram descontaminados com timol a 0,2% por 24 horas, em
seguida com auxilio de maquina de corte, a coroa foi separada da raiz na regido da
juncdo cemento-esmalte, a smear layer foi padronizada utilizando lixas d’agua. Os
espécimes foram divididos de maneira randomizada em oito grupos experimentais (n=3)

e tratados com as substancias por 30 segundos. Os espécimes foram examinados através
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de fotomicrografias. Trés observadores independentes analisaram as micrografias
codificadas e misturadas de maneira aleatoria para que as imagens fossem analisadas de
maneira cega. A presenca dos detritos foi avaliada onde o resultado foram
dicotomizados em dentina “limpa” e dentina “suja”. De acordo com o ensaio, a
micrografia feita a partir do grupo controle (sem tratamento de superficie de dentina)
mostrou uma ampla quantidade de detritos e microrganismos. Em amostras com
tratamento de pulverizagdo de ar/dgua a quantidade foi reduzida, porém a presenca de
detritos foi muito ampla em grande quantidade. Os espécimes tratados com 1% de PS
(1% Prépolis + Tween 80 + agua destilada) tinham menos detritos quando comparados
ao grupo sem tratamento da superficie. Para as outras formas de limpeza: Clorexidina a
2%; 10% de Oleo de copaiba + Tween 80 + agua destilada; 10% de 6leo de copaiba +
Tween 80 + 1% de produto biotecnoldgico + &gua destilada; 30% de éleo de copaiba +
Tween 80 + agua destilada e 30% de 6leo de copaiba + Tween 80 + 1% de produto
biotecnologico + agua destilada, todas apresentaram efetividade na limpeza. Assim
conclui a necessidade de limpar a cavidade para remocéo de detritos e que a morfologia
da superficie da dentina mostrada no MEV sugere que CO e EP apresentam viabilidade
e podem ser utilizadas como agentes de limpeza cavitario, ainda necessitando de

maiores estudos in vitro e in vivo.

Souza (2016) avaliou in vitro a citotoxicidade e a genotoxicidade de uma
emulsdo a base do 6leo da copaiba. O teste para viabilidade celular utilizou-se a
solugdo de Alamar Blue® na linhagem normal de MRC-5 (fibroblastos humanos); o
teste de hemdlise em eritrocitos murinos. Apés o cultivo, as células foram tripsinizadas
e plaqueadas em placa de 96 pocos, cada pogo com 1 x 10* células em 100pL de meio
de cultura, em seguida foi incubada por 24 horas a 37°C. As amostrar foram dissolvidas
em meio de cultura, totalizando um volume de 200uL no pogo em uma concentracao de
25ul/mL e o tempo de tratamento foi de 72 horas. A avaliacdo do dano no DNA foi
realizada através do teste do Cometa em pH alcalino. As substancias testadas foram:
Emulsdo de Copaiba a 10% - CM; adjuvantes farmacotécnicos da emulsdo - VE;
Digluconato de clorexidina a 2% - CHX e Oleo de copaiba in natura - OC. Como
controles positivos utilizou-se a CHX, Triton X-100 1% e a doxorrubicina (DRX) e
como controle negativo utilizou-se 0 DMSO. Os dados da hemolise foram analisados
através da media percentual com desvio padrdo para o célculo da EC50. Para a
viabilidade celular e alteracdo do DNA foram analisados a partir da média e desvio
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padrdo de 3 experimentos independentes e a verificacdo da ocorréncia de diferencas
significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por anélise de
variancia (ANOVA) seguido do Teste de Tukey (p<0,05). Os resultados da viabilidade
celular mostraram: ECM = 8,22%, VE = 39,90%, CHX =5,92% e 0 OC = 10,24%. O
teste de hemolise revelou que o VE e a CHX ndo hemolisaram os eritrocitos, entretanto
0 OC e as emulsdes testes apresentaram atividade hemolitica causando dano a
membrana. No teste do cometa, as emulsdes testadas em 25, 50 e 75uL/mL ndo
causaram dano significativo no DNA do fibroblasto humano em relacdo a doxorrubicina
e a CHX estatisticamente, foi a que causou maior dano (p<0,001), entretanto, o 6leo de
copaiba e o veiculo ndo apresentaram diferenca significativa dos seus resultados em
relacdo ao controle negativo (DMSO). De acordo com esse estudo a emulsdo de
Copaiba a 10% apesar de induzir a citotoxidade ndo tem como alvo o DNA das células

em comparacdo com o digluconato de clorexidina a 2%.

Moura (2016) avaliou as caracteristicas morfologicas da superficie dentinaria e
da camada hibrida formada com os sistemas adesivos convencional e autocondicionante
nas dentinas higidas e afetada por cérie apds o uso da emulsdo a base de 6leo de copaiba
a 10%. Noventa e seis terceiros molares higidos foram utilizados, metade deles sofreram
uma inducao artificial de carie e a outra metade permaneceu higida. Todos os elementos
tiveram suas raizes removidas, obtendo-se discos de dentina que foram dividos
conforme a substancias testes (Digluconato de Clorexidina a 2%, emulsdo a base do
6leo de copaiba, solucdo de hidroxido de célcio e agua destilada), o substrato dentinario
(higida ou afetada) e o sistema adesivo (Adper Single Bond 2® ou Clearfil SE Bond®.
A superficie dentinaria e a camada hibrida foram analisadas no microscépio eletrnico
de varredura (MEV), de acordo com o0s grupos experimentais. O tratamento da
superficie dentinaria com a emulsdo ndo apresentou nenhuma empecilho fisica aparente
a penetracdo do adesivo, ja a com digluconato de clorexidina a 2% apresentou sais de
fosfatos nos dois tipos de substratos testados. O grupo do hidréxido de célcio possuiu
uma diferenca significativa em relagcdo aos demais grupos, ja que exibiu um precipitado
mineral obstruindo a luz dos tubulos dentinarios na dentina higida. Na superficie ndo
condicionada, a 4gua destilada em dentina higida apresentou diferenca significativa em
relagdo aos demais (p<0,05). O adesivo Adper Single Bond 2® néo apresentou diferenca
estatistica na camada hibrida formada independente se o substrato era higido ou cariado
com as substancias testes. A camada hibrida com Clearfil SE Bond® na dentina afetada
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por carie tratada com emulsdo a base do 6leo de copaiba ndo apresentou diferenca
estatistica em relacdo as substancias testes, apresentando diferenga somente em relacéo
a solucéo de hidroxido de célcio na dentina afetada (p<0,05). Na dentina higida, ndo
houve diferenca estatistica na camada hibrida com Clearfil SE Bond®, independente das
substancias testadas. Portanto a aplicacdo da emulsdo a base do Oleo de copaiba
apresenta uma camada hibrida uniforme, regular e com grande infiltragdo monomeérica

em ambos 0s substratos testados e independentes do adesivo utilizado.

