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RESUMO

Na busca por melhores propriedades mecanicas do colageno dentinario, agentes
biomodificadores tem ganhando bastante atenc&o, entre eles a proantocianidina
(PAC) e a epigalocatequina-3-galato (EGCG) por apresentarem capacidade de
promover liga¢des cruzadas e inibir a agdo de enzimas colagenoliticas. Assim como,
0S agentes remineralizantes, como o beta fostato tricalcio (BTCP) que possuem
capacidade de preservar o colageno, inibindo a sua degradacdo. Tendo em vista
iISso, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da associagcédo entre agentes
biomodificadores naturais e agente remineralizante de colageno dentinério sobre a
camada hibrida. Terceiros molares humanos higidos foram preparados tanto em
forma de barras de dentina, para avaliacdo do potencial biomodificador e da
capacidade de remineralizacdo, bem como em blocos de dentina média para
avaliacao da Resisténcia de Unido [uTSB], os grupos foram divididos de acordo com
os tratamentos em dentina com agua destilada (CN); epigalocatequina-3-galato
(EGCG 0,1%); proantocianidina (PAC 6,5%); beta fostato tricalcio (BTCP 10%);
epigalocatequina-3-galato associado a beta fostato tricalcio (EGCG 0,1%+ BTCP
10%) e proantocianidina associada com beta fostato tricalcio (PAC 6,5%+BTCP
10%). Foram realizados testes de avaliacdo do potencial biomodificador, através do
ensaio de flexdo de 3 pontos, para mensurar modulo de elasticidade [ME] (n=10) e
variacdo de massa [VM] (n=10), com auxilio de uma maquina de ensaios mecanicos
universais e balanca analitica de precisao; yTSB (n=06), através de uma maquina
de ensaios mecéanicos universais e avaliacdo do potencial remineralizador (n=2)
através de Espectroscopia de infravermelho por transformador de Fourier (FTIR). O
ME e a VM foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, em
seguida a um teste ANOVA a dois fatores por medidas repetidas, para os casos onde
foi detectada diferencas, realizou-se pos-teste de Tukey (p<0,05). Ja para o teste de
resisténcia de unido, realizou-se um teste de ANOVA a um fator. No ME observou-se
que houve diferenca estatistica em todos os grupos que receberam tratamento apos
14 dias de envelhecimento, diferente do grupo controle. Nao foram observadas
diferencas estatisticas entre grupos quando a variagcdo da massa foi analisada, bem
como na resisténcia de unido. Foi verificado a formagéo de picos entre 3000-3500
cm™ em todos os grupos que foram tratados com polifendis, representando a

formacédo de ligacdes (-OH). Apenas o grupo PAC 6,5% + BTCP 10% apresentou



aumento do pico entre 1000-1100 cm™, referente & presenca de fosfato. Conclui-se
que os tratamentos utilizados sdo potencialmente viaveis para melhorar as
propriedades mecéanicas do colageno, permitindo tanto a formacdo de ligacdes

cruzadas, como a deposicao de mineral na matriz de colageno.

Palavras-chave: Dentina. Polifenodis. Remineraliza¢do dentaria.



ABSTRACT

In the search for better mechanical properties of dentin collagen, biomedific agents
have been gaining a lot of attention, among them proanthocyanidin (PAC) and
epigallocatechin-3 gallate (EGCG), because they have the ability to promote
crosslinking and inhibit collagenolytic enzymes action. Thus, remineralizing agents
such as the beta-phosphate tricalcium (BTCP) that have ability to preserve collagen,
inhibiting its degradation. The aim of the present study was to evaluate the
association between natural biomodorating agents and dentin collagen remineralizing
agents effects on hybrid layer. Healthy human third molars were transformed in to
dentin bars for evaluation of biomedical potential and remineralization capacity, as
well as the medium dentin blocks for Union Strength evaluation [UTSB] (n = 6),
Divided accordingly with the treatments in dentin with distiled water (CN);
epigallocatechin-3-gallate (0.1% EGCG); proanthocyanidin (PAC 6.5%); beta-
phosphate tricalcium (BTCP 10%); epigallocatechin-3-gallate associated with beta-
tricalcium (0.1% EGCG + 10% BTCP) and proanthocyanidin associated with beta-
phosphate tricalcium (PAC 6.5% + 10% BTCP). The evaluation of the biomodifier
potential was performed through the 3-point flexural test to measure elastic modulus
(ME) (n = 10) and mass variation (MV) (n = 10) using a universal mechanical testing
and precision analytical balance; uyTSB through a universal mechanical testing
machine and evaluation of the remineralizing potential (n = 2) by Fourier transformer
infrared spectroscopy (FTIR), the treatment application time was 1 minute. The ME
and the MV were submitted to the Kolmogorov-Smirnov normality test, after a two-
factor ANOVA test by repeated measurements, for the cases where differences were
detected, Tukey's post-test was performed (p <0.05 ). For the union resistance test, a
one-way ANOVA test was performed. In ME, it was observed that there was statistical
difference in all the groups that received treatment after 14 days of aging, different
from the control group. No statistical differences were observed between groups
when mass variation was analyzed, as well as in union strength. Peak formation was
observed between 3000-3500 cm-1 in all groups that were treated with polyphenols,
representing the formation of (-OH) linkages. Only the PAC group 6.5% + BTCP 10%
presented increase of the peak between 1000-1100 cm-1, referring to the presence

of phosphate. It is concluded that the treatments used are potentially viable to



enhance the mechanical properties of collagen, allowing both the formation of cross-
links and the deposition of mineral in the collagen matrix.

