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Influence of Piperine on Collagen Color and
Degree of Conversion of a Universal Adhesive
System Applied to Bleached Dentin

Flavia Maria Noronha Nigri *, Lara Rabelo Aragao °, Wildson Max Barbosa da Silva ®,
Guida Hellen Mota do Nascimento @, Solange de Oliveira Pinheiro ¥, Juliana Paiva Marques Lima Rolim ¢,
Diana Araujo Cunha*, Paulo Goberlanio de Barros Silva*, Phillipe Nogueira Barbosa Alencar °
& Jiovanne Rabelo Neri®

Abstract- Aims: The aim was to evaluate the influence of
piperine on the collagen staining and on the degree of
conversion of the universal adhesive system applied to the
bleached dentin.

Methods: The piperine extraction process was carried out
using a water reflux system and confirmed by UV-Vis
spectrophotometry. For collagen staining analysis, dentin
collagen disk were analyzed with a spectrophotometer.
Regarding the collagen color evaluation, there was no
statistically  significant difference between the groups
regarding AL, Aa, Ab e AE (p>0,05).

Results: Regarding the degree of conversion, there was no
statistically significant difference between without hydrogen
peroxide, PH + 0,001% piperine, PH + 0,002% piperine and
PH + 0,004% piperine (p>0,05).

Conclusions: It is possible to conclude that piperine, did not
change the color of the dentin collagen and avoided the
reduction in the degree of conversion of a universal adhesive
system applied immediately after bleaching with 35%
hydrogen peroxide.

Keywords: tooth whitening. antioxindant. pipper nigrum.

[.  INTRODUCAO

tualmente, a buscacada vez maiorpelos padrées

de beleza tem influenciado diretamente na

estética do sorriso. Muitos sdo os tratamentos
dentarios que envolvem a estética, tais como:
restauracdes imperceptiveis com resina compostas e
os diversos métodos de clareamento dental (1).

O clareamento dental é o procedimento mais
procurado pelos pacientes (2), existindo trés técnicas
conhecidas que sdo usadas rotineiramente pelos que
buscam uma tonalidade diferente dos dentes, sendo
elas: clareamento a base de peroxido de carbamida na
concentracao de 10% (técnica caseira), clareamento a
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base de peroxido de hidrogénio na concentragéo de
35% (técnica no consultério) e clareamento misto
(caseiro + consultorio) (3).

O mecanismo de acao desses agentes usados
como clareador esta diretamente relacionado com a
liberagdo do oxigénio, chamados radicais livres, na
estrutura do dente (4). Devido ao baixo peso molecular
do peroxido, o clareamento ocorre por meio da
penetragéo facilitada dessas moléculas na estrutura
dental, que quando associada a permeabilidade
dentaria consegue difundir o oxigénio pelo esmalte e
pela dentina, agindo nas estruturas mecanicas e, assim,
clarea-las (5).

Contudo, estudos mostram que tanto o
peréxido de carbamida quanto o peréxido de
hidrogénio demonstram  efeitos  deletérios nas
caracteristicas mecanicas das interfaces adesivas dos
dentes clareados, alterando os valores de resisténcia
de unido e na ligacdo entre o sistema adesivo e a
dentina clareada, quando essa uniao ¢ feita
imediatamente apds o processo de clareamento dental
(6, 7, 8). Esses efeitos contrarios da unido imediata do
sistemma adesivo e a dentina clareadapodem estar
ligados pela presenga de oxigénio residual que vai
afetar a reacdo de polimerizagdo dos sistemas
adesivos, afetando na resisténcia de unido dos
materiais restauradores e os substratos dentarios (9).

Sendo assim, indmeras pesquisas Vvém
estudando o poder antioxidante do Acido ascérbico,
bem como suas caracteristicas quimicas e biologicas
(10). Estudos demonstram um efeito protetor do acido
ascorbico quando se tem inducdo do peréxido de
hidrogénio sobre os sistemas biolégicos (11).

