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RESUMO

A unido entre adesivo e substrato dentinario pode nao ser duradoura quando se trata de
sistemas adesivos de condicionamento e lavagem, devido a composicao desse substrato e
uma vez que as fibras colagenas expostas pelo condicionamento acido ndo sao
completamente infiltradas pelos monémeros do adesivo, propiciando a acéo de diversos
mecanismos de degradacdo da camada hibrida (CH). Nesse sentindo, os agentes
biomodificadores (AB) sdo uma das estratégias utilizadas visando minimizar os impactos
causados pelos mecanismos de degradacao da CH, destacando-se alguns polifendis, como
as Proantocianidinas (PAC), do extrato da semente de uva. A lignina, por sua vez, € um
polimero natural proveniente do residuo de descarte da industria do papel que apresenta
um grande potencial para a formacédo de ligacdes cruzadas devido a sua estrutura quimica,
possuindo capacidade de realizar pontes de hidrogénio ou outras ligacdes covalentes com
o0 colageno dentinario. Dessa forma, este estudo objetivou avaliar o efeito biomodificador
de diferentes ligninas no procedimento adesivo em dentina, bem como na resisténcia de
unido de um sistema adesivo a esse substrato. Para isso, os fatores de estudo sob
investigacdo foram: (1) Lignina etanolica 2 p/p% [LIGe]; (2) Lignina aquosa 2 p/p%
[LIGa]; (3) PAC 6,5 p/p%; (4) Cardanol 2 p/p% [CARD]; além do uso de (5) Agua
destilada [controle negativo]. Foram selecionados 40 dentes terceiros molares humanos,
higidos e extraidos, onde, para o procedimento de biomodificacdo, foram confeccionadas
barras de dentina com 1,7 x 0,5 x 6 mm de dimenséo. As variaveis dependentes do estudo
foram Mddulo de Elasticidade (ME), avaliada quantitativamente por método de flexdo de
3 pontos (n=10), Variacdo de Massa (VM) [n=10] e Taxa de Biodegradacao (TB) [n=10],
medidos, respectivamente, por uma maquina universal de ensaios e uma balanca analitica
de precisdo. Para o ensaio restaurador, espécimes em forma de palitos de resina-dentina
com area transversal de 1mm? foram confeccionados e submetidos ao teste de Resisténcia
de Unido (RU) por microtracdo (n=12). Para o teste de ME, utilizou-se ANOVA a dois
critérios para medidas repetidas, enquanto para RU utilizou-se ANOVA. Uma analise ndo
paramétrica de Kruskal-Wallis foi adotada para VM e TB. Todos os testes foram
realizados adotando nivel de significancia 5% (p<0,05). PAC e CARD apresentaram 0s
melhores resultados para ME, seguidos de LIGa e LIGe, respectivamente. O grupo
controle negativo demonstrou resultados inferiores aos grupos testes para ME e RU. N&o
houveram diferencas estatisticas entre os grupos para VM e taxa de biodegradacédo. LIGa

e PAC apresentaram os melhores resultados para RU, porém PAC demonstrou reducdo



significativa ap0s envelhecimento, enquanto LIGa se manteve. LIGe e CARD
apresentaram resultados estatisticamente semelhantes para RU e mantiveram-se
semelhantes a LIGa apds envelhecimento. Conclui-se que as diferentes ligninas
representam AB promissores, especialmente LIGa, visto que mantiveram a estabilidade
da CH ao longo do tempo e apresentaram potencial para a formacéo de ligagcfes altamente

estaveis devido a sua capacidade de interacdo com a &gua.

Palavras-chave: lignina; adesivos dentinario; reagentes para ligacdes cruzadas.



ABSTRACT

The union between adhesive and dentin substrate may not be long-lasting when it comes
to conditioning and washing adhesive systems, due to the composition of this substrate
and since the collagen fibers exposed by acid conditioning are not completely infiltrated
by the adhesive monomers, providing the action of various degradation mechanisms of
the hybrid layer (CH). In this sense, biomodifying agents (BA) are one of the strategies
used to minimize the impacts caused by CH degradation mechanisms, highlighting some
polyphenols, such as Proanthocyanidins (PAC), from grape seed extract. Lignin, in turn,
is a natural polymer originating from waste from the paper industry that has great
potential for the formation of cross-links due to its chemical structure, having the ability
to form hydrogen bonds or other covalent bonds with the dentin collagen. Therefore, this
study aimed to evaluate the biomodifying effect of different lignins on the adhesive
procedure on dentin, as well as on the bond strength of an adhesive system to this
substrate. For this, the study factors under investigation were: (1) Ethanolic lignin 2
w/w% [LIGe]; (2) Aqueous lignin 2 w/w% [LIGa]; (3) PAC 6.5 p/w%; (4) Cardanol 2
w/w% [CARD]; in addition to the use of (5) Distilled water [negative control]. 40 healthy
and extracted human third molar teeth were selected, where, for the biomodification
procedure, dentin bars measuring 1.7 x 0.5 x 6 mm in size were made. The dependent
variables of the study were Modulus of Elasticity (ME), quantitatively evaluated using
the 3-point bending method (n=10), Mass Variation (VM) [n=10] and Biodegradation
Rate (TB) [n=10 ], measured, respectively, by a universal testing machine and a precision
analytical balance. For the restorative test, specimens in the form of resin-dentin sticks
with a cross-sectional area of 1mm2 were manufactured and subjected to the Bond
Strength (RU) test by microtensile (n=12). For the ME test, two-way ANOVA was used
for repeated measures, while for RU, ANOVA was used. A non-parametric Kruskal-Wallis
analysis was adopted for VM and TB. All tests were carried out adopting a significance
level of 5% (p<0.05). PAC and CARD showed the best results for ME, followed by LIGa
and LIGe, respectively. The negative control group demonstrated inferior results to the
test groups for ME and RU. There were no statistical differences between the groups for
MYV and biodegradation rate. LIGa and PAC showed the best results for RU, but PAC
demonstrated a significant reduction after aging, while LIGa was maintained. LIGe and
CARD showed statistically similar results for RU and remained similar to LIGa after

aging. It is concluded that the different lignins represent promising BAs, especially LIGa,



as they maintained the stability of CH over time and presented the potential for the

formation of highly stable bonds due to their ability to interact with water.

