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RODRIGUES, J. S. Ação da solução de chá verde encapsulada em nanoquitosana na 

dentina submetida à biocorrosão: Resistência adesiva da interface e atividade das 

metaloproteinases da matriz. 2022. Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

 

Novas soluções a base de compostos naturais podem ser utilizadas no substrato dental 

antes do procedimento restaurador a fim de inibir a atividade das metaloproteinases (MMPs) e 

melhorar da estabilidade da interface adesiva, especialmente em dentes submetidos à 

biocorrosão endógena ou exógena. Este estudo avaliou o efeito do pré-tratamento com a solução 

experimental de chá verde encapsulada com nanoquitosana (NanoQ) na resistência adesiva da 

interface e na inibição de metaloproteinases (MMPs) em dentina submetida à biocorrosão in 

vitro. Setenta e oito molares humanos hígidos foram seccionados e divididos aleatoriamente de 

acordo com o substrato: hígido (controle) e biocorroído (ácido cítrico 0,3% por 2h). Os 

espécimes foram subdivididos de acordo com o pré-tratamento da dentina: água destilada 

(controle), CHX (digluconato de clorexidina) a 2%, e solução de chá verde + NanoQ. As 

soluções foram aplicadas de modo ativo (10 mL, 1 min) e secas com papel absorvente. Em 

seguida, aplicou-se o adesivo Single Bond Universal (3M), os espécimes foram restaurados 

(FilTek Z350, 3M) e termociclados (2000 ciclos). Sessenta molares (10 dentes por grupo) foram 

seccionados em palitos (0,8 ± 0,2 mm²), obtendo-se no mínimo 6 palitos por dente. Realizou-

se o teste de resistência à microtração (μTBS) em Máquina Universal de Ensaios (0,5 mm/min, 

50 kgf), e as falhas foram análisadas em microscopia confocal a laser (n=10 dentes, 4 palitos 

por dente). O ensaio de zimografia foi realizado (n=10 dentes, 1 palito por dente) para avaliar 

a atividade das MMPs por microscopia de fluorescência (Leica DMI 6000). Para a quantificação 

das MMPs, determinou-se a área de fluorescência da interface (software Image J). A expressão 

da MMP-20 e MMP-9 foram avaliadas por imunofluorescência (n=10 dentes, 1 palito por 

dente).  Os 18 dentes restantes restaurados foram seccionados ao meio, polidos e a interface foi 

analisada em microscopia confocal a laser (n=3 dentes). Os dados de μTBS (MPa) foram 

analisados por ANOVA a dois critérios e teste de Tukey HSD. As áreas aferidas (µm2) em 

zimografia foram analisadas por ANOVA e Holm-Sidak (α=0,05). As imagens de 

imunofluorescência e microscopia confocal foram analisadas qualitativamente. A dentina 

hígida (24,26 ± 9,96) apresentou maior resistência adesiva que biocorroída (13,62 ± 7,56). O 

tratamento da dentina promoveu diferença significante entre os grupos (p = 0,011). Os maiores 

valores foram encontrados na dentina tratada com chá verde + NanoQ e os menores, na tratada 

apenas com água. O pré-tratamento da superficie antes da aplicação do adesivo com CHX 2% 

ou chá verde + NanoQ inibiu a atividade enzimática da MMPs (p < 0,0001) em dentina 

biocorroída. A imunofluorescência revelou a expressão de MMP-20 em maior intensidade que 

a MMP-9, independentemente do substrato ou tratamento. Conclui-se que a aplicação da 

solução de chá verde + NanoQ previamente ao adesivo aumentou a resistencia de união da 

resina nas dentinas hígida e biocorroída, e que essa solução experimental reduziu a atividade 

das MMPs em dentina biocorroída de modo semelhate à clorexidina 

 

Palavras-chave: biocorrosão, metaloproteinases, chá verde, quitosana, nanopartícula, 

adesivo dentinário. 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





RODRIGUES, J. S. Green tea solution encapsulated with nanoparticulated chitosan on 

biocorroded dentin: Interface bond strength and metalloproteinases activity. 2022. – 

Ribeirão Preto School of Dentistry, University of São Paulo. 

 

New natural composite-based solutions are used in dentin before the restorative procedure to 

inhibit the activity of metalloproteinases (MMPs) and improve the stability of the adhesive 

interface, especially in teeth for endogenous or exogenous biocorrosion. This study was to 

assess the effect of pretreated with experimental assay green tea-loaded chitosan nanoparticles 

(Gt + Nchi) on bond strength (µTBS) and inhibition activity of MMPs on biocorrosion in vitro 

study. Seventy-eight caries-free human molars were sectioned, and randomly divided according 

to the substrate: sound (control) and biocorroded (0.3% citric acid for 2h). Samples were 

subdivided according to dentin pretreatment: distilled water (control), 2% CHX (chlorhexidine 

 digluconate), and Gt + Nchi. The solutions were actively applied (10 mL, 1 min) and dried 

with absorbent paper. After, Single Bond Universal (3M) adhesive was applied, the samples 

were restored (FilTek Z350, 3M) and thermocycled (2000 cycles). Sixty molars (10 teeth per 

group) were sectioned into sticks (0.8 ± 0.2 mm²), obtaining 6 sticks per tooth. The microtensile 

strength test (μTBS) was performed in the Universal Testing Machine (0.5 mm/min, 50 kgf), 

and failures were analyzed in confocal laser microscopy (n=10 teeth, 4 toothpicks per tooth). 

The zymography assay was performed (n=10 teeth, 1 toothpick per tooth) to evaluate the 

activity of MMPs by fluorescence microscopy (Leica DMI 6000). For the quantification of 

MMPs, the fluorescence area of the interface was determined (Image J software). The 

expression of MMP-20 and MMP-9 were evaluated by immunofluorescence (n=10 teeth, 1 

toothpick per tooth). The remaining 18 restored teeth were sectioned in half, polished and the 

interfaces were analyzed on confocal laser microscopy (n=3 teeth). μTBS (MPa) data were 

analyzed by two-way ANOVA and Tukey's HSD test. The measured areas (µm2) in situ 

zymography were analyzed by ANOVA and Holm-Sidak (α=0.05). Immunofluorescence and 

confocal microscopy images were qualitatively analyzed. Sound dentin (24.26 ± 9.96) showed 

greater bond strength than biocorroded (13.62 ± 7.56). The dentin pretreatment promoted a 

significant difference between the groups (p = 0.011). The highest values were found in dentin 

treated with Gt + Nchi and the lowest in dentin treated with water only. Pretreatment of the 

surface before application of the adhesive with CHX 2% or Gt + Nchi inhibited the enzymatic 

activity of MMPs (p < 0.0001) in biocorroded dentin. Immunofluorescence revealed the 

expression of MMP-20 at a higher intensity than MMP-9, regardless of the substrate or 

treatment. It was concluded that applying Gt + Nchi prior to the adhesive increased the bond 

strength of the resin in sound and biocorroded dentin, and that this experimental solution 

reduced the activity of MMPs in biocorroded dentin in a similar way to chlorhexidine. 

 

Keywords: biocorrosion, metalloproteinases, green tea, chitosan, nanoparticle, dentin 

adhesive. 
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A erosão dental é a perda patológica da estrutura dental causada pela ação ácida não 

bacteriana na cavidade bucal (BELMAR DA COSTA et al., 2021). A biocorrosão é a 

degradação progressiva molecular de um tecido vivo por meio de ação bioquímica e 

eletroquímica, sendo esta uma definição mais ampla que o termo “erosão” (GRIPPO et al., 

2018; PEUMANS; POLITANO; VAN MEERBEEK, 2020).  

Na estrutura dental a biocorrosão pode ocorrer por ação química de ácidos exógenos, 

endógenos, enzimas proteolíticas sem envolvimento bacteriano e também por efeitos 

piezoelétricos na matriz orgânica da dentina (DONOVAN et al., 2021; GRIPPO et al., 2018).  