Estudos utilizando a piperina, proveniente da
Piper nigrum, como material de poés tratamento
clareador para remover os radicais livres deixados pelo
peréxido de hidrogénio, foram eficazes demonstrando
um menor indice de microinfiltracdo, quando
comparados a tratamentos pés clareadores sem o uso
de antioxidantes (12,13). A Piper nigrum possui em sua
composigao: piperina, ferro, retinol, acido ascorbico,
entre outros componentes. Suas principais fungoes
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bioldgicas sédo alto poder anti-inflamatério, antioxidante
e antibactericida (14).

A literatura traz bons resultados para o uso de
antioxidantes como pré tratamentos para dentes
submetidos a clareamentos dentais por serem agentes
neutralizantes de radicais livres (13). Por outro lado,
alguns estudos ainda demonstram que alguns desses
antioxidantes possuem compostos que podem
manchar o substrato dental. Como exemplo, temos os
flavonoides, que s&o compostos dos polifendis que
podem promover uma alteracdo de cor na interface
dente-restauragado quando o mesmo se encontra com
um pH &cido, pois eles se tornam ativos e acabam
liberando endopeptideos (15, 16).

O mesmo acontece com antioxidantes a base
de polifendis, como a epigalocatequina-galato (EGCG),
encontrada no cha verde, e as proantocianidinas,
presentes no extrato de semente, que pigmentam o
colageno dentinario com tons rosados e amarronzados,
respectivamente (17).

A piperina tem sido muito estudada em varias
areas das ciéncias, demonstrando efeito antioxidante, o
que tem chamado a atencdo da industria farmacéutica
e médica. Porém, ndo existem estudos abordando o
uso da piperina como antioxidante na Odontologia. As
propriedades da piperina podem ser de interesses para
algumas especialidades da Odontologia como,
periodontia, protese e dentistica. Portanto, ha a
necessidade de conduzir pesquisas com esta molécula,
para que novas possibilidades terapéuticas sejam
vislumbradas dentro da clinica odontolégica.

Desta forma, o objetivo desse estudo é avaliar
a influéncia da piperina, extraida da Pippernigrum, na
coloragédo do colageno e no grau de conversao de
sistema adesivo universal a dentina clareada. Como
hipétese, espera-se que a piperina extraida da piper
nigrum, independente da concentracdo apresentada,
exercera influéncia positiva no grau de conversdo de
unido de sistema adesivo universal aplicado em dentina
clareada.

II.  MATERIAIS E METODOS

O processo de extracdo e caracterizacao da
piperina utilizada no presente estudo seguiu o protocolo
adotado por Albuquerque et al, 2021 (dados nao
publicados). Foram utilizados 50 g de pimenta do reino
(Piper nigrum) e, por meio do processo de extracao
utilizando um sistema em refluxo em agua, foi obtido 78
mg de um sdlido cristalino e amarelado, que foi
devidamente caracterizado como piperina, com 99,9%
de pureza.

Posteriormente, a piperina foi pesada em
balanga digital analitica (AUX-220, Shimadzu, Téquio,
Japéao) e diluida em &gua destilada (pH= 7,55) com o
auxilio de vértex (QL-901, Biomixer, S&o Paulo, SP
Brasil), a fim de obter solucdes aquosas de piperina a
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0,001% (pH= 6,01), 0,002% (pH= 5,99) e 0,004% (pH=
5,87) peso/volume. O pH de cada solugao foi aferido no
momento de sua preparacdo através de um pHmetro
digital (QUIMIS, modelo Q400AS, Diadema, SP, Brasil).

Para a realizacdo da avaliagdo de cor do
colageno e grau de converséo in situ, foi obtida
aprovagdo no Comité de Etica de Pesquisa em
Humanos sob o protocolo N° 2.006.679. Trinta e dois
terceiros molares humanos recém extraidos tiveram os
ligamentos  periodontais removidos com  cureta
periodontal Gracey 5-6 (Golgran, Sado Caetano do Sul,
SP, Brasil) e limpos com escova de Robinson e pasta
de pedra pomes e agua. Em seguida, foram
armazenados em agua destilada a 4°C até o momento
de sua utilizagdo, com renovacéo perioddica da solugao
a cada 15 dias, para evitar proliferacdo bacteriana.
Foram excluidos da amostra dentes careados, com
fraturas ou desgastados.

a) Avaliacdo de cor do colageno dentinario

Vinte dentes humanos foram aleatoriamente
divididos pelo software Excel (Excel 2020, Microsoft
Corporation, Redmond, WA, EUA) em 4 grupos, de
acordo com a solucaoutilizada: Agua destilada (grupo
controle), piperina a 0,001%, 0,002% e 0,004%.

