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CORTEZ, T.V. Uso do extrato de roma (Punica granatum L.) na superficie dentinaria
erodida: Acio antioxidante, resisténcia de uniio e andlise morfolégica da interface

adesiva apds envelhecimento

O pré-tratamento do substrato dentindrio erodido com substancias antioxidantes vém sendo
estudado a fim de torna-lo mais receptivo aos procedimentos adesivos, além de diminuir a
degradacao da interface adesiva. Este trabalho avaliou o efeito do extrato de roma (P.
granatum) na dentina bovina erodida. Avaliou-se a acdo antioxidante, a resisténcia de unido
(RU) ao cisalhamento e morfologia da interface por microscopia eletronica de varredura
(MEV) apos envelhecimento. Preparou-se o extrato hidroalcdolico da casca da roma a 10%
pelo método da liofilizagdo. A evidenciagdo do polifenol punicalagina foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A atividade antioxidante foi avaliada pela captura do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) em 515 nm. Para a RU, utilizou-se 96 fragmentos
de dentina bovina, que foram planificados e divididos em higido ou erodido (2h, 4cido citrico
0,3%), e subdivididos de acordo com o pré-tratamento (n=12): 4gua destilada ou extrato de P.
granatum. Os espécimes foram restaurados com adesivo autocondicionante de um passo
(DMG) e resina bulk fill (DMG), utilizando matriz de teflon bipartida. A avaliacdo da RU foi
feita em dois tempos, imediata (24h apds protocolo restaurador) e apoés 12 meses de
envelhecimento térmico-hidrolitico (12.000 ciclos), em maquina universal de ensaios. As
falhas foram analisadas em lupa esterecoscopica com 40x aumento. Para a MEV, 24
fragmentos de dentina e 24 de dentina erodida receberam os mesmos tratamentos da RU
(n=6), em seguida, os espécimes foram preparados e metalizados e realizou-se as analises
imediata (24h) e apos 12 meses. Os dados de RU foram analisados por ANOVA a 3 critérios
(0=0,05) e falhas pelo teste Qui-quadrado. O extrato da roma apresentou melhor potencial
antioxidante que o padrao controle (IC50=3,5). A dentina erodida apresentou menor RU que a
higida (p=0,000). Na analise imediata, os espécimes tratados com P. granatum mostraram RU
sem diferenga do controle (p>0,05). Ap6s o envelhecimento, os espécimes tratados com P.
granatum apresentaram maior RU que o controle. Na MEV, a dentina erodida apresentou
desmineralizacdo peritubular e, nos grupos tratados com P. granatum, observou-se camada
hibrida com fags. Conclui-se que o extrato experimental da casca de roma apresentou agao

antioxidante, e preservou a interface adesiva da dentina erodida.

Palavras-chave: Roma, extrato natural, adesdo, antioxidante, erosao dental.
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CORTEZ, T.V The use of pomegranate extract (Punica granatum L.) on eroded dentin
surface: Antioxidant action, bond strength and morphological analysis of the adhesive

interface after aging

The pre-treatment of eroded dentin with antioxidant substances has been studied to make the
surface more receptive to adhesive procedures and to decrease the degradation of the adhesive
interface. This study evaluated the effect of pomegranate extract (P. granatum) on bovine
eroded dentin. Antioxidant action, shear bond strength (SBS) and interface morphology were
evaluated by scanning electron microscopy (SEM) after interface aging. The 10%
hydroalcoholic extract of the pomegranate peel was prepared by the lyophilization method.
The evidence of punicalagin polyphenol was confirmed by high-performance liquid
chromatography. Antioxidant activity was evaluated by capturing the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) radical at 515 nm. For the SBS, 96 bovine dentin fragments were
sectioned, flattened, and divided into sound or eroded (2h, 0.3% citric acid); and subdivided
according to the pre-treatment (n=12): distilled water or P. granatum solution. The specimens
were restored with one-step self-etching adhesive (DMG) and bulk fill resin (DMGQG), using a
bipartite Teflon matrix. The SBS evaluation was performed in two stages, immediately (24h
after the restorative protocol) and after 12 months of thermohydrolytic aging (12,000 cycles),
using a universal testing machine. The bond failures were analyzed using a stereoscopic
magnifying glass under 40x magnification. For SEM, 24 fragments of dentin and 24 of eroded
dentin received the same treatments as for SBS (n=6), then, the specimens were prepared,
metalized and the analyzes were performed immediately (24h) and after 12 months. SBS data
were analyzed by 3-way ANOVA (0=0.05) and failures by the Chi-square test. The
pomegranate extract had better antioxidant potential than the standard antioxidant (IC50=3.5).
Eroded dentin had lower RU than sound (p=0.000). In the immediate analysis, the specimens
treated with P. granatum had SBS without difference from the water group (control) (p>0.05).
After aging, specimens treated with P. granatum had higher SBS than the control. In SEM,
the eroded dentin showed peritubular demineralization and, in the groups treated with P.
granatum, a hybrid layer with tags was observed. It was concluded that the experimental
solution of pomegranate peel had antioxidant action and preserved the adhesive interface of

the eroded dentin.

Keywords: Pomegranate, natural extract, adhesion, antioxidant, dental erosion.
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O desgaste dental por erosdo ¢ uma doenca cronica e irreversivel, causada pela
perda dos tecidos dentais duros, esmalte e dentina, sem o envolvimento de bactérias (Chan
et al., 2020; Warreth et al., 2020; Wiegand et al., 2021). O desgaste erosivo ¢ decorrente da
interagdo entre fatores bioldgicos, quimicos e comportamentais (Wiegand et al., 2021). A
erosdo dental esta relacionada principalmente ao consumo de alimentos 4cidos (Chan et al.,
2020), a redugdo do fluxo salivar (Tulek et al., 2020), e aos disturbios gastrointestinais
(Lechien et al., 2020; Rauber et al., 2020; Kawar et al., 2021). Trata-se de um processo
cumulativo ao longo da vida e sua prevaléncia tem aumentado consideravelmente,
especialmente em adolescentes e adultos jovens (Gillborg et al., 2020; Korkmaz et al.,
2020). O diagnoéstico precoce e o tratamento adequado devem ser realizados, para que se
evitem perdas e danos a estrutura dental (Michou et al., 2020; Donovan et al., 2021).

Durante o processo de erosdo, hd a desmineralizacdo da superficie dental e
desorganiza¢do da matriz organica, o que dificulta a penetracdao do sistema adesivo (He et
al., 2019; Belmar da Costa et al., 2021). A matriz organica da dentina erodida prejudica a
infiltracdo do adesivo devido ao alto conteido de &4gua nas fibras coldgenas e a
possibilidade de colapso das mesmas, dificultando a hibridizagdo e acelerando a
degradacao da interface adesiva (Zimmerli et al., 2012).