A exposição frequente e prolongada das superfícies dentais aos ácidos extrínsecos e intrínsecos 

(suco gástrico) associada ao estresse oclusal, atrição e abrasão favorece a perda de estrutura 

dentária. Portanto, os hábitos alimentares (bebidas e alimentos ácidos), o uso prolongado de 

medicações ácidas e alterações sistêmicas têm sido associados a fatores de risco para progressão 

da biocorrosão dentária (DONOVAN et al., 2021; GRIPPO et al., 2018; WANG et al., 2018).  

As enzimas proteolíticas do estômago (pepsina) e pâncreas (tripsina) podem degradar a 

matriz orgânica desmineralizada (KANZOW et al., 2016; PEUMANS; POLITANO; VAN 

MEERBEEK, 2020). Essas enzimas podem penetrar na boca durante condições de refluxo 

gastresofágico, regurgitação e bulimia (ORTIZ et al., 2021; PICOS; BADEA; DUMITRASCU, 

2018).  Além do tipo e da frequência da exposição aos ácidos, outros fatores biológicos 

determinam a extensão e progressão da biocorrosão, dentre eles pode-se citar o fluxo salivar, a 

capacidade de tampão, o pH e a composição da saliva (BUZALAF; MAGALHÃES; RIOS, 

2018; KANZOW et al., 2016; WANG et al., 2018).  

A exposição aos fatores que causam biocorrosão ocasionam a perda da substância 

inorgânica do tecido duro e expõem a matriz da dentina (KATO et al., 2021; KANZOW et al., 

2016). Essa matriz é resistente à escovação e protege a dentina contra forças mecânicas. No 

entanto, a matriz orgânica da dentina pode ser degradada pelas metaloproteinases da matriz 

(MMPs) derivadas do hospedeiro (JOÃO-SOUZA et al., 2019; KATO et al., 2021). A MMP 

20 é secretada pelos ameloblastos durante o desenvolvimento dental e atua na mineralização do 

esmalte e da dentina (MCGUIRE et al., 2014a; RETANA-LOBO et al., 2021).  

As MMPs 2, 8 e 9 são consideradas responsáveis pela hidrólise dos componentes da 

matriz e colágeno durante processo de biocorrosão dental (COSTA et al., 2019; MARAVIC et 

al., 2021). 
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O tratamento da biocorrosão dental consiste na utilização de fluoretos, aconselhamento 

dietético, tratamento médico e psicológico dependo da patologia associada (COSTA et al., 

2019; PEUMANS; POLITANO; VAN MEERBEEK, 2020). Além disso, o aumento da perda 

de estrutura dentária pode avançar e a intervenção restauradora ser necessária. Assim, o 

procedimento restaurador reduz ou interrompe a progressão da biocorrosão na superfície 

dentinária exposta, diminui sintomas de dor, restaura a estética e a função (SIQUEIRA et al., 

2018a; WIEGAND; LECHTE; KANZOW, 2021).  

No entanto, o aspecto químico-morfológico da dentina após biocorrosão representa um 

desafio para adesão dentária do material restaurador (PAPADOGIANNIS et al., 2019; 

SIQUEIRA et al., 2018a; WIEGAND; LECHTE; KANZOW, 2021). Devido a camada de 

colágeno exposta, esta é inadequadamente infiltrada pelos monômeros resinosos dos materiais 

adesivos (ALBUQUERQUE et al., 2019; DAOOD et al., 2019).  

Diante desse impasse, novas estratégias para prevenir a degradação da matriz dentinária 

são essenciais para aumentar a longevidade das restaurações (ANSHIDA et al., 2020; 

BETANCOURT; BALDION; CASTELLANOS, 2019; DAOOD et al., 2019; GRIPPO et al., 

2018). Com o intuito de aumentar estabilidade e durabilidade nas interfaces adesivas o conceito 

de biomodificação da dentina tem sido empregado (DE SOUZA et al., 2021; PRAKKI et al., 

2018). Os biomodificadores podem ser usados para pré-tratar a superfície da dentina ou serem 

incorporados aos materiais adesivos (URURAHY et al., 2021; WIEGAND; LECHTE; 

KANZOW, 2021).  

Dentre os pré-tratamentos na dentina, destacam-se os obtidos a partir das folhas da 

Camellia sinensis (chá verde) (AGUIAR et al., 2014; CURYLOFO-ZOTTI et al., 2021; 

DIETZ; DEKKER, 2017). O chá verde possui compostos biologicamente ativos polifenólicos, 

sendo as catequinas em maior abundância (ABUDUREHEMAN et al., 2022; MAZUR et al., 

2021; VALADAS et al., 2021). Contém ainda cerca de 35% de ingredientes solúveis em água, 

catequinas, cafeína, aminoácidos (L-teanina), vitaminas B1, B2, B3 e B12 e cerca de 65% dos 

ingredientes não solúveis em água são fibras, proteínas, caroteno, clorofila e vitaminas E, D e 

K (DIETZ; DEKKER, 2017; TÜRKÖZÜ; TEK, 2017). Possui aproximadamente 30 a 42%% 

de polifenóis na forma de flavonóides, sendo que a maioria são: epigalocatequina-3-galato 

(EGCG), epigalocatequina (EGC), epicatequina galato (ECG) e epicatequina (EC) 

(ABUDUREHEMAN et al., 2022; MAZUR et al., 2021). O chá verde é conhecido por possuir 

vários efeitos biológicos, incluindo propriedades antioxidantes, antitumorais e antibacterianas 

(TEIXEIRA; SOUSA, 2021; VALADAS et al., 2021).
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Além disso, é um inibidor natural das MMPs capaz de promover ligações cruzadas entre as 

fibras de colágeno e proteger a matriz dos ácidos extrínsecos (COSTA et al., 2019; DE 

MORAES et al., 2016; HANNAS et al., 2016). 

No entanto, a utilidade dos polifenóis do chá verde é limitada devido à rápida 

degradação e a baixa bioabsorção (KUMAR; MEENA; RAJAMANI, 2016; LI et al., 2014). O 

desenvolvimento da nanotecnologia na Odontologia tem permitido a utilização de nano-

encapsulamento como alternativa para proteger os compostos bioativos da degradação 

(SHETTA; KEGERE; MAMDOUH, 2019). Estes novos materiais com partículas de tamanho 

nanométrico permitem o aumento do potencial de ação das concentrações terapêuticas dos 

compostos bioativos no local específico (ALBUQUERQUE et al., 2019; TYAGI et al., 2021).  

Diferentes nanocarreadores poliméricos e à base de lipídios têm sido utilizados para 

encapsulação. No entanto, a baixa capacidade de encapsular o fármaco são consideradas as 

principais desvantagens dos nanocarreadores lipídicos. Portanto, os poliméricos naturais e 

ecológicos estão recebendo interesse neste tipo de encapsulamento (BAENA et al., 2020; DE 

CARVALHO et al., 2019; SHETTA; KEGERE; MAMDOUH, 2019).  

Dentre estes, a quitosana é um biopolímero policatiônico, não tóxico, biocompatível e 

biodegradável obtido por meio de desacetilação alcalina da quitina, principal componente do 

exoesqueleto de crustáceos (FAKHRI et al., 2020; PASCHOINI et al., 2021). Além disso, tem 

propriedades antimicrobianas e a capacidade de ser combinada com uma variedade de 

biomateriais (BAENA et al., 2020; DE CARVALHO et al., 2019). O sistema de administração 

de entrega das drogas em nanoestrutura é uma das áreas que mais emergem no aprimoramento 

da biodisponibilidade de diferentes drogas (FAKHRI et al., 2020; SHAHCHERAGHI et al., 

2022).  

