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ABSTRACT

The objective of this work was to analyze the elastic response of dentin to the biomodification of the organic
matrix with the use of an emulsion based on Copaiba oil. Sound human third molars, 0.5 mm x 1.7 mm X
7 mm, were prepared, 90 samples were obtained, demineralized, radiographed and tested at baseline and
immersed for 30 and 60 minutes in the test substances: GC1 (distilled water); GEC (Copaiba oil-based
emulsion); GCLX (2% Chlorhexidine). The modulus of elasticity (ME) was evaluated immediately after
biomadification and at 3, 7 and 14 days after treatment. The specimens were tested in 3-point flexion with
a 5 N load cell. The data were submitted to statistical analysis using parametric test of mixed three-way
ANOVA. All groups showed a decrease in ME over time. The immersed specimens from the GEC group
showed the highest values after 3 and 7 days. It was concluded that the treatment of collagen with all the
test substances at 30 and 60 min of immersion immediately reduced the ME, however the GEC group was
the one that presented the highest values of the mean modulus of elasticity, promoting greater stability
throughout the period. evaluation time.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo analisar a resposta elastica da dentina frente a biomodificacdo da matriz
organica com a utilizacdo da emulsdo a base de dleo de Copaiba. Terceiros molares humanos higidos, foram
preparados 0,5mm x 1,7 mm x 7 mm, sendo obtidas 90 amostras, desmineralizadas, radiografadas e testadas
em baseline e imersas durante 30 e 60 minutos nas substancias teste: GC1 (4gua destilada); GEC (Emulséo
a base de dleo de Copaiba); GCLX (Clorexidina 2%). O mddulo de elasticidade (ME) foi avaliado
imediatamente apds a biomodificacdo e em 3, 7 e 14 dias apds o tratamento. Os espécimes foram testados
em flexdo de 3 pontos com célula de carga de 5 N. Os dados foram submetidos a analise estatistica usando
teste paramétrico de ANOVA trés fatores mista. Todos 0s grupos apresentaram uma diminuicdo no ME ao
longo do tempo. Os corpos de prova imersos do grupo GEC apresentaram os maiores valores apos 3 e 7
dias. Concluiu-se que o tratamento do coldgeno com todas as substancias-teste em 30 e 60 min de imersao,
reduziu imediatamente 0 ME, no entanto o grupo GEC foi o que apresentou maiores valores das médias de
modulo de elasticidade promovendo maior estabilidade ao longo do tempo de avaliacéo.
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INTRODUCAO

O coléageno tipo | compde de forma principal a matriz dentinéria, e estd intimamente
relacionado ao processo de unido resina-dentina. A longevidade clinica da camada hibrida
depende diretamente da estabilidade das fibrilas colagenas, da qualidade da matriz polimérica que
a compde, e envolve fatores quimicos e fisicos que influenciam na criagdo de uma camada
compacta e homogénea (BEDRAN-RUSSO et al., 2014; DELGADO et al., 2015).

Na Odontologia restauradora um grande desafio esta relacionado a formacgdo de uma
unido eficiente entre as estruturas dentais e 05 compostos resinosos. Em substrato dentinario essa
unido pode ser prejudicada, pois nessa interface da camada hibrida formada podem ocorrer
algumas falhas e mecanismos de degradacgéo a longo prazo devido a alguns fatores como a agado
das metaloproteinases da matriz (MMPs), catepsinas (CTPs), a ocorréncia de infiltracdo marginal,
forcas oclusais, mudangas de temperatura, agentes &cidos no fluido dentinario, entre outras
interferéncias que podem desafiar a estabilidade da interface. E necessario que a rede de fibras
colgenas para esta fungdo, apresente condi¢es importantes como estabilidade, maior resisténcia
e insolubilidade (PASHLEY et al., 2011; FRASSETTO et al., 2016; NIU et al., 2014; BRESCHI
et al., 2008; BEDRAN-RUSSO et al., 2010).