Dessa forma, fica evidente que a unido entre o material restaurador resinoso ¢ a
dentina esta relacionada a infiltracao do sistema adesivo na matriz colagena, que € exposta
por meio de condicionamento acido (Frassetto et al., 2016) ou uso de adesivo/primer
acidico (Kanniappan et al., 2022). A zona de difusdo entre resina-dentina que contempla a
camada de adesivo, também conhecida como camada hibrida, tem a funcao de retencao
micromecanica da restauragdo, e sua integridade ¢ um fator responsavel pela longevidade

das restauracdes (Betancourt et al., 2019).
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Os fatores envolvidos na degradag¢do do coldgeno da camada hibrida sdo residuos
acidos oriundos do condicionamento 4cido e por agdo sistemas adesivos
autocondicionantes acidos (Betancourt et al., 2019), a infiltragcdo incompleta do adesivo na
rede de coladgeno exposta (Perdigdo et al 2013), a ativacdo das metaloproteinases (MMPs)
que tem a capacidade de degradar o coldgeno (Breschi et al.,2018), a presenca de alto
contetido orgadnico da dentina que ocasiona a degradacdo enzimatica das fibrilas e a
lixiviagdo da resina do camada hibrida (Perdigdo et al 2013; Breschi et al., 2018;
Betancourt et al., 2019).

Ap6és o uso do sistema adesivo, seja de condicionamento total ou
autocondicionante, a selecdo de resina composta com propriedades favoraveis ¢ de extrema
importancia para o sucesso do procedimento restaurador. A esse respeito, merecem
destaque as resinas do tipo bulk fill, ou de preenchimento tnico, que apresentam baixo
grau de contracdo apos a polimerizagdo, permitem a utilizacdo em camadas de 4 a 5 mm, e
proporcionam agilidade no procedimento restaurador (Chesterman et al., 2017; Hoffmann
et al., 2021). Estudo in vitro demonstrou menor tensao de contracdo nas areas gengival e
incisal de lesdes cervicais restauradas com resina bulk fill (Correia et al., 2018). O uso de
resina bulk fill em lesdes ndo cariosas (causadas por processo erosivo/abrasivo) apresentou
bom desempenho clinico se comparado as resinas convencionais (Canali et al., 2019).

Na tentativa de melhorar a molhabilidade do substrato dental e modificar a
superficie a fim de torna-la mais propicia aos procedimentos adesivos, estratégias
restauradoras, como a aplicagdo de compostos naturais contendo bioativos, sao
amplamente estudadas na Odontologia (Ziotti et al., 2016; Fakhri et al., 2020). O uso de
extratos naturais na estrutura dental pode melhorar a unido do material ao substrato, pois
aumenta a resisténcia a degradacao das fibrilas colagenas (Rana et al., 2019; Fakhri et al.,

2020; Souza-Gabriel et al., 2020).
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Em relacdo ao substrato erodido, verifica-se que extratos de cha verde, semente
de uva, semente de toranja, rosa mosqueta, cravo, roma e quitosana foram capazes de
modificar a pelicula salivar e melhorar o efeito protetor contra a erosao do tanto do esmalte
quanto da dentina (Niemeyer et al., 2020; Fakhri et al., 2020; Belmar da Costa et al., 2021;
Gungor & Donmez, 2021).

Dentre os extratos naturais utilizados na Odontologia, destaca-se a roma (Punica
granatum L.) por ser rica em flavonoides (catequinas e antocianinas) e taninos (punicalina,
punicalagina, acidos punico, galagico e elagico) (Orak et al., 2012; BenSaad et al., 2017).
Os extratos de roma também sao conhecidos pelo seu efeito inibidor de metaloproteinases,
tendo sido sugerido potencial antimetastitico contra células de cancer oral (Peng et al.,
2020), potencial antiinflamatorio (Zarfeshany et al., 2014; Ghavipour et al., 2017) e
antioxidante (Shaygannia et al., 2016; Eghbali et al., 2021). A alta concentracdo de
compostos fenolicos ¢ importante para a prote¢do celular, contra o efeito danoso causado
pelos radicais livres (Shaygannia et al., 2016). Tais radicais sdo responsaveis por provocar
doengas inflamatorias (Danesi & Ferguzon 2017), bem como por acelerar o
envelhecimento celular, pois alteram os sistemas biologicos (Durazzo et al., 2019). Vuci¢
et al. (2019) verificaram que a roma apresentou efeitos antidiabéticos, anti-hipertensivos e
antitumorais.

O uso do extrato de roma em exaguatorios bucais para a reducdo do biofilme
dental, bem como o efeito contra doencas periodontais, tem sido observado em estudos
clinicos randomizados (Batista et al., 2014; Deepak & Samuel, 2018). Diferencas nos
perfis de compostos fenolicos foram observadas entre as partes da roma (casca, semente e
fruto), sendo as amostras da casca, as que apresentaram maior concentracdo de compostos

fenolicos antioxidantes (Akhtar et al., 2015; Russo et al., 2018).
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Apesar de inimeros estudos elucidarem os beneficios do extrato de roma (Bhandari
2012; Akhtar et al., 2015; PerSuri¢ et al., 2020), poucos utilizam esse extrato para
tratamento da superficie dental previamente a inser¢do do material resinoso, sendo a
maioria deles realizada em dente o recebeu agente clareador (Sharafeddin & Farshad,
2015; Souza-Gabriel et al., 2020; Suratno et al., 2021; Abodahb et al., 2022).

Em 2015, Sharafeddin & Farshad nao encontraram diferen¢a na resisténcia de uniao
da resina composta ao esmalte clareado com perdxido de carbamida 15% e tratado com cha
de roma 10%. No entanto, estudos recentes em substratos clareados com perdxido de
hidrogénio acima de 35%, verificaram que a solucdo de P. granmatum foi capaz de
reestabelecer, total ou parcialmente, a resisténcia adesiva do material restaurador ao
esmalte (Suratno et al., 2021; Abodahb et al., 2022) e a dentina (Souza-Gabriel et al.,
2020). Esses resultados evidenciam que os compostos fenolicos antioxidantes da solugao
de roma possam ter capturado os radicais O2 livres da superficie e favorecido a adesdo do
sistema resinoso (Souza-Gabriel et al., 2020; Suratno et al., 2021). Em dentina nao
clareada, Sajana et al. (2020) verificaram que a solucdo de romd 20% aumentou a
resisténcia adesiva quando comparada ao controle sem tratamento. At¢ o momento, nao se
verificam estudos com extrato de roma aplicado em dentina erodida que avaliam a
resisténcia de unido do material restaurador.

Considerando o potencial dos extratos naturais de roma na Odontologia e, diante da
escassez da literatura, faz-se necessario estudos para a avaliar o efeito desse extrato na
dentina submetida a processo erosivo, no que se refere a a¢do antioxidante, resisténcia

adesiva e morfologia da interface ao longo do tempo.
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Este estudo tem como objetivo analisar, in vitro, os efeitos do extrato hidroalcéolico
da casca de roma 10% (P. granatum) na adesdo ao substrato dentinério erodido. Para tanto, o
estudo possuird os seguintes objetivos especificos:

» Preparar uma solucdo a partir de extrato da casca de roma (P. granatum) € comparar o
potencial antioxidante do extrato da casca de P. granatum aos padrdes antioxidantes
sintéticos de BHA e BHT;

= Avaliar a resisténcia adesiva do material restaurador a dentina erodida pelo teste de
cisalhamento e os padrdes de falhas obtidos em dois tempos: imediata (24h) e
envelhecida (12 meses).

