UNIVERSIDADE FERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM - FFOE
CURSO DE ODONTOLOGIA

GABRIELA ARAUJO LOURENCO

AVALIACAO DA CAPACIDADE DE BIOMODIFICACAO DO COLAGENO DE
DIFERENTES POLIFENOIS DE ORIGEM NATURAL

FORTALEZA
2019



GABRIELA ARAUJO LOURENCO

AVALIACAO DA CAPACIDADE DE BIOMODIFICACAO DO COLAGENO DE
DIFERENTES POLIFENOIS DE ORIGEM NATURAL

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao curso de Odontologia da Universidade
Federal do Ceara, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de bacharel em Odontologia.

Orientador: Prof. Dr. Sérgio Lima Santiago.
Co-orientador: Prof. Me. Marcelo Victor Sidou
Lemos.

FORTALEZA
2019



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicagdo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo moédulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

L934a Lourenco. Gabriela Aratjo.
AVALIACAO DA CAPACIDADE DE BIOMODIFICACAO DO COLAGENO DE DIFERENTES
POLIFENOIS DE ORIGEM NATURAL / Gabriela Aratjo Lourencgo. — 2019.
35 1. 1 il color.

Trabalho de Conclusdo de Curso (graduacdo) — Universidade Federal do Ceara. Faculdade de Farmacia,
Odontologia e Enfermagem, Curso de Odontologia, Fortaleza. 2019.

Orientacdo: Prof. Dr. Sérgio Lima Santiago.

Coorientacdo: Prof. Me. Marcelo Victor Sidou Lemos.

1. Polifendis. 2. Biomodificacdo. 3. Dentina. I. Titulo.
CDD 617.6




GABRIELA ARAUJO LOURENCO

AVALIACAO DA CAPACIDADE DE BIOMODIFICACAO DO COLAGENO DE
DIFERENTES POLIFENOIS DE ORIGEM NATURAL

Trabalho de Conclusédo de Curso apresentado
ao curso de Odontologia da Universidade
Federal do Ceard, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de bacharel em
Odontologia.

Aprovadoem:  / /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Sérgio Lima Santiago (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra. Cecilia Atem Gongalves de Araujo Costa
Universidade de Fortaleza (UNIFOR)

Profa. Me. Maria Elisa Martins Moura
Doutoranda da Universidade Federal do Ceara (UFC)



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, por me abencoar de tal medida que me possibilitou chegar
até aqui superando todas as dificuldades e me permitindo realizar um sonho.

Aos meus pais, Claudecila e Valdir, que sdo exemplos de amor incondicional,
que sempre fizeram de tudo para me apoiar nessa jornada.

Aos meus irmdos, Emanuel e Samuel, que sempre me viram como exemplo e
foram indispensaveis para que eu chegasse até aqui. O apoio de vocés me impulsiona e me fez
perceber que posso sempre fazer mais.

A minha familia, em especial, Eugénia, Elane, Marilak e Claunice, que tiveram
contribuicdo direta na minha caminhada até aqui. O apoio de toda familia na minha vida é
muito importante.

Aos meus amigos de turma Eduardo, Jodo Pedro, Geibson e Mikael por
estarem comigo ao longo desses 5 anos de graduacdo, por me proporcionarem momentos
inesqueciveis e por sempre estarem presentes nos altos de baixos ndo apenas na graduacao.

A Emily e Jorge, por me aceitarem em suas vidas e fazerem com que tudo fique
alegre. Obrigada por cada abrigo, passeio, jornada, almoco e dias de coracdo leve.

Ao Prof. Sérgio Lima Santiago, que me orientou na realizagcdo desse trabalho
com paciéncia, por ter acreditado em mim e ter me dado oportunidade de integrar sua equipe.
Admiro sua forma agregadora, gentil e inteligente de tirar de nds o nosso melhor. Carrega em
si virtudes de um verdadeiro docente.

Ao Marcelo Sidou, que me ensinou e norteou-me com a paciéncia e
companheirismo ao longo da graduacao.

A Ana Laura, Maria Clara, Samuel, Salma, Isabelly, Talita, David, Adeilson,
Nadine, Cecilia e todos do Laboratério de Pesquisa, que me acolheram e fizeram todo
trabalho mais divertido. Foi 6timo passar meus turnos e férias com voceés.

Ao projeto de extensio CENTRAU, que me deu oportunidade de vivenciar e
integrar conhecimentos impares proporcionando crescimento pessoal e em conhecimento.

A minha turma 2019.1, por tudo que vivemos ao longo desses anos, pelos lagos
construidos e por sempre pensar no bem coletivo. Guardo com carinho toda histdria que
construimos juntos.

