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RESUMO

O desenvolvimento de materiais adesivos possibilitou uma revolucéo na pratica da Odontologia
restauradora, permitindo a substituicdo de preparos padronizados e amplos por preparos
individualizados e minimamente invasivos. Entretanto, a durabilidade desses procedimentos
restauradores passou a ser questionada, principalmente, pela degradacdo ocorrida na camada
hibrida. Logo, a presente tese teve como objetivo avaliar a eficacia e a estabilidade de diferentes
agentes bioativos para aumento da longevidade da interface de unido promovida por sistemas
adesivos em substrato dentinério. Este estudo € composto por trés capitulos, onde o primeiro
teve como objetivo avaliar o potencial biomodificador do extrato de semente da uva diluido em
solucgdes contendo diferentes pHs (4,42; 6,96; 11,92). Os testes realizados foram flexéo de 3
pontos, mensuracdo de massa, espectroscopia infravermelho por transformada de Fourier (FT-
IR) e espectroscopia Raman. Pode-se observar que a utilizagcdo da solugdo com pH alcalino
apresentou resultados satisfatérios, podendo o mesmo ser utilizado como solvente em
biomodificacdo. O segundo capitulo teve como objetivo comparar a capacidade de formacao
de ligacbes cruzadas de colageno do acido eldgico, hesperidina, apigenina e curcumina,
identificando as concentracdes mais efetivas de aplicagdo [20uM (p/v); 200puM (p/v) e 2mM
(p/v)]. Para tanto, realizaram-se os testes de flexdo de 3 pontos, variacdo de massa, analise em
FT-IR, resisténcia de unido, nanoinfiltracdo e micropermeabilidade. Todas as substancias
testadas apresentam potencial biomodificador, sendo a concentragdo de 2mM efetiva em
promover tal reticulacdo. O acido elagico também se mostrou bastante efetivo em preservar a
resisténcia de unido. O terceiro capitulo teve como proposi¢do avaliar a influéncia da
incorporacdo da epigalocatequina-3-galato (EGCG) associada ou ndo ao beta-tricalcio fosfato
(BTCP) sobre adesdo em dentina quando utilizado um sistema adesivo universal. Os testes
realizados foram analise em FT-IR, flexdo de 3 pontos, grau de conversao, resisténcia de uniao,
nanoinfiltracdo e micropermeabilidade. A incorporacdo de EGCG, isoladamente ou associada
ao BTCP, ao sistema adesivo universal, possibilitou a manutengdo da resisténcia de unido a
dentina ap6s 6 meses de envelhecimento, sem afetar as propriedades mecéanicas da blenda
adesiva. Dessa forma, pode-se inferir que diferentes agentes bioativos propostos nesse estudo
foram efetivos em aprimorar e estabilizar a interface de unido em substrato dentinario,

destacando-se o acido elagico e a epigalocatequina-3-galato.

Palavras-chave: Adesivos Dentinarios. Colageno. Dentina. Polifendis. Remineralizacdo

Dentéria.



ABSTRACT

The development of adhesive materials enabled a revolution in the practice of restorative
dentistry, allowing the replacement of standardized and invasive preparations with
individualized and minimally invasive preparations. However, the durability of these
restorative procedures came to be questioned, mainly, by the degradation that occurred in the
hybrid layer. Therefore, this thesis aimed to evaluate the effectiveness and stability of different
bioactive agents for the improvement of the bonding interface promoted by adhesive systems
on dentin substrate. This study consists of three chapters, where the first aimed to evaluate the
biomodification potential of grape seed extract diluted in solutions containing different pHs
(4.42; 6.96; 11.92). The tests performed were 3-point flexion, mass measurement, Fourier
transform infrared spectroscopy (FT-IR) and Raman spectroscopy. It can be seen that the use
of solutions with alkaline pH showed satisfactory results, which can be used as a solvent in
biomodification. The second chapter aimed to compare the ability to form cross-links of ellagic
acid, hesperidin, apigenin and curcumin, identifying the most effective concentrations of
application [20uM (w/v); 200uM (w / v) and 2mM (w / v)]. For this, the 3-point flexion tests,
mass variation, FT-IR analysis, bond strength, nanoinfiltration and micropermeability were
performed. All tested substances have biomodification potential, with a concentration of 2mM
effective in promoting such cross-linking. Ellagic acid has also been shown to be very effective
in preserving bond strength. The third chapter aimed to assess the influence of the incorporation
of epigallocatechin-3-gallate (EGCG) associated or not with beta-tricalcium phosphate (BTCP)
on dentin adhesion when using a universal adhesive system. The tests performed were FT-IR
analysis, 3-point flexion, degree of conversion, bond strength, nano-infiltration and
micropermeability. It was observed that the incorporation of EGCG, alone or associated with
BTCP, into a universal adhesive system maintaining strength after 6 months of aging without
affecting the mechanical properties of the adhesive blend. In conclusion, it can be inferred that
different bioactive agents proposed in this study were effective in improving and stabilizing the
bonding interface in dentin substrate, especially ellagic acid and epigallocatechin-3-gallate.

Keywords: Collagen. Dentin. Dentin-bonding Agents. Polyphenols. Tooth Remineralization.
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1 INTRODUCAO GERAL

O desenvolvimento de materiais adesivos possibilitou uma revolucao na pratica
da Odontologia restauradora, permitindo a substituicdo de preparos padronizados e
invasivos por individualizados e minimamente invasivos (SOFAN et al., 2017). Isso s6
foi possivel, porque os materiais restauradores diretos utilizados atualmente néo
necessitam de uma retengdo macromecanica como as ligas metélicas do passado e tal
ligacdo ocorre por meio de um embricamento micromecéncico, além de interacdes
quimicas, como as realizadas por mondmeros funcionais (VAIDYANATHAN;
VAIDYANATHAN, 2009). Entretanto, a durabilidade desses procedimentos
restauradores passou a ser bastante questionada devido a complexidade da técnica, aos
materiais e aos substratos em que se realizam (PASHLEY et al., 2011; PERDIGAO;
REIS; LOGUERCIO, 2013; TJADERHANE et al., 2015; TJADERHANE et al., 1998).

Nesse contexto, diversos pesquisadores tém estudado a interface de unido formada
pela interacdo entre monGmeros resinosos e componentes organicos e inorganicos dos
substratos dentarios, visando a simplificar a técnica, tornar os materiais mais resistentes
e evitar a degradacdo de seus componentes (BEDRAN-RUSSO et al.,, 2014;
EKAMBARAM; YIU; MATINLINNA, 2015; HEBLING et al., 2005; PASHLEY et al.,
2011; SANTIAGO et al., 2013). Logo, os sistemas adesivos apresentaram grande
evolucdo nas Gltimas décadas, tendo se tornado confiaveis para aplicacdo em situacdes
diversas, sendo inseridos de forma consistente na rotina clinica (VAIDYANATHAN,;
VAIDYANATHAN, 2009). Uma das novidades mais recentes foi a introdugdo de
adesivos universais na pratica clinica (HANABUSA et al., 2012). Esses produtos séo
conhecidos como adesivos "multimodo™” ou "multiuso” porque podem ser utilizados
empregando-se diversas estratégias, introduzindo a filosofia de que a Odontologia
adesiva deve ser cada vez mais versatil (CHEN et al., 2015; JACKER-GUHR; LUEHRS;
SANDER, 2019).

Entretanto, todos os sistemas ainda apresentam algumas limitacfes, sendo de
fundamental importancia a continua busca pela compreensdo de como ocorre a interacao
entre os sistemas adesivos e 0s substratos onde ocorrera a unidao (SOFAN et al., 2017).
Dentre essas limitacOes, a degradacdo da camada hibrida (interface de interdifusao entre
fibrilas colagenas da dentina desmineralizada € mondmeros resinosos) parece ser 0
principal motivo de falhas na atualidade (BRAGA; FRONZA, 2020). Essa degradacao
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pode ocorrer por meio de trés mecanismos principais: 1) degradacéo do coldgeno exposto,
por meio da acéo de enzimas colagenoliticas, como metaloproteinases da matriz (MMP)
e cisteino-catepsinas (CTP); 2) hidrdlise da matriz organica polimérica e 3) hidrdlise do
agente de unido (silano), resultando em desprendimento de particulas de carga (ABUNA
etal., 2016).

No primeiro mecanismo, o incompleto revestimento de fibrilas colagenas por
mondmeros resinosos do adesivo gera uma zona de coldgeno exposto a agdo de enzimas
colagenoliticas, como MMPs e CTPs (HEBLING et al., 2005; JEE et al., 2016). Essas
enzimas sdo produzidas por leucdcitos e fibroblastos durante a sintese da matriz
mineralizada da dentina e permanecem inativas até posterior ativacdo em ambientes
acidos (necessitando-se da presenca de calcio e zinco), como durante processos cariosos
ou condicionamento &cido (HEBLING et al., 2005). As MMPs comp&em um grupo de
23 enzimas identificadas no organismo humano, sendo as MMP -2, -8 e -9 as mais
relacionadas com a degradacdo do colageno dentinario. Ja as CTPs sdo proteases que se
concentram em regides peritubulares e préximas a polpa, embora em menor concentragao
do que as MMPs, em dentina, sdo importantes no processo de degradacdo do colageno
(NASCIMENTO et al., 2011; TERSARIOL et al., 2010). Sdo compostas por 11 enzimas
identificadas em humanos e, em dentina, identificou-se a presenca de CTP-K (colagenase
mais potente em mamiferos), CTP-L e CTP-B (CHAUSSAIN et al., 2013; TERSARIOL
et al., 2010). Sugere-se haver sinergia entre as atividades de MMPs e CTPs devido a
grande proximidade de acdo das mesmas e a capacidade das Ultimas de gerarem um
ambiente acido, resultando em ativacdo de mais MMPs (CHAUSSAIN et al., 2013; NIU
etal., 2011; ZHANG; KERN, 2009).

A camada de adesivo também pode ser degradada por meio de hidrélise das
ligacbes poliméricas formadas durante a polimerizacdo. O uso de mondmeros,
parcialmente hidrofilicos, como 2-hidroxietil-metacrilato (HEMA), melhoram o
molhamento e a infiltragdo monomérica, resultando em valores de resisténcia de unido
aumentados de forma imediata. Porém, tais componentes hidrofilicos podem estimular
uma separacdo de fases em nivel nanométrico, em que os monémeros hidrofilicos se
concentram nas regides mais profundas da camada hibrida e os hidrofobicos se
concentram nas regides mais superficiais. Além disso, as regides mais profundas podem
apresentar polimerizagdo prejudicada (HASHIMOTO, 2010). Logo, a associa¢do entre

esses fatores favorece uma maior sor¢do do adesivo, resultando em formagdo de canais
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de 4gua (water trees) que penetram a camada hibrida (PERDIGAO; REIS; LOGUERCIO,
2013). A &gua presente na blenda adesiva polimerizada tem capacidade de hidrolisar as
ligacBes formadas entre os mon6meros, resultando, em Ultima analise, em lixiviagdo e
degradacgio dessa camada (PERDIGAO; REIS; LOGUERCIO, 2013). Fato semelhante
pode ser observado na ligacdo formada entre agentes de unido (silano) e particulas de

carga presentes em alguns adesivos (ABUNA et al., 2016).

Diversas estratégias tém sido propostas para diminuir a degradacdo da camada
hibrida e aumentar a longevidade das restauracdes, dentre essas, podemos destacar: 1) o
uso de inibidores de enzimas colagenoliticas, 2) a biomodificacdo dentinaria por meio de
agentes de ligacdes cruzadas, 3) a remineralizacdo da dentina desmineralizada e 4) a
remocdo de &gua por meio da aplicacdo de etanol (BETANCOURT; BALDION;
CASTELLANGOS, 2019).

Dentre os inibidores de enzimas colagenoliticas, a substancia mais estudada é a
clorexidina (CLX), que, comprovadamente, inibe a atividade de MMPs mesmo em baixas
concentracdes e em curtos periodos de aplicacdo (HEBLING et al., 2005). No entanto, a
durabilidade dessa inibicdo € bastante questionada, tendo em vista que a interacdo entre
CLX e adentina é do tipo eletrostatica reversivel e a acdo depende da substantividade em
dentina (HEBLING et al., 2005). O mecanismo de acdo dessa molécula ainda nao foi
completamente esclarecido, porém se acredita que tenha capacidade de interagir com o
zinco presente no dominio catalitico das MMPs (CARRILHO et al.,, 2010;
SESEOGULLARI-DIRIHAN et al., 2016). Sabe-se, também, que diversas outras
moléculas de origem natural tém capacidade de produzir efeito similar, como diversos
polifendis (DE MORAES et al., 2016; NERI et al., 2014; SANTIAGO et al., 2013).

A biomodificacdo dentinaria consiste na tentativa de melhorar as propriedades
fisicas da dentina por meio da criacdo de ligacBes quimicas adicionais, semelhantes as
ligacOes presentes durante a formacdo do elemento dentario (BETANCOURT,;
BALDION; CASTELLANOS, 2019). Os agentes biomodificadores podem ser divididos
em agentes: 1) de acéo fisica, 2) agentes de liga¢des cruzadas de colageno sintéticos e 3)
agentes de ligacGes cruzadas de coladgeno naturais (BEDRAN-RUSSO et al., 2014). Os
agentes fisicos necessitam da associagdo entre um agente fisico e um agente
sensibilizante, sendo o exemplo mais comum o uso de riboflavina (vitamina B2)

associado a luz ultravioleta. Essa vitamina, quando em contato com a luz, pode induzir a
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formacéo de oxigénio singleto (radical livre) e, posteriormente, a formacdo de ligagdes
covalentes com a dentina (BEDRAN-RUSSO et al., 2014). Os agentes de ligagdes
cruzadas de coldgeno (ALC) sintéticos sdo substancias que podem se ligar aos
grupamentos amino e carboxila presentes nos aminoacidos que compdem o colageno,
sendo os principais representantes o glutaraldeido e a carbodiimida, entretanto, o primeiro
apresenta alta toxicidade e o segundo necessita de longo tempo de aplicacdo (SCHEFFEL
etal., 2015), limitando sua utilizacdo na clinica, o que gera uma busca crescente por ALC
naturais. Dentre os ALCs naturais, as proantocianidinas (PAC) tém demonstrado efeito
benéfico sobre as propriedades mecanicas do colageno. Apesar de extensamente
estudada, a reacdo exata de reticulacdo entre colageno e proantocianidinas (PAC) néo foi
completamente elucidada. No entanto, sugere-se que a presenca de grupamento fenélicos
influenciam positivamente no potencial biomodificador (VIDAL et al., 2014). Entretanto,
essa substancia apresenta a limitacdo do alto tempo de aplicacdo e a caracteristica de
pigmentar a interface adesiva (AGUIAR et al., 2014; LEME-KRAUS et al., 2017, 2019;
VIDAL etal., 2014). Logo, sugere-se que diversos polifenois, com estruturas moleculares
semelhantes as PACs, podem atuar como ALC, apresentando efeito semelhante ou
superior e reduzindo a presenca de efeitos adversos. Pode-se usar, como exemplo, o acido

elagico, a hesperidina, a apigenina e curcumina, além de catequinas.

O é&cido elagico (AE), um membro dos flavonoides, é normalmente produzido por
plantas e formado como taninos, conhecidos como elagitaninos. O acido elagico contém
dois grupos lactona e quatro grupos hidroxilas, nos quais o grupo hidroxila é conhecido
por aumentar a atividade antioxidante na peroxidacédo lipidica e por proteger as células
dos danos oxidativos (PARI; SIVASANKARI, 2008). Atualmente, o acido elagico tem
recebido atencdo especial por causa de sua ampla gama de propriedades bioldgicas, como
a atividade antioxidante (TURK et al., 2010), antiapoptdtico (TURK et al., 2010),
antimutagénico (INDIRA PRIYADARSINI et al., 2002), anti-inflamatoério (IINO et al.,
2002), antibacteriana (AKIYAMA et al., 2001), dentre outras. Além de acelerar a
formagéo 0Ossea ap0s a extracdo dentaria em ratos sadios (AL-OBAIDI et al., 2014; M
JAMIL AL-OBAIDI et al., 2016).