= Avaliar as mudangas morfologicas da interface adesiva (imediata e envelhecida) em

microscopia eletronica de varredura (MEV).
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Delineamento experimental

Para o ensaio da a¢do antioxidante, utilizou-se o extrato da casca da roma, testada em
triplicata, em diferentes concentragdes, comparada aos padrdes antioxidante BHT ¢ BHA
(Sigma-Aldrich, Louis, MO, EUA). A variavel resposta foi o teste pelo método de captura do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). Para a avaliagdo da resisténcia adesiva, foram
utilizados 96 fragmentos de dentina bovina divididos em 2 niveis: higidos e erodidos, depois
foram subdivididos em outros 2 niveis de acordo com o pré-tratamento da superficie (n=12):
agua destilada (controle) extrato da casca da roma (P. granatum). Foi realizada a analise
imediata (logo apos protocolo restaurador), e a andlise apds envelhecimento de 12 meses. A
variavel de resposta (dependente) foi a andlise quantitativa da resisténcia de unido ao
cisalhamento do material restaurador ao substrato (MPa) e posterior analise das falhas (%).
Para a avaliagdo das mudancas morfologicas da interface adesiva foram utilizados 48
fragmentos de dentina (n=6) subdivididos e tratados do mesmo modo que o a resisténcia de
unido. A varidvel resposta foi a analise qualitativa das fotomicrografias das interfaces
adesivas realizadas em MEV por 3 examinadores previamente calibrados. A Figura 1 traz o

desenho esquematico dos ensaios realizados.
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Figura 1. Desenho esquematico do fluxograma do experimento.

Preparo do extrato hidroalcéolico de Punica granatum

Inicialmente, realizou-se estudo (Gallas et al., 2018) com folha, semente e casca da
roma para caracterizagdo dos extratos, e determinou-se as concentragdes ideais baseadas na
acdo antimicrobiana e na concentragdo do polifenol punicalagina. Verificou-se que a solugao
da casca da fruta em concentragdao 10% apresentou os melhores resultados.

As solugdes de P. granatum foram preparadas a partir de frutas da roma obtidas de
uma mesma plantacdo. Foram colhidas aproximadamente 10 frutas maduras, que foram
higienizadas com dagua filtrada corrente e escova. Cada fruto foi cortado ao meio sendo

separadas casca e polpa (semente e suco). A seguir, a polpa foi peneirada até que se extraisse
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todo o suco da semente. O extrato do suco nao foi utilizado, devido ao seu alto teor de agucar,
de modo a se evitar alteragdes no resultado.

As amostras obtidas da casca foram pesadas em balanga analitica (Shimadzu, AUW,
Baureri, Sdo Paulo, Brasil) e secas pelo método da liofilizagdo (Nova analitica, Sdo Paulo,
Brasil) a -80°C, por 48 h. O solvente utilizado foi o etanol 50% e agua a 70°C, a fim de liberar
os flavondides. Apoés a extracdo, as amostras foram levadas a evaporacdo total por
aquecimento controlado e vacuo e obteve-se o p6 puro da casca da fruta, que foi identificado e
armazenado sob refrigeracao a 4°C (Gallas et al., 2018).

No momento da utilizacdo, foram preparadas solu¢des a partir de 0,1 g do p6 da
casca, diluidas em 10 mL de etanol 50% (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) + dgua
destilada (etanol e 4gua 1:1), assim obteve-se um extrato hidroalcoolico da casca da roma a
10% (P. granatum 10%). Em seguida, as amostras foram submetidas a sonicagdo por
ultrassom (Cientec, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) por 60 min e posterior
centrifugacao (Odontobras, ATX, Ribeirao Preto, Sdo Paulo, Brasil) por 5 min, em rotagao de
1500 rpm, a temperatura ambiente e esse processo deve repetido por 3 vezes até obtencado de

extratos limpidos (Figura 2).
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Figura 2. Preparo do extrato hidroalcoolico da casca de roma (Punica granatum
L.) pelo método de liofilizagdo. (A) Extrato hidroalcéolico de roma a 10%
finalizado. (B) Ultrassom Cientec. (C) Centrifuga Odontobas.

Rastreamento do tanino punicalagina no extrato pela técnica de CLAE

A caracterizacdo do extrato foi realizada pela técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Para tal, foi escolhido o tanino punicalagina, que ¢ um polifenol, sendo
classificada como tanino hidrolisavel (elagitanino) de alto peso molecular, com reconhecidas
atividades antioxidante ¢ anti-inflamatoria e antimicrobiana, se destacando como uma

promissora molécula com varias fungdes benéficas a satide (BenSaad et al., 2017) (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura quimica da punicalagina. Formula empirica CisH23030;
Peso molecular = 1084,72

As amostras foram analisadas em sistema Acquity UPLC H-Class (Waters
Corporation, Milford, MA, EUA) de cromatografia liquida de ultra-performance acoplado aos
detectores de arranjo de diodos (Diode Array Detector) e ao espectrometro de massas Xevo
TQ-S (Waters Corporation, Milford, MA, EUA) (Figura 4), operando com fonte de ionizacao
Z-Spray em modo negativo de analise.

Um volume de 5 pL de amostra foi injetada em uma coluna Ascentis® Express C18
(100 x 4,6 mm, 2,7 um o diametro da particula) (Supelco-53829U MSDS). A fase modvel
consistiu de 0,1% de acido formico (solvente A) e metanol + 0,1% de acido formico (solvente
B). A separagdo dos compostos iniciou em modo gradiente com 10% de metanol, em seguida,
aumentou-se para 90% de metanol em 4 min, permanecendo assim por 6 min e, retornando as
condi¢des iniciais com 10% de metanol dentro dos 6 min seguintes. O tempo total de analise
foi de 12 min com taxa de fluxo de 500 pL/min. Os parametros de operacdo utilizados na

fonte de Z-spray foram: voltagem do capilar = 2,50 kV, voltagem do cone = 40 V,
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temperatura da fonte = 150 °C, temperatura do gas de dessolvatacdo = 400 °C, e fluxo do gas

de dessolvatagdo = 900 L/h. A analise foi realizada no modo SIR (Selected lon Recording).
Comparou-se a concentracao de punicalagina no extrato experimental com a do padrao

de punicalagina (Sigma-Aldrich, Louis, MO, EUA). Estes extratos ficaram armazenados em

frascos fechados e refrigerados a 4°C. O pH do extrato foi aferido em 4,75.

PO023-10MG
Punicalagin
>989 (HPLC)
pomegranate

Store &t 2 to 87C.
CAS-Ng: E5995-63-3

Figura 4. (A) P6 padrio de punicalagina (Sigma-Aldrich). (B)
Equipamento para Cromatografia liquida de ultra-performance (Waters
Corporation).

As curvas padrido para identificacdo de punicalagina (isomeros o e [) foram
construidas com concentragdes baseadas nas estimativas dos teores da fruta. De uma solugao
mae em metanol contendo a punicalagina (Sigma-Aldrich), se fizeram sete diluicdes,
partindo-se da concentracdo de 1000 pg/mL até a concentragdo de 0,05 pg/mL. Para a solucao

de P. granatum, foram feitas seis dilui¢des, partindo de 1000 ug/mL até 0,1 pg/ml (Figura 5).
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Figura 5. Identificacdo dos picos dos isomeros (o e P) da
punicalagina. A) Padrio punicalagina (Sigma), B) Extrato
experimental de P. granatum.

