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RESUMO

Castellan CS. Estudo da matriz organica dentinaria modificada por agentes naturais
ricos em proantocianidina e seu uso para aumentar a efetividade de restauracdes
adesivas [tese]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia;
2010.

O objetivo deste trabalho foi elucidar a interacdo entre a proantocianidina (PA), um
agente natural e ndo téxico de ligacdo cruzada, e o colageno dentinario tipo I. A
hip6tese proposta € que o modelamento de uma dentina desmineralizada mais
resistente e com melhores propriedades propiciara um substrato mais estavel e
integro para restauracdes adesivas. Para isto, o estudo foi dividido em 4 fases: 1)
Validacdo da PA como agente exdgeno de ligacdo cruzada, testando matrizes de
dentina desmineralizadas tratadas com extratos a base de PA em teste micro-
flexural para analise do médulo de elasticidade (ME), variando o tempo de exposicdo
(10, 30, 60, 120, 240 min), o tipo de extrato usado (semente de uva-GSE, semente
de cacau-CSE, oxicoco-CRE, canela-CNE e acai-ACE) e a longevidade (imediato, 3,
6 e 12 meses); 2) Estudar parametros relacionados as solu¢bes de PA, como
solubilidade (4gua, etanol e acetona), fonte (GSE e CSE) e concentracdo (0,65%,
3,25%, 6,5%, 15% e 30%), através da mensuracdo do ME pelo teste micro-flexural
de matrizes de dentina desmineralizada; 3) Caracterizacdo da dentina tratada com
PA (GSE e CSE), sorcéo de agua, calorimetria e degradacéo enzimatica; 4) Analisar
a resisténcia de unido entre a dentina tratada com PA (GSE/CSE) e sistemas de
adesivos comerciais (Adapter Single Bond Plus e One Step Plus), variando a
concentracéo (6,5% e 30%), tempo de exposi¢cao (1, 10 e 60 min) e longevidade
(imediato, 3, 6 e 12 meses). Foram realizadas analises de variancias e teste de
contraste de médias, quando necessario, para todos os ensaios. Os resultados de
ME foram influenciados pelo tratamento com PA, dependendo do tipo de extrato
usado, exibindo os melhores resultados para o maior tempo de exposi¢cao (240 min)
para os extratos GSE e CSE. Embora os resultados imediatos com os extratos CRE
e CNE nao tenham aumentado, estes se mantiveram constantes apos 1 ano de
armazenamento, 0 que nado aconteceu para o ACE e 0s grupos controles. A

solubilidade das solugbes é influenciada diretamente pelo modo de extracdo e



manufaturacdo dos extratos, sendo que GSE € sollvel em agua destilada e CSE em
acetona-agua. A efetividade do GSE mostrou ser concentracdo-dependente,
exibindo o maior ME para a concentracéo de 30%. A dentina tratada com agentes a
base de PA foi mais resistente contra a colagenase, obteve uma menor sorcédo de
dgua e um aumento significativo na temperatura de desnaturagdo quando
comparada ao grupo controle. O GSE foi capaz de aumentar a resisténcia de uniao
(RU) imediata para ambos os sistemas adesivos, mantendo-se constante para o
Adapter Single Bond Plus ao longo do tempo. Para o One Step Plus todos os grupos
mostraram diminuicdo da RU apds 1 ano, independente do tempo de exposicao.
Quando a dentina foi tratada por 1 minuto, os valores de RU para o grupo 30% de
GSE foram maiores do que os demais e mantiveram-se constante pelo periodo de
armazenamento. O efeito dos agentes ricos em PA mostrou ser concentracdo e
tempo dependente, porém uma dentina mais resistente e estavel ao longo do tempo
€ possivel de ser obtida, levando-se em conta a estrutura quimica, contetdo de PA,

solubilidade e outros fatores inerentes ao extrato

Palavras-chave: Dentina. Colageno. Ligacéo cruzada. Proantocianidina.



ABSTRACT

Castellan CS. Study of the dentin organic matrix modified by proanthocyanidin rich
agents and their use to increase short and long-term bond strength [thesis]. S&o
Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2010.

The aim of this study was to elucidate the interaction between proanthocyanidin based
extracts (PA), a natural and non-toxic cross-linker, and type | dentin collagen. The
hypothesis is that if a stronger and more stable collagen layer is chemically engineered,
the resultant hybrid layer will be stronger and less prone to degradation. So, this
research was divided into four phases: 1) PA validation as an exogenous cross-linking
agent, testing the elastic modulus (E) of demineralized dentin treated with various PA
based extracts (grape seed-GSE, cocoa seed-CSE, cranberry-CRE, cinnamon-CNE,
and acai berry-ACE), exposure times (10, 30, 60, 120, 240 min), and long term
effectiveness (immediate, 3, 6 and 12 months); 2) Evaluation of different parameters
related to PA solutions, like solubility (water, ethanol and acetone), manufacturer (GSE
and CSE) and concentration (0.65%, 3.25% 6.5%, 15% and 30%), E was also obtained
by micro-flexural strength measurements of demineralized dentin matrix, 3)
Characterization of PA treated dentin (GSE and CSE): water sorption, calorimetry and
enzymatic degradation and 4) Analyze the bond strength (uBS) of PA treated dentin
(GSE / CSE) with commercial adhesives systems (Adapter Single Bond Plus-SB and
One Step Plus-0S), varying concentration (6.5% and 30%), exposure time (1, 10 and 60
min) and long-term effectiveness (immediate, 3, 6 and 12 months). Data were
statistically analyzed at a 95% confidence interval. GSE and CSE extracts showed a
time-dependant effect and were able to improve and stabilize the E of the organic matrix.
CRE and CNE extracts were able to maintain the E of collagen matrices constant after
12 months artifical saliva storage. ACE and controls groups showed no effect over
dentin organic matrix, did not prevent degradation and consequently reduced the
mechanical properties. Herbal extraction process and other pharmacognostic
parameters have an important influence on extract solubility as well as constitution,
therefore GSE is better dissolved in water and CSE in acetone-water. GSE effect on

demineralized dentin is concentration-dependant, with highest E values at 30% GSE



concentration. Dentin treated with PA-based agents was more resistant against
enzymatic degradation, less susceptible to water sorption and showed a higher
denaturation temperature. As compared to the controls, GSE stabilized the dentin-resin
bond strength values over a period of one year for both adhesives, however better
results were achieved with SB. CSE showed less predictable results depending on the
adhesive system used. One minute treatment with 30% GSE was capable of increasing
short-term uBS and stabilizing it for at least 6 months. Increased mechanical properties
and stability of dentin matrix can be achieved by the use of PA-rich collagen cross-
linkers regarding inherent characteristics of the natural compounds as chemical

structure, solubility and PA content.

Keywords: Dentin. Collagen. Cross-linking. Proanthocyanidin.
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1 INTRODUCAO

A maioria dos tecidos conectivos, como tenddes, pele, vasos sanguineos,
0sso0s e dentina, sdo constituidos principalmente por colageno tipo I. O coldgeno é
a proteina mais abundante em vertebrados e é sintetizado pelas células do tecido
conjuntivo sendo secretado para o espaco extracelular para fazer parte de uma
complexa rede de macromoléculas.

Cada molécula de colageno é constituida de trés cadeias polipeptidicas (uma
tripla-hélice) enrolada em torno da outra e orientadas para a direita com cerca de
mil residuos de aminoéacidos cada uma *. As ligacées cruzadas, principalmente
pontes de hidrogénio, formadas entre as cadeias polipeptidicas individuais (entre o
NH da glicina de uma cadeia e a C=0 da prolina ou de outro aminoacido de outra
cadeia) constitui o modulo estrutural basico do colageno *. A maior insolubilizacdo
do colageno, o aumento da resisténcia das fibrilas e também a estabilizacdo
destas moleculas, podem ser conseguidos com ligacées cruzadas exégenas intra
e inter-moleculares, ou seja dentro da mesma fibrila ou entre fibrilas adjacentes 2.
Somando-se a estas existem as ligacbes cruzadas inter-microfibrilares, caso a
distancia de duas microfibrilas (1,3-1,7 nm) seja menor que 0 comprimento do
agente indutor 3.

O colageno é normalmente utilizado como um importante biomaterial para
aplicacbes clinicas como: proteses, tecidos artificiais, usos cosméticos,
recuperacdo de queimaduras, e feridas. Em todas estas aplicacdes, um colageno
estavel é exigido, e as moléculas usadas para a estabilizacdo devem também ser
biocompativeis, para que este possa desempenhar as obrigacdes inerentes 4. A
estabilizacdo do colageno em tecidos ou biomateriais € destacada na literatura
contemporanea 2,

Colageno tipo | é o principal constituinte da matriz dentinaria, e as fibrilas
coldgenas da dentina do manto e intertubular ocupam a maior parte do espaco
preenchido pela matriz extracelular dentinaria. Na ocorréncia da desmineralizacao,
a rede de fibrilas colagenas e proteinas nao-colagenosas preservam a forma e
dimensées da dentina °. Entretanto as moléculas que formam a rede de colageno
representam apenas 35% em peso, enquanto a fase mineral pode constituir 65%

0

da dentina seca '°, sendo que os cristais de hidroxiapatita tem uma densidade
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quase 3 vezes maior que a do colageno, ocupando menos de 50% do volume
médio dentinario *°,

O restabelecimento da forma e funcao dental, devido a perda de estrutura por
processos cariosos ou traumas pode ser conseguido através de restauracdes
adesivas diretas ou indiretas. Para isso a rede de colageno tridimensional
desmineralizada torna-se o substrato para a aplicacéo tdpica de primers ou resinas
adesivas, que fluindo para os espacos interfibrilares envolvem as fibrilas com
mondmeros resinosos, que sao polimerizados subsequentemente, promovendo
assim uma retencdo mecanica para os compositos dentinarios °.

Como a adesdo € criada pela impregnacdo do substrato dentinario
desmineralizado por misturas de monémeros resinosos, a estabilidade da interface
adesiva depende na criagdo de uma camada hibrida compacta e homogénea **. A
longevidade clinica da camada hibrida envolve tanto fatores quimicos e fisicos.
Forcas provenientes da mastigacéo oclusal, e a repetitiva expanséo e contracao
devido a mudancas na temperatura intra-oral sédo fatores fisicos que podem afetar
a estabilidade da interface 2. J& fatores quimicos como agentes &cidos no fluido
dentinario, saliva, comidas, bebidas e produtos bacterianos sdo capazes de
desafiar a interface entre dente e compdsito resultando em varios padrées de
degradacdo e disorganizacdo das fibrilas de coladgeno desprotegido, eluicdo dos
monémeros resinosos e degradacdo dos componentes resinosos 2. Tanto a
incompleta infiltracdo e encapsulamento das fibrilas colagenas pelos mondémeros
resinosos no momento da restauracao como a propria degradacdo da camada de
resinosa protetora inerente ao tempo e fatores influentes podem causar a
exposicao destas fibrilas e consequente disorganizacdo. Uma rede de fibrilas de
colageno mais resistente, insollvel e estavel sdo, portanto, fatores importantes
também para mais esta funcéo do colageno ** .

Proantocianidinas (PA) sédo distribuidas nas gimnospermas e angiospermas *°.
S&o consideradas como uma das classes mais importantes do metabolismo
secundario no reino vegetal. PA fazem parte da categoria conhecida como taninos
condensaveis, uma das duas principais categorias dos taninos vegetais, e sao
produtos naturais polifendlicos compostos por subunidades de flavan-3-ol, unidas
através de ligagbes C4-C8 (ou C6) 6 Recentemente, as PA tem recebido uma
atencdo consideravel em campos como a nutricdo, saude e medicina devido suas

atividades fisiologicas, baixo custo e facilidade de obtencdo. Dentre estas
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atividades pode-se citar: capacidade anti-oxidante, efeito anti-microbiano,
propriedades anti-inflamatorias, doengas cardiovasculares, atividade anti-alergica
e inibidora de atividades enzimaticas como a fosfolipase A2, ciclooxigenase e
lipooxigenase e seus receptores *. Maffei e colaboradores ** (1994) demonstraram
que as PA podem inibir significantemente também a atividade proteolitica das
enzimas como colagenases e elastases. Embora tenham uma atividade inibit6ria
para a maioria das enzimas, PA sdo capazes de facilitar a hidroxilacdo da prolina
através da enzima hidroxilase *’. Este processo é imprescindivel para a sintese de
colageno.

PA sdo conhecidos por precipitar prontamente as proteinas ricas em prolina,
assim como o colageno, através de ligacbes de hidrogénio, indicando a
adstringéncia de muitas comidas e bebidas °. Foi comprovado que este tipo de
ligacdo tem um importante papel na estabilizacdo do complexo entre PA e
proteina. As PA possuem inumeras fontes naturais, como semente de uva, caule
de Pinus Radiata, semente de cacau, canela, oxicoco, maca dentre outras *>. A
utilizacao destes compostos provenientes da semente de uva na dentina foi capaz

18, 19

de aumentar o moédulo de elasticidade da dentina desmineralizada , melhorar

0 substrato dentinario adesivo expressado pelo aumento na resisténcia de unido

entre dentina integra % % 22

ou afetada pela carie ““ e compdsitos e ajudar na
remineralizacdo de lesdes artificiais de carie nas raizes dentais . A baixa
citotoxidade destes compostos ja foi comprovada *°.

Métodos analitos como o modulo de elasticidade da dentina desmineralizada
tornam-se de interesse pois a rede de colageno desmineralizada é parte integrante
da interface adesiva em procedimentos dentais que requerem condicionamento
acido, e ja foi sugerido que teria correlacdo com o ensaio de resisténcia de unido
2l Bio-ensaios como sorcdo de &gua, estabilidade térmica e degradacéo
enzimatica da malha organica sdo comuns na avaliacdo das propriedades da
matriz de colageno * > 7. Com auxilio destes métodos na busca de um melhor
entendimento do efeito dos agentes de ligagbes cruzadas a base de PA com o
colageno dentinario, este estudo propOs estudar diferentes fontes de PA,
parametros das solucdes ativas, caracterizar a dentina tratada e por fim analisar a

contribuicdo deste processo na adesdo longitudinal com compositos resinosos.



16

2 REVISAO DE LITERATURA

Para o melhor entendimento da interacdo entre proantocianidina (PA) e o
coldgeno, faz-se necesséria a abordagem de tépicos como: biossintese da dentina
e colageno, tipos de ligacbes cruzadas presentes no coldgeno dentinario e por fim
a estrutura da PA, composicdo e 0s possiveis mecanismos de interacdo com o
colageno. Embora alguns assuntos ja tenham sido abundantemente descritos na
literatura, a re-abordagem serd feita no intuito de trazer a mais facil compreenséo
do tema. A dentina: sua origem, composicdo e ligacBes cruzadas serdo topicos

abordados a segquir.

2.1 Dentina

2.1.1 Biossintese

A microestrutura dentinaria e suas propriedades sdo o0s principais
determinantes de quase todas as operacdes da odontologia restauradora .
Embora seja de suma importancia, existem disponiveis apenas limitadas relacdes
entre estrutura e respectiva propriedade deste complexo compdsito biolégico
hidratado 2*. Além da escassez de informacdes desta relacdo, a dentina é
modificada por processos fisiolégicos, envelhecimento e também patologias,
criando diferentes formas de dentina. Atualmente, sabe-se que a organizacdo da
matriz dentinaria esta diretamente relacionada ao processo de formacdo da
dentina *°.

A sintese de dentina comeca com a formacao da dentina do manto, que é
a primeira camada de dentina formada *°. Neste momento inicia-se a secrec&o dos
principais constituintes da matriz organica, sendo as fibrilas colagenas os
elementos mais numerosos %°. Simultaneamente com a secrecdo das primeiras

fibrilas, aparecem as vesiculas da matriz, que brotam dos odontoblastos, situam-
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se entre as fibrilas colagenas, e no determinado momento participardo do
processo de mineralizagéo %°.

Os ameloblastos recém-diferenciados emitem contatos com os também
curtos processos dos odontoblastos, inclusive com a vesicula da matriz. Uma vez
formada uma fina camada de matriz organica, comega a deposicdo mineral em
seu interior ?*. A formacédo da dentina do manto termina quando os odontoblastos
alcancam sua completa diferenciacéo e polimerizacdo ?°. A partir deste momento,
engquanto se deslocam centripetamente, os odontoblastos continuam depositando
as moléculas da matriz orgéanica, sendo que as fibrilas coldgenas continuam sendo
o elemento mais numeroso ?°. Porém, as fibrilas agora formadas apresentam
diametro médio de 50nm e dispde-se, quase ha totalidade, orientadas em torno do
longo eixo dos tGbulos dentinarios ?°. Como a formacdo ocorre por aposicdo
centripeta, a dentina do manto é externamente adjacente a uma nova camada néao
mineralizada, chamada de pré-dentina, a qual, por sua vez, constituir4, quando
mineralizada, a primeira camada de dentina circumpulpar, esta por sua vez
também adjacente a outra camada recém-formada de pré-dentina 2°. A dentina
circumpulpar constitui a maior parte da espessura total da dentina, e é constituida

de dentina peritubular e intertubular ’.