Dos inimeros inibidores das MMPs, o Digluconato de Clorexidina 2% (CLX) tem sido o
mais estudado e amplamente utilizado na clinica odontoldgica, por suas propriedades
antimicrobianas e a¢do inibidora de degradacdo enzimatica da matriz colagénica da dentina
(BRESCHI et al., 2018). Ligagdes cruzadas, reticulacdo polimérica ou cross-links sdo ligacdes
entre as cadeias laterais de aminoacidos presentes nas moléculas de colageno. Como resultado
dessa reacdo, as estruturas tendem a perder sua fluidez e tornam-se mais rigidas, aumentando as
propriedades mecanicas do coladgeno. Quando aplicados junto ao colageno tipo I, presente em
dentina, algumas substancias com potencial biomodificador tem a capacidade de promover tal
reticulagdo polimérica (BEDRAN-RUSSO et al, 2014).

Considerando os estudos realizados até o momento, o biomodificador dentinario a base
de 6leo de Copaifera multijuga Hayne demonstrou atividade antibacteriana, anti-inflamatoria e
inibitoria de metaloproteinases, podendo auxiliar na adesdo de materiais restauradores a estrutura
dental, sugere-se que as propriedades bioldgicas da Emulséo de copaiba 10%, possuem vantagem
sobre o Digluconato de Clorexidina 2%, por ser um produto natural e com menor citotoxicidade.
Acredita-se que esse produto natural possa colaborar para avangos na qualidade da adesdo de
materiais restauradores a estrutura dentaria (DE BARI et al., 2010; BANDEIRA et al., 2020;
MEIRA et al., 2020; ARAUJO et al., 2021, MOURA et al., 2021).
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Considerando tal questéo, a analise do mddulo de elasticidade da dentina desmineralizada
torna-se um método analitico de interesse, uma vez que a rede de fibrilas colagenas
desmineralizada é um componente que integra a interface adesiva, em procedimentos onde utiliza-
se condicionamento &cido, e sugere-se gque 0 mesmo tenha correlagdo com a resisténcia mecanica
e estabilidade (CASTELLAN et al., 2010).

Assim o presente estudo teve por objetivo analisar a resposta eldstica da dentina
biomodificada com a emulsdo a base de 6leo de Copaifera multijuga Hayne, fornecendo uma
contribuicdo inédita entre 0s que se propuseram estudar as propriedades relacionadas a emulsao

a base de 6leo de Copaiba.

METODOLOGIA

O estudo obteve aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP)
da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), com o nimero (CAAE14945719.1.0000.5020).
A pesquisa foi conduzida na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Amazonas
(FAO-UFAM) e no Laboratério Multidisciplinar em Pesquisa Odontolégica (LAMPO) da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Ceara - UFC. Terceiros molares higidos
foram fornecidos através de um Biorrepositério, respeitando os aspectos éticos, com assinatura

do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
Formulacéo da emulsdo a base de 6leo de Copaiba

O 6leo resina da Copaifera multijuga Hayne, encontrada na Reserva Ducke, no Km 17
da Rodovia Manaus-Itacoatiara, foi catalogado sob 0 n° 69 pelo Instituto Nacional de Pesquisa
da Amazonia (INPA). A coleta foi realizada e a exsicata foi depositada no herbario do INPA sob
0 n° 270709 e foi realizado o cadastramento no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
genético e do Conhecimento tradicional associado (SISGEN) do Ministério do Meio Ambiente
(n°A1D4687). A emulsdo a base de Copaiba foi formulada, obedecendo as orientacbes da
Farmacopeia Brasileira (2010) e seguindo as proporcdes propostas por De Bari et al. (2016). A
emulsdo foi mantida em temperatura refrigerada, em frasco de vidro, de cor &mbar, com tampa

rosquedavel e selado com Parafilm ®.
Preparacdo das amostras

Trinta terceiros molares humanos higidos extraidos foram coletados apds procedimentos
cirurgicos dos doadores do biorrepositorio e manuseados para a producdo das amostras utilizadas