Verificou-se que os picos dos isomeros do padrdo de punicalagina (o = 3.05 pg/mL
and B =3.25 pg/mL) e do extrato experimental de P. granatum (o = 3.05 pg/mL and § =3.26
ug/mL) foram similares. A quantidade total de punicalagina foi de 6,31 pg/mL (o + ) para o
extrato experimental.

Avalia¢do do potencial antioxidante do extrato experimental

A avaliagdo do potencial antioxidante foi feita pelo método de captura do radical livre
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) (Boly et al., 2016). Utilizou-se 10uL do extrato

hidroalcoolico da casca de roma que foram testados em triplicata em diferentes concentragdes
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(10, 15, 20, 30, 40 e 50 pg/mL). Aos extratos, foram adicionados 1,0 mL de tampao acetato
de 0,1 M (pH 5,5), 1,0 mL de etanol PA e 0,5 mL de solucdo etanolica DPPH 250 uM.
(Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha).

A mudanca na absorbancia foi medida apds 20 minutos a 515 nm a 25°C. A atividade
antioxidante dos espécimes foi comparada com padrdes sintéticos que impedem a oxidagdo e
sequestram radicais livres. Os padrdes utilizados foram BHA (2-terc-butil-4-hidroxianisol; e;
3-terc-butil-4-hidroxianisol; férmula Ci1Hi602) ¢ BHT (hidroxitolueno butilado e formula
Ci15H240).

Os resultados foram expressos em IC50 (ug/mL), que indica a concentragdo de
solugdo necessaria para produzir reducdo de 50% no radical livre DPPH, e foram
apresentados como a média e o desvio padrao obtidos nas medi¢des em triplicata. O sequestro
de radicais livres foi calculado pela formula: %AA = 100 — [(A (controle) — A (amostra) / A
(controle)] x 100, no qual A (controle) representa a absorbancia da solu¢do de DPPH sem a

amostra ¢ A (amostra) representa a absorbancia da amostra com o DPPH.

Ensaio de resisténcia de unido ao cisalhamento

Incisivos bovinos conservados em solugdao de timol 0,1% a 9°C foram lavados em
agua corrente por 24 horas para eliminacdo dos residuos de timol e examinados
macroscopicamente com auxilio de lupa estereoscopica (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanha) em aumento de 20x. Foram selecionados para este estudo 60 incisivos que nao
apresentassem linhas de fratura ou fissuras na coroa.

Os dentes bovinos foram submetidos a profilaxia com pedra pomes por 60 segundos,
seccionados transversalmente a 2mm da juncdo cemento-esmalte, com auxilio de disco
diamantado (Buehler, Illinois, EUA) em maquina de corte (Isomet 1000; Buehler, Alemanha).

Os espécimes foram padronizados nas dimensodes de (5 x 5 x 3 mm). Posteriormente, foram
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polidos utilizando lixas #1200 em politriz (Panambra, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil) por 60

segundos (Figura 6).

| i

/N I L

Figura 6. (A) Dente bovino higido integro e seccionado; (B) Dente bovino posicionado para corte; (C) Maquina
de corte metalografica Isomet 1000; (D) Fixagdo da coroa dental em cera; (E) Cortes transversais padronizados;
(F) Fixagdo dos fragmentos; (G) Fragmentos com cortes longitudinais; (H) Alinhamento dos fragmentos em
lamina de cera; (I) Embutimento dos fragmentos em tubos de PVC; (J) tubo preenchido por resina
autopolimerizavel; (K) Planificacdo da superficie em Politriz automatica; (L) Corpos-de-prova prontos.

Formacio das lesdes de erosao artificiais

Para induzir a formagao das lesdes de erosdo, cada espécime foi imerso em 20 mL de
acido citrico 0.3% (pH=3.2) individualmente e colocado na mesa agitadora (CT155; Cientec,
Belo Horizonte, MG, Brasil) (Figura 7), na qual permaneceram sob agitacdo constante a 50

rpm, por 2 horas. Apds esse periodo, os espécimes foram lavados com agua destilada e
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armazenados individualmente em ependdorffs contendo saliva artificial por 24 horas a 37°C.
A saliva artificial foi composta por metilparabeno (2,0 g), carboximetilcelulose de sédio (10,0
g), KCI (0,625 g), MgCl 2.6H,0 (0,059 g), CaCl>.2H20 (0,166 g), KxHPO4 (0,804 g), e

KH>PO4 (0,326 g) em 1L de agua destilada, conforme descrito por Ururahy et al. (2017).

&

Figura 7. Espécimes posicionados em mesa agitadora para realizacdo de desafio
erosivo em acido citrico 0,3%.

Protocolo restaurador

Realizada profilaxia com pedra pomes e agua em escova de Robinson na superficie
dos corpos-de-prova. O extrato experimental foi aplicado de acordo com o protocolo: gotejar
3 mL por 2 minutos, friccionar de forma ativa com auxilio de microbrush, deixar agir por 10
minutos e secar levemente com papel absorvente (Gallas, 2018).

Em seguida, foi empregado o sistema adesivo autocondicionante de 1 passo Ecosite
Bond (DMG, Hamburgo, Alemanha), aplicado ativamente com microbrush por 10s,
aguardando-se 20s para penetracdo nos tubulos, seguido de 5s de jato de ar para remocado do
solvente e fotopolimerizagdo por 10s com LED Grand Valo (Ultradent Products Inc., South

Jordan, UT, EUA) a 1000 mW/cm?, no modo standard.



Materiais e Métodos | 55

As superficies de dentina foram restauradas com a resina composta Ecosite Bulk Fill
(cor Universal; DMG, Hamburgo, Alemanha) com auxilio de matriz de Teflon bipartida (3
mm de didmetro interno e 4 mm de altura), estabilizada com cera utilidade, de maneira a obter
fragmentos de resina composta com as medidas acima citadas. A resina composta foi incluida
em incremento Unico (3 a 4 mm) e polimerizada por 20s com o Grand Valo (Ultradent),
posicionado em contato com a matriz para padronizacdo da distdncia. A conten¢do de cera
utilidade foi retirada cuidadosamente com bisturi, a matriz bipartida foi aberta e uma
fotoativagdo adicional de 10s foi realizada (Figura 8). O conjunto dentina/material restaurador
foi armazenado em umidade relativa a 37°C por 24h, para a realizagdo do teste de

cisalhamento.

Figura 8. (A) Aplicagdo do extrato de roma. (B) Secagem com papel absorvente. (C) Aplicacdo de sistema
adesivo. (D) Insercdo da resina composta Bulk fill. (E) Fotopolimerizagédo. (F) Aspecto final da restauragéo na
superficie.

Envelhecimento da interface adesiva
Metade dos espécimes de cada grupo foi submetida a degradacao térmica e hidrolitica
da interface adesiva. As amostras foram submetidas a armazenamento em umidade relativa

por 12 meses (37°C) e termociclagem em maquina termocicladora (Etica Odontolégica, Sdo
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Paulo, SP, Brasil) a 5°C e 55°C em dgua. O tempo de imersdo em cada banho foi de 30
segundos e o tempo de transferéncia entre os dois banhos foi de 2 segundos.

As amostras foram submetidas a 1000 ciclos térmicos por més (2 x no més) e foram
mantidas em umidade relativa com gaze embebida em 4agua destilada a 37°C entre os
intervalos, totalizando 12.000 ciclos e 12 meses de armazenamento. As gazes embebidas dgua

destilada foram trocadas a cada semana (Figura 9).