2.1.2 Composicao dentinaria

Sua composicdo, quando analisada pelo volume dos constituintes, revela
uma abundancia de 50% de mineral, 20% de agua e 30% de matéria organica **.
Em um dente desmineralizado, a rede de fibrilas colagenas preserva a forma e
tamanho da dentina original. Entretanto, as moléculas que formam a rede de
fibrilas colagenas representam apenas 35% em peso, enquanto a parte mineral
pode constituir cerca de 65% da dentina seca. Os cristais de célcio de
hidroxiapatita possuem uma densidade 3 vezes maior que o colageno, sendo que
a dentina peritubular é a mais mineralizada *°.

A parte inorganica dentinaria constitui-se de cristais em forma de agulha,
menores do que no esmalte, e sais como hidroxiapatita, carbonatos, fosfato de

célcio, sulfato, flior, cobre, zinco e ferro **. Como outros tecidos que sofrem
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mineralizagcdo, a matriz organica da dentina tem dois componentes principais: o
fibrilar, constituido pelas fibrilas colagenas e a substancia fundamental interfibrilar.
O colageno representa 90% da matriz organica, os 10% restantes s&o
constituidos pelas chamadas proteinas nao-colagenas %°.

Como a parte organica é de essencial importancia para este estudo sera,
entdo, melhor detalhada a sequir.

2.2 Matriz Orgénica

2.2.1 Colageno

O colageno é uma proteina essencial nos vertebrados e corresponde a
aproximadamente 25% de toda proteina no corpo humano, por conseguinte, a 6%
do peso corporal ?%. Esta presente na maioria dos tecidos (0ssos, cartilagens, pele,
veias, 6rgdos, entre outros), conferindo-lhes integridade funcional e estrutura *.
Como resultante do processo biossintético, sdo formados 19 tipos diferentes de
cadeias alfa (o) que, por associacdo na forma de trimeros, dao origem a pelo
menos 27 tipos de colagenos °; entre eles, o colageno tipo | é o mais abundante
no corpo humano. Do total da matéria organica na dentina, mais de 90% &
formado por colageno do tipo | e 3% do tipo V, cuja funcédo n&o é conhecida *.
Estes tipos distintos de colagenos mostram uma variedade e complexidade
marcantes em sua estrutura (por exemplo: comprimento e nimero de dominios

colagénicos e nao-colagénicos), funcdes biologicas e distribuicdo nos tecidos.

2.2.2 Estrutura do colageno tipo |

O colageno tipo | é formado por 3 cadeias o, sendo 2 cadeias o' e 1 cadeia
o que se enrolam entre si para formar uma estrutura chamada tripla hélice **. Nas

duas extremidades dessa regido helicoidal ha uma regido néao helicoidal, de
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pequeno comprimento, designadas peptideos C-terminal (carboxi-terminal; -
COOH) e N-terminal (amino-terminal; -NH,). Cada cadeia o € formada por uma
sequéncia de aminoacidos que apresentam uma glicina (Gly) a cada terceiro
residuo da cadeia, caracterizando no coldgeno uma estrutura de triplete repetitivo
na forma Gly-X-Y, onde X e Y podem ser Prolina (Pro), Hidroxiprolina (Hyp) ou
outro aminoécido, os quais podem ter naturezas acidas, basicas e hidrofébicas *2.
Gly esta situada exclusivamente no centro da tripla hélice devido ao seu menor
tamanho, em um local muito restrito *. Apesar destes tripletes repetitivos, e uma
grande quantidade de Gly e Pro no colageno, ambas as cadeias o' e o ndo tem
uma Uunica sequéncia de aminoacidos, com muito poucas e curtas areas
homélogas. Yamauchi * (2002) relatou que esta estrutura terciaria é estabilizada
primariamente por ligacdes de hidrogénio entre cadeias polipeptidicas adjacentes,
ou seja, pelo NH da glicina de uma cadeia ligando-se com o C=0 da prolina ou de
outro aminoé&cido de outra cadeia.

As cadeias o' e o apresentam 1056 e 1035 residuos de aminoécidos,
respectivamente, ao passo que o telopeptideo C-terminal apresenta 26 e o N-
terminal, 16 residuos de aminoécidos .

O colageno é sintetizado na forma de pré-colageno e, quando no meio
extracelular, perde parte de sua estrutura protética, dando origem a estruturas

fibrilares **, conforme visto a seguir.

2.2.3 Biossintese do colageno tipo |

O processo de biossintese inclui quatro grandes passos descritos a seguir
(Figura 2.1) %

1.Transcri¢cdo génica e processamento do RNA mensageiro.

2.Transporte do RNA mensageiro para o lumem do reticulo endoplasmatico
onde ocorre a tradugcdo do RNAm em cadeias o de protocolageno, algumas
modificacdes pos-transducional, associacdo das trés cadeias e dobramento do

pré-colageno em tripla-hélice.
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3. Transporte para o complexo de Golgi, secrecdo para a matriz extracelular
e processamento com subsequente clivagem dos terminais N e C para formacéo
da molécula de tropocolageno.

4. Moléculas de colageno se acomodam para formacao das fibrilas e se
estabilizam através de modificaces e ligagbes cruzadas covalentes intra e inter
moleculares.

A sub-unidade de cadeias peptidicas formada nos polissomos do reticulo
endoplasmatico € chamado protocolageno. A hidroxilacdo dos residuos de prolina
e lisina ocorre depois de sua liberacdo dos ribossomos e requer enzimas
especificas como a prolina e a lisina hidroxilase. O pré-colageno em tripla-hélice é
formado intra-celularmente, partindo do C-terminal em direcdo ao N-terminal. Esta
proteina tem um peso molecular mais alto que o tropocolageno, e nao forma fibras.
Apés secrecdo da proteina pela célula, pequenos grupos peptidicos sdo removidos
das regides de N e C-terminal por peptidases especificas, resultando em
tropocolageno. Estes peptideos dos terminais N e C clivados atuam como
reguladores da sintese de colageno, por um processo inibitério de feedback *. O
tropocolageno recém sintetizado ndo possui ligacdes cruzadas intra-moleculares, e
as trés cadeias o sdo individualmente separadas pela desnaturacdo. E a
subunidade basica molecular do coladgeno, com uma peso molecular de 300000
nm, comprimento de 2800 A° e uma largura de 15 A° *. Quando maduro possui
ligagbes cruzadas intra-moleculares para produzir cadeias p e y. Colageno sem
ligacdes cruzadas entre cadeias € conhecido como o colageno, quando apenas
duas cadeias sdo covalentemente ligadas € o 3 colageno e quando todas as trés

cadeias estdo ligadas é o y colageno *.
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Figura 2.1 — Os quatro grande passos da biossintese das fibrilas coldgenas. Transcrigdo
génica e processamento do RNA mensageiro. Transporte do RNA mensageiro
para o limem do reticulo endoplasmético onde ocorre a traducdo do RNAmM em
cadeias o de protocolageno, algumas modificagbes poés-transducional,
associacdo das trés cadeias e dobramento do pro-colageno em tripla-hélice.
Transporte para o complexo de Golgi, secrecdo para a matriz extracelular e
processamento com subsequente clivagem dos terminais N e C para formacéo
da molécula de tropocolageno. Moléculas de colageno se acomodam para
formacgdo das fibrilas e se estabilizam através de modificagbes e ligagcdes
cruzadas covalentes intra e inter moleculares. A imagem foi cedida pelo
professor Mark Hill do Cell Biology Laboratory School of Medical Sciences,
Faculty of Medicine. Concentimento obtido para o uso da imagem

Este mecanismo de sintese do colageno € muito util, pois permite que o
colageno solavel seja secretado pela célula e subsequentemente modificado em
diversos tipos de tecidos conjuntivos. Aparentemente, peptidases especificas sédo
responsaveis por modificar o pro-colageno em tropocolageno. Colagenos
provenientes de diversos tecidos diferem na estrutura. Estas modificagdes, sem
davida, estdo relacionadas a funcado biologica final que serd exercida. Coladgeno
presente em diversas membranas e cartilagens biolégicas, por exemplo, consiste

em colageno ligado covalentemente por glicoproteinas. Colageno da membrana
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basal glomerular renal e em alguns tipos de cartilagens consistem de (a})3 (3
cadeias «), enquanto a maioria do colageno da pele, tenddes, ossos e dentina
consiste de (a')2e o??.

Apoés impregnacdo com sais de metais pesados seguidos da observacao
das fibrilas de colageno pela Microscopia eletrénica de Transmissédo (MET), sé&o
observadas zonas claras que sao caracterizadas como Overlap e tem 310 A°, e
zonas escuras, que sao chamadas de Gap, e tem menor densidade de
aminoécidos e seu comprimento é de 360 A° *. Com a coloracéo positiva da MET,
observa-se que as bandas claras e escuras sdo caracterizadas também por sua
subperiodicidade que, em funcéo da técnica empregada, reflete a regularidade e a
periodicidade da distribuicdo dos aminoacidos acidos e basicos presentes na
estrutura fibrilar. Dessa forma, a regido do overlap, abrange os sub-produtos ci, by,
b: e as. Enquanto a regido do gap inclui os sub-produtos: az a,, ai, €2, e, d, Cz, Co.
31 levando-nos a compreender a formacéo de clusters de amino&cidos acidos e
bésicos ao longo do periodo D. O conjunto gap-overlap é o periodo D da estrutura
fibrilar do colageno tipo | e esta ilustrado na figura 2.2 3.

Assim, o modelo fibrilar quarto alterado 3 define o tropocolageno, unidade
estrutural da molécula de coldgeno que se organiza em numero de cinco, de
forma escalonada e alternada de ¥ de seu comprimento (67 nm), formando a
microfibrila 3*. Esse modelo, quando comparado com a MET, mostra que essas
moléculas de tropocoladgeno ndo estdo distribuidas aleatoriamente na estrutura
fibrilar e a sua agregacdo espontanea na fibrila € produzida pela interacdo de
grupos acidos e basicos presentes na mesma molécula ou em moléculas
adjacentes.

Essas microfibrilas de colageno irdo se agregar lateral e longitudinalmente
por um processo chamado fibrilogéneses ** e formarao as fibrilas de colageno, as
quais sao mantidas por ligagbes cruzadas inter-moleculares (ou inter-fibrilares) e
intra-moleculares (ou intra-fibrilares) e também por interacdes eletrostaticas ou

inicas que lhes conferem a estabilidade *.
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Figura 2.2 — llustracdo esquemaética da biossintese do colageno tipo |. Os eventos intra-celular,
que acontecem a cima da membrana celular, incluem modificacdes translacionais
extensas, associacdo das cadeias o e enovelamento em uma molécula tripla-
hélice. Os eventos extra-celular, abaixo da mebrana celular, envolvem a remocao
dos terminais N e C, auto-aglomeracgéo das moleculas de colageno em fibrilas. As
moléculas de coladgeno sdo posicionadas em paralelo e sdo escalonadas
longitudinalmente com respeito umas as outras, por distancias axiais multiplas e
repetidas, D (~ 67nm). Este tipo de empacotamento cria regifes de alta e baixa
densidade, por exemplo overlaps e gaps respectivamente, mostrando a
caracteristica de bandas do coldgeno visto em nivel ultra-estrutural. Figura obtida
de Fig 3- collagen biochemistry: an overview (2002) *. Concentimento obtido para
0 uso da imagem

A matriz dentinaria contém também um ndamero de proteinas em adi¢do ao
colageno tipo I, chamadas de n&o-colagenas, dentre elas estdo: fosfoforinas,
fosfoproteinas, sialoproteinas, sialoproteinas dentinarias (DSPs), proteinas
morfogenéticas dentinarias (DMPs), Gla-proteinas, proteoglicanas, glicoproteinas
acidas e proteinas séricas °. De acordo com Veis *° (1996) estas proteinas sdo
sintetizadas de maneira parecida ao colageno pelos odontoblastos, em sua

maioria sédo acidas e fosforiladas. Muitas aparecem também nos tecidos 0sseos, e
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poucas sao consideradas especificas da dentina. Suas func¢des ainda ndo foram
completamente elucidadas, porém as mais comuns seriam manutencao estrutural
ou regulatéria na matriz extracelular, assim como fatores de crescimento ou

citocinas .

2.2.4 Funcéo do colageno tipo |

Embora o coldgeno seja uma proteina estruturalmente simples, tem
funcdes bastante variadas, desde mecanica até como reguladora da atividade
celular. Nos tecidos moles, atribui-se ao colageno a importante funcdo mecéanica
de manter a forma dentro dos limites que permitem o funcionamento normal do
organismo ou tecido sob a acdo de qualquer forca que a tente modifica-la *. Ele
fornece resisténcia e integridade estrutural a diversos tecidos e 6rgaos, sendo
encontrado nas viceras e nas intimidades delas, na derme, nos tenddes, na
cartilagem, na cérnea, no humor vitreo, nos vasos sanguineos, na membrana
basal, nos ligamentos, entre outros *'.

Na biossintese dentinaria, as propriedades fisicas e quimicas do colageno
sdo especialmente adaptadas para a ligacdo das proteinas da matriz e também
serve como um esqueleto para a deposicdo mineral *°. A deposicdo mineral, de

acordo com Marshall et al. *

(1997), pode ocupar dois sitios na trama de
colageno: intrafibrilar (dentro das zonas periodicamente espacadas de gap na
fibrila) e extrafibrilar (no intersticio entre as fibrilas). A proporcédo de cada sitio é
incerta, mas acredita-se que entre 70-75% do mineral esteja no espaco extrafibrilar
% A caracteristica de plasticidade da dentina funcional, de menor médulo de
elasticidade quando comparada ao esmalte, e dada também pelo seu componente

organico .

Com relacdo a odontologia adesiva, a integridade das fibrilas
colagenas expostas pelo condicionamento acido desempenha um papel
importante no mecanismo de adesdo, sofrendo um embebedamento dos

monoémeros adesivos, compondo assim a camada hibrida *2.
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2.3 Ligacdes cruzadas nativas e induzidas do colageno

Fibrilas maduras de coladgeno, como encontradas naturalmente, s&o
formadas por ligagdes cruzadas covalentes que convertem seus elementos
monoméricos (tropocolageno) em uma rede de ligacdes cruzadas *. Estas ligacées
nativas sdo em sua maioria inter-moleculares e sdo cruciais para a producao de
matrizes de tecido conjuntivo com resisténcia a tragdo e viscoelasticidade. Este
tipo de ligacdo cruzada do coldgeno tem um papel importante durante o
desenvolvimento do recém sintetizado colageno até a fase da puberdade em

humanos .

Sendo assim, o proprio envelhecimento também mostra como
caracteristica um progressivo processo de enrijecimento de quase todos os tecidos
ricos em matrizes extracelulares e proteinas de longa-vida. Yamauchi ! (2002)
descreve inumeros tipos de ligacbes cruzadas presentes nas fibrilas colagenas,
dentre as mais importantes estdo as ligacdes de aldimina que parecem ser
instaveis, outras sao produtos estaveis entre alisina e hidroxialisina, que aparecem
em altas concentracdes nos tipos de colagenos mais insollveis.

Essas ligacbes cruzadas estaveis que podem ser observadas no
tropocolageno e ocorrem a partir da lisina (Lys) em duas fases *°:

1. O grupo g-amino da lisina ou da hidroxilisina é oxidado pela lisil-oxidase
para formar alisina um aminoacido contendo grupo aldeido.

2. O grupo aldeido da alisina reage com 0 grupo s-amino de outro residuo de
lisina de um filamento adjacente para produzir uma ligacéo cruzada estavel.
Alternativamente dois residuos de alisina reagem por condensacéao aldolica
para formar outra ligacéo cruzada.

As ligagBes cruzadas nativas do coldgeno podem ser quebradas e a
molécula desnaturada através do aquecimento em solucdes acidas de 38 a 40 °C,
ou por reagentes como o tiocianato de potassio (KSCN) que destrdi estas ligacdes.
Polipeptidios do colageno desnaturado assumem uma configuracdo aleatoria,
sendo este material a gelatina *°.

A inducdo de ligagcbes cruzadas no colageno solavel, reestruturando e
estabilizando o material, sdo aspectos importantes para o uso de colageno como
biomaterial. A inducédo de ligacdes cruzadas pode ser feita através de métodos

quimicos e fisicos **. Cada método induz essas ligacées por uma determinada via,
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que ndo serdo abordadas neste estudo. Os fisicos incluem uma simples secagem,
envelhecimento, aquecimento ou irradiacdo com raios ultravioleta ou gama **. A
irradiacdo tem dois grande efeitos no colageno: inducdo de ligacdes cruzadas
aleatdrias e quebra das moléculas de pro-colageno.

Entre os reagentes quimicos sintéticos capazes de induzir a formagéo de
ligacbes cruzadas estdo os aldeidos, carbodiamidas e acido crémico °. O grupo
aldeido é extremamente reagente com proteinas “3. O mais simples dos aldeidos —
formaldeido, ja foi utilizado como agente de ligacbes cruzadas, porém seus efeitos
colaterais tornam estes produtos téxicos. A carbodiamida, como exemplo o EDC
(1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl] carbodiimide), é capaz de juntar amino-acidos
em peptidios. Este mecanismo de ligacdo cruzada do colageno envolve a ativacéo
dos grupos &cidos da carboxila dos residuos glutamicos e asparticos do EDC *3.
Jas os agentes naturais, como base na PA, possuem uma toxicidade reduzida e
seus métodos de inducao de ligacdes cruzadas serdo descritos mais adiante.