Freitas (2017) avaliou a interface adesiva resina dentina higida e afetada por
carie através do teste de microtracdo. Sessenta e quatro terceiros molares higidos foram
divididos aleatoriamente em 16 grupos (n=4). Os dentes dos grupos G2, G4, G6, G8,
G10, G12, G16 foi produzido um processo de inducdo artificial de carie, apds isso se
removeu a dentina infectada. Os demais grupos sdo constituidos por dentes higidos que
receberam um desgaste adicional da dentina para a compensacao da remog¢dao do tecido
cariado. As superficies dentinarias foram tratadas de forma padronizada de acordo com
0S grupos experimentais. As restauracfes foram realizadas usando os sistemas adesivo
convencional (Adper Single Bond® 2) ou autocondicionante (Clearfil SE Bond®)
seguindo as orientacOes do fabricante e fotopolimerizados por 15 segundos. Um bloco
de resina composta com 3 mm de altura foi confeccionado, em seguida os espécimes
foram armazenados em 4agua destilada a 37°C durante 24 horas. Cada grupo foi
submetido ao teste de microtragdo e secgOes corono-apicais paralelas de
aproximadamente 1mm3 e durante todo o processo as eventuais fraturas pré-maturas
foram consideradas como valor zero de adesdo. As fraturas foram classificadas como
Coesivas, Adesivas e Mistas. Os resultados obtidos expressos em Newton (N) foram
transformados em MegaPascal (MPA). Na andlise estatistica, foi verificada a
normalidade e a homogeneidade dos dados pelo teste de Lilliefors (p<0,05) e devido a
distribuicdo anormal foi utilizado o teste Kruskal-Wallis (p<0,05). O teste de
microtracdo exibiu maior percentual de fraturas adesivas. A resisténcia da unido usando
a emulsdo a base de 6leo de copaiba a 10% e conservante X% com o sistema adesivo
Adper Single Bond® foi maior independente se higida ou afetada. O Clearfil SE Bond®
em dentina afetada ndo houve diferenca significativa entre o 6leo de copaiba
X%,digluconato de clorexidina a 2% e agua destilada. Assim sendo a emulsdo a base do

oleo de copaiba a 10% com conservante na concentracdo X% apresentou os melhores
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resultados quanto a resisténcia adesiva, contudo necessitando de mais estudos

relacionados.

Em uma revisdo sistematica, Diefenbach et al. (2018) investigaram artigos que
realizaram andlises microbiol6gicas in vitro e de cultura celular. Ao fim da selegdo,
onze artigos foram selecionados. Nesses trabalhos, diversas espécies de copaiba foram
analisadas tais como Copaifera reticulate, C. multijuga, C. langsdorffii, C. oblongifolia
e C. officinalis. Os estudos foram essencialmente realizados in vitro, e o teste principal
observado foi o de CIM. Dentre todos os estudos, apenas um néo utilizou a CLX como
controle positivo, e sim o proprio meio de cultura. Nos resultados dessa revisdo destaca-
se a efetividade da atividade antimicrobiana do 6leo de copaiba contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas, ambas relacionadas com a cérie e a doenca periodontal.
Também é importante salientar que os estudos comprovaram a seguranca do dleo de
copaiba quanto ao seu uso em humanos. O amplo efeito comparado aos controles
negativos e a semelhanca de resultados com os controles positivos sugerem o grande
potencial do 6leo de copaiba na cavidade oral. As crencas dos pacientes também foram
relatadas a fim de gerar evidéncias, e ha nesse sentido, uma preferéncia de muitos pelo
uso de uma substancia natural. Por fim, concluiu-se que, considerando a atividade
antimicrobiana do 6leo de copaiba, este apresenta potencial para uso na cavidade bucal
como forma de prevencao e tratamento de céries e doencgas periodontais, contribuindo
para o equilibrio da microbiota bucal. Testes clinicos em solu¢bes colutdrias,
dentifricios e dispositivos de liberacdo lenta foram recomendados.
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3. METODOLOGIA

O estudo foi do tipo primario, prospectivo, descritivo, qualitativo e experimental

in vitro controlado.

O projeto teve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEP) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), com o numero CAAE
35573914.0.0000.5020 (Anexo 1).

A pesquisa foi realizada em Manaus, nos Laboratério de Atividades Bioldgicas de
Fitoterapicos na Odontologia — LABFITO do Programa de P6s-Graduacdo da Faculdade de
Odontologia, no Laboratério do Departamento de Geociéncias do Instituto de Ciéncias
Exatas da UFAM e no Laboratorio de Atividades Bioldgica - BIOPHAR da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Para o
desenvolvimento da pesquisa, 30 terceiros molares higidos fornecidos pelo Biobanco da
Faculdade de Odontologia da UFAM foram utilizados.

3.1. Riscos e beneficios da pesquisa

A utilizacdo de elementos dentérios extraidos ndo implica em nenhum risco
direto ao paciente, uma vez que esses dentes ja foram removidos da arcada dentaria por
razBGes ortodénticas, protéticas ou cirdrgicas. Existe o risco de quebra de sigilo, todavia
ndo havera acesso a qualquer informacdo que possa colocar em risco a

confidencialidade do doador.
3.2. Formulacéo da emulsdo a base de 6leo de copaiba

O oleo-resina da Copaifera multijuga foi extraido da reserva Ducke, no Km 17
da Rodovia Manaus-Itacoatiara, catalogada sob o n°69 pelo Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazonia —INPA (BARBOSA et al., 2013).

O oleo-resina foi coletado pelo mateiro da reserva, consistindo na confecgéo de
um furo por meio de um trado de 7/8 polegada de diametro e 1 metro de comprimento, a
altura de aproximadamente 1 metro do ché&o, até o centro do caule onde se encontram 0s
reservatorios do o6leo-resina, com um pequeno declive para escoamento em um

recipiente estéril previamente preparado para esse fim. Apds a coleta, o orificio foi
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vedado com um tampdo de pvc, procedimento de rotina realizado na reserva
(BANDEIRA et al.,1999). A exsicata foi depositada no herbario do INPA sob o n°
2707009.

Emulsdes de limpeza de cavidade contendo 6leo-resina da Copaifera multijuga a
10%, polissorbato 80 (Vetec®, Duque de Caxias, RJ, Brasil), diazolidinil ureia (Aldrich
Chemistry®, St. Louis, MO, Estados Unidos) e agua triesterilizada foram formuladas
obedecendo as orientacdes da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). As emulsdes de
copaiba foram preparadas variando apenas a concentragdo do conservante: EC + X; EC
+Y e EC alcalina.

3.3. Teste de Citotoxicidade

A citotoxicidade das substancias foi testada frente a linhagem HT1080 através
do teste do Azul de Tripan em quadruplicata. A linhagem HT1080 foi cultivada em
PBS, suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantida em estufa a 37°C e
atmosfera contendo 5% de CO,. As amostras foram dissolvidas PBS e plaqueadas
(figura 1) para receber os tratamentos, CLX, EC + X, EC + Y, EC alcalina e PBS como
controle negativo, nos tempos de 15 segundos, 30 segundos, 10 e 20 minutos. Apos 0
tempo de cada tratamento, as amostras foram retiradas da placa, divididas em

microtubos, e depois centrifugadas por 4 minutos.

Figura 1- Plagueamento das células.

Fonte: Arquivo digital do proprio autor, 2019.
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Depois de centrifugados, parte do sobrenadante foi dispensada, as células foram
ressuspensas e foi adicionado 10 pL. de Azul de Tripan. O corante permaneceu em
contato com as células por cerca de 1 minuto, entdo 10uL foram transferidos para a

camara de Neubauer para contagem de células em microscopio (figura 2).

Figura 2 - Contagem das células vidveis e ndo viaveis na cAmara de Neubauer.