Figura 9. Maquina termocicladora (banhos de 5°C e 55°C) com compartimento para os espécimes.

Teste de resisténcia ao cisalhamento

Decorrido o periodo de 24 h apods a confecgcdo das restauracdes, os corpos-de-prova
foram posicionados na maquina universal de ensaios (Instron 4444; Instron Corporation,
Canton, MA, EUA) fixados em dispositivo de ago inoxidavel, permitindo a incidéncia de
forca de 90°, sem entrar em contato com a base de resina acrilica. A aplicagdo da forca

cisalhante foi realizada por meio de ponta de ago inoxidavel retangular chanfrada com célula
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de carga de 2 kN, a velocidade de 0,5 mm/min, até¢ o deslocamento da restauracdo (Figura
10). Os dados foram tabulados e transformados em MPa para analise posterior.

As falhas ocorridas foram analisadas em lupa estereoscopica (40x) (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha), e foram classificadas em adesiva, quando a superficie
dentinaria esteve coberta por fina camada de material adesivo; coesiva do material, quando a
superficie estiver coberta por resina composta; coesiva do substrato, quando a falha ocorrer na

dentina; e mista, nas situagdes em que houver a combinacdo dos tipos adesiva e coesiva.

Figura 10. (A) Maquina universal de ensaios Instron 4444. (B) Corpo-de-prova posicionado para receber carga
cisalhante. (C) Teste de cisalhamento em execucao.

Analise morfologica da interface em Microscopia Eletronica de Varredura

Quarenta e oito espécimes foram preparados para andlise da interface adesiva, sendo
metade desse destinados a cada tempo: imediato apos 24h ou envelhecido apds 12 meses
(n=6). Sobre o fragmento de dentina (higido ou erodido) tratado com os diferentes protocolos,

foram realizadas as restauragdes em resina composta como descrito anteriormente para o
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ensaio de resisténcia ao cisalhamento, com exce¢do do embutimento em resina acrilica. O
bloco dentina/resina foi seccionado ao meio em maquina de corte. A por¢do interna de uma
das partes foi planificada com lixas de granulacao de 600 e 1.200 (Norton; Lorena, SP, Brasil)
por 30 s cada e polida com pasta de alumina de 0,3 um e 0,05 um por 5 min cada.

Apos o polimento, as secdes receberam acido fosforico a 37% (Villevie, Joinvile, SC,
Brasil) por 20 s, seguido de enxdgue pelo mesmo tempo e, higienizacdo em ultrassom por 10
min. Em seguida, os espécimes sofreram desidratagdo em etanol de 25°, 50°, 75°, 95° GL,
mediante imersao por 20 minutos em cada solucdo. Posteriormente, foram imersos por 1 h em
etanol 100° GL, e por fim, foram em HMDS por 10 minutos.

Os corpos-de-prova foram fixados em stubs metalicos (SCD 050 Bal-Tec, Nova
Iorque, EUA) e analisados em microscopio eletronico de varredura (Zeiss EVO 50; Carl

Zeiss, Cambridge, Inglaterra) (Figura 11) e as areas mais representativas foram fotografadas.

Figura 11. (A) Metalizadora Bal-Tec modelo SCD 050. (B) Corpos-de-prova fixados em stubs metalicos. (C)
Microscopio eletronico de varredura Zeiss EVO 50. (D) Espécimes metalizados para analise em MEV.
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Analise dos dados

A andlise estatistica foi realizada no software Statistical Package for Social Science
(SPSS 25; IBM Corp., NY, EUA) com alfa pré-estabelecido de 0,05. Os dados da agdo
antioxidante (ug/mL) foram analisados pelo teste ndo-paramétrico de Qui-quadrado. Os dados
referentes a resisténcia ao cisalhamento (MPa) foram submetidos a testes de normalidade e
homogeneidade, mostrando distribuicdo normal (teste Shapiro Wilk) e homogénea (teste
Leveve). Em seguida, foram analisados por Analise de Variancia a trés critérios, considerando
como fatores independentes o substrato (higido ou erodido), o tratamento (experimental ou
controle) e o tempo (imediato ou envelhecido). As falhas foram analisadas pelo teste de Qui-
quadrado. As fotomicrografias foram analisadas de modo qualitativo por 3 examinadores

calibrados (kappa>0,8).
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Potencial antioxidante do extrato hidroalcoolico de P. granatum

A atividade antioxidante do extrato experimental foi comparada com os padrdes

sintéticos BHA e BHT, e expressa em porcentagem (%AA). Nao houve diferenga significante

nos valores de BHA, BHT e P. granatum 10% (p=0,2459) (Tabela 1), evidenciando o

potencial antioxidante do extrato experimental.

Tabela 1. Médias e desvios-padrdes (triplicatas) da concentragdo inibitoria do radical DPPH

(%AA) para atividade antioxidante dos padroes BHT, BHA e do extrato de P. granatum.

Amostras BHT BHA Extrato de P. granatum 10%
1 (88,20 = 0,24) (85,81 + 0,82) (83,05 + 0,52)
2 (81,69 + 1,29) (83,40 % 0,66) (83,60 + 1,44)
3 (73,26 = 1,67) (76,30 + 1,38) (80,79 + 2,65)
4 (64,67 +0,63) (60,24 + 1,26) (67,47 + 4,98)
5 (42,78 + 1,68) (35,46 + 0,38) (45,85 + 9,96)
6 (27,78 + 1,80) (21,93 + 3,46) (32,41 + 5,40)
Total (63,06 + 0,64) * (60,52 + 1,10) * (65,52 +3,42) *

*sem diferenca significante entre os valores médio de BHA, BHT e P. granatum (Teste Qui-quadrado, p=0,2459)

Foi calculado o IC50 (ng/mL) de cada solugdo, que representa a quantidade necessaria

de uma substancia para inibir um determinado processo bioldgico em 50% (nesse estudo, o

radical DPPH). Encontrou-se os seguintes resultados: IC50 do BHA = 2,97 pg/mL, IC50 do

BHT = 3,01 pg/mL e IC50 do extrato de P. granatum = 3,49 ng/mL (Figura 12).

Inibigao do DPPH (%)
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Figura 12. Curva ICso do extrato P. granatum.
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Resisténcia adesiva ao cisalhamento

A Tabela 2 contém o resultado da Analise de Varidncia para o ensaio de resisténcia

adesiva ao cisalhamento.

Tabela 2. Analise de Varidncia a 3 critérios, considerando tratamento, substrato e tempo. Variavel
dependente: resisténcia de unido (MPa) do material restaurador a dentina.

SQ GL QM F Sig.

Modelo corrigido 1194,249° 11 170,607 21,256 0,000
Intercepto 15109,951 1 15109,951 1882,550 0,000
Tratamento 81,716 2 40,858 5,090 0,008
Substrato 0,000 0 . . 0,000
Tempo 455,054 1 455,054 56,695 0,000
Tratamento * Substrato 0,000 0 . . .
Tratamento * Tempo 120,049 2 60,024 7,478 0,001
Substrato * Tempo 0,000 0 .
Tratamento * Substrato * Tempo 0,000 0 . 0,000
Erro 706,316 88 8,026

Total 17010,517 96

Total corrigido 1900,566 95

A andlise dos dados mostrou diferenca significativa para os 3 fatores testados
tratamento (p=0,008), substrato (p=0,000) e tempo (p=0,000), bem como para a interagao
deles (p<0,0001). O substrato higido foi superior ao erodido. O extrato de P. granatum foi

superior a agua. A resisténcia de unido imediata foi superior a envelhecida (Figura 13).
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Figura 13. Média de forca de RU correlacionada com substrato dentindrio
(higido/erodido) e tempo de analise (24horas/12meses).
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Os valores médios e desvios-padrdes da resisténcia adesiva do material restaurador a
dentina, considerando a interacao das diferentes condi¢cdes experimentais, estdo apresentados

na Tabela 3.