Geralmente é considerada uma hierarquia organizacional na estrtutura
colagénica em niveis sucessiveis. Trés cadeias polipeptidicas, formando uma
macromolécula em tripla hélice, sendo que cinco delas se enovelam para formar
uma micro-fibrila. As micro-fibrilas se juntam em fibrilas e estas formam a fibra
coldgena. Distancias entre as cadeias de polipeptidios nas hélices, hélices
individuais na micro-fibrila e entre micro-fibrilas adjacentes sdo 0,1-0,2 nm
(minimo), 0,15-0,18 nm e 1,3-1,7 nm respectivamente 3. A distancia entre grupos
de s-aminas em diferentes cadeias em uma mesma molécula podem
tranquilamente ser maior do que entre dois residuos de moléculas vizinhas. A
distancia entre fibrilas e fibras € de no minimo uma ordem de magnitude maior do
que essas entre micro-fibrilas 3. Isto significa que o nivel de formacao da ligacao
cruzada é dependente do tamanho da molécula indutora. Os mais comuns sdo
entre as cadeias de tripla-hélice, entre micro-fibrilas e na propria micro-fibrila.”

E dificil enfatizar demasiadamente a importancia bioldgica das ligacGes
cruzadas tanto intra- como inter-moleculares. A auséncia ou alteracdo das ligacdes
inter-moleculares podem causar diversas doencas do tecido conjuntivo **. Ja a
inducao de ligacbes de ambos os tipos com agentes especificos pode aumentar as
propriedades mecéanicas destas fibrilas facilitando algumas de suas funcdes ja

existentes e diversificando outras aplicagdes como biomaterial.
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2.4 Agentes naturais de ligagfes cruzadas

A fixacdo de tecidos biolégicos, como colageno, ou mesmo a melhoria de
suas propriedades fisicas e bioldgicas, pode aumentar a resisténcia e durabilidade
destes substratos ?. Varios agentes capazes de induzir ligacdes cruzadas, como
formaldeido *°, glutaraldeido *, compostos epéxicos e carbodiamida *°, tem sido
usados, mas todos tem inconvenientes, como a toxicidade, dificuldade de controle
da taxa e velocidade de ligagdo cruzada, e instabilidades *°. Achar um agente
indutor de ligacdo cruzada para o colageno que possua baixa citotoxicidade, e que
forme produtos biocompativeis e desejaveis, traria beneficios tanto para campos
como a engenharia de tecido como a odontologia adesiva.

Compostos de proantocianidina (PA) parecem bons candidatos para
preencher estes requisitos. Eles sdo metabdlitos naturais provenientes de plantas,
largamente encontrado em frutas, vegetais, nozes, sementes, flores e caules *’.
PAs sdo bioflavonéides constituintes de um grupo especifico de compostos
polifendlicos e provem de uma categoria conhecidas como taninos condensados,
uma das duas principais categorias de taninos de plantas '°. Os compostos
fendlicos proveniente das plantas podem ser subdivididos nas seguintes classes:
acidos fendlicos, flavanona, flavona e flavonois, antocianidina e proantocianidina
(Figura 2.3). Todos estes componentes fendlicos possuem um anel aromatico
contendo um ou mais grupos hidroxilas*®. PAs s&@o conhecidas por diversos
nomes, dentre 0s mais comuns estdo OPC (proantocianidinas oligoméricas) e
leucocianidinas *°.

Além da baixa citoroxicidade citada anteriormente outras vantagens
inerentes a este tipo de agente indutor de ligagédo cruzada seria seu baixo custo e
facil obtencdo, uma vez que sdo extraidos de sementes ou frutas encontradas
abundantemente na natureza e ja inseridas em programas de desenvolvimento

sustentavel.
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Figura 2.3 — Fluxograma mostrando a esquema de classificacao dos polifendis, de acordo com
o0 numero de unidades fendlicas e hierarquia dos monémeros e polimeros dos
flavonoides comuns. A especificidade dos métodos analiticos comuns de
mensuracéao € fornecido (lado esquerdo). Um HPLC de p6 de cacau demonstrando
a separacao de flavonois e procianidina € exemplificado. Obtido da Figure 1 —
Analysis of Flavonols in food: What methods are required to enable meaningful
health recommendations? *° Concentimento obtido para o uso da imagem

2.4.1 Composicao das PA

PAs sdo produtos naturais polifendlicos composto por subunidades de
flavan-3-ol unidas principalmente por ligacdes C4-C8 (ou C6). Estes dois tipos de
unides sdo chamados de tipo B, quando uma ligacdo éter adicional é formada,
normalmente entre C2 e C7, sdo chamadas de tipo A. Esta subclasse possui dois
hidrogénios a menos que o tipo B *°. Ligacbes do tipo A sdo encontradas no

cacau, por exemplo. As ligacdes tipos A e B estdo exemplificadas na figura 2.4.
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Figura 2.4 — Exemplos de caracteristicas estruturais comuns em procianidinas. Monémeros,
pentameros, e dois dimeros sdo mostrados. Diferenca de ligagdo entre os
diemros Tipo A e Tipo B. Epigalocatequina é um exemplo de varia¢édo estrutural
de flavanols: grupo adicional de hidroxila em destaque na caixa. Adaptado da
Figure 3 — Analysis of Flavonols in food: What methods are required to enable
meaningful health recommendations? 9 Concentimento obtido para o0 uso da

imagem

Existe uma variedade de classes diferentes de PA dependendo dos
padrbes de substituicées da flavan-3-ol, sua sub-unidade monomérica. Estas sub-
unidades também podem carregar substitutos como o glicosil ou acil. O acido
galico também pode estar presente. PAs podem ter uma alta diversidade
estrutural, dependendo das unidades monoméricas presentes, sendo a catequina
e a epicatequina as mais comuns. Em relacdo a estereoquimica da ligacdo entre

C2-C3, pode existir a configuracdo cis ou trans *°. A complexidade destes

compostos é dada pela variacdo monomérica, tipos diferentes de ligacdes inter-

flavonoides, e aos varios comprimentos de cadeia, conhecido como grau de
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polimerizacdo (DP) '°. Cadeias de maior massa molecular sdo normalmente de
tamanho moderado (>3000 Da), entretanto polimeros de altissima massa
molecular (20000 — 150000 kDa) também ja foram descritos. O termo oligomérico
normalmente refere aos dimeros até heptameros (n = 2~5), enquanto cadeias

maiores s&o referidas como polimeros (n = 6~«) *°.

2.4.2 Atividades biolégicas das PA

Estes compostos sdo largamente usados como antioxidantes naturais,
varredores de radicais livres, impedindo ou reduzindo a acdo destas moléculas °*.
Podem também aumentar a sintese de colageno e acelerar a conversdo de
colageno soltvel em insolvel durante seu desenvolvimento *2. Em culturas de
fibroblastos provenientes da pele de pacientes portadores de Ehlers-Danlos tipo V,
uma doenca hereditaria na qual ocorre a formacdo de fibrilas coldgenas com
resisténcia diminuida, a excessividade da solubilidade do colageno péde ser
corrigida pela adicdo de PA sintética ao meio de cultura *3. Estes bioflavondides
mostraram em estudos com animais, uma inibicdo do catabolismo do colageno

solavel >

, estimulando proliferacéo de fibroblastos normais da pele, e aumentando
a sintese de matriz extracelular, incluindo colageno e fibronectina *°.

Quatro mecanismos de interacao entre PA e proteinas ja foram postulados,
dentre eles interacdes covalentes °°, interacdes idnicas °’, pontes de hidrogénio e

16

interacbes hidrofébicas. Han e colaboradores (2003) mostraram que as

interacbes entre PA e colageno podem ser perturbadas por detergentes ou

solventes enfraquecedores de pontes de hidrogénio *°

, relatando que esta
complexa interacdo envolve pontes de hidrogénio entre a carbonila da amida
protéica com a hidroxila fenélica *®. A prolina presente abundantemente no
colageno favorece, e, aumenta a especificidade da interacdo com a PA. Prolina é
um imino acido com um oxigénio do grupo carbonila adjacente a um nitrogénio do
grupo amina secundario, e pode ser um bom aceitador de pontes de hidrogénio 2.

A estabilidade da estrutura do colageno mostrou ser reduzida quando

ocorre 0 rompimento das pontes de hidrogénio N-H do esqueleto de alanina (ou
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glicina) com o grupo carbonila da prolina adjacente da cadeia vizinha *°. Este tipo
de ligacdo seria favorecida pela estrutura helicoidal do coldgeno, que seria capaz
de proporcionar um melhor acesso ao esqueleto de peptideo. As pontes de
hidrogénio ndo soO estabilizam a estrutura terciaria como, sao responsaveis por
modificacdes de propriedades diversas do tecido fixado como aumento da
temperatura de desnaturacéo °.

A relativa grande estabilidade destas ligacbes cruzadas quando
comparadas com outros polifendis (como os taninos) sugerem especificidade a
estrutura, que além de induzir pontes de hidrogénios, pode criar bolsos

hidrofébicos 1°.

Estas interacdes hidrofébicas ocorrem ainda na formacdo da
estrutura terciaria do colageno, sendo descritas como for¢cas ndo-covalentes de
extrema importancia para a estabilidade de uma estrutura enovelada. Neste
estagio do desenvolvimento do coldgeno as interacdes sdo resultantes da
tendéncia das cadeias laterais hidrofobicas — presentes em aminoacidos como
alanina, isoleucina, valina - de serem atraidas umas pelas outras para agruparem-
se em areas especificas e definidas para minimizar seus contatos com a agua.
Quando circundados por moléculas de agua, os grupos hidrofébicos sao induzidos
a juntarem-se para ocupar 0o menor volume possivel *°. No caso da interacdo
proteina/proantocianidina, estes bolsos hidrofébicos s&do relatados como
resultantes da tendéncia de empilhamento dos anéis aromaticos das PA contra os
anéis de pirrolidona dos residuos de prolina das proteinas ou peptideos *°.

A citotoxicidade crbnica € sempre a principal preocupacao na concepc¢éao de
materiais biomédicos utilizados in vivo. PAs sao largamente utilizadas como
suplemento alimentar, e sua auséncia de toxicidade ja foi extensivamente
demonstrada *°. Um ensaio de citotoxidade usando culturas de fibroblastos revelou
gue as PAs sao 120 vezes menos citotoxicas que o glutaraldeido (GD), utilizado
normalmente como agente de ligacdo cruzada. O GD, mesmo apdés lavagem,
continua sendo citotéxico, inibindo a sintese de colageno, e aumentando a
calcificacéo distréfica .

Outros efeitos benéficos relatados na utilizacdo da PA sé&o: atividades

61 62 63

antibacterianas °-, antivirais, anti-cancerigenas °¢, anti-inflamatorias e anti-

alergénica °°. Além destes efeitos a PA mostrou atividade inibitéria contra algumas
enzimas, como fosfolipase A2, ciclooxigenase, lipooxigenase e receptores °*.

Embora tenha este efeito inibitdrio na maioria das enzimas, foi relatado em
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estudos laboratoriais uma atividade benéfica em relagdo a enzima prolina
hidroxilase, responsavel pela hidroxilagcdo da prolina que é essencial conforme

visto anteriormente para a sintese do colageno®.

2.4.3 Parametros para utilizagcdo da PA como agente de ligacéo cruzada

Quanto ao efeito do pH sabe-se que a absor¢cdo de complexos entre PA-
proteina € dependente do pH, com maior precipitacdo ocorrendo proximo ao ponto
isoelétrico da proteina ®°. A faixa 6tima para ligacdes entre PA e proteina pode
normalmente ser observada em seu ambiente nativo, pois o colageno possui mais
grupos polares com capacidade de ligagdo com a 4gua. Em seu ambiente nativo, o
colageno possui um contetido de 4gua de 70 a 80% em peso . O pH 7,4 pode ser
considerado dentro da faixa 6tima de atuacdo e também proximo ao pH das
condicBes corporais.

Ku et al. * (2007) estudaram a dependéncia do tempo e concentracéo de
PA proveniente do tronco de Pinus radiata, e encontraram que um maior tempo de
contato aumentava a absorcédo de PA pelo colageno *. Esta absorcdo era maior
nos primeiros estagios e diminuia gradualmente até o equilibrio, independente da
concentracdo de PA nas solu¢des usadas no estudo. O periodo de equilibrio €
considerado o periodo onde houve a maxima absorcdo de PA na superficie das
fibrilas colagenas, e a partir deste momento a absorcao torna-se constante. No
estudo supra-citado o periodo de equilibrio se deu a partir de 285 min para a
maioria das concentragdes utilizadas. A fase inicial de maior absor¢céo pode ser
compreendida pelo nimero de sitios disponiveis para a ligacdo ®’. A absorcédo
mostrou ser dependente da concentracao de bioflavonoides nas solu¢des tambéem.
Quanto maior a concentracdo de PA na solugdo usada maior a absorgéo pelo
coldgeno, provavelmente devido a presenca de mais sitios disponiveis para
ligacéo .

Em relacdo a temperatura ideal para a ligacdo entre PA e colageno, foi
encontrada que a faixa entre 37 e 50°C é a que traz maiores beneficios. Abaixo de
25°C devido a baixa energia de movimentacdo molecular, a absorcdo foi

prejudicada. A menor absorcao acima de 50°C pode ser atribuida a deformacéo de
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segunda ordem da estrutura macromolecular do colageno, de tripla hélice para um
espiral aleatorio. Esta deformacdo pode ser causada por perdas de pontes de
hidrogénio na hidroxila da prolina *.

Portanto, a concentracédo (6,5%), pH (7,4) e temperatura (ambiente) das

soluces indutoras de ligacbes cruzadas foram baseados na literatura prévia * *®
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2.5 Caracteristicas biomecanicas da matriz dentinaria

2.5.1 Moddulo de elasticidade

A mensuracdo do moédulo de elasticidade (ME) da matriz extracelular
refere-se a propriedade mecénica ndo apenas do coldgeno, mas da malha
colagena que inclui também proteinas ndo-colagenas. Sasaki e Odajima *° (1996)
relataram que o médulo de elasticidade do colageno foi entre 2,9-9 GPa para
tenddes de Aquiles ®°. Ao contrario do tendéo, as fibrilas colagenas da dentina
estdo dispostas aleatoriamente. Quando se aplica uma for¢ca na matriz de dentina
desmineralizada a carga ndo é distribuida homogeneamente, mas &
preferencialmente suportada pelas fibrilas orientadas na direcéo da forca °. Por
isso, ndo é surpresa que as propriedades de carga-deslocamento da dentina
desmineralizada sejam diferentes dos tendfes. A matriz organica da dentina ocupa
apenas um total de 30-48% em volume da dentina " 2. Zhang et al. " (1998)
relatam que os valores de modulo de elasticidade mensurados poderiam ser duas
a trés vezes maiores se o0 estresse fosse dividido pela real area transversal das
fibrilas colagenas . A mensuragao do ME no estudo de Zhang e colaboradores foi
realizada através de dois métodos: o primeiro um ensaio destrutivo que mensurava
a relacao entre carga e deslocamento até a fratura do espécime, ja o segundo, um
ensaio ndo destrutivo com 10-12% de deslocamento 3. Os autores relataram que
embora muito utilizado, o ensaio destrutivo mostrava falta de consistencia dos
resultados devido ao grande desvio-padréo e alta variabilidade promovida por este

ensaio.



34

Atualmente o método de flexdo em trés pontos para a analise do ME com
3% de deslocamento da matriz organica da dentina desmineralizada € largamente
utilizado pois € um método que por nao ser destrutivo oferece a possibilidade de
se usar o proprio corpo-de-prova como controle de seus resultados aumentando a
capacidade e forca estatistica. Além de permitir analises multiplas no mesmo
corpo-de-prova °. Vale ressaltar que estudos que utilizaram esta metodologia
constataram que 3% de deslocamento ndo produz nenhum tipo de deformacéo
permanente nos espécimes, e portanto, completa recuperacéo elastica 2.

Maciel et al. ° (1996) compararam em seu estudo o médulo de elasticidade
por trés pontos com o de cantilever para espécimes de dentina desmineralizada
tratados com diferentes solventes °. Os autores encontraram resultados
semelhantes para ambos os testes, quando o deslocamento minimo é aplicado no
teste convencional de trés pontos (cantilever 6,3 + 2,8 MPa, trés pontos 7,7+2,7
MPa em agua).

O modulo de elasticidade da dentina desmineralizada ndo sofre alteracéo
dependendo do método usado para a desmineralizacdo. Carrilho e colaboradores
™ (2009) mostraram que os valores, em ensaio de flexdo por trés pontos ndo
destrutivo, de médulo de elasticidade da dentina variaram de 4 a 6 MPa, e foram
estatisticamente semelhantes quando desmineralizada em 10% acido fosforico por

12 horas ou 0,5 mol/L EDTA por 6 dias ".

2.5.2 Sorcdo de agua

Dentre as propriedades fisicas da matriz organica da dentina
desmineralizada a sorcdo de agua possui grande relacdo com a estabilidade
térmica e degradacgéo enzimatica, descritas a seguir. Este ndo € um teste de muita
popularidade para a matriz dentinaria, muito embora a movimentacdo da agua na
camada hibrida leve a degradac&o de seus componentes *°.

O ataque hidrolitico a camada hibrida pode resultar em desintegracdo e
desaparecimento de fibrilas colagenas desprovidas de recobrimento mineral ou
resinoso ‘°. Foi recentemente descrito que fibrilas de colageno desnudas que

estavam presentes na camada hibrida se tornavam menos sucetiveis a coloracéo
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apos envelhecimento, sugerindo que alguma forma de degradacao hidrolitica
ocorre dentro da camada hibrida em longos periodos .