A hesperidina (HPN), é um flavonoide extraido de frutas citricas. Os beneficios
médicos desse flavonoide citrino incluem efeitos antioxidante, anti-inflamatério e
anticarcinogénico (TRZECIAKIEWICZ et al., 2010). A hesperidina tem capacidade de

interagir com o colageno, indicando que essa interacdo pode contribuir para a preservacao
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do mesmo, protegendo-o da degradacdo por meio de colagenases (HIRAISHI et al.,
2017). Outro flavonoide de origem natural bastante promissor em Odontologia
restauradora é a apigenina (APG), abundantemente presente em frutas e vegetais comuns,
como a camomila. E reconhecido como um flavonoide bioativo, ja que mostrou possuir
propriedades anti-inflamatdrias, antioxidantes e anticarcinogénicas (SHUKLA; GUPTA,
2010).

A curcumina (CM) é o principal componente bioativo da curcuma, tempero
derivado dos rizomas de Curcuma longa linn. Durante séculos, a curcumina demonstrou
apresentar excelentes beneficios terapéuticos em doencas sistémicas. Devido as suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, a curcumina desempenha um papel
regulador benéfico significativo em varias condi¢Bes patoldgicas, incluindo céncer,
doenca cardiovascular, doenca de Alzheimer, distarbios inflamatérios e distlrbios
neuroldgicos (YALLAPU et al., 2015). Estudos in vitro demonstraram que 0 pré-
tratamento com uma solucao de curcumina foi efetivo em preservar colageno, assim como
em inibir a acdo de colagenases, como metaloproteinases de matriz e cisteino-catepsinas
(SESEOGULLARI-DIRIHAN et al., 2015; SESEOGULLARI-DIRIHAN et al., 2018).

As catequinas compdem outro grupo de substancias presentes em extratos vegetais
ricos em polifendis, com comprovado efeito biomodificador positivo sobre a dentina
(VIDAL et al., 2014). Nesse sentido, a Epigalocatequina-3-galato (EGCG), principal
polifenol do cha verde (Camelia sinensis), tem sido estudada devido ao seu potencial
inibidor de MMP-2, -9 e CTPs (DELL’AICA et al., 2007; GARBISA et al., 2001), além
de induzir ligagbes cruzadas de colageno e impedir o livre acesso das colagenases as
cadeias dos sitios ativos do colageno (JACKSON et al., 2010), mostrando-se efetiva em
preservar a resisténcia de unido dentina-resina por até 6 meses (ALBUQUERQUE et al.,
2019; COSTA et al., 2019; SANTIAGO et al., 2013).

A remineralizacdo da dentina desmineralizada se caracteriza pelo uso de
nanoprecursores de sais de fosfato de calcio amorfo na tentativa de reproduzir a
mineralizacdo da fibrila de coldgeno, como ocorre durante a formagcdo do elemento
dentario (ABUNA et al., 2016; MARAVIC et al., 2017). Essa estratégia visa substituir a
agua presente na camada hibrida por cristais de sais de apatita, gerando, assim, maior
resisténcia e menor degradacdo. Para uma otimizacdo da tecnica, sugere-se 0 uso de

analogos biomiméticos, que guiam a precipitagdo mineral, obtendo resultados
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satisfatorios em niveis intra e interfibrilares (BRAGA; FRONZA, 2020). As principais
substancias utilizadas, nessa estratégia, sdo vidros biativos, silicatos de calcio, fosfatos de
calcio e 6xido de zinco (ABUNA et al., 2016; OSORIO et al., 2014, 2016; TOLEDANO
etal., 2012). Dentre os sais de fosfato de calcio, podemos enfatizar o beta fostato tricalcio
(BTCP), ja que o mesmo ¢ uma particula constituida por célcio 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 Gssea, tem apresentado
resultados satisfatorios nas areas de Traumatologia (GASIK et al., 2014) e Periodontia
(GUIMARAES, 2016), mostrando-se promissora também como agente antierosivo em
esmalte (VIANA et al., 2020).

Tendo em vista as inimeras limitaces das presentes estratégias para estabilizacdo
e fortalecimento da interface adesiva, novas pesquisas devem ser realizadas com o
objetivo de aprimorar a unido em substrato dentinario. Logo, o objetivo da presente tese
foi avaliar o uso de diferentes substancias bioativas como agentes de aprimoramento da

camada hibrida quando aplicados sobre substrato dentinario.
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2 PROPOSICAO

O presente trabalho teve como objetivos:

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a eficacia de diferentes agentes bioativos para o aprimoramento da

interface de unido promovida por sistemas adesivos em substrato dentinario

2.2 Objetivos Especificos

- Analisar o efeito biomodificador de colageno do extrato da semente da uva quando

utilizadas solucdes com diferentes pHs;

- Verificar a capacidade biomodificadora de diferentes flavonodides de origem natural
(&cido eldgico, curcumina, apigenina e hesperidina);

- ldentificar a concentracdo mais efetiva de diferentes polifendis de origem natural

quando utilizados para biomodificacdo dentinaria;

- Analisar a influéncia da aplicacdo de solucdes contendo diferentes polifendis de origem

natural como pré-tratamento sobre adesdo em dentina;

- Verificar a eficacia da associagdo entre uma catequina (EGCG) e um agente
remineralizante (BTCP) sobre adesdo em dentina quando incorporados a um adesivo

universal.
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3 CAPITULOS

Esta tese esta baseada no Artigo 46, do Regimento Interno do Programa de P0s-
Graduagdo em Odontologia, da Universidade Federal do Ceard, que regulamenta o
formato alternativo para dissertacGes de Mestrado e teses de Doutorado, e permite a
insercdo de artigos cientificos de autoria ou coautoria do candidato. Por se tratar de
estudos envolvendo seres humanos, ou parte deles, o projeto de pesquisa foi submetido a
apreciagio do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Cear4, tendo sido
aprovado (Parecer n° 3.212.734 — Anexo A). Assim sendo, esta tese € composta de trés

capitulos intitulados:

Capitulo I: Efeito do pH no Potencial Biomodificador do Extrato de Semente da Uva

sobre Colageno Dentinario.

A ser submetido ao periddico: Brazilian Oral Research.

Link para acesso as normas do periodico: scielo.br/revistas/bor/iinstruc.htm

Capitulo 11: Avaliacdo da Capacidade de Biomodificacdo do Colageno por Diferentes
Polifendis de Origem Natural.

A ser submetido ao periddico: Dental Materials.

Link para acesso as normas do periddico: elsevier.com/journals/dental-materials/guide-
for-authors

Capitulo I11: Eficacia de um Adesivo Universal Incorporado com um Agente de Ligacédo

Cruzada de Colageno e um Agente Remineralizante sobre Unido em Dentina.

A ser submetido ao periddico: Operative Dentistry.

Link para acesso as normas do periddico: jopdent.com/subscribe/sublnfo.pdf
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EFEITO DO pH NO POTENCIAL BIOMODIFICADOR DO EXTRATO DE
SEMENTE DA UVA SOBRE COLAGENO DENTINARIO

Resumo
O objetivo do presente estudo foi verificar a efetividade e a estabilidade da agéo

biomodificadora de solucGes de extrato de semente da uva a 6,5%, com diferentes pHs,
quando aplicadas sobre colageno dentinario. Para tanto, confeccionou-se barras de
dentina (0,5x1,7x6,0 mm), as quais foram desmineralizadas durante 5 horas em acido
fosférico a 10% e distribuidas nos seguintes grupos: solugdo &acida (pH=4,42); neutra
(pH=6,96) e bésica (pH=11,92), tendo a agua destilada como controle (pH=6,75).
Realizou-se os testes quantitativos de flexdo de 3 pontos (n=10) e variacdo de massa
(n=10), avaliados por meio de maquina de ensaios universais e balanca de precisdo,
respectivamente, em diferentes periodos de tempo (antes e apds biomodificagdo, 7 e 14
dias de armazenamento em solucdo remineralizante). Os dados foram submetidos a testes
de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, seguido por ANOVA a dois critérios por
medidas repetidas e pos-teste de Tukey (p<0,05). Espectroscopia infravermelho por
transformada de Fourier (FT-IR) e espectroscopia Raman (FT-Raman) foram realizadas
para analise qualitativa das ligacdes formadas. Pode-se observar que o grupo tratado com
solucdo alcalina foi efetivo em elevar o modulo de elasticidade, apresentando queda apds
7 dias e posterior estabilizacdo apds 14 dias de armazenamento. O grupo imerso em
solugdo 4cida apresentou maior aumento no modulo de elasticidade de forma imediata
apo6s biomodificacdo, porém ndo se mostrou estdvel ao longo dos 14 dias de
armazenamento. Apenas o grupo imerso em solucdo acida apresentou elevacdo na massa
apos biomodificacdo e 14 dias de armazenamento. O graficos de FT-IR e FT-Raman
demonstraram que todos as solucdes apresentaram interacdo com o colageno em algum
nivel. Pode-se concluir que o pH da solu¢do influencia diretamente na acao do extrato da

semente da uva, sendo encontrados resultados satisfatorios em solucdes alcalinas.

Palavras-chave: Colageno; Proantocianidinas; Dentina.
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1. INTRODUCAO

Com a crescente demanda por estética, a realizacdo de procedimentos
restauradores diretos com a utilizacéo de resinas compostas se tornou rotineiro na pratica
clinica. Porém, o processo adesivo se apresenta como uma etapa critica, sendo essa
sensivel ao substrato em que seré realizado, dependente da habilidade do operador e da
quantidade de passos operatdrios®. Sabe-se que, no substrato adamantino, a realizagéo da
técnica se mostra mais simples e eficaz, tendo em vista a homogeneidade do mesmo. No
entanto, em dentina, observamos grande heterogeneidade, cujo contetdo é composto, em

volume, por porgéo inorganica (~50%), organica (~30%) e agua (~20%)>.

Dentre os elementos que compdem a matriz organica, podemos destacar o
colageno tipo I, uma proteina que se organiza em tripla-hélice e se apresenta rica em
aminodcido prolina®. Esse se encontra completamente mineralizado em substrato higido,
contudo pode ser exposto por meio de desmineralizagdo promovida por acidos fortes?.
Durante a realizacdo de procedimentos adesivos convencionais, utiliza-se o acido
fosférico para promover a desmineralizacdo superficial dessas fibras (5-8um), o que
permite uma posterior penetracdo de monémeros resinosos adesivos entre a trama de
colageno. Esse embricamento, que é de origem micromecanica, permite a criacdo de uma
regido denominada camada hibrida. Entretanto, devido a natureza hidrofébica dos
monodmeros resinosos e a umidade presente na dentina, o revestimento das fibrilas ndo
ocorre de forma completa, gerando uma regido de coladgeno exposto, 0 qual esta
susceptivel a acdo de enzimas colagenoliticas, como metaloproteinases da matriz (MMPs)

e cisteino-catepsinas (CTPs)?.

Devido a grande importancia do coldgeno no processo adesivo, diversas
estratégias tém sido desenvolvidas para melhorar suas propriedades mecénicas e
aumentar a longevidade das restauragdes com resinas compostas. Sendo o uso de agentes
de ligacOes cruzadas (ALC) muito relatado na literatura. Sua acdo ocorre,
prioritariamente, pelo aumento do nimero de ligagbes quimicas entre as moléculas de
colageno, bem como dentro de sua estrutura, resultando em um colageno mais rigido e
resistente & degradacio® 8. Existem diversos agentes que podem ser utilizados para essa
finalidade, os quais sdo divididos em sintéticos e naturais, sendo o segundo bastante

estudado pela alta biocompatibilidade e por ser obtido de forma sustentavel®.
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Nesse contexto, alguns agentes derivados de plantas podem interagir fortemente
com tecidos bioldgicos aumentando suas propriedades fisico-quimicas. Dentre esses
agentes, as proantocianidinas (PAC), derivadas das sementes de uva (Vitis vinifera), séo
as mais relatadas na literatura®*3. Apesar de extensamente estudada, a reacio exata de
reticulacéo entre colageno e proantocianidinas (PAC) ndo foi completamente elucidada®.
No entanto, quatro teorias diferentes tentam esclarecer esse mecanismo, em que se sugere
a interacdo entre PAC e colageno por meio de ligacBes covalentes®®, ligaces de
hidrogénio®, interacdes ibnicas!’ e interacdes hidrofobicas®®. A falta de conhecimento
sobre como ocorre essa interacdo ocasiona grande variabilidade nas técnicas de aplicacéo,

formulacGes e concentracOes desse agente biomodificador.

Portanto, o conhecimento sobre a solubilidade dos polifendis mostra-se de
extrema importancia, tendo em vista que a solubilidade é de interesse em diversas areas,
por exemplo: materiais, farmacéutica e ambiental. Em particular, na concepcdo de
farmacos, é essencial considerar a solubilidade aquosa, a qual influencia fortemente nas
propriedades farmacocinéticas, tais como absor¢do, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo. Analisando o principio de Le Chatelier, podemos notar que o pH pode
influenciar diretamente na solubilidade'®. O presente estudo recorreu a trés diferentes pHs
para verificacdo da efetividade das ligacBes cruzadas, sendo as solugbes &cidas®® e
neutras'®?! j4 relatadas como efetivas na literatura, todavia nenhum estudo pregresso

utilizou uma solucéo alcalina para tanto.

Tendo em vista o0 pouco conhecimento prévio sobre a tematica, faz-se necessario
avaliar a influéncia do pH dos solventes sobre a agdo de um agente natural, possibilitando,
assim, o estabelecimento de uma técnica mais eficaz. Dessa forma, o objetivo do presente
estudo foi verificar a efetividade e a estabilidade da acdo biomodificadora de solugdes de
extrato de semente da uva a 6,5% (ESU), utilizando-se diferentes pHs quando aplicados
sobre colageno dentinério. O presente estudo parte da hip6tese de que (1) ndo havera
diferenga no modulo de elasticidade e na estabilidade das ligagdes formadas entre os
grupos tratados com extrato de semente da uva em diferentes pHs e (2) que ndo havera
diferenca entre os tipos de interacdes quimicas quando comparados os diferentes grupos

testados.
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2. METODOLOGIA

2.1- Delineamento Experimental

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Cearad (Parecer n° 3.212.734). Trata-se de um estudo laboratorial in vitro,
utilizando extrato de semente da uva a 6,5%, o qual foi solubilizado em agua deionizada
e estabilizado em pHs variados, sendo os meios: &cido (pH=4,42); neutro (pH=6,96) e
basico (pH=11,92), tendo a agua destilada (pH=6,75) como controle. As varidveis
dependentes do estudo foram: modulo de elasticidade, alteracdo de massa, espectroscopia
infravermelho e espectroscopia Raman. Para cada grupo experimental, foram utilizados

10 espécimes (n=10).