para a analise do modulo de elasticidade, totalizando 90 amostras (n = 15). Os dentes foram
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limpos de debris, e seccionados com o auxilio de disco diamantado de 0,5 mm adaptado na
méaquina de corte Mecatome® P100 (PRESI, Grenoble, Francga), sob refrigeracdo, com velocidade
de 300 rpm e 200 g de forca. A porcdo radicular foi cortada a 1 mm abaixo da juncdo esmalte-
cemento (JEC) e a raiz descartada. A por¢do oclusal foi removida expondo dentina coronaria
através de abrasao com auxilio de lixas d’agua (3M) de granulagdo 600, sob refrigeracdo constante
velocidade de 600 rpm, adaptadas a uma politriz AROTEC® (Aropol 2V, Arotec S.A. IndUstria
e Comercio, série 040865 Cotia, SP, Brasil), para obter uma superficie plana de dentina. Essa
porc¢do coronaria foi cortada em fatias de 0,5 mm (£ 0,1) na direcdo mesio-distal, por meio de
disco de diamante 0,5 mm, acoplado novamente a maquina de corte Mecatome® P100 (PRESI,
Grenoble, Franca), sob refrigeragdo constante. As fatias foram posteriormente desgastadas através
de broca cilindrica de alta rotacdo e disco de lixa em baixarotacdo, até se atingir a dimensao
retangular padrdo final de 0,5mm de espessura x 1,7 mm de altura x 7 mm de comprimento. As
dimensdes dos espécimes foram mensuradas através de um paquimetro digital (FORTGPRO-
FG8331). Uma marcacdo foi confeccionada em uma extremidade das superficies para permitir
que as medicGes fossem repetidas na mesma superficie do corpo de prova. (CASTELLAN et al.,
2011).

Os espécimes foram imersos em solugdo de acido fosforico a 10%, por um periodo de 5
horas, em temperatura ambiente, sob agitacdo constante e posteriormente todos foram
radiografados em aparelho de raio X odontolégico de parede (Digital 70Kv — X DENT) com
tempo de exposicao de 0,32 segundos, utilizando peliculas radiograficas periapicais (E-Speed),
para avaliar se houve desmineralizagdo completa do tecido dentinario. Em seguida, foram
enxaguados abundantemente com &gua destilada por 10 minutos, para remocdo de qualquer
resquicio de acido. (BEDRAN-RUSSO et al., 2008).

Ensaio de estabilidade

As amostras foram testadas sem nenhum tratamento (baseline). Posteriormente, foram
alocadas em placa de 96 pocos imersas em 20 pl de sua respectiva solugao-teste, de acordo com
nimero de corpos nos seguintes grupos: GC1 (agua destilada); GEC (EC 10%); GCLX
(Digluconato de Clorexidina 2%) para diferentes avaliagdes imediatas de tempo de aplicacao (30
e 60 minutos) nos periodos de mensuracdo (Quadro 1 e Figura 10). Apds o periodo das avaliacdes
iniciais TO (apdés a biomodificacdo), para a verificacdo da estabilidade, os espécimes foram
armazenados em saliva artificial com composicdo seguindo as recomendacfes do Formulario

Nacional da Farmacopeia Brasileira (2010), com PH 7,0, em incubadora a 37°C. Apés 3, 7 e 14
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dias, foram realizadas novas aferi¢des do modulo de elasticidade, nos mesmos espécimes ao longo
do tempo.

Tabela 1. Grupos experimentais e tempos de imersdo, por solugéo-teste.

Imersio | Imersao
Grupos Solugdes-teste | TEMPO | TEMPO
experimentais A B Total por grupo
30 min 60 min
GC1 Agua Destilada 15¢ep 15ep 30cp
Emulséo 15¢cp 15ep
GEC Copaiba 30 cp
10 %
GCLX Digl. de CLX 15¢p 15¢p
2% 30 cp

Figura 1 - Representacdo de um pogo de placa de 96 pocos contendo 0s corpos de prova
imersos em seus respectivos grupos-teste. A: Grupo: GC1; B - Grupo: GCLX ; C: Grupo:
GEC.

Fonte: Gomes (2021)

Avaliacao das propriedades mecanicas

Os espécimes foram testados em flexdo de 3 pontos usando uma célula de carga de 5 N
montada em uma maquina de teste universal (INSTRON com Laptop Dell Latitude E5510)
navelocidade de 0,5 mm/min (Figura 2). O Deslocamento (D) durante a compressao foi
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exibidoem milimetros e calculado com uma deformacdo maxima de 3% usando a seguinte
formula (MOREIRA, 2017):

D=¢lL?/6T

Onde, ¢ é tensdo, L a distancia entre os suportes e T € a espessura da amostra. O médulo
elasticidade (ME) dos espécimes foi expresso em MPa (Mega Pascal) e calculada usando a

seguinte formula:

E =PLt/4DbT

Onde, P é a carga maxima, L a distancia entre os suportes, D o deslocamento, b é a largura e
T a espessura do corpo de prova.