A presenca de agua na matriz extra-celular também estad diretamente
relacionada com a atividade das metaloproteinases (MMPs). Esta familia de
enzimas zinco-dependente serdo discutidas a seguir, porém vale ressaltar nesta
etapa, que sua ativacdo é definida pela liberacdo do sitio ativo de zinco para se
ligar a uma molécula de agua e entdo atacar as ligacdes peptidicas do substrato
protéico 8.

O aumento do numero de ligacbes cruzadas em uma matriz de colageno
pode diminuir a absorcdo de &gua e consequentemente influenciar processos
como a hidrélise “ ”°. A rede formada pelas ligacdes cruzadas exégenas seria mais
densa o que dificultaria a absorcéo de agua pela matriz. Charulatha e Rajaram ’
(2003) estudaram a influéncia de varios agentes sintéticos de ligacdes cruzadas
(glutaraldeido, dimetil 3,3'-dithiobispropionimidato, dimetil suberimidato) em
membranas a base de colageno tipo |I. Todos os agentes provocaram uma
diminuicdo estatistica da absorcdo de agua em relacdo ao grupo controle,
diminuindo a sorcdo de agua. A razdo de sorcdo (swelling ratio) do grupo
experimental tratado com glutaraldeido foi quase trés vezes menor do que a razdo

do grupo controle que n&do obteve tratamento ’.

2.5.3 Estabilidade Térmica

Ultimamente, o aumento do interesse na estabilidade térmica da dentina
vem crescendo . Na endodontia a dentina radicular é exposta a temperaturas de
até 300°C durante a compactacdo vertical da guta-percha termoplastica em uma
obturacdo radicular. Isto pode ser quente o suficiente para desnaturar total ou

parcialmente a matriz dentinaria mineralizada adjacente ®.

Na odontologia
restauradora adesiva o uso de acido fosférico a 37% demineraliza uma camada
superficial de 5-10 um de dentina’®. Presumivelmente, a perda de cristalitos de
apatita faria a matriz dentinaria mais suscetivel & desnaturacao térmica.

Armstrong et al. %

(2008) estudaram a temperatura de desnaturacéo (Td)
da matriz dentinaria mineralizada e desmineralizada, saturadas ou ndo com agua.

A Td da dentina desmineralizada saturada com agua foi de 65.6 °C. Quando a
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agua foi removida, a Td subiu para 176.1 °C. Este valor ndo foi estatisticamente
diferente da dentina hidratada mineralizada (170.4 °C). Os autores afirmam que
esta maior resisténcia/estabilidade térmica seria devido as ligacdes cruzadas
covalentes entre os peptideos do colageno .

A estabilidade térmica de moléculas de colageno representa a resisténcia
ao “desdobramento” das cadeias de colageno como resultado ao aquecimento.
Acredita-se que aconteca primeiramente a separacao da tripla hélice em hélices
individuais, devido ao rompimento entre as ligacfes de hidrogénio das cadeias
polipeptidicas % %. As hélices separadas desdobram-se em fracbes aleatdrias
devido ao rompimento das ligaces covalentes dentro da propria hélice . Em
estudos prévios da temperatura de desnaturacdo em tenddes de cauda de rato e
peles de bezerros também foi encontrada uma maior temperatura quando 0s
tecidos estavam desidratados 2°. O(s) mecanismo(s) responsaveis por este efeito
ndo sao completamente entendidos. A perda de &gua parece colapsar a matriz
fibrilar do colageno deixando-a em um estado mais denso, e também, ocorrem
impedimentos maiores a vibracdes moleculares em temperaturas mais altas .

Danilov et al. ®> (2008) relataram que a utilizacdo de gliceraldeido, um
agente de ligacdo sintético, em espécimes de colageno tipo | provenientes da
esclera de coelho aumentou a estabilidade térmica dos espécimes (Td= 80°C) em
relacdo ao grupo nao tratado (Td= 68°C), assim como a resisténcia proteolitica e
caracteristicas biomecanicas °. Miles e Ghelashvili propuseram que a Td mais alta
do colageno insoluvel em relacdo ao coldgeno mais sollvel era devido a influéncia
de estabilizacdo das moléculas adjacentes . Os autores sugerem que esta
estabilizacdo aumentava proporcionalmente a perda de agua, diminuindo a
distancia das fibrilas colagenas. Outra interpretacdo seria a possibilidade dos
peptideos das fibrilas colagenas colapsadas de formarem novas e intrinsecas
associagbes por ligagdes fracas como ligacdes entre hidrogénio, em adicdo as
ligacGes cruzadas covalentes, que conforme visto, S&0 essenciais para a
manutencao da estabilidade da tripla hélice. Estas novas ligagbes de hidrogénio
enrijecem e fortificam a matriz de colageno, deixando-a mais estavel em
temperadores elevadas. Quando re-hidratadas estas matrizes perdem
rapidamente a rigidez, indicando que o processo é reversivel devido a forca de
carater mais fraca, ndo covalentes %.

Outro estudo relata o efeito de ligacdes cruzadas promovidas por diversos
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aldeidos na estabilidade térmica do colageno tipo I. Os autores acharam valores
para colageno nativo (Td 65+1°C), e para colageno tratado com formaldeido (Td
89+1°C), glutaraldeido (Td 86%1°C), crotanaldeido (Td 79+1°C) e glioxal (Td
83+1°C) ¥,

2.5.4 Degradacéo enzimatica

A maior parte do coldgeno nativo é insoluvel, e apenas 2-3% pode ser
solubilizado em solugdes de acidos diluidos. O coldgeno insolavel, ou pelo menos
grande parte dele, pode ser solubilizado por enzimas proteoliticas 2.

O colageno é resistente a maioria das enzimas exceto as colagenases .
Estas sé@o classes de metaloproteinases da matriz (MMPSs), que estdo disponiveis
em diferentes fontes, sendo seu modo de acdo dependente da sua proveniéncia.
Colagenases séo classes de enzimas capazes de clivar as ligacdes peptidicas
dentro da estrutura da tripla-hélice do coldgeno em condicdes fisioldgicas de pH e
temperatura %°. Enquanto a colagenase bacteriana proveniente de Clostridium
histolyticum cliva o coldgeno em multiplos sitios, ou seja, diversos fragmentos de
peptideos, a colagenase dos mamiferos separa em apenas dois fragmentos Y4 e %
% Colagenase bacteriana tem especificidade para a regido Pro-X-Gly-Pro-Y,
separando entre o aminoécido X e a Gly **.

As MMPs intrinsecas ao organismo sdo endopeptidases °* dependentes de
zinco e célcio, e ficam presas na matriz dentindria mineralizada durante o
desenvolvimento do dente ®. A liberacdo e conseqiiente ativacdo destas enzimas
durante procedimentos adesivos na dentina, sdo possivelmente responsaveis pelo
afinamento e desaparecimento do colageno desprotegido da camada hibrida em
estudos de envelhecimento in vitro . A evidéncia de atividade
colagenolitica/gelatinolitica na matriz colagena da dentina desmineralizada
parcialmente s&o provas indiretas da existéncia das MMPs na dentina humana,
sendo que a MMP-2 e a MMP-9 ja foram detectadas através de zimografias e
ensaios de western-blots %*. Especula-se que elas séo sintetizadas e liberadas em

95

demanda como parte do complexo mecanismo bioldgico Este processo
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sincroniza a degradacdo do coldgeno com a sua biossintese, no controle do
crescimento, morfogénese e reparos.

Vérios estudos tem sido feitos para entender a atividade das colagenases
no colageno. Recentemente, microscopio de forca atdbmica (MFA) tem sido
utilizado para observar diretamente a degradacgdo das fibrilas colageno tipo | por
este tipo de enzima ’. O aumento do nimero de ligages cruzada na molécula de
colageno é capaz de aumentar a sua resisténcia a degradacédo por colagenase.
Fathima et al. %" (2004) relatam que este processo de ligacdo cruzada é o principal
objetivo do curtimento, que é o processo que converte pele de animais em estado
natural em couro. Tradicionalmente, os aldeidos, como glutaraldeido e
formaldeido, tem sido utilizados na industria de couro para estabilizar a pele contra
degradacéo.

A literatura atual mostra um recorrente aumento da resisténcia a
degradacdo de espécimes de colageno tipo |, contra a acdo das colagenases,
guando tratados com agentes de ligacdes cruzadas, sendo eles sintéticos ou
naturais. Bedran-Russo et al. * (2009) analisaram o efeito do acido tanico (TA)
como agente de ligacao cruzada do colageno dentinario. Os autores mensuraram
a degradacdo enzimatica pelo teste de resisténcia coesiva da matriz dentinaria
(UTS) tratada com diferentes concentracdes de TA. ApOs 24 horas na solucdo de
colagenase (CO) o grupo controle (ndo tratado) encontrou-se completamente
digerido. Ja os grupos tratados com TA encontraram valores estatisticamente
similares aos espécimes deixados apenas na solucdo tampéao (ST) pelo mesmo
periodo de tempo (TA 20% CO0=16,9345,79, ST=15,64+3,61; 10%TA
CO=14,87+4,87, ST=14,26+4,65; 1%TA CO=13,87+4,26, ST=10,85+4,36) **.

2.6 Dentina como substrato adesivo

Apesar de melhoras consideraveis nos sistemas adesivos nos ultimos anos,
a interface adesiva continua sendo o elo fraco em uma restauracéo adesiva. Se a
interface dentinaria adesiva é exposta ao meio oral, descoloracdo marginal, uma
falta de adaptacdo marginal e consequiente perda da restauracdo sdo resultados

normalmente encontrados * %’. Apesar dos trabalhos que analisam a resisténcia
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de unido imediata ou de curtos periodos apresentarem altos valores®, a
durabilidade e estabilidade das interfaces de dentina, com alguns sistemas
adesivos, continuam questionaveis *. De Munck et al. *° (2005) afirmaram que a
resisténcia adesiva imediata pouco se relaciona com a longevidade destas
restauragdes, uma vez que degradacéo através da camada de dentina da interface
ocorre rapidamente (cerca de 6 meses) *.

2.6.1 Degradacéao ao longo do tempo

Conforme ja citado a adesdo é criada pela impregnacdo do substrato
dentinério por misturas monomeéricas resinosas, a estabilidade da interface apdia-
se na criacdo de uma camada hibrida compacta e homogenia. Para os adesivos
gue necessitam do condicionamento prévio com acido fosférico, o adesivo deve
infiltrar completamente a camada de dentina desmineralizada '®. Carrilho et al.
(2005) avaliaram a durabilidade de restauragdes feitas com um sistema adesivo a
base de agua e etanol (Single-bond) e outro a base de acetona (One-Step),
quando armazenadas em agua e Oleo por 1 ano. Os autores relataram uma
reducdo estatisticamente significante para ambos os sistemas adesivos quando
armazenados por longos perfodos em agua ***. Os mesmos sistemas adesivos

foram utilizados por Loguercio e colaboradores %2

(2005). Os autores analisaram a
resisténcia de unido entre a dentina e composito, na forma de palitos para
microtracdo e a coroa nao cortada restaurada, imediatamente (IM) e apds seis
meses (6M) de armazenagem em agua. Independente da forma dos espécimes
armazenados, a resisténcia de unido diminui para ambos os adesivos apos 6
meses (Single Bond: IM-37,8+4,9, 6M-19,2+7,3; One Step: IM-39,945,4, 6M-
14,647,6) 1%,

A longevidade clinica das interfaces adesivas parece envolver tanto
aspectos quimicos e fisicos. Fatores fisicos seriam forcas mastigatorias oclusais, e
as repetitivas tensdes de expansbes e contracdes devido as variacdes de
temperatura na cavidade oral % %, J4 os quimicos sdo agentes quimicamente
acidos no fluido dentinario, saliva, comida, bebida e produtos bacterianos, que

também desafiam a interface resultando em: diversos padrées de degradacéo da
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fibrilas colagenas sem protecéo %, eluicdo de mondémeros %, e degradacéo dos
componentes resinosos *. Como a camada hibrida é resultante da mistura de
matriz organica, cristais de hidroxiapatita residual, mondémeros resinosos e
solventes, o envelhecimento pode afetar cada componente separadamente ou a
combinacgao de todos.

A matriz organica dentinaria representa cerca uma parte significante do

tecido dentinario higido

entdo, o entendimento do arranjo tridimensional é
necessario para o esclarecimento dos mecanismos de adesdo e, também, da
interacdo das fibrilas colagenas com os mondmeros adesivos. Ja foi discutido
anteriormente o arranjo das fibrilas de colageno (medindo cada uma cerca de 50-
70 nm de diametro) interagindo com as proteinas ndo-colagenas (na ordem de 20-
40 nm em diametro), produzindo a periodicidade de 67 nm de fibrilas colagenas
maduras desmineralizadas, tipicamente vista nas microscopias de transmissao e
varredura. Esta imagem t&o caracteristica de fibrilas coldgenas ndo é encontrada
em trabalhos de longevidade de restauracbes adesivas, isto porque, a
desorganizacdo das fibrilas e a completa degradacdo delas é o achado mais
freqliente 1.

Hashimoto et al. descreveram dois padrées de comportamento da camada
hibrida, em restauracfes com adesivos de trés passos com condicionamento acido
prévio, apds 1 ano de armazenagem em agua. Tanto a desorganizac¢éo das fibrilas
colagenas como a degradacédo hidrolitica da resina nos espacos interfibrilares da
camada hibrida foram capazes de enfraquecer a resisténcia de unido *°’. A
hidrélise da resina é um processo quimico que é capaz de romper as ligacdes
covalentes entre os polimeros, pela adicdo de agua as ligacdes de ésteres,

resultando na perda da massa de resina %,

A degradacdo resinosa esta
diretamente relacionada a sor¢cdo de agua tanto das resinas, adesivos e rede de
matriz organica *°°. Estudos tem mostrado evidéncias morfologicas da eluicdo
resinosa e/ou degradacédo hidrolitica da matriz colagena apés armazenamento de
longa duracéo ** *°. Especificamente, a degradacéo das fibrilas, detectavel tanto
em estudos in vitro como in vivo, sugere que estas estejam expostas na camada
hibrida *** *°°,

Estas fibrilas desprotegidas podem se tornar suscetiveis a degradacéo

111

também enzimatica, conforme citado anteriormente Estudos recentes

revelaram a contribuicdo das MMPs provenientes do organismo na digestdo das
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matrizes de colageno na patogéneses da céarie dentinéria e doencgas periodontais,
com potenciais implicacdes para a resisténcia de unido %> '*2. pPashley et al. '3
(2004) reportaram que dentina condicionada com acido fosforico pode ser
degradada ao longo do tempo por enzimas proteoliticas derivadas da dentina, na
auséncia de total de bactérias e em condicbes assépticas **. Neste estudo,
matrizes de colageno parcialmente desmineralizadas, obtidas da dentina humana,
foram armazenadas em saliva artificial e um outro grupo armazenado em saliva
artificial com adicéo de inibidores de enzimas proteoliticas ou em 0Oleo puro. As
matrizes de dentina foram quase completamente destruidas, mas isto ndo ocorreu
quando incubadas com inibidores ou 06leo, e ainda o estudo mostrou uma diferenca
estatistica na espessura e na condicdo da rede de colageno quando comparados
ao grupo controle.

O objetivo final dos procedimentos adesivos é a completa infiltracdo, e o
encapsulamento das fibrilas colagenas pela resina € recomendavel em ordem de
protegé-las contra degradacdo '°. E sabido que este encapsulamento varia de
acordo com o tipo do sistema adesivo utilizado, por exemplo auto-condicionante
versus o condicionamento &cido 2. Para estes Gltimos, a diminuicdo do gradiente
de difusdo monomérica na dentina condicionada resulta em zonas de incompleta
infiltragcdo na base da camada hibrida e na dentina desmineralizada condicionada

que contém fibrilas colageno desprotegidas **“.

Uma das razbes para a
discrepancia entre a profundidade da dentina desmineralizada pelo
condicionamento € a infiltracdo dos mondbmeros do adesivo, e também a

insolubilidade do BIS-GMA na dentina saturada pela agua **°.

2.6.2 Opcdes para aumentar a longevidade e RU

Como a resisténcia de unido esta intimamente correlacionada com a

% provavelmente mais do que a espessura ou

qualidade da camada hibrida
morfologia desta, diferentes abordagens clinicas foram propostas para aumentar a
penetragdo monomérica, diminuindo a taxa de sorcdo de agua e também a

degradacdo do colageno.
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O uso da camadas adicionais de resinas hidrofébicas '°

117 118

, aplicacbes de

multiplas camadas ~°, maior evaporacdo de solventes

I 119

, troca da saturacao
dentinaria de agua para etanol **°, maior tempo de polimerizacéo ', utilizacdo de
inibidores de MMP **°, 0 uso de corrente elétricas para aumentar a impregnacéo

monomérica '8

, Sdo0 métodos que ja mostraram aumentar a adesdo entre
compasitos e dentina.