Fonte: Arquivo digital do proprio autor, 2019.

3.4. Zimografia em células

A atividade de MMPs (MMP-2 e MMP-9) foi determinada utilizando como
substrato a gelatina, atraves de método zimogréafico, de acordo como descrito por Kaji et
al. (2003). Essa técnica foi utilizada para avaliar a atividade de MMP-2 e MMP-9

presente na linhagem celular HT1080.
3.4.1. Obtencéo das proteinas coletadas no meio de cultura.

Para o ensaio, as células (HT1080) foram transferidas para placas de 24 po¢os na
concentracdo de 20 x 10* células/ mL e incubadas em estufa. Apés 24 horas, as células
foram tratadas de acordo com os grupos, grupo 1: agua destilada; grupo 2: Digluconato
de Clorexidina a 2%; grupo3: Emulsdo a base do oleo de copaiba a 10% (EC) +
Conservante X; grupo 4: EC a 10% + conservante Y e grupo 5: EC a 10% alcalina, nos
tempos de 30 segundos, 10 e 20 minutos. Apo6s cada tempo de tratamento, 0 meio de

cultura foi retirado e centrifugado a 5000 rpm/10minutos.

3.4.2. Mobilidade eletroforética das proteinas no gel de SDS-PAGE +
gelatina
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Para separacdo das proteinas, utilizou o gel de SDS-PAGE (Sodium Dodecyl
Sulfate Polyacrylamide gel Eletrophoresis) com 10% de acrilamida e 1% de gelatina, no
qual foram adicionados 10 pg de proteinas por canal. O gel foi submetido a eletroforese

(120 V por 1 hora e 30 minutos) para separacdo das proteinas.

Figura 3 - Preparo do gel de poliacrilamida para eletroforese.

Fonte: Arquivo digital do préprio autor, 2019.

3.4.3. Incubacéo e revelacéo do gel

Ap0s a eletroforese, o gel foi lavado duas vezes por 20 minutos com 2,5% Triton
X-100, para retirar o SDS. Em seguida, o gel foi incubado com tampdao de incubagéo
(0,05 M TrisHCI pH 8, 5 mM CaCl,, 5 uM ZnCl,), overnight, a 37°C, para a degradagéo
do substrato pelas MMPs. Logo depois, o gel foi corado com 0,5% coomasie brilliant
blue R-250 por 30 minutos, a temperatura ambiente, sob agitacdo constante, e descorado
com metanol 10% e acido acético 10%. As imagens das bandas foram comparadas e

analisadas utilizando o software ImageJ.
Apbs a coleta dos dados, foi realizada a analise descritiva dos resultados.
3.5. Zimografia- in situ
3.5.1. Selecédo dos dentes
3.5.1.1.  Critérios de incluséo

Trinta terceiros molares humanos recém-extraidos foram utilizados, esses dentes
foram extraidos por razBes ortodonticas, protéticas ou cirargicas. Os dentes
selecionados foram armazenados e imediatamente congelados até o momento da

utilizagdo (Mazzoni et al., 2014).
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3.5.1.2. Critérios de exclusao

Os dentes que possuiam alguma fratura, ma formacéo na regido coronaria, areas
hipoplasicas, trincas, fendas, fluorose, bem como lesdes cariosas foram excluidos da

pesquisa.
3.5.2. Preparo dos Dentes

Todos os dentes foram seccionados a 2 mm abaixo da regido central da
superficie oclusal para remocéo do esmalte e da raiz com auxilio de disco diamantado
de 0,5 mm de espessura adaptado na maquina de corte Mecatome® P100 (PRESI,
Grenoble, Franca), sob refrigeracdo, com velocidade de 300 rpm e 200 g de forca. A
porcdo oclusal cortada ndo foi utilizada na pesquisa (SANABE; COSTA; HEBLING,
2011).

Em seguida, as superficies dentinarias foram abrasionadas com auxilio de lixas
d’agua de carboneto de silicio (Buehler Ltda., Lake Bluff, IL, USA) de granulagao 320,
sob refrigeracdo constante e velocidade de 600 rpm, adaptadas a uma politriz
AROTEC® (Aropol 2V, Arotec S.A. Industria e Comércio, série 040865 Cotia, SP,

Brasil), para exposicao de uma superficie plana de dentina. (RICClI et al, 2011).
3.5.3. Tratamento de Superficie

O tratamento de superficie de todos os grupos foi padronizado, alterando-se
somente o agente utilizado. Os seguintes agentes foram usados de acordo com 0s grupos
descritos no quadro 1, posteriormente os dentes foram restaurado com 1mm de
espessura com resina Filtek Z350 XT®, em seguida os espécimes foram cortados
verticalmente em 1 mm de espessura para expor adesivo/dentina e colocados numa

lamina, ap6s isso foram realizados novos cortes até se obter 50pum de espessura.

Nesse teste optou-se por escolher a emulsdo que tivesse tido os melhores
resultados no teste de citotoxicidade e na Zimografia em células, assim utilizou-se a EC

alcalina, que tem um pH 8,3.

Quadro 1: Divisdo dos grupos.

Grupo 1 | Tratamento com a EC alcalina + Sistema adesivo convencional (Adper™ Single
Bond 2)




54

Grupo 2 | Tratamento com a EC alcalina + Sistema adesivo autocondicionante (Clearfil™ SE
Bond)

Grupo 3 | Digluconato de Clorexidina a 2% + Sistema adesivo convencional (Adper™ Single
Bond 2)

Grupo 4 | Digluconato de Clorexidina a 2% + Sistema adesivo autocondicionante (Clearfil™
SE Bond)

Fonte: Arquivo digital do préprio autor, 2019.

A zimografia in situ foi realizada com gelatina conjugada com fluoresceina
como substrato de MMP (E-12055, Molecular Probes®, Eugene, OR, EUA) de acordo
com Mazzoni et al. (2014), posteriormente a gelatina foi despejada sobre cada lamina e
coberta com uma laminula e levadas a camaras umidificadas a 37 © C durante 24 horas

protegidas contra a luz.

A hidrdlise do substrato de gelatina conjugada com fluoresceina extinta indicou
atividade enzimatica gelatinolitica enddgena, e foi avaliada por microscépio de
fluorescéncia. O controle negativo foi incubado da mesma forma, usando o EDTA na

outra metade do dente, visto que é um inibidor bem conhecido de MMP.

O EDTA é um quelante, amplamente usado como controle negativo em teste
zimograficos pela sua eficacia em inibir as MMP’s.

Figura 4: Fluxograma-Zimografia in situ.

Os dentes foram congelados no nitrogénio liquido

U

A coroa e a raiz dos dentes foram seccionadas na cortadeira.

3

Os elementos foram levados a politriz AROTEC® e depois foram cortados pela metade.




Adesivo autocondicionante
(Clearfill)

Adesivo convencional (Adper
single bond 2)

20 pL da solugéo de tratamento.

Aplicacéo do primer

20 pL da solucéo de tratamento.

3

Clearfil SE Bond
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3.6. Analise Estatistica

No teste de citotoxidade os dados foram apresentados por meio de graficos e
tabelas, onde se calculou a mediana e os quartis (Qi), pois foi rejeitada a hipotese de
normalidade dos dados por meio do teste de Shapiro-Wilk. Na comparacdo das
medianas foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para comparacdo de
mais de dois grupos e Mann-Whitney para apenas dois grupos (VIEIRA, 2004).