2.2- Preparo dos Espécimes

Para realizacdo deste estudo, foram coletados 40 dentes terceiros molares higidos
com indicacdo de extracdo alheia a pesquisa. Os dentes foram limpos e armazenados em
timol a 0,01% por um periodo maximo de trés meses. Esses foram acoplados em uma
cortadeira metalografica (Isomet 1000®, Buehler, Uzwil, Suiga) e foram realizados cortes
de 0,5mm de espessura, a fim de criar um disco de dentina com o auxilio de um disco
diamantado. Posteriormente, foram realizados cortes, com o propdsito de se obter barras
de dentina de aproximadamente 1,7 mm x 6,0 mm x 0,5 mm (LXHXE) de dimensdo. Em
seguida, os espécimes foram imersos em solucdo de &cido fosférico a 10%, durante 5
horas, sob agitacdo constante & temperatura ambiente?,

2.3- Preparo das Solucdes

Para preparo das solucgdes, foi utilizado extrato de semente de uva (Vitis vinifera,
Mega-Natural Gold; 95% Polifendis, Madera, EUA). Inicialmente, foi realizada a
pesagem do extrato para preparo de 20 mL na concentracéo de 6,5% (p/v). Em seguida,
foi realizada a dissolucdo em agua deionizada e se aferiu o0 pH, obtendo uma solugdo com
pH= 4,42 (4cida). Para a confeccdo da solugéo bésica, realizou-se a dissolu¢do da mesma
quantidade de extrato, descrito anteriormente, em agua deionizada; depois, acrescentou-
se NaOH a 1M até obtencdo de uma solucdo basica (pH=11,92); posteriormente,
acrescentou-se dgua até a quantidade previamente determinada (20 mL). Ja para o preparo
das solugdes neutras, procedeu-se a dissolu¢do do extrato em agua deionizada, em
seguida, utilizou-se tampéo fosfato (NaCl 137 mM, Fosfato 10 mM, KCI 2.7 mM, pH de

26



7,4) para estabilizacdo do pH proximo a 7,0 (pH=6,96). Todas as solu¢des foram mantidas
sob agitacdo & ou em temperatura ambiente por 30 min até completa dissolu¢do dos
polifendis. As solugdes foram usadas imediatamente ap06s o preparo.

2.4- Mddulo de Elasticidade (ME)

As barras de dentina desmineralizadas foram submetidas ao teste de flexao de trés
pontos, utilizando-se uma méaquina de ensaios universais (Instron 3345, Canton, MA,
EUA), com velocidade de 0,5 mm/min e célula de carga de 5N, obtendo-se, assim, 0s
valores iniciais (baseline). Posteriormente, os espécimes foram distribuidos de forma
aleatdria entre os diferentes grupos e, para verificacdo da homogeneidade dos valores
iniciais, realizou-se um teste estatistico (ANOVA a um critério, p=0,853). Em seguida,
os espécimes foram imersos durante 1 hora nas respectivas solucbes biomodificadoras e,
subsequentemente, foram lavados com agua destilada por 30 segundos e uma nova

afericio do mddulo de elasticidade foi realizada®.

Para verificacdo da estabilidade das ligacdes, os espécimes foram armazenados
em saliva artificial (1,5 mM CaClz, 0,9 MM NaH2PO4, 0,13 M KCI e 5mM NaN3
tamponado em pH 7,0 com tampdo HEPES) a 37°C. Apo0s 7 e 14 dias, foram realizadas
novas afericbes do modulo de elasticidade. As solucbes de armazenamento foram

trocadas diariamente.

2.5- Mensuracdo de Massa

As mesmas barras utilizadas para afericdo do modulo de elasticidade foram
aferidas antes e apds a sua biomodificagdo com uma balanca analitica de precisdo de cinco
casas decimais (precisdo: 0,01mg, AUX-220, Shimadzu®, Toquio, Japdo). Antes da
medicdo, as amostras foram desidratadas em um dessecador a vacuo contendo silica
coloidal, durante 24 horas a temperatura ambiente e avaliados apds 7 e 14 dias de

armazenamento?®2.

2.6- Espectroscopia Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)

Barras com espessuras semelhantes a descrita nos topicos anteriores foram
preparadas para analise qualitativa (n=3) em espectroscopia infravermelho por
transformada de Fourier a vacuo (VERTEX 70v, Bruker Analytical, Madison, WI, EUA).
Antes da leitura, os espécimes foram dessecados por 24 horas. A medida constituiu na
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aquisicdo de um espectro de absorbancia na regifo entre 4000-400cm* com resolucéo de
0,5 cm e 32 varreduras para cada espectro adquirido. As leituras foram realizadas na
regido central dos espécimes, garantindo completa cobertura do cristal.

2.7- Espectroscopia Raman (FT-Raman)

Os mesmos espécimes submetidos a FT-IR foram submetidos a analise qualitativa
em FT-Raman (Vertex 70-RAM 11, Bruker Analytical, Madison, WI, EUA), atuando,
assim, como uma analise complementar. Para tanto, foi utilizado um laser de
comprimento de onda de 1064 nm com tempo de 120 minutos de aquisicao e espectro de
0-4000 cm™. A 4rea selecionada para leitura situava-se no centro do espécime. Todas as

leituras foram realizadas em ambiente protegido da penetracéo de luz.

2.8- Andlise Estatistica

Para andlise estatistica dos dados quantitativos, foi realizado um teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov e, para comparacao entre os grupos, foi utilizada a
analise de variancia (ANOVA) a dois critérios por medidas repetidas. Diferencas entre os
grupos foram analisadas pelo teste de Tukey (SigmaPlot 14.0, Chicago, IL, EUA). Em
todas as situagdes, foi adotado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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3. RESULTADOS

Quando analisados os resultados de modulo de elasticidade dentro de um mesmo
grupo, pode-se observar que todos 0s grupos-teste promoveram aumento no médulo de
elasticidade imediatamente apds biomodificacdo. O grupo tratado com solucédo &cida néo
foi efetivo em manter o mddulo de elasticidade estavel apos biomodificacdo, sendo
observados decréscimos constantes apos 7 e 14 dias de armazenamento. Analisando o
grupo tratado com ESU dissolvida em solvente alcalino, notou-se um aumento no modulo
apo6s biomodificacdo (p<0,001). Entretanto, o ME apresentou redugdo ap6s 7 dias
(p<0,001) e ndo houve diferenca estatistica entre 7 e 14 dias (p=0,984). Quando
analisados os diferentes grupos dentro de um mesmo periodo, pode-se notar que o grupo
dissolvido em meio acido apresentou maior aumento no médulo de elasticidade, que, ap6s
14 dias, igualou-se ao grupo imerso em solugéo alcalina (p=0,971). O grupo, cujo meio
foi estabilizado em solucdo neutra, igualou-se ao grupo controle ap6s 7 dias de

armazenamento (p=0,743) (Tabela 1).

Tabela 1. Média (DP) dos valores de mddulo de elasticidade, em MPa, das barras de dentina
submetidas & imersdo em solucdo de extrato de semente da uva estabilizada em diferentes pHs.

Inicial Tratamento 7 dias 14 dias
Controle 1,41 (0,34)Aa 1,53 (0,50)Da 1,70(0,47)Ca 0,96(0,43)Ba
Acido 1,01 (0,35)Ad 19,37 (3,12)Aa 12,21 (3,81)Ab 5,03(0,78)Ac
Neutro 1,22 (0,47)Ab 6,84(0,94)Ca 2,52(0,68)BCh 1,46(0,52)Bb
Bésico 1,11 (0,24)Ac 10,45(1,59)Ba 4,37(0,96)Bb 4,67(0,90)Ab

Letras maitsculas diferentes indicam diferengas estatisticas em coluna (p<0,05). Letras mindsculas diferentes indicam diferencas
estatisticas em linha (p<0,05).

Quando analisados os valores de massa, podemos observar que, apos a
biomodificacdo, o grupo tratado com solucdo acida apresentou peso superior ao grupo
controle (p<0,001), diferenca também observada ap6s 14 dias (p=0,005). Nao foram
observadas diferencas de massa entre os grupos biomodificados dentro de um mesmo

periodo de avaliagdo (Tabela 2).
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Tabela 2. Média (DP) dos valores de massa, 10“g, das barras de dentina submetidas & imersdo em
solucéo de extrato de semente da uva estabilizada em diferentes pHs.

Inicial Tratamento 7 dias 14 dias
Controle 38,41(5,36)Aa 34,92(5,77)Ba 33,96(5,33)Aa 33,35(5,03)Ba
Acido 37,31 (3,70)Ab 43,77(4,41)Aa 39,15 (3,96)Aab  40,16(3,81)Aab
Neutro 37,01 (5,21)Aa 38,81 (5,50)ABa 35,14 (4,65)Aa 34,93 (5,11)ABa
Basico 36,61(3,63)Aa  38,86(3,52)ABa  36,31(3,04)Aa  35,45(4,00)ABa

Letras maiusculas diferentes indicam diferengas estatisticas em coluna (p<0,05). Letras mintsculas diferentes indicam diferencas
estatisticas em linha (p<0,05).

Quando analisados os espectros referentes a espectroscopia infravermelho por
transformada de Fouruier (FT-IR), pode-se notar que 0 grupo imerso em extrato de
semente da uva dissolvido em solucéo alcalina apresentou um aumento do pico referente
a amida Il (~1560 cm™). Nota-se, também, uma diminuicio do pico localizado entre
3200-3600 cm?, indicando reducdo no nimero de grupos hidroxila livres (O-H). A
auséncia de picos entre 500-1000 cm™ (PO4®) indica completa desmineralizagdo dos

espécimes testados (Grafico 1).

Grafico 1. Espectroscopia Infravermelho por transformada Fourier das barras de
colageno apos tratamento com as respetivas solucdes testadas.
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Quando analisados os graficos de espectroscopia Raman (FT-Raman), pode-se

constatar condi¢des semelhantes as observadas em FT-IR, porém, nessa analise, nota-se

0 pico referente a amida 111 (~1240 cm™) mais destacado, o qual se apresenta pouco

evidente na analise anterior. Nota-se que, no grupo tratado com solucdo acida, houve

diminuicdo e deslocamento desse pico para regides mais proximas a 1500 cm™ (Gréfico

2).

Gréfico 2. Espectroscopia Raman das barras de coldgeno apds tratamento com as
respetivas solucdes testadas (setas abertas indicam picos referentes a amida I1I).
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4. DISCUSSAO

Sabe-se que as diferentes caracteristicas de um solvente, dentre elas o pH, podem
influenciar diretamente na a¢&o dos ALC, como relatado em um estudo prévio?. Porém
tal estudo se utilizou de um agente sintético. Nenhum relato anterior avaliou a influéncia
do pH sobre a interagdo entre as PACs e o colageno dentinario. O estabelecimento de um
pH ideal possibilita a implementacao de uma técnica previsivel e otimizada. A escolha da
PAC como agente biomodificador, no presente estudo, justificou-se pela elevada
solubilidade em &agua nos trés pHs testados, além de apresentar comprovada acéo
biomodificadora. Diversos outros polifendis se apresentam bastante solveis em soluc¢des
alcalinas (acido elagico, hesperidina, apigenina), entretanto, apresentam solubilidade
limitada em solventes neutros, como a agua. Logo, faz-se necesséario investigar se o pH
pode influenciar a interacdo entre colageno e agentes biomodificadores, ampliando-se,
portanto, a diversidade de polifendis que podem ser aplicados para tal finalidade.

Deve-se ressaltar que o extrato da semente da uva apresenta uma variedade muito
grande de polifendis, pois se podem notar aglomeracfes e formacdo de agregados
complexos, sendo apresentadas 64 estruturas diferentes. Esses aglomerados podem
apresentar propriedades diferentes, de acordo com o solvente utilizado, sendo diversos
deles insoltveis em solventes organicos. As PACs poliméricas, por exemplo, possuem

dificuldades significativas de solubilizagio em solventes organicos polares?*.

Quando analisados os valores de modulo de elasticidade, pode-se observar que o
grupo tratado com solucdo &cida apresentou resultados superiores aos demais,
imediatamente apos a biomodificacao, rejeitando-se a primeira hipétese do estudo. Assim
sendo, esse resultado corrobora com os achados de Liu et al.?%, que confirmaram que a
PAC pode, efetivamente, interligar o coldgeno e melhorar sua estabilidade bioldgica
quando utilizada em solucdo acida. Notou-se, também, que o grupo controle se manteve
inalterado durante todo o periodo testado, fato ndo observado nos demais grupos.
Portanto, a diminui¢cdo no modulo de elasticidade, apds armazenagem, ndo ocorreu por
degradacdo do colageno, mas sim por hidrolise das ligacdes formadas durante a
reticulagéo. Diversos estudos, com metodologias semelhantes, fazem uso de colagenases
para estimular a degradacéo das fibrilas de colageno®2°2®, no entanto, a adi¢do dessas

enzimas ndo nos permite inferir se o decréscimo no modulo de elasticidade provém de
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perda de novas ligagdes cruzadas ou da degeneracédo de ligacOes pré-existentes na fibrila

de colégeno.

O decréscimo do ME, apo6s 7 dias de armazenamento, observado em todos os
grupos-teste, pode ser explicado, pois, no extrato de semente da uva, encontramos uma
grande variedade de PACs, podendo apresentar grupamentos galoil ou ndo. Esses
grupamentos parecem promover uma ligacdo inicial intensa, porém sofrem processos de
hidrélise nas ligagdes ésteres. J& as moléculas ndo-galoiladas permanecem estaveis por
periodos maiores de tempo, embora apresentem menor reatividade??’. Apos 14 dias de
imersdo do colageno dentinario em saliva artificial, pode-se notar que os grupos tratados
com solucBes acidas e alcalinas foram efetivos em manter o médulo elevado em
comparagédo ao baseline, portanto, sugere-se que ambas as solu¢des podem ser utilizadas
para reticulacdo de coldgeno. Outro achado importante se refere ao grupo tratado com
solucdo acida, em que se nota que 0 mesmo ndo se manteve estavel nos periodos testados,
diferente dos demais grupos-teste. Especula-se que esse fato ocorreu, pois 0 meio acido
pode promover a quebra de ligaces interflavonas do tipo B encontrados na PAC®?7,
sendo essas ligacBes menos estaveis em pHs baixos, prejudicando, assim, a atividade

deste polifenol?®2°,

Embora o presente estudo tenha se utilizado de concentragfes bastante reduzidas
de NaOH, faz-se necessario observar que solu¢cbes com pH muito elevados podem
apresentar efeitos deletérios sobre a polpa, devendo-se tomar as devidas precaucoes para
evitar o contato direto da solugédo sobre tecido conjuntivo, logo, sugere-se a neutralizagdo
parcial da solucdo com a utilizacdo de acidos fracos antes de uma possivel aplicacdo
clinica®. E importante salientar que as PAC s&o biocompatives e podem promover uma

mineralizacdo em nivel intrafibrilar e interfibrilar por meio estimulacéo celular®-%,

Quanto a massa das amostras, ndo se notou variagdes estatisticamente significantes
nos grupos neutro, basico e controle entre os diferentes tempos de aferi¢do. Esse fato se
deve as grandes dimensdes dos corpos de prova e 0 baixo indice de degradacdo do
coldgeno, o0 que torna a variagdo de massa reduzida. A espessura do espécime (0,5mm)
também explica o longo tempo de aplicacdo da substancia testada (1 hora), tendo em vista
que ndo condiz com um tempo clinicamente aplicavel, porém, em condicdes clinicas,
espera-se camadas de colageno exposto em escalas micrométricas, sendo esse

distanciamento da realidade clinica uma limitagdo do presente estudo. Como achado
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secundario, destaca-se a grande pigmentacdo promovida pela utilizacdo do extrato de
semente de uva, sendo mais intenso nos grupos tratados com soluc@es acidas e alcalinas,

fato também relatado por Moreira e colaboradores (2017)%,

Os espectros de FT-IR e FT-Raman podem ser correlacionados diretamente com a
conformacdo das moléculas de colageno. Portanto, esses métodos sdo constantemente
aplicados para verificar as alterac6es na estrutura do coldgeno apds a reticulagdo. Os picos
de absorcéo da estrutura classica do coldgeno sdo denominados amida A, amida B, amida
I, amida Il e amida Ill. O pico referente a amida | em ~1650 cm™ esta associado,
predominantemente, com as vibracdes de alongamento dos grupos C = O e 0 pico
referente a amida 11 em ~1560 cm™ se deve, principalmente, a vibracdes de flexdo N-H
acopladas a vibrac@es de alongamento C-N e flexdo de CH.. Além disso, o pico referente
aamida 111 a ~1240 cm™ surge, predominantemente, do alongamento C-N, vibracoes de
flexdo N-H e vibracGes agitadas de grupos CH> na cadeia principal da glicina e nas
cadeias laterais da prolina. Esses trés picos sdo a melhor forma de evidenciar a existéncia
de formacéo de ligacGes cruzadas no colageno. Apds reticulacdo, o pico de absor¢do da
amida Il serd& mais forte, enquanto o pico de absor¢do da amida | permanecera
inalterado®*, portanto, a relagao entre o pico de amida I e 1l indica a quantidade de ligacoes
formadas durante o processo de reticulacdo. No grupo tratado com solucéo alcalina, pode-
se observar gque a razdo entre 0s picos se altera, notavelmente, evidenciando que essa

solucdo possibilitou a formacao de maior nimero de ligagdes cruzadas.