Keywords: Dentin. Polyphenols. Tooth Remineralization.
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1 INTRODUCAO

A maioria das técnicas restauradoras contemporaneas é baseada na adesao
de materiais resinosos. O processo adesivo € um procedimento complexo devido a
natureza diferente dos substratos dentarios: esmalte e dentina. A unido em esmalte
apresenta-se previsivel e com boa estabilidade ao longo do tempo. Isso acontece,
pois 0 esmalte contém uma composicao de 96% em peso de hidroxiapatita, matriz
inorganica e 4% de proteinas e agua, ja a dentina apresenta aproximadamente 30%
de 4gua e material organico (principalmente coldgeno do tipo I) somados a 70% de
material inorganico (GARCIA, 2008). Essa heterogeneidade do substrato dentinario
associado a sua complexa morfologia dificultam a difusdo dos monémeros resinosos
dos sistemas adesivos nos componentes da dentina (PASHLEY & CARVALHO,
1997).

A Odontologia restauradora apresentou um grande impulso em 1955, quando
Buonocore preconizou o condicionamento acido em esmalte. Devido ao sucesso do
procedimento, tentou-se o0 mesmo em dentina. Garberoglio e Brannstrom (1976)
mostraram que o numero por unidade de area e o didmetro dos tubulos dentinarios
aumentam com a profundidade na dentina. Esse fato faz com que a permeabilidade
dentinaria seja maior quanto mais proximo a polpa, dificultando a unido das resinas a
dentina profunda (PERDIGAO, 1995; BETANCOURT, 2018). O mecanismo de
adesdo a dentina se baseia no embricamento micromecanico dos mondmeros
resinoso com o colageno presente na dentina intertubular. Isso ocorre quando o
coldgeno é exposto pelo condicionamento acido e € envolto por mondémeros
formando um emaranhado homogéneo composto por fibrilas colagenas entrelacadas
com polimeros que déo origem a camada hibrida. (NAKABAYASHI, 1982; GARCIA,
2008; AL-EHAIDEB, 2000; TAY & PASHLEY, 2003).

Embora muitas melhorias ja tenham sido alcancadas, a camada hibrida ainda
€ susceptivel a diversas formas de degradacdo como a hidrélise dos monémeros
ocasionada pelo excesso de agua na interface adesiva e a acdo de enzimas
colagenoliticas, como metaloproteinases da matriz (MMPS) e cisteino catepsinas
(CTPs) (PASHLEY et al., 2011). Diversas estratégias para melhorar a durabilidade
dessa unido tém sido empregadas, podendo-se destacar o uso de inibidores de
enzimas colagenoliticas e agentes de ligacfes cruzadas de coldgeno (BEDRAN-

RUSSO et al., 2014). Entretanto, essas estratégias ndo conseguem remover a agua



15

que permanece confinada dentro das fibrilas de colageno apos a polimerizacao,
sendo esse um fator critico de falha das restauracdes adesivas. Essa agua que fica
aprisionada torna-se um meio enfraquecedor do colageno, servindo também como
meio funcional para as MMPs (PERDIGAO et al., 2013).

A desidratacdo progressiva das fibrilas de colageno via apatita intrafibrilar
ocorre naturalmente no processo de mineralizacdo e pode proteger a matriz
organica da degradacdo por um periodo de tempo muito mais longo do que o
alcancado pelos inibidores de MMPs ou agentes de reticulacdo do colageno. As
apatitas sdo depositas nos compartimentos internos das fibrilas de coladgeno onde a
dgua se armazena, essa compressao das fibrilas ocasionada por essa
remineralizacao intrafibrilar desloca dgua causando essa desidratacdo devolvendo a
funcao protetora do colageno (BRACKETT et al., 2011).

A preservacdo da matriz de colageno €é essencial para que essa
remineralizacdo ocorra, o fortalecimento do colageno o torna mais resistente e
fornece uma estrutura para receber o mineral proveniente da remineralizacdo. Tendo
em vista isso, alternativas que viabilizem essa preservacdo e que a0 mesmo tempo
promovam a remineralizacdo € uma alternativa viavel para o tratamento de lesdes
cariosa. No entanto, os agentes remineralizantes usados atualmente n&o possuem
um efeito protetor simultdneo de colageno. Por exemplo, o flior € um agente de
remineralizacdo notavel, mas ndo tem capacidade intrinseca para inibir a
degradacdo do colageno e fortalecer a matriz de colageno. (EPASINGLE et al.,
2017).

Varios estudos tém sido realizados para encontrar possiveis agentes
reticuladores de colageno que possam fortalecer a matriz dentinaria sem causar
efeitos toxicos ao orgdo pulpar. Nesse contexto, a Epigalocatequina-3-galato
(EGCG) e a as Proantocianidinas (PAC) tem se destacado. O EGCG ¢ o principal
polifenol encontrado no cha verde (Camellia sinesis), correspondendo a mais de
65% das catequinas encontradas nesse cha (DEMEULE et al., 2000). Tendo
ganhado destaque por seu efeito biomodificador positivo sobre a dentina, sendo
capaz de estabilizar o colageno, induzindo as ligacfes cruzadas e impendido o livre
acesso das colagenases as cadeias dos sitios ativos de colageno (NERI et al., 2016;
JACKSON et al., 2010). Além disso, Santiago e colaboradores (2013) demonstraram
a capacidade de preservacgdo da resisténcia de unido dentina-resina por até 6 meses