Keywords: lignin; dentin-bonding agents; cross-linking reagents.
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1 INTRODUCAO GERAL

A tendéncia, na contemporaneidade, dos conceitos em odontologia minimamente
invasiva, estética e restauradora perpassa pela substituicdo de restauragdes com
amalgama, que apresentam uma durabilidade favoravel, por restauracbes com resina
composta, em virtude de estas serem mais estéticas comparadas as de amalgama, ndo
apresentarem mercurio em sua composi¢do e contemplarem os conceitos de minimamente
invasivo (PERSICI; RIBEIRO; PAZINATTO, 2018).

Entretanto, uma das maiores dificuldades em restauracGes com resinas compostas
é estabelecer uma unido duradoura entre o adesivo e o substrato dentario (COMBA et al.,
2019). Por conseguinte, o procedimento criterioso de restaurag0es adesivas tem sido
relatado como o principal empecilho para o seu sucesso a longo prazo (VEIGA et al.,
2016).

Esse fator ocorre, principalmente, em substrato dentinério. O substrato dentinario
é composto em volume por 20% &gua, 50% de tecido mineralizado e 30% de matriz
organica extracelular. Esta Ultima, por sua vez, é composta por 90% de colageno do tipo
I, enquanto os outros 10% sdo representados por componentes ndo-colagenosos, como
glicosaminoglicanas, proteoglicanas e enzimas enddgenas, por exemplo as
Metaloproteinases de Matriz (MMPs) e cisteinas catepsinas (AGUIAR et al., 2014).

Assim, em longo prazo, a unido entre adesivo e substrato dentinario pode ndo ser
eficaz quando se trata de sistemas adesivos de condicionamento e lavagem, ocorrendo
porque as fibras de colageno presentes na dentina, na maioria das vezes, ndo sao
completamente infiltradas pelos mondémeros do adesivo quando expostas por
condicionamento acido, podendo intercorrer diversos mecanismos de degradacdo por
meio da acdo de enzimas MMPs e Cisteinas Catepsinas (CTPs), além da hidrolise
ocorrida pela presenca de &gua em excesso e polimérica ocasionada pelo préprio adesivo
(FRASSETO et al., 2016).

Nesse contexto, tem sido relatado na literatura diversas estratégias que visam
aumentar a longevidade da interface adesiva. Dentre elas, pode-se destacar os inibidores
de MMPs e CTPs, a técnica Umida etanolica, a remineralizacdo biomimética e os Agentes
de Ligacdes Cruzadas (ALCs) do colageno dentinario (BEDRAN-RUSSO et al., 2017).

Os ALCs, tambeém conhecidos como Agentes Biomodicadores (ABs) ou de
Reticulagdo do colageno (AR), em estudos prévios apresentaram resultados promissores

em tecidos dentarios. Os ALCs melhoram a estabilidade mecanica do colageno tipo |
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presente na dentina, bem como sua resisténcia a desnaturacdo térmica e degradacao
enzimética (AYDIN et al., 2019). O seu termo refere-se, nas ciéncias bioldgicas, a ligacéo
quimica entre as cadeias laterais de aminoacidos dentro do colageno, estabilizando seu
arranjo molecular e, consequentemente, fortificando a penetracdo dos mondmeros do
adesivo (MAZZONI et al., 2018).

De uma forma pragmética, a biomodificagdo do colageno dentinario consiste em
uma abordagem em odontologia restauradora que visa 0 aumento da densidade de ligagéo
cruzada do colageno dentinario, proporcionando melhora nas propriedades biomecéanicas
da dentina e reducdo da taxa de biodegradacdo (BEDRAN-RUSSO et al., 2017). Tal
mecanismo de acdo ocorre devido a diminuicdo de agua na camada hibrida em
decorréncia dessas ligagOes cruzadas, bem como uma reducdo da mobilidade molecular
das enzimas enddgenas presentes na dentina, podendo evitar ligaces quimicas das
proteases em seus sitios receptores (AYDIN et al., 2019).

Dessa forma, o processo de biomodifica¢do dentinaria pode partir de produtos de
origem sintética ou natural (BEDRAN-RUSSO et al., 2014). Quando se trata de produtos
quimicos de origem sintética, destaca-se o glutaraldeido que vem sendo utilizado no
ambiente odontologico ha décadas. O glutaraldeido é um dialdeido com alta afinidade
pelo radical da amina primaria dos aminoacidos, onde ird promover ligacfes covalentes
entre dois grupos amina de hidroxilisinas com seu grupamento aldeido, visando formar
compostos de piridineo, uma ligacdo altamente estavel, mas que apresenta como
inconveniente sua alta toxicidade (VENIGALLA et al., 2016). Outro agente sintético
utilizado como AB é a carbodiimida, que também pertence a classe dos aldeidos, mas que
apresenta um mecanismo de acao associado a formacéo de ligagdes amidas, consideradas
estaveis por meio da reticulacdo de grupos funcionais de &cidos carboxilicos, onde
formam o intermediario O-acilisoureia que ird interagir com aminas hidroxilisina e lisina
presentes nos aminodacidos constituintes do colageno (MAZZONI et al., 2014).