Avaliando-se os gréficos de FT-IR e FT-Raman, observaram-se resultados
semelhantes aos encontrados por Liu et al?®. Pode-se observar que houve um aumento do
pico de amida Il no grupo tratado com solucgéo alcalina, esse fato pode ser atribuido ao
anel aromatico C-C que se estica no PAC a ~ 1517 cm™, indicando que ocorre uma
interacdo entre as ligacGes terminais dos aminoacidos e o polifenol testado. Em FT-IR,
pode se observar uma diminuig&o nos picos de amida 11 (~ 1240 cm™) nos grupos neutro
e alcalino. Nenhuma literatura atribuiu claramente o pico a ~ 1240 cm™ a modos de
vibragdo especificos, mas evidéncias experimentais indicaram que isso pode ocorrer
devido a curvatura do CH; de residuos de glicina®, bem como ao alongamento simétrico
das cadeias laterais de carboxilato (COO-), a partir de residuos de glutamato e aspartato.
Ja a reducdo do pico localizado entre 3200-3600 cm™, nos grupos neutro e alcalinos,
indica uma diminuicdo de ligacGes O-H livres, 0 que pode ser atribuido a uma reducéo na

quantidade de adgua presente na amostra. Esse é um efeito desejado, pois a aproximacgéo
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entre as moléculas da cadeia de tripla-hélice impede o acimulo de 4gua nessa regido por
impedimento estérico, logo, com menor quantidade de &gua, espera-se também uma
maior estabilidade das ligacGes formadas?®. Em FT-Raman, notou-se uma alteragio no
pico referente a amida 111 no grupo imerso em solucéo acida, fato ndo observado em FT-
IR, indicando que a complementacéo entre as metodologias € essencial para uma correta
anlise das ligacGes presentes no colageno®. Tendo em vista a variagdo na presenca de
picos, pode-se inferir que a segunda hipotese também foi negada.

Embora o presente estudo ndo tenha avaliado a agéo enzimética sobre o colageno,
sabe-se que o uso de ESU pode inibir a acdo de enzimas colagenoliticas, como
metaloproteinases de matriz®’, enzimas essas que sdo ativadas em ambiente acido®,
desse modo, acredita-se que a utilizacdo de solugdes alcalinas pode reduzir a degradagéo
por essa via, porém novos estudos devem ser realizados para confirmar essa atividade.
Outra questdo relevante é a grande heterogeneidade da dentina em condicdes clinicas, o
que acarreta variaveis nao analisadas no estudo como o efeito tamponante do fluido
dentinario sobre a solugdo e a interferéncia na polimerizacdo de monémeros adesivos,
especialmente, quando utilizadas altas concentragdes de PAC®®. Portanto, sugere-se a
realizacdo de ensaios clinicos para verificacdo da real efetividade de tal tratamento. Por
fim, sugere-se a realizacdo de testes imaginoldgicos, como microscopia eletrénica de

transmissdo, para verificar possiveis alteracdes na estrutura do coldgeno dentinario.

35



5. CONCLUSAO

Apos andlise dos resultados, podemos concluir que o pH da solugdo influencia
diretamente na acdo do extrato de semente da uva (ESU), sendo encontrados resultados
promissores em solucGes alcalinas, pois melhoram as propriedades mecénicas do

colageno e se mantém estaveis ap6s 14 dias de armazenamento.
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AVALIACAO DA CAPACIDADE DE BIOMODIFICACAO DO COLAGENO
POR DIFERENTES POLIFENOIS DE ORIGEM NATURAL

Resumo

Objetivo: O objetivo do presente estudo foi comparar a capacidade de formacdes
de ligagBes cruzadas em coldgeno dentinario entre acido elagico (AE), hesperidina
(HPN), apigenina (APG) e curcumina (CM), identificando as concentragdes mais
efetivas de aplicacdo [20uM (p/v); 200uM (p/v) e 2mM (p/v)], assim como
verificar a influéncia dessas solugdes sobre a unido em dentina quando utilizadas
como pré-tratamento. Utilizou-se extrato da semente da uva a 6,5% e agua
destilada, como controles positivo e negativo, respectivamente.

Métodos: Para estabelecimento da concentracdo ideal, realizou-se os testes de
flexdo de 3 pontos (n=10), variacdo de massa (n=10) e espectroscopia
infravermelho por transformada de Fourier. Para tanto foram confeccionadas
barras de dentina desmineralizada (0,5x1,7x6,0mm). Posteriormente, realizou-se
os testes de resisténcia de unido, nanoinfiltracdo e micropermeabilidade,
utilizando-se, respectivamente, uma maquina de ensaios universais, microscopio
eletronico de varredura e microscopio confocal a laser.

Resultados: Quando analisados os resultados de flexdo, pode-se observar que
todas as substancias testadas foram efetivas em elevar o modulo de elasticidade
na concentragdo de 2mM. Comparando-se os valores de variacdo de massa entre
os diferentes grupos, dentro de uma mesma concentragéo, pode-se notar que todos
0s grupos tratados com polifendis apresentaram aumento significativo em relacéo
ao controle, independente da concentracao testada, exceto o HPN a 20uM. Todos
0S grupos-teste apresentaram um aumento dos picos referentes a amida | e a amida
I. Avaliando-se os valores de resisténcia de unido, pode-se notar que, apdés 6
meses de armazenamento, somente o grupo pré-tratado com AE e o controle
positivo (extrato de semente da uva) foram efetivos em preservar a resisténcia de
unido. Ap6s 6 meses de armazenamento, todos os grupos mostram alguma
quantidade de prata proximo a interface, sendo a menor quantidade notada no
grupo AE.

Significancia: Pode-se concluir que todas as substancias testadas apresentam
potencial biomodificador, sendo a concentracdo de 2mM efetiva em promover tal
reticulagdo. Quando avaliados os resultados referentes aos testes de unido, o acido
elagico se mostrou efetivo em preservar a resisténcia de unido, sendo esse um
potencial agente biomodificador a ser utilizado em Odontologia restauradora.

Palavras-chave: Colageno; Polifendis; Dentina; Proantocianidinas.
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1. INTRODUCAO

Ligacdo cruzada, ou reticulacdo polimérica, € um processo em que cadeias
poliméricas sdo interligadas por ligacdes quimicas formando uma rede tridimensional.
Como resultado dessa reacéo, as estruturas tendem a perder sua fluidez e se tornam mais
rigidas[1]. Quando aplicados junto ao colégeno tipo I, presente em dentina, algumas
substancias ttm a capacidade de promover tal reticulagdo, tanto intrafibrilar, quanto
interfibrilar[1]. Portanto, o uso de estratégias, como a biomodificacdo da dentina, com
intuito de melhorar as propriedades mecéanicas da camada hibrida e de reduzir a
degradacdo das fibrilas colagenas, tem ganhado cada vez mais destaque e sdo recursos
importantes na tentativa de estender a longevidade da unido entre dentina e resina, uma
vez que esse parece ser o elo de maior fragilidade em restauracbes com compositos

resinosos[1-3] .

O uso de substancias que promovem ligacdes cruzadas de colageno é bastante
difundido na Medicina[4] e nas indUstrias de bens de consumo[5]. Em Odontologia
restauradora, essas substancias ainda apresentam aplicagdes clinicas limitadas, sendo
divididas em sintéticas e naturais. Os agentes de ligacOes cruzadas de colageno (ALC)
sintéticos apresentam efeitos indesejados, como a alta citotoxicidade apresentada pelo

glutaraldeido e o longo tempo de aplicacdo da carbodiimida[1].

Nesse contexto, existe uma busca crescente por ALCs naturais, sendo as
proantocianidinas (PACs), extraidas da semente de uva (ESU), destacadas por
apresentarem influéncia positiva sobre as propriedades fisico-quimicas da dentina, tais
como: resisténcia a tracdo[6], dureza[4], mddulo de elasticidade[7,8], resisténcia
adesiva[9-11], resisténcia a biodegradacdo[12] e reducdo da desmineralizacdo[13].
Entretanto, as PACs apresentam como principal desvantagem a pigmentacao do substrato
ao qual foi aplicado, o que torna sua utilizacdo pouco atrativa em Odontologia estética,
gerando uma busca por novos agentes naturais[8]. Dessa forma, diferentes polifendis com
estruturas quimicas semelhantes as proantocianidinas poderiam atuar como agentes de
ligacGes cruzadas[14], dentre esses, pode-se destacar 0 acido elagico, a hesperidina, a

apigenina e a curcumina (Figura 1).
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Fig. 1. Estruturas quimicas dos polifendis: (A) Curcumina, (B) Hesperidina, (C), Apigenina e
(D) Acido Elégico.

O écido eléagico (AE) € um flavonoide, normalmente produzido por plantas e
formado como taninos, conhecido por elagitanino, contém dois grupos lactona e quatro
grupos hidroxilas, nos quais o grupo hidroxila é conhecido por aumentar a atividade
antioxidante na peroxidacao lipidica e proteger as células dos danos oxidativos[15-18].
A hesperidina (HPN) é um flavonoide extraido de frutas citricas. Os beneficios médicos
desse flavonoide citrino incluem efeitos antioxidante, anti-inflamatorio e
anticarcinogénico[19-21]. Segundo Hiraishi et al.[19], a HPN tem capacidade de
interagir com o colageno, indicando que essa interacdo pode contribuir para a preservacao
do mesmo, protegendo-o da degradacdo por meio de colagenases. Outro flavonoide de
origem natural, com caracteristicas bioativas, é a apigenina (APG). Esta abundantemente
presente em frutas e vegetais, como a camomila e, por apresentar propriedades anti-
inflamatdrias, antioxidantes e anticarcinogénica, pode ser uma molécula promissora para
a preservacao da interface de unido, tendo em vista que seu uso na Odontologia adesiva
ainda nao foi reportado [22,23]. Por fim, a curcumina (CM) é o principal componente
bioativo da curcuma, tempero derivado dos rizomas de Curcuma longa linn. Devido as
suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, a curcumina desempenha um papel
regulador benéfico significativo em varias condi¢Bes patoldgicas, incluindo céncer,
doenca cardiovascular, doenca de Alzheimer, disturbios inflamatorios e distarbios

neuroldgicos[24,25]. Seseogullari-Dirihan et al.[26], em um estudo in Vvitro,
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demonstraram que o pré-tratamento com uma solucdo de curcumina foi efetivo em
preservar colageno, assim como inibir a agao de colagenases, tais como metaloproteinases

de matriz e cisteino-catepsinas.

Embora todas as substancias citadas acima se mostrem promissoras em
Odontologia restauradora, nao existem estudos na literatura comparando a capacidade de
formacgodes de ligagdes cruzadas de colageno das substancias citadas. Logo, o objetivo do
presente estudo foi comparar a capacidade de formacdes de ligagdes cruzadas de colageno
entre acido elagico, hesperidina, apigenina e curcumina e identificando as concentragdes
mais efetivas de aplicagdo, assim como verificar a influéncia dessas solugdes sobre a
unido resina/dentina, quando utilizadas como pré-tratamento. Parte-se da hipotese de que
todas as substancias testadas apresentam impacto positivo no (1) médulo de elasticidade
do colageno, independente da concentracdo empregada e (2) na resisténcia de unido de

forma imediata e apoOs seis meses de armazenamento.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Delineamento experimental

Para a verificacdo do potencial biomodificador e das concentragdes mais efetivas,
utilizou-se os testes de flexdo de 3 pontos (n=10) e variacdo de massa (n=10),
empregando-se uma maquina de ensaios universais e balanca de preciséo,
respectivamente. Além de analise qualitativa por meio de espectroscopia infravermelho
por transformada de Fourier (FT-IR). Os polifenois utilizados foram curcuming;
hesperidina; apigenina e acido elagico; tendo, como controles, 0 extrato de semente da
uva a 6,5% (controle positivo) e agua destilada (controle negativo). Os mesmos foram
avaliados nas concentragdes de 20uM (p/v); 200uM (p/v) e 2mM (p/v). Apds o
estabelecimento da concentracdo mais efetiva de cada substancia, realizou-se o teste de
resisténcia de unido, aferida em uma maquina de ensaios universais. Além dessas analises
qualitativas de nanoinfiltracdo e micropermeabilidade, foram realizadas por meio de

microscopia eletronica de varredura e microscopia confocal a laser, respectivamente.

2.2 Aspectos éticos

Os dentes foram obtidos a partir de procedimentos cirtrgicos, com indicagdo de
remogao alheia a pesquisa cientifica. Para tanto, o paciente precisaria apresentar, no
minimo, 01 (um) dente terceiro molar higido, semi-incluso ou incluso. Foi considerado
higido o dente que, ao exame de inspecao visual, ndo apresentou trincas, desgastes ou
lesdes cariosas. Os termos utilizados seguiram as regulamentagdes do protocolo de
pesquisa aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em Humanos, da Universidade

Federal do Ceara, sob o nimero 3.212.734.

2.3 Preparo das solugdes

Os polifendis foram dissolvidos nas respectivas concentracdes [20uM (p/v);
200uM (p/v) e 2mM (p/v)] em NaOH 0,5M. Para tanto, as solugGes foram mantidas sob
constante agitacdo com o auxilio de um agitador magnético, por 1 hora, e protegidos da
presenca de luz. Em seguida, o pH foi parcialmente neutralizado com adicdo de acido

citrico a 0,2M, apds tal procedimento, o pH foi aferido (Tabela 1). Para o preparo da
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solucéo do extrato de semente da uva (ESU), o extrato em p6 foi pesado para preparo de
50 mL de solucéo a concentracdo de 6,5% (pH=4,42) e 0 mesmo foi dissolvido em &gua
destilada, a solugdo foi mantida em agitador magnético por 1 hora a temperatura

ambiente. Todas as solucBes foram utilizadas imediatamente ap0s o preparo.

2.4 Modulo de elasticidade

Um total de 140 barras de dentina, com 1,7 X 0,5 X 6,0 mm de dimens0es, foram
confeccionadas. Em seguida, os espécimes foram desmineralizados completamente em
solucdo de HsPOs a 10% durante o periodo de 5 horas, em temperatura ambiente.
Posteriormente, as barras foram lavadas abundantemente e armazenadas em agua
destilada até a realizacdo do teste de flexdo. O modulo de elasticidade (ME) foi
determinado em um ensaio de flexdo de 3 pontos com uma célula de carga de 5,0 N,
acoplada em uma méaquina de ensaios mecanicos universal (Instron 3345; Instron Inc.,
Canton, MA, USA), com velocidade de 0,5 mm/min|[8].

Imediatamente ap6s a desmineralizagdo, realizou-se o teste de flexdo de trés
pontos, obtendo-se, assim, os valores iniciais de todas as barras de dentina.
Posteriormente, os espécimes foram distribuidos aleatoriamente em seus respectivos
grupos (n=10). As barras foram imersas nas respectivas solugdes durante 1 hora e foram
novamente testadas, obtendo-se, dessa maneira, os valores de modulo de elasticidade ap6s

biomodificacdo.