Figura 2. Méquina de teste universal (INSTRON com Laptop Dell Latitude E5510)

Fonte : Gomes (2021)

Analise Estatistica

Para avaliar se o tipo de solugdo, tempo imersédo A e B (30 e 60 minutos) e tempo
(baseline, TO - apds biomodificacdo, 3 dias, 7 dias e 14 dias) afetam significativamente o
modulo de elasticidade da matriz dentinaria desmineralizada, recorreu-se ao teste paramétrico
de ANOVA trés fatores mista para amostras independentes e dependentes. O pressuposto da
distribuicdo normal da variavel foi avaliado pelo teste de Shapiro-Wilk (p < 0,05). O
pressuposto de homogeneidade de variancia foi avaliado com o Teste de Levene (p < 0,05) e
aesfericidade pelo teste de Mauchly (p < 0,05). Utilizou-se um nivel de significancia de o =
0,05 paratodas as analises de inferéncia. Para identificar quais os pares de médias diferem entre

si, para a interagdo entre os fatores e para 0s momentos avaliados, procedeu-se a comparagdo
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multipla de médias com correcdo de Bonferroni. As andlises estatisticas descritivas, graficas

e inferéncias foram executadas com o software PAWS Statics (v. 21, SPSS Inc, Chicado, IL).
RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 mostra o sumério do teste de ANOVA trés fatores para avaliacdo dos
fatores de estudo.

Tabela 2. Teste de Anova trés fatores mista para avaliacdo dos fatores de estudo.

Tipo I Soma dos gl Quadrado F Sig. Poténcia
Quadrados Meédio observada

Entre Grupos
Solugio 16,070 2 8035 9049 000% 968
Imersdo 13,209 1 13209 14,877 ,000% 966
Solugdo*Imersio 1,695 2 847 954 301 207
Erro 47946 54 888
Dentro dos Grupos
Tempo 30,602 4 7,651 27,393 ,000% 1,000
Tempo*Solucgdo 8.455 8 1,057 3,784 ,000% 987
Tempo*Imersdo 2,940 4 135 2,632 035% 130
Tempo*Solugdo*Imersio 2,962 8 370 1,326 232 ,600
Erro (tempo) 60327 216 279

*Significante (p<< 0,05)

Os efeitos principais entre 0s grupos solucéo, imersdo e tempo, e as intera¢oes duplas,
Tempo*Solucdo e Tempo*imersdo, apresentaram diferencas estatisticamente significantes
comvalores de p < 0,001, p < 0,001, p < 0,001, < 0,001 e p = 0,035, respectivamente, com

consequente complexidade na interpretacdo das diferencas entre as médias do ME.

A Figura 3 mostra a média e o desvio padréo para o efeito principal solugéo. A solugdo
de EC apresentou os maiores valores de ME po6s-flexdo (2,09 + 0,82), sendo estatisticamente
significante quando comparados com as solucdes de Agua destilada (1,57 +0,65) e Digluconato
de Clorexidina2% (1,64 +0,77), que ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes
entre si.
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Figura 3. Média e o desvio padrdo dos valores de modulo de elasticidade expressos em MPa,
para o efeito principal solucdo. Letras diferentes mostram diferencas estatisticamente
significantes com p<0,05 (teste de Bonferroni).

GEL GC1 GUCLX

Fonte : Gomes (2021)

A Figura 4 mostra a média e o desvio padrdo para o efeito principal imersdo. O ME
expresso em megapascal (MPa) apresentou maiores valores quando oscorpos de prova foram
imersos durante um periodo de 30 minutos (1,97 + 0,80) sendo estatisticamente significante
guando comparado com o grupo de 60 minutos (1,55 = 0,71).

Figura 4. Média e desvio padrao dos valores de mddulo de elasticidade em MPa, para o efeito

principal imerséo. Letras diferentes mostram diferencas estatisticamente significantes com
p<0,05 (teste de Bonferroni).