apos pré-tratamento com EGCG 0,1%.
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J& a proantocianidina (PAC) é um potente antioxidante com capacidade
comprovada de reticulagdo do coldgeno com baixa toxicidade. Diversos estudos
observaram que o uso do extrato de semente de uva melhora a resisténcia a tracao,
rigidez do colageno dentinario e estabilidade a longo prazo de matrizes de colageno
de dentina (EPASINGLE et al.,, 2012). A sua presenca leva ao agrupamento das
fibrilas de coldgeno aumentando a densidade da matriz de dentina e levando ao
desaparecimento dos espacos interfibrilares. Além disso, previne a degradacdo do
colageno inibindo a atividade das metaloproteinases de matriz e mantem um suporte
que pode ser usado para a deposicao de mineral (EPASINGLE et al., 2017). A
eficadcia das PACs depende de sua capacidade de promover ligac6es de hidrogénio,
interacOes hidrofobicas e covalentes que mediam a reticulacdo de colageno nos
niveis inter e intra-fibrilares. Estudos exploratorios mostraram que fontes de plantas
ricas em PACs melhoram as propriedades fisico-quimicas da matriz dentinaria
(AYDIN et al., 2019).

Porém, a capacidade de preservacdo do colageno que essas substancias
possuem € limitada ao tempo, sendo a associacdo com sais de fosfato de calcio uma
alternativa para potencializar tal efeito. Dentre estes sais podemos enfatizar o beta-
fostato-tricalcio (BTCP), j4 que o mesmo € uma particula constituida por calcio e
fosfato com capacidade de remineralizar o tecido em que estiver em contato. Além
disso, por ser biocompativel e ter composicdo semelhante a apatita do dente e da
estrutura éssea, tem apresentado resultados promissores nas areas de
Traumatologia (GASIK et al., 2014) e Periodontia (PINIPE et al., 2014). Epasinghe e
colaboradores em 2017 identificaram que a associagdo entre BTCP e PAC
mostraram-se efetiva em reduzir a degradacdo de colageno, inibir a
desmineralizagcdo e aumentar a remineralizacdo, porém tal associacdo nao foi
testada em Odontologia restauradora a fim de preservar a camada hibrida.

Tendo em vista as dificuldades de acdo dos agentes utilizados isoladamente
faz-se necessario mais estudos que avaliem a agdo sinérgica entre substancias
reticuladoras de colageno e sais remineralizantes. Neste contexto nenhum artigo
prévio avaliou o efeito da associagao entre EGCG, PAC e BTCP para preservacgao da
camada hibrida. Sendo as hipoteses propostas por esse estudo que a associacéao do
BTCP e agentes de biomodificagao naturais irdo manter as propriedades mecanicas
do colageno apdés o envelhecimento (1), manter a resisténcia de unido quando

utilizado como pré-tratamento dentinario (2) e permitir a deposicdo de minerais e a



formacao de ligacdes cruzadas na trama de colageno desmineralizado (3).

17
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito da associacdo entre a proantocianidina, a epigalocatequina-3-
galato e a beta-fostato-tricalcio no colageno dentinario sobre a camada
hibrida.

2.2 Objetivos especificos

Analisar a influéncia da aplicacdo de tais agentes sobre o médulo de
elasticidade e a variacado de massa do colageno dentinario;
Avaliar o efeito do uso de tais substancias como pré-tratamento dentinario

sobre a resisténcia de unido;

Identificar a presenca de minerais no colageno desmineralizado.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos Eticos

Os procedimentos clinicos de coleta dos dentes foram realizados com
pacientes que se apresentarem a clinica de Cirurgia Buco-Dentaria da FFOE/UFC,
nos cursos de aperfeicoamento e/ou especializacdo em Cirurgia Buco-Maxilo-Facial
da Academia Cearense de Odontologia (ACO/CEC) e Associacdo Brasileira de
Odontologia (ABO/CE) com, no minimo, 01 (um) dente terceiro molar higido com
indicagdo de remocdo cirdrgica, semi-incluso ou incluso. Foi considerado higido, o
dente que ao exame de inspecéo visual ndo apresentou trincas, desgastes ou lesdes
cariosas. Os pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), sob a regulamentacédo do protocolo de pesquisa aprovado pelo Comité de
Etica de Pesquisa em Humanos da Universidade Federal do Ceara (3.212.734).

3.2 Delineamento Experimental

Os fatores de estudo sob investigacdo foram o uso de dois agentes de
biomodificacdo: proantocianidinas & 6,5% (p/p) e epigalocatequina-3-galato a 0,1%
(p/p), além de um agente remineralizante BTCP a 10% (p/p) e de agua destilada
(controle negativo). As variaveis dependentes do estudo foram o mddulo de
elasticidade (n=10), avaliada quantitativamente através do teste de flexdo de trés
pontos, resisténcia de unido (n=06), avaliada quantitativamente através do teste de
microtracdo, alteracdo de massa (n=10), medido em balanca de precisdo e
composicdo molecular, avaliado qualitativamente por meio de espectroscopia

infravermelho (n=02).
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Tabela 1: Divisdo dos grupos experimentais

Grupos Pré-tratamento

I Agua destilada

Il EGCG 0,1%

1 PAC 6,5%

vV BTCP 10%

\% EGCG 0,1%+BTCP 10%
Vi PAC 6,5%+BTCP 10%

3.3 Potencial de Biomodificagdo da Dentina

Preparo dos espécimes

Um total de 60 dentes (n=10) foram selecionados para confeccdo dos palitos
de dentina com 1,7 X 0,5 X 6,0 mm de dimens&o. Em seguida os espécimes foram
desmineralizados completamente em solucdo 10% de H3PO,4 durante o periodo de 5
horas, em temperatura ambiente. Todos os agentes de biomodificacdo foram diluidos
em agua deionizada nas concentracfes estabelecidas. Em seguida realizou-se
mistura e filtragem das solu¢cdes. As barras de dentina foram distribuidas
aleatoriamente em 6 grupos distintos (n=10) e mantidos em suas respectivas
solucbes (AGUIAR et al., 2014).