A todos os professores e servidores que compdem a Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal do Ceara. Obrigada por acreditarem no ensino publico de qualidade, por

nos inspirarem e serem exemplos na nossa formagé&o profissional.



RESUMO

Na tentativa de aumentar a longevidade de procedimentos adesivos, estratégias tém sido
empregadas, dentre elas podemos destacar a realizacdo de ligagGes cruzadas de colageno
dentinario por meio de diferentes polifendis. Logo, o objetivo do presente estudo foi comparar
a capacidade de formacdes ligacbes cruzadas entre &cido eldgico, hesperidina, apigenina e
curcumina utilizando as concentragcbes 20uM, 200puM e 2mM. Para isto, foram
confeccionadas cento e trinta barras de dentina com 1,7 X 0,5 X 6 mm de dimens&o, as barras
foram desmineralizadas completamente em solugdo de &cido fosforico a 10% durante 5 horas,
em temperatura ambiente. Os agentes de biomodificacdo foram diluidos em hidroxido de
sodio (NaOH) na concentracdo pertinente a cada grupo com o auxilio de um agitador
magnético até serem completamente diluidos, seguido de filtragem da solugdo. As barras de
dentina foram distribuidas aleatoriamente em 12 grupos distintos (n=10) e mantidas em suas
respectivas solucdes por um periodo de 1 hora. Posteriormente foram submetidas aos testes de
flexdo de 3 pontos, alteracdo de massa e espectroscopia infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), empregando respectivamente maquina universal de ensaios, balanca de
precisdo e espectrometro. A partir dos dados obtidos, realizou-se um teste de normalidade
utilizando o teste de Kolmogorov — Smirnov, seguido de ANOVA a dois critérios e pos-teste
de Tukey. Quando analisado o médulo de elasticidade (ME), a curcumina e o acido elagico
200puM mostraram-se eficazes em aumentar o ME, enquanto hesperidina e apigenina foram
efetivas na concentragdo 20 M. Foi observado que mais de uma concentracdo foi efetiva em
cada grupo. Ndo foram observadas variagdes de massa significativas. Houveram picos nédo
proporcionais em relagdo ao aumento da concentragio na regido 3000 e 3600cm™
correspondente a regido que indica a formacao de pontes de hidrogénio. Estudos devem ser
realizados sobre a influéncia dos solventes ndo convencionais no processo de reticulacdo de
coldgeno. A biomodificacdo de coldgeno dentinério é uma importante estratégia na melhoria
das propriedades da matriz dentinaria, sendo os polifendis agentes valiosos dado ao seu

potencial para a melhoria das propriedades mecanicas deste.

Palavras-chave: Polifendis. Biomodificacdo. Dentina.



ABSTRACT

In the attempt to increase the longevity of adhesive procedures, strategies have been
employed, among them we can highlight the crosslinking of dentin collagen by means of
different polyphenols. Therefore, the objective of the present study was to compare the ability
of crosslinking formations between ellagic acid, hesperidin, apigenin and curcumin using
20uM, 200uM and 2mM concentrations. For this, one hundred and thirty dentin bars were
prepared with 1.7 X 0.5 X 6 mm in size, the bars were completely demineralized in 10%
phosphoric acid solution for 5 hours at room temperature. The agents of biomodification were
diluted in sodium hydroxide (NaOH) in relevant concentration to each group with the aid of a
magnetic stirrer until completely diluted, followed by filtering the solution. The dentin bars
were randomly distributed in 12 distinct groups (n = 10) and kept in their respective solutions
for a period of 1 hour. Afterwards, they were submitted to 3-point flexural tests, mass change
and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), using, respectively, a universal test
machine, precision scale and spectrometer. From the data obtained, a normality test was
performed using the Kolmogorov-Smirnov test, followed by two-way ANOVA and Tukey's
post-test. When the modulus of elasticity (ME) was analyzed, curcumin and 200uM ellagic
acid were effective in increasing ME, while hesperidin and apigenin were effective at 20uM
concentration. It was observed that more than one concentration was effective in each group.
No significant mass variations were observed. There were non-proportional peaks in relation
to the increase of the concentration in the region 3000 and 3600cm-1 corresponding to the
region that indicates the formation of hydrogen bonds. Studies should be conducted on the
influence of non-conventional solvents on the collagen cross-linking process. Biomodification
of dentin collagen is an important strategy in improving dentin matrix properties, and
polyphenols are valuable agents due to their potential for improving the mechanical properties

of dentin.