3 A

25

Fonte : Gomes (2021)

A Figura 5 mostra a média e o desvio padrdo para o efeito principal tempo. Os maiores
valores de ME foram obtidos para o grupo baseline (2,39 + 0,96) sendo estatisticamente
significante quando comparado com os grupos TO - biomodificagéo (1,55 + 0,62), 3 dias (1,70x
0,71), 7 dias (1,54 £ 0,63) e 14 dias (1,63 + 0,62).
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Figura 5. Média e o desvio padrdo dos valores de médulo de elasticidade em MPa para o
efeito principaltempo. Letras diferentes mostram diferencas estatisticamente significantes com
p<0,05 (teste de Bonferroni).

i} ]

3]
)t B
1.00
0,50
0,00
Baseline TO - Apés } dias 14 dias
Biomodificacd:

Fonte : Gomes (2021)

O efeito do tempo (baseline, TO - ap6s biomodificagdo, 3 dias, 7 dias e 14 dias) no
maodulo de elasticidade da dentina desmineralizada, dependeu do tipo de solugéo (EC 10%,
Agua destilada e Clorexidina), como demonstra a interaco significativa Tempo*Solug&o
(p<0,001). A Tabela 3 demonstra o efeito da interagao sobre os dois fatores avaliados.

Tabela 3. Comparagbes mdaltipla das médias e desvio padrdo do ME em MPa
nastréssolucdes testadas em cada um dos 4 periodos avaliados.

Apos
biomodificacio
GEC 3,05+ 0,92 Aa  1,68£0,55Ab 2,130,604 Ab 1,89+0,44 Ab 1,69+0,63 Ab
GC1 2,13£0,73Ba  1,39+£0,41Ab  1,51+0,59Bb 1,37£0,66 Bb 1,44+ 0,55 Ab
GCLX 2,00+ 0,90 Bac 1,59+ 0,81 Aabc 1,45+0,72Bbc 1,38+ 0,66 Bbe 1,76+ 0,66 Ac

Letras maiGsculas distintas indicam diferenca significativa no sentido vertical. Letras mintsculas distintas indicam
diferenca significativa no sentido horizontal (Teste de Bonferroni, p < 0,05).

baseline 3 dias 7 dias 14 dias

Todos os grupos apresentaram uma diminui¢do no ME ao longo do tempo. Os corpos
de prova imersos na solucdo de EC apresentaram osmaiores valores apds 3 e 7 dias, sendo
estatisticamente significante (p < 0,05), quando comparado com TO e 14 dias e entre as
solucBes de Agua Destilada e Digluconato de Clorexidina 2 % no mesmo periodo (3 e 7 dias).

A Figura 6 mostra o comportamento da varidvel tempo para os trés tipos de soluces.
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Figura 6. Influéncia do tratamento com diferentes solugdes no modulo de elasticidade em
corpos de prova dedentina desmineralizada em diferentes tempos de envelhecimento.
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Fonte : Gomes (2021)

Em relagdo ao efeito do tempo (Baseline, TO — apds biomodifcagdo, 3 dias, 7 dias e
14 dias) na resisténcia a flexdo dependeu do tipo de imersdo (30 e 60 minutos), como
demonstrainteracdo significativa Tempo*Imerséao (p<0,001). A Tabela 4 demonstra o efeito da
interacdosobre os dois fatores avaliados.

Tabela 4. Comparag@es multipla das médias e desvio padrao da resisténcia a flexdo em relacéo
ao tempo de imerséo testadas em cada um dos 4 periodos avaliados.

Apos
biomodificacdo
30 minutos 2,73+ 0,92 Aa 1,67+ 0,61 Abcd 2,01+ 0,68 Abd 1,64+ 0,61Acd 1,83+ 0,65 Ad
60 minutos 2,05+ 0,89 Ba 1,44+ 0,62 Ab 1,39+ 0,62 Bb 1,45+ 0,65 Ab 1,44+ 0,54 Bb

Letras maitsculas distintas indicam diferenca significativa no sentido vertical. Letras mintisculas distintas indicam diferenga
significativa no sentido horizontal (Teste de Bonferroni, p < 0,05).