Um disco de dentina (espessura de 1 mm =
0,08 mm) foi obtido da porcéo coronaria média de cada
dente, atravésde um disco de diamante, em baixa
velocidade, (Extec modelo 12205; ExtecCorp., Enfield,
CT, EUA) montado em uma maquina de corte (Labcut
1010; Extec, Enfield, CT, EUA), sob refrigeracao
abundante.

Todos os discos de dentina foram imersos,
individualmente, em 5 mL de é&cido fosférico a 10%,
durante 10 horas, para que fossem completamente
desmineralizados e restassem a matriz orgénica do
colageno dentinario. Em seguida, os espécimes
desmineralizados foram lavados, abundantemente, com
agua destilada, secos com jato de ar durante 10 s e a
cor inicial de cada espécime foi avaliada (baseline),
com o auxilio de espectrofotdmetro (VITA Easyshade
Advance 4.0, Vident, Brea, CA, EUA).

Posteriomente, 0s espécimes foram
reumidecidos com 20 uL da solucdo designada para o
seu grupo. As solugdes permaneceram em contato com
as superficies desmineralizadas durante 60 segundos
sob agitagéo, com auxilio de um microbrush. Os discos
de dentina desmineralizados foramsecos com jatos de
ar por 10s e foi realizada uma avaliagdo finalcom um
espectrofotbmetro que realizou a mensuracdo da cor
por meio de valores correspondentes a escala CIE L*
a*b*. Nesse sistema, L* indica a luminosidade, e 0 a*e
b*, o matiz, sendo que o a* representa a saturacao no
eixo vermelho-verde e o b* no eixo azul-amarelo.

AE*ab = [(AL)? + (Aa)*+ (Ab)2]°



Todas as leituras dos espectros de cor dos
espécimes ocorreram de forma padronizada quanto a
localizacdo do espécime avaliada, Iluminosidade,
temperatura e umidade do ambiente. A ponteira de
medicao foi apoiada e assentada completamente, de
forma perpendicular aos discos de dentina. Quando o
valor de AE foi maior que 3,7, considerou-se uma
variagéo de cor facilmente visivel clinicamente. Valores
entre 3,7 e 1, foram considerados como uma diferenga
de cor clinicamente aceitavel. Por outro lado, valores de
AE menores que 1 foram considerados como
clinicamente nao perceptiveis (Reis et al., 1996).

b) Grau de converséao in situ

Para o teste de grau de conversao, 12 terceiros
molares humanos foram aleatoriamente divididos pelo
software Excel (Excel 2020, Microsoft Corporation,
Redmond, WA, EUA) em 6 grupos, de acordo com 0s
tratamentos utilizados (Tabela 1). Todos os dentes,
exceto do grupo sem peroxido de hidrogénio (PH),
foram submetidos ao clareamento com peroxido de
hidrogénio a 35% (WhitenessHP Blue, FGM Produtos
Odontologicos, Ltda., Joinville, SC, Brasil — Lote
1152211).

Tabela 1: Distribuicdo dos grupos experimentais.

Grupo

Descricdo

Sem peroxido  de
hidrogénio (PH)
(controle)
PH +
imediata

restauragao
PH + restauragcao apos
7 dias

PH + 0,001% piperina

PH + 0,002% piperina

PH + 0,004% piperina

Sem clareamento, sem aplicagdo de agente antioxidante (aplicagdo de
agua destilada) e restauragao imediata com resina composta.

Clareamento com perodxido de hidrogénio a 35%, sem aplicacao de agente
antioxidante (aplicacdo de agua destilada) e restauragdo imediata com
resina composta.

Clareamento com peroxido de hidrogénio a 35%, sem aplicagcao de agente
antioxidante (aplicagdo de agua destilada) e restauragdo com resina
composta apds 7 dias.