Tabela 3. Médias e desvios-padrdes (MPa) da resisténcia ao cisalhamento do material restaurador a dentina,
considerando substrato, tratamento da superficie e a degradagao da interface (n = 12).

Dentina higida Dentina erodida
Agua Extrato de P. Agua Extrato de P.
granatum 10% granatum 10%
Imediata (24h) (17,70 £2,40) Aa (16,95 £ 4,60) Aa (12,27 £ 2,28) Ab (11,96 +3,24) Ab
Ap6s 12 meses (11,47 £1,82) Bb (13,46 £ 3,42) Ba (5,75+£1,65) Be (10,96 +1,90) Ab

Diferentes letras maiusculas indicam diferenga estatisticamente significante dentro da mesma coluna (Tempo, p <0,05).
Diferentes letras minusculas indicam diferenga estatisticamente significante dentro da mesma linha (Tratamento, p <0,05)

De modo geral, verificou-se que o envelhecimento da interface adesiva (12.000 ciclos
térmicos e 12 meses de armazenamento) reduziu a for¢a de unido ao cisalhamento, pois os
corpos-de-prova ndo submetidos a degradacgdo (teste imediato) apresentaram maior resisténcia

de unido que os degradados (p<0,0001).

Na andlise imediata (sem envelhecimento da interface), verificou-se que os grupos que

tiveram a dentina erodida apresentaram menor resisténcia de unido que os com a higida (p<0,05).

Apoés a degradacdo da interface, o extrato P granatum aplicado no substrato erodido

manteve estavel a resisténcia de unido (p<0,05), pois os valores imediatos (11,96 + 3,24 MPa) e

envelhecidos (10,96 = 1,90 MPa) nao diferiram entre si. Os piores valores de adesdo foram

encontrados ap6s 12 meses em dentina erodida, tratada apenas com agua (5,75 + 1,65 MPa).
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Falhas apos o teste de resisténcia adesiva

Na andlise imediata (24h), houve predominio de falha mistas (combinagdo do tipo
adesiva e coesiva) para a dentina higida, independentemente do tratamento (controle e extrato
P. granatum). (Figura 14). Na dentina erodida, observou-se maior presenca de falhas
adesivas, independentemente do tratamento. Foi baixo o nimero de falhas coesivas (dentina e

material) (Tabela 4, Figura 14).

Tabela 4. Falhas ap6s o teste de cisalhamento imediato nos diferentes grupos experimentais (n=12).

Dentina higida Dentina erodida
Agua Extrato de roma Agua Extrato de roma
Adesiva 3/12 (25%) 4/12 (33,33%) 8/12 (66,66%) 6/12 (50%)
Mista 8/12 (66,66%) 7/12 (58,33%) 4/12 (33,33%) 5/12 (41,66%)
Coesiva (dentina) 1/12 (8,33%) 0 0 1/12 (8,33%)
Coesiva (material) 0 1/12 (8,33%) 0 0

Apds o envelhecimento de interface, observou-se predominio de falhas mistas na
dentina higida tratada com agua ou extrato P. granatum e na dentina erodida tratada com P.
granatum. No entanto, verificou-se predominio de falhas adesivas na dentina erodida que

recebeu apenas agua (Tabela 5, Figura 15).

Tabela 5. Falhas apos a degradagéo da interface adesiva nos diferentes grupos experimentais (n=12).

Dentina higida Dentina erodida
Agua Extrato de roma Agua Extrato de roma
Adesiva 5/12 (41,66%) 4/12 (33,33%) 8/12 (66,66%) 2/12 (16,66%)
Mista 6/12 (50%) 6/12 (50,0%) 3/12 (25%) 8/12 (66,66%)
Coesiva (dentina) 1/12 (8,33%) 1/12 (8,33%) 1/12 (8,33%) 1/12 (8,33%)

Coesiva (material) 0 1/12 (8,33%) 0 1/12 (8,33%)
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Figura 14. Representacdo grafica dos valores percentuais do padrdo de falhas dos grupos experimentais
sem degradacdo de interface.
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Figura 15. Representagdo grafica dos valores percentuais do padrido de falhas dos grupos experimentais
apos a degradacdo de interface (12 meses).
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Analise da morfologia da interface adesiva por MEV

A andlise imediata (sem degradacdo) das se¢des restauradas permitiu a verificagdo de
tags de resinosos e boa interface adesiva na dentina higida, bem como na tratada com extrato
experimental de P. granatum. Observou-se reducdo no nimero de tags resinosos na dentina
erodida tratada com agua, bem como desmineralizagdo peritubular e intertubular, no entanto
no geral, todos os tratamentos apresentaram uma camada adesiva uniforme (Figura 16 A-D).

Apbs o envelhecimento de 12 meses, verificou-se presenca de camada hibrida e
interface adesiva na dentina higida (controle) (Figura 17 A), bem como na dentina tratada
com P. granatum, observou-se formacdo de tags resinosos (Figura 17 B e D). Na dentina
erodida foi possivel observar a presenga de desmineralizagdo peritubular e intertubular
(Figura 17 C e D). Observou-se reducdo no nimero de tags resinosos na dentina erodida

tratada com agua, seguindo o mesmo padrao da andlise imediata.
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Figura 16. MEV da interface ap6s o procedimento restaurador (sem degradacdo). (A) Dentina higida (controle)
observa-se a formagao de fags resinosos (setas vermelhas); (B) Dentina higida + P. granatum a 10% observa-se a
formagdo de tags resinosos (setas vermelhas); (C)Dentina erodida verifica-se redugdo na formagao de tags resinosos
com padréo de desmineralizagdo peritubular e intertubular (asterisco vermelho) e (D)Dentina erodida + P. granatum
a 10% observa-se a formagdo de fags resinosos (setas vermelhas). No qual r=Resina, a=Adesivo, ch=Camada
hibrida e d=Dentina.
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Figura 18. MEV da interface apos degradacdo da interface adesiva (12 meses). (A) Dentina higida (controle)
observa-se a formacdo de fags resinosos (setas vermelhas); (B) Dentina higida + P. granatum a 10% observa-se a
formagdo de tags resinosos (setas vermelhas); (C)Dentina erodida verifica-se redugio na formacdo de rags
resinosos com padrdo de desmineralizagdo peritubular e intertubular (asterisco vermelho) e (D) Dentina erodida +
P. granatum a 10% observa-se a formagdo de fags resinosos (setas vermelhas) bem como desmineralizagido
peritubular. No qual r=Resina, a=Adesivo, ch=Camada hibrida e d=Dentina.
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A dentina exposta proveniente do desgaste dental erosivo necessita de tratamento
restaurador, desde protecdo de tiibulos dentinarios para reduzir sensibilidade, até reabilitagao
de desgastes mais severos, por meio de grandes reconstru¢cdes em resina composta ou
procedimentos indiretos (Kanzow et al., 2019; Fradeani et al., 2021; Mortensen et al., 2021).