Baseline 3 dias 7 dias 14 dias

Todos os grupos apresentaram uma diminuicdo do ME ao longo do tempo, ap6s 0s
tempos de imersdo. Os corpos imersos durante 30 minutos apresentaram os maiores valores
durante todos os periodos, sendo estatisticamente significante, quando comparados com a
imersdo durante 60 minutos, exceto no tempo de 30 minutos e 7 dias. O grupo de baseline
apresentou os maiores valores quando comparados com 0s outros tempos. A Figura 7 mostra

0 comportamento da variavel tempo para os trés tipos de solucdes.
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Figura 7. Influéncia do tratamento com diferentes solu¢des no ME em corpos de prova de dentina
desmineralizada em diferentes tempos de envelhecimento.
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Fonte : Gomes (2021)

O presente estudo buscou através de teste de flexdo de trés pontos analisar a influéncia
da imersédo de corpos de prova padronizados sobre o ME na dentina desmineralizada tratada
com EC 10%, CLX 2% e agua destilada. Os resultados deste estudo foram expressos em
Megapascal (MPa) e foram positivos,onde observou-se que os valores das médias encontradas
se aproximaram do que é descrito nosdiversos estudos na literatura, quanto aos valores de
modulo de elasticidade da dentina, em grande parte dos resultados dos testes ao longo do
tempo. Sabe-se que quanto maior o médulo de elasticidade atingido para determinado valor
de tensdo, menor a deformacéo, determinandoassim a dureza ou rigidez relativa. Existe uma
variag&o de valores do médulo de elasticidade dadentina na literatura, onde podemos encontrar
valores expressos entre 12 a 25,07 GPa (Gigapascal) o que representa 1,2x10* Megapascal
(MPa) a 2,507 x10* Megapascal (MPa) (SABBAGH et al., 2002; XU et al., 1998; DOS
SANTOS et al., 2011; FARES et al., 2005; ANGKER et al., 2008).

Segundo Bedran- Russo (2008) dentre os diversos métodos de mensuragdo e teste para
analisar o ME da dentina desmineralizada, o ensaio de estabilidade por meio de teste de flexdo
de trés pontos com 3% de deslocamento apresenta vantagem por ser um método que nao causa
destruicdo. O que corrobora com o presente estudo, onde utilizandoesse método para anélise
doME, os corpos de prova que foram testados e ndo sofreram danos permanentes apds a
andlise inicial no baseline, dessa forma, foi possivel utilizar o corpo de prova como controle
e realizaravaliacdes ap0s a imersdo em agente com potencial de biomodificagdo repetindo os

testes ao longo dos tempos de armazenamento no mesmo corpo de prova.

Bem como este estudo, é necessario avaliar através de testes in vitro os valores de ME
guando se trata do desenvolvimento de produtos que objetivem melhorias na adeséo aosubstrato

dentinério,os chamados agentes biomodificadores ou agentes de reticulagdo podem
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proporcionar estabilizacdo, resisténcia a biodegradacéo e fortalecimento da matriz de colageno,
mantendo os valores de mddulo de elasticidade estaveis ou promovendo o0 aumento ao longo
dotempo. A maior estabilidade e resisténcia das fibras colagenas é muito significativa, por sua
funcdo como suporte para infiltracdo dos sistemas adesivos, podendo contribuir para aumento
da longevidade de restauracGes em resina composta (BEDRAN-RUSSO et al., 2009;
EPASINGHE et al., 2014).

Neste estudo, na andlise dos valores do ME, todos os grupos independente de tipo
solugdo e tempo de imerséo foram efetivos em manter o ME da dentina, em valores semelhantes
aos encontrados na literatura, como mencionado anteriormente. Todos 0s grupos apresentaram
uma diminuicdo no ME inicial, imediatamente ap0s os tempos de imersdo nas solu¢ées com
potencial de biomodificagdo EC 10%, CLX 2% e grupo controle, o ME da dentina tratada em
todos os grupos ndo apresentou aumento imediatamente apds a biomodificagdo, mas sim de
forma gradual. Os resultados demonstraram que os corpos de prova imersos na solugéo de EC
apresentaram 0s maiores valores de médulo de elasticidade ap6s 3 (2,13+ 0,64) e 7 dias
(1,89+ 0,44), sendo estatisticamente significante, quando comparado com os valores apés a
biomificaco e em 14 dias e entre assolucdes de Agua Destiladae CLX 2 % no mesmo periodo
(3 e 7 dias).

