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Resumo:

Introducdo: Em menos de 10 anos quase metade das restauracdes resinosas falham devido a degradacéo
hidrolitica do material e a acdo das MMPs que degradam o colageno da dentina.

Objetivos: Avaliar a atividade antioxidante da quercetina e prépolis vermelha de Alagoas (PVA) e seus efeitos
sobre o grau de conversdo de um adesivo comercial.

Metodologia: O adesivo Single Bond 2 foi modificado pela adicdo de quercetina ou PVA nas concentragfes
20pg/ml, 250ug/ml e 500upg/ml. Foram avaliados o grau de conversdo (GC) em FTIR e a atividade
antioxidante-AA pelo método DPPH.

Resultado: A adicdo de quercetina 500ug/mL aumentou significativamente o GC do adesivo testado. Nas outras
concentracdes testadas quercetina e PVA ndo houve diferenca significativa no GC comparada ao controle. A
AA da quercetina, do EEP e sua fragao hexanica foi comprovada.

Concluséo: Quercetina ou PVA nas concentragfes utilizadas mostrou alta AA e ndo afetou negativamente o GC
do sistema adesivo testado.

Autorizacao legal: Nao se aplica

Palavras-chave: Adesivo Dentinario; Flavonoides; Metaloproteinases;
Apoio financeiro: CNPq

Trabalho selecionado para a JNIC pelainstituicdo: UFAL

Introducéo:

Na odontologia restauradora a adesdo entre materiais resinosos e o substrato dentinario forma uma interface
de unido chamada de camada hibrida. A composi¢do da dentina pode ser descrita em trés partes: minerais
ricos em carbonato, uma matriz organica formada por fibrilas de colageno tipo | e a parte liquida na forma de
plasmal. Na matriz organica estdo as enzimas metaloproteinases da matriz (MMPs), envolvidas na degradacéo
da camada hibrida da dentina, e que sdo sensiveis a substancias antioxidantes, ions metalicos e quelantes dos
fons Zn?*" e Ca®*.? Assim, as pesquisas utilizando agentes de reticulagédo de colageno e inibidores de MMPs no
tratamento da interface de dentina desmineralizada ou inibidores incorporados ao agente de unido para evitar a
ativacdo dessas enzimas tém se destacado. A quercetina é um flavonol e pertence a uma classe de
metabolitos secundarios de plantas conhecidos como flavondides. E conhecida por seu alto potencial
antioxidante e suas atividades biolégicas: antiviral, anticancerigena, antimicrobiana, antiinflamatéria, dentre
outras.® A prépolis vermelha de Alagoas (PVA) é rica em flavonoides, isoflavonoides, taninos, xantonas e
gutiferonas que também sdo antioxidantes. Considerando-se os efeitos bioldgicos das duas substancias e sua
alta atividade antioxidante, presume-se que elas possam ser usadas como potenciais inibidores das MMPs.*
Portanto, justifica-se o uso da quercetina e PVA para controle da atividade colagenolitica na dentina apos a
confeccéo de restauracdes adesivas. Esse estudo avaliou a atividade antioxidante da quercetina e PVA e seus
efeitos sobre o grau de conversdo de um adesivo comercial.

Metologia:

Preparou-se uma solucdo méde de cada substancia, adicionando-se 48mg de quercetina ou 50mg da fragédo
hexanica do extrato etandlico de PVA a 1mL de etanol (Solucdo méae), que foram solubilizadas em ultrassom
durante 1 minuto. Para formulag&o do adesivo contendo 500ug/ml de quercetina ou PVA, uma aliquota de 25puL
da solugcdo mae foi acrescentada a 240mg de adesivo. Para fazer o adesivo contendo 250ug/ml de quercetina
ou PVA, 500uL da solucdo mée foi adicionanda a 500uL de etanol, obtendo-se a concentracdo 24mg/mL
(Solugdo 2). Logo apds, uma aliquota de 25uL dessa nova solugdo foi adicionada a 240mg de adesivo. Na
obtencdo do adesivo com 20ug/ml de quercetina ou PVA, tomou-se 80pL da solucdo 2 e adicionou-se 920uL
de etanol, obtendo-se uma solugdo na concentracdo del,92mg/mL. Da Ultima solu¢do foram retirados 25puL e
acrescentou-se a 240 mg de adesivo. Uma aliquota de 25uL de etanol foi acrescentado a 240mg de adesivo
para se observar o efeito do diluente(branco). O adesivo puro serviu como controle.
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As amostras foram mantidas em tubos protegidos de luz, em local refrigerado, até a analise em FTIR. Amostras
polimerizadas foram preparadas depositando-se 25uL de cada adesivo modificado, branco e controle, sobre
uma pelicula de poliéster e depois de 30 segundos o adesivo foi polimerizado por 20 segundos com uma fonte
LED (1500mW/cm?).