Clareamento com peréxido de hidrogénio a 35%, aplicagdo de solugdo
aquosa de piperina a 0,001% p/v, durante 60 s e restauragao imediata com
resina composta.

Clareamento com peréxido de hidrogénio a 35%, aplicagdo de solugdo
aquosa de piperina a 0,002% p/v, durante 60 s e restauragao imediata com
resina composta.

Clareamento com peréxido de hidrogénio a 35%, aplicagdo de solugdo
aquosa de piperina a 0,004% p/v, durante 60 s e restauragao imediata com

resina composta.

Todos o0s dentes, exceto do grupo sem
peréxido de hidrogénio (PH), foram submetidos ao
clareamento com peréxido de hidrogénio a 35%
(Whiteness HP Blue, FGM Produtos Odontolégicos,
Ltda., Joinville, SC, Brasil- Lote 1152211), que foi
aplicado sobre o esmalte da superficie coronal, em uma
camada de aproximadamente 1,0 mm de espessura
(0,06 mL). O produto permaneceu em contato com a
superficie de esmalte dos fragmentos por 45 minutos,
em seguida, lavados com jatos de &gua durante 60
segundos e secos com jatos de arpor 10 segundos.

Apds o clareamento, os dentes foram fixados
em placas de acrilico com seu longo eixo paralelo a
superficie da placa com o auxilio de godiva em bastao
(Kerr, Joinville, SC, Brasil) e foram removidas as
superficies oclusais de todos os espécimes com auxilio
da méaquina de corte Isomet (Buehler, Lake BIuff, IL,
EUA) e de um disco diamantado, sob irrigagao
abundante. Logo apds, as superficies foram
desgastadas com lixa de carbeto de silicio de
granulagdo #280 e #600 acoplada a uma maquina
politriz elétrica (APL, 4, Arotec, Cotia, SP) sob irrigagcao
abundanteaté a exposicdo da dentina. As superficies de
dentina foram condicionadas com &cido fosférico a
37% (FGM Produtos Odontolégicos Ltda., Joinville, SC,

Brasil) durante 15 segundos, em seguida, foram
lavadas com &gua destilada durante 30 segundos e
secas com jato de ar livre de agua e 6leo durante 10
segundos. Os dentes foramreumidecidos com 20 uL da
solucéo destinada para o seu grupo com auxilio de uma
micropipeta (Tabela 1). As solucdes permaneceram em
contato com as superficies dentinarias durante 60
segundos e foram agitadas com auxilio de um
microbrush. Em todos os grupos foram aplicados o
sistema adesivo Single Bond Universal (3M ESPE, St.
Paul, MN, EUA — Lote 1910000745) de acordo com as
orientacOes do fabricante (Tabela 2). Posteriormente,
foram aplicados 5 incrementos de resina composta
Z350 XT (3M ESPE, St. Paul, MN, EUA - Lote 270617),
onde cada incremento teve espessura de 1 mm e foi
fotoativado individualmente durante 20s. Os dentes
foram armazenados durante 24h em agua destilada a
37°C.
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Tabela 2: Sistema adesivo utilizado e modo de aplicagao.

s Fabricante Co
Produto Composigao
posie (Lote 1910000745) Modo de aplicagao
Single Bond MDP, BIS-GMA HEMA, 3M ESPE, St.Paul, MN, 1. Aplicar o adesivo

DMA, Polimero functional
de metacrilato,
enchimento, etanol, agua,
iniciadores, silano.

Universal

USA

2. Deixar agir por 20s
3. Seque suavemente ao ar
por 5s.

Abrevicoes: MDP: 10di-hidrogenofosfato de metacriloiloxidecilBIS-GMA: metacrilato de diglicidil bisfenol
A; HEMA: metacrilato de 2-hidroxietil; DMA, dimetacrilato.