No entanto, são necessários estudos sobre as novas substâncias químicas capazes de pré-

tratar a dentina e inibir a atividade das MMPs e contribuir para melhora da estabilidade da 

interface adesiva das restaurações. O uso da solução de chá verde encapsulada com 

nanoquitosana (Chá verde + NanoQ) poderá auxiliar no pré-tratamento da matriz dentinária 

após processo biocorrosivo da dentina. 
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O objetivo do presente estudo foi avaliar o uso da solução experimetal de chá verde + 

NanoQ previamente à aplicação do sistema adesivo em dentina submetida ao processo 

biocorrosivo. Dessa forma, o trabalho foi dividido em quatro objetivos específicos, sendo eles:  

 

1. Analisar a resistência de união da interface adesiva da dentina pré-tratada com a solução 

de chá verde + NanoQ por meio de teste de microtração (μTBS) e das falhas em microscopia 

confocal de varredura a laser; 

2. Avaliar o efeito da solução de chá verde + NanoQ na atividade das metaloproteinases 

da matriz em dentina após processo biocorrosivo, por meio de teste de zimografia in situ; 

3. Identificar as metaloproteinases (MMP-9 e MMP-20) da matriz em dentina, por meio 

de ensaio de imunofluorescência; 

4. Analisar qualitativamente a interface adesiva da dentina biocorroída pré-tratada com a 

solução de chá verde + NanoQ, por meio de microscopia confocal de varredura a laser. 

 

As seguintes hipóteses nulas foram estudadas: 

 

1. Não há diferença estatisticamente significante na resistência de união da interface 

adesiva das dentinas hígida e biocorroída tratadas com a solução experimental; 

2. Não há diferença estatisticamente significante na atividade das MMPs das dentinas 

hígida e biocorroída tratadas com a solução experimental; 

3. Não há diferença estatisticamente significante na identificação das metaloproteinases 

(MMP-9 e MMP-20) das matrizs dentinárias hígida e biocorroída; 

4.      Não há diferença qualitativa na morfologia da interface adesiva das dentinas hígida e 

biocorroída tratadas com a solução experimental. 
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Aspectos éticos  

O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto (CAAE: 27613419.0.0000.5419) da Universidade 

de São Paulo, SP, Brasil – FORP/USP (Anexo).  

 

Delineamento experimental  

As unidades experimentais utilizadas foram 78 molares permanentes humanos, que 

receberam diferentes preparos e tratamentos da superfície antes das restaurações de resina 

composta. Os fatores de estudo foram: 1) substrato dentinário, em 2 níveis: hígido e 

biocorroído; 2) pré-tratamento da dentina, em 3 níveis: água destilada (controle); CHX a 2% e 

solução de chá verde + NanoQ (experimental). As variáveis respostas foram: 1) análise da 

resistência de união do material restaurador à dentina pelo teste de microtração e análise das 

falhas pós-teste (n=10 dentes e 4 palitos por dente); 2) análise semi-quantitativa da atividade 

gelatinolítica das MMPs pelo de teste de zimografia in situ (n=10 dentes e 1 palito por dente); 

3) identificação da MMP-9 e MMP-20 por imunofluorescência (n=10 dentes e 1 palito por 

dente) e análise da interface adesiva em microscopia confocal de varredura a laser (n=3 dentes). 

A Figura 1 ilustra o fluxograma do estudo. 

 

Figura 1. Desenho esquemático ilustrativo das etapas do estudo. 
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Seleção dos dentes  

A amostra foi constituída de 78 molares permanentes humanos, superiores e inferiores, 

obtidos junto ao Banco de Dentes da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto da 

Universidade de São Paulo, que foram limpos e armazenados em solução salina a 4°C. O tecido 

periodontal foi removido com curetas periodontais (Neumar, São Paulo, SP, Brasil) e limpos 

com pasta de pedra-pomes (S.S. White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e água, em taça de borracha 

(Microdont, São Paulo, SP, Brasil) montada em baixa rotação (Dabi Atlante, Ribeirão Preto, 

SP, Brasil). Os dentes foram examinados macroscopicamente por meio de lupa estereoscópica 

(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) com aumento de 20x, e descartados os que 

apresentaram lesões de cárie, restaurações, trincas ou fraturas na coroa. 

 

Preparo da amostra 

Os 78 molares humanos hígidos foram fixados com cera para fundição em placa de 

acrílico e seccionados transversalmente na junção amelocementária para separar as coroas das 

raízes, utilizando disco diamantado dupla face sob refrigeração, montado em máquina de corte 

(Isomet 1000; Buehler, Alemanha). A porção oclusal das coroas dos dentes também foi 

seccionada em cortadeira (Isomet 1000) com disco de diamante para remoção do esmalte dental, 

exposição da dentina coronária e obtenção de fragmentos de 6 mm de altura x 6 mm de largura 

x 3 mm de espessura. Após isso, as superfícies foram polidas por 20 segundos, utilizando lixas 

d’água de granulação #1200 montadas em Politriz (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) (Figura 2). 

As superfícies foram então avaliadas em lupa estereoscópica (Carls Zeiss, Oberkochen, 

Alemanha), com o aumento de 40 x para assegurar que o esmalte foi totalmente removido. 

Finalizando essa etapa, os dentes permaneceram em água destilada a 4º C. 
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Figura 2. (a) Molar Humano selecionado e máquina de corte; (b) Corte na junção amelocementária e porção 

oclusal; (c) Politriz e (d) Espécime de dentina coronária polido. 

 

Biocorrosão dos espécimes  

Para induzir ao processo de biocorrosão, foi utilizado o protocolo estabelecido por 

(URURAHY et al., 2017; URURAHY et al., 2021; VANUSPONG; EISENBURGER; ADDY, 

2002). Cada espécime de dentina foi imerso em 20 mL de ácido cítrico 0,3% (pH=2.6). Foram 

individualmente alocados na mesa agitadora (Cientec-CT 155), e ficaram sob agitação 

constante numa velocidade de 50 rpm por um período de 2 horas. Após esse período, os 

espécimes foram lavados com água deionizada e armazenados individualmente em eppendorff 

contendo 10 mL de saliva artificial por 24 horas a 4º C (Figura 3). A saliva utilizada foi a 

descrita por (AMAECHI; HIGHAM; EDGAR, 1999), contendo a seguinte composição: 

metilparabeno (2,0 g), carboximetilcelulose (10,0 g), KCl (0,625 g), MgCl2.6H2O (0,059 g), 

CaCl2.2H2O (0,166 g), K2HPO4 (0,804 g) e KH2PO4 (0,326 g). 
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Figura 3. (a) Mesa agitadora; (b) Fragmento de dentina hígida em ácido cítrico 0,3%; (c) espécime lavado 

com água deionizada e (d) espécime armazenado em eppendorff em saliva artificial. 

 

Formulação da solução de chá verde encapsulado com NanoQ 

A solução de chá verde + NanoQ foi sintetizada no Centro de Nanotecnologia e 

Engenharia de Tecidos da Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto da 

Universidade de São Paulo. As partículas de NanoQ foram preparadas pelo método de 

reticulação iônica usando tripolifosfato de sódio (TPP). A quitosana (Sigma-Aldrich, 

Darmstadt, Alemanha) de baixo peso molecular (75-85% de desacetilação) foi dissolvida em 

0,33%(v/v) ácido acético glacial para uma solução de 2 mg/mL. O extrato do chá verde (400 

mg, Now Supplements, EUA) foi adicionado gota a gota na solução de nanopartículas de 

quitosana. As nanopartículas de chá verde + NanoQ atingiram um tamanho médio de 350 nm e 

o potencial zeta + 30 mV. Foram poucas variações no período de 88 dias e com isso indicou 

estabilidade a longo prazo da fórmula (CURYLOFO-ZOTTI et al., 2021).
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Pré-tratamento da superfície e restauração dos espécimes 

O protocolo de pré-tratamento e restauração dos fragmentos dentinários foram 

realizados de acordo com os grupos do delineamento experimental (Figura 4). A dentina (hígida 

ou biocorroída) foi tratada com uma das três soluções de acordo com a divisão dos grupos: água 

destilada (controle), CHX 2% (Maquira, Maringá, PR, Brasil), e solução de chá verde + NanoQ. 

Cada pré-tratamento foi aplicado na dentina dos seus grupos do mesmo modo: 10 mL do líquido 

foi lentamente pipetado na superficie dentinária, ativado por fricção com microaplicador nº2 

(KG Sorensen, São Paulo, SP, Brasil) durante 1 minuto, e em seguida, a superfície foi seca com 

papel absorvente (ARNAUD; DE BARROS NETO; DINIZ, 2010). 