Né&o obstante, no que diz respeito aos agentes de origem natural, ressalta-se que a
utilizacdo desses tipos de ABs representa uma alternativa vistosa, econémica e com
carater renovavel, o que complementa caracteristicas cruciais para o0 bom proveito de
substancias quimicas (BEDRAN-RUSSO et al., 2017). Nesse sentido, diversos polifendis
tém sido testados como ABs e demonstraram uma efetiva bioatividade com componentes
da matriz celular e extracelular, consolidando-se como produtos promissores para serem

aplicados no ambiente odontolégico (AYDIN et al., 2019).
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Dentro dos ABs de origem natural, o extrato da semente de uva, rico em
proantocianidinas, tem sido um dos polifendis mais estudados nos Gltimos anos, podendo
ser considerado o padrdo ouro dentre os agentes naturais. As proantocianidinas, por sua
vez, ndo possuem mecanismo de acdo esclarecido, porém estudos relatam que sua
interacdo com o coldgeno advém da formacdo de ligacdes de hidrogénio altamente
estaveis do seu grupamento fenol com as aminas presentes no coldgeno dentinario
(BEDRAN-RUSSO et al., 2017; AYDIN et al., 2019). Entretanto, outros agentes também
ja foram relatados na literatura como um potencial AB, como o extrato do cacau
(Theobroma cacao), casca do caule da canela (Cinnamon verum), folhas da planta cha
verde (Camellia sinensis), da aroeira (Myracrodruon urundeuva) e da fruta acai (Euterpe
precatoria) (AGUIAR et al., 2014). Ademais, fenois da cadeia de carbono longa obtidos
da extracdo industrial do liquido da castanha do caju, conhecidos como cardol e cardanol,
também foram relatados na literatura como ABs naturais promissores (MOREIRA et al.,
2017; MOREIRA et al., 2018).

Com isso, a Lignina (LIG) é um polimero natural de origem vegetal que, pela sua
estrutura quimica, representa um potencial para a formacdo de ligacbes cruzadas no
colageno dentinario, aumentando a sua resisténcia e favorecendo uma protecao contra a
sua biodegradacdo (DE PAULA, 2019). Por meio do estudo de diferenciacdo da parede
celular de estruturas vegetais, surgiu a ideia de se utilizar a LIG, visto que é o componente
principal das paredes celulares secundarias, juntamente com a celulose e a hemicelulose,
fornecendo suporte mecanico aos tecidos. Tal mecanismo ocorre devido a LIG preencher
0s poros entre os polissacarideos nas paredes celulares, levando a um espessamento
secundério das paredes e aumento da sua rigidez, sendo um fator primordial para a
protecdo das plantas (YOON; CHOI; AN, 2015).

Ademais, esse mecanismo de acdo esta associado a interacdo entre LIG, celulose
e hemicelulose por meio de ligagbes quimicas, podendo essa interagdo ocorrer também
com a estrutura de colageno, principalmente devido a composicao molecular da LIG. Na
estrutura quimica da LIG € possivel perceber subunidades monoméricas como o guaiacil
(G), p-hidroxifenil (H) e siringil (S), que sdo polifendis capazes de realizar pontes de
hidrogénio ou outras ligagdes covalentes com o coldgeno dentinario, consolidados na
literatura como ligagOes quimicas estaveis e resistentes aos diversos mecanismos de
degradacéo da camada hibrida (LOPES et al., 2020).

Atualmente a LIG tem sido bastante utilizada pela industria para a producéo de

energia, ja que é considerado um subproduto da producdo de celulose, porém sua
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utilizacdo na pratica odontolégica necessita ser mais investigada, levando em
consideracdo que fora testada como forma de aumentar a longevidade de restauragdes
resinosas apenas incorporado ao acido fosforico (MATHEUS; SMITHSON; GRUNDEN,
2016; DE-PAULA et al., 2020).

Assim, diferentes tipos de LIG podem ser originadas a partir de um processo de
diferenciacdo quimica. Desse modo, A lignina sulfonada é um tipo de LIG produzida por
modifica¢do quimica de uma lignina separada por um processo diferente da polpacao com
sulfito. Esta possui uma caracteristica de ser altamente solivel em agua, onde essa sua
hidrofilicidade € conferida pela presenca de grupos sulfonatos aniénicos, mas também
por grupos hidroxila fendlicos, sugerindo uma atividade promissora como agente de
biomodificacéo e preservacao da interface adesiva (RUWOLDT, 2020).

Por representarem produtos que sdo, de modo geral, descartados pela industria,
surge a necessidade da sua utilizacdo de forma renovavel, visto que apresentam estruturas
moleculares promissoras para a utilizacdo enquanto ABs, principalmente a lignina
sulfonada que pode possuir um potencial a mais de interagdo com o colageno dentinério
devido a sua hidrofilicidade, conforme demonstra as figuras 1 e 2 (LOMONACO et al.,
2017; RUWOLDT, 2020).

Figura 1. Estrutura molecular da lignina solivel em etanol.
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Figura 2. Estrutura molecular da lignina solGvel em agua.
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2 PROPOSICAO
O presente trabalho tem como objetivos:
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito biomodificador de diferentes ligninas (soltvel em &gua e soltvel
em etanol) no procedimento adesivo em dentina, bem como na resisténcia de unido dos
materiais adesivos nesse substrato.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Mensurar o potencial de biomodificacdo das diferentes solucbes de ligninas,

através de modulo de elasticidade e variacdo da massa ap6s biomodificagéo.

Averiguar a taxa a hidrolise das diferentes ligninas apOs protocolo de

biomodificacéo.