No teste de Zimografia em células as imagens das bandas foram comparadas e

analisadas utilizando o software ImageJ.

No teste de zimografia in situ os dados foram apresentados por meio de tabelas,
onde se calculou as medianas e a diferenca interquartil (di), pois a hipotese de
normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk foi rejeitada. Na comparacdo das
medianas foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney para duas medianas e
Kruskal-Wallis para mais de duas medianas (VIEIRA, 2004).

O software utilizado na analise dos dados foi 0 programa Minitab® versdo 18
para Windows® e o nivel de significancia fixado nos testes estatisticos foi de 5%.
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4. RESULTADOS
4.1. Teste de Citotoxidade

As porcentagens da viabilidade celular obtidas nos resultados do teste de
citotoxicidade realizados através do ensaio Azul de Tripan, nos tempos de 15 segundos,
30 segundos, 10 e 20 minutos, estdo representados nos graficos de 1 a 4. As ECs
destacaram-se por apresentar maior porcentagem de viabilidade celular quando

comparadas a CLX 2% em todos periodos experimentais.

Gréfico 1 — porcentagem de viabilidade celular das Gréfico 2 — porcentagem de viabilidade celular das

substéncias teste no tempo de 15 segundos. substancias teste no tempo de 30 segundos.
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Gréfico 3 — porcentagem de viabilidade celular das Gréfico 4 — porcentagem de viabilidade celular das
substéncias teste no tempo de 10 minutos. substéncias teste no tempo de 20 minutos.
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A tabela 1 demonstra que nos tempos de 15 segundos e 30 segundos ndo houve
diferenga significativa entre 0s grupos experimentais (p= 0,055 e 0,424,



59

respectivamente), entretanto observa-se que a menor viabilidade celular foi da CLX a
2%. Ja nos tempos de 10 e 20 minutos, observou-se diferenca significativa nos grupos
em funcdo do tempo, sendo que as emulsdes testes foram semelhantes ao grupo

controle, e a CLX a 2% diferente dos demais.

Tabela 1 — Comparacao das medianas de células viaveis em relagdo aos grupos segundo os tempos.

Tempo
Grupos 15s 30s 10m 20m
Q1 Med Qs Q: Med Qs Q: Med Q: Qi Med Qs
X 69,5 1035 1330 710 92,0 1115 545 107,0® 1535 305 555*° 86,5
Y 57,5 66,5 89,0 580 830 1215 535 73,0 965 245 355° 515

Alcalina 595 76,0 835 495 665 825 505 865" 1225 445 625 810
Clorexidina 245 310 440 355 570 850 65 175° 285 05 30° 80
Controle 580 97,0 1390 580 970 1390 580 97,0° 1390 580 97,0° 1390
p 0,055 0,424 0,041 0,013

Med = Mediana; Q; = quartis. Letras distintas indicam diferenca estatistica ao nivel de 5% de
significancia.
Fonte: Arquivo digital do proprio autor, 2019.

4.2. Zimografia em células

Na analise zimografica, ap6s coloracdo, foi possivel visualizar as bandas de

degradacdo enzimatica nos geis, como visto na figura 05.

Figura 05: Bandas de degradacéo enzimética pelas MMPs -2 e -9, em todos os grupos testados, nos tempos de
30 segundo (A), 10 minutos (B) e 20 minutos (C).
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B
MMP 9
(92 kDa)
MMP 2
(72kDa)
Sem CLX X Y Alcalina
tratam ento

Fonte: Arquivo digital do prdprio autor, 2019.

O gréfico 5 apresenta, no tempo de 30 segundos, diferenca estatistica na
diminuicdo da atividade da MMP-9 entre todas as solugdes testadas quando comparadas
ao grupo controle sem tratamento. No tempo de 10 minutos, houve diferenca estatistica
apenas entre a CLX, EC + X e EC alcalina. Aos 20 minutos a Unica solucdo que
apresentou diferenca significativa na diminuicdo da atividade da MMP-9 foi a EC + X.
Analisando os dados processados pelo software Imaged, o melhor resultado foi a EC
alcalina no tempo de 10 minutos, com cerca de 35% de diminui¢do da atividade da
MMP-9.

Gréafico 5 — Andlise da atividade enzimatica da mmp-9 frente aos tratamentos com as solucfes

testadas.
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Fonte: Arquivo digital do proprio autor, 2019.
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Os asteristicos indicam diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia. Os
asteristicos indicam diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia.

O gréafico 6 apresenta a diminuicdo da atividade enzimatica has MMP-2. No
tempo de 30 segundos houve diferenca estatistica entre a solucdo de CLX, e a EC + X,
quando comparadas ao grupo controle. No tempo de 10 minutos foi observada diferenca
estatistica entre solugdo de CLX e EC alcalina, cada uma apresentando cerca de 44% e
67% de diminuicdo da atividade enzimatica, respectivamente. Por fim, aos 20 minutos,
houve diferenca estatistica entre solucdo de CLX, EC + X, EC + Y e na EC a 10%

alcalina.

Grafico 6 — Analise da atividade enzimatica da mmp-2 frente aos tratamentos com as

solucdes testadas.
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Fonte: Arquivo digital do proprio autor, 2019.

Os asteristicos indicam diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia.

Realizando uma anéalise comparativa das atividades bioldgicas das ECs,
observou-se que a emulsdo a 10% alcalina apresentou melhores respostas bioldgicas e

diminuigéo da atividade enzimatica de MMP-2 e -9.
4.3. Zimografia in situ

A analise no microscopio de fluorescéncia evidenciou inibicdo de MMP
ocasionada por degradacdo da gelatina e o fluoréforo que estava ligado a gelatina ¢
liberado e emite a fluorescéncia. Fato evidenciado nos histogramas figuras 6 a 8.
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Figura 06: Histogramas da atividade das MMPs: A) Digluconato de Clorexidina com Clearfill® e B)

Clorexidina com Adper Single Bond 2®.
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Fonte: Arquivo digital do proprio autor, 2019.

Figura 07: Histogramas da atividade das MMPs: A) Emulsdo alcalina com Clearfill® e B) Emulsao alcalina com
Adper Single Bond 2®.
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Fonte: Arquivo digital do proprio autor, 2019.
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Figura 08: Histogramas da atividade das MMPs: A) EDTA com Clearfill® e B) EDTA com Adper Single
Bond 2®.
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Fonte: Arquivo digital do proprio autor, 2019.
A andlise estatistica esta representada nas tabelas 2 a 4.

A tabela 2 demonstrou que nenhum dos grupos experimentais apresentou

diferenca estatistica usando o sistema adesivo Clearfil®.

Tabela 2: Comparagdo em relacdo aos grupos experimentais para cada medida do sistema adesivo

Clearfil®’ Manaus - AM.

Medida
Grupos Esquerda Meio Direita
Med di Med di Med di
Controle negativo 57,0 62,0 46,0 41,8 76,0 100,0
D. Clorexidina 37,0 58,5 25,0 19,5 113,0 101,0
Emulséo 37,5 73,5 33,5 79,3 98,5 74,5
p* 0,668 0,467 0,874

Med = Mediana; d; = desvio interquartil; * Teste de Kruska-Wallis.

Fonte: Arquivo digital do proprio autor, 2019.