O fragmento dental foi então restaurado com o adesivo Single Bond Universal (3M 

ESPE, St. Paul, MN, USA) com a técnica auto-condicionante, conforme a indicação do 

fabricante. O adesivo foi aplicado com microaplicador nº 2 (KG Sorensen) de forma ativa sendo 

friccionado por 20s e fotoativado por 10 s (Radii-Xpert; SDI, Bayswater, Austrália). Em 

seguida, os espécimes de dentina foram restaurados com incrementos 2 mm de resina na cor 

A2B (FillTek Z350 XT, 3M ESPE, Sumaré, SP, Brasil) com auxílio de espátula nº 1 (Duflex 

SS White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e fotoativados por 20 segundos com 1200 mW/cm2 (Radii-

Xpert) até a obtenção de um bloco de 4 mm de altura (Figura 5).  

Após a restauração, os espécimes foram submetidos à degradação térmica e hidrolítica 

da interface adesiva em máquina termocicladora (Ética Odontológica, São Paulo, SP, Brasil), 

por meio de 2000 ciclos de imersão a 5°C e 55°C em água. O tempo de imersão em cada banho 

foi de 30 segundos e o tempo de transferência entre os dois banhos foi de 2 segundos (Figura 

5). 
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Figura 4.  (a)Água destilada; (b) CHX 2% (Maquira); (c) solução experimental de Chá verde + NanoQ e 

(d) adesivo Single Bond Universal (3M). 
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 Figura 5. (a) Fotopolimerização adesivo universal; (b) resina composta (FillTek Z350 XT, 3M); (c) 

espécime de dentina coronária restaurado e (d) Máquina de Termociclagem. 
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Ensaio de resistência de união a microtração (μTBS)  

Sessenta espécimes (conjunto dentina/resina) foram seccionados em cortadeira de 

precisão (lsomet 1000; Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) com irrigação constante para realização 

de cortes no sentido ocluso-pulpar de acordo com a técnica de teste de microtração non-

trimming (PASHLEY et al., 1999). Foram obtidos no mínimo 6 palitos de 0,8 ± 0,2 mm² de 

área transversal, extraídos da porção central do dente. A espessura de cada fragmento foi 

confirmada com paquímetro digital (Mitutoyo, Toquio, Japão). 

Os corpos-de-prova em formato de palitos foram adaptados em dispositivos metálicos 

compostos de duas partes cilíndricas. Foram fixados no centro do dispositivo com éster de 

cianoacrilato gel (Super Bonder Flex Gel, Henkel Loctite Ltda., São Paulo, Brasil) na união 

entre as duas partes do dispositivo. Cada segmento foi então acoplado às extremidades da 

Máquina de Teste Universal (Instron Corporation, Canton, MA, EUA), sendo realizado o teste 

à velocidade de 0,5 mm/min com célula de carga de 50 kgf, até a falha 

Os valores de resistência adesiva foram expressos em megapascal (MPa), fornecidos 

pelo programa por meio do cálculo das secções transversais dos palitos, medidas previamente 

ao teste. Calculou-se a média de resistencia adesiva dos palitos por dente. 

Após as superfícies envolvidas na fratura de cada corpo-de-prova foram analisadas 

microscópio confocal a laser (LEXT, 3D Measuring Laser Microscope OLS 4000, Olympus 

Corporation), nos aumentos de 5x e 10x. As falhas foram classificadas em adesiva, quando a 

superfície dentinária estava coberta por fina camada de material adesivo; coesiva do material, 

quando a superfície estava coberta por resina composta; coesiva do substrato, quando a falha 

ocorreu na dentina; e mista, nas situações em que houve a combinação dos tipos adesiva e 

coesiva. 

Ensaio de Zimografia in situ  

A avaliação da atividade das metaloproteinases da matriz (MMPs) foi realizada pelo 

ensaio de zimografia in situ, utilizando gelatina contendo um fluoróforo (Kit EnzChek 

Gelatinase/Collagenase Assay) que emite fluorescência verde quando clivado por MMPs. Para 

tanto, utilizou-se um palito de cada dente (0,8 ± 0,2 mm²) dos diferentes grupos experimentais 

(n=10).  

A solução estoque de gelatina fluorescente foi diluída na proporção 1:10 em água 

destilada. Oitenta μL da solução foi aplicada sobre cada poço e as amostras foram protegidas 

da luz e incubadas em câmara umidificada a 37°C (Figura 6). As capturas das imagens foram 

realizadas após 2 horas de incubação (MAZZONI et al., 2012; QUEIROZ et al., 2019).  
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A hidrólise do substrato, indicativo de atividade enzimática gelatinolítica, foi avaliada 

por microscopia de fluorescência em aumento de 20x (Leica DMI 6000, Buffalo Grove, IL, 

EUA). O programa foi calibrado em 100 µm para cada imagem analisada. Em seguida, foram 

definidos os parâmetros de análise (área e densidade integrada). As áreas escuras representavam 

a região do material restaurador (resina) e as áreas mais claras (spots de fluorescência verde) 

representavam a dentina. Foi desenhado um polígono na região de interface em direção à 

dentina para o cálculo dos valores de área e densidade. Os resultados foram obtidos a partir da 

razão da densidade integrada dividida pela área (Figura 7). 

 

 

Figura 6. (a) Solução da gelatina fluorescente diluída; (b) Oitenta μL da solução nos poços com as 

amostras (c) Amostras protegidas da luz e incubadas em câmara umidificada a 37°C e (d) Microscopia de 

fluorescência em aumento de 20x. 
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Figura 7. (a) Calibração do software; (b) Parâmetros de análise; (c) Desenho do polígono (fluorescência 

verde) e (d) Mensuração da densidade integridade e da área. 

 

Ensaio de imunofluorescência  

A avaliação da presença e da localização das metaloproteinases da matriz foi realizada 

por meio da imunofluorescência em dentina humana. Com o objetivo de avaliar se as MMPs 

foram expressas, as secções de dentes foram imergidas em solução salina fosfatada tamponada 

(PBS) por 30 minutos no primeiro dia. A seguir, foram imersos em solução de borohidreto de 

sódio (Dinâmica Química Contemporânea Ltda., Diadema, SP, Brasil) a 1 mg/mL por 15 

minutos (3×). Os sítios de ligação não-específica foram bloqueados com albumina de soro 

bovino (Sigma-Aldrich) a 1% por 45 minutos.  

A imunomarcação foi realizada utilizando anticorpo primário para MMP-9 (sc-6840; 

anticorpo policlonal produzido em cabras, Santa Cruz, Biotechnology Inc.) e MMP-20 (sc-

26926; anticorpo policlonal produzido em cabras, Santa Cruz, Biotechnology Inc.) à 4°C na 

geladeira por uma noite. 
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No dia seguinte, o fragmento foi lavado em PBS por 30 minutos e incubado com 

anticorpo secundário anti-cabra conjugado ao fluoróforoTexas Red® (sc-2783; produzido em 

macacos, Santa Cruz, Biotechnology Inc.) por 30 minutos, em câmara escura. Em seguida, os 

fragmentos foram lavados em PBS novamente por 3 minutos (3×). 

Lâminas-controle foram utilizadas para testar a especificidade da imunomarcação, nas 

quais o anticorpo primário foi omitido e os fragmentos incubados com PBS (Figura 8). A 

porcentagem de fluorescência foi avaliada em dentina. Primeiramente, a dentina foi fotografada 

em microscopia de fluorescência em aumento de 20x, utilizando o filtro Texas Red® 64HE 

(Carl Zeiss, Alemanha). Posteriormente, as imagens foram analisadas por dois avaliadores 

calibrados, sem o conhecimento do grupo ao que pertencia cada espécime. 