Analisar o efeito na resisténcia de unido de diferentes ligninas quando utilizadas
como pré-tratamento no procedimento adesivo em dentina imediatamente e apds

envelhecimento.
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3 CAPITULO

Esta dissertagdo esta baseada no Artigo 46 do Regime Interno do Programa de
Pds-Graduacdo em Odontologia da Universidade Federal do Ceara que regulamenta o
formato alternativo para dissertacfes de Mestrado e teses de Doutorado e permite a
insercdo de artigos cientificos de autoria ou co-autoria do candidato (Anexo 1). Por se
tratar de pesquisa envolvendo dentes humanos, o projeto de pesquisa deste trabalho foi
submetido & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Ceard, tendo sido aprovado (Anexo 2). Assim sendo, esta dissertacdo € composta de um
capitulo contendo artigo publicado, submetido para publicacdo em revistas cientificas ou
em fase de redacao, conforme descrito abaixo:

Capitulo 1

Efeito de diferentes ligninas como agente biomodificador de colageno dentinario e na

preservacdo da interface adesiva.

Oliveira LL, Feitosa VP, Oliveira DLV.

Artigo a ser submetido ao periddico Brazilian Oral Research.
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3.1 CAPITULO 1

Efeito de diferentes ligninas como agente biomodificador de colageno dentinario e na

preservacdo da interface adesiva

RESUMO

Neste estudo objetivou-se avaliar o efeito de diferentes ligninas como agente
biomodificador de colageno dentinario e na preservacao da interface adesiva. Para isso,
0s grupos testados foram: (1) Lignina sollvel em etanol 2 p/p% [LIGe]; (2) Lignina
solivel em &gua 2 p/p% [LIGa]; (3) Proantocianidinas 6,5 p/p% [PAC]; (4) Cardanol 2
p/p% [CARD]; além do uso de (5) Agua destilada [controle negativo]. As variaveis
avaliadas no estudo foram Mddulo de Elasticidade (ME), avaliada quantitativamente por
método de flexdo de 3 pontos (n=10), Variacdo de Massa (VM) [n=10] e Taxa de
Biodegradacdo (TB) [n=10]. Ademais, espécimes em forma de palitos de resina-dentina
com area transversal de 1mm? foram confeccionados para aferir o teste de Resisténcia de
Unido (RU) por microtracdo (n=12). Para o teste de ME, utilizou-se ANOVA a dois
critérios para medidas repetidas, enquanto para RU utilizou-se ANOVA. Uma analise ndo
paramétrica de Kruskal-Wallis foi adotada para VM e TB (p<0,05). PAC e CARD
apresentaram os melhores resultados para ME, seguidos de LIGa e LIGe,
respectivamente. O grupo controle negativo demonstrou resultados inferiores aos grupos
testes para ME e RU. Ndo houveram diferencas estatisticas entre os grupos para VM e
taxa de biodegradacdo. LIGa e PAC apresentaram os melhores resultados para RU, porém
PAC demonstrou reducao significativa apos envelhecimento, enquanto L1Ga se manteve.
LIGe e CARD apresentaram resultados estatisticamente semelhantes para RU e
mantiveram-se semelhantes a LIGa apds envelhecimento. Conclui-se que as diferentes
ligninas representam AB promissores, especialmente LIGa, visto que mantiveram a
estabilidade da interface adesiva ao longo do tempo e apresentaram potencial para a
formacdo de ligacOes altamente estaveis devido a sua capacidade de solubilizar com a
agua.

Palavras-chave: lignina; reagentes para ligaces cruzadas; colagem dentaria.

INTRODUCAO
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A adesdo de resinas compostas ao substrato dentario tem sido amplamente
estudada durante anos, visando a formacéo de ligacbes confidveis que garantam maior
resisténcia de retencdo, menor microinfiltracdo e maior estabilidade da restauragéo,
principalmente quando se trata de adesdo ao substrato dentinario®. Nesse contexto, as
fibras de colageno atuam diretamente na formacdo da camada hibrida, visto que servem
de ancoragem para a penetragdo dos monémeros adesivos, porém tal fator por muitas
vezes ndo ocorre de forma efetiva, corroborando no comprometimento da longevidade
dos procedimentos restauradores?.

A dentina é um tecido acelular, avascular, rico em colageno tipo I, proteinas ndo
colagenas e apatita carbonata®. Assim, este substrato deve apresentar condigdes ideais
para que ocorra 0 processo de hibridizagdo, especialmente em sistemas adesivos de
condicionamento e lavagem. Desse modo, a melhoria da estabilidade mecéanica do
colageno dentinario pode ser evidenciada por meio de Agentes Biomodificadores (AB)
atuando como pré-tratamentos a superficie dentinaria em relagdo ao procedimento
adesivo, melhorando a rigidez da ligago entre resina e substrato dentario®.

Assim sendo, a biomodificacdo do colageno dentindrio consiste em uma
abordagem em odontologia restauradora que visa 0 aumento da densidade de ligacédo
cruzada do colageno dentinério, proporcionando melhora nas propriedades biomecanicas
da dentina e reducio da taxa de biodegradacéo®. Diversos AB so descritos na literatura,
porém os de origem natural tém ganhado destaque em pesquisas laboratoriais e clinicas,
visto que apresentam caracteristicas renovaveis e de baixo custo. Nesse contexto, as
proantocianidinas, oriundas do extrato da semente da uva, sdo consideradas o padrao ouro
dentre os AB naturais, uma vez que possuem seu mecanismo de acdo associado a
formacdo de ligacBes covalentes fortemente estaveis com a estrutura de colageno®.
Ademais, fendis da cadeia de carbono longa obtidos da extracdo industrial do liquido da
castanha do caju, conhecidos como cardol e cardanol, também foram relatados na
literatura como ABs naturais promissores’.

Por conseguinte, a Lignina (LIG) é um polimero natural de origem vegetal que,
pela sua estrutura quimica, representa um potencial para a formacao de ligagdes cruzadas
no colageno dentinario, assim como ja relatado no estudo de De-Paula et al.8. A LIG
possui a capacidade de fornecer suporte mecanico aos tecidos, devido preencher os poros
entre os polissacarideos nas paredes celulares, levando a um espessamento secundario das

paredes e aumento da sua rigidez, sendo um fator primordial para a protecdo das plantas,
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evidenciando que pode ser um agente eficiente no aumento da resisténcia do colageno
dentinario®.