O presente estudo mostrou que o grupo-teste CLX 2% apresentou uma reducdo inicial
do ME ap6s a biomodificacédo, apresentando resultados similares aos encontrados por Kim et
al. (2011) que demonstraram em seu estudo a capacidade da CHX de promover a
remineralizacdo da dentina desmineralizada a partir do modulo de elasticidade e imagens do
MEV, os resultados expressaram que na concentragdo CHX 2% em 14 dias, houve uma reducao
inicial do mddulo de elasticidade quando comparado ao baseline. Os mesmos autores também
denotaram aumento significativo no ME nos grupos tratados com CHX ap6s 6semanas do
tratamento biomodificador. Sabe-se que a Clorexidina 2% (CHX) é a substancia mais estudada
entre os agentes com capacidade de acéo inibitoria das MMPs e CTPs, além da atividade
antimicrobiana, a literatura sugere a utilizacdo da solucéo de Digluconato de CHX 2% como
um passo da técnica operatoria anterior a aplicacdo do sistema adesivo, pelacapacidade de
inibicdo em periodos curtos de aplicacdo e baixa concentracdo. Porém devido a ligacdo
eletrostatica reversivel da CHX com a dentina, a longevidade da inibicdo é dependente da
substantividade no substrato, com duracdo média de 180 meses, no entanto seu potencial
citotoxico é conhecido e seu uso em camadas com profundidade préxima a polpa dentaria ndo
é indicado (HEBLING, 2005; LAFUENTE, 2012; BETANCOURT et al., 2019; CARRILHO
etal., 2007; BRESCHI et al., 2009; BRESCHI et al., 2010; RIOS et al., 2015).
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Nédo existe uma unanimidade ou consenso nos estudos a respeito do agente
biomodificador ideal, mas a literatura demonstra um aumento do uso de produtos naturais nas
pesquisas visando melhorias na camada hibrida, sendo uma opcao favoravel para futuras
aplicac0es clinicas. Diversas moléculas de origem natural ndo tem seu mecanismo de a¢do como
biomodificadores bem elucidado na literatura, em sua maioria os polifendis. Outros agentes
com caracteristicas analogas sdo descritos com potencial biomodificador possuindo atividades
terapéuticas como propriedade anti-inflamatdrias, anticancerigenas e atividade
antiproteolitica. (BEDRAN-RUSSO et al., 2014; VIDAL et al., 2014; KARAS et al.,2017).
Corroborando com as propriedades terapéuticas do 6leo de Copaiba comprovadas em diversos

estudos, j& mencionados anteriormente no capitulo revisao de literatura.

Analisando os dados de nosso estudo quanto ao fator solugdo o melhor resultado em
relacédo ao tipo de solucéo, foi a EC 10% apresentando os maiores valores de ME (Mpa) pés-
tratamento (2,09 £ 0,82), sendo estatisticamente significante (p< 0,05) quando comparados aos
outros grupos-teste de Agua destilada (1,57 + 0,65) e Digluconato de Clorexidina 2% (1,64 +
0,77), que ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre si. Sendo este um
estudo novo em relacdo ao uso da EC 10% e seu potencial biomodificador e de a¢do na matriz
dentinaria desmineralizada, ndo existe na literatura estudos que possam subsidiar esses achados,

em relagéo a outros estudos relacionados ao ME e o uso da EC.

No entanto, sabe-se que a EC apresenta um PH béasico porém, estudos realizados com
as emulsBes a base Copaiba demonstraram potencial biomodifcador semelhante ao da CLX 2
% (BANDEIRA et al., 2020). Além de testes evidenciando que essa emulsdo ndo é genotdxica
e nem citotoxica, as ECs apresentaram maior porcentagem de viabilidade celular quando
comparadas a CLX e atividade inibitoria das MMPs -2 e -9 (ARAUJO et al., 2021). Além
de atividade antimicrobiana frente as bactérias encontradas na cavidade oral (DE BARI et al,
2016) e agentebioativo para limpeza cavitaria (BANDEIRA et al, 2016) bem como outros
estudos relacionados a melhoria na resisténcia adesiva e na formacdo da camada hibrida
(MEIRA et al.,2020). Por néo ter o seu mecanismo de a¢éo ainda bem definido, supfe-se que
atividade antiproteolitica das EC sobre as MMPs, possua relacdo com o alto peso molecular
de seu dleo,ocupando assim espacgos formados entre as fibras colagenas, pois os solventes dos
adesivos ndoconseguem ocupar essa area, dentre outras hipéteses (BETANCOURT et al, 2019;
ARAUJO et al., 2021)