Moédulo de Elasticidade

As barras de dentina desmineralizadas foram avaliadas antes da
biomodificacdo, apds sessenta segundos imersos em sua respectiva solucédo e
novamente com trés e quatorze dias quanto ao seu modulo de elasticidade (ME).
Esse ME foi determinado em um ensaio de flexdo de 3 pontos com uma célula de
carga de 5,0 N montada em uma maquina de ensaios mecanicos universal (Instron,
Canton, Massachusetts, EUA) com velocidade de 0,5 mm/min (AGUIAR et al., 2014).

Modificacdo de massa

As barras de dentina desmineralizadas foram pesadas antes (M), apds (M;) a
sua biomodificacdo, 3 e 14 dias de armazenagem, com uma balanca analitica de

precisao de 0,00001mg. As amostras foram secas num dessecador a vacuo
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contendo sulfato de calcio anidro, durante 2 horas a temperatura ambiente.

3.4 Avaliagéo daresisténcia de uniao

Trinta e seis terceiros molares higidos, extraidos por motivacéo clinica alheia
a pesquisa, foram armazenados em solucdo de timol a 0,1% (em peso) a uma
temperatura de 4°C e utilizados em um periodo n&o superior a quatro meses apoés a
extracdo. Em todos os dentes foi feito um corte perpendicular ao longo eixo de modo
a remover o esmalte oclusal e a expor uma superficie plana de dentina média. Em
seguida, um corte na juncdo cemento-esmalte foi realizado para remover as raizes.
Os cortes foram realizados em méaquina de corte (Isomet 1000, Buehler, Lake Bluff,
IL) com disco diamantado em baixa velocidade e refrigeracdo com agua. A superficie
de dentina exposta foi lixada com lixa de carbeto de silicio de granulacdo 600 e agua
por 60s para criar uma smear layer padronizada. Cada grupo utilizara seis dentes
(n=6). Em seguida, as superficies de dentina foram condicionadas por 15 segundos,
utilizando-se o acido fosférico e lavado abundantemente com agua destilada pelo
dobro do tempo. A superficie condicionada foi levemente seca com papel
absorvente. Entdo foi realizado o pré-tratamento por 60 segundos de acordo com 0s
grupos descritos no delineamento experimental. Posteriormente foi aplicado o
adesivo (Single Bond 2, 3M ESPE), de forma ativa em duas camadas, e
posteriormente polimerizado por 40 segundos. Por fim, confeccionou-se um platé de
resina de aproximadamente 5 mm de altura. Apos 24 horas armazenados em estufa
a 37°C, os dentes foram seccionados a fim de se obter palitos de aproximadamente
1mm? de &rea em seccdo transversal. Os mesmos foram testados em uma maquina
de ensaios universais (EMIC; Sdo José do Rio Preto, Brasil) e os resultados obtidos

em MegaPascal (MPa).
3.5 Remineralizagdo da Dentina

O potencial remineralizador foi avaliado pela capacidade de inducéo de
formacdo de apatita na dentina previamente desmineralizada. Utilizou-se dois
segmentos de dentina média por grupo, proveniente de terceiros molares
previamente extraidos. Em todos os dentes realizou-se um corte perpendicular

dentina. Um corte adicional realizado na juncdo cemento-esmalte foi realizado para
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remover as raizes. Em seguida foi obtida duas fatias centrais de 0,5 mm de
espessura atraves de cortes perpendiculares no sentido mesio-distal.

As fatias de dentina foram desmineralizadas e receberam o tratamento
conforme descrito anteriormente. Cada fatia de dentina foi dissecada durante 24
horas teve uma superficie analisada por FTIR sob vacuo (Vertex 70v, Bruker, MA,
EUA) para detectar se houve a deposicdo de mineral na rede de coldgeno
imediatamente apds o tratamento e posteriormente com 14 dias de armazenagem
em solucdo remineralizante a 37°C. O espectro analisado estendeu-se de 4000-400

cm™,

3.6 Analise estatistica

Para os dados de modulo de elasticidade e massa, os mesmos foram
tabulados em uma planilha (Excel, Microsoft) e inseridos em um programa estatistico
(SigmaPlot), posteriormente foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov, em seguida a um teste ANOVA a dois fatores por medidas repetidas, para
0s casos onde foi detectada diferencas, realizou-se pés-teste de Tukey (p<0,05). Ja

para o teste de resisténcia de unido, realizou-se um teste de ANOVA a um fator.
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4 RESULTADOS

Na analise dos valores do médulo de elasticidade, todos os grupos tratados
independente do agente utilizado foram efetivos em manter o ME apds 14 dias.
Quando analisados individualmente, os grupos PAC 6,5%, EGCG 0,1 e PAC 6,5 +
BTCP 10% foram efetivos em preservar o ME logo apds a biomodificagéo, entretanto
o grupo EGCG 0,1% nao foi diferente do grupo controle (p=0,877). No grupo tratado
apenas com BTCP 10%, apesar da diminuicAo do ME em até trés dias de
armazenamento, o efeito da biomodificacao foi observado apos 14 dias (Grafico 01).