Os resultados foram expressos por meio de análise descritiva utilizando o programa 

Image J (NIH, Frederick, MD, EUA). O programa foi calibrado para cada imagem analisada 

para garatir a utilização nos mesmos parâmetros. Em seguida, foram definidos os parâmetros 

de análise semelhantes ao da zimografia in situ. As áreas escuras a região do material 

restaurador (resina) e as áreas mais claras com spots de fluorescência vervemlha 

representaram a dentina (Figura 9). 
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Figura 8. (a) Solução de PBS, (b) Lavagem com PBS das amostras (c) Anticorpos primários – MMP-9 e 

MMP-20 e (d) Microscopia de fluorescência em aumento de 20x. 
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Figura 9. Desenho do polígono para mensuração da densidade integridade e da área. 

 

Microscopia confocal da interface adesiva 

Os 18 espécimes restaurados restantes foram fixados com cera para fundição em placa 

de acrílico e seccionados ao meio no sentido longitudinal para obter as metades dos espécimes 

com a exposição da interface dental, utilizando disco diamantado dupla face sob refrigeração, 

montado em máquina de corte (Isomet 1000; Buehler, Alemanha). Após isso, as superfícies 

foram polidas com a regularização de sua superfície com lixa d’água de granulação 1200, por 

1 minuto cada uma, por meio da máquina politriz giratória (APL-4, Arotec S/A Ind. E 

Comércio, São Paulo, SP, Brasil), com discos de feltro de 0,3 e 0,5 µm, juntamente com os 

líquidos para preparação metalográfica de alumina (Arotec Sj685/A Ind. E Comércio, São 

Paulo, SP, Brasil) (Figura 10). 

No momento da análise da interface material obturador/dentina pelo microscópio 

confocal a laser, as superfícies foram submetidas ao condicionamento com ácido fosfórico 35% 

(Sigma-Aldrich) por 10 segundos, lavadas com água destilada e secas com papel toalha 

absorvente. 
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Na sequência, os espécimes foram planificados em placa de acrílico e posicionados 

paralelamente à mesa do Microscópio Confocal de Varredura a Laser (LEXT, 3D Measuring 

Laser Microscope OLS 4000, Olympus Corporation) para obtenção de imagens da interface 

material obturador/dentina, por meio do software OLS4000. O corpo de prova foi posicionado 

junto ao aparelho, que permitiu a obtenção de imagens fornecida pela magnificação da interface 

material pela lente objetiva de 100x. Foram capturadas as imagens do material 

obturador/dentina, para possibilitar a visualização da qualidade da interface da restauração 

(Figura 11). 

 

 

Figura 10. (a) Espécime preparado com cera, (b) espécime em máquina de corte (c) polimento inicial com 

lixa d’água e (d) polimento final com os discos e alumina.
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Figura 11. (a) Espécime planificado, (b) espécime em microscópio confocal (c) lente com aumento de 

100x (d) obtenção da imagem no software. 

 

Análise dos dados 

Os testes foram realizados com software Statistical Package for Social Sciences (SPSS 

v25, IBM, Armonk, NY, EUA), com nível de significância padronizado em 5%.  Os dados 

referentes ao teste de resistência de união (MPa) foram submetidos a testes de normalidade 

(Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variância (Levene). Como a amostra se apresentou normal 

e homogênea realizou-se a Análise de Variância à dois critérios (substrato x tratamento da 

dentina), e teste complementar de Tukey HSD. As falhas obtidas após o ensaio de microtração 

foram analisadas em microscópio confocal a laser e os escores analisados pelos testes não-

paramétricos de Kruskall-Wallis e Dunn.  

As imagens obtidas após teste de zimografia in situ e imunofluorescência foram 

analisadas por dois examinadores calibrados (Kappa > 0,8). Nesses testes, os achados foram 

expressos como unidades arbitrárias de fluorescência por µm2 e analisados por meio do teste 

ANOVA seguido pelo pós-teste de Holm-Sidak, com nível de significância de 5%. As imagens 
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obtidas na análise da interface adesiva foram avaliadas qualitativamente por dois examinadores 

calibrados (Kappa > 0,8).
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Resistência de união da interface adesiva (μTBS) 

A Análise de Variância a dois critérios mostrou diferença estatisticamente significante 

entre o substrato (p = 0,000), sendo que a dentina hígida (24,26 ± 9,96 MPa) apresentou maior 

média de resistência adesiva que a dentina que foi submetida ao processo de biocorrosão (13,62 

± 7,56 MPa). O tratamento da dentina também promoveu diferença estatisticamente significante 

entre os grupos (p = 0,011). Não houve diferença significante na interação dos fatores substrato 

x tratamento da superfície (p = 0,682). 

O teste complementar de Tukey HSD foi aplicado à variável tratamento (Tabela 1). 

Verificou-se que os maiores valores foram encontrados na dentina tratada com solução de chá 

verde + NanoQ, seguida pelo tratamento com CHX 2%, independentemente do tipo de 

substrato. Os menores valores de resistência de união (μTBS) foram verificados no grupo 

tratado apenas com água (p < 0,05). 

 

Tabela 1. Médias e desvios-padrões da resistência de união (μTBS) do sistema restaurador à 

dentina submetida aos tratamentos de superfície. 

Tratamento da dentina Média ± desvio padrão* 

Água  (15,78 ± 6,54 MPa) b 

CHX 2% (17,42 ± 5,89 MPa) b 

Chá verde + NanoQ (27,84 ± 9,53 MPa) a 

 

* Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significante (p < 0,05). Tukey HSD: Água x CHX –    p = 

0,934; Água x Chá verde + NanoQ - p= 0,016; CHX x Chá verde + NanoCsQ – p = 0,04. 

 

A Tabela 2 traz os valores médios e os desvios-padrões da resistência de união (μTBS) 

do sistema restaurador à dentina submetida a diferentes tratamentos de superfície, considerando 

os dois tipos de substratos.
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Tabela 2. Médias e desvios-padrões da resistência de união (μTBS) do sistema restaurador à 

dentina hígida ou após biocorrosão, submetidas à diferentes tratamentos de superfície. 

 Água CHX 2% Chá verde + NanoQ 

Dentina hígida (20,81 ± 7,62) Ab (22,79 ± 8,75) Ab (29,17 ± 12,02) Aa 

Dentina biocorroída (10,75 ± 6,69) Bb (12,04 ± 5,61) Bb (18,08 ± 8,69) Ba 

 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferença significante dentro da mesma coluna (tratamento, p=0,011) 

Letras minúsculas diferentes indicam diferença significante dentro da mesma linha (substrato, p=0,000) 

 

Foi observado que os tratamentos na superfície da dentina influenciaram nos valores de 

resistência de união por microtração (μTBS) (p < 0,05). Para os grupos tratados com solução 

de Chá verde + NanoQ apresentaram valores de μTBS superiores aos demais tratamentos. A 

dentina tratada com água ou com CHX 2% mostraram baixos valores de μTBS. A resistência de 

união da dentina hígida foi superior à da dentina biocorroída (p < 0,05). 

 

Tabela 3. Frequência de distribuição das falhas obtidas após teste de resistência de união (n=10 

dentes, 4 palitos por dente - total 40 palitos). 

 Dentina Hígida Dentina com biocorrosão 

 Água CHX Chá verde 

+ NanoQ 

Água CHX Chá verde + 

NanoQ 

Adesiva 36/40 34/40 18/40 32/40 30/40 20/40 

Coesiva   (susbrato) 4/40 4/40 6/40 0/40 5/40 6/40 

Coesiva  (material) 0/40 0/40 12/40 0/40 0/40 10/40 

Mista 0/40 2/40 4/40 8/40 7/40 4/40 

Kruskall-Walis e 

Dunn test (p<0,05) 

a a b A A B 
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Houve predomínio de falha adesiva em todos os grupos experimentais, 

independentemente do tratamento da superfície ou tipo de substrato. Foram encontradas falhas 

mistas na dentina hígida tratada com CHX, solução de chá verde + NanoQ e dentina submetida 

à biocorrosão tratada com água, CHX ou solução de chá verde + NanoQ.  

Falhas coesivas do material (resina) foram encontradas apenas nos espécimes que 

receberam o tratamento com solução de chá verde + NanoQ. A Figura 12 ilustra as falhas 

obtidas após o ensaio de microtração, após análise em microscopia confocal a laser. 