Keywords: Polyphenols. Biomodificaion. Dentin.
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1 INTRODUCAO

RestauracOes adesivas sdo amplamente utilizadas com objetivo de repor tecido dental
perdido por fratura e cérie, por exemplo. A interface formada a partir da unido da matriz
organica dentinaria (colageno tipo 1), cristais residuais de hidroxiapatita, monémeros
resinosos e solvente, chama-se camada hibrida. Esta é trazida na literatura como o elo mais
fraco na ligacdo dentina-resina. Falhas nessa ligacdo podem levar a degradacdo dos
componentes através da formacao de vias onde circulara o fluido oral, produtos bacterianos e
enzimas proteoliticas. (AL-AMMAR et al., 2009; CASTELLAN et al., 2010). O uso de
estratégias como a biomodificacdo da dentina com intuito de melhorar as propriedades
mecanicas da camada hibrida e de reduzir a degradacdo das fibrilas colagenas tem ganhado
cada vez mais destaque e s@o recursos importantes na tentativa de estender a longevidade da
adesdo entre dentina e resina (TAY; PASHLEY, 2009; TJADERHANE et al., 2013;
BEDRAN-RUSSO et al., 2014). Ligacao cruzada, reticulacdo polimérica ou cross-link pode
ser induzido a partir de agentes sintéticos ou naturais. Consiste no processo onde cadeias
poliméricas sdo interligadas por ligacdes quimicas formando uma rede polimérica
tridimensional. Como resultado dessa reagédo, as estruturas tendem a perder sua fluidez e
tornam-se mais rigidas. Quando aplicados junto ao colageno tipo I, presente em dentina,
algumas substancias tem a capacidade de promover tal reticulagdo polimérica, tanto
intrafibrilar, quanto interfibrilar (BEDRAN-RUSSO et al, 2014).

Dentre os agentes sintéticos utilizados com essa finalidade podemos destacar o
glutaraldeido e a carbodiimida, entretanto, a citotoxicidade do primeiro e a limitada acdo
cross-link da segunda apresentam-se como fatores limitantes a suas aplicagbes clinicas
(BEDRAN-RUSSO et al., 2010).

Dentro desse contexto, existe uma busca crescente por agentes naturais de ligacdo
cruzada, biomodificadores, de coldgeno. A biomodificagdo da dentina usando reticuladores foi
introduzida para melhorar a estabilidade mecéanica da dentina. As proantocianidinas (extraidas
da semente de uva) se destacam por apresentarem influéncia positiva sobre dentina em
diversas caracteristicas como resisténcia a tracdo (BEDRAN-RUSSO et al., 2011), dureza
(DOS SANTOS et al., 2011), mddulo de elasticidade (CASTELLAN et al., 2010; AGUIAR et
al., 2014), resisténcia adesiva (MACEDO et al., 2009; AL-AMMAR et al., 2009; BROYLES
et al., 2013), resisténcia & biodegradacdo (LIU, et al., 2013) e reducdo da desmineralizacdo
(PAVAN et al.,, 2011). Entretanto, ha ainda poucos estudos que revelem bons resultados

utilizando-se periodos curtos e clinicamente viaveis de aplicacdo de solu¢des contendo essas



10

substancias (LIU, et al., 2013). Além disso, as mesmas apresentam como principal
desvantagem a pigmentacdo do substrato ao qual foi aplicado, o que torna sua utilizacdo
pouco atrativa em Odontologia estética, 0 que gera uma busca por novos agentes naturais que
também possuam capacidade de melhorar as propriedades mecanicas do colageno (BEDRAN-
RUSSO et al., 2014).

Os polifendis sdo encontrados naturalmente em vegetais, cereais, frutas e bebidas.
Estes apresentam efeitos positivos contra condi¢des de saude como cancer, osteoporose, asma,
doengas cardiovasculares e neurodegenerativas (PANDEY E RIZVI, 2009). Diferem entre si
de acordo com o nimero de aneis fenolicos, planta de origem, técnica de obtencdo do extrato
e origem geografica (AGUIAR et al., 2014; CASTELLAN et al., 2010). Neste cenério, €
importante que novas substancias sejam estudadas a fim de observar sua eficicia na
biomodificacdo do colageno dentinario. Segundo a literatura, diferentes polifendis com
estruturas quimicas semelhantes as proantocianidinas podem atuar como agentes de ligacdes
cruzadas, tais como as catequinas (VIDAL et al., 2014). Porém, inimeros outros polifendis
de origem natural podem ser utilizados tais como acido eldgico, hesperidina, apigenina e
curcumina. Visto que todos, exceto a curcumina, nunca tiveram seus efeitos avaliados em

colageno dentinario.
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Fig. 01- Estruturas quimicas dos polifendis: (A) Curcumina, (B) Hesperidina, (C) Apigenina e (D)
Acido Elégico.