O aumento da propriedade mecanica do substrato dentinario
desmineralizado com agentes indutores de ligacdes cruzadas ja foi abordado na
literatura ** ?°. Al-Ammar et al. ?° (2009) restauraram dentes tratados (apds o
condicionamento acido) com diferentes agentes de ligacbes cruzadas como
glutaraldeido (GD), extrato de semente de uva (GSE) e genipin (GE). Os autores
relataram um aumento da resisténcia de unido para GSE e GD, para ambos os
adesivos Single Bond-SB (GSE=71,06+14,59; GD=68,96+3,91) e One Step-OS
(GSE=71,4+10,08; GD=65,46+8,06), quando comparados com 0 grupo controle
(SB=33,7846,79; 0S=44,13+8,54) . Em outro estudo, Bedran-Russo et al. **
(2009) analisaram a resisténcia de unido da dentina tratada em solucdes de acido
tanico, conhecido por promover ligacbes cruzadas com o colageno, com
diferentes pH (2,8 e 7,2). Os sistemas adesivos usados foram 0os mesmos que
descritos para o ultimo estudo (SB e OS), e os resultados mostraram que
independente do pH, o acido tanico foi capaz de aumentar significativamente a

resisténcia de unido da dentina quando comparado com o controle **.

2.6.3 Agentes de ligagao cruzadas ricos em PA e longevidade adesiva

Embasado nas informacdes descritas anteriormente sobre a interacdo dos
compostos naturais ricos em proantocianidina e proteinas ricas em prolina, como o
colageno, este trabalho tem como racional verificar diversos agentes ricos em PA
e seus parametros de utilizacdo, como agentes indutores de ligagdes cruzadas
capazes nao s6 de fortalecer, reestruturar e estabilizar a rede de fibrilas como
também melhorar a sua atribuicAo como substrato para restauracdes adesivas

principalmente de longa duracao.
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3 PROPOSICAO

O trabalho foi dividido em quatro estudos dependentes, mas com

proposicdes e hipdteses proprias:

I. Validar extratos comerciais, ricos em PA, de fontes distintas como
agentes de ligacdo cruzada do colageno tipo | dentinario, variando o
tempo de armazenamento.

Hipotese nula: Nao haverd diferenca no modulo de elasticidade da matriz

organica dentinaria, independente do periodo de exposicdo ou

armazenamento, tratada com diferentes fontes de biomodificadores ricos em

PA em relacdo aos grupos controles .

II. Estudar parametros das solu¢cbes a base de PA como: procedéncia,
tempo de aplicacao, solubilidade e concentracao.

Hipotese nula: Os agentes de ligacdo cruzada a base de PA nao afetardo

as propriedades elasticas da dentina desmineralizada quando comparados

aos grupos nao tratados, independente do tipo de solvente usado,
concentracéo, tempo de aplicacdo ou procedéncia.

lll. Caracterizar a dentina desmineralizada tratada com agentes de ligacao
cruzada ricos em PA.

Hipotese nula: O uso de agentes de ligacGes cruzadas a base de PA néo

modificara as propriedades da matriz organica dentinaria.

IV. Analisar a resisténcia de unido imediata e apds armazenamento, entre
dentina tratada com PA e compdésitos.

Hip6tese nula: A resisténcia de unido, imediata ou ap6s armazenamento.

entre a dentina tratada com agentes a base de PA sera similar a aquela da

dentina n&o tratada.
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4 MATERIAL E METODOS

Todos os dentes utilizados neste estudos, molares higidos, tiveram
concordancia do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de lllinois em
Chicago (processo # 2009 — 0198) e do Comité de Etica em Pesquisa da FOUSP
(protocolo 12/08) (Anexo A).

4.1 Efetividade de diferentes extratos naturais a base de PA como agentes
de ligacdo cruzada com o colageno dentinario

Método: Modulo de elasticidade

Extratos: Semente de Uva, Cacau, Oxicoco, Canela, Acai
Solventes: Agua destilada, etanol

Concentragoes: 6,5%

Armazenamento: Imediato, 3, 6 € 12 meses

Dezesseis molares humanos foram utilizados para a analise do modulo de
elasticidade. Os dentes foram limpos de debris e, suas superficies oclusais
removidas com auxilio de um disco de diamante em alta-rotacdo (Buehler, Lake
Bluff, IL, EUA), expondo dentina coronaria, sob a juncdo amelodentinaria (JAD). A
porcao radicular foi cortada 1 mm abaixo da juncdo esmalte cemento (JEC) e
descartada. J4 a porcdo coronaria foi cortada em fatias de 0,5 mm (£ 0,1) na
direcdo mesio-distal, por meio de disco de diamante (180 rpm) acoplado a maquina
de corte Isomet (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), sob constante refrigeracdo. As fatias
foram posteriormente desgastadas com uma broca cilindrica em alta rotagao (n.
557D, Brasseler, Savannah, GA), até se atingir uma dimenséo retangular final de
0,5 mm de espessura X 1,7 mm de altura X 7 mm de comprimento. Uma marca foi
feita em uma superficie para permitir que as mensuracdes repetidas fossem
realizadas na mesma superficie.

Os corpos-de-prova (cp) foram imersos em solucdo a 10% de acido fosforico

(LabChem, Pittsburgh, PA) por 5 horas, radiografados (Ektaspeed Plus- Eastman
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Kodak Company; GE 1000-General Eletrical Company Milwaukee, Wisconsin, EUA,
65 kVp, 10 mA, tempo de exposicdao de 0,4 s) para verificar a completa
desmineralizacao tecidual. Estes, entdo, foram lavados abundantemente com agua
destilada por 10 minutos para remover qualquer residuo de acido. Os grupos
experimentais foram 5 (n=10), conforme demonstrado na tabela 4.1.

Dois grupos controles foram realizados para comparagdo dos resultados,
um utilizando agua destilada (DW) e outro na propor¢cdo de 50/50 agua e etanol
(ETW). Foram realizadas os mesmos procedimentos para 0s grupos controles e
para 0s grupos experimentais.

O pH levemente acido de algumas solugbes foram ajustados para 7,4
utilizando NaOH. Apdés o ajuste do pH, as solucbes foram filtradas através de filtro
de papel n°6 (Whatman, Londres, Inglaterra). Os espécimes foram testados
primeiramente sem nenhum tratamento (baseline) e depois imersos em suas
respectivas solucgdes por tempos de 10, 30, 60, 120 e 240 minutos. O método de
flexdo por trés pontos foi escolhido para o célculo do mdédulo de elasticidade, as
vantagens deste método estdo relacionadas com a ndo destruicdo dos cp,
permitindo a realizacdo de outros testes em tempos diferentes e também néo ha
necessidade de fixar os espécimes de tamanhos reduzidos. As etapas

experimentais estao ilustradas na figura 4.1.

A© B C

AT

s o P M 1 o e e A A
@ [coé CRE [CNE |[ACH iﬁjw Eﬂ A
o So— s T it it Baseline,10 min,30 min, 60

min, 120 min, 240 min

Figura 4.1 — Etapas experimentais. A — Corte das coroas dos molares integros. B — palitos
retangulares de dentina. C - dimenséao dos palitos. D — desmineralizacdo com
acido fosférico. E - imersdo nas solugBes por tempos distintos. F- ensaio
microflexural
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Tabela 4.1 - Relag&o entre 0s grupos experimentais, as respectivas composi¢des das solucdes
utilizadas, fabricantes, contetdo de PA, sistema de solvente e método de extracédo

utilizado

Caracteristicas dos extratos
Grupos | Composicao Eabricante Sistema de | Conteudo | Método de
(p/v) solvente de PA * extracao *
Vitis vinifera, Mega-
Natural extrato de
6,5% extrato| semente de uva " .
GSE | de semente dourado, Lote déa'\s?illjaiia 95% qﬁge%?e
de uva 13682503-01,
Polyphenolics
Madera, CA, EUA
Theobroma cacao,
Polyphenol, Lote
6,5% extrato CMIE-7LJIKF- Etanol-agua 30%
CSE de semente Foratero, Barry 45% acetona —
(50/50) .
de cacau Callebaut, agua
Lebbeke-Wieze,
Bélgica
Vaccinium
macrocarpon,Nutr
iCran 90S 90% p6
CRE | 6:5% extrato de oxicoco, Lote Agua Maximo Agua e
de oxicoco | 080118, Degas destilada 0,95% spray dried
Botanical
Synergies,
Carver, MA, EUA
Cinnamomun Extracdo
cassia, extrato de em agua
caule em po6 de ‘ com
CNE 6’3% extrato canela, C-0154130, Ag_ua Maximo 8% | controle de
e canela destilada
Draco Natural temperatura
Products, San , Spray
Jose, CA, EUA dried
Euterpe oleraceae,
extrato de acai,
6,5% extrato Lote Agua .
ACE ' d ; ACAXX02/0407S g Maximo 1% | Spray Dryer
e acai Santosflora destilada
Comercio de Ervas,
SP, Brasil

*Informacao do fabricante.

GSE- extrato de semente de uva; CSE- extrato de cacau; CRE- extrato de oxicoco; CNE-

extrato de canela; ACE- extrato de acai
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Os espécimes foram testados em compressao, imersos em agua destilada,
utilizando uma maquina de ensaios EZ Graph (Shimadzu, Kyoto, Japao) com uma
célula de carga de 50 gramas e velocidade de 0,5 mm/min (Figura 4.2). As curvas
de carga-deslocamento foram substituidas por curvas de tensdo-deformacédo que
serviram de base para o calculo do modulo de elasticidade, utilizando-se a seguinte

formula ?*:
D =¢L%6T

onde, D é o deslocamento expresso em milimetros, € é a tensdo, L a
distancia entre suportes e T a espessura do cp. Entdo, o modulo de elasticidade

(E) foi calculado em MPa com a férmula ***:
E = PL%4DbT

sendo, P a carga maxima, L a distancia entre suportes, D o deslocamento,

b é alargura e T a espessura do cp.

Figura 4.2 - A: dispositivo para o ensaio de flexdo em trés pontos posicionado na méquina de
teste universal; B: dispositivo sem agua em maior aumento

Apo6s as mensuragdes imediatas, os espécimes foram armazenados em saliva
artificial, a 37°C por até 12 meses. A saliva artificial foi manipulada contendo os
seguintes quimicos: 1,5 mM de Calcio, 0,9 mM de Fosfato em uma solucao tampéao

de TRIS 0,1M em um pH de 7,0 *?. Trocas do meio de armazenamento foram
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feitas a cada 15 dias. Mensurag6es de modulo de elasticidade foram feitas em 3, 6
e 12 meses e os resultados expressos em MPa.

Os dados foram coletados e analisados estatisticamente usando duas
ANOVA para medidas repetidas de dois fatores (tipo de tratamento e tempo de
exposicao ao tratamento; tipo de tratamento e longevidade), e teste Tukey quando

necessario (a= 0,05).

4.2 Estudo dos parametros das solucdes a base de PA: Solubilidade,
procedéncia e/ou fabricante, tempo de aplicacdo e concentracdo dos
extratos escolhidos

Método: Modulo de elasticidade e Parametro de Solubilidade de Hansen
Extratos: Semente de Uva e Cacau

Fabricante dos extratos: Semente de uva — Polyphenolics (EUA), Sanrisil (Br);
Cacau - Barry Callebaut (Be)

Solventes: Agua destilada, etanol e acetona

Concentragdes: 0,65%, 3,25%, 6,5%, 15% e 30%

Solubilidade e Procedéncia

Para esta parte do trabalho apenas os dois extratos que mostraram
melhores resultados na ultima parte foram escolhidos: a semente de uva e o cacau.
Para verificar se a procedéncia, ou seja, se 0s parametros de fabricacao
influenciavam de maneira significativa os extratos comerciais de semente de uva,
escolnemos dois fabricantes de locais diferentes: Polyphenolics (GSEP-Vitis
vinifera, extrato de semente de uva dourado, Lote 13682503-01, Madera, CA, EUA)
e Sanrisil (GSES-Vitis vinifera, extrato seco de semente de uva, Lote 84277, S&o
Paulo, Brasil). O extrato de cacau utilizado foi o mesmo que na Parte 4.1 (CSE-
Barry Callebaut).

Véarios solventes (etanol-agua, acetona-agua e agua destilada) foram
utilizados para o preparo das solugbes de PA. Todos os produtos quimicos (etil
alcool anidrous, 299,5% e acetona, 299,9%, Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, EUA)

foram utilizados sem mais nenhuma purificacéo.
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Trinta molares humanos foram utilizados. A metodologia utilizada foi a
mesma descrita anteriormente para a mensuracdo do modulo de elasticidade. Para
o estudo do comportamento dos extratos em diferentes sistemas de solventes, os
grupos experimentais foram 9 (n=10):

1. 6,5% (p/v) GSEP em solucdes.
2. 6,5% (p/v) GSES em solucdes.
3. 6,5% (p/v) CSE em solucdes.
Extratos foram dissolvidos nas seguintes solucdes:
A. 100% &gua destilada (agua destilada, DW).
B. Solucéo de etanol-agua (50:50, ET).
C. Solucéo de acetona-agua (30:70, AC).

Solventes puros e suas misturas foram utilizados como controle negativo.

Os ensaios foram realizados nos tempos: base, 10, 30, 60, 120, 240
minutos, em agua destilada, exatamente como descrito na Parte 4.1. Os dados
coletados foram analisados estatisticamente através de uma ANOVA de dois
fatores (sistema de solvente e tipo de tratamento) para cada periodo de tempo

usando o programa SPSS e teste Tukey (a= 0,05).

Parametro de Solubilidade de Hansen (HSP)

A utilizacdo da Teoria dos Parametros de Solubilidade de Hansen permite a
determinacdo do solvente ou sistema de solvente mais adequado para um
determinado soluto, por meio de célculos termodinamicos. Essa teoria € baseada
fundamentalmente em trés forgas:

- 6D: forga de disperséo de London,
-0P: forca de atracao/repulsao devido a polaridade das moléculas,
-0H: forca da ligacdo de hidrogénio,

A aproximacdo pela soma das trés forcas supra-descritas seria a densidade
de energia coesiva (5t) *?3. Os parametros de solubilidade para os solventes foram
calculados de acordo com seus volumes molares e também suas concentracdes
guando em misturas. A solubilidade muatua entre um soluto i e um solvente j foi

calculada, quando ndo encontrada na literatura, pelo seguinte parametro *?*:

(A8;))* = [4(8'g — 8a)’ + (B — 8p)* + (8 — Bn) T
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Concentracao e tempo de aplicagéo

Para a realizacdo desta etapa do estudo apenas o extrato de semente de
uva de melhor resultado no ultimo estudo (Polyphenolics-Vitis vinifera, extrato de
semente de uva dourado, Lote 13682503-01, Madera, CA, EUA) dissolvido no
solvente que proporcionou os melhores resultados (dgua destilada) foram
utilizados.

A metodologia utilizada foi a mesma descrita anteriormente para o calculo
do modulo de elasticidade. Para o estudo do comportamento do extrato em
diferentes concentracbes, os grupos foram (n=10): 0,65%, 3,25%, 6,5%, 15% e
30% (p/v) de extrato de semente de uva (GSE).

Foi elaborada uma curva de dose X resposta para este extrato em relacao
ao seu potencial como agente de ligacdo cruzada com o colageno. Os dados
coletados foram analisados estatisticamente atravées de uma ANOVA de medidas
repetidas e teste Tukey (a=0,05).

4.3 Caracterizacdo da dentina desmineralizada tratada com extratos a base
de PA

Método: Sorcdo, calorimetria, degradacdo enziméatica e microscopia
eletronica de varredura

Extratos: Semente de Uva (Polyphenolics-GSE) e Cacau (Barry Callebaut-
CSE)

Solventes: Agua destilada e acetona

Concentragdes: 6,5%

Sorgéo

Para esta parte do trabalho apenas dois extratos e dois solventes foram
analisados. Os extratos utilizados foram semente de uva (GSE) e cacau (CSE), nos
respectivos solventes, agua destilada e acetona-agua (30:70).

Os procedimentos até o tratamento dos espécimes pelos extratos a base de
PA sado iguais aos descritos para o meétodo de mensuracdo do modulo de

elasticidade. Os espécimes desmineralizados, provenientes de 6 molares higidos,
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com as mesmas dimensodes (0,5 x 1,7 x 7,0 mm), foram tratados por 1 hora nas
solugdes, que foram feitas da mesma maneira descritas anteriormente. Os grupos
estudados foram (n=10): 6,5% GSE em agua destilada, 6,5% CSE em acetona, e
grupos controles de agua destilada e acetona-agua (30/70).

Apos o tratamento, os espécimes foram lavados abundantemente com agua
destilada e equilibrado durante 12 horas em solucdo de soro fisiol6gico. A solucao
teve seu pH ajustado em 7,4 e foi mantida em temperatura ambiente durante todo
0 processo. Os espécimes foram entdo, removidos e rapidamente 0 excesso de
umidade foi retirado com auxilio de um filtro de papel e pesados imediatamente.

Os cp foram entdo colocados em um grande volume de &gua deionizada

para remocdo de sais e seco com leve jato de ar até adquirir peso constante. A

sorcdo (Q) foi calculada como a razédo entre o peso do espécime Umido e o peso do
espécime seco .

Os dados foram analisados utilizando o programa SPSS general linear

model seguidos de teste Tukey com intervalo de confianca de 95%.