Foram obtidos espectros FTIR das amostras polimerizadas e ndo polimerizadas (n=5) do adesivo modificado
com quercetina ou PVA nas concentragbes 500, 250 e 20ug/mL, adesivo puro e o branco, totalizando 80
espectros. O valor do grau de conversédo (GC) foi obtido aplicando-se equacéo:

Grau de conversao (%)=100[1-R(polimerizada)/R(n&o polimerizada)].

Na analise dos dados do grau de conversdo foram obtidas as medidas estatisticas: média, desvio padréo,
coeficiente de variacdo e mediana e foi utilizado o teste estatistico F (ANOVA) com um fator seguido do teste
de Tukey. Os testes foram realizados com auxilio do software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS), versdo 21. A margem de erro utilizada nas decisfes dos testes estatisticos foi de 5%.

Realizou-se a caracterizacdo das solu¢des de quercetina como no esquema a seguir:
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Todo o esquema acima foi repetido para as solu¢des contendo PVA, diferindo apenas nas diluigbes, que foram
até 1ug/mL. Apos a preparacéo, as diluicdes foram acondicionadas em frascos de vidro, cobertas com papel
laminado e guardadas em ambiente protegido de luz, durante 30 minutos. Todas as diluicbes foram preparadas
em triplicata. Entdo as solu¢Bes foram depositadas, uma por vez, em uma cubeta de cristal de quartzo e
inseridas no espectrofotdmetro UV-Vis, calibrado com etanol, em um comprimento de onda de 518nm. A
capacidade de eliminar o radical DPPH (% de atividade antioxidante) foi calculada utilizando-se a seguinte
equacao:

( (Acontrole — Aamostra) / Acontrole) )x100.

Resultados e Discusséo:

O grau de conversédo de todos os adesivos modificados e controle séo apresentados na Tabela 1. Apenas Q3
mostrou aumento significante no grau de conversdo comparado aos demais grupos (p<0.05). N&o houve
diferenca significante entre Q1 e Q3 (p=0,955). O grau de conversdo de P1, P2, P3, Q1 e Q2 néo foi
estatisticamente significante quando comparado ao grupo controle (p>0,05) e, portanto, a hip6tese do estudo
foi parcialmente confirmada. O maior valor de GC foi registrado no grupo Q3 (91,14%) e o valor mais baixo no
grupo Q2 (79,29). O que esta de acordo com o estudo de Yang et al*, que mostrou, que a incorporacéo de
guercetina em baixas concentra¢des ndo reduziu significativamente o grau de conversdo do adesivo modificado
em comparagao ao grupo controle (sem adicdo do flavonoide).

Espectros FTIR de amostras polimerizadas e ndo polimerizadas de cada adesivo testado sdo apresentadas nas
Figuras 5-A a 5-D e mostram as alteracdes nas duplas ligacdes (C=C) no adesivo polimerizado, cujo pico
caracteristico estd em 1640 cm-1 e apresenta intensidade reduzida apds a polimerizac&o.
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Tabela 1 — Valores médios do grau de conversdo (+ desvio padrio) dos adesivos testados.
Adesivo (codificagdo) Grau de conversdo (%)
Adesivo Single Bond2 puro, grupo controle [C) 83,13 +4 64 AB

Branco (Adesivo S5ingle Bond2 + 25pl de etanol (B) 24 00 +3,60AB
Adesivo S5ingle Bond2 + quercetina 20pg/m L (k1) 88,50 +2 55BC
Adesivo Single Bond2 + quercetina 2b0pg/mL (G2) 79295+ 8 31A

Adesivo Single Bond2 + quercetina 500pg/mL (@3) 81,14+ 3 00C

Adesivo Single Bond2 +« PVA 20pgimL (P1) 21,77 + 4 BTAB
Adesivo Single Bond2 + PVA 250pg/mL (P2) 81,74 + 6 0TAB
Adesivo Single Bond2 + PVA 500pg/mL (P3) B289% + 15 51AB

ANOVA seguido de Tukey Teste para comparac¢des multiplas (p<0,05). Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significante
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Figura 5- Espectros FTIR sobrepostos de amostras polimerizadas e ndo polimerizadas de Quercetina e PVA,
representativos de todos os grupos. 5-A: Adesivo Puro, 5-B: Branco (adesivo + etanol), 5-C: Adesivo +
Quercetina 500pg/mL 5-D: Adesivo + PVA 500pg/mL.

Yang et al, 2017° mostrou que a atividade metabdlica de S. mutans diminuiu quando foi acrescentado
guercetina ao adesivo, especialmente o Q500. Mostrou também que assim como nosso estudo ndo houve
diferenga do grau de conversdo, divergindo apenas na concentragdo de 500ug/mL, que nesta pesquisa
provocou aumento significante no grau de converséo.