Para andlise de dados, os valores iniciais e finais foram inseridos na seguinte

’ . ~ ME s bi d.
formula, a fim de se obter uma razio entre eles; x = ——— 219MO%
ME inicial

2.5 Variagado de massa

As barras de dentina desmineralizadas foram pesadas antes (M) e ap6s (M2) a sua
biomodificagdo, com uma balanca analitica de precisdo de 0,00001g (AUX-220,
Shimadzu®, Téquio, Japdo). Todos os espécimes foram desidratados com o auxilio de um
dessecador a vacuo contendo silica coloidal, durante 24 horas a temperatura ambiente. A
avaliacdo da variacdo de massa (VM%) foi determinada como a porcentagem de ganho

ou perda de cada amostra com base na seguinte formula:

_ (M2 x 100)

VM% = ——=-100
M1
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Onde M é a massa matriz de dentina desmineralizada antes da biomodificagéo

dentina e M2 é a massa de matriz da dentina biomodificada[8].

2.6 Espectroscopia infravermelho por transformada de Fourier- FT-IR

Barras de coldgeno desmineralizadas (n=3), com dimensfes semelhantes as
descritas anteriormente, foram submetidas ao teste de espectroscopia por transformada de
Fourier (FT-IR) em ambiente de vicuo antes e apds a biomodificacdo. Antes da leitura,
todos os especimes foram armazenados em uma dessecadora a vacuo contendo silica
coloidal por um periodo de 24 horas. O espectro dos espéecimes secos foi feito a partir de
espectrometro (Vertex 70V, Brunker, MA, EUA) na resolucéo de 4cm™, em que foram
anexados a uma placa de Reflectancia Total Atenuada (ATR), com feixe de transmissédo
entre 4000 e 400cm™.

2.7 Resisténcia de unido

Apos selecdo na concentragdo mais efetiva de cada polifenol, sessenta terceiros
molares higidos foram seccionados 2 mm acima e abaixo da jun¢do amelo-cementaria, a
fim de expor a regido de dentina intermediaria. Posteriormente, a superficie dentinéria foi
desgastada com lixas de carbeto de silicio de granulacdo 600 durante 30s, para padronizar
a formagdo de smear layer. Os dentes seccionados foram analisados em lupa
estereoscOpica para verificar a presenca de remanescentes de esmalte ou perfuracoes
pulpares. Em seguida, foram condicionados por 15 segundos, utilizando-se acido
fosforico a 37% (Densply, York, PA, EUA) e lavado abundantemente com agua destilada
pelo dobro do tempo. Aplicou-se 10uL da solucdo de pré-tratamento, de acordo com cada
grupo experimental e foi mantida durante 1 minuto, sendo agitada de forma ativa com o
auxilio de um microbrush. A superficie foi levemente seca com papel absorvente. Foi
entdo aplicado o adesivo (Adper Single Bond 2, 3M ESPE, CA, EUA), sendo realizada
de forma ativa em duas camadas e, posteriormente, foi polimerizado por 40 segundos
(Optilight Max, Dabi Atlante, Ribeiréo Preto, SP, Brasil). Por fim, foi confeccionado um
platd de resina (Z250, 3M ESPE, CA, EUA) de aproximadamente 5 mm de altura.

Ap0s 24 horas armazenados em estufa a 37°C, os dentes foram seccionados a fim
de se obter barras de aproximadamente 1mm? de &area em secgdo transversal.

Aproximadamente metade das barras obtidos em cada dente, foram testados de forma
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imediata e 0 restante foi armazenado em d&gua destilada durante 6 meses para
envelhecimento. O teste foi realizado em uma maquina de ensaios universais (DL200,
EMIC, Séo José dos Pinhais, PA, Brasil), em uma velocidade de 0,5mm/min e célula de

carga de 50kgf (leitura com resolucao de 10gf).

As barras fraturadas foram avaliados em lupa estereoscépica em aumento de 30X
(Leica SBAPO, Modelo MEB 115, Singapura), com a finalidade de estabelecer o tipo de
fratura obtido, podendo ser classificado em fratura adesiva, mista, coesiva em resina e

coesiva em dentina.

2.8 Teste de nanoinfiltracéo

Foram selecionadas seis barras por grupos em cada tempo de envelhecimento. Os
mesmos foram imersos em solucédo de nitrato de prata amoniacal e armazenados livres de
luz por 24h. Em seguida, foram imersos em solugdo reveladora durante 8 horas sob luz
intensa [27] e, posteriormente, foram lavados a fim de se eliminar a prata residual e
embutidos em resina epdxica. O polimento seguiu o padrdo de lixas de carbeto de silicio
600, 1200 e 2000, além do polimento com feltro e pasta diamantada 1um, sendo imersos

em cuba ultrassénica por 5 minutos entre cada etapa.

Os espécimes foram desidratados em dessecadora a vacuo durante 24 horas e,
posteriormente, metalizados para analise em microscopio eletronico de varredura (Quanta
450 FEG, FEI Company, Hillsboro, OR, EUA). A interface de unido foi avaliada em
ampliagdes de 2000x e 5000x.

2.9 Teste de micropermeabilidade

Trés dentes por grupo foram restaurados com sistema adesivo incorporado com
Rodamina-B a 0,1% e, subsequentemente, imersos em uma coluna de 15 cm de solucao
aquosa de fluoresceina a 0,3%, a fim de simular a pressdo pulpar, durante 3 horas.
Posteriomente, os dentes foram cortados em fatias e desgastados com lixas de carbeto de
silicio de granulagdo 600 durante dois minutos em cada lado. Em seguida, os espécimes
foram avaliados por microscopia confocal a Laser (LM 710, Zeiss, Oberkochen, ALE)
[28].
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2.10 Andlise estatistica

Para a verificagdo da distribuicdo normal dos dados, foi realizado o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, para comparagdo entre os grupos, foi utilizada a
Anélise de Variancia (ANOVA) a dois fatores. Eventuais diferencas entre 0s grupos
foram analisadas pelo teste de Tukey (SigmaPlot 14.0, Chicago, IL, EUA). Em todas as
situacOes, foi adotado o nivel de significancia de 5% (p<0,05). Para o teste de resisténcia

de unido, as barras, individualmente, foram adotados como unidades amostrais.
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Tabela 1. Agentes de ligacdes cruzadas utilizados no estudo.

Agente Grupo pH Pureza Marca N° Lote

Curcumina 20uM (p/v) 9,12 65% (Curcuma longa) Sigma Aldrich, EUA MKCD2451
200uM (p/v) 8,93
2mM (p/v) 8,77

Hesperidina 20uM (p/v) 8,96 80% (citrus species) Sigma Aldrich, EUA SLBP3689V
200uM (p/v) 8,92
2mM (p/v) 8,80

Apigenina 20uM (p/v) 8,79 98% (Matricaria recutita L.) KAN Phytochemicals, = -----=---m-mmmmmmmmm-
200uM (p/v) 8,85 Haryana, India
2mM (p/v) 8,47

Acido Elagico 20uM (p/v) 8,82 95% (tree bark) Sigma Aldrich, EUA BCBV1619
200puM (p/v) 8,76
2mM (p/v) 7,47

ESU 6,5% (p/v) 4,87 95% Polifendis (Vitis vinifera) GNC, Pittsburgh, PA, EUA  0602BQ1980
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3. RESULTADOS

Quando analisados os dados de razdo do modulo de elasticidade (Tabela 2), pode-
se observar que, em todas as concentrages testadas, o grupo ESU foi superior aos demais
grupos, exceto para AE a 2 mM (p=0,763). Todos os grupos tratados com polifenois, na
concentracdo de 2 mM, foram superiores ao grupo controle negativo (agua destilada -
AD), sendo essa a concentracdo escolhida para realizagdo dos testes de resisténcia de
unido. Analisando-se os tratamentos em separado, notou-se que, nos grupos CM, APG e
AE, houve diferenca significativa entre as concentracfes de 20uM e 2Mm (p=0,002;
p=0,004 e p<0,001, respectivamente), porém tal diferenca ndo foi detectada no grupo
HPN.

Comparando-se os valores de variacdo de massa entre os diferentes grupos dentro
de uma mesma concentracao, pode-se notar que todos 0s grupos tratados com polifenois
apresentaram aumento significativo em relagdo ao controle, independente da
concentracdo testada, exceto o HPN a 20uM (p=0,055). Quando comparado as diferentes
concentracdes dentro de um mesmo tratamento, pode-se observar que, em todos 0s
grupos-teste, houve diferenca entre as concentragdes de 20uM e 2mM. Nos grupos CR,
HPN e AE ndo foram observadas diferencas entre a variacdo quando comparados as

concentracdes 200uM e 2mM (p=0,647; p=0,912 e p=0,054, respectivamente).

Os resultados de FT-IR estdo apresentados na Figura 2. Todos 0s grupos tratados
com polifendis, a excecdo do ESU, apresentaram um aumento dos picos referentes a
amida I (~1650 cm™) e a amida 11 (~1560 cm™). No grupo ESU, observou-se um aumento
do pico referente & amida 111 (~1250 cm™), achado ndo observado nos demais grupos.
Nota-se, em todos os grupos, uma diminuicéo do pico localizado entre 3200-3600 cm™,
indicando reducdo no numero de grupos hidroxila livres (O-H), o que pode indicar uma
reducdo na quantidade de 4gua adsorvida na amostra. A auséncia de picos entre 500-1000

cm™ (PO4?) indica completa desmineralizacdo dos espécimes testados.

Avaliando-se os valores de resisténcia de unido, testadas ap0s 24 horas de
armazenamento (Grafico 1), pode-se notar que os grupos CM e HPN foram superiores ao
grupo tratado com agua destilada (p<0,001, para ambas as comparacgdes). Apds 6 meses
de armazenamento, somente os grupos AE, HPN e ESU apresentaram resultados
superiores ao controle negativo (p<0,001, para as trés comparagdes). Quando comparados

os diferentes periodos dentro de um mesmo grupo, pode-se observar que somente 0s
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grupos pré-tratados com AE e ESU foram efetivos em preservar a resisténcia de unido
apos 6 meses (p=0,658 e p=0,053, respectivamente). Em todos os grupos testados, houve

predominancia de fraturas adesivas (Graficos 2).

Pode-se observar que ndo houve infiltracdo de prata nos espécimes pré-tratados
com curcumina, hesperidina, &cido elagico e extrato de semente da uva quando avaliados
de forma imediata (Figura 3 - B1, C1, D1 e F1). Ja nos grupos apigenina e controle
negativo, foi detectada a presenca de prata proxima a interface de unido (Figura3 - Ale
E1). ApOs 6 meses de armazenamentos, todos 0s grupos mostram alguma quantidade de
prata proxima a interface, sendo a menor quantidade notada no grupo AE (Figura 3 - F2
e F3). Os grupos APG e controle negativo apresentaram fendas apds 6 meses de
envelhecimento (Fig.3-A2 e E2).

Observando-se os achados de micropermeabilidade (Fig. 4), pode-se notar que 0s
grupos pré-tratados com curcumina, hesperidina e acido elagico apresentaram uma zona
de protecdo, em que se verifica uma separacédo entre a fluoresceina infiltrada e a camada
de adesivo. Ja nos grupos controle negativo, apigenina e extrato de semente da uva, nota-

se uma grande aproximacao entre os corantes, indicando pouco ou nenhum vedamento.
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Tabela 2. Média (Desvio-padrao) da razdo entre o médulo de elasticidade (MPa) apds biomodificagdo/maddulo de elasticidade inicial.

CN ESU Curcumina Hesperidina Apigenina Acido Elagico

20uM 1,11 (0,19)Ac 3,99 (1,01)Aa 1,77 (0,41)Bbc 1,48 (0,41)Abc 1,79 (0,31)Bbc 2,21 (0,52)Bb

200puM 1,11 (0,19)Ac 3,99 (1,01)Aa 2,20 (0,33)ABbc 1,85 (0,32)Ac 2,11 (0,40)ABbc 2,95 (0,69)ABb
2mM 1,11 (0,19)Ad 3,99 (1,01)Aa 2,97 (0,54)Abc 2,27 (0,25)Ac 2,89 (0,68)Abc 3,54 (0,65)Aab

Letras maiusculas diferentes indicam diferencgas estatisticas em coluna (p<0,05). Letras minusculas diferentes indicam diferengas estatisticas em linha (p<0,05).

Tabela 3. Variagao de massa (Desvio-padrao), em porcentagem (%), apos biomodificagao.

CN ESU Curcumina Hesperidina Apigenina Acido Elagico
20pM 0,43 (0,16)Ad 3,94 (1,32)Ab 1,86 (0,58)Bb 1,66 (0,40)Bcd 3,63 (0,63)Cbc 6,45 (1,06)Ba
200puM 0,43 (0,16)Ad 3,94 (1,32)Ac 7,36 (2,12)Ab 5,02 (0,97)Ac 10,02 (2,17)Aa 10,98 (1,68)Aa
2mM 0,43 (0,16)Ac 3,94 (1,32)Ab 8,02 (2,53)Aa 5,32 (1,37)Ab 7,52 (1,28)Ba 9,41 (2,95)Aa

Letras maiusculas diferentes indicam diferencas estatisticas em coluna (p<0,05). Letras minusculas diferentes indicam diferencas estatisticas em linha (p<0,05).

55



Am\da\

Am\dal\ Amida |
25 Amida I
J\ 2,51 % 4
A J‘\_/J \ \
20 S — Curcumina 20pM " M /“\
.U A 4 . (Y }
. . 2,0 S~ \_;__ ),,—ff \-‘_M Hesperidina 20uM
—_ Curcumina 200pM — \ \“\
g 1,5 g 154 L. .H‘ |
E o A E -~ Hesperidina 200uM
"% Curcumina 2mM ‘% wvﬂ\/\f\——/\f/\
1,0 . N
g .AM’M/)"" g 10 Hesperidina 2mM
/ P .
é J\‘l‘/'“ " r\j\_”‘”“ Curcumina (Pé) § M«WJMWJM R Hesperidina (Pg)
wW\
0,0 \MNJ\—/ Colageno 0,04 __,__/__—// — Colageno
T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T v
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
‘o Amide " Amldal Namero de onda (cm)
Ol i Amida |
28] j\jl P Amida Il ”’“i
26 P A T . Apigenina 20uM 251 M\f\f\ AN
241 i N e .
5 VAN o — " Acido Elagico 20uM
2’0 ] e [ S~ Apigenina 200uM 2,01
g 1o ——— Acido Elagico 200uM
s 187 e \_,. Aoigenina 2mM S 15- \/\/W'\N\\_l A
e 144 - pigenina =m 2 Acido Elagico 2mM
g 12 M ﬂ g
& 104 ’LL w n 5 1,01
e b
a i S, £ " | / \
< oe 'AM ’M " N Apigenina (P4) 2 WJ\J“U N JFU /N
0,6 - 9 2 L/ - Acido Elagico (Pd)
0,4 4 0,54
0,24 ’\/M/f\ ‘,-_—//
0,0 . Colageno [ \J’M[\_/‘
T T T T T T T T 0.0 - -#—/ Colageno
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 !

Numero de onda (cm)

T T T T T T
1500 2000 2500 3000 3500 4000
Namero de onda (cm™)

T T
500 1000

Amida Ill

1.3+
1,24

1,0 4

/

Absorbancia (u.a.)