Calorimetria
Trés molares higidos foram utilizados para esta fase do trabalho. Estes
foram limpos de debris e, suas superficies oclusais removidas com auxilio de um
disco de diamante em alta-rotacdo (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), expondo dentina
coronéria, sob JAD. A porcao radicular foi cortada 1 mm abaixo da JEC descartada.
Ja a porcdo coronéria foi cortada em fatias de 0,2mm (+ 0,1) na direcdo mesio-
distal, por meio de disco de diamante (180 rpm) acoplado a maquina de corte
Isomet (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), sob constante refrigeracdo. As fatias foram
posteriormente desgastadas com uma broca cilindrica em alta rotagédo (n. 557D,
Brasseler, Savannah, GA), até se atingir uma dimenséo retangular final de 0,2 mm
de espessura X 2 mm de altura X 2 mm de comprimento.
Os espécimes foram desmineralizados conforme descrito anteriormente e
tratados com um dos seguintes grupos (n=5):
1. agua destilada;
2. 6,5% de GSE em agua destilada;
3. 6,5% de CSE em acetona-agua.
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A estabilidade térmica foi acessada apdés 1 hora de tratamento. Os
espécimes foram selados em panelas de aluminio para alta presséo (PerkinElmer,
Il, EUA), pesados e colocados em um scanning calorimeter como mostrado na
figura 4.3 (DSC, Pyrus 1, PerkinElmer, I, EUA). Para cada ensaio, 0s espécimes
foram aquecidos de 25 a 130°C em uma velocidade de 5°C por minuto. Apos o
resfriamento subseqliente, os espécimes eram novamente aquecidos para
confirmar a desnaturacdo, sendo este um processo irreversivel .

O DSC foi calibrado com o metal indio antes de ser utilizados a uma
temperatura de 165°C e uma velocidade de 10°C por minuto. Os dados colhidos
dos grupos experimentais e controles foram analisados utilizando a analise de
variancia de um fator do programa SPSS (general linear model) seguida de teste

Tukey com intervalo de confianca de 95%.

Figura 4.3 - A: maquina para o ensaio de calorimetria; B: dispositivo responséavel pelo
selamento das panelas utilizadas no ensaio

Degradacédo Enzimatica

Onze molares humanos foram utilizados nesta etapa. Estes foram limpos de
debris e, suas superficies oclusais removidas com auxilio de um disco de diamante
em alta-rotacdo (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), expondo dentina coronaria, sob a
JAD. A porcao radicular foi cortada 1 mm abaixo da juncdo JEC e descartada. J4 a
porcao coronaria foi cortada em fatias de 0,5mm (£ 0,1) na direcdo mesio-distal,
por meio de disco de diamante (180 rpm) acoplado a maquina de corte Isomet
(Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), sob constante refrigeragcdo. As fatias foram
posteriormente desgastadas até um formato final de ampulheta, com uma broca
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cilindrica em alta rotagdo (n. 557D, Brasseler, Savannah, GA). A area final do
pescoco foi de 0,5+ 0,1 x 0,5+ 0.1 mm.

AplOs a desmineralizacdo em 10% de acido fosférico por 5 horas, os
espécimes foram lavados abundantemente e divididos aleatoriamente em trés
tratamentos (n=12): 6,5% de GSE em &gua destilada; 6,5% CSE em acetona-agua,
e um grupo controle em agua destilada.

Os espécimes foram tratados por 1 hora e depois foram sujeitos ou ndo ao
desafio enzimatico por 24 horas. A solucdo responsavel pela degradacao
enzimatica foi produzida usando colagenase bacteriana (100 pg/ml) em 0,2M de
uma solucao tampao de bicarbonato de ambénia (pH= 7,5). Os espécimes que nao
foram expostos a esta solucado ficaram por 24 horas apenas na solucdo tampao,
sem a colagenase.

Para a avaliacdo do desafio enziméatico foi realizado o ensaio de resisténcia
coesiva a microtragcdo. Os cp foram colados com cianocrilato (Loctite Superbond,
Henkel, Avon, OH, EUA) em garra especifica, e o conjunto foi levado em maquina
para ensaios universal (Bisco, Schaumburg, IL, EUA), sendo entdo submetido ao
ensaio de tracdo a velocidade de 1 mm/min. As médias e os desvios padrfes foram
expressos em MPa. A andlise estatistica foi realizada no programa SPSS seguida
de teste Tukey com intervalo de confianga de 95%.

Andlise ultra-estrutural da superficie

Para este parte do estudo 3 molares higidos tiveram suas superficies
oclusais removidas com auxilio de lixas de papel # 180, 320 e 600 (Buehler, Lake
Bluff, IL, EUA) sob constante refrigeracdo, para se obter uma superficie
padronizada de dentina coronaria média. Foi entdo cortada um fatia de 1,5 (£0,1)
mm de cada dente com auxilio de um disco diamantado (180 rpm) acoplado a
maquina de corte Isomet (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), sob constante refrigeracao.
Cada fatia foi entdo cortada com uma broca cilindrica em alta rotacdo (n. 557D,
Brasseler, Savannah, GA) em 3-4 espécimes de dimenséo final de 1,5 mm de
espessura X 2,0+0,1 mm de altura X 2,0+0,1 mm de comprimento. Uma marca foi
feita em uma superficie oposta para permitir que o condicionamento acido fosse
realizado na superficie com smear layer. O condicionamento acido foi realizado por

15 s seguido de enxagle abundante e tratamento de 10 min com: 6,5% GSE (DW),



54

6,5% CSE (ET/DW) e controle em 4gua destilada (DW). Os espécimes foram entdo
levados ao banho de ultrassom por 1 min. Os passos de desidratacdo foram os
seguintes: 25% ET/DW por 20 min, 50% ET/DW por 20 min, 75% ET/DW por 30
min, 95% ET/DW por 45 min, 2 X 100% ET/DW por 1 hora. Os espécimes foram
imersos em hexametildisilano (HMDS) por 20 min, e cobertos por segmentos de
ouro para ser observado em microscopia eletronica de varredura MEV (Philips

Electronics N.V., Balzers, Liechtenstein).

4.4 Resisténcia de unido entre dentina tratada com extratos a base de PA e
compositos dentais

Método: Resisténcia de unido

Extratos: Semente de Uva e Cacau

Tempo de Tratamento: 1, 10 e 60 minutos
Solventes: Agua destilada, acetona e etanol
Concentragodes: 6,5% e 30%

Armazenamento: Imediato, 3, 6 e 12 meses

Andlise daresisténcia de unido do colageno tratado

Para analisar a resisténcia de unido, por ensaio de microtracdo, foram
utilizados 80 molares humanos. As superficies oclusais foram removidas conforme
descrito anteriormente, expondo a dentina corondria sob a JAD. As superficies
dentinarias foram entdo desgastadas com lixa de papel #600, sob refrigeracéo,
para obtencédo smear layer padronizada.

Os sistemas adesivos empregados foram Adapter Single Bond Plus (3M
ESPE Dental Products, St Paul, MN, EUA) e One Step Plus (Bisco, Schaumburg,
IL, EUA), sendo que suas aplicacbes foram realizadas de acordo com os
fabricantes. Logo apds o condicionamento acido, os dentes foram divididos em
guatro grupos (n=5):

1. 6,5% GSE em agua destilada;
2. 6,5% CSE em acetona-agua;

3. 6,5% CSE em etanol-agua;
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4. controle agua destilada.

Nesta etapa foram analisados dois diferentes tempo de tratamentos 10 e 60
min. Apos o tratamento, os dentes foram entdo abundantemente enxaguados com
agua destilada e deionizada, para remover quaisquer remanescentes das
substancias, e imersos em banho no ultra-som, por 30 segundos. As superficies
tratadas foram parcialmente secas dando, entéo, continuidade aos procedimentos
adesivos respectivos de cada grupo.

A resina composta Filtek Supreme (3M ESPE Dental Products, St Paul, MN,
EUA) foi aplicada de forma incremental para construir um bloco (5X5X5mm); cada
camada sera fotoativada por 20 segundos a 650 mW/cm?. Cada conjunto (dente e
bloco de resina) foi posteriormente colocado na maquina de corte, onde foram
seccionados os cp em forma de paralelogramo com dimensdes de 0,81 mm?.

Os cp foram colados com auxilio de cola de cianocrilato (Loctite Superbond,
Henkel, Avon, OH, EUA) em garras e tracionados a uma velocidade de 1 mm/min
em maquina de ensaios universal (Bisco, Schaumburg, IL, EUA) conforme visto na
figura 4.4. A resisténcia de unido (MPa) foi calculada mediante a divisdo da carga
no momento da fratura pela area do corpo-de-prova. As dimensdes de espessura e
largura de cada espécime foram medidas com paquimetro digital de precisao
(Starrett-727-6/150, Itu, SP, Brasil).

Figura 4.4 — Dispositivo no qual eram colados os espécimes de microtracdo ja posicionado na
maquina de ensaios

Os palitos foram testados imediatamente e apds 3, 6 e 12 meses, para
andlise da degradacao da resisténcia de unido. Apds as mensuragdes imediatas,

0s espécimes foram armazenados em saliva artificial a 37°C. A saliva artificial foi
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manipulada da mesma maneira que na Parte 4.1 do estudo. Trocas do meio de
armazenamento foram feitas de 15 em 15 dias. Os resultados calculados foram
apresentados em MPa e duas ANOVAS (uma para cada sistema adesivo) de trés
fatores (tratamento, tempo de aplicagcdo e armazenamento) foram realizadas no
programa SPSS seguidas de testes de contraste como Tukey ou Games-Howell
dependendo da normalidade e homocedasticidade da amostra, com intervalo de
confianca de 95%. O desempenho dos adesivos comerciais ndo foi comparado

entre eles.

Analisar a resisténcia de unido do colageno tratado em diferentes
concentracoes

Para esta fase do estudo foram utilizados 30 molares higidos. Apos a
limpeza dos debris e a sec¢ao da parte oclusal conforme descrito anteriormente, as
superficies dentinarias foram entdo desgastadas com lixa de papel #600, sob
refrigeracdo, para obtengédo smear layer padronizada.

Os materiais utilizados foram o0os mesmo que para a etapa descrita
anteriormente, porem 0s grupos experimentais estudados foram (n=5):

1. 6,5% GSE em &gua destilada;
2. 30% GSE em agua destilada;
3. controle (Agua destilada).

Os tratamentos foram realizados por 1 minuto. Os dentes foram, entéo
lavados abundantemente, sofrendo as aplicacdes dos sistemas adesivos (Adapter
Single Bond Plus e One Step Plus) de acordo com as informacdes dos fabricantes.
Com as superficies parcialmente secas foram realizados incrementos de resina
composta da mesma forma como descrito anteriormente. Os cps foram obtidos da
mesma maneira assim como o tracionamento e obtencdo das médias em MPa,
imediatamente e apdés 6 meses de armazenamento em saliva artificial a 37°C. A
saliva artificial foi manipulada da mesma maneira que na Parte 4.1 do estudo.
Trocas do meio de armazenamento foram feitas de 15 em 15 dias.

Os resultados expressos em MPa foram analisados estatisticamente por
uma ANOVA de 2 fatores (tipo de tratamento e tempo de armazenagem) para cada

adesivo e teste Tukey com intervalo de confianca de 95%.
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5 RESULTADOS

5.1 Efetividade de diferentes extratos naturais a base de PA como agentes
de ligacdes cruzadas com o colageno dentinario

O efeito dos diferentes agentes de ligagbes cruzadas na dentina

desmineralizada e os tempo de tratamento estdo exposto na figura 5.1.

120
»
100
»
80
+ GSE
e - W CSE
g ACE
T 60 a CRE
~—
v ——CNE
-+ DW
ETW
40

baseline 10 min 30 min 60 min 120 min 240 min
Time

Figura 5.1 - Influéncia do tratamento com agentes de ligacdo cruzada no modulo de
elasticidade da dentina desmineralizada (MPa) em diferentes tempo de
tratamento (min). GSE- extrato de semente de uva; CSE- extrato de cacau;
ACE- extrato de acai; CRE- extrato de oxicoco; CNE- extrato de canela; DW-
agua destilada; ETW- etanol-agua

Ambos os fatores (tempo exposicdo ao tratamento X tipo de tratamento,
p<0,001 para ambos) e sua interagdo mostraram diferenca estatistica significante
(p<0,001). A descricdo numérica, com meédias e desvio-padrdo, e estatistica esta
apresentada na tabela 5.1.

As médias de cada tipo de tratamento feito nesta fase do estudo, seus

desvio-padrao e diferenca estatistica estdo mostrados na tabela 5.2. GSE e CSE
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foram capazes de aumentar o modulo de elasticidade (ME) das matrizes

dentinarias (p<0.001). Os outros extratos a base de PA ndo influenciaram as

propriedades mecanicas imediatas da dentina.

Tabela 5.1 - Modulo de elasticidade (MPa-desvio-padréo) da dentina desmineralizada tratada
com diferentes agentes de ligacdo cruzada em periodos acumulativos de

tratamento

Médulo de Elasticidade (MPa)

Tempo de exposicéo

Extratos : : _ : : :
Baseline 10 min 30 min 60 min 120 min 240 min
caE 5,8 36,1 58,1 70,5 91,6 109,0
(2’0) Aa (9,7) Aab (21,7) Ab,c (32,9) Ab,c (52’1) Ac,d (56,1) Ad
e 7,6 20,9 29,7 33,2 42,3 59,2
(1’5) Aa (512) Ba,b (1014) Bb,c (1311) Bb,c (16,3) Bcd (24’9) Bd
AEE 8,0 7,4 6,5 5,5 5,4 5,4
(2’3) Aa (2,3) Ca (2’3)Ca (2’O)Ca (2’2)C a (2,2)Ca
SR 6,6 6,5 8,2 8,4 9,2 12,1
(3’1)Aa (3,6) Ca (4’9)Ca (4’1)Ca (5,4)Ca (6,8)Ca
AN 5,4 7,2 9,0 9,8 12,0 16,2
(2’1) Aa (3’2)Ca,b (4’1)Ca,b (3’6)Ca,b (4’3)Cb,c (6,3)CC
— 6,7 5,8 6,3 5,8 6,1 59
(1’7)Aa (1’6)Ca (1’4)Ca (1’2)Ca (1,6)Ca (1,4)Ca
5,1 5,2 5,0 4,8 4,8 4,7
ETW Aa Ca Ca Ca Ca Ca
(1,6) 1.7) (1.5) (1.6) (1.4) (1.3)

Letras mailsculas diferentes representam diferenca estatistica entre linhas e letras mindsculas
diferentes entre colunas. GSE- extrato de semente de uva; CSE- extrato de cacau; ACE-
extrato de acai; CRE- extrato de oxicoco; CNE- extrato de canela; DW- agua destilada; ETW-
etanol-agua.




Tabela 5.2 - Modulo de elasticidade (MPa-desvio-padréo) da dentina desmineralizada tratada

com diferentes agentes de ligac&o e grupos controles

Médulo de elasticidade (MPa)
Extrato
GSE CSE ACE CRE CNE DW ETW
Médias | 61,9” | 32,28 6,4C 8,5¢ 99°¢ 6,1¢ 4,9°¢
DP 48,3 21,2 2.4 4,9 5,3 1,4 1,5

Letras diferentes mostram diferencas estatisticas significantes. GSE- extrato de semente de
uva; CSE- extrato de cacau; ACE- extrato de acai; CRE- extrato de oxicoco; CNE- extrato de
canela; DW- 4gua destilada; ETW- etanol-agua.

Os resultados, quanto a longevidade, estdo expostos na figura 5.2.
Diferencas estatistica significantes foram encontradas para ambos os fatores
(tempo de armazenamento e tipo de tratamento) (p<0,001) e sua interacdo
(p<0,001). A dentina tratada com GSE foi mais afetada pelos longos periodos de
armazenagem (p<0,001) do que o CSE (p=0,120), entdo apdés 3 meses nao foi
encontrada diferenca estatistica entre os dois tratamentos, mas ambos
continuaram a apresentar um modulo de elasticidade maior do que o0s outros
tratamentos, em todos os tempos (p<0,001). Todos os outros grupos (ACE, CRE,
CNE, DW and ETW) nédo foram diferentes estatisticamente em todos os periodos
de armazenamento avaliados. Os resultados de ME nos diferentes periodos de
armazenagem estéo ilustrados na figura 5.3. GSE (Figura 5.3 A) mostrou uma
diminuicdo nos valores apds 3 meses de armazenagem e continuou diminuindo os
CSE (p=0,120), CRE
(p=0,946) e CNE (p=0,130) foram capazes de estabilizar os valores de ME durante
o periodo de 12 meses (Figuras 5.3 B, D and E). Além da inabilidade do ACE de
aumentar o ME da dentina desmineralizada independente do tempo exposi¢cdo ao

valores, porém sem diferenca estatistica (p<0,001).

tratamento (p=0,370), ele ndo estabilizou os valores durante o periodo de
armazenagem (p=0,003) (Figura 5.3 C), como o CRE (Figura 5.3 D). O

armazenamento em saliva artificial foi capaz de diminuir o ME para ambos os
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grupos controles (DW and ETW, p<0,001 para ambos), como mostra as figuras 5.3
FeG.