Os polifendis e em particular os flavonéides possuem estrutura ideal para o sequestro de radicais livres, sua
atividade antioxidante depende da sua estrutura e pode ser determinada por cinco fatores: reatividade como
agente doador de H e elétrons, estabilidade do radical flavanol formado; reatividade frente a outros
antioxidantes, capacidade de quelar metais de transi¢cédo e solubilidade e interacdo com as membranas®. Isso
sugere que a propolis vermelha tem potencial para neutralizar o efeito das metaloproteinases, por conter um
grande teor de polifenc’)is4

Nesse estudo avaliou-se a atividade antioxidante (AA) da quercetina e PVA através do método baseado na
eliminacdo do radical livre estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH+). O resultado da AA das diferentes
concentracdes de quercetina testadas estdo apresentadas na Tabela 2, e PVA grafico 2. A amostra de
quercetina 10pg/mL apresentou o maior percentual de AA (96,68%). Foi observado que até a concentragdo de
0,001pg/mL (em todos os casos, exceto 0,005ug/mL) o consumo de DPPH foi diretamente proporcional a
concentracao da amostra. Todas as amostras apresentaram capacidade de consumo de DPPH, demonstrando
a atividade antioxidante das amostras com quercetina

Conforme mostrado no Gréfico 2, o extrato hexanico apresentou atividade de sequestro do radical livre DPPH
discretamente mais alta em todas as concentracdes, quando comparado ao extrato etandlico de prépolis. Foi
possivel observar também, que as absorbancias das solu¢des (10 pg/mL, 1 pg/mL, 0,5 pg/mL e 0,05 pg/mL)
encontram-se dentro do padrdo esperado, em proporcionalidade com as concentragfes. O extrato hexanico
obteve um perfil da atividade antioxidante maior que o extrato etandlico de prépolis (EEP), variando de 87 %
até 58%, enquanto o EPP de 81% a 57%. Os resultados foram expressos em percentagem de inibicdo de
oxidacdo, ou seja, a porcentagem de AA é correspondente a quantidade de DPPH consumida pelo
antioxidante.
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Tabela 2 —Atividade antioxidante (AA%) das solugBes Gréafico 2. Porcentagem de atividade antioxidante do extrato
etandlicas de quercetina de acordo com a etandlico de propolis e do extrato hexanico.
concentragao

Porcentagem de atividade antioxidante
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8 83,37 % -
4 89.25% -
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1 73.22% I l I I I l
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Quercetina como um importante antioxidante, inibe a formac&o de oxigénios reativos, mediadores do stress
oxidativo, que atuam como ativadores das MMPs.”® Além disso suprime a expresséao das proteinas da matriz
extracelular MMP-9 e MMP-2, inibindo a expressao proteica da matriz extracelular, através da via quinases
reguladas por sinais extracelulares (ERK e AKT)9. Como antioxidante, tem potencial para promover a
reticulagdo do colageno da dentina aumentando a forga de unido imediata a dentina e estabilizando a interface
adesiva'®'. Desse modo, um adesivo dentinario dopado com quercetina pode ser um potencial material
dentario funcional capaz de prolongar a meia vida das restauragdes adesivas.

No estudo de Mendonga et al 2015 4 aandlise guantitativa in vitro revelou que a atividade antioxidante (AA) do
EEP e suas fragbes (hexanica, cloroférmio e acetato de etila) foram satisfatdrias, sendo em ordem decrescente,
fragdo de cloroférmio> fragéo hexanica > EEP = fragéo de acetato de etilo, no entanto, Cabral et al 2009*,
demonstraram que a fragdo hexéanica foi a que apresentou maior atividade de sequestro do radical livre DPPH
(74,4%), seguida pelo EEP (50,5%) e fragdo cloroformio (49,8%), o que estd de acordo com nossos resultados.
Nessa pesquisa demonstrou-se que a fragdo hexanica comparada com o EEP, nas concentracdes analisadas
mostru valores superiores de captura de radicais. O interesse no estudo dos compostos fendlicos é devido
principalmente a habilidade antioxidante destas substancias em sequestrar radicais livres™®. Desse modo,
acredita-se que o efeito antioxidante da PVA e da quercetina pode atuar na preservacdo do coldgeno da
dentina.

Conclusdes:

Dentro das limitacdes desse estudo concluimos que a adicdo de quercetina ou PVA nas concentracdes
20pg/mL e 250pg/mL nédo afetou negativamente o grau de converséo do sistema adesivo testado. A adigdo de
guercetina 500ug/mL aumentou o percentual de conversdo dos monémeros do adesivo testado.

A atividade antioxidante da quercetina, do EEP e sua fracdo hexanica foi comprovada, o que indica uma
possibilidade de formulacdo de adesivos dentindrios contendo essas substancias para reducdo de radicais
livres na dentina.
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