A tabela 3 evidenciou que no sistema adesivo Adper Single Bond®2 houve

diferenca estatistica da emulsdo em relacdo ao grupo controle, sendo semelhante ao

digluconato de clorexidina a 2%.
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Tabela 3: Comparacdo em relacdo aos grupos para cada medida do sistema adesivo Adper Single

Bond®2, Manaus - AM.

Medida

Grupos Esquerda Meio Direita

Med di Med di Med di
Controle negativo 30,0 55 26,2 11,5° 19,2
D. Clorexidina 39,8 12,0 18,0 23,5ab 47,3
Emulsdo 53,5 89,3 50,5 99,8 56,5b 75,0
P 0,272 0,040

Med = Mediana; di = desvio interquartil; * Teste de Kruska-Wallis.

0,124

Letras distintas indicam diferenca estatistica entre as medianas ao nivel de 5% de significancia.

Fonte: Arquivo digital do proprio autor, 2019.

Na tabela 4 observou-se que comparando os sistemas adesivos e 0s produtos

testes, onde ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais, exceto no

grupo controle.

Tabela 4: Comparagdo em relacdo aos sistemas adesivos segundo as medidas e grupos, Manaus - AM.

Adesivos
Medidas/Grupos Clearfil® A.Single Bond®2
Med di Med di p*
Esquerda
Controle negativo 57,0 62,0 4,5 30,0 0,083
Clorexidina 37,0 58,5 4,0 39,8 0,081
Emulséo 37,5 73,5 53,5 89,3 0,773
Meio
Controle negativo 46,0 41,8 55 26,2 0,081
Clorexidina 25,0 19,5 12,0 18,0 0,078
Emulséo 33,5 79,3 50,5 99,8 0,884
Direita
Controle negativo 76,0 100,0 11,5 19,2 0,043
Clorexidina 113,0 101,0 235 47,3 0,149
Emulséo 98,5 74,5 56,5 75,0 0,773

Med = Mediana; d; = desvio interquartil; * Teste de Mann-Whitney.

Valor de p em negrito italico indica diferenca estatistica entre as medianas ao nivel de 5% de

significancia.

Fonte: Arquivo digital do proprio autor, 2019.
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5. DISCUSSAO

As MMP’s sdo endopeptidases célcio e zinco dependente cuja fungdo ¢ a
degradacdo da matriz extracelular, remodelacdo tecidual e angiogénese, elas séo
secretadas na forma de zimogénios (SABATINI e PASHLEY, 2014). A MMP- 2 e
MMP-9 sdo as mais prevalentes na dentina, sendo a primeira em maior quantidade
(TJADERHANE et al, 2015; MAZZONI et al, 2018; BETANCOURT et al, 2019).

As falhas na camada resina/dentina estdo relacionadas a degradacdo que as
MMP’s promovem, pois durante o procedimento de adesdo do material restaurador a
estrutura dental, sdo encontrados coldgenos expostos numa regido com presenca de agua
onde o adesivo ndo consegue encapsular esse colageno devido a sua natureza
hidrofobica. (WANG et al., 2007; CASTELAN, 2011; HASHIMOTO et al., 2011;
RICCI et al. 2014; MAZZONI et al., 2015; TJADERHANE et al., 2015;
SESEOGULLARI-DIRIHAN et al., 2016 BETANCOURT et al, 2019;).

O digluconato de Clorexidina a 2% se mostra eficiente, em curto prazo, na
manutencdo da resisténcia de unido dentina-resina, melhorando a qualidade na
longevidade da camada hibrida, devido a acdo nas MMPs e nas catepsinas-cisteinas,
Betancourt et al, 2019 afirmaram que a unido da CLX com a dentina é do tipo
eletrostatico reversivel e tendo sua atividade depende da substantividade da CLX, em
média isso dura por 180 meses (CARRILHO et al., 2007; BRESCHI et al., 2009;
BRESCHI et al., 2010; RIOS et al., 2015), todavia é sabido do seu potencial citotdéxico

por isso ndo é aconselhavel seu uso em camadas profundas, proximas a polpa dentéria.

O teste de citotoxidade é realizado a fim de esclarecer se 0 produto teste é
citotoxico ou ndo a uma determinada célula. Inicialmente, neste estudo, realizou-se esse
teste para verificar a viabilidade dos materiais frente as células HT1080 para

posteriormente realizar o teste zimogréafico a fim de avaliar a atividade antiproteolitica.

Nos tempos testados as ECs apresentaram maior porcentagem de viabilidade
celular quando comparadas a CLX e semelhante ao controle, contudo estatisticamente
sO apresentaram diferenca com a CLX nos tempos de 10 e 20 min. Corroborando com
0s estudos de Bari et al (2016) e Souza (2016). Lima et al., (2003), entretanto,
apresentou resultados divergentes ao estudar o 6leo de copaiba in natura, apresentando

apenas 30% de células vidveis quando comparados ao grupo controle. Souza (2016)
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realizou além do teste de citotoxidade o teste de genotoxidade demonstrando que as ECs
ndo atingem o DNA das células nas concentracdes testadas, evidenciando que essa

emulsdo ndo é citotoxica e nem genotoxica.

Na atividade enzimaética, no tempo de 30 segundos, as MMP-2 foram inibidas
pelas solugdes de CLX e EC + X, com diferenca estatistica, quando comparadas entre si
e ao grupo controle. No tempo de 10 minutos foi observada diferenca estatistica entre
solucédo de CLX e EC a 10% alcalina, cada uma apresentando cerca de 44% e 67% de
diminuicdo da atividade enzimatica, respectivamente. Em 20 minutos, houve diferenca
estatistica entre solu¢do de CLX,EC + X, EC + Y, sendo a EC alcalina com maior
inatividade nas MMPs.

No tempo de 30 segundos, todas as solugdes testadas apresentaram diminuicéo
da atividade das MMP-9, com diferenca estatistica, quando comparadas ao grupo
controle. No tempo de 10 minutos, houve diferenca estatistica apenas entre a CLX, EC
+ X, e EC alcalina. Aos 20 minutos a Unica solugdo que apresentou diferenca
significativa na diminuicao da atividade da MMP-9 foi a EC+ X. Analisando os dados o
melhor resultado foi a EC alcalina no tempo de 10 minutos, com cerca de 35% de

diminuicdo da agdo antiproteolitica da MMP-9.

Mazzoni et al. (2007) e Breschi et al., (2010) observaram que digluconato de
clorexidina diminui a atividade das MMP’s nos testes zimograficos em cultura de
células, sequestrando os ions de célcio e zinco dificultando a ativacdo das
endopeptidases (CARRILHO et al, 2007; BRESCHI et al, 2009; BRESCHI et al,
2010%, LAFUENTE, 2012), fato ocorrido neste estudo. Baseados nos resultados da
CLX e nos resultados comparativos deste estudo pode-se sugerir que as emulsdes

testadas, também, diminuem a atividade proteolitica das MMP’s.

Visto que esse é um trabalho inédito em relagdo ao uso da emulsdo como um
biomodificador, ndo ha relatos na literatura que possam subsidiar os achados de tal

estudo.

Neste sentido, alguns estudos estdo utilizando as emulsdes & base de copaiba
como um biomodifcador com um potencial semelhante ao da CLX(MOURA, 2016;

FREITAS, 2017). Essas emulsdes apresentaram também resultados satisfatorios na
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atividade antimicrobiana frente as bactérias encontradas na cavidade oral (DE BARI et
al, 2016), como um bioativo para limpeza de cavidades (BANDEIRA et al, 2016).