200

180

160

immediately 3 months 6 months 12 months
Long-Term

Figura 5.2 - Mdodulo de elasticidade (MPa) da dentina desmineralizada apos aplicacdo dos
agentes de ligacdo cruzada e armazenamento em saliva artificial por 3, 6 e 12
meses. Semelhancas estatisticas estdo mostradas pelas linhas horizontais. GSE-
extrato de semente de uva; CSE- extrato de cacau; ACE- extrato de acai; CRE-
extrato de oxicoco; CNE- extrato de canela; DW- agua destilada; ETW- etanol-
agua
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Figura 5.3 - Modulo de elasticidade (MPa) da dentina tratada com diferentes agentes de
ligagbes cruzadas por longos periodos de armazenagem. A- Modulo de
elasticidade da dentina desmineralizada tratada com GSE (extrato de semente de
uva) armazenado por diferentes periodos de tempo. B - Mddulo de elasticidade
da dentina desmineralizada tratada com CSE (extrato de cacau) armazenado por
diferentes periodos de tempo. C - Modulo de elasticidade da dentina
desmineralizada tratada com ACE (extrato de acai) armazenado por diferentes
periodos de tempo. D - Modulo de elasticidade da dentina desmineralizada
tratada com CRE (extrato de oxicoco) armazenado por diferentes periodos de
tempo. E - Mddulo de elasticidade da dentina desmineralizada tratada com CNE
(extrato de canela) armazenado por diferentes periodos de tempo. F - Modulo de
elasticidade da dentina desmineralizada tratada com DW (agua destilada)
armazenado por diferentes periodos de tempo. G - Mdodulo de elasticidade da
dentina desmineralizada tratada com ETW (etanol-agua armazenado por
diferentes periodos de tempo. NOTA escalas diferentes em cada gréfico

5.2 Estudos dos parametros das solucbes a base de PA: Solubilidade,
procedéncia e/ou fabricante, tempo de aplicacdo e concentracdo dos
extratos escolhidos

Solubilidade

A tabela 5.3 mostra as médias e desvio-padrdo para todos 0s grupos
estudados nesta etapa. Tabela 5.4 apresenta os p-values para todos os fatores e
interacOes desta parte do estudo.

A interacdo entre tratamento e solvente foi significante para todos os
tempos estudados (para todos os tempos p<0,05), exceto para a avaliacao de 10
minutos (p = 0,062). Exceto pelo baseline (p = 0,497), todos os periodos de tempo
tratados com os extratos a base de PA aumentaram o médulo de elasticidade da
matriz dentinaria (p<0,001). Variacbes de solventes ndo afetaram a propriedade
estudada para os espécimes nos periodos acumulativos de tratamento: 10 (tyo),
120 (t120), € 240(t240), Min, (tip = 0,207; ti20 = 0,106; to40 = 0,346).

A figura 5.4 expbe o comportamento dos solventes nos grupos
experimentais e controles. CSE teve um comportamento mais homogéneo quando
comparado aos outros grupos, estabelecendo uma relacdo mais proxima com o
sistema de etanol-agua. Geralmente, os dois grupos tratados com GSE mostraram
efeitos mais fortes quando dissolvidos em agua destilada, enquanto para o sistema
de solvente com acetona-agua, um maior ME em comparacao ao grupo dissolvido

em agua foi visto apenas nos 60 min de tratamento.
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Tabela 5.3 - Moédulo de elasticidade [médias (desvio-padrédo)] da dentina desmineralizada apos
os diferentes tratamentos, solventes e tempo de exposicao

Mdédulo de Elasticidade (MPa)

Tempo de Exposicao
Tratamento | Solvente . . . . 120 240
Baseline | 10 min | 30 min | 60 min ) .
min min
— 6,6 39,6 61,2 73,7 92,9 109,9
(26) | (18,0) | (27,3) | (37,0) | (50,2) | (38,2
6,7 26,7 31,0 39,3 56,9 72,1
GSEP ET
(26) | (13,4) | (228) | (144) | (21.2) | (25.])
e 6,2 33,6 57,2 77,8 77,7 79,3
(24) | (155) | (252) | (26,6) | (29.1) | (29.8)
_— 6,7 17,9 27,3 32,7 46,0 54,7
(1,5) (6.,7) | (13.8) | (18,7) | (26,3) | (33)
5,9 12,3 15,5 20,0 24,5 33,5
GSES ET
(1,8) (4.8) (6,0) (82) | (10,7) | (14,0
e 8,0 18,8 25,6 37,4 37,8 51,5
(1,9) (3.1) (6.6) (8.3) 6.7 | (132
— 6,7 21,8 28,3 34,3 39,9 53,5
22) | (129 | A7.4) | (21,7) | (23,0) | (285)
8,7 25,8 33,9 43,7 55,8 80,0
CSE ET
32 | (127) | (155) | (27.3) | (36,1) | (54.4)
e 6,3 18,8 24,2 33,5 46,2 58,4
(3.1) 9.1) | (115 | (17.1) | (17,3) | (258)
7,0 59 6,2 6,0 6,2 6,2
DW
(1,9) (1,5) (1,3) (1,2) (1,4) (1,5)
5,7 5,8 54 52 52 5,0
Controle ET
(2,0) (2,0) (1.8) (1.8) (1.6) (1.5)
e 6,8 6,9 7,2 7,2 6,8 6,9
(2,1) (2,0) (2,3) (2,3) (1,9) 1.7)

DW- agua destilada; ET-

50% solucao de agua e etanol; AC- 30% solucdo de acetona e agua




Tabela 5.4 - ANOVA de dois fatores entre os fatores e interacdes (p-value)
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Andlise estatistica (p-values)

Solvente

Fatores Baseline | 10 min | 30 min | 60 min | 120 min | 240 min
Tratamento 0,497 0,000* | 0,000* | 0,000* | 0,000* 0,000*
Solvente 0,989 0,207 0,005* | 0,009* 0,106 0,346
fratamento X 0,033* 0,062 | 0,000* | 0,001* | 0,021* 0,013*

*diferenga estatistica significante < 0,05.

HSP foram calculados para compostos comuns contidos em extratos ricos

em PA (Tabela 5.5). O melhor solvente foi 0 sistema de acetona e agua (30:70),

que mostrou 0s mais baixos valores de Ad;;, seguido do sistema de etanol e agua

(50:50). Agua destilada pura mostrou os maiores valores de AJ;;, indicando uma

falta de afinidade entre soluto e solvente.
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Figura 5.4 — A -Grafico de modulo de elasticidade (MPa) da dentina desmineralizada tratada
com extrato de semente de uva (Poliphenolics) apos diversos tempos de
tratamento; DW - agua destilada; ET- etanol-agua; AC- acetona-agua. B — Grafico
de modulo de elasticidade (MPa) da dentina desmineralizada tratada com extrato
de semente de uva (Sanrisil) apos diversos tempos de tratamento; DW-agua
destilada; ET-etanol-agua; AC- acetona-agua. C - Grafico de modulo de
elasticidade (MPa) da dentina desmineralizada tratada com extrato de cacau, apos
diversos tempos de tratamento. DW-agua destilada; ET-etanol-agua; AC- acetona-
agua. D — Gréafico do modulo de elasticidade (MPa) da dentina desmineralizada
sem tratamento, apds diversos tempos de tratamento. DW-agua destilada; ET-
etanol-4gua; AC- acetona-agua. NOTA escalas diferentes em cada grafico
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Tabela 5.5 - Parametros de Solubilidade de Hansen. Os valores de Vm, &4 &, & e ; para 0s
compostos fenélicos foram descritos por Savova et al. (2007) ***. A3, foi
calculado de acordo com Hansen Solubility Parameters: a user's handbook 12

Parametros de Solubilidade de Hansen

vm DAY AY;;
Compostos cm’ o 112 6p1/2 > 112 > 112 oo . "
_— MPa™ | Mpa™™“ | MPa™* | MPa H,O | etanol/ acetona/
agua 70% agua
Catequina 266 13,7 4,5 19,7 24,4 27,8 16,5 15,9
ECG 385 13,8 3,8 19,7 24,4 28,3 17,1 16,2
EGC 273 13,6 4,7 21,2 25,6 26,5 154 14,8
EGCG 392 13,8 4,0 20,8 25,3 27,4 16,3 15,4
Dimeros 518 13,4 3,3 19,9 24,2 28,5 17,3 16,7

EGC-epigalocatequina; ECG- epicatequina galato e EGCG-epigalocatequina galato. 5%
forca de dispersdo de London; 62p— forca de atracdo/repulsdo devido a polaridade das

moléculas; &°- forca da ligacéo de hidrogénio.

Concentracao e tempo de aplicagéo

A figura 5.5 mostra os resultados de médulo de elasticidade da dentina
desmineralizada apds tratamento com diferentes concentracbes de solucdes a
base de extrato de semente de uva em tempos cumulativos. Este grafico é
comumente conhecido como grafico dose X resposta. Houve uma diferenca
estatisticamente significante para a interacdo dos fatores (p<0,001), tempo de
tratamento (p<0,001) e concentracbes (p<0,001). O resultado mostrou ser
proporcional, ou seja, com 0o aumento da concentracdo das solu¢gées houve um
aumento do ME avaliado, nos diferentes periodos de avaliacdo. O uso de uma
solucdo de 30% de GSE resultou em um aumento de quatro vezes no modulo,
quando comparado com a menor concentracdo usada. Outra caracteristica deste
grafico encontrada para os valores de maior concentracédo, acima de 6,5%, é a
bimodalidade. Sendo que os primeiros 10 min sdo os que sofrem o maior aumento

do ME, seguidos por um aumento mais gradual até os 60 min.
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Figura 5.5 — Modulo de elasticidade (MPa) da dentina desmineralizada apos tratamento com
diferentes concentracbes de extrato de semente de uva e diversos tempos de

tratamento

5.3 Caracterizagédo da dentina desmineralizada tratada com extratos a base

de PA

Sorgéo

A figura 5.6 apresenta os resultados do estudo da sorcdo. Diferentes

tratamentos afetaram significativamente esta propriedade da dentina (p<0,001). O

uso de agentes de ligagcdes cruzadas reduziram a razdo de sor¢cao quando

comparados aos grupos controles. Uma comparacdo de todos o0s grupos

estudados mostrou que o CSE causa ganho minimo de peso quando embebido

por 4gua, seguido pelos tratamento a base de GSE. Levando-se em consideragéo

apenas 0S Jgrupos controles, o tratamento com acetona mostrou valores

estatisticamente menores em comparacéo ao grupo de agua destilada.
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Figura 5.6 — Raz&o de sor¢édo da dentina desmineralizada seguida de diferentes tratamentos.
DW- &4gua destilada, AC- acetona, CSE/AC- extrato de semente de cacau
solubilizado em agua e acetona (70:30), GSE- extrato de semente de uva. Letras
diferentes indicam diferenc¢as estatisticas (p < 0,05)

Calorimetria

A figura 5.7 apresenta os resultados do ensaio de calorimetria. Diferentes
tratamentos afetaram significativamente a temperatura de desnaturacédo do colageno
(p<0,001). O uso de agentes de ligacbes cruzadas aumentou a temperatura
necessaria para que ocorresse a perda da estrutura tridimensional do colageno
quando comparados ao grupo controle (agua destilada).

O fendbmeno de multiplos picos foi detectado para os espécimes tratados com
agentes naturais de ligacao cruzada. Para ambos os extratos, foram encontrados
para 0 mesmo espécimes uma série de picos e o valor utilizado foi a média de

todos os picos menores, conforme visto na tabela 5.6.
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Tratamentos

Resultados do ensaio de calorimetria da dentina desmineralizada seguida dos
tratamentos. CSE/AC- extrato de semente de cacau solubilizado em agua e
acetona (70:30), GSE- extrato de semente de uva. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticas (p < 0,05)

Tabela 5.6 — Mdltiplos picos encontrados no ensaio de calorimetria para a dentina tratada com

extrato de semente de uva (GSE) e extrato de semente de cacau (CSE) e a média
calculada para cada espécime

Calorimetria
Agentes | Espécime Picos (°C) Média de TD (°C)
1 64,5; 84,68; 103,15 84,1
GSE 2 66,98; 79,39; 85,93; 89,79; 99,46 84,4
3 68,9; 85,84; 89,94; 101,95 86,8
4 67,86; 83,17; 98,14, 99,77 87,2
1 61,25; 66,78; 81,37; 69,7
2 69,78; 79,74, 89,34; 97,78; 98,76 87,1
CSE 3 82,17, 94,76 88,5
4 75,77, 78,93; 86,9; 96,87 84,8




70

Degradacdo enzimética

O ensaio de degradacdo enzimatica in vitro revelou que o0s espécimes de
colageno expostos a colagenase bacteriana foram encontrados completamente
digeridos apos 24 horas (Tabela 5.7). Os valores de UTS aumentaram
significativamente apds tratamento com ambos os agentes de ligagbes cruzadas
(p<0,001). Cp tratados com GSE e CSE foram altamente resistentes a digestdo com
colagenase e os valores de UTS nado foram significativamente afetados pela
exposicao a colagenase (p=0,198/GSE; p=0,109/CSE).

Tabela 5.7 - Resisténcia enzimatica in vitro da matriz dentinaria para tratamentos dentinarios.
Medias de resisténcia coesiva da dentina [MPa] e desvio-padrédo estdo expostos

Degradacdo Enzimatica

Tratamento | Tampdo | Tampdo com colagenase
GSE 19,5 (6,1)7 18,17 (4,5)%
CSE 16,3 (2,6)° 17,15 (4,3)°
Controle |11,5(5,3)¢ 0,0¢

Letras diferentes indicam diferenca estatistica significante (p<0,05) entre tratamentos
dentinarios.

Asterisco (*) indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre a digestéo a colagenase.

GSE- extrato de semente de uva; CSE- extrato de cacau.

Andlise ultra-estrutural da superficie

As imagens de MEV estdo presentes na figura 5.8. A magnificacao foi

mantida constante para todas as imagens.
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Imagens de MEV

Controle GSE CSE/ET

P e N

Figura 5.8 — MEV imagens para diferentes tratamentos de dentina. GSE-extrato de semente de
uva; CSE/ET -extrato de cacau em etanol-agua e grupo controle em agua
destilada

5.4 Resisténcia de unido entre dentina tratada com extratos base de PA e
compaositos dentais

A médias e desvio-padrdo para o ensaio de resisténcia de unido (RU) dos
tratamento em diferentes tempo de aplicacdo e armazenamento para os dois
sistemas adesivos comerciais estdo expostos nas tabelas 5.8 e 5.9.

Para ambos os sistemas adesivos a interagao tripla n&o foi significativa (SB
p=0,621; OS p=0,990). Quando analisados os dados do Adpter Single Bond Plus
as interacdes entre tratamento e armazenamento foi significativa (p=0,030), mas
as outras interacdes ndo se mostraram diferentes estatisticamente (tratamento e
tempo de aplicacédo p=0,878 e tempo de aplicacdo e de armagenamento p=0,812).
Todos os tratamentos individualmente ndo mostraram diferencas estatisticas ao
longo do tempo de armazenamento. Mostrando que apds 12 meses os valores

continuam similares ao imediatos para cada tratamento.
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Tabela 5.8 - Resultado da resisténcia de unido (uBS-MPa) e desvio-padrédo para diferentes
tratamentos, tempo de aplicacdo e armazenamento quando utilizado o sistema

adesivo adper single bond Plus (SB)

uBS (MPa) — SB
Variaveis Tempo de Armazenamento P
24 horas 3 meses 6 meses 12 meses
GSE
_ 65,9 64,2 64,2 57,2
10 min (12’4) Aab (16,7) Aab (16,2) Aab (15’3) Aab 0’185
60 mi 71,3 68,2 63,1 60,0 S
min ,
(18,1) AP (16,2) (22,4) AaP (20,2) A2
CSE/ET
_ 56,9 55,9 52,9 54,0
10 min (14’4) Abc (1411) Aabc (1115) Abc (17’1) Aab 0’753
. 47,4 50,1 47,4 45,3
60 min Ac Ac Ac Aab 0’686
(13,9) (11,1) (14,2) (15,7)
CSE/AC
. 49,9 51,8 50,0 48,2
10 min (11,9) A° (16,8) A° (14,0) A (19,5) Aa® 0890
50 mi 51,2 52,5 49,8 44,2 02365
min ,
(9,7) ° (19,4) A3be (12,2) A (17,5) "
Control
_ 54,5 52,7 49,2 51,7
10 min (20,0) Ab° (16,3) Ab° (13,9) A (19,4) Aab i
50 mi 57,9 55,9 52,0 48,9 -
min ,
23,7)"° | (23,00 | (17.6)* | (205"
P 0,000 0,001 0,000 0,026

*Diferentes letras mindsculas e mailsculas indicam diferenca estatistica (p< 0,05) dentro de
cada linha e coluna, respectivamente. GSE- extrato de semente de uva; CSE- extrato de
cacau; ET- etanol; AC- Acetona.
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Tabela 5.9 - Resultado da resisténcia de unido (uBS-MPa) e desvio-padrédo para diferentes

tratamentos, tempo de aplicagdo e armazenamento quando utilizado o sistema
adesivo One Step Plus (OS)

1BS (MPa) — OS

Variaveis Tempo de Armazenamento P
24 horas 3 meses 6 meses 12 meses
GSE
' 60,9 53,6 50,4 42,6
Homn (8,8)%° | (12,4)%* | (10,1)° (7,5) < o000
' 62,9 54,8 49,8 42,9
60 min As Bab s s 0,000
(9,3) (7,8) (6,7) (5,1)
CSE/ET
' 60,3 55,2 47,0 44,6
Homn (12,9)%° | (11,2)*® (8,3) * (11,0) * o000
_ 54,9 57,3 46,2 43,3
60 min Aab Aa Ba Ba 0,000
(11,4) (13,8) (8,6) (7,8)
CSE/AC
54,4 55,8 48,9 41,3
10 min Aab Aab ABab 8 0,000
(11,0 ™ (9,7) (16,5) °*° (6,8) ~°
55,6 52,3 47,2 38,4
60 min 0,000
(15'9) Aab (11'2) Aab (14’0) ABab (13’3) Ba
Control
50,4 49,7 39,1 36,8
10 min (18,2) A° (9,4) "2 (12,7) A (10,4) ® 0,000
55,4 46,0 38,2 39,9
°0 min (12,1) A (11,9) ® (6,0) < (12,5) B 0,000
P 0,013 0,010 0,000 0,094

*Diferentes letras mindsculas e mailsculas indicam diferenca estatistica (p< 0,05) dentro de
cada linha e coluna, respectivamente. GSE- extrato de semente de uva; CSE- extrato de

cacau; ET- etanol; AC- Acetona.
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Para o adesivo Adpter Single Bond Plus, em cada periodo de armazenamento
analisado os valores foram influenciados pelo tipo de tratamento realizado. A
analise imediata mostrou que o GSE nos dois tempos de aplicacdo exibem os
maiores valores de resisténcia de unido, seguidos pelos dois grupos controles, que
sao similares ao grupo tratado com CSE/ET 10 min. Os grupos CSE/ET 60 min, e
os dois tempo de aplicacdo do grupo CSE/AC mostraram ser estatisticamente
diferentes dos outros, exibindo os menores resultados. Apos trés meses de
armazenamento, 0s grupos se comportaram de maneira semelhante, com GSE 60
min mostrando os maiores valores de resisténcia de unido. Aos seis meses de
tempo de armazenagem, 0S grupos controles mostraram resultados
estatisticamente menores que os grupos GSE, mas ndo apresentaram diferencas
em relagdo aos outros tratamentos. Com 1 ano de armazenagem o GSE 60 min
mostrou valores de RU estatisticamente maiores que todos os demais grupos,
sendo que o grupo CSE/AC 60 min mostrou 0os menores valores.