Apds os procedimentos, foram removidas as
raizes dos dentes e as coroas foram fixadas com cera
pegajosa em um dispositivo para serem cortadas com
auxilio da maquina de corte Isomet (Buehler, Lake Bluff,
IL, EUA) e de disco diamantado, sob irrigacao
abundante. A coroa de cada dente foi seccionada
longitudinalmentea fim de se obter 3 espécimes em
forma de fatia de cada dente, com 2 mm de espessura.
Para a determinacdo do grau de converséo, foi
realizada 1 leitura em cada espécime através de um
espectrdbmetro micro-Raman (Xplora; HoribaScientifc,
Kyota, Japao). O espectro foi excitado a partir do uso
de um laser com comprimento de onda em 532 nm
através de uma objetiva (100 X). O espectro foi
obtidode acordo com as seguintes condi¢des: tempo
de irradiacéo: 60s; numero de acumulagbes: 10 e
grade: 1200 linhas/mm. O grau de conversdo foi
calculado com base na reducao da intensidade do pico
correspondente aos grupos metacrilatos C=C em 1.636
cm' e 1.608 cm™ polimerizada (P) comparado com o
espécime nao polimerizado (U), de acordo com a
seguinte equagao:

P
Grau de conversao = (1 — ﬁ) x 100

As analises estatisticas dos resultados foram
realizadas com o programa SigmaStat 4.0 (Systat

Software Inc., San Jose, CA, EUA). Os testes de
Shapiro-Wilk e Brown-Forsythe foram aplicados em
todos os grupos para analisar a distribuicao normal dos
dados e a igualdade de variancia, respectivamente.
Para a analise dos dados de grau de conversao e
variagdo de cor do colageno foi usado o teste de
Anélise de Variancia e o nivel de significancia adotado
foi de p<0,05.

I11. RESULTADOS

a) Extragdo da Piperina

Através do processo de extracdo utilizando um
sistema em refluxo em agua foi obtido um sdlido
cristalino e amarelado, cujo ponto de fusédo foi de
125°C.Ap6s a extragdo, foram obtidos 78mg de
piperina, com um rendimento de 92,86% e com a
pureza de 99,9%.

b) Avaliacdo de cor do colageno dentinario

Os dados referentes a avaliagdo de cor do
colageno estdo representados na Tabela 3. Os
resultados demonstraram que nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos quanto ao
AL, Aa, Ab e AE (p>0,05).

Tabela 3: Valores médios de coordenadas de cor (AL, Aa, Ab e AE) de esmalte apos exposicao a diferentes
agentes antioxidantes.

Grupos (n=6) AL Aa Ab AE

Agua destilada 0,2+1,4" -0,1x1,14 0,2+1,14 1,9+0,4*
Piperina 0,001% 0,4+0,8" 0,2+0,74 0,1%=1,17 11+0,8*
Piperina 0,002% 1,3+0,64 0,5+0,8" 0,5+0,4" 1,6+0,74
Piperina 0,004% 0,3+1,08 0,4+0,4" 0,3+1,44 15+104

* Letras maiusculas semelhantes indicam que ndo houve diferenca estatistica nas colunas.

c) Grau de conversao in situ

Os dados referentes ao grau de converséao de
cada grupo avaliado estao representados na Tabela 4.
Nao houve diferenca estatisticamente significante entre
0s grupos sem perdxido de hidrogénio, PH + 0,001%
piperina, PH + 0,002% piperina e PH + 0,004% piperina
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(p>0,05). O grupo PH + restauracao imediata
apresentou o menor grau de conversao quando
comparado aos demais (p<0,05).



Tabela 4: Grau de conversao de valores in situ (mean = SD (*), de acordo com o tratamento utilizado.

Grupos (n1=6)

Grau de conversao in situ

Sem perdxido de
(controle)

PH + restauragéo imediata

PH + restauracéo imediata apos 7 dias
PH + 0,001% piperina

PH + 0,002% piperina

PH + 0,004% piperina

hidrogénio  (PH)

88,17+4 39"

75,05+1,218
92,11+3,02¢
86,13+3,85"
89,53+3,574¢
87,01=4,77°C

* Letras maiusculas semelhantes indicam que ndo houve diferenga estatistica nas colunas.

IV.  DiscussAo

Apbds 0 uso de géis clareadores, os radicais
livres gerados durante o tratamento continuam
presentes nos tubulos dentinarios provocando um efeito
oxidativo que resulta em reacdes microestruturais no
esmalte dentario, diminuicdo do tamanho, ndmero e
qualidade dos fags resinosos e na inibicdo da
polimerizagdo dos materiais resinosos(14).