A LIG é formada pela polimerizagdo de diferentes alcoois, conferindo a ela uma
caracteristica de maior solubilidade em etanol. Por outro lado, lignossulfonatos sio
polimeros polieletrolitos poliaromaticos soltveis em agua, referindo-se a outras formas
de subproduto da LIG, como os derivados do processo Kraft'l. A LIG sulfonada é
produzida por modificagdo quimica de uma lignina separada por um processo diferente
da polpacdo com sulfito. A sua hidrofilicidade € conferida pela presenca de grupos
sulfonatos anidnicos, mas também por grupos hidroxila fendlicos!?. Por possuir essas
caracteristicas, acredita-se que LIG soltvel em agua tenha maior afinidade aos tecidos
dentinarios e confira maior longevidade aos procedimentos restauradores. Assim, 0
presente estudo objetivou avaliar o efeito de diferentes ligninas (soltvel em agua e soltvel
em etanol) como agentes biomodificadores do colageno dentinério e na preservacao dessa

interface adesiva.

METODOS

Trata-se de um estudo laboratorial do tipo in vitro. Este estudo foi submetido ao
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara, obtendo parecer de
aprovacéo 2.544.897.

Delineamento experimental

Foram utilizados quarenta terceiros molares humanos higidos extraidos e doados
a partir de um termo de doacdo de dentes e armazenados em solucdo de timol a 0,1% a
4°C, por um periodo de, no méximo, 90 dias. Os fatores de estudo sob investigacdo foram
0 uso de diferentes agentes de biomodificagdo em niveis: (1) Lignina solGvel em &gua 2
p/p% [L1Ga]; (2) Lignina soltuvel em etanol 2 p/p% [L1Ge]; (3) Proantocianidina, extrato
da semente de uva 6,5 p/p% [PAC]; (4) Cardanol 2 p/p% [CARD] e (5) Agua Destilada
[AD] (controle negativo). As varidveis dependentes do estudo foram modulo de
elasticidade e resisténcia de unido por microtracdo, avaliados de forma quantitativa
através de uma maquina de ensaios mecanicos universal, e a variacdo de massa e taxa de

biodegradacdo, utilizando para isso uma balanca analitica de precis&o.
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Preparo das solucdes

O CARD foi obtido do liquido da casca da castanha de caju, doado pela Améndoas
do Brasil LTDA (Fortaleza, Brasil). O CARD, LIGa e LIGe foram separados e
purificados pela metodologia descrita no estudo de Lomonaco et al*®. Cardanol foi diluido
em &gua/etanol (1:1) na concentracdo de 2% em peso. A solucdo de PAC foi preparada
dissolvendo 6,5% em peso de extrato de semente de uva (Meganatural Gold, Madera,
EUA) em agua/etanol (1:1) com 5 min de agitacdo a 25°C e dupla filtracdo. A lignina,
por sua vez, foi fornecida pela industria de papel Suzano SA (Limeira, Brasil). Foi
também diluida em &gua/etanol (1:1) em concentracfes de 2% LIGa e LIGe. Todas as
solugdes foram tamponadas a pH 7,2.

Biomodificacdo do colageno dentinario

Preparo dos espécimes

Foram confeccionadas barras de dentina média com 1,7 X 0,5 X 6 mm de
dimensdo, obtidas por meio de uma cortadeira metalografica em baixa rotacdo sob
constante refrigeracéo, sendo geradas, por dente, aproximadamente um total de 3 barras.
Em seguida, os espécimes foram desmineralizados completamente em solucdo de acido
fosforico a 10% durante o periodo de 5 horas, em temperatura ambiente e sob agitacao.
As barras de dentina foram distribuidas aleatoriamente em 5 grupos distintos (n=10) e

mantidas em suas respectivas solugdes por um periodo de 1 hora®®,

Modulo de elasticidade

O Moddulo de Elasticidade (ME) das barras de dentina desmineralizadas foi
avaliado no inicio e ap6s uma hora na sua respectiva solucdo de armazenamento,
respectivamente. Esse ME foi determinado em um ensaio de flex&o de 3 pontos com uma
célula de carga de 5,0 N montada em uma maquina de ensaios mecanicos universal
(EMIC DL 2000, S&o Jose dos Pinhais, Brasil) com velocidade de 0,5 mm/min. Os dados
foram expressos e Megapascal (MPa), onde o aumento do ME foi calculado entre a razéo
do valor final (apds a biomodificagdo da dentina nos respectivos grupos) e os valores

iniciais (“baseline’) conforme metodologia adotada por Aguiar et al.*3.
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Variagédo de massa

As barras de dentina desmineralizadas utilizadas no ensaio de flexdo foram
aferidas as massas antes (M1) e ap6s (M2) a sua biomodificagdo com uma balanca
analitica de precisdo de cinco casas decimais (0,00001g). As amostras foram secas em
um dessecador & vacuo contendo sulfato de célcio anidro, durante 24 horas a temperatura
ambiente. A avaliacdo da mudanca de massa (MM%) foi determinada como a
porcentagem de ganho ou perda de densidade de cada amostra com base na seguinte
férmula: Variagdo de massa = (M2x100/M1) -100; onde M1 é a massa matriz de dentina
desmineralizada antes da biomodificagdo dentinaria e M2 é a massa de matriz da dentina

biomodificada®®.

Taxa de biodegradacéo

As barras de dentina tratadas foram armazenadas individualmente em 1,5mL de
agua deionizada por 4 semanas para promover a biodegradacdo apés analises de modulo
de elasticidade e variagdo de massa. Apés esse periodo, os espéecimes foram desidratados
conforme descrito anteriormente e pesados novamente (M3).

A seguinte formula foi utilizada para avaliar a porcentagem de taxas de
biodegradacdo (R): R (%) = 100 — ((M3 x 100) / M2), sendo M2 a massa da matriz

dentinaria biomodificada e M3 a massa da dentina ap6s o processo de biodegradagdo®®.