Quando a variacdo da massa foi analisada, ndo houve diferenca estatistica
entre os diferentes grupos testados em nenhum intervalo de tempo (p=0,468).
Quando os tratamentos individuais foram analisados, ndo houve diferencas entre os
diferentes tempos de envelhecimento (Grafico 02).

N&o foi observado diferenca na resisténcia de uniao entre os grupos testados
imediatamente apos pré-tratamento dentinario por 60 segundos (p=0,583) (Grafico
03).

Todos os grupos que utilizaram polifendis apresentaram aumento significativo
do pico localizado entre 3000-3500 cm™. Sendo este referente ao aumento de
ligacdes (—OH). Quando analisado o pico entre 1000-1100 cm™ somente o grupo
PAC 6,5% + BTCP 10% apresentou aumento significativo desta regido, sendo esse

pico relatado na literatura por representar a presenca de fosfato (Gréafico 04).
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4 DISCUSSAO

Diversos fatores contribuem para a degradacdo do colageno dentinario
presente na interface adesiva que levam a falhas e posteriormente a perda das
restaurac6es, como a hidrélise dos monémeros ocasionada pelo excesso de agua
na camada hibrida e a acdo de enzimas MMPs e CTPs ativadas apo0s o desafio
acido. O uso de agentes remineralizantes e de agentes biomodificadores sao
comprovadamente eficazes na manutencdo da interface adesiva, no entanto eles
agem de maneira diferente na preservacédo do coladgeno (EPASINGLE, 2017), sendo
que a associacdo dos mesmo como pré-tratamento dentinario ndo foi observada na
literatura até 0 momento do presente estudo.

O tratamento do coldgeno desmineralizado com as respectivas solucfes
biomodificadores e remineralizantes manteve o ME da dentina, aceitando a primeira
hip6tese do estudo. Podemos observar que os grupos testados que receberam
tratamento foram capazes de preservar o ME quando comparado ao grupo controle
apos o envelhecimento por 14 dias. Quando analisamos os grupos em que o BTCP
estava presente, podemos observar que apés 14 dias o ME comeca a apresentar
melhora, sugerindo que o envelhecimento possibilite a deposicdo mineral, o que
poderia ser eficaz para a manutencdo das propriedades do colageno. Sendo esta
uma alternativa para acédo limitada dos polifendis, pois a remineralizacdo manteria a
preservacao da matriz de colageno tendo em vista que sua acao ocorre tardiamente
(AYDIN, 2018; SAURO, 2015).

Estudos anteriores realizados in vivo que utilizaram um cimento contendo
fosfato de calcio mostrou que o conteddo mineral recuperado em dentes cariados foi
semelhante ao de dentes néo cariados. No entanto, a microdureza néo foi totalmente
recuperada, sugerindo que areas intra e interfibrilares do coladgeno nédo foram
totalmente remineralizadas (BRAGA, 2019). Epasingle e colaboradores em 2017,
exemplificou diversos agentes capazes de induzir a reminalizagdo em carie radicular
entre eles o BTCP. No entanto, esses agentes agem apenas depositando minerais
na superficie da lesdo e impedindo a progressdo da mesma. Sendo que essa
estratégia, ndo permitiria a remineralizacdo das camadas mais profundas da dentina
afetada, uma vez que depositaria apenas minerais superficialmente. Embora a
remineralizagdo da dentina deva consistir em remineralizacdo intra e inter-fibrilar, a

remineralizagéo intrafibrilar ainda n&o é alcancavel clinicamente. Tendo em vista
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isso, preservar a matriz de colageno para manté-la como uma estrutura capaz de
receber o mineral é uma alterativa viavel para que a remineralizagdo intrafibrilar
aconteca e as propriedades mecanicas do colageno sejam recuperadas.

Quando analisamos os grupos em que o BTCP esteve presente, no grupo que
foi usado de forma isolada houve uma diminuicdo do ME logo apéds a
biomodificacdo. Nos grupos em que foi associado a agentes de ligacdes cruzadas, a
manutencdo do ME pode ser observada imediatamente ap0s a biomodificacéo.
Tendo em vista que o BTCP tem sua acao iniciada apos 14 dias, sugere-se que ele
precisa de um maior intervalo de tempo para que seja possivel a deposicdo de
mineral e consequentemente a manutencdo nas propriedades mecanicas do
colageno dentinario. De acordo com Sauro (2015) que utilizando um primer
biomimético contendo trimetafosfato de sodio (TMP) e acido poliaspartico (PLA)
como pré tratamento de dentina desmineralizada, seguido da aplicacédo de adesivo e
restauracdo usando uma resina com a adicdo de BTCP, verificou a integridade
camada hibrida apds envelhecimento por 90 dias. Indicando que a remineralizacao
preencheu os espacos vazios cheios de agua na interface adesiva e recuperou o
moddulo de elasticidade na presenca de saliva artificial. Sendo assim, o presente
estudo sugere que a associacdo das duas estratégias € uma tentativa para manter o
coldgeno estavel inicialmente para que o processo de remineralizacdo ocorra
posteriormente. O BTCP serve como uma fonte bioativa de componentes
mineralizantes e € um sistema de fosfato de célcio atraente devido em parte a sua
solubilidade limitada em relagdo a outros sais de calcio e minerais, sendo possivel
modificar ou funcionaliza-lo fornecendo caminho prospectivo na pesquisa de agentes
mineralizantes bioativos (KARLINSEY; PFARRER, 2012).