Carr et al.(1999) (15)foi um dos pioneiros a
utilizar antioxidantes para neutralizar os 6éxidos do
peroxido de hidrogénio, aumentando a forga de adesao
das restauragcbes em resina composta no elemento
clareado, tanto em dentina, como em esmalte. No
presente estudo observa-se que o uso da piperina
elevou o grau de conversdo da resina composta,
quando se analisa o resultado do substrato restaurado
imediatamente e o substrato restaurado utilizando a
menor concentracao de piperina.

Jordao et al.(2016) (16) demonstrou em seu
estudo que o uso de géis de clareamento dental reduz
a resisténcia de unidao do material restaurador com a
dentina, sendo assim, diminuindo as propriedades de
adesédo do materialdevido a altas concentracdes de
radicais livres presentes no substrato. No presente
estudo, percebemos que o uso do antioxidante diminuiu
esses radicais livres, contribuindo para uma adequada
reacao de adesao entre os materiais restauradores e o
dente.

De acordo com os resultados anteriores,
observou-se que o valor do grau de conversdo do
primeiro grupo teste, na interface de unido entre agente
restaurador e dente mostrou-se o mais baixo, isso se
explica devido a esse corpo de prova receber o material
imediatamente apds o clareamento, nado havendo
nenhum preparo com antioxidante. O que se confirma
nos estudos de Turkmenet al.(2016) (17) e Ozelinet al
(2014) (18).

De acordo com a literatura, a piperina age
contra danos oxidativos, inibindo os radicais livres e
espécies reativas do oxigénio, através da enzima 5-LO
que participa da biossintese dos leucotrienos, sendo
efetiva como antioxidante (19). Estes achados
corroboram com os resultados do presente estudo em
que a utilizagdo da piperina como agente antioxidante
impediu a redugdo do grau de conversdao de um

sistema adesivo aplicado em dentina apds clareamento
dental. Desta forma, a hipétese do estudo falhou em ser
rejeitada.

A aplicacao da solucéo antioxidante de piperina
foi testada por 60 segundos por ser um tempo
clinicamente viavel para o paciente e para o cirurgiao-
dentista, demonstrando que mesmo sendo aplicada em
baixas concentracdes e em tempo moderado, esta
solucdo demonstra ser eficiente. Outros achados na
literatura, que utilizaram outros agentes antioxidante
como o ascorbato de sdédio, demonstraram que para
que ocorra um efeito antioxidante, o seu uso deve ser
de pelo menos 5 minutos (20, 21).

No presente estudo, o uso de um
espectrofotdmetro foi utilizado para analise de cor dos
substratos estudados antes e apds a aplicagdo da
piperina. De acordo com a literatura, o uso desses
espectrofotdmetros deve ser sempre utilizado para fazer
leitura de cor, pois possuem uma técnica que
demonstra precisao e rapidez nos resultados (22).

Para estudos que avaliem estabilidade de cor é
recomendado utilizar o sistema CIE L*, a* e b, onde o L
vai fazer referéncia as coordenadas relacionadas com a
cor nas axiais vermelho-verde e amarelo-azul,
respectivamente (23).

As proantocianidinas, uma categoria de
flavonoides, apresentam coloragdo marrom escuro e
alguns estudos apontam que apods a sua aplicacao
sobre o colageno dentinario, acabam resultando em
pigmentagao do mesmo, sendo referida como um
obstaculo para a estética (24, 25). Da mesma maneira,
estudos mostram que a epigalocatequina-3-galato que
possuem na sua composicao os flavondides que
derivam dos polifendis, também apresenta essa
desvantagem e pigmentam o colageno dentinario com
rons rosados(26). Contudo, no presente estudo
podemos destacar que a aplicacdo da piperina no
colageno dentinario ndo promoveu mudangas de cor
(27). A nao alteragdo de cor do colageno apds
aplicacdo da piperina pode ser devido ao seu uso em
baixas concentragbes e devido a cor amarela pélida,
que se assemelha muito a cor da dentina.
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