3

A

Amidal
Amidall /f

ESU

Mol

ESU (Po)

NP

Colageno

T
500

T
1000

T T T T T T T T T T T 1
1500 2000 2500 3000 3500 4000
Numero de onda (cm™)

Fig. 2. Espectros de FT-IR dos espécimes submetidos a tratamento com os diferentes polifendis nas diferentes concentrages

testadas.
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Gréfico 1. Valores de média (desvio-padrao) de resisténcia de unido, em MPa, apos diferentes pré-tratamentos
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Gréfico 2. Padrdo de fratura, em %, dos palitos testados nos periodos testados.
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Figura 3. Micrografias da interface resina-dentina dos espécimes submetidos ao teste de nanoinfiltracdo. As setas
abertas indicam presenca de prata proxima a interface. O asterisco indica fratura. As regifes demarcadas pelo

quadrado indicam as &reas de maior magnitude da imagem apresentada na coluna amplificacéao.
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4. DISCUSSAO

Recentemente, a biomodificacdo da dentina, usando agentes de ligagcdes cruzadas de
coldgeno, foi introduzida para melhorar a estabilidade mecanica da dentina [29,30]. Varios
agentes naturais foram identificados por terem um efeito de promover tais intera¢des|8,26,30].
Os polifendis sdo encontrados naturalmente em vegetais, cereais, frutas e bebidas. Apresentam
efeitos positivos contra condi¢cdes de saude, como cancer, osteoporose, asma, doengas
cardiovasculares e neurodegenerativas[31]. Diferem entre si de acordo com o nimero de anéis
fenolicos, planta de origem, técnica de obtencao do extrato e origem geografica [32,33]. Existe
pouca literatura a respeito de biomodificagdo utilizando as substancias testadas (curcumina,
hesperidina, apigenina e 4cido eldgico). O presente estudo teve como proposi¢do avaliar qual a
concentragdo das substancias biomodificadoras ¢ mais eficaz, além de verificar a influéncia das
mesmas sobre a unido em dentina.

Quando avaliados os mddulos de elasticidade nas concentracdes de 20 uM e 200 pM,
somente o grupo tratado com AE foi efetivo em melhorar essa propriedade mecanica quando
comparado ao controle negativo. Logo, pode-se afirmar que a primeira hip6tese do estudo foi
rejeitada. Segundo Hiraishi et al[19], a interac&o dos agentes biomodificadores ocorre entre 0s
grupamentos fendlicos e o nitrogénio presente em proteinas ricas em prolina, como o colageno.
Tal fato parece explicar o grande potencial biomodificador do &cido elagico observado no
presente estudo, pois, dentre todas as substancias testadas, 0 AE apresenta maior nimero de
hidroxilas ligados ao anel benzénico (4 ao total), seguido de APG (3 ao total) e CR e HPN (2

ao total em cada molécula).

Também se sabe que a presenca de hidroxilas adicionais potencializa a formacédo de
pontes de hidrogénio[30]. Embora as moléculas tenham estruturas semelhantes quando
analisadas em perspectiva 2D (Figura 1), varios outros fatores devem ser levados em
consideragdo para avaliar o potencial bioativo de uma molécula. Essas moléculas séo, de fato,
muito diferentes em perspectivas 3D, assim, as formas distintamente diferentes, arranjos
espaciais e propriedades quimicas de estruturas, aparentemente semelhantes, precisam ser

consideradas ao interpretar suas atividades biolégicas[1].

Na concentracdo de 2mM, todas as substancias testadas foram efetivas em elevar o
modulo de elasticidade quando comparado ao grupo pré-tratado com agua destilada, mostrando
que apresentam efeitos bioativos como ja relatado na literatura em diversas areas da Saude. Este

estudo corrobora com os achados de Seseogullari-Dirihan et al[34], que utilizaram a curcumina
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como agente biomodificador de colageno e obtiveram resultados positivos. Os achados também
reforcam as observagdes de Hiraishi[21] et al e Islam et al [20] , que indicaram um efeito
positivo da hesperidina quando utilizada em Odontologia restauradora. Vale salientar a
auséncia de estudos prévios, utilizando-se acido eldgico e apigenina como agentes

biomodificadores de coldgeno dentinario, sendo a presente analise pioneira nessa avaliag&o.

Avaliando-se os resultados obtidos em FT-IR, observou-se, em todos 0s grupos
experimentais, aumento nos picos referentes a amida | e a amida 11, isso parece indicar uma
variedade de interagdes entre a fibrila de colageno e a substancia reticuladora, resultando em
aumento de ligacbes simples e duplas com os grupamentos amida. Em contrapartida, ndo se
observou um aumento no pico referente a amida I11 (~1250 cm™?), diferentemente do observado
no grupo pre-tratado com extrato de semente de uva, sugerindo que as interagdes ocorrem de
formas distintas entre tais tratamentos [35]. Também se notou uma reducéo do pico localizado
entre 3200-3600 cm™, indicando uma diminuicdo de ligagcdes O-H, o que pode ser atribuido a
uma reducdo na quantidade de agua presente na amostra. Esse efeito é esperado em reacdo de
reticulacdo de colageno, pois a aproximacdo entre as moléculas da cadeia de tripla-hélice
impede o acumulo de agua nessa regido por impedimento estérico. Dessa forma, com menor
quantidade de agua, espera-se também uma menor degradacdo do coldgeno e uma maior
estabilidade das ligacGes formadas[12]. Nota-se, ainda, que ndo houve deslocamentos de picos,
0 que sugere que a conformacdo do colageno foi mantida, embora o nimero de ligacGes tenha

sido aumentado.

Apos realizacdo da varredura de concentracdo, pode-se observar que a 2mM todas as
substancias experimentais foi efetiva em elevar o modulo de elasticidade, sendo essa a
concentracdo escolhida para realizacdo dos experimentos referentes a adesdo. Embora os pré-
tratamentos com curcumina e hesperidina tenham apresentado resultados imediatos superiores
ao controle negativo, esses ndo foram efetivos em manter a resisténcia apds 6 meses de
armazenamento em agua destilada. Logo, pode-se afirmar que a segunda hipétese deste estudo
também foi rejeitada. A reducdo da resisténcia de unido, apds envelhecimento, observado em
todos 0s grupos experimentais, a excecdo do AE, pode ser atribuido a reversibilidade das
ligacGes formadas, que podem ser rompidas atraves de hidrolise, uma vez que todas as
moléculas sdo polares em algum nivel (moléculas menores se apresentam menos
polares)[36,37]. Tais achados corroboram com estudos prévios na literatura, em que se observa

uma reducdo na resisténcia de unido apos longos periodos de armazenamento de espécimes
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tratados com hesperidina, sendo a agcdo dependente da concentracdo da substancia aplicada [20].
Além disso, esse decréscimo na resisténcia de unido também pode ser atribuido ao curto
periodo de aplicacdo das solucBes [36,38]. Segundo Seseogullari-Dirihan et al [39], a acédo
inibitéria de metaloproteinases da matriz (MMP) promovida por agentes reticuladores de
colégeno é reversivel, o que também corrobora com a auséncia de estabilidade na resisténcia

de unido ap6s 6 meses de armazenamento no presente estudo.

Quando avaliados os tratamentos em diferentes periodos, nota-se que, dentre todos 0s
grupos experimentais, somente o AE foi efetivo em preservar a resisténcia de unido,
assemelhando-se ao controle positivo. Pode-se presumir, portanto, que a utilizacdo de tal
substancia pode ser promissora em Odontologia. Embora tenhamos uma literatura escassa sobre
0 uso do acido elagico em Ciéncias da Salde, sabe-se que pode favorecer o processo de
cicatrizagdo, tanto pela agéo antimicrobiana, como pela atividade anti-inflamatdria e 0 aumento
da resisténcia do colageno [14,17,40], sabe-se, também, que pode auxiliar em reparos 6sseos

apos exodontia em ratos [41,42].

Quando analisados os resultados de nanoinfiltracdo e micropermeabilidade, observar-se
que os grupos pré-tratados com CM, HPN e AE foram efetivos em criar uma zona protetora a
penetracao de dgua para regido de camada hibrida. Esse fato pode ser atribuido a grande simetria
apresentada pelas moléculas e ao baixo peso molecular. Essas caracteristicas as tornam menos
polares e menos susceptiveis a acdo de hidrolise, além de favorecer a acdo em nivel intrafibrilar.
Em ultima andlise, o coladgeno se torna mais denso e menos propenso a degradacdo [43]. Nos
demais grupos, pode-se observar uma zona de contato entre a fluoresceina e a rodamina, o que
pode induzir uma grande degradacdo do colageno exposto na regido, fato esse que corrobora
com os resultados da resisténcia de unido apds 6 meses de envelhecimento. No grupo controle
negativo, pode-se constatar grande presenca de arvores de dgua na camada de adesivo, mesmo
no periodo de 24 horas de armazenamento. Os achados do presente estudo divergem de Aydin
et al [44], que observaram uma reducdo na permeabilidade dentinaria ap6s uso de primers
contendo PAC, porém esse estudo se utilizou da verificacdo da fluorescéncia intrinseca do
colageno tipo | para avaliar tal efeito, metodologia diferente do presente estudo, que se utilizou
de permeabilidade por pressao pulpar para verificar a efetividade do vedamento [28].

Como limitagbes do presente estudo, podemos citar a auséncia de avaliacdo dessas
substancias em dentina afetada por carie, situacdo mais proxima a realidade clinica [45].
Também se faz necessario investigar, de forma mais detalhada, como ocorre a interacéo entre
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os polifendis testados e o coldgeno dentinério. Por fim, sugere-se a realizacdo de ensaios
clinicos antes da extrapolagdo dos resultados para aplicagdo cotidiana.
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5. CONCLUSAO

Pode-se concluir que todas as substancias testadas apresentam potencial
biomodificador, sendo a concentracdo de 2mM efetiva em promover essa reticulacao.
Quando avaliados os resultados referentes ao processo adesivo, o acido eldgico se
mostrou bastante efetivo em preservar a resisténcia de unido, sendo esse um potencial

agente biomodificador a ser utilizado em Odontologia restauradora.
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EFICACIA DE UM ADESIVO UNIVERSAL INCORPORADO COM UM AGENTE
DE LIGACAO CRUZADA DE COLAGENO E UM AGENTE REMINERALIZANTE
SOBRE UNIAO EM DENTINA

Resumo
OBJETIVOS: O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da incorporacéo do beta-

tricalcio fosfato (BTCP) e da epigalocatequina-3-galato (EGCG), associados ou separadamente,

sobre unido em dentina quando utilizado um sistema adesivo universal.

METODOS: O presente estudo teve os seguintes grupos: Single Bond Universal (SBU);
SBU+EGCG; SBU+ BTCP; SBU+EGCG+BTCP. Para avaliar a interacdo entre os agentes
bioativos e colageno, realizou-se teste de espectroscopia infravermelho por transformada de
Fourier (FT-IR). Para a avaliacdo da influéncia da incorporacdo sobre a blenda, aferiu-se a
resisténcia flexural (n=10), 0 médulo de elasticidade (n=10) e o grau de conversdo (n=5). Para
avaliar a influéncia sobre adesdo em dentina, realizaram-se os testes de resisténcia de unido,
nanoinfiltracdo e micropermeabilidade em dois periodos de envelhecimento (24 horas e 6

meses). Para todos 0s casos utilizou-se a estratégia autocondicionante.

RESULTADOS: A partir da analise dos resultados obtidos por espectroscopia infravermelho,
foi observado o aumento dos picos amida II e amida III no grupo tratado com EGCG + BTCP.
A incorporacdo dos agentes ndo afetou negativamente as propriedades fisico-quimicas, a
excecao do grau de conversao do grupo SBU + EGCG + BTCP, que se apresentou aumentado.
Avaliando-se os valores de resisténcia de unido, somente os grupos SBU + EGCG e SBU +
EGCG + BTCP foram efetivos em preservar a resisténcia de unido apds 6 meses. Quando
analisados os testes de microscopia, todos 0s grupos apresentaram infiltracdo de prata e

fluoresceina ap6s 6 meses de armazenamento em agua destilada.

CONCLUSOES: A incorporacéo de EGCG, isoladamente ou associado ao PTCP, a um sistema
adesivo universal possibilitou a manutencdo da resisténcia de unido a dentina apds 6 meses de
envelhecimento sem afetar negativamente as propriedades fisico-quimicas da blenda adesiva,

apresentando-se, assim, Como um promissor meio para preservacao da interface adesiva.

Palavras-chave: colageno, dentina, remineralizacdo, polifendis.
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1. INTRODUCAO

Em busca de uma simplificacéo técnica, os adesivos universais, ou adesivos multimodo,
tém ganhado grande destaque na Odontologia restauradora atual, podendo 0s mesmos serem
utilizados em trés estratégias distintas: autocondicionante, condicionamento total e
condicionamento seletivo em esmalte, além de possibilitar a adesdo entre diferentes materiais
restauradores, a depender de sua composicdo’. Podemos inferir que esses adesivos tratam de
uma evolucio dos adesivos autocondicionantes?, pois todos apresentam, em sua composi¢o, a
presenca de mondmeros funcionais que promovem a desmineralizagéo e a incorporacgéo da lama
dentinaria a camada hibrida quando utilizados em dentina sem aplicacdo prévia de acido
fosforico®.

Estudos recentes demonstraram ndo haver diferenca entre a resisténcia de unido de
adesivos multimodais entre as diferentes técnicas de aplicagdo®, porém também se observa que
a estabilidade dessa adesdo ndo se mantém apos diferentes periodos de envelhecimento?®,
sugerindo que, embora promovam uma maior protecao ao colageno presente na camada hibrida,
adegradacéo continua a ocorrer®. Logo, observa-se que 0 aumento da versatilidade dos adesivos
universais nao é acompanhado por avancos para superar 0s desafios associados a degradacao
de componentes da camada hibrida e de regides adjacentes?. Essa degradagio pode acontecer
por meio de trés mecanismos principais: 1) degradacdo do colageno exposto, por meio da a¢éo
de enzimas colagenoliticas, como metaloproteinases da matriz (MMP) e cisteino-catepsinas
(CTP); 2) hidrélise da matriz organica polimérica e 3) hidrolise do agente de unido (silano),
resultando em desprendimento de particulas de carga’.

Nesse contexto, diversas estratégias tém sido utilizadas para aumentar a longevidade
desse tipo de procedimento adesivo. Dentre elas, a utilizagdo de inibidores de MMPs e CTPs®
e 0 uso de agentes de ligacdes cruzadas de colageno (ALC)® sdo as mais relatadas na literatura.
Vaérios estudos tém sido realizados para encontrar possiveis agentes capazes de promover as
duas ac¢des simultaneamente, sendo a epigalocatequina-3-galato (EGCG) bastante efetiva nos
dois aspectos®. O EGCG ¢ o principal polifenol encontrado no ché verde (Camellia sinesis),
correspondendo a mais de 65% das catequinas encontradas nesse cha'?, tendo ganhado destaque
por seu efeito biomodificador positivo sobre a dentina, sendo capaz de previnir a
desmineralizagéo, inibindo a progressédo das lesGes de carie'®3, Apresenta, ainda, a capacidade
de estabilizar o colageno, induzindo as ligacBes cruzadas e impendido o livre acesso das

colagenases as cadeias dos sitios ativos de colageno*? 13, Além disso, Santiago e colaboradores
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(2013)'* demonstraram essa substéncia tem a capacidade de preservagao da resisténcia de unido

dentina-resina por até 6 meses.

Entretanto, essas estratégias ndo conseguem remover a dgua que permanece confinada
dentro das fibrilas de colageno ap6s a polimerizacéo, sendo esse um fator critico de falha das
restauracdes adesivas. Essa agua que fica aprisionada se torna um meio enfraquecedor do

colageno, servindo também como meio funcional para as MMPs™,

Uma alternativa para diminuir a quantidade de agua presente na interface adesiva é a
utilizacdo de sais que promovam a remineralizacdo das fibrilas que foram expostas por acdo de
acidos bacterianos, acido fosforico ou monémeros funcionais’. A desidratagdo progressiva das
fibrilas de colageno, via apatita intrafibrilar, ocorre naturalmente no processo de mineralizagdo
e pode proteger a matriz organica da degradacdo por um periodo de tempo muito mais longo
do que o alcangado pelos inibidores de MMPs ou agentes de reticulacdo do colageno®®. As
apatitas sdo depositadas nos compartimentos internos das fibrilas de colageno onde a agua se
armazena, essa compressdo das fibrilas, ocasionada pela remineralizacdo intrafibrilar, desloca

agua causando a desidrataco, devolvendo a funcéo protetora do colageno®®.