As técnicas restauradoras adesivas com resinas compostas permitem o
restabelecimento da estrutura perdida pelo desgaste dental provenientes de lesdes nao
cariosas, de modo a preservar os tecidos remanescentes, ou seja, com minimo ou nenhum
preparo dental (Pini et al., 2019; Mehta et al., 2021; Ramos et al., 2022). No entanto, a
resisténcia de unido da resina ao substrato erodido, ao longo do tempo, tem sido descrita como
baixa (Zimmerli et al., 2012; Milosevic et al., 2016). O processo de degradagdo da camada
hibrida ocorre devido principalmente a acdo das MMPs, que permanecem aprisionadas dentro
da matriz extracelular da dentina na forma inativa e sdo ativadas mediante desafio acido
(Almahdy et al., 2012; Niu et al., 2014, Favetti et al., 2017).

Sabe-se que os antioxidantes tém a capacidade de proteger contra danos causados
pelos radicais livres (Eghbali et al., 2021). Além disso, na tentativa de melhorar a resisténcia
de unido na superficie dentinaria, tem-se sugerido o pré-tratamento com substincias
biomodificadoras, como os extratos naturais (Autieri et al., 2018; Suratno et al., 2021), pois
diminuem a degradacao das fibrilas colagenas (Fakhri et al., 2020; Souza-Gabriel et al.,
2020). Estudo in vitro demonstrou atividade antioxidante e alta concentracdo de flavonodides
no extrato hidroalcéolico de roma (Hanafy et al., 2021).

Dessa forma, este estudo se propds identificar o potencial antioxidante de um extrato
hidroalcdolico experimental da casca de roma a 10% (P. granatum) e a analisar seu efeito na
resisténcia adesiva do material resinoso ao substrato dentinario erodido.

Foram utilizados dentes bovinos devido a similaridade em sua estrutura, ao tamanho

favoravel da coroa dental, facilidade de obtencdo dos dentes, e melhor padronizagao do
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substrato (De Carvalho et al., 2018). Soares et al. (2016) verificaram auséncia de diferencas
significativas entre os substratos humanos e bovinos no que se refere aos valores de
resisténcia de unido em procedimentos restauradores adesivos.

O método de liofilizacdo foi utilizado para o preparo do extrato hidroalcdolico da P.
granatum 10%. O processo de liofilizacdo consiste na remoc¢do da agua do material por
sublimagdo, em baixas temperaturas, portanto, ndo ocorre alteragdo quimica (perda de
constituintes volateis) pelo calor (Rodriguez et al., 2019). O produto liofilizado apresenta
resisténcia @ microrganismos devido a concentracdo de agua residual ser minima e permite
manipular de forma adequada as concentra¢des necessarias para o experimento (Rodriguez et
al., 2019; Mitsagga et al., 2021).

Utilizou-se o po liofilizado da casca da fruta, pois a literatura (Akhtar et al., 2015;
Russo et al., 2018) e estudo prévio do nosso grupo (Gallas et al., 2018), verificaram que a
maior concentragdo dos compostos fendlicos estd na casca da romd. A concentracdo do
extrato experimental foi padronizada em 10%, na tentativa de potencializar os efeitos dos
flavonoides, visto que, a solucdo de roma em baixa concentragdes nao proporcionou
resultados promissores na resisténcia de unido (Ziotti et al., 2016; Souza-Gabriel, 2020).

A quantificacdo de punicalagina no extrato da casca da roma foi realizada por
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), conhecido do inglés como HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) com UV/Vis, que emprega pequenas colunas,
preenchidas com materiais especialmente preparados e uma fase movel que ¢ eluida sobre
altas pressoes (Salwe et al., 2015). Essa técnica realiza analise quantitativa de compostos de
varios tipos de amostras com alta eficiéncia (Salwe et al., 2015; Russo et al., 2018). Nesse
estudo, verificou-se que os picos dos isomeros de punicalagina do extrato de P. granatum e
do padrao foram proximos, evidenciando a presenga desse tanino antioxidante no extrato

experimental.
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Antioxidantes sdo compostos que possuem potencial de eliminacdo de radicais pela
doacdo de um ion hidrogénio ao radical livre e posteriormente, ele proprio se torna um radical
(Prior & Cao, 1999). Outro mecanismo seria pela doagdo de um elétron ao radical livre,
tornando-se ele mesmo um cation radical (Bendary et al., 2013). O DPPH ¢ um radical livre
estavel de nitrogénio de cor violeta, que possui absor¢do entre 515 ¢ 520 nm. A reducdo do
radical DPPH ¢ monitorada pelo decréscimo da absorbancia durante a reacdo (Prior & Cao,
1999). O método de sequestro do radical DPPH ¢ utilizado para avaliar a atividade
antioxidante de extratos, e tem sido amplamente empregado na inddstria alimenticia (Mira-
Sanchez et al., 2020; Lee et al., 2021).

No presente estudo, extrato de P. granatum demonstrou ser eficaz na remogdo de
radicais livres DPPH tanto quanto os padrdes sintéticos BHA e BHT. Esse processo pode ser
explicado pela presenca de taninos, como a punicalagina na casca da fruta (Akhtar et al.,
2015; Russo et al., 2018). Jalali et al. (2021) reportaram que a punicalagina presente na P.
granatum possui atividade sequestradora do radical livre DPPH. Os antioxidantes estabilizam
os elétrons para que a superficie a ser restaurada fique uniforme e nao porosa, favorecendo os
procedimentos adesivos (Suratno et al., 2021; Zhao & Yuan., 2021). Dessa forma, a analise da
acdo antioxidante dos extratos utilizados na superficie dental pode complementar os
resultados obtidos nos ensaios de resisténcia de unido.

Nesse estudo, a resisténcia de unido do material ao substrato foi avaliada pelo teste de
cisalhamento, no qual a restauracdo ¢ rompida por uma forca aplicada paralelamente a
interface. O ensaio de cisalhamento tem sido amplamente empregado (Nivedita et al., 2019;
Mishra et al., 2020; Souza-Gabriel 2020; Brauchli & Steineck et al., 2021) devido a
possibilidade de padronizar os corpos-de-prova e permitir melhor distribuicdo das tensdes na

interface adesiva.
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Optou-se por utilizar um sistema adesivo autocondicionante de um passo (Ecosite Bond,
DMG) por dispensar o condicionamento 4cido do protocolo restaurador, minimizando assim a
sensibilidade pos procedimento restaurador (técnica de condicionamento seletivo) (Paken et al.,
2021). Estudo recente, observou que a erosao dentinaria reduz os valores de resisténcia adesiva,
e que a interface adesiva pode ser aprimorada pelo uso do sistema adesivo autocondicionante
em detrimento do condicionamento total (Kanniappan et al., 2022).

A resina composta selecionada foi nanohibrida Bulk fill, a base de monomero DMA e
Bis-GMA (Ecosite Bulk fill, DMG), por permitir a aplica¢gdo em incremento inico e poupar
tempo clinico, além de conferir contracdo de polimerizacdo adequada (Cowen & Powers,
2018). No entanto, trata-se de uma marca comercial ainda pouco testada em estudos
laboratoriais e clinico.