Nos resultados deste estudo, o grupo controle (Agua Destilada) apresentou os menores
valores de médulo ME independente do tempo de imersdo e ao longo do tempo de

envelhecimento, o que corrobora com os estudos de Castellan (2011) e Ferreira (2020) onde
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apos imersdo dos espécimes em agua destilada durante 1 hora, observou-se redugdo do ME
imediatamente ao tempo de tratamento e ao longo dos tempos testados. No entanto Bridi (2018),
descreve uma reducdo imediata ap6s o tratamento, porém, um ganho no valor de ME

semelhanteaos outros grupos apds 3 meses e 6 meses.

Os resultados deste estudo com relacdo ao tempo de imersdo, demonstraram que
corposde prova imersos durante 30 minutos apresentaram os maiores valores de ME p0s-
tratamento,durante todos os periodos de envelhecimento, sendo estatisticamente significante
(p<0,05), quando comparados com a imersdo durante 60 minutos. Segundo o estudo de Liu Y.
(2013), esses longos tempos de imersao nas substancias-teste sdo impraticaveis clinicamente,
mas podem ser justificados no desenho de estudo pela espessura dos corpos de prova, pois nos
testes in vitro existe uma diferencga das condic@es clinicas reais objetivando-se apenas analisar
o efeito biomodificador, sendo o tempo de imersdo ndo condizente com um tempo clinico
passivel de aplicagdo menor, pois clinicamente o coldgeno exposto apos desmineralizagdo
com 4&cido apresenta-se em escalas micrométricas, sendo esta uma limitacdo do presente
modelo de estudo. Dessa forma pressupBe-se que o potencial de alguns agentes

biomodificadores possuird maior eficiéncia em zona mais fina de interacéo.

Apesar de ndo ser um dos objetivos do estudo, observou-se que ap6s a imersao na EC
bem como nos outros grupos, ndo houve alteragdo de cor perceptivel nos espécimes, o que é
favoravel tendo em vista aplicagdo futura na prética clinica, o que ndo corrobora com o estudo
de Moreira (2017) onde ap6s tratamento com PACS e extrato de Aroeira, visualmente notou-
sepigmentacdo dos espécimes com coloragdo fortemente escura, ndo sendo desejavel essa

alteracdo de cor da dentina.

Embora os corpos de prova de dentina desmineralizada tratados com EC tenham
apresentado bons resultados em relagdo a manutencao do ME, outros estudos sdo necessarios
para compreender ao longo do tempo como funciona o mecanismo de variagdo de massa,
interacdo e formacdo de ligacdes cruzadas por esse agente, além da relacdo com seus

componentes quimicos, durante maior tempo de armazenamento.

Os resultados deste estudo em conjunto com as pesquisas anteriores relacionadas a
Emulsdo a base de Copaiba, demonstram evidéncias do potencial para emprego futuro de um
produto amazonico na odontologia, no entanto, testes de longa duracdo sdo necessarios para
compreender 0 seu mecanismo de agdo, e ensaios clinicos randomizados para comprovar a

eficacia e eficiéncia de aplicacdo clinica a partir dos testes pré-clinicos ja realizados.
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CONCLUSAO

Apos a analise dos resultados, concluiu-se que o tratamento do colageno da matriz
dentinéria desmineralizada com solu¢des com potencial biomodificador durante 30 e 60 min,
reduziu imediatamente o ME apds os tempos de imerséo 30 e 60 min, no entanto, a emulséo
a base de Copaiba foi 0 grupo que apresentou maior estabilidade dos valores de ME ao longo
tempo de armazenamento avaliado, sendo efetivo em manter o ME da dentina em valores
semelhantes aos descritos na literatura, em relagdo a dentina desmineralizada, melhorando suas

propriedades mecanicas do colageno e mantendo estaveis apds 14 dias de armazenamento.
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