Procedimento restaurador

Superficies de dentina média foram obtidas pelo corte de esmalte oclusal com
disco diamantado acoplado a uma cortadeira metalografica (Cutmaster, Londrina, Brasil).
As superficies de dentina expostas foram lixadas com papéis de carbeto de silicio na
granulacdo de 320 e 600 por 30 segundos para padronizar a smear layer.

A dentina foi condicionada com gel de acido fosférico a 37% (Condac 37, FGM,
Joinville, Brasil) por 15 segundos, enxaguada com agua destilada por 30 segundos,
solugdes de biomodificacdo aplicadas por 60 segundos e enxaguadas em seguida. O
adesivo convencional de dois passos Single Bond 2 (3M ESPE) foi aplicado ativamente

em duas camadas por 20 segundos, suavemente seco ao ar por 3 segundos e



24

fotopolimerizado por 20 segundos utilizando fotopolimerizador de LED Valo
(1200mW/cm?, Ultradent, South Jordan, EUA). Duas camadas de 2 mm de espessura de
resina composta Opallis (FGM) foram inseridas e fotopolimerizadas, individualmente,
por 40 segundos. Os dentes restaurados foram armazenados em agua destilada por 24h a
37°C.

Resisténcia de unido a microtracdo e padrao de falha

Os dentes restaurados foram seccionados longitudinalmente em palitos de resina-
dentina com éarea transversal de aproximadamente 1mm?2 (n=12). Metade dos palitos
foram testados imediatamente e a outra metade foi testada apds 6 meses de
envelhecimento em agua destilada armazenado em estufa a 37°C. O teste de microtracdo
foi realizado fixando os bast@es de resina-dentina em dispositivos de Geraldeli com
adesivo de cianoacrilato, adaptados em uma méaquina de ensaios mecanicos universal
(Instron 3345; Instron Inc., Canton, EUA) e testados até a falha, utilizando uma célula de
carga de 50N e velocidade de 0,5mm/min. Antes do teste, cada palito teve sua area
transversal medida com auxilio de um paquimetro digital para, assim, possibilitar ser
obtido a resisténcia de unido em Megapascais (MPa)*3.

Todos os palitos fraturados foram examinados por estereomicroscopia com
aumento de 60x (Stereozoom S8, Leica, Heidelberg, Alemanha) para identificar os
padrdes de falha, que foram classificados como adesivos, coesivos em dentina, coesivos

em resina ou mistos.

Andlise estatistica

O programa utilizado para as analises foi o0 Sigma Plot. Para o teste de médulo de
elasticidade, os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e
posteriormente submetido a analise de variancia ANOVA a dois critérios para medidas
repetidas, seguida do pos-teste de Tukey. Ja para variacdo de massa, taxa de
biodegradacdo e padréo de falha, os dados foram submetidos a anélise ndo paramétrica
de Kruskal-Wallis. Para microtracdo, os dados também foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk e posteriormente a analise de variancia ANOVA, seguida
do pds-teste de Tukey. Todos os testes foram realizados adotando nivel de significancia
de 5%.



RESULTADOS

No que concerne aos resultados referentes ao ME, observou-se que existiram diferencas estatisticas significantes entre o grupo de controle
negativo e os grupos testes. As PAC e CARD apresentaram os melhores indices de variacdo apos biomodificacdo, seguido de LIGa e LIGe que
ndo houveram diferencas estatisticas entre si. Ademais, quando aferido novamente apds 30 dias, observou-se que CARD e LIGa apresentaram 0s
melhores resultados para ME, enquanto PAC, LIGe e o grupo de controle negativo foram estatisticamente semelhantes.

Quando avaliados em niveis proporcionais, observou-se que CARD e LIGa apresentaram resultados estatisticamente semelhantes a PAC
em “baseline” e ap0s biomodificacdo, porém, nos resultados apos 30 dias, observou-se que PAC demonstrou reducdo significativa, sendo

estatisticamente inferior ao CARD e L1Ga. Os grupos controle negativo e L1Ge foram estatisticamente semelhantes apds biomodificacdo e também

apos os 30 dias.

Tabela 1 - Média (d.p.) dos diferentes grupos experimentais (n=10)

Modulo de Elasticidade

Grupos Baseline-F1, MPa Tratamento-F2, MPa 30 dias-F3, MPa Proporcdo, F2/F1 Proporcédo, F3/F1
CN 1,35(0,37) Aa 3,13(1,22) C,a 1,50 (0,41) B,a 2,43(0,95) C 1,13(0,28) B
PAC 1,35(0,31) Aa 9,22 (3,86) Ab 1,21 (0,45) B,a 7,25 (4,50) A 0,95(0,25) B

CARD 1,46 (0,35) A, 8,64 (3,35) Ab 537 (1,79) Ac 6,15 (2,40) AB 3,73(1,49) A
LIGa 1,24 (0,27) Aa 6,41 (2,40) B,b 4,48 (1,47) Ac 5,41 (2,65) AB 3,75(1,53) A
LIGe 1,39 (0,45) Aa 4,81(1,81) BC,b 1,63 (0,53) B,a 3,55(1,11) BC 1,36 (0,74) B

Letras mailsculas diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p < 0,05). Letras minusculas diferentes indicam diferengas estatisticamente

significativas na comparagdo do mddulo de elasticidade antes e depois do tratamento (p < 0,05).
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Entretanto, no que diz respeito aos testes de massa, ndo houveram diferencas
estatisticas entre os grupos, tanto para afericdo de massa inicial, ap6s biomodificacéo e
apos o periodo de biodegradacdo, mas quando avaliados por meio de gréficos de acoes,
observou-se que CARD apresentou maior grau de varia¢do, conforme demonstra figuras
le2.