De modo geral, observou-se que a resisténcia de unido da dentina erodida foi inferior a
dentina higida, o que estd de acordo com a literatura (Cruz et al., 2015; Cersosimo et al.,
2016; Belmar da Costa et al., 2021). Valores inferiores de resisténcia de unido a microtragao,
bem como aumento da nanoinfiltracdo da interface resina/dentina foram observados na
dentina erodida (Siqueira et al., 2018). Além disso, o condicionamento com acido fosforico na
dentina erodida reduziu a resisténcia de unido do adesivo universal/resina composta (Frattes et
al., 2017).

Procedimentos restauradores adesivos em dentina erodida sdo significativamente
prejudicados, independentemente da estratégia adesiva, pois a erosdo causa queda do pH,
aumenta a atividade de enzimas proteoliticas (Buzalaf et al., 2012) e gera infiltragao
incompleta do adesivo na matriz de colageno (de Siqueira et al., 2018). A erosdo dental causa
degradacao do colageno ndo infiltrado e da camada hibrida com o passar dos anos (de
Siqueira et al., 2018; de Siqueira et al., 2020). Recente revisao sistematica (Wiegand et al.,

2021) demonstrou que a erosao dental interfere negativamente na resisténcia de unido
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imediata e apds envelhecimento, principalmente na adesdo a dentina, corroborando nossos
resultados.

Os resultados do ensaio de resisténcia de unido mostraram que a aplicacdo do extrato
experimental a base de roma aumentou os valores de resisténcia de unido em comparagdo ao
controle, sem tratamento. Verificou-se que o protocolo de tratamentos com extrato de P.
granatum foi capaz de manter a resisténcia adesiva do material a dentina erodida apos
envelhecimento. Em contrapartida, na dentina erodida e sem tratamento com o extrato, houve
queda significativa dos valores de resisténcia de unido apos 12 meses de degradagao.

Acredita-se que os flavondides presentes nos extratos naturais sejam capazes de
induzir ligagdes moleculares de colageno e melhorar as propriedades mecanicas da dentina,
bem como funcionar como inibidores de MMPs e impedir a degradacdo precoce da interface
adesiva (Baldion & Betancourt, 2021; Paik et al., 2022). Além disso, os compostos naturais
contendo bioativos melhoram a molhabilidade do substrato dental e deixam a superficie
quimicamente preparada para os procedimentos adesivos (Ururahy et al., 2017).

Até o momento, a literatura traz apenas dois estudos de resisténcia adesiva da resina a
dentina pré-tratada com extrato de P. granatum (Ziotti et al., 2016; Sajana et al., 2020), pois
os demais se relacionam a pds-tratamento em substrato que recebeu clareamento (Sharafeddin
& Farshad, 2015; Souza-Gabriel et al., 2020; Suratno et al., 2021; Abodahb et al., 2022). O
estudo prévio do nosso grupo de pesquisa (Ziotti et al., 2016) nao encontrou resultados
promissores com a solu¢ao de roma, provavelmente devido ao método de preparo da solucao
(p6 comercial aquecido em agua), que ocasionou residuos da solucdo na dentina, além da
baixa concentragdo do bioativo (0,5%). Em contrapartida, Sajana et al. (2020) reportaram

aumento na resisténcia adesiva quando a dentina higida foi tratada com extrato de roma 20%.



78 | Discussao

Em relacgao aos tipos de falhas, verificou-se predominio de falhas adesivas na analise
imediata da dentina erodida tratada apenas com agua e dentina erodida tratada com extrato de
P. granatum. Esses achados estdo em concordincia com estudos prévios (Milosevic et al.,
2016; Frattes et al., 2017) que relataram maior prevaléncia de falhas adesiva em dentes
erodidos, sugerindo fragilidade na unido do material ao substrato.

Na andlise apds 12 meses de envelhecimento da interface adesiva, observou-se maior
indice de falhas mistas na dentina higida tratada com 4gua, e nas dentinas higida e erodida
tratadas com extrato de P. granatum. A literatura sugere que a maior porcentagem de falhas
mistas representa melhor interface adesiva, e o que reflete em melhores valores de resisténcia
de unido (Fang et al., 2012).

A interface adesiva foi analisada qualitativamente por MEV, método pelo qual se
consegue observar a topografia da superficie com adequado contraste e alta resolucdo de
imagem (Salim et al., 2018; Paken et al., 2021). Observou-se, que 0 processo erosivo causou
desmineralizacdo da dentina peri e intertubular, ¢ a degradagdo da matriz provavelmente
causou reducao no numero de tags resinosos na dentina tratada apenas com agua. Esses
achados estdo de acordo com estudos prévios em dentina (Siqueira et al., 2018; Giacomini et
al., 2019), que sugerem que a alteragdes morfoldgicas causadas pela erosdo possam refletir
em valores menores de resisténcia de unido do material restaurador. A reducao dos tags
resinosos nos grupos erodidos, reforca a ideia de que a matriz organica dentinaria submetida a
processo erosivo dificulta a penetracao do sistema adesivo, devido a fragilidade das fibras, o
que prejudica a hibridizacdo e acelera a degradacdo da interface (Zimmerli et al., 2012;
Belmar da Costa et al., 2021). Hanzen et al. (2022) observaram reduzida nanoinfiltracdo do
adesivo universal em substrato erodido apos envelhecimento de 12 meses.

De modo geral, os espécimes apresentaram boa interface adesiva, sugestiva de camada

hibrida uniforme e com fags resinosos. A presenga de boa interface adesiva observada nesse
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estudo, esta em concordancia com os altos valores de resisténcia de unido obtidos no ensaio
de cisalhamento, provavelmente em decorréncia do sistema restaurador selecionado, do
cuidado durante a realizagdo do protocolo restaurador e preparo das amostras para a analise
me MEV.

Em suma, ressalta-se que esse estudo elucidou alguns beneficios do extrato
hidroalc6olico de roma, aplicado na dentina, como potencial antioxidante e manutencao da
resisténcia de unido da resina ao longo do tempo. Todavia, por se tratar de um estudo que
avaliou pela primeira vez o efeito do pré-tratamento da dentina erodida com extrato de roma
na adesividade de uma resina composta bulk fill, torna-se dificil comparar diretamente os
resultados observados com a literatura. Destaca-se, portanto, que os resultados encontrados
foram promissores, € encorajam novas pesquisas laboratoriais e clinicas randomizadas, a fim

de se esclarecer os reais beneficios do uso do extrato de roma no substrato dental.
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Com base nos achados, e considerando as limitacdes metodoldgicas deste estudo,
conclui-se que:

* O extrato experimental da casca de romad (P. granatum) apresentou potencial
antioxidante comparados aos padrdes sintéticos BHT e BHA;

= A dentina bovina erodida apresentou resisténcia adesiva ao cisalhamento inferior a
dentina higida;

= O processo erosivo influenciou negativamente a resisténcia adesiva imediata e
envelhecida no cisalhamento do material resinoso.

* No decorrer de 12 meses de envelhecimento, o extrato experimental de P. granatum
foi capaz de preservar a integridade da interface adesiva da dentina erodida;

* Em MEV verificou-se a presenca boa interface adesiva com formagdo de tags

resinosos, nos grupos controle e tratados com P. granatum 10%.
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