A curcumina (CM) e o principal componente bioativo da curcuma, tempero derivado
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dos rizomas de Curcuma longa linn. Durante séculos, a curcumina demonstrou apresentar
excelentes beneficios terapéuticos em varias doencas. Devido as suas propriedades
antioxidantes e antiinflamatorias, a curcumina desempenha um papel regulador benéfico
significativo em varias condi¢des patoldgicas incluindo cancer, doenca cardiovascular, doenca
de Alzheimer, disturbios inflamatdrios e distarbios neuroldgicos (YALLAPU et al., 2015).
Seseogullari-Dirihan e colaboradores em 2015, em um estudo in vitro, demonstraram que 0
pré-tratamento com uma solucdo de curcumina foi efetivo em preservar colageno assim como
inibir a acdo de colagenases, tais como metaloproteinases de matriz e cisteino-catepsinas,
porém mais estudos sdo necessarios para confirmar tal acéo.

Ja a hesperidina (HPN) é um flavondide extraido de frutas citricas. Os beneficios
médicos deste flavonoide citrino incluem efeitos antioxidante, antiinflamatério e
anticarcinogénico (TRZECIAKIEWICZ et al, 2010). Segundo Hiraishi e colaboradores em
2017, a HPN tem capacidade de interagir com o col&geno, indicando que essa interagcdo pode
contribuir para a preservacdo do mesmo, protegendo-o da degradacdo por meio de
colagenases.

Outro flavonoide de origem natural bastante promissor em Odontologia restauradora é
a apigenina (APG), abundantemente presente em frutas e vegetais comuns, como laranja e
camomila. E reconhecida como um flavonoide bioativo, j& que mostrou possuir propriedades
antiinflamatdrias, antioxidantes e anticarcinogénicas. Estudos epidemioldgicos sugerem que
uma dieta rica nesse flavonoide esta relacionada a um menor risco de certos tipos de cancer,
particularmente cancer de mama, trato digestivo, pele, prostata e certas doencas malignas
hematologicas. Tem sido sugerido que a apigenina pode ser protetora em outras doencas que
sdo afetadas pelo processo oxidativo, como doencas cardiovasculares e neuroldgicas, embora
mais pesquisas precisem ser conduzidas a este respeito (SHUKLA E GUPTA, 2010).

Por fim, o acido eldgico (AE), um membro de flavonoides, € normalmente produzido
por plantas e formado como taninos, conhecidos como elagitaninos. O AE contém dois grupos
lactona e quatro grupos hidroxilas, nos quais o grupo hidroxila é conhecido por aumentar a
atividade antioxidante na peroxidacdo lipidica e proteger as células dos danos oxidativos
(PARI E SIVASANKARI, 2008). Atualmente o AE tem recebido atencdo especial por causa
de sua ampla gama de propriedades biol6gicas, como a atividade antioxidante,
quimiopreventiva (CERIBASI et al, 2010; TURK et al, 2008), antiapoptdtico (TURK et al,
2010), antimutagénico (PRIYADARSINI et al, 2002), antifibrético (THRESIAMMA E
KUTTAN, 1996), antiinflamatério (IINO et al, 2002), antiaterosclerédtica (AVIRAM et al,
2004), antibacteriana (AKIYAMA et al, 2001) e antireplicagdo do HIV (MARTINO et al,
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2004). Além de acelerar a formagdo Ossea ap0Os a extracdo dentaria em ratos sadios (AL-
OBAIDI et al, 2014).

Embora todas as substancias citadas acima se mostrem promissoras em Odontologia
restauradora, ndo existem estudos na literatura comparando a capacidade de formacdes de
ligacbes cruzadas de colageno das substdncias citadas anteriormente. Logo o objetivo do
presente estudo foi avaliar a capacidade de formacéo de ligacGes cruzadas entre acido elagico,
hesperidina, apigenina e curcumina e encontrar, a partir de varredura de concentragdes, a
minima concentracdo efetiva. As hipdteses do estudo sdo: (1) todas as substancias testadas
apresentam impacto positivo no médulo de elasticidade do colageno e (2) tém impacto

positivo na variagdo de massa.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade de biomodificacéo dos polifendis de origem natural.

2.2 Objetivos especificos

Determinar a concentracao mais efetiva para cada substancia analisada;

Mensurar 0 mdédulo de elasticidade dos espécimes de colageno dentinario apds
imersdo em polifendis naturais;

Verificar a formacdo de ligacGes cruzadas de colageno, antes e ap0s tratamento com
polifendis de origem natural;

Mensurar alteragdes na massa.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos éticos

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

3.2 Delineamento experimental

Os fatores de estudo sob investigacdo foram o uso de diferentes agentes de
biomodificacdo e diferentes concentra¢es dos mesmos. Sendo o primeiro fator avaliado em 5
niveis: (1) hesperidina; (2) apigenina; (3) Curcumina & e (4) &cido elégico, e o segundo
avaliado em 3 niveis: 20uM, 200uM e 2mM, além do uso de (5) NaOH (controle negativo).
As variaveis dependentes do estudo foram o modulo de elasticidade, avaliada
guantitativamente através do teste de flexdo de 3 pontos e alteracdo de massa, medida em
balanca de precisdo. Para cada grupo experimental foram utilizados 10 espécimes (n=10).
Para analise qualitativa das ligagdes presentes realizou-se o teste de espectroscopia
infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR).