 

 

Figura 12. Tipo de falhas observadas em microscópio confocal a laser:  

imagens 2D e 3D – (a, b) adesiva; mista (c,d); coesiva resina (e,f) e 

coesivas dentina (g,h).
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Ensaio de Zimografia in situ  

Na dentina hígida, foi observado que as aplicações dos diferentes tratamentos de 

superfície não modularam a atividade enzimática, ou seja, não foram capazes de ativar as 

MMPs, sem diferença estatisticamente significante entre os grupos (água, p = 0,962; CHX 2%, 

p = 0,745; Chá verde + NanoQ, p = 0,997). 

Por outro lado, o tratamento na superfície biocorroída apenas com água promoveu o 

aumento da atividade gelatinolítica na dentina (p = 0,002), estatisticamente diferente dos 

demais tratamentos. O uso da CHX 2% (p < 0,0001) ou da solução de Chá verde + NanoQ (p 

< 0,0001) na dentina biocorroída inibiu significativamente a atividade enzimática da MMPs, 

sem diferença significante entre eles (p = 0,999). A Figura 13 ilustra graficamente os resultados 

e a Figura 14 traz imagens do ensaio de zimografia in situ. 

 

 
Figura 13. Atividade gelatinolítica nas dentinas hígida e biocorroída 

expostas aos diferentes tratamentos de superfície (água - controle 

negativo, CHX 2% - controle positivo e solução Chá verde + NanoQ). 

Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significante 

(ANOVA e pós-teste Holm-Sidak, p < 0,05). 
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Figura 14. Atividade gelatinolítica no palito de dente permanente. Imagens no 

aumento de 20x R (resina) e D (dentina).  As dentinas hígidas e biocorroída 

expostas aos diferentes tratamentos de superfície (água - controle, CHX 2% e 

solução Chá verde + NanoQ). O tratamento na superfície biocorroída apenas com 

água promoveu o aumento da atividade gelatinolítica na dentina como visto pelo 

aumento da intesidade fluorêscencia na imagem. 

 

Ensaio de Imunofluorescência 

Com a finalidade de investigar as MMPs presentes na dentina, dentes hígidos e dentes 

após biocorrosão foram utilizados para avaliar a expressão gelatinolítica da MMP-9 e de uma 

MMP especifica de tecidos dentais e importante durante a amelogênese (MMP-20), por meio 

de ensaio de imunofluorescência indireta. 

Foi observada a presença tanto de MMP-9 como de MMP-20 na dentina. No entanto, 

não houve diferença entre dentes hígidos e após a biocorrosão, tanto para a MMP-9 (p = 0,970) 

como para a MMP-20 (p = 0,967). A exposição da dentina aos diferentes tratamentos não 

modulou a síntese proteica de MMP-9 e de MMP-20. As Figuras 15 e 16 ilustram graficamente 

a imunofluorescência indireta para identificação da MMPs. 
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Figura 15. Imunofluorescência indireta para identificação da MMP-9 na dentina 

hígida e biocorroída tratada com água, CHX 2% e com solução de Chá verde + 

NanoQ. Gráfico expressa a média e desvio-padrão em unidades arbitrárias por 

área de dentina em µm2 (ANOVA, p = 0,970). 

 



Resultados | 73 

 

 
Figura 16. Imunofluorescência indireta para identificação da MMP-9 na 

dentina hígida e biocorroída tratada com água, CHX 2% e com solução de 

Chá verde + NanoQ. Gráfico expressa a média e desvio-padrão em unidades 

arbitrárias por área de dentina em µm2 (ANOVA, p = 0,967). 

 

 

Na análise qualitativa, verificou-se maior intensidade de fluorescência para a 

MMP-9 do que para a MMP-20. As Figuras 17 e 18 ilustram o ensaio de 

imunofluorescência para a MMP-9 e MMP-20 (respectivamente), nos diferentes grupos 

experimentais. 
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Figura 17. Não houve diferença de intensidade nas dentinas hígida e biocorroída 

expostas aos diferentes tratamentos de superfície (água - controle, CHX 2% e 

solução Chá verde + NanoQ). No entanto, verificou-se maior intensidade de 

fluorescência para a MMP-9 do que para a MMP-20. 
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Figura 18. Não houve diferença de intensidade nas dentinas hígida e biocorroída 

expostas aos diferentes tratamentos de superfície (água - controle, CHX 2% e 

solução Chá verde + NanoQ). No entanto, verificou-se menor intensidade de 

fluorescência para a MMP-20 do que para a MMP-9. 

 

Análise da interface em microscopia confocal 

Análise qualitativa da interface adesiva, na maioria dos espécimes, a uniformidade das 

linhas entre o material obturador e a dentina foram irregular, resultando em interface 

descontínua, representada nas imagens da Figura 19 (A - dentina hígida + água destilada, B – 

dentina com biocorrosão + água destilada, C - dentina hígida + clorexidina 2% e D – dentina 

com biocorrosão + clorexidina 2%). Pode-se observar também que alguns espécimes 

apresentaram áreas com fenda entre o material obturador e a dentina. Entretanto, foram 

observadas interface adesiva uniforme, com áreas praticamente sem fendas (Figuras 19: E - 

dentina hígida e chá verde + NanoQ e F - dentina biocorrosão e chá verde + NanoQ). 
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Figura 19. Análise qualitativa das interfaces adesivas demonstrou que os espécimes com 

pré-tratamento de chá verde + NanoQ a interface apresentou com mais uniformidade, 

sendo mais retilíneas e sem grandes falhas (gaps) na delimitação da interface área 

obturada – dentina. 
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A utilização de biomateriais em nanoestruturas no pré-tratamento da dentina tem sido 

investigada como estratégia para fortalecer a rede de colágeno e controlar as taxas de 

biodegradação em condições patológicas dos componentes da matriz orgânica e assim melhorar 

a adesão do material restaurador (BANDEIRA et al., 2020; URURAHY et al., 2021). O objetivo 

deste estudo foi investigar o efeito de uma nova solução experimental de chá verde encapsulada 

em nanoquitosana (chá verde + NanoQ) como pré-tratamento da dentina bicorroída, a fim de 

melhorar os valores de resisência adesiva do material restaurador ao substrato. 

Optou por utilizar substrato submetido à processo de biocorrosão, pois trata-se de 

patologia com crescente prevalência no Brasil (LUCIANO; FERREIRA; PASCHOAL, 2017), 

além de causar danos irreversíveis na superfície dental que a tornam desfavorável ao processo 

restaurador (SIQUEIRA et al., 2018b; WIEGAND; LECHTE; KANZOW, 2021). No entanto, 

não há padronização da metodologia in vitro para biocorrosão dentária. A variedade de fatores, 

tais como concentração, pH, viscosidade e tipo de solução ácida desempenham um papel nas 

propriedades biomacânicas do substrato biocorroído (BELMAR DA COSTA et al., 2021; 

WIEGAND; LECHTE; KANZOW, 2021; JAGER et al., 2012; MELO et al., 2021; ZIMMER 

et al., 2015).  Estudos in vitro mostraram modelos de ciclagem de pH para induzir a biocorrosão 

(BELMAR DA COSTA et al., 2021; SIQUEIRA et al., 2018b) em exposição única (JAGER et 

al., 2012) e com tempos variados (MELO et al., 2021; WIEGAND; LECHTE; KANZOW, 

2021).  

Nesse estudo, utilizou-se o protocolo de biocorrosão proposto por Vanuspong, 

Eisenburger e Addy (2002) e replicado por outros autores (URURAHY et al., 2017, 

URURAHY et al., 2021). O ácido cítrico utilizado é um ácido simples, reprodutível e eficaz na 

desmineralização da superfície dentinária (KANNIAPPAN; HARI; JUJARE, 2022; 

SIQUEIRA et al., 2018a). A escolha do tempo de imersão em ácido por 2 horas não se 

correlaciona com o consumo de única dose de bebida ácida. O tempo de exposição prolongado 

simula in vitro vários dias de exposição a bebidas e alimentos ácidos e potencializa a atividade 

proteolítica na dentina (ZIMMER et al., 2015).   