Analisando a resisténcia de unido ndo observamos diferencas entre 0s grupos
testados, comprovando que as solucdes utilizadas como pré-tratamento na dentina
higida ndo afetaram negativamente a resisténcia de unido imediata, aceitando a
segunda hipétese deste estudo. Nossos resultados corroboram com HASS et al.,
2016 que utilizou um primer aquoso com PAC a 6,5% por 60 segundos né&o
observando melhoria na resisténcia de unido imediata. Assim como foi observado
por Neri e colaboradores em 2016 que aplicou solu¢do aguosa de EGCG 0,1% como
pré-tratamento em dentina higida e apdés 24 horas de armazenamento nao foram
encontradas diferencas significantes entre o grupo que utilizou EGCG 0,1% e o

grupo controle, sendo que com 6 e 12 meses de armazenamento os valores de
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resisténcia de unido do grupo EGCG 0,1% foi estaticamente superior ao grupo agua
destilada.

A terceira hipotese do presente estudo foi aceita tendo em vista que houve
aumento na quantidade de ligaces (—OH) e da presenca de fosfato no grupo tratado
com PAC 6,5%+ BTCP 10%. A aplicagdo de proantocianidinas para indu¢ao de
ligacBes cruzadas de colageno exdgeno € uma estratégia biomimética capaz de
modificar a matriz extracelular da dentina e melhorar a estabilidade da interface
adesiva. Entretanto, a eficacia da PAC depende da sua capacidade de se envolver
em ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas e covalentes que mediam a
reticulacdo de colageno em niveis intramoleculares e niveis inter-microfibrilares.
Como observado na analise de espectroscopia do presente estudo, onde os picos
3000-3500 cm-1 apresentaram aumento significativo em relacdo ao desmineralizado.
A sustentabilidade das interacdes das matrizes de dentina e PACs é fundamental
para 0 sucesso da aplicagdo clinica (AYDIN, 2018). A PAC sozinha ndo pode
melhorar a mineralizacdo intrafibrilar. Entretanto, a PAC promove a deposicao
mineral extrafibrilar e atrai mais fosfato de calcio para as fibrilas de colageno
(EPASINGHE, 2017), sendo esse achado também observado na andlise do presente
estudo.

Vidal e colaboradores, em 2014, utilizando diversas catequinas monoméricas
como pré-tratamento dentinario por 1 hora conclui que a EGCG, € a catequina
monomeérica mais potente com capacidade de reticulacdo dentinaria, podendo ter
aplicacé@o clinica superior devido a seus efeitos positivos tanto nas propriedades
mecanicas quanto na estabilizacdo do colageno contra a degradacdo proteolitica,
mostrando inibicio de MMPs. Além disso, o EGCG é um produto natural
amplamente abundante e um recurso sustentavel. As catequinas contém grupos
hidroxilos fendlicos, que podem interagir com varias proteinas, formando mdultiplas
ligacdes de hidrogénio e essas as ligacdes desempenham um papel importante na
estabilizacdo do coldgeno, a EGCG tém uma capacidade de ligacdo de hidrogénio

maior do que as outras catequinas, devido a presenca de trés grupos hidroxilas.

Tendo em vista os achados desse estudo, sugere-se que um maior periodo de
envelhecimento para comprovar a eficacia desses produtos. Além disso, que sejam
realizados novos estudos com analises imaginoldgicas, afim de verificar a existéncia

de remineralizag&o nas fibrilas de colageno.
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6 CONCLUSAO

Dentro das limitagbes deste estudo, concluiu-se que o pré-tratamento do
coldgeno dentinario com agentes biomodificadores associados ou ndo ao agente
remineralizante foi efetivo em manter o ME, assim como néo interferiu na resisténcia
de unido e permitiu a formacao de ligacdes cruzadas no colageno, bem como a

deposicao de mineral.
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TABELA E GRAFICOS

Tabela 2: Agentes de ligagdes cruzadas e agente remineralizante usados no estudo.

Agente Pureza Marca N° Lote
EGCG 80% Sigma-Aldrich SLBL 1959V
Japan
Proantocianidina 95% GNC HERBAL PLUS 0602BQ1980
Pittsburgn — PA
BTCP 98% Sigma- Aldrich BCBQO0028V
St. Louis, EUA

Grafico 1. Mddulo de elasticidade (Mpa) das amostras de dentina desmineralizadas antes,
imediatamente ap0s a aplicacdo de diferentes solugdes de tratamento dentario por 60
segundos, e apos 3 e 14 dias de armazenamento.
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Gréfico 2: Valores de massa (10"g) das amostras de dentina desmineralizadas antes,
imediatamente ap0s a aplicacdo de diferentes solugdes de tratamento dentario por 60
segundos, e apos 3, 7 e 14 dias de armazenamento.
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* Nao foram observadas diferencas estatisticas entre os diferentes grupos testados nem entre os
diferentes periodos (p=0,584-Kolmogorov-Smirnov; p=0,468-Anova a dois fatores por medidas
repetidas)

Grafico 3: Resultado da resisténcia de unido em dentina (Mpa).
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GRAFICO 4: Analise da formag&o de ligacdes cruzadas e deposi¢do mineral em dentina.