Além disso, Moura (2016) observou a formacédo de camada hibrida homogénea,
continua e com presenca de tags de resina em dentina higida e afetada por cérie
utilizando sistema adesivo convencional e autocondicionante, previamente tratado com
EC, comprovado em estudo histopatoldgico e em microscopia eletronica de varredura,
além disso, foi verificada melhora na resisténcia adesiva (MEIRA, 2014; FREITAS,

2017; DIEFENBACH et al., 2018).

As ECs poderiam agir como um crosslinking natural ou como agente de ligacéo
cruzada natural com o coldgeno, assim como 0s compostos de proantocianidina (PA).
Os PA sdo do grupo de taninos condensados e podem ser encontrados em frutas,
vegetais, cascas etc. O extrato de semente de uva, cacau, canela cranberry e acai vém
sendo estudados e apresentaram boa resisténcia a tracdo, mddulo de elasticidade,
resisténcia &  biodegradacdo e  desmineralizacdo. (CASTELAN, 2011,
SESEOGULLARI-DIRIHAN et al., 2016; BETANCOURT et al, 2019).

Com intuito de sanar ou minimizar a acdo das MMP, vérios produtos vem sendo
produzidos como extrato de cha verde, Galardina, 1-etil-3carbodiimida (EDC), extrato
de semente de uva, Quercertina (ZHENG et al., 2015, MAZZONI et al., 2015,
SESEOGULLARI-DIRIHAN et al., 2016, YANG et al., 2017), visando inibir essas
enzimas, atuar como biomodificadores ou como agentes de ligacdo cruzada de colageno
(CASTELAN, 2011; GOSTEMEYER e SCHWENDICKE, 2018; ZHOU et al, 2019;
BETANCOURT et al, 2019).

Na analise microscopica do presente estudo nenhuma fluorescéncia intensa foi
notada nos grupos testados, tendo resultados semelhantes ao grupo do EDTA, todavia
apenas no sistema adesivo Adper Single Bond® 2 houve diferenca estatistica da emulséo
em relacdo ao grupo controle, sendo semelhante ao digluconato de clorexidina a 2%. O
EDTA provoca uma quelagdo de ions metélicos como o que ocorre com o0 EDTA que
remove os ions de calcio da estrutura dental, ele € um dos controles negativos mais
usados em estudos sobre MMP’s (SABATINI E PASHLEY, 2014; MAZZONI et al,
2015; TJADERHANE et al. 2015 BETANCOURT et al, 2019).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%B6stemeyer%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27107550
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schwendicke%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27107550
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O aumento da atividade dessas enzimas ocorre tanto nos sistemas adesivos
convencionais quanto nos autocondicionantes podendo ocorrer em menor propor¢ao no
autocondicionante, devido a caracteristica da camada hibrida formada (menos espessa)
(WANG et al., 2007; HASHIMOTO et al., 2011; RICCI et al. 2014; MAZZONI et al.,
2015; TJADERHANE et al., 2015; SESEOGULLARI-DIRIHAN et al., 2016) diferente
do que a literatura apresenta somente o grupo que usava o sistema adesivo Adper Single
Bond® 2 apresentou, neste estudo, diferenca estatistica. Os estudos presentes na
literatura sdo de analise qualitativa, pois sO avaliam se ha presenca ou nao de inibicao
das MMPs. Esta pesquisa quantificou por software a atividade antiproteolitica

permitindo a analise estatistica.

A emulsdo alcalina, testada in situ foi a emulsdo que apresentou melhor
resultado no teste de viabilidade e na Zimografia em células, essa emulsdo difere das
demais por apresentar um pH 8,30, considerado alcalino, visto que as MMP’s sdo
ativadas normalmente num pH baixo pelo sistemas adesivos, pelo condicionamento
acido ou mesmo pelo processo carioso (MAZZONI et al, 2015; TJADERHANE et al.
2015; BETANCOURT et al, 2019).

O pH é um assunto controverso na literatura, Mazzoni et al (2007) relataram que
o &cido fosférico desnatura quimicamente essa enzima. Entretanto, IWASA et al. (2011)
relataram que o condicionamento acido na dentina promove uma rea¢do entre os ions de
fosfato do acido e o calcio da dentina, formando um precipitado de fosfato de célcio
(CaHPO,) sobre a dentina, essa camada encobre, temporariamente, a agdo das MMP’s.
No entanto, abaixo desta camada, as MMP’s estdao ativadas (SABATINI e PASHLEY,
2014).

Existem trés suposicdes da atividade antiproteolitica das Emulsdes sobre as
MMP’s tanto in vitro quanto in situ: a primeira esta relacionada ao alto peso molecular
do 6leo de copaiba, pois 0 peso molecular pode diminuir os espagos formados entre as
fibras colagenas, visto que os solventes dos adesivos, principalmente o etanol nédo
conseguem ocupar esta regido (BETANCOURT et al, 2019); a segunda pela forma de
apresentacdo, por ser 0Oleo, possivelmente pode impermeabilizar as fibras colagenas,
favorecendo que o sistema adesivo hidrofobico penetre entre essas fibras protegendo da
acdo das MMP’s e formando uma camada hibrida impermeabilizada e; por fim o pH

como relatado acima.
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Os resultados apresentados nesse trabalho indicaram a possibilidade de
utilizacdo das emulsbes de Oleo de copaiba como Biomodificador, todavia outros
estudos in situ e in vivo se fazem necessarios para evidenciar a eficacia clinica das

emulsoes.
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CONCLUSAO

As emulsfes foram semelhantes ao grupo controle no teste de citoxicidade nas
diferentes concentragbes de conservante e no tempo de tratamento. Todas as
concentracdes de emulsbes apresentaram atividade sobre as mmp 2 e 9, porém a que

apresentou a maior inibicao foi a EC alcalina no tempo de 10 min.

As ECs apresentaram atividade de inibicdo das metaloproteinases 2 e 9 na interface
adesiva resina/dente no estudo in situ com viabilidade celular expressas pelas células da

linhagem HT1080, destacando a EC alcalina.