3.2.1 Preparo dos espécimes

Um total de 130 (N = 10) barras de dentina com 1,7 X 0,5 X 6,0 mm de dimenséo
foram confeccionadas. Em seguida os espécimes foram desmineralizados completamente em
solucdo 10% de H3POs durante o periodo de 5 horas, em temperatura ambiente.

Posteriormente as barras foram lavadas abundantemente com agua deionizadas e armazenadas
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em agua deionizada até a realizacdo do teste de flexdo.

3.2.2 Preparo das solugdes

Todos os polifendis foram dissolvidos nas respectivas concentracdes em NaOH 0,5M,
para tanto os mesmos foram mantidos em agitador magnético por 1 hora protegidos da
presenca de luz, seguido de filtragem com papel filtro. Apds tal procedimento o pH foi

aferido, sendo as soluc@es utilizadas imediatamente apds preparo (Tabela 1).

3.2.3 Imerséo nas solugdes

As barras de dentina desmineralizadas foram divididas aleatoriamente em 12 grupos
(n=10), passaram por processo de biomodicacdo através de submersdo na solucdo
correspondente ao seu grupo durante 1 hora, em placa de 96 pogos. Posteriormente 0s
espécimes foram lavados utilizando dgua deionizada, armazenados novamente em placa de 96

pocos e seguiram para dessecagao.

3.2.4 Mbdulo de elasticidade

O Moddulo de elasticidade (ME) foi determinado em um ensaio de flexdo de 3 pontos
com uma célula de carga de 5,0 N montada em uma méaquina de ensaios mecanicos universal
(Instron 3345; Instron Inc., Canton, MA, USA) com velocidade de 0,5 mm/min (AGUIAR et
al., 2014).

Imediatamente ap6s desmineralizagdo, realizou o teste de flexdo de trés pontos,
obtendo-se assim os valores iniciais de todas as barras testadas, posteriormente 0s espécimes
foram distribuidos aleatoriamente em seus respectivos grupos e foi realizado um teste
estatistico (Anova a dois critérios) a fim de verificar a auséncia de diferenca estatica entre os
valores iniciais (p=0,708).

Em seguida as barras foram imersas nas respectivas solugdes durante 1 hora e foram
novamente testadas, obtendo-se assim os valores de modulo de elasticidade apds
biomodificacéo.

Para analise de dados os valores iniciais e finais foram inseridos na seguinte formula
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. ~ ME oz bi d.
fim de se obter uma razio entre eles:; x = ———— TTEE:

ME inicial

3.2.5 Modificacdo de massa

Os palitos de dentina desmineralizados foram pesados antes (M1) e apds (M2) a sua
biomodificacdo com uma balanca analitica de precisdo de 0,00001mg (precisdo: 0.01mg,
AUX-220, Shimadzu, Toquio, Japdo). As amostras foram secas em um dessecador a vacuo
contendo sulfato de célcio anidro, durante 24 horas a temperatura ambiente. A avaliacdo da
mudanca de massa (Wwmc%) foi determinada com a porcentagem de ganho ou perda de base

de cada amostra com base na seguinte formula:

Wnmc% = ((M2x 100/My)) - 100

Onde M1 é a massa matriz de dentina desmineralizada antes da biomodificacdo da
dentina e M2 é a massa matriz da dentina biomodificada (AGUIAR et al., 2014).

3.2.6 Espectroscopia infravermelho por transformada de Fourier- FTIR

Barras de colageno desmineralizadas com dimensdes semelhantes as anteriores foram
dessecadas durante 24 horas, posteriormente foram submetidas ao teste de espectroscopia por
transformada de Fourier (FT-IR) em ambiente de vacuo antes e apds biomodificacdo. Antes da
leitura todos os espécimes foram dissecados por um periodo de 24 horas. O espectro dos
espécimes secos foi feito a partir de espectrémetro (Vertex 70V, Brunker, MA, EUA) na
resolucdo de 4cm, onde foram anexados a uma placa de Reflectancia Total Atenuada (ATR
cristal ATR e o seleneto de zinco (ZnSe) com feixe de transmissdo entre 4000 e 400cmt)
(LIU et al., 2013) utilizando 100 como forga de calibre. Avaliando o pico na regido 3000 e
3600cm. (DENG et al., 2013)