Dentre os sais utilizados para obter esse efeito, encontra-se o beta-fostato tricalcio
(BTCP), que ¢ uma particula constituida por célcio e fosfato com capacidade de remineralizar
o tecido em que estiver em contato” *’. Além disso, por ser biocompativel e ter composicéo
semelhante a apatita do dente e da estrutura 6ssea, tem apresentado resultados promissores nas
areas de Traumatologia®® e Periodontia'®, bem como, quando utilizado como agente antierosivo

em esmaltel’.

Entretanto, sua acdo remineralizante ocorre de forma lenta e gradual, logo, a preservacao
da matriz de colageno é essencial para que essa remineralizagdo ocorra, pois o fortalecimento
do colageno o torna mais resistente e fornece uma estrutura para receber o mineral proveniente
da remineralizagdo’. Alternativas, que viabilizem essa preservagio e que a0 mesmo tempo
promovam a remineralizagdo mostram-se essenciais para a longevidade do procedimento
adesivo. No entanto, os agentes remineralizantes usados atualmente ndo possuem um efeito

protetor simultaneo de colageno®.

Tendo em vista as dificuldades da acdo dos agentes utilizados isoladamente, fazem-se
necessarios mais estudos que avaliem a agdo sinérgica entre substancias reticuladoras de

colageno e sais remineralizantes. Nesse contexto, nenhum artigo prévio avaliou o efeito da
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associagdo entre EGCG e BTCP para preservagdo da camada hibrida quando incorporados e
sistemas adesivos universais. Logo, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da
incorporacdo do BTCP ¢ do EGCG, associados ou separadamente, sobre a estabilidade da unido
em dentina quando utilizado um sistema adesivo universal na estratégia autocondicionante.
Sendo as hipéteses propostas por esse estudo que a incorporacdo do BTCP e do EGCG,
associados ou separadamente, em um adesivo universal (1), ndo ir4 afetar as propriedades
fisico-quimicas do sistema adesivo e (2) irdo aperfeicoar a unido resina/dentina promovida em

dentina.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Delineamento experimental

O fator de estudo sob investigacao foi a incorporacéo de diferentes substancias bioativas
em um sistema adesivo universal, sendo avaliado em 4 niveis: (1) Single Bond Universal
(SBU); (2) SBU + Epigalocatequina-3-galato a 0,1% (p/v) (EGCG); (3) SBU + Beta fosfato
tricalcio a 0,1% (p/v) (BTCP) e (4) SBU + EGCG + BTCP. A fim de se avaliar a influéncia da
incorporacdo sobre as propriedades fisico-quimicas do adesivo, realizaram-se 0s testes de
flexdo de 3 pontos, obtendo-se 0 mddulo de elasticidade e a resisténcia flexural, e grau de
conversdo, avaliados por meio de espectroscopia infravermelho por transformada de Fourier
(FT-IR). Para avaliar a influéncia sobre o procedimento adesivo, utilizou-se o teste de
microtracdo por meio de uma maquina de ensaios universais. J para andlise qualitativa,
realizaram-se os testes de nanoinfiltracdo e micropermeabilidade, por meio de um microscopio
eletronico de varredura e microscopio confocal a laser, respectivamente. Todos os testes
referentes a unido foram realizados em dois periodos de armazenamento em agua destilada: 24
horas e 6 meses. Para investigacdo da interacdo entre as diferentes substancias e o colageno,

realizou-se um teste qualitativo de FT-IR.

2.2 Aspectos éticos

Os dentes foram obtidos a partir de procedimentos cirtrgicos com indicacdo de
remocao alheia a pesquisa cientifica, para tanto, o paciente precisaria apresentar, no minimo,
01 (um) dente terceiro molar higido, semi-incluso ou incluso. Foi considerado higido o dente
que, ao exame de inspecao visual, ndo apresentava trincas, desgastes ou lesdes cariosas. Os
pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, sob a regulamentacgao
do protocolo de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em Humanos, da

Universidade Federal do Ceara, sob o numero 3.212.734.

2.3 Espectroscopia Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)

Para realizacdo desse teste, foram confeccionadas 4 barras de dentina media com

dimens6es de 1,7 mm x 6,0 mm x 0,5 mm (LXHXE). Em seguida, os espécimes foram imersos
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em solugdo de &cido fosférico 10% durante 5 horas, sob agitacdo constante a temperatura
ambiente, a fim de remover todo o contetdo mineral. Posteriormente, os espécimes foram
lavados com agua destilada e imersos em solucéo contendo: (1) agua destilada; (2) EGCG 0,1%j;
(3) BTCP 0,1% ¢ (4) EGCG 0,1% + BTCP 0,1% por 1 minuto e, em seguida, foram lavados
abundantemente com &gua destilada. Os espécimes foram avaliados por espectroscopia
infravermelho por transformada de Fourier a vacuo (VERTEX 70v, Bruker Analytical,
Madison, WI). Antes da leitura, os espécimes foram dessecados por 24 horas. A medida
constituiu na aquisicio de um espectro de absorbancia na regido entre 4000-800cm™ com

resolugdo de 0,5 cm™ e 32 varreduras para cada espectro adquirido.

2.4 Incorporagéo dos Agentes Bioativos

Para preparo dos grupos experimentais, utilizou-se um adesivo comercial (Single Bond
Universal, 3M ESPE, CA, EUA). Coletou-se 1 mL do adesivo comercial e se colocou em um
microtubo de polietileto (1,5 mL, Eppendorf, Hamburgo, ALE) protegido da luz.
Posteriormente, acrescentou-se a quantidade, previamente pesada, dos agentes bioativos, a fim
de gerar a concentragdo pré-definida [0,1% (p/v)], de acordo com cada grupo-teste. O microtubo
foi colocado sob agitacdo em agitador do tipo vértex durante 10 segundos e os adesivos
incorporados foram utilizados imediatamente apds o preparo, ndo sendo armazenados para uso

posterior.

2.5 Mddulo de Elasticidade e Resisténcia Flexural

Um teste de flexdo de 3 pontos (n=10) foi usado para determinar o mdédulo de
elasticidade e a resisténcia flexural, para tanto, foram confeccionadas barras de adesivos em
uma matriz de Teflon de 25x2x2 mm de dimensdes (ISO 4049). O sistema adesivo foi seco com
jato de ar por 40 segundos e, em seguida, foi fotopolimerizado por 40 segundos (Bluephase,
Ivoclair-Vivadent, Schaan, Liechtenstein). Apds a primeira fotoativacdo, a blenda adesiva foi
removida da matriz e uma nova fotoativagdo foi realizada por 40 segundos, a fim de
complementar a polimeriza¢do na regido que estava em contato com a matriz. As amostras
foram armazenadas por 24 horas a 37°C. Antes do teste, os espécimes foram medidos com o
auxilio de um paquimetro digital. O teste de flexdo de 3 pontos foi realizado em uma maquina
de ensaios universais (KES-G1 Kawabata, Kato Tech Co, Quioto, Japdo). Para a avaliagdo de

possiveis diferencas estatisticas, realizou-se um teste ANOVA a um critério (p<0,05).
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2.6 Grau de Conversao

O grau de conversdo (n=5) foi determinado usando um FT-IR (IRPrestige2l FTIR-
8400S, Shimadzu, Quioto, Japdo). Inicialmente, foi coletado o espectro dos adesivos ndo
polimerizados, utilizando-se uma abrangéncia de 700-1800 cm™. Posteriormente, os mesmos
foram fotopolimerizados durante 40s e uma nova medida foi realizada. Para avaliar a realizacdo
do calculo, foram considerados os picos 1640 e 1610 cm™. Os valores foram inseridos na

seguinte formula:

Diferenca entre os picos polimerizados
%GC = 100x f ‘ P P

Diferenca entre os picos ndo polimerizados

Para analise estatistica, realizou-se um teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov,

seguido de ANOVA a um critério e pos-teste de Tukey (p<0,05).

2.7 Resisténcia de Unido

Vinte e oito dentes terceiros molares higidos, sete por grupo, extraidos por motivacao
clinica alheia a pesquisa, foram seccionados 2 mm acima e abaixo da juncdo amelo-cementaria,
a fim de expor a regido de dentina intermediaria. Posteriormente, a superficie dentinaria foi
desgastada com lixas de carbeto de silicio de granulacdo 600 durante 30s, com a finalidade de
padronizar a formacdo da lama dentindria (smear layer). Os dentes seccionados foram
analisados em lupa estereoscopica (Leica SBAPO, Modelo MEB 115, Singapura) para verificar
a presenca de remanescentes de esmalte ou perfuracdes pulpares. Aplicou-se, de forma ativa,
10uL do adesivo sobre a superficie de dentina exposta, subsequentemente, foi polimerizado
(Optilight Max, Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) por 40 segundos (estratégia
autocondicionante). Por fim, foi confeccionado um plat6 de resina de aproximadamente 5 mm
de altura, construido a partir de incrementos de até 2mm (2250, 3M ESPE, CA, EUA).

Apbs 24 horas armazenados em estufa a 37°C, os dentes foram seccionados para se obter
espécimes em formato de palitos com, aproximadamente, Imm? de area em secgdo transversal.
Metade dos espécimes obtidos, em cada dente, foram testados de forma imediata e o restante
foi armazenado em agua destilada durante 6 meses para envelhecimento, sendo a mesma
trocada semanalmente. O teste foi realizado em uma maquina de ensaios universais (DL200,
EMIC, Sédo José dos Pinhais, PA, Brasil) em uma velocidade de 0,5mm/min e célula de carga

de 50kgf (leitura com resolucédo de 10gf).
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Os espécimes fraturados foram avaliados em lupa estereoscopica em aumento de 30X
(Leica SBAPO, Modelo MEB 115, Singapura) com o prop6sito de estabelecer o tipo de fratura

obtido, classificando-as em fratura adesiva, mista, coesiva em resina e coesiva em dentina.

Os dados foram tabulados em uma planilha (Excel, Microsolft, CA, EUA), em que se
considerou cada espécime como uma unidade amostral e, inseridos em um programa estatistico
(SigmaPlot 14.0, Chicago, IL, EUA), foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov e ao teste de andlise de variancia (ANOVA) a dois fatores, seguido de pds-teste de
Tukey (p<0,05).

2.8 Teste de Nanoinfiltracéo

Foram selecionados seis palitos por grupo em cada tempo de envelhecimento. Os
mesmos foram imersos em solucdo de nitrato de prata amoniacal e armazenados livres de luz
por 24h, em seguida, foram imersos em solugo reveladora durante 8 horas sob luz intensa?..
Posteriormente, foram lavados, a fim de se eliminar a prata residual e embutidos em resina
epoxica. O polimento seguiu o padrdo de lixas de carbeto de silicio 600, 1200 e 2000, além do
polimento com feltro e pasta diamantada 1um, sendo imersos em cuba ultrassonica por 5

minutos entre cada etapa.

Os espécimes foram desidratados em dessecadora a vacuo durante 24 horas e
metalizados para analise em microscopio eletrénico de varredura (Quanta 450 FEG, FEI
Company, Hillsboro, OR, EUA). A interface de unido foi avaliada em ampliagdes de 2000x.

2.9 Teste de Micropermeabilidade

Trés dentes por grupo foram restaurados com adesivo incorporado com Rodamina-B a
0,1% e, posteriormente, imersos em uma coluna de 15 cm de solugdo aquosa de fluoresceina a
0,3%, com a intengdo de simular a pressdo pulpar, durante 3 horas. Subsequentemente, 0s
dentes foram cortados em fatias e desgastados com lixas de carbeto de silicio de granulagéo
600 durante dois minutos em cada lado. Em seguida, os espécimes foram avaliados por

microscopia confocal a Laser (LM 710, Zeiss, Oberkochen, ALE)?.
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3. RESULTADOS

A partir da analise dos resultados obtidos por espectroscopia infravermelho (Gréfico 1),
foi observado o aumento dos picos amida Il (~1560 cm™) e amida 111 (~1240 cm™) no grupo
tratado com EGCG + BTCP. Também se pode observar um aumento dos picos referentes a
presenca de grupos fosfato POs* (~1092 e 1031 cm™), o que sugere intensa deposicio de sais

de fosfato de calcio, além de um aumento no niimero de ligagGes saturadas -C-H (~2917 cmL).

Em relacéo as propriedades fisico-quimicas do sistema adesivo incorporado (Tabela 1),
pode-se notar que ndo houve diferenga estatisticamente significante, quando analisados 0s
valores de mddulo de elasticidade e de resisténcia flexural, porém, notou-se um aumento do

grau de conversao no grupo SBU + EGCG + BTCP em relagdo aos demais grupos.

Avaliando-se os valores de resisténcia de unido (Grafico 2), observa-se que 0 grupo
controle (SBU) apresentou resultados superiores aos demais grupos no periodo de 24 horas,
contudo, apds 6 meses, igualou-se ao grupo SBU + EGCG (p=0,927). Somente os grupos SBU
+ EGCG e SBU + EGCG + BTCP foram efetivos em preservar a resisténcia de unido apos 6
meses (p=0,490 e p=0,908, respectivamente). Em todos o0s grupos testados, houve

predominancia de fraturas adesivas (Gréafico 3).

Analisando-se as imagens obtidas pelo teste de nanoinfiltracdo (Figura 1), nota-se que,
em todos os grupos, houve presenca de prata proxima a interface no periodo de 24 horas e a
presenga de “arvores de dgua” na camada de adesivo apds 6 meses de armazenamento. No
grupo SBU + EGCG + BTCP, pode-se observar a presenca de micelas e a presenca de falha nos

dois periodos testados.

Os resultados de micropermeabilidade (Figura 2) revelam que o grupo SBU + EGCG +
BTCP apresentou menor quantidade de fluoresceina proxima a interface no periodo de 24 horas,
porém, apds 6 meses, todos os grupos demonstraram grande quantidade de corante em regido
de camada hibrida.
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Grafico 1. Espectroscopia Infravermelho por transformada Fourier das barras de coldgeno ap6s
tratamento com as respectivas solucdes testadas.
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Tabela 1. Valores de média (desvio-padrao) de grau de conversédo (%), resisténcia flexural (MPa) e modulo
de elasticidade (GPa).

Grupos Grau de converséo Resisténcia flexural Maédulo de elasticidade
(%) (MPa) (GPa)

SBU 56,1 (2,7)b 43,1 (7,9) 1,31 (0,48)

SBU + EGCG 51,7 (9,3)b 48,3 (8,2) 1,43 (0,23)

SBU + BTCP 50,1 (4,4)b 50,2 (3,8) 1,16 (0,11)

SBU + EGCG + BTCP 71,8 (2,8)a 46,2 (4,0) 1,09 (0,16)

Letras minusculas d

iferentes indicam diferencas estatisticamente significantes (p<0,05). A auséncia de letras em uma coluna indica

semelhanca estatistica entre todos os grupos (p<0,05).
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Graéfico 2. Valores de média (desvio-padrdo) de resisténcia de unido, em MPa, dos diferentes adesivos

utilizados.
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Gréfico 3. Padrdo de fratura, em %, dos palitos testados nos diferentes periodos testados.
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Figura 1. Micrografias da interface resina-dentina dos espécimes submetidos ao teste de

nanoinfiltracéo.
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Figura 2. Micrografias dos espécimes submetidos ao teste de micropermeabilidade.
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4. DISCUSSAO

E consenso, na literatura, que o uso de adesivos de condicionamento total e
autocondicionantes tem capacidade de ativar enzimas colagenoliticas, tais como MMP-2 e
MMP-9, devido aos seus mecanismos de acdo? 24, fato que pode ser extrapolado para os
adesivos universais que apresentam pH bastante reduzido. Também se sabe que, durante o
procedimento restaurador, algumas fibrilas de colageno ndo sdo completamente recobertas por
mondmeros, o que as tornam susceptiveis a degradagdo em um periodo de 1-2 anos® ?°, Logo,
faz-se necessario o desenvolvimento/aprimoramento de adesivos que tenham fungdo ativa na
manutencdo da integridade do colageno. Nesse contexto, a utilizacdo de diferentes estratégias
tem sido empregada como uso de inibidores de enzimas colagenoliticas, 0 uso de agentes de
reticulacdo de colageno e o uso de sais que possibilitam a remineralizacdo da fibrila. Porém,
essas estratégias apresentam limitacdes, tendo as duas primeiras durabilidade bastante reduzida
em ambientes imidos, como a dentina?’, ja a terceira, tem agio lenta e gradual, necessitando-
se de uma estrutura integra para guiar sua deposicao, como colageno?®. Logo, a importancia do
presente estudo se apresenta no aprimoramento de um adesivo multimodo, possibilitando que
ele tenha capacidade de preservar a fibrila coldgena e fornece minerais que possibilitam uma

posterior remineralizacao.