34

EGCG 0.1% PAC 6.5% |
o5, ' Ecce 140 !
e p S 104 . PAC 14D
I A
0.554 . . .
050 04 S
o bl _7J_.-'!'-\,EGCG - b\ AN PAC
g oef T | N 5 051 ) i
L . b \ l[ SN
T 0w - W "\ PACpa.
k] 025 I I 04 - By |
20 : § :
o p204 -
’ | =
E 0.5 l . 024 L|" '
] | \ Colageno
0,10 . g
005 LF\JM'LJ.LJ JII |,\4!_\\i{i|‘ageno ol (PR ) '\_J.__\w__
o ) R -
S0 1000 1500 2000 2500 N0 30 4000 W0 10W 1500 2000 200 3000 300 4000
Comprimento de onda {cm-1) Comrpimento de onda (em-1)
| RTCP 1N0A | FGCG N 104+RTCP 1004 | | PAC. A ROA+RTCP 1N0A
i 1 1 |
1 . . i !
| . Ptep 14D 080 ! . ' ! I
e ~Prep ors) ; | EGCG +Bicp 14D ¥
1 A Btcp 0704 . Al ']
(PR Y — L o) Py Y I\ (3]
060 . N, 085 i !
3 “ : ' o : A_PAC + Bt
3 0% i + EGCG + ptcp 7 o [ AN p
| 2 045 M AL N E o el N
. o A £ e )
i § 0401 i " - 2 om0 LA L [y 1
[ B = :zl i i 2 s K i .
| Cp p-a. 5 . . . 030 : .
doal o PeRRa £ 028 1 ’ | E o ) l ‘
1 = oz . - £ .
020 -
. 015 1 [ | ! | |
! L\ 0104 LI\_,J f | Colageno o : 1 ! Col
! i . . 1 | 010 | olageno
(PR _Coldgeno 005 B L o e R
e R ) L oS I8
S0 100 10 N0 0 0 38 4000 0 1m0 100 2000 2600 3000 300 4000 A, .S . s

Comprimento de onda (om-1

)

comprimento de onda (em-1)

comprimento de onda (cm-1)



35

APENCIDE A — TERMO DE DOACAO DE DENTES

TERMO DE DOACAO DE DENTES HUMANOS

Eu, : portador do RG
, inscrito no CRO , residente a (Rua, Avenida)

, n° , bairro

na cidade de , Estado ,

CEP telefone , concordo em doar de forma
voluntéaria dentes para realizacdo da pesquisa intitulada AVALIACAO DO

EFEITO SINERGICO ENTRE AGENTES BIOMODIFICADORES NATURAIS E UM
AGENTE REMINERALIZANTE DE COLAGENO DENTINARIO. Declaro que estes
dentes foram extraidos por indicacao terapéutica. Estou ciente que serdo utilizados
por alunos e pesquisadores da Faculdade de Farmécia, Odontologia e Enfermagem
da Universidade Federal do Ceara para realizagdo de pesquisas.

, de de 20

Assinatura do doador



ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

UFC - UNIVERSIDADE -
FEDERAL DO CEARAJ
PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DADDS O PROJETO DE PESGUIEA

Thiubo da Pesquisa: Al DOy POTEMCIAL DE EIE-F-!-:}I}IFIIZ'.M;E.E' DENTINARIA DE DIFERENTES
SLUBST. |AS DE ORIGEM HATIRAL

Pesquisador: Marcelo Victor Sidou Lemos

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: DE6331318.3.0000.5054

Instttulc:ao Proponsnts: Denarameno de Ooomioga Resauranora

Patracinador Princpal: Financlamems Propri

DaDas O PARECER

Himsne do Parecar: 3.212.734

Apragants;io do Projeto;

A& durailidade de restauragdes resinosas continua 3 s=r um desafio em Odontologla restauadora. Messe
comtexto, © LSO 02 agentes de ligacios cruzadas de cHiagend dentinano de orgem natural tam ganhado
cada vezr mals espaco na Meratura, sendo as proantocianidinas, extraddas da samente da uva s mals
pesquisadas. Entretanio, seu emprego apresenta dversas desvantagens ta@s como 3 plgmentagdo do
EUDEIED & 0 Iongo 18mpo d2 apicacao. Ma Dusca por Novos 3Jemss natrals de plomodficacio dentnana
fol proposin gue dierentes poilfentls poderiam apresentar efeito semelhante, @S como o Ackio gagicn, a
hespenidng, a apigening, 3 curcuming & a epigalocaiequing-3-galatn. Tambem fol sugernido que o uso da
gQuitosana, um Hlopolimens natural, podera auar de forma coaduwanie no reforgo do colageno. O tebalho
g=ra dividido em 5 f3586,52nd0 3 primelra delas denominada - Fase | “Avalagdo da capacidade de
bormoditcagso 40 coiagend de diferentes pollfendis de ongem natural™ Wilzadando-6e a5 Metodologias oe
teste de Nexdo de 3 pontos (n=10), alteragio de massa (=10}, 33 de blodegradado (n=10) & ateragio e
cor (M=10). Em s&guida sard reallzada 3 Fase I "Avallagso da Incorparacas de diferantes polifendls de
arigem natwral em aciso fosfofeo” wilizando-s2 35 metodologias @2 reslsténela de unlda (n=10),
nanoirfitragdo (n=6) & micropemmeabiidade (n=-3). A terceira Fase sard denominada; “Avallagio da
capackiade de biomodifizacdo do colagens 3pds pra-tratamento com quiiosana”, para anto serdo reallmados
0E =Eles de

restsidncia de unldo (n=10), flexdo de 3 pontos (n=10) & ateracio oe massa (n=101 Fara a