3.3 Analise estatistica

A partir dos dados obtidos foram realizadas analises estatisticas descritivas, onde 0s
resultados foram expressos como Média dos valores de Mddulo de Elasticidade (M), desvio
padrdo (DP) e numero de espécimes testados (N); [M+DP (N)]. Foi realizado um teste de

normalidade utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, para comparagdo entre
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os grupos foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA) a dois critérios. Eventuais diferencas
entre os grupos foram analisadas pelo teste de Tukey. Em todas as situa¢des, foi adotado o

nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

Quando analisada a razdo entre o0 ME imediatamente ap6s biomodificacdo e o0 ME
inicial podemos observar que o grupo tratado com acido eldgico 200pM mostrou-se superior
as demais concentracdes deste mesmo agente biomodificador. Analisando os demais agentes
testados, ndo foi possivel observar diferenca entre as concentragdes, a exce¢do da apigenina
2mM que se apresentou inferior a apigenina 20uM (p=0,878) (Tabela 2).

Em relacdo aos valores de variacdo de massa, ndo foram observadas diferengas entre
as diferentes concentragdes dentro de um mesmo grupo, nem entre as diferentes substancias
dentro de uma mesma concentracédo (p=0,280) (Tabela 3).

Os espectros obtidos na analise de espectroscopia infravermelho por transformada de
Fourier podemos observar em todos os grupos tratados um aumento no pico encontrado entre
3000-3500cm™, porém a intensidade dos mesmos ndo se apresentou proporcional a

concentracdo das substancias testadas.



19

5 DISCUSSAO

Existe pouca ou nenhuma literatura a respeito de biomodificacdo utilizando as
substancias estudadas. O estudo teve como principio avaliar qual concentracdo é mais eficaz
utilizando a menor quantidade de produto na dissolugdo, lancando méo da realizacdo de
varredura de concentragdes.

Todas as substancias testadas apresentaram pelo menos uma concentragdo efetiva em
elevar o modulo de elasticidade quando comparado ao controle (NaOH), aceitando a primeira
hipdtese deste estudo. Isso deve ter ocorrido pela interacdo com o colageno tipo | que ocorre
através da formacdo de ligagcBes covalentes, formacdo de pontes de hidrogénio, interagdes
ibnicas e hidrofobas (BEDRAN-RUSSO et al., 2011), melhorando as propriedades mecanicas
(AGUIAR et al., 2014).

O uso do solvente alcalino justificou-se, pois os polifendis tém uma grande variedade
de estruturas, algumas substancias ndo se dissolvem em solventes convencionais, a agua,
como a curcumina (SESEOGULLARI-DIRIHANR et al., 2018), ou alcool. Logo, foi
necessario a realizacao de estudo piloto prévio para determinar o solvente adequado para cada
substancia testada e sua influéncia sobre a variacdo do médulo de elasticidade em relacdo ao
solvente convencional (1:1 H>O/Et), ndo sendo observadas diferencas entre eles. O NaOH
0,5M foi utilizado dado aos resultados apresentados, onde foi observado que as substancias se
dissolvem de forma mais homogénea e em maiores concentragdes, permitindo a utilizacdo em
concentracdes de até 2mM.

A literatura ndo responde a questdo sobre o potencial dos solventes ndo convencionais
no aumento da formacgédo de ligacOes cruzadas. Os solventes convencionais sdo utilizados
como veiculos para a infiltracdo de substancias no colageno dentinério, podendo apresentar
efeito adjuvante como a cetona. Ao remover a agua da matriz de coldgeno desmineralizada, a
cetona proporciona enrijecimento dessa matriz que, juntamente com a formacédo de ligacdes
entre as fibras de colageno, resultam em menor ruptura por fadiga ou deformagdo mesmo ap6s
longos periodos (EKAMBARAM; Y1U; MATINLINNA, 2015). Entretanto, ndo ha registros
de estudos anteriores trazendo o0 NaOH como solvente, apresentando o uso do NaOH apenas
como agente de regulacdo de pH (AL-AMMAR et al., 2009; CASTELLAN et al., 2011;
GARBISA et al., 2001; JACKSON et al., 2010; SESEOGULLARI-DIRIHAN et al., 2018;
ZHU et al., 2018).

Alguns polifendis como proantocianidina e curcumina tém capacidade de formar
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ligacOes de hidrogénio e inibicdo de proteases enddgenas. A segunda apresenta capacidade de
agregacao dependendo da concentracdo para formacéo de ligagdes de hidrogénio e interacfes
de carga eletrostatica fazendo com que se tornem mais resistentes as proteolises endogenas,
fazendo com que haja efeitos positivos em relacdo a massa (SESEOGULLARI-DIRIHANR et
al., 2015). Os dados obtidos mostram que ndo houveram diferencas estatisticamente
significantes na variacdo de massa em todas as substancias e concentra¢fes, como é possivel
observar na Tabela 3. Isto pode ser explicado pelo tempo de avaliacdo utilizado no estudo,
especulando-se que ndo houve tempo habil para que houvesse degradagdo. Logo, sugere-se
que novos estudos sejam realizados a fim de verificar a estabilizacdo de massa em periodos
prolongados.