Este estudo agregado as pesquisas anteriores proporciona mais uma evidéncia da
possibilidade, no futuro, do emprego de um produto da biodiversidade amazénica na
odontologia, necessitando de estudos clinicos e de longa duracéo para concretizacdo da

efetividade das emulsdes do 6leo de copaiba nas restauracGes adesivas.
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Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO DE FORMULACOES FITOTERAPICAS A BASE DE
BIOATIVOS AMAZONICOS NA ODONTOLOGIA: ESTUDOS In vitro & In vivo
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DADODS DD PARECER

Himere do Parecer: TEE.EIT
Diata da Redaborla: 1070902014

Apreaentagio do Projsto:;

 Brasll, detentor de carca de um terpo da foa munda ndo s2 destaca no desenvohimento de fitolerapicos
na area da salde, especialmenie na Odontologla. O reconhecimento oficlal de sua ubillzacdo velo
acompanhado de dversas [acunas na pesquisa clentifNica sobre plantas medicinals, especiicamente para
espacies vegetals com aplicaglo nas doencas da cavidade oral. No aprmoramento dos estudos das
riguezas da blodiversidade amazdnica, pesquisas na area odontologica tam sko desenvolvidas com o
propdsita de buscar novos princlplos bloativos para a formulacao de medicamentos com diferentes
aplicabllidades. Meste semtido, a Faculdade de Cdoniniogia da Universidads Federal o AMaronas vem
realizando esiu0os para 0 emprago do dleo de copalba (Copalfera multljuga), Propoils (Apls melitera) e
Juca {LIbigibia fesmaa) como agentes antbactenancs feme acs microrganisms da cavidade oral, com Infuito
de atuar tanio como agentes preventivos como no tratamenio de doengas bucals. Entretantn, obeena-6e a
necessidade de ensakes pra-ciinicos na famacotécnica, nas propredades Tisico-quimicas, mecanicas e
bicdcgicas, vertficando a influencia das emulsBes-iesies na Interface demarestauragdo 2, ainda, arallsar o
efelto das emulsies na degradagdo do colagend & na Inbigdo de metaloproteinases da matiz dentara
wilzando emuisies 3 base de Gleo de copalba. Sendo 3sEM Propomo-nos 3 otimizar um produno & base de

fie0 de copalba {Copaifera muitiuga)
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para Impeza de cavidades com vistas 35 propredates DIKGICES, mecanicas, Tsico-QUimicas & o8 controle
de qualldade. As formulaghes das emuislies de oleo de copalba serdo olimizadas, & seu controle de
qualidads reallzato obagecento 35 onemacdes da Famacopala Braslieira, o Fommulano de Froterapioos
da Farmacopela Brasiidm e das nommallzacies preconizadas

pala ANVISA. Dentre 35 plantas utllZadas em Ooontoiogla, 3 LIboIbia fermea, conhecida como |uca ou pau
fiamm, & bastante uillzada na medicing popular por apresentar prooredades berapeuticas anti-iflamatona,
analgesica, antimicrobiana e antitermica. Consloerandd as principals doengas fa cavidade bucal, 3 segunda
parie do estudo tem como objetivio awvallar a athvidade antimicroblana e exiraios da casca o caule, da
wagem e de formuiagdes 4 base de Ubidinla famea (228.022- INPA) fente a micromanismos da cavidade
bucal formadonss de oflime, bem como 52U

comporiamento coma agante dealrizante em diceras Induzidas em mucosa de [ins

Objetivo da Pesquisa
Ctfietive Primari:

Subprojeio 1. Otmizar um produto 3 base de e de copalba (Copaliera mukljuga) para impeza de
cavidacss com vISias 35 propriedases biologicas, mecanicas, fisico-quimica & de controle de qualidade.
Subprojeto 2. Avallar a athvidade antimicroblana de exdratos da casca do caule, da vagem e de fommulaches
d pass de Libdixa femea [228.022- IMPA) frente 3 microrganismas da cavidade bucal Tormadonss &e
bicflime, Dem comad 0 Comporamento como ajente cicatrizasie em Uiceras InduZldas am muUcxEa de ratos.
Chietve Secundana;

Sunprojeto 1: 1.08mizar a5 formuiaghes das emulsies oe oleo de copalba & realizar o controie e qualiiace
fishco-quimico @ microblolgico; 2. Avallar In Wino a a¢a0 antimicnodlana das emutsbes frene s Dachénas
presentes no boflime dental; 3. Reallzar estudos bioldgicos das emulsfes formuladas em relagdo 3
cltotoedcidacs; 4 &valar o efelip das emulsfas 3 base e Gleo de copalba e clorexiding a 2% quanto 3
Inibigio de metaloproteinases da

matiz dentinaria em denting aletads por care e denina higida associadas an sstema adesho;s. dentificar o
comportamento das emuisles de Impeza cavitana na Infiiragdo manginal & na adesdo das restauracies
EOMm resina composta;6Anallsar o efelto das emulsles formuladas com o Gleo de copalba [Copalfera
muitljuga) ra morfologla 3 superficie dentana. Subprojeta 2 1.Avalkar In witro a aglo antimicrobiana de
eniratos da casca |

da vagem da Libidibla fesmea frente 3 microrganismos da cavidade bucal determinando a concantragdo
Inlbttaria minima; 2_Propor wma formulacdo de enxaguatdro bucal para o controle de bloflime
dental;3.0=terminar a atividade animicroblana do enxagualdrio pela ecnlca oe

Cordromcils do Parscar TN 50T
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microdiiuigdo — Concentragdo Inlbibana Minima {CIM) frente 3 bactéras canogénicas; 4. Avallar In vitro 3
estabiidace farmaEcoiogica o8 UM ermaquanine bucal SIoterapico 4 base do extrato de Libidibia femea, com
caaciertzagdo Nsico-quimica, organakiplica e microbloltgica 5 Avallar a ciiodoxicidade 2 3

biocompatibilidade do enxaguatono de L. femea;b. Mensurar o posshvel potenclal encsivo 0o enxaguatano
bucal com & sam 0 exirato de L. fermea sobre 0 esmalie dental alraves 0o teste de microduraza;7. Propor

umna formuiagdo em orabase de Libidibla femea para o tratamento de tlceras raumaticas em cavidade
bucal & Avallar 3 agdo clealrizanie da fomulacdo em orabase de Lbidbia f2mea am olceras traumaticss

Induzitas emmucosa jugal de ratos.

&vallagao dos Riscos & Senafoos:

Rlecroe:

Ce elementos dentanos 3 serem ubllzados na pesquisa,extraltos por razbes orodonticas ou cinirgicas,
serdo obiidos alraves do Blobanco da Facuidade de Odontoiogla da Unhwarsidade Federal do Amazonas. A
uElizagdo de elementos dentanos extraidos nao Implicard &m nenhium Msco 30 padents, WMa VeZ que 26525
dentes |a foram removidcs da arcada dentara por razlies ortoddnticas ou ciningicas. N30 haverd ace6s0 3
qualguer Informiacdo que poesa colocar em rsco a confidencialidade do doador.

E=neficios:

& complexidade da firesta amazinica, a qual & um dos biomas mals rcos & munda, maniendo ainda ura
razoavel diversklade apds cinco s&culos O devastacdo, refete na ulliizaglo de principlos bioatives das
planias meadicnals exdsbentes na Amazinla braslielra. Este faln vem s5endo demonsirado nos resuitados das
pesQUISaS reallzatas com es565 PROGLIDS, podendd Citar GOm0 EXEMpIo 3 COMPOsIcS0 quimica Inadita de
propolis da reqio amazdnica (Ishida et a, 2011) e explicar 3 eflcaca antbactenana das amosiras dos
exiratos etandlicos estudados, Dem OO 35 INmeras

propriedades medcnals [& identfcadas do tkeo oe conalba (BANDEIRA et 3, 1999) & de outros bloativos. A
producdo de emulsles de tleo de copalba para lavagem de cavidades baseada em evidencias dentificas
para sua aphcagdo em prepanss caviianos associada a0 controle de quaidade do produto, SequUINGo as
normalizagdes vigenizs no pals, viablizars sua apllcacao previamenie 3 Insenc3o do matenal restauradon,
pols, devida 35 propredades antimicroblana e antinflamatona do Gieo de copalba, acredia-ce que essa
solugdo poderd contribulr na diminuigdo da