Na metodologia desse estudo, a solução de chá verde + NanoQ foi elaborada livre de 

solventes orgânicos e foi associada ao tripolifosfato de sódio (TPP), que é agente de 

reticulação iônica não tóxico que melhora a biodistribuição (CURYLOFO-ZOTTI et al., 

2021). 
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A presença do grupo amino catiônico é um dos fatores que ajuda as partículas a não se 

agregarem e confere estabilidade das nanopartículas (CAVALCANTE et al., 2021; 

CURYLOFO-ZOTTI et al., 2021; NEVES et al., 2021).  

A quitosana deste estudo foi sintetizada por meio de procedimentos químicos em 

nanopartículas de baixo peso molecular e demonstrou favoráveis propriedades transportadoras 

(CAVALCANTE et al., 2020; CURYLOFO-ZOTTI et al., 2021, NEVES et al., 2021). As 

nanopartículas (350 nm) permitiram maior penetração nos túbulos dentinários e possivel 

interação com as fibrilas de colágeno dental (CURYLOFO-ZOTTI et al., 2021; DE SOUZA et 

al., 2021; FAKHRI et al., 2020). Outro fator importante é solubilidade dessas nanopartículas 

em pH ácido, que associada ao chá verde, melhorou a estabilidade da entrega dos polifenóis 

aumentando a reticulação do colágeno (CURYLOFO-ZOTTI et al., 2021). 

Em referência ao protocolo restaurador, optou-se pela técnica self-etch 

(autocondicionante) com adesivo universal (Single Bond Universal, 3M ESPE). Os adesivos 

universais foram planejados para simplificar as estratégias adesivas, permitindo a aplicação em 

diferentes situações clínicas (SIQUEIRA et al., 2018a). O modo autocondicionate 

demonstraram maior penetração na dentina que o condicionamento total, evitando a penetração 

incompleta do adesivo na rede de colágeno (CHEN et al., 2022; SOUZA, DI NICOLÓ; 

BRESCIANI, 2018). Além disso, o adesivo universal selecionado contem o monômero 10-

metacriloiloxidecil di-hidrogênio fosfato (10-MDP), capaz de se ligar aos íons cálcio da 

hidroxiapatita e fornecer ligação química relativamente estável da interface dentina-adesivo se 

comparado a outros monômeros funcionais (CHEN et al., 2022; DE SOUZA et al., 2021; 

MENG et al., 2021; WIEGAND; LECHTE; KANZOW, 2021).  

Os resultados desse estudo referentes à análise de microtração demonstraram que houve 

diferença na interação com o substrato. A dentina hígida sem tratamento (água destilada – grupo 

controle) apresentou os maiores valores. Estudos anteriores demonstraram que a dentina após 

a biocorrosão é mais complexa devido a formação de camada desmineralizada e rede de 

colágeno (densa e fibrosa) desorganizada que afetam o desempenho dos adesivos (BELMAR 

DA COSTA et al., 2021; SIQUEIRA et al., 2018a).  

Estudos prévios (SIQUEIRA et al., 2018a; WIEGAND; LECHTE; KANZOW, 2021) 

corroboram nossos resultados de menor resistência de união para a dentina artificialmente 

biocorroída independentemente do pré-tratamento utilizado.
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A exposição do colágeno desorganizado pode estar associada a desmineralização mais profunda 

da dentina intertubular e peritubular (ANSHIDA et al., 2020).  Isso poderia ter influência 

negativa no sistema adesivo, dificultando sua penetração na mtriz dentinária (CARDENAS et 

al., 2021; SIQUEIRA et al., 2018a). Dessa forma, a primeira hipótese nula desse estudo foi 

rejeitada, pois houve diferença significativa na resistência de união da interface adesiva entre 

os grupos testados. 

 Os resultados de outros estudos realizados em dentina biocorroída, relataram mais 

falhas do tipo adesiva (SOUZA, DI NICOLÓ; BRESCIANI,2018; VERMELHO et al., 2017), 

o que está de acordo com o presente estudo e indica falha no agente de ligação. O uso do sistema 

adesivo universal na técnica autocondicionante pode oferecer uma solução para adesão em 

dentes biocorroídos (SIQUEIRA et al., 2021), pois remove apenas a camada de smear 

intertubular sem dissolver os plugs tubulares (ANASTASIADIS; VERDELIS; ELIADES, 

2021). Além disso, são considerados mais compatíveis do que o uso do ácido fosfórico em 

relação a estabilidade do colágeno na dentina (ANASTASIADIS; VERDELIS; ELIADES, 

2021). 

Um dos mecanismos de mineralização dos tecidos duros é o controle enzimático ativo 

realizado por diferentes proteinases da família das MMPs. As MMPs atuam em locais 

específicos na célula, no substrato, na sinalização, desenvolvimento e remodelação de tecidos. 

Nos seres humanos, são identificadas a família de 23 metaloproteinases sendo divididas em 6 

grupos com base na especificidade e tipo de substrato. Na dentina humana foram identificadas 

a colagenase MMP8, as gelatinases MMP-2 e MMP-9 e a enamelisina MMP-20 (CABRAL-

PACHECO et al., 2020; GOBBI et al., 2021).  

As MMPs são enzimas metais-dependentes (zinco e cálcio) (VIEIRA et al., 2018; OU 

al., 2018) secretadas pelos odontoblastos como proenzimas (zimógenos) (CABRAL-

PACHECO et al., 2020) e quando ativadas nos processos patológicos podem contribuir para a 

progressão da biocorrosão, expondo a estrutura dental a novos desafios ácidos (COSTA et al., 

2019; BUZALAF; MAGALHÃES; RIOS, 2018; GRIPPO et al., 2018; RETANA-LOBO et al., 

2021).  

Alguns desses fatores são responsáveis pela degradação da interface adesiva, como o 

baixo pH e aumento na atividade das MMPs na camada híbrida (CABRAL-PACHECO et al., 

2020; FREITAS et al., 2021; MARAVIC et al., 2021; WIEGAND; LECHTE; KANZOW, 

2021). Esta zona de interdifusão (dentina/material restaurador) imperfeita pode reduzir a 

adesão à dentina com o passar do tempo se degradar pela ação das MMPs ativadas 

(ANSHIDA et al., 2020; ZHENG et al., 2015).
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Diferentes agentes inibidores de MMPs estão sendo testados para melhorar a capacidade 

da adesão dentinária a longo prazo. Apesar do adesivo universal possuir monômeros ácidos (pH 

± 2.7) (AHMET; SESEOGULLARI-DIRIHAN; TEZVERGIL-MUTLUAY, 2020; DE 

CARDOSO et al., 2019) não houve uma ativação significativa das MMPs da matriz em dentina 

hígida quando da aplicação apenas do sistema adesivo na dentina (OKAMOTO et al., 2018).  

 Os extratos de C. sinensis (chá verde) são ricos em polifenóis e com a função de 

inibidores das MMPs (DE MORAES et al., 2021; VALADAS et al., 2021). Quando aplicados 

sobre a dentina, há formação de camada protetora pelas ligações cruzadas (cross-linking) entre 

fibrilas de colágeno. Isso pode ser devido à presença de grupos hidroxila, capazes de induzir 

mais ligações covalentes e não covalentes pela epigalocatequina-3-galato (EGCG) e outras 

catequinas que promovem efeito quelante (BEDRAN-RUSSO et al., 2014; DE MORAES et 

al., 2021;). 

A alta atividade biológica e baixa toxicidade dos extratos narturais ricos em polifenóis 

pode suprimir a atividade de MMPs específicas da matriz (MMP-2 e MMP-9), tendo como 

efeito biológico a inibição da degradação do colágeno e o aumento da reticulação do colágeno 

(AGUIAR et al., 2014; DE MORAES et al., 2021; YU et al., 2017). Além de bloquear túbulos 

dentinários, aumentar resistência aos ácidos e reduzir a perda mineral durante novos desafios 

ácidos (COSTA et al., 2019; PASSOS et al., 2018).  