A curcumina apresentou-se efetiva em elevar o modulo de elasticidade em relagcéo ao
controle nas concentragcdes 200uM E 2mM. Indo de acordo com o estudo de Seseogullari-
Dirihan e colaboradores em 2015, que sugere que a acao de reticulacdo de colageno é efetiva
dada a inativacdo inicial de proteases enddgenas na concentracdo de 200uM.

Ja a hesperidina, mostrou-se funcional na concentracdo de 20uM, o que pode ser
explicado pela capacidade de formar ligagbes cruzadas, prevencao da degradacédo proteolitica
(ISLAM et al., 2014) e estabilizacdo do colageno dentinario (HIRAISHI et al., 2011).

A apigenina obteve resultados positivos no modulo de elasticidade em todas as
concentracfes. Ndo héa resultados anteriores presentes na literatura para fins de comparacgéo
em relacdo a biomodificacdo, porém atestam sua biocompatibilidade e capacidade
antibacteriana (ZHU et al., 2018), sendo essas caracteristicas positivas para a aplicacdo
clinica.

O é&cido elagico apresentou-se efetivo em elevar o0 médulo de elasticidade em relacdo
ao controle nas concentracbes 200uM E 2mM. Também ndo apresenta precedentes em
estudos de biomodificacdo de coladgeno dentindrio. Porém é conhecido por seu efeito
antioxidante na protecdo de outros tecidos (IINO et al., 2002; PRIYADARSINI et al., 2002;
TURK et al., 2010).

Os resultados do FTIR apontam que a substancias tém capacidade de interagir com as
fibrilas com objetivo de criar ligagdes cruzadas de colageno a partir da avaliagdo de formacéo
de pontes de hidrogénio entre as fibrilas ao avaliarmos seu pico correspondente no intervalo
3000 e 3600cm™. (DENG et al., 2013) (Apéndice D). Picos na faixa utilizada na literatura
avaliam qualitativamente a capacidade de biomodificacdo do coldgeno dentinario entre as
substancias e suas concentragfes. Ndo houve proporcionalidade entre as concentracfes e 0s

resultados obtidos, o que pode indicar que ha efetividade a partir de uma faixa de
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concentracdo e logo apos pode ou ndo manter sua capacidade.

Com os dados obtidos, foi observado que os polifendis de origem natural estudados
apresentam capacidade de biomofidificacdo de colageno a partir da formacdo de ligacOes
cruzadas pelos resultados do ME e FTIR. O tempo limitado do estudado pode ter influenciado
na manutencdo da massa em todos 0s grupos, por isso sugere-se que haja estudos em periodos
prolongados para observar a influéncia das substancias na variacdo de massa. Contudo, foi
possivel observar que 20uM foi a minima concentracdo estatisticamente efetiva para as
substancias hesperidina e apigenina, enquanto a curcumina e o acido eldgico foram efetivos
na concentragdo 200M. E necessario que haja maiores estudos a respeito da influéncia do pH

das substéancias e diferentes solventes no processo de reticulacdo de colageno.
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6 CONCLUSAO

Biomodificacdo de coladgeno dentinario € uma estratégia que busca melhorar as

propriedades da matriz dentinaria agindo de forma preventiva, reparadora ou regenerativa.
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QRgrat ™™

Tipo Documento Arguive Postagem Autor Situagao
Informagies Basicas| PE_INFORMAGCDES_BASICAS DO P | 27022018 Aceito
do Projeto ROJETO 1184687 pdf 12:26:23
Declaragio de DECLAR pdf 27022019 [Marcelo Victor Sidou | Aceito
Pesquisadores 12:26:51  [lemos
Cutros CARTA, pdf 25/0172019 [Marcelo Victor Sidou | Aceito
17 had R Lamos

Croamento ORCANOVO pdf 25/01/2019 [Marcelo Victor Sidou | Aceito
173751 Lamos

Cronograma CROMOMNOVG__ pdf 25/01/2019 [Marcelo Victor Sidou | Aceito
17:34:08 Lemos

Projeto Detalhade ! | Brochuraprojeto_ pdf 21101720159 |Marcelo Vidor Sidou | Aceito

Brochura 11:30:09 | Lemos

Investigador

Folha de Rosto FOLHADEROSTRO, pdf 210172019 [ Marcelo Victor Sidou | Aceito
11:27:39 | Lamos