Incitiencia de carle recomenie. Ressalia-se que o Brasl, apesar da dversMcada fora vegetal, ndo apresenta
posicao de destanue No cesenvohiments de Madicamentos orundcs de Nioleramcos.
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Meste santido, & de exfrema Imporiancia o desemvohdmento inovador ge formas famac2ulicas que possam
ser utllizadas com eflcacla e seguranga nos preparcs cavitaros. Esta proposia proporcionara, ainda,
FECUrsCs humanas qualificados para atuar na Odontaiogla e produgso de artigos dentMeos para difus3o do
conhecimetn

Comentarios & Consloeragies sobre a Peaquisa:
Metodaiogla Proposta:

Esie projeto faz parie de uma pesquisa mals ampla, onde soments o subproduio 1 58 enquadra na
Resolugdo 466/2012 e o subprojeto 2 ndo se enquadra. O projeds completo enconira-s2 em anexo com a
metodologia detalhada.O Subprojeto 1 divide-s2 em trés efapas, sendo a primelra um estudo das
propriedades fislco-quimicas & de confrole de qualidade das formulacies de dleo de copalba, visando
cCumgir o6 requisitos de padronizacdo e das Doas praticas de fabricacao das emuisdes, saguindo 3
leglsiagdo preconizada pela ANVISA. Conslderando que as fomulagdes

receberdn consenvanies em diferenies concentagles, s2ra necessand vertlcar a atividade antibacterana
das formuagdes sobre micronganismos formMEdores do bioflime dental (ESTUDO 1). A Sequnda etapa sera o
estudo das propriedaces bioKgicas em reiagio 3 dioimecicade das emuisies formuladas atraves de cuturs
de celulas na lInhagem normal de Nbrobiasio humano MRC-S (teste do Alamar Blue) & teste de hemdilse.
Mesta fase serd alnda avallada histologicaments a zona de colageno exposta na base da unldo
resina'dentina afetada por carie e dentina rigda, produzida apds a uilizagdo de emuisdes de Gleo de
copalba e dorexiding e, a agdo das emulsfies de dleo de copalida sobre a5 metaloproteinases da matriz
dentara afetada por carle e rigida atraves da andllse Zmografica (ESTUDO 2)A terceira etapa rata-se da
analise das propriedates Mecanicas para Mentficar o comporamenta

das emulsfies de Impeza cavitarna na infiltragao marginal e na adesdo das restauragbes com resina
compasta wilzando tesies de microifitracao & microtragdo, respectivaments, & o ef2ito das emuises
fomuladas com o Gleo de copalba (Copalfera muRiuga) na morologla da superfice dentana sera anallsato
avaves de Moroscopla Sletronica de Vameoura (MEV) — ESTUDO 3.

Metodoiogla ge Anallse de DaocE:

HUbprojets 1:Para a keihura no MiCroespio Sletndnisd 42 varredura - MEY, 3 mégdla o35 leituras sera
computada para cada espécime. Para anallse da reprodutibllidade do examinador serd utllizado o feste
Kappa. ADE 03008 08 ESPESEUra 03 camada de col3Qend sera aplkado o tesie estatistico de Analse oe
Varanga a dois critérios fxos (substrato vs. condigio de ammazenagem), complementado pelo teste para
comparagles muakiplas de Tukey. Todos o5 testes serdo conslderados ao nivel de significancia de 5% e
sera0 realzados no programa estatistico SPSS 20
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(P3SN,

Chicago, IL. EUA). Mo teste de microinfiliragda, o5 dados serd0 apresemtadcs por melo de graficos e
tabelas, onde serdo calculados @ madla e o desvio-padrdo (DP) oS esCONSS em relagao acs grupos. Na
andlise dos dados serd utllizada a Andllse de Variancia (ANOVA), pols os dados 5era0 encontrados
rammalmente Jsiibuldos & o nival 0e SgnBcansa 5813 da 5%. 5ard uiizaso ¢ Indice Kanoa na anallse &a
COnCoMancla |Inbemdseryasor

(VIEIRA, 2004). Nos testes de microtragdo, o6 dados serdo anallisados utlizando-se o software SPSS 14.0
(SPSS Ing, Chicago, IL, USA). Depots de verificata a normalidade (Kolmogorov-Smimov test, p=0.05) e a
homogeneidade (Levene's test, p-0.05) dos dados, @ constatads 3 ndo sgnificancia estatistica do “dems de
origem” para a forga de adesd0 (regression analysls, p=0,05), estar-5e-3 apto 3 aplicagio oo teste Two-
Way ANOVA para examinar o efiafio dos mabenas (protocolo adesivo), do tempo de ammazenamento (24h x
£ meses) e 3 Interagao desies dois

fatores nNa varavel sependente Toma oe adesSo’. Havento dierenca estalistica ertre of grupos, o Tes de
Tukey sard uillzado para comparagles muRipias. Em todas 35 andlisas, o nivel de signfcancla sera e
pd, 05.

Cronograma e Exscugcao

Revisao de Liaratura 01102014 300952017

Cbtangio da matena prima wegeta e praparacio dos exirains e emuisfes 011002014 31032015
Anallacdo da athvidade antimicroblana do exirato de Libidibla femea e Copaifiera muttjuga In witre 01042045
R LS b kg

Ctmizar 35 tomulaches das emulsdes de Gl2p de copalba (Copalfera munjuga) & reallzar o controle ge
qualifade Tilco-quimica & mismiiaidghca 01/04ra]15 Jmaradis

Formulagio do emaquaidno e da pomada orabase de Ubidbla ferea 01042015 31032015

Testes de chotoxicidade e de hemdlise das emuisBies 3 base de dleo de copalba 0110472015 31/03/2016
Analse Amografca o emulsies 3 base do Gleo g8 copalba sobre 35 metaloprofzinases da mariz dentana
dietada por care & ngda 0042015 3105206

Caracierizaco da formulagio de emaguattrio bucal 3 base de Libidibla fermea 01/106201 5 3002016
Analisar o efelin das emulsdes formuladas com o dleo de copalba na morfoiogla da superficle dentana
diraves da Microscoplia ERiminica de Vamedura 017102045 3002016

Testes de microiracao & michoinfitracao para avallar o efeito das emutsdes de dleo de copalba na
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Interface dentefrestauragio 01042016 31UIE2017

Testes de cliobmdcidade, micmduneza & mandameanto dental do enxaguatono de Libidhia femea 01/04/2016
31032017

Avallagio da alividace cicainclal da pomada oraliase em MUCosa de [Etos 01042016 IVE2017
TabulagSo & analise dos Dados D1/ HV2016 30092017

Rettagho dos artigos clentlicos 01042017 30092017

Orgaments Finacelm Total - RS 552.092,00

Conslderagies sobre 08 Termos 0 apresentacio obrigatona:

O projeto am tela & multicantico e contem todos o6 elementos de um estudo clentNeo: IntroducSo,
Oojetivos, Metodologla, Cronograma, Onamento Financain.

Folha de Riosio - Comemoiado

Tiemno e Anuenda - Conenplada

TCLE - N0 52 aplica

Recomantasies:

MNao s2 Aglca

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequagdes:

Dilante 9o expoeha 50Mo de parsder peia Aprovacao S

Sifuacso do Parecsr:

ApTCNEN0

Mecesslta Apreciagao da CONEP:
Mao

Conshgeraghes Finals a critério oo CEP:
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