Endaretn: R Cal. Mures S Mals, 1000

Baire:  Roals Tedfio CEPF: &0 4300075
F: CE Wunisipla: FORTALETS
Teleforne |55 8iaad E-mall:  cormag gl by
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realzaglo da Fase IV: “Avallagio da associacdo entre pollfendls de origem natural @ quitasana sobre 3
unldo em denting higda e afetada por céris®, serdo reallzados o testes de reslsiEnGa de unido (n=10),
nanoirfiragio {n=5) & micropermeabliidade (n=3). Por fim, serd reallzada a Fase V: “Avallagio das
propriedades TEicas & QUIMICS 08 UM atesho SIMpIMcado INCOMporadd com agentas de blomodficagio
ass0clados 3 quiinsana” airaves dos testes de resisténcia de unido [n=10), grau de convers3o (n=3).

Conimasgile da Pesesr 1. 212 TH

Ob|stivo da Pesquisa:
Chiefvo Primana;

Avallar a capacidade de biomodfcagio dentinana do 3cido elagico, hespeniding, apigening, curcuming,
epigalcatequina-3-galato @ proantocianidinas, associadas ou ndo a guitosana

Chievo Sacundano:

1. Avallar 3 capacitade ge fomagdo de ligacdes cruzadas dos polfendcis de ongem natural.

2. Deferminar & mahor conceniracio @ tempo de apllcacdo dos polfisndis & da quitcsana sobre denting.

3. Anallsar a influenda do usD da quitcsana sobne o Colagend seminario.

4 Awalar 3 muéncla da associagdo dos agentes de ligacles oEadas & quinsana sone BEEmas aleEvos
SImpificagos.

Avallagao dos Rlscos & Beneficlos:
Ribscoes:

Fara 0 estudo serio UTIZados terceiros molares extraioos por motvos alhelos 3 pesquisa. Logo por s& fratar
2 UMma pesguisa Eboratonal TIn Wit 3 MeEma Nao oSS0 MEC0E S0 J0a0inss.

Eenefidos:

Possibiliiade de desenvolvimento de noves malerials adesivos que possam Influendiar na durablidade das
restauraglies odomoliglcas.

Comentarios e Consideraghes sobre a Peaquisa:

Pesquisa MUto relevants para 3 drea da dentistica.

Conslderagies sobre 08 Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos o5 ermes apresentados. Conforme sollctado o pesquisaton Inculu a Declaragio de Concordanda
005 enVOoIVIos COm o projeta.

RECOMBNE;ios;

Mao = aplica.

Endaretn:  Fua Cal Mo S Mals, 1000

Baitiee  Robats Tedflo CEP: &) 530775

F: CE Municdipla: FORTALEZA

Telefone: 56 a5 gidy E-mail: correspe i b
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Conclusles ou Pendéncias & Lista de Inadequagies:
Sam peniencias.
Consiieraiies Finals a critério do CEP:

Confmagle 42 Passar 1243 TH

Eﬂiﬂ[ﬂ'ﬂ-ﬂﬂl’m elaborads basaado nog documsnios abalxg relacionatos:

Tipa Documento Amuivo Poetagem ALROE S
Informactes Eascas| PE_INFORMAGLDES BASICAS DO P | 27022019 AT
a0 Progetn RCLIETO 1154657 pdf 1 X623
Lieciaracdn oe DECLAR Pl TS | WansEh Vichr Sidol | Ao
Pesjuisadores 1EX25:51 | Lemos
s CARTApdl 25012009 | Marssio Vicor Sidou | Acsito

158 | Lemos
A LA O 22 20NY | Marsaio Vicor =aou | Acsin
173751 |Lemos
Cronograma CROMOMCOWG . pdl 25012019 | Marsslo Viclor Sidou | Aceio
17308 | Lemos
ei0 Detainado ! | Brochurapjeto . 21012009 | Marssio Vicor Sidou | Acsito
E:E:rua —0 113008 |Lemos
Imastigador
Folha de Rosio FOLHADEROSTROC, pdf 21012009 | Marsslo Viclor Sidow | Acsio
11:27:38 | Lemos
Curioes termodiefieldeposiano pdl CRDE20Ms | Mamslo Viclor Sidow | Acsio
120502 | Lemos
e Carageautnrizacan. pdl CRDa20S | Marssio Viclor Sidou | Accsiio
:n-Elll =] 1ZX0344 | Lemos
ura
do CLEbedn DaOE20ME | Mamsalo Victor Sidou | Acsio
Eatrocinador 142730 | Lemoe
TCLE S Termos de | Temnodegispensa pdl De0E2005 | Marssio Vicor Sidou | Acsito
Assentimento 14:25:500 | Letmios
Jusificatha e
Ausancia
SIfuagao oo Parecer
AprOVao
Mecessita Apreciagao da CONEP:
(=3

Endareges:  Fum Cal Mursss ce Bals, 1000

Balne:  Riodksls Tedfio CEP: &) &30.37%

LF: CE Hunsipla: FORTALEZA

Telefone. 58 risd gidy E-mall: correiafulc iy
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Corfounzic da Pascar 1212734

FORTALEZA, 21 e Margo ge 2019

Qo ™

Azsinado por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA
{Coordenador(a))
Enderegn:  Fus Cel. Nunes de Melo, 1000
Bakrec Rodote TedMo CEP. &0 4%0.275
WF: CE Mursciplo:. FORTALEZA
Tolefone: (85 3ame g4 E-mall. comepe@ucis

FAGYA e e
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