Os graficos de espectroscopia infravermelho (FT-IR) indicam que a utilizacdo da
associacao entre EGCG + BTCP foi efetiva em interagir com coldgeno, mesmo em periodo
curto de aplicacdo. Notou-se um aumento dos picos referentes a amida Il e amida I1l. Os
espectros de FT-IR podem ser correlacionados diretamente com a conformacéo das moléculas
de colageno. Portanto, esse método foi aplicado para medir as alteragdes na estrutura do
colageno apds a reticulacdo e mineralizacdo. Os picos de absorcdo da estrutura classica do
colageno sdo denominados amida A, amida B, amida I, amida 11 e amida Ill. O pico referente a
amida | em ~1650 cm* est4 associado, predominantemente, com as vibracdes de alongamento
dos grupos C = O e o pico referente a amida Il em ~1560 cm™ se deve, principalmente, a
vibracdes de flexdo N-H acopladas a vibragdes de alongamento C-N e flexdo de CH,. Além
disso, o pico referente a amida 111 a ~1240 cm™ surge, predominantemente, do alongamento C-
N, vibragdes de flexdo N-H e vibracdes agitadas de grupos CH2 na cadeia principal da glicina
e nas cadeias laterais da prolina. Esses trés picos sao a melhor forma de evidenciar a existéncia
de formacao de ligacdes cruzadas e remineralizagio do colageno?. Portanto, a relagio entre o

pico de amida I e Il pode indicar a quantidade de ligagdes formadas durante o processo de
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reticulacdo. Enquanto isso, os picos de absorcdo de fosfato em 1031 cm™ mostraram grande
taxa de formagcéo de hidroxiapatita nas fibrilas colagenas ap6s mineralizag&o®.

Quando analisados os resultados de mddulo de elasticidade e resisténcia flexural, ndo
foram observadas diferencas entre o grupo controle e os demais grupos experimentais,
resultados que concordam com achados prévios da literatura® 3!, em que se verificou que a
adicdo de EGCG, livre ou encapsulado, ndo interfere nesse tipo de propriedade. Ja ao avaliar 0
grau de conversdo, nota-se um aumento no grupo SBU + EGCG + BTCP e a manutencdo do
grau nos demais grupos-teste, achados que corroboram com estudos prévios na literatura 3 3%
% Vale ressaltar que essas propriedades devem ser avaliadas em conjunto, tendo-se
informagbes sobre o nimero e a densidade das ligacdes formadas®* 3. A avaliagdo dessas
propriedades, em conjunto, indica que a incorporacdo dos agentes bioativos ndo afeta
negativamente as propriedades fisico-quimicas da blenda, sendo, portanto, a primeira hipotese

aceita.

Os resultados de resisténcia de unido, observados no presente estudo, demonstram que
apenas os grupos incorporados com EGCG e EGCG + BTCP foram efetivos em preservar a
resisténcia de unido ap6s 6 meses de armazenamento em agua destilada, logo, podemos inferir
que a segunda hipotese do estudo foi rejeitada. Esses resultados podem ser suportados por
achados prévios da literatura, que observaram que a aplicacdo de EGCG como pré-tratamento'*
% ou incorporado a um adesivo autocondicionante®! pode preservar a resisténcia de unido por
até um ano de armazenamento. Credita-se tal efeito a capacidade do EGCG em interagir de
forma direta com o colageno, promovendo reticulacdo e melhora das propriedades mecanicas
por meio da grande afinidade entre os grupamentos galoil e as proteinas ricas em prolina'?, além
da capacidade de inibir MMP-2,-8 e- 9% %7 uma vez que 0 EGCG parece exibir ligacdes de
hidrogénio e uma interacdo hidrofébica com colagenases que, mediante contato, possuem
estrutura secundaria modificada e sdo inibidas®’.

Por outro lado, o grupo em que se acrescentou somente fTCP nao foi efetivo em manter
a resisténcia de unido, atribui-se esse resultado a uma possivel reacdo precoce entre o célcio
presente nesse mineral e 0 10-MDP, mondmero funcional, que tem capacidade de formar MDP-
calcio, um sal insoluvel. Além disso, os grupos fosfato no MDP formam ligacfes covalentes
com os grupos fosfato correspondentes dos cristais de fosfato de célcio para formar sais

insoltveis®. Esse fato pode ser evidenciado pelas micrografias de microscopia eletrénica de
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varredura do grupo SBU + EGCG + BTCP, em que se observa micelas, sugerindo 0
agrupamento desses dois componentes, 0 que pode prejudicar a adesao.

Avaliando-se as micrografias obtidas no ensaio de nanoinfiltracdo apds 24 horas do
grupo SBU + BTCP, nota-se a presenca de espacos vazios dentro da camada de adesivo, isso
pode ter acontecido devido a lixiviacdo de particulas de BTCP, permitindo posterior penetracdo
de &gua, como observado na micrografia apds envelhecimento. J& apds 6 meses de
armazenamento, pode-se observar uma intensa formacéo de arvores de agua em SBU + EGCG
e SBU + EGCG + BTCP. Credita-se tal achado a diferenca de polaridade entre 0 EGCG e 0s
mondmeros adesivos® *° logo, a hidrofilicidade apresentada pelo polifenol pode ter
possibilitado a penetracao de dgua por entre os polimeros.

Analisando-se as micrografias de micropermeabilidade, nenhum dos grupos apresentou
zonas de protecdo a permeabilidade de 4gua ou presenca de remineralizacdo adjacente a camada
hibrida. Sabe-se que remineraliza¢do “epitaxial” da interface adesiva depende do contetido
mineral restante no substrato, o que deveria favorecer a estratégia autocondicionante escolhida
para esse estudo. No entanto, essa abordagem pode nao ser aplicavel a dentina completamente
desmineralizada, cujos cristais precursores estdo ausentes, fato encontrado e observado em
condicionamentos com &cido fosférico e na utilizacdo de adesivos autocondicionantes muito
agressivos. Nessas situacdes, sugere-se a utilizacdo de uma remineralizacdo com uso de
nanoprecursores minerais metaestaveis assistidos por analogos biomiméticos de proteinas ndo
colagenas. Essas moléculas servem como estabilizadores para a deposi¢do mineral (evitando
cristalizacdo extrafibrilar prematura), assim como para hierarquizar a deposicdo mineral?®.
Deve-se acrescentar que, no processo de biomineralizacdo do colageno, os ions célcio e fosforo
primeiro se combinam para formar precursores amorfos de fosfato de célcio (ACP), entdo, o
precursor ACP anuclear se cristaliza e cresce ao longo das fibrilas de colageno, em ultimo
estagio, apresenta-se como um cristal de hidroxiapatita’® 4*. Além disso, sabe-se que a
estabilidade de ligacdes cruzadas de colageno é bastante limitada quando o armazenamento
ocorre em meio aquoso®’, podendo ndo ser observada apos o periodo de envelhecimento

apresentado no estudo.

Como limitacbes do presente estudo, podemos citar a auséncia de avaliagdo dessas
substancias em dentina afetada por cérie, situacdo mais proxima a realidade clinica. Também
se faz necessario investigar, de forma mais detalhada, como ocorre a interacdo entre 0s

componentes adicionados (EGCG e BTCP) e blenda adesiva e como isso pode afetar as

86



propriedades fisicas e quimicas do mesmo. Por fim, sugere-se a realizagdo de ensaios clinicos

antes da extrapolacdo dos resultados para aplicacgdo cotidiana.

5. CONCLUSAO

A incorporacgdo de EGCG, isoladamente ou associado ao BTCP, a um sistema adesivo
universal possibilitou a manutencdo da resisténcia apds 6 meses de envelhecimento sem afetar
negativamente as propriedades mecéanicas da blenda adesiva, apresentando-se, assim, como um

promissor meio para preservacao da interface adesiva.
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4. CONCLUSAO

Ap0s observacdo dos diferentes achados apresentados nesta tese, pode-se inferir que:
(1) o uso de soluces alcalinas de ESU é efetiva em promover biomodificacdo, (2) todos os
polifendis testados (&cido elagico, curcumina, hesperidina e apigenina) sdo efetivos em
promover reticulacdo de colageno desmineralizado, (3) o acido elagico se mostrou mais efetivo
entre todos o0s agentes experimentais quando aplicado como pré-tratamento dentinario e (4) a
incorporacéo de epigalocatequina-3-galato, associada ou ndo ao betatricélcio fosfato, foi efetiva
em preservar a resisténcia de unido de um adesivo universal em dentina, sem afetar

negativamente as propriedades fisico-quimicas.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: AV.HLIHE;:A'D DO POTENCIAL DE BIOMODIFICACAD DENTINARIA DE DIFERENTES
SUBSTANCIAS DE CRIGEM NATURAL.

Pesquisador: Marcelo Vidor Sidou Lemos

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 05381318.3.0000 5054

Instituigao Proponente: Departamento de Odontologia Restauradora

Patrocinador Principal: Financiamento Préaprio

DADOS DO PARECER

Numere do Parecer: 3.212.734

Apresentagio do Projeto:

A durabilidade de restauragfes resinosas continua a ser um desafio em Odontologia restauradora. Nessa
cantexto, o uso de agentes de ligagdes cruzadas de colidgeno dentingrio de origem natural term ganhada
cada ver mais espaco na literatura, sendo as proantocianidinas, extraidas da semente da uva,zs ma's
pesquisadas. Entretanto, seu emprego apresenta diversas desvantagens tais como a pigmentagao da
supstrato @ o lango tempo de aplicacio. Ma busca por novas agentes naturais de biomaodificacio dentindria
foi proposto que diferentes polifendizs poderiam apresentar efeito semelhante, tais come o acido elagico, a
hesperidina, a apigenina, 8 curcumina e a epigalocatequina-3-galato. Também foi sugerido que o uso da
guitosana, um biopelimers natural, poderia atuar de forma coadjuvante no reforgo do colageno. O trabalho
sera dividido em & fases sendo a primeira delas denominada - Fase | “Avaliagdo da capacidade de
biomodificagdo do colageno de diferentes polifendis de origem natural” utilizadando-se as metodologias de
teste de flexdo de 3 pontos (n=10), alleracao de massa (n=10), taxa de piodegracacas (n=10) @ alteracao de
cor (n=10). Em seguida serd realizada a Fase |l. "Avaliagho da incorporagio de diferentes polifendis de
origem natural em dcido fasforico” utilizando-se as metodologias de resisténcia de unifo (n=10),
nanoinfiltragdo {n=6} & micropermeabilidade (n=3)_ A terceira Fase serd denominada: "Avaliago da
capacidade de biomodficagio do colageno apds pré-trataments com quitosana’, para tanto serdo realizados
o5 testes de

resisténcia ge unido (n=10), lexao de 3 pentos (n=10) ¢ alteracdo de massa (r=10). Para a
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realizacado da Fase |V "Avaliacdo da associacdo entre polfendis de origem natural e quitozana sobre a
unifo em dentina higida e afetada por cdrie”, serfo realizadoz os testes de resisiéncia de unido (n=10),
nanoinfiliragio (n=6) & micropermeabilidade (n=3). Por fim, serd realizada a Fase V: "Avaliagio das
propriedades fisicas & quimicas de um adesive simplificado incorporade com sgentes de biomodificagia
associados a quitesana” atraves dos testes de resisténcia de unide (n=10), grau de conversdo (n=3).

Objetivo da Pesquisa:

Objetive Pimario

Avaliar a capacidade de biomodificagio dentinaria do acido slagice, hesperidina, apigenina, curcuming,
epigalocateauina-i—-galato e proantocianidinas, associadas ou nao a guitosana.

Objetive Secundario:

1. Avaliar a capacidade de formagdo de ligagfes cruzadas des polifendis de origem natural.

2. Determinar & melhor concentragdo & tempo de aplicagdo dos polifendis & da quitosana sobre dentina.

3. Analisar a influgncia do uso da quitosana sobre o coldgeno dentinario.

4_ Avaliar a influéncia da associag@o dos agentes de ligagdes cruzadas e guitosana sobre sistemas adesivos
simplificados,

Avaliagio dos Riscos ¢ Beneficios:

Riscos:

Fare o estudo serdo utilizados terceiros maolares extraidos por motivos alheios 2 pesquisa. Logo por se tratar
de uma pesquisa laboratorial "in vitre”, a8 mesma nio oferace riscos aos doadores.

Beneficios;

Possibilidade de desenvolvimento de novos materiais adesivos que possam influenciar na durabilid ade das
restauractes odontolégicas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa muito relavante para a area da dentistica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os lermos apresentadas. Conforme solicitado o pesguisader incluiu a Declaragdo de Concordancia
dos envolvidos com o projeto,

Recomendagbes:

Mao se aplica.

Endarego;  Rua Cal. Nunas de Malo, 1000

Bairm:  Rodolfo Tedfils CEP: 80.430-27%
uF: CE Municipioe: FORTALEZA
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Sem pendéncias.

Ceonsideragées Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Qe

Tipo Docurmnento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacfes Basicas| PE_INFORMACCES_BASICAS DO_P | 27/02/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1194887 pdf 12:26:23
Declaragdo de DECLAR. pdf 2710212019 |Marcelo Victor Sidou | Aceito
Pasquisadores 12:25:51 | lemos
Cutros CARTA, pdf 25/01/2019 [Marcelo Victor Sidou | Aceito
17:54:54 | lLamos

Creamento ORCANOVD , pdf 2301/2019 [Marcelo Victor Sidou | Aceito
17:37:51 Lamos

Cronograma CRONONOWVD__ pdf 2501/2019 [Marcelo Victor Sidou | Aceito
17:34:08 | lemos

Projeto Detalhado /| Brochuraprojeto_ pdf 2110172019 [Marcelo Victor Sidou | Aceito

Brochura 11:30:08 | Lemos

Investigador

Folha de Rosto FOLHADEROSTRO. pdf 210172018 [Marcelo Victor Sidou | Aceito
11:27:38 Lemoas

Outros termodefie kdepositario. pdf 09/08/2018 [Marcelo Victor Sidou | Aceito
12:05:02 Lemos

Declaragio de Carnadeautorizacac. pdf 09/08/2018 [Marcelo Vidor Sidou | Aceito

Imstituigan e 12:03:44 |Lemos

Infrasstrutum

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

Patrocinador 14:27:39 [lemos

TCLE/ Termos de | Termodedispensa. pdf 06/08/2018 [Marcelo Vidor Sidou | Aceito

Assentimento / 14:25:50 |Lemos

Justificativa de

Auséncia

Situacio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciacio da CONEP:
MNao

Endarago: Rua Cdl. Nunas de Malo, 1000

Bairr:  Rodolfo Tedfils CEP: 60430-275
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