Tabela 2 - Média (d.p.) dos diferentes grupos experimentais (n=10)

Grupos Variagdo de Massa, %  Taxa de Biodegradacéo, %
CN -4,60 (4,15) A 4,45 (8,66) A
PAC 1,56 (2,86) A 1,20 (2,73) A
CARD 1,68 (8,28) A 458 (8,65) A
LIGa 0,71 (3,08) A 0,97 (2,49) A
LIGAe -2,13(5,02) A 0,80(3,07) A

Letras mailsculas diferentes indicam diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos (p < 0,05).

Utilizando as diferentes solugdes como pré-tratamento, protocolos restauradores
foram testados por meio de resisténcia de unido por microtracdo, onde observou-se
diferencas estatisticas entre os grupos. PAC e LIGa apresentaram os melhores resultados
de forma imediata, seguidos CARD e LIGe. O grupo de controle negativo apresentou
resultados estatisticamente inferiores quando avaliado imediatamente. Por outro lado,
PAC demonstrou reducdo significativa de sua resisténcia de unido ap6s envelhecimento,
sendo estatisticamente semelhante ao grupo de controle negativo. LIGe teve sua
resisténcia de unido aumentada apds envelhecimento, enquanto LIGa e CARD foram
capazes de manter resultados satisfatdrios imediatamente e ap0Os envelhecimento,

evidenciando que ndo houveram diferencas estatisticas entre 0s trés grupos.

Tabela 3 - Média (d.p.) dos valores de resisténcia de unido a dentina dos diferentes grupos
experimentais (MPa, n=10)

Tempo de Armazenamento
Grupos

24 horas 6 meses
CN 21,35 (6,97) C,a 19,98 (7,45) B,a
PAC 44,88 (12,79) AB,a 21,10 (7,33) B,b
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CARD 37,11 (9,64) Ba 34,47 (8,35) Aga
LIGa 51,30 (13,37) Aga 40,80 (8,64) A,b
LIGe 3544 (8,33) Ba 41,93 (11,71) Aa

Letras mailsculas diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os agentes de
tratamento em um mesmo periodo de avaliagdo (p < 0,05). Letras mindsculas diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas na comparacdo entre tempos de armazenamento de um mesmo agente de
tratamento (p < 0,05).

N&o obstante, o tipo de fratura também fora analisado, observando que a maioria
dos espécimes apresentaram fraturas adesivas, corroborando com os achados que a
camada hibrida constitui o elo mais fraco dos procedimentos restauradores, conforme

demonstra a Figura 3.

DISCUSSAO

A utilizacdo de AB como pré-tratamentos ao substrato dentinario em
procedimentos restauradores representa uma alternativa promissora e com resultados que
levam a fomentar a sua aplicabilidade clinica'®. A biomodificacdo pode proporcionar
estabilidade, resisténcia a biodegradacéo e fortalecimento da matriz de colageno>26,

Assim, polifendis tém sido amplamente estudados para aplicacdo em pesquisas
laboratoriais e clinicas, demonstrando um excelente potencial enquanto agentes de
biomodificacdo devido ao seu alto peso molecular e a tendéncia em formar agregados
complexos com proteinast’. Visando conceitos de sustentabilidade, CARD e LIG
representam materiais de descarte pelas industrias, 0 que representa um desperdicio tendo
em vista 0 seu potencial para utilizacdo. Assim, surge a necessidade de analisar esses
agentes e diferencas entre eles, acreditando-se que uma LIG com maior solubilidade em
agua possa apresentar maior afinidade aos tecidos dentinarios e resultados promissores
para evidenciar sua aplicabilidade em ambiente odontoldgico®.

Neste estudo foram utilizados diferentes polifendis, destacando-se 0s taninos
condensados como as PACs, sendo os principais presentes no extrato da semente da uva'®.
Utilizando o extrato da semente de uva como pré-tratamento em dentina condicionada
com &cido fosforico, observou-se que o ME aumentou de forma gradativa quando
avaliados em diferentes momentos, sendo 1 hora, 3 meses, 6 meses e 12 meses®®. Em

consonancia com 0s nossos achados, observou-se o0 ME também em diferentes momentos,
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porém notou-se aumento apenas entre os valores iniciais e apds 1 hora, enquanto 0s
resultados apds 30 dias demonstraram reducéo significativa.

N&o obstante, no nosso estudo também utilizou-se 0 CARD como AB, assim como
objeto de estudo de Moreira et al.”, em que cardol e cardanol apresentaram os melhores
resultados quanto ao teste de ME, seguidos da PAC. Ja avaliando a massa, elucidou-se
que CARD apresentou resultados superiores e uma taxa de biodegradacédo inferior aos
outros grupos testados. Estes resultados estdo semelhantes ao nosso estudo, uma vez que
CARD demonstrou potencial de biomodificacdo semelhante as PAC, embora quanto ao
teste de massa ndo houvesse diferencas estatisticas entre todos os grupos testados.

J& avaliando resultados de resisténcia de unido das PAC, uma revisdo sistematica
com meta-analise?® observou que dentre todos os polifendis analisados, as PAC
apresentaram os melhores resultados em resisténcia de unido imediata. Tais achados estdo
de acordo com 0 nosso estudo, uma vez que PAC e LIGa apresentaram resultados
estatisticamente semelhantes entre si e superiores ao restante dos grupos.

Assim, a utilizacdo de diferentes ligninas como niveis de comparacéo, tendo em
vista a lignina soltivel em etanol ja descrita no estudo de De-Paula et al.® como um AB
promissor, surgiu como ponto de partida para novas investigacbes. No seu estudo
observou-se que ao teste de RU por microtracdo, LIGe e CARD demonstraram resultados
superiores ao restante dos grupos e que mantiveram-se ap6s envelhecimento. Por outro
lado, PAC apresentou resultados imediatos positivos, corroborando também os achados
de Zhao et al.?%, porém apos envelhecimento estes reduziram de forma significativa. Esses
resultados vdo em confronto com os nossos achados, visto que CARD e LIGe foram
estatisticamente semelhantes, mas apresentaram resultados inferiores a LIGa, que
demonstrou melhor desempenho a RU por microtracdo. Em contrapartida, assim como
no estudo de De-Paula et al.°, em nosso estudo as PAC também apresentaram reducéo
significativa em sua RU ap06s o periodo de envelhecimento.