QOutros termodefie ldepositario. pdf 09/08/2018 [Marcelo Victor Sidou | Aceito
120502 Lemos

Declaragio de Cartadeautoriza cao. pdf 09/08/2018 [Marcels Vidor Sidou | Aceito

Instituigdo e 12:03:44 |lemos

Infraestrutura

Declaragio do custeio.pdf 06/08/2018 [Marcelo Victor Sidou | Aceito

Fatrocinador 142738 |lemos

TCLE/ Termos de | Termodedis pansa. pdf 06/08/2018 [Marcelo Vidtor Sidou | Aceito

Assentimento / 14:25:50 [lemos

Justificativa de

Auséncia

Situacdo do Parecer:

Apmvado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nao

Endarsgo: Rua Cd. Munes de Malo, 1000

Bairro:  Rodolfo Tedfile
UF: CE

Municipio:
Telefone:  (45)32366-5344

CEP: 60.430-27%
FORTALEZA

E-mail: comapaiiuic br

Pagne 02 di Ol
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Contiruacio do Parecer. 3.212.734

UFC - UNIVERSIDADE
FEDERAL DO CEARA /

FORTALEZA, 21 de Margo de 2018

o o™

Endarege:  Rua Cdl. Nunas de Malo, 1000
Bairro: Rodolfo Tedfilo
UF: CE

Telefona: (851336592344

Municipie: FORTALEZA

Assinado por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA
(Coordenador(a))

CEP: 80430-275

E-mail: comepaiuic br

Paging 04 dia 0d
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APENDICE C - TABELAS

Tabela 1. Agentes de ligagdes cruzadas utilizados no estudo.

Grupo Solvente Ph Pureza Marca Ne do Lote
20uM (p/v) 12,12 65% Siema
Curcumina  200uM (p/v) NaOH 0,5M 11,93 (Curcuma Algd ich. Chi MKCD2451
ric ina
2mM (p/v) 11,77 longa) ’
20uM (p/v) 11,96 . .
AT 80% (citl S
Hesperidina 200uM (p/v) NaOH 0,5M 11,92 (citrus —Sigma ) ppagggy
2mM (p/v) 11.80 species) Aldrich, Spain
KAN
20uM (p/v) 11,79 98% Phytochemica
Apigenina  200uM (p/v) NaOH 0,5M 11,85 (Matricaria Is t{ar ana
2mM (p/v) 11,47 recutita L.) b yana,
India
‘. - 20uM (p/Y) 1182 95% (tree Sigma
Acido Elagico 200uM (p/v) NaOH 0,5M 11,76 . BCBV1619
2mM (p/v) 10.47 bark) Aldrich, UK

Tabela 2. Média e desvio-padrdo da razio em o médulo de elasticidade apés biomodificagdo/ médulo de
elasticidade inicial.

Curcumina Hesperidina Apigenina Acido Elagico NaOH
20pM 1,71 (0,59)Abc 2,01 (0,46)Aab 2,85(0,44)Aa 1,69 (0,51)Bbc 0,70 (0,22)Ac
200puM 1,63 (0,67)Ab 1,44 (0,32)Abc 2,05 (0,32)ABb 3,31 (0,59)Aa 0,70 (0,22)Ac
2mM 1,39 (0,56)Aab 1,44 (0,37)Aab 1,83 (0,62)Ba 2,45 (0,48)Ba 0,70 (0,22)Ab

Letras maiusculas diferentes indicam diferencas estatisticas dentro de uma mesma coluna (p<0,05). Letras minusculas
diferentes indicam diferencas estatisticas em linha (p<0,05). Valores de média >1 indicam aumento no modulo de
elasticidade, valores de média <1 indicam diminui¢do do médulo de elasticidade.

Tabela 3. Variagdo de massa (%) e desvio padrdo apos biomodificagdo.

Curcumina Hesperidina Apigenina Acido Elagico NaOH
20puM 2,07 (0,10)Aa 1,71 (0,69)Aa 4,01(0,69)Aa 10,59 (0,52)Aa 0,00 (0,12)Aa
200pM 7,21 (0,76)Aa 5,06 (0,47)Aa 10,01 (0,54)Aa 3,96 (0,58)Aa 0,00 (0,12)Aa
2mM 8,29 (0,19)Aa 5,04 (0,42)Aa 6,53 (0,39)Aa 5,65 (0,40)Aa 0,00 (0,12)Aa

Letras maiusculas diferentes indicam diferencgas estatisticas dentro de uma mesma coluna (p<0,05). Letras minusculas
diferentes indicam diferencas estatisticas em linha (p<0,05).
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APENDICE D - GRAFICOS FT-IR
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