No presente estudo, após o processo de biocorrosão houve aumento da atividade 

gelatinolítica e expressiva diminuição da atividade após o pré-tratamento com a solução de chá 

verde + NanoQ. Estes achados estão em concordância com estudos anteriores que mostraram 

efeitos favoráveis na inibição das metaloproteinases do subtrato tratado com chá verde 

(ANSHIDA et al., 2020; DE MORAES et al., 2021; COSTA et al., 2019).  

A técnica de zimografia in situ permitiu avaliar a eficácia de diferentes 

biomodifcadores para inibir a atividade enzimática, o que pode auxiliar no desenvolvimento 

de novas técnicas e materiais para melhorar a qualidade das restaurações adesivas 

(MAZZONI et al., 2012, MARAVIC et al., 2021; QUEIROZ et al., 2019). Essa técnica foi 

escolhida para detectar e localizar atividades específicas das proteases na dentina utilizando a 

microscopia de fluorescência. Esses achados mostraram a ativação das MMPs na dentina, em 

processos fisiológicos e aumentado no patológico (biocorrosão), indicando um provável 

mecanismo envolvido na degradação da camada híbrida (MAZZONI et al., 2012, MARAVIC 

et al., 2021).
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Neste estudo, a segunda hipótese foi rejeitada, pois a atividade enzimática foi inibida 

pelo uso da solução experimental de Chá verde + NanoQ.  

Apesar das características benéficas dos polifenóis do chá verde, a ausência do 

nanoencapsulamento demonstrou uma queda nas propriedades da C. sinensis (ALANIA et al., 

2022; ZOKTI et al., 2016). Portanto, a associação de nanopartículas de quitosana tem sido 

correlacionada a proteção das catequinas do chá verde e o aumento das qualidades biológicas 

(CAVALCANTE et al., 2020; TYAGI et al., 2021; WANG, C., et al., 2021; ZOKTI et al., 

2016). 

A nanoquitosana tem propriedades de um biomaterial favorável (CURYLOFO-ZOTTI 

et al., 2021; DE SOUSA et al., 2021) com a capacidade de diminuir a atividade e inativar as 

MMPs (NEVES et al., 2021). Estudo anterior associando chá verde + NanoQ demonstrou que 

a biomodificação da dentina parcialmente desmineraizada previamente ao procedimento adesio 

melhorou a microdureza do tecido CURYLOFO-ZOTTI et al., 2021). No entanto, nenhum 

estudo foi encontrado verificando a atividade das MMPs na dentina no pré-tratamento com a 

associação chá verde + NanoQ. Nosso estudou demonstrou que essa solução diminuiu a 

atividade de proteases endógenas em dentina pós processo de biocorrossão.  

Esse fato pode estar relacionado à quantidade de hidroxila livre e grupos aminos que 

formam complexos iônicos com a nanoquitosana e podem se incorporar com a tripla hélice do 

colágeno dentinário (MARAVIC et al., 2021). O colágeno reticulado possue ação nos domínios 

não catalíticos das enzimas, diminuindo a atividade colagenolítica e prejudicando a capacidade 

das MMPs de reconhecer e clivar o substrato dental (BAENA et al., 2020; CURYLOFO-ZOTTI 

et al., 2021; MARAVIC et al., 2021).  

Além dos testes realizados para avaliar a ação solução de Chá verde + NanoQ na 

atividade das MMPs, também se utilizou a imunofluorescência para identificação das MMPs. 

As vantagens do uso com anticorpos clonais primários específicos, estão relacionadas a 

identificação bioquímica específica das principais MMPs. Porém, apesar de permitir a 

localização de MMPs específicas, a imunofluorescência não fornece informação sobre a 

atividade das MMPs (MAZZONI et al., 2012). A zimografia in situ foi utilizada neste estudo 

para solucionar essa limitação.   

A MMP-20 observada no nosso estudo está de acordo com outro trabalho no qual 

identificou a presença na dentina mineralizada e desmineralizada e menor intensidade de 

fluorescência (MCGUIRE et al., 2014a; RETANA-LOBO et al., 2021; SULKALA et al., 

2002).
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A MMP-20 tem como principal fonte os odontoblastos no início do desenvolvimento da 

dentina sendo incorporada na matriz mineralizada (OKAMOTO et al., 2018) e também auxilia 

na mineralização do esmalte e dentina (MCGUIRE et al., 2014a). Os estudos sugerem que está 

em envolvida na organização da matriz orgânica durante a formação da dentina e na degradação 

do colágeno tipo IV (MCGUIRE et al., 2014a; QUEIROZ et al., 2019). A MMP-20 pode ser 

encontrada nos túbulos dentinários na progressão de processo carioso (OKAMOTO et al., 2018; 

SULKALA et al., 2002) e também relacionada à degradação da interface dentinária após 

radioterapia (GOMES-SILVA et al., 2017; MCGUIRE et al., 2014a). 

O uso de inibidores de MMPs, antes da aplicação do sistema adesivo na dentina parece 

ser um passo importante para qualidade da camada híbrida 43,44. A clorexidina como pré-

tratamento demonstrou ser eficaz na redução da degradação da interface resina-dentina (DENIZ 

et al., 2021, GIACOMINI et al., 2020). No entanto, o resultado do presente estudo demostrou 

que o uso do chá verde + NanoQ, usado no pré-tratamento da dentina interferiu positivamente 

na melhora na preservação da qualidade interface adesiva. 

No presente estudo, a expressão da MMP-9, por meio de imunofluorescência indireta, 

foi mais intensa no dente human do que outras MMPs, o que está de acordo com demais estudos 

(DE OLIVEIRA et al., 2021; MAZZONI et al., 2007). No entanto, não houve diferença entre 

os substratos e, portanto, a terceira hipótese não pôde ser rejeitada. Em estudos anteriores foram 

identificadas as MMP-9 em dentes permanentes em túbulos dentinários e dentina intertubular 

(NIU et al., 2011; MAZZONI et al., 2007, 2009). As MMP-9 também foram detectadas em 

lesões cariosas (BALLAL et al., 2021) e na biocorrosão dental (MCGUIRE et al., 2014b; 

ORTIZ et al., 2021). Um fator importante foi a maior expressão das MMP-9 em pacientes com 

distúrbio de refluxo gastroesofágico (MONTIEL-JARQUÍN et al., 2019) e em condições 

clínicas podem contribuir para progressão da biocorrosão dental (PEUMANS; POLITANO; 

VAN MEERBEEK, 2020). 

Uma das limitações desta pesquisa foi o fato de ser um estudo in vitro. Na cavidade 

oral há diversos fatores que podem levar à deterioração da restauração. Além disso, não houve 

forças mastigatorias e situações mais severas (estágios mais avançados de biocorrosão), que 

frequentemente podem ser observadas na clínica e certamente afetariam os resultados.
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Considerando os desfechos relatados, destaca-se a importância de realizar estratégias 

para compensar a força de união reduzida na dentina biocorroída antes da aplicação do 

adesivo. Devido aos resultados promissores da nova solução experimental testada, estudos 

adicionais serão conduzidos para avaliar a aplicação clínica do pré-tratamento da dentina com 

a solução de chá verde + NanoQ e, no futuro, melhor regular a atividade das MMPs e os 

resultados dos procedimentos adesivos na Odontologia. 
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De acordo com os resultados obtidos nesse estudo in vitro concluir que: 

▪ A biocorrosão dental afetou negativamente a adesividade do material restaurador à 

dentina; 

▪ A aplicação da solução experimental de chá verde + NanoQ previamente ao adesivo 

mostrou efeitos positivos na resistencia de união do material restaurador nas dentinas 

hígida e biocorroída;  

▪ A dentina com pré-tratamento de chá verde + NanoQ demonstrou interface adesiva 

uniforme e com poucas fendas; 

▪ A solução de chá verde + NanoQ diminuiu a atividade das MMPs em dentina 

biocorroída de modo semelhate à clorexidina; 

A MMP-9 teve maior expressão do que a MMP-20, independentemente do substrato 

ou do tratamento prévio. 
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