Avaliando agentes semelhantes, De-Paula et al.®, também observou o padrdo de
falha dos espécimes submetidos ao teste de RU por microtracdo, caracterizando-se como
falhas em sua maioria adesiva, seguido de coesivas em resina e mistas, respectivamente,
sendo achados que vao de acordo com 0 nosso estudo.

Ademais, como um resultado secundario em nosso estudo, observou-se que 0s
espéecimes tratados com PAC e LIGe apresentaram ligeira modificacdo de cor, 0 que ndo
foi observado nos espécimes tratados com LIGa e CARD. Visivelmente as solugdes

apresentam cores diferentes, onde tons mais fortes podem ser observados nos liquidos
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contendo PAC e LIGe. Entretanto, sdo necessarios testes especificos para comprovar tais
achados.

Devido a sua natureza hidrofébica, LIG possui alta resisténcia a ambientes &cidos
por apresentar grande quantidade de anéis aromaticos e moléculas complexas baseadas
em hidroxifenil, guaiacil e siringil?*. Ademais, esta é formada pela polimerizacio de
diferentes alcoois, o que conferem a essa substancia uma maior solubilidade em etanol?L,

Nesse sentido, lignossulfonatos sdo polimeros polieletrélitos poliaromaticos
solveis em agua, referindo-se a outras formas de subproduto da LIG, como os derivados
do processo Kraft?. A LIG sulfonada é produzida por modificagdo quimica de uma
lignina separada por um processo diferente da polpag&o com sulfito. A sua hidrofilicidade
é conferida pela presenca de grupos sulfonatos anidnicos, mas também por grupos
hidroxila fenolicos??. Devido a sua estrutura polidispersa e peso molecular, os
lignossulfonatos ndo devem ser considerados compostos quimicos classicos??.,

Neste estudo, LIG sulfonada fora classificada como LIG soltvel em 4gua ou LIGa,
representando um potencial para biomodificacdo do colageno dentinério devido a sua
composicao quimica e hidrofilicidade conferida as suas caracteritiscas. Seu mecanismo
de acdo enquanto AB ainda ndo é elucidado na literatura, porém acredita-se que devido
ao seu componente e peso molecular, ligagcdes covalentes altamente estaveis sdo formadas
e ndo sendo degradadas pela presenca de agua em substrato dentinario (Figura 4 e 5)%3.

Com os resultados obtidos através desse estudo, essa hipotese foi confirmada visto
que LIGa apresentou resultados superiores em relacdo aos outros agentes analisados
submetidos aos testes de ME e RU, e que tais achados mantiveram-se ap06s o periodo de
envelhecimento. Entretanto, maiores estudos sdo necessarios para evidenciar possiveis
efeitos e resultados secundarios.

Com isso, CARD e LIG sdo produtos descartados pelas indastrias que possuem
um alto apelo a sustentabilidade. A producdo anual do liquido da casca de castanha do
caju, onde tem o CARD como principal componente, é de 1.000 toneladas®. Nesse
sentido, a LIG pode representar uma producao muito maior, visto que é obtido a partir da
producdo industrial de papel e celulose. Assim, outras aplicagdes sdo ainda necessarias

para esses compostos, demonstrando um maior valor a sua aplicabilidade.

CONCLUSAO
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Conclui-se que LIGe e LIGa representam AB promissores para aplicacdo em
ambito odontoldgico, visto que representam materiais de descarte e altamente
sustentaveis. Por conferir uma caracteristica de hidrofilicidade, LI1Ga pode evidenciar
maior afinidade aos tecidos dentinarios, inferindo em melhores resultados quando
utilizadas com sistemas adesivos de condicionamento e lavagem. Ademais, maiores
estudos sdo necessarios para elucidar possiveis mecanismos de acédo e efeitos adversos

desses agentes.
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ANEXOS - FIGURAS

VARIACAO DE MASSA - VM%

20,0
15,0

10,0 B cn
5.0 H rPaC
0,0 W CARD
5,0 [ uGa

-10,0 M uGe

-15,0 J

-20,0

Figura 1 — Variagédo de massa (%)

TAXA DE BIODEGRADACAO - R%

25,0

20,0

15,0 M CN

W PAC
10,0

B CARD
5,0
H uGa
0,0 M UGe
L )
Y

-5,0

-10,0
p=0,870

Figura 2 — Taxa de biodegradacéo (%)



34

Figura 3. Grafico representativo dos tipos de fraturas dos espécimes apos teste de

resisténcia de unido por microtracdo imediatamente e ap06s envelhecimento.
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Figura 4. Estrutura molecular da lignina etandlica.
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4 CONCLUSAO GERAL

Conclui-se que as diferentes ligninas apresentam excelentes potencialidades
enguanto agentes de biomodificacdo do colageno dentinario. Ademais, a lignina soltvel
em agua por possuir um processo de modificagdo quimica por polpacdo com sulfito, ao
seu mecanismo é atribuido uma caracteristica de hidrofilicidade, o que sugere uma maior
afinidade com os tecidos dentinarios, corroborando no fortalecimento do coldgeno
dentinario e resisténcia aos mecanismos de degradacdo da camada hibrida, o que pode ser
evidenciado através da manutencdo dos seus resultados. Entretanto, maiores estudos séo
necessarios para elucidar a sua utilizagdo em ambiente clinico, além de possiveis efeitos

adversos.
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