Em relac&o ao sistema adesivo One Step Plus a interacdo entre tempo de
aplicacgéo e tipo de tratamento foi estatisticamente significante (p=0,010), enquanto
as duas outras interagcdes ndo mostraram diferencas estatisticas (tratamento e
tempo de armazenamento p=0,910 e tempo de armazenamento e de aplicacao
p=0,690). Ao contrario do outro sistema adesivo citado anteriormente, tanto os
grupos experimentais como o0s controles exibiram queda dos valores de
resisténcia de wunido ap6s 1 ano. Em relacdo aos valores encontrados
imediatamente GSE 60 min mostrou 0os maiores valores seguidos pelos grupos
GSE 10 min e CSE/ET 10 min. Os menores valores de RU foram encontrados no
grupos controle 10 min que mostrou ser inferior estatisticamente aos outros
grupos. Aos 3 meses CSE/AC 10 min mostrou os maiores valores estatisticamente
diferente dos valores do grupo controle 60 min, que apresentou 0s menores
resultados. Apdés 6 meses de armazenamento 0S grupos controles mostraram
valores menores do que 0s grupos experimentais de GSE e CSE/ET, sendo
estatisticamente semelhantes aos grupos de CSE/AC. Porém apo0s 12 meses de
armazenagem todos 0s grupos mostraram resultados semelhantes

Quando a comparacdo € feita entre os dois tempos de aplicacdo para o
adesivo Adpater Single Bond Plus nota-se que o Unico tratamento a mostrar
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(Continua..)

alguma variacdo é o CSE/ET (p<0,001). O GSE (p=0,017) mostrou resultados
imediatos maiores do que os resultados apds 1 ano de armazenagem (Figura 5.9).

Ja para o One Step Plus, os diversos tratamentos mostraram quedas nos
valores de RU apds armazenagem. No grupo controle os valores imediatos e de
trés meses foram maiores estatisticamente que os valores de 6 e 12 meses
(p<0,001). Para o tratamento com GSE os valores imediatos foram maiores que 0s
de 3 e 6 meses que se mostraram iguais, mas estatisticamente maiores que 0s
valores de 12 meses (p<0,001). O grupo CSE/ET mostrou 0 mesmo
comportamento que o grupo controle e o outro grupo CSE/AC revelou resultados
maiores imediatamente que foram estatisticamente semelhantes a 3 meses mais
diferente de 6 e 12 meses (p<0,001). Os resultados encontrados apos 3 e 6 meses
também foram semelhantes entre si, mas estatisticamente maiores do que 1 ano
(Figura 5.9).
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Figura 5.9 - Resisténcia de unido (MPa) para os diversos tratamentos feitos em 10 min e 60 min
testados em diversos tempos de armazenagem, para os adesivos Adpter Single
Bond Plus e One Step Plus. GSE-Semente de uva; CSE-Semente de cacau; ET-
Etanol; AC-Acetona. NOTA: escalas igauis em todos os gréficos

Analisar a resisténcia de unidao do colageno tratado em diferentes
concentragbes

A resisténcia de unido entre dentina-resina também foi significativamente
afetada pela alteracdo das concentragfes de GSE (p<0,001) assim como 0 tempo
de armazenagem (p<0,005), porém as interacbes entre os fatores ndo foram
estatisticamente significantes (p=0,300).

Uma maior concentracdo de GSE promoveu os valores mais altos de
resisténcia de unido entre dentina-resina e estabilidade depois de 6 meses em
ambiente oral, conforme visto na tabela 5.10. As figuras 5.10 e 5.11 mostram o

efeito da utilizagdo de GSE em diferentes concentragdes por apenas 1 minuto.
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Tabela 5.10 - Resisténcia de unido (uBS) entre dentina-resina [media (desvio-padrao)] apds
tratamentos com diferentes concentracoes de GSE, adesivos e tempos de

armazenamento
uBS (MPa)
) Tempo de Armazenamento
Tratamento Adesivos
24 horas 6 meses
0S 42,6 (6,9)°2 41,8 (6,5)2
Controle 5 x
SB 41,0 (11,6)°° 38,5 (11,1)"*
0S 45,4 (3,5)"B2 47,1 (10,3)*?
6,5% GSE - 5
SB 48,7 (8,2)™"? 39,0 (12,7)
0S 50,1 (3,2)"%2 46,6 (8,4)"?
30% GSE . -
SB 58,0 (3,5)"? 54,0 (9,5)*?

*Diferentes letras mindsculas e mailsculas indicam diferenca estatistica (p< 0,05) dentro de
cada linha e coluna, respectivamente.
OS- One Step Plus; SB- Adapter Single Bond Plus; GSE- Extrato de semente de uva.

Os valores imediatos foram significantemente maiores para o grupo de
30%, quando comparado ao grupo controle (Figura 5.10). Apos 6 meses de
armazenamento em saliva artificial, os valores mantiveram-se contantes para
todos, exceto para o grupo de 6,5% GSE com o adesivo Single Bond. Os valores
de 6 meses quando compardos entre si, foram similares, porém uma tendéncia de

maiores resultados numéricos para 30% pode ser observada (Figura 5.11).
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Figura 5.10 - Resisténcia de unido (MPa) para os diversos tratamentos feitos em 1 min testados
imediatamente para os adesivos One Step (OS) e Single Bond (SB). GSE-
Semente de uva. Diferentes letras representam diferenca estatistica
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Figura 5.11 - Resisténcia de unido (MPa) para os diversos tratamentos feitos em 1 min testados
apos 6 meses de armazenamento para os adesivos One Step (OS) e Single Bond
(SB). GSE-Semente de uva
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6 DISCUSSAO

A discussao segue a mesma divisao de tépicos dos capitulos de Materiais e

Métodos e Resultados, para melhor entendimento e coeréncia de idéias.

6.1 Efetividade de diferentes extratos naturais a base de PA como agentes
de ligacdes cruzadas com o colageno dentinario

O estudo presente confirmou a habilidade notéria de alguns agentes a base
de PA de aumentar o modulo de elasticidade da matriz dentinaria. Seus efeitos
foram constantes e duradouros, demonstrados pelo aumento de quarenta vezes
do médulo de elasticidade causado pelo GSE apds 12 meses de armazenamento
quando comparado aos grupos controles. Entretanto a hipotese nula de que nao
haveria diferenca no modulo de elasticidade da matriz organica dentinaria,
independente do periodo de exposicdo ou armazenamento, tratada com diferentes
fontes de biomodificadores ricos em PA em relacdo aos grupos controles deve ser
parcialmente aceita, pois 0s agentes tiveram efeitos distintos e se comportaram
diferentemente durante o armazenamento. O resultado de longo prazo dos
agentes GSE e CSE na dentina desmineralizada, provavelmente se da através da
inducao de ligacbes cruzadas no colageno.

A resisténcia das fibrilas de coldgeno dependem da formacao enddgena e
exdgena de ligacdes cruzadas *?°. O primeiro tipo acontece entre os telopeptideos
e os dominios helicoidais adjacentes das moléculas de colageno tipo I. Este tipo
de colageno possui ao menos quatro sitios de ligagbes cruzadas: um em cada
telopeptideo (terminal-COOH e terminal NH;) e outros dois sitios nos dominios da
tripla hélice, residuos 87 e 930 *?°. A interacdo do PA e colageno resulta na
inducdo de ligacdes cruzadas primariamente por pontes de hidrogénio entre a
carbonila da amina proteica e a hidroxila fenélica >’ e também ligacdes covalentes,
ionicas e agrupamentos hidrofobicos.

A estabilidade relativamente grande dessas ligacbes cruzadas em

comparacao com outros polifendis (tais como os taninos) sugere a especificidade
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da estrutura 8, que apesar de incentivar a ligacdo de hidrogénio também podem
criar bolsdes hidrofébicos *°. Esses micro ambientes em virtude da diminuicdo da
constante dielétrica, aumentam a estabilidade das pontes de hidrogénio. As
ligacbes de hidrogénio, que ndo sao estabilizadas por ligacbes hidrofébicas
adjacentes podem ser dissociados pelo tratamento com tamp&o aquoso *°, como
saliva artificial, ao longo do tempo. Isso poderia explicar a diminuicdo dos valores
do GSE apds 3 meses e, também, a sua estabilizaco posterior. Alcools, por outro
lado, pela diminuicdo da constante dielétrica do meio, também estimulam as
interacdes entre PA e colageno *°. O uso de etanol-agua pelo CSE como sistema
solvente resultou em uma menor diminuicdo nos valores de rigidez ao longo do
tempo de armazenagem, quando comparados ao GSE.

PA pertence a uma categoria conhecida como taninos condensados,
estruturas altamente hidroxiladas capazes de formar complexos insolGveis com

carboidratos e proteinas %',

Ja foi demonstrado que PA foram capazes de
aumentar a sintese de colageno e acelerar a conversédo de colageno solavel em
colageno insoltvel durante o desenvolvimento *?®. Sementes de uva e de cacau,
acai, canela e oxicoco sdo fontes de PA descritos na literatura com varios efeitos
benéficos para a satde humana *?°. Infelizmente, a interacdo entre os trés Gltimos
extratos com o coldgeno da dentina desmineralizada foi muito fraca. Os efeitos de
curto e longo prazo foram despercebidos para o acai e muito baixos para o
oxicoco e para a canela, isso poderia ser explicado pelas diferencas quimica
estruturais e/ou contetdo PA. Devido a sua complexidade, as PAs proveniente de
fontes distintas, tornam-se dificeis de analisar, o que constitui um desafio
fitoquimico “®. Os taninos da semente de uva sdo constituidos por uma mistura
muito complexa de oligdmeros e polimeros **°. Cacau e canela, por outro lado,
apresentam uma composicao relativamente simples com oligbmeros de baixo peso
molecular **. Acai tem um indice muito elevado de fendlicos, principalmente de
acidos fendlicos, catequinas e oligdmeros de procianidina 3. E razoavel prever
que variagdes da estrutura quimica, padrées de estereoquimica e composicao total
afetam as caracteristicas gerais desses produtos naturais e, portanto, sua
capacidade de interagir com o colageno tipo I.

A concentragdo PA em cada extrato € outra explicacdo razoavel para os
diferentes valores de rigidez. Os maiores valores de GSE e CSE podem ser

explicada pelo seu elevado conteudo de PA (95% e 45%, respectivamente).
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Variaveis como condicdo da matéria prima e processo de manufaturacdo tem
efeitos profundos sobre a composicdo e o contetdo de PA resultante de cada
extrato. Por exemplo, a oxicoco fresca, semelhantemente as sementes de uva e
cacau, contém maior quantidade de fendis totais, seguidos de outras frutas
comuns, incluindo mirtilos, magéas, uvas vermelhas e morango. Mas, ela possui
apenas duas classes principais de compostos fendlicos identificados e apenas
56% é proantocianidina **. O extrato comercial de oxicoco utilizado neste estudo
continha menos de 1% de PA, o que poderia explicar seu efeito suave. O efeito
mais brando do extrato de canela, ou o efeito inexistente de extrato de acai,
também poderiam ser explicados pelo seus contetudos de PA, apenas 8% e 1% na
melhor das hipdteses, respectivamente. Os resultados diferentes quando
comparados os extratos CRE e do ACE, ambos com quase a mesma quantidade
de PA, pode ser devido a suas, ja mencionadas, diferencas quimicas estruturais.

Além das ligacdes de hidrogénio, entre PA e fibrilas de colageno, que nao
estdo estabilizadas e podem ser dissociadas pelo armazenamento em saliva, as
metaloproteinases de matriz (MMPs) séo outra possibilidade para a diminuicdo dos
valores de rigidez ao longo do tempo tanto para os grupos tratados como para 0s
grupos controle. MMPs sdao uma familia de enzimas proteoliticas dependentes de
zinco que sdo capazes de degradar a matriz organica da dentina apos
desmineralizacdo, o que poderia explicar os valores mais baixos de ambos os
grupos controle apés o armazenamento de longo prazo **3. Enzimas com atividade
gelatinolitica (MMP-2 e MMP-20) estio presentes na matriz dentinaria intacta *** e
na dentina cariada ***. Alguns destes agentes naturais de ligacdes cruzadas,
especialmente GSE e CRE, foram relatados como inibidores da atividade de
MMPs 134 13° & também reduzem os sitio de clivagem proteolitica na molécula de
colageno, escondendo ou modificando a estrutura devido ao dobramento de
proteinas *°. Estudos futuros deverdo esclarecer o efeito de certos agentes de PA
na atividade da dentina e também nas MMPs enddgenas e exégenas.

Ha uma crescente necessidade, na medicina e em outras areas da saude,
por biomateriais que sdo versateis e compativeis com os tecidos humanos, sendo
o colageno um dos mais importantes exemplos. Desta forma a introducédo de
ligagbes cruzadas, reestruturacdo e estabilizacdo do coldgeno é um aspecto
essencial para o uso de colageno como biomaterial 2. Alguns agentes de ligacdes

cruzadas naturais foram capazes de aumentar e/ou estabilizar o modulo de
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elasticidade de espécimes de dentina desmineralizada, dentre eles GSE, CSE,
CRE e CNE. Entretetanto para melhor explorar outras carateristicas inerentes a
interacdo entre PA e colageno apenas os extratos que apresentaram os melhores

resultados (GSE e CSE) continuaram a fazer parte deste estudo.

6.2 Estudos dos parametros das solugdes a base de PA: Solubilidade,
procedéncia e/ou fabricante, tempo de aplicacdo e concentracdo dos
extratos escolhidos

A forca inerente do colageno tipo | € derivada, conforme visto, da formacao

extracelular de ligac8es cruzadas covalentes. Light e Bayle **’

(1979) propuseram
que uma maior estabilidade deste colageno maduro seria devido a presenca de
ligagbes cruzadas multivalentes, formando um sistema tanto lateral como
transversal de ligacdes cruzadas nas fibrilas **°.

Apoés o tratamento com extratos a base de PA, um aumento significativo e
consistente foi encontrado no moédulo de elasticidade da matriz dentinéria,
independente do tipo de solvente e tempo de exposi¢cdo para todos os extratos
usados (Tabela 5.3). Portanto, a hip6tese nula deste estudo foi rejeitada. Embora
todas as solugdes mostraram um aumento nos valores de rigidez quando
comparados ao grupo controle, os sistemas de solventes se comportaram
diferentemente para cada extrato, e ainda diferentes concentragfes também
promoveram alteracbes na efetividade das solucdes indutoras de ligacdes
cruzadas. Ambos os extratos de semente de uva promoveram maior solubilidade
em agua destilada pura, ja o tratamento com extrato de semente de cacau resultou
em valores maiores quando uma solucéo de etanol e agua foi utilizada, seguida da
solucdo de acetona e agua.

PA sao constituintes fendlicos com estrutura quimica baseada em
mondmeros de flavan-3-ol. Sua condensagcéo em dimeros, trimeros e oligdbmeros
maiores leva a compostos de PA oligoméricos (também conhecidos como
Proantocianidina Oligoméricas- OPCs). Variados tipos de ligagbes podem ser
feitas entre os mondémeros (por exemplo: <4-8> ou <4-6>, entre outras simples e
duplas ligacbes C-C), sendo que o esqueleto de flavona pode aceitar inimeros

padrées de substituicbes estereoquimicas (por exemplo: catequina Vvs.
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epicatequina, galocatequina vs. epigalocatequina). Como resultado, PA sé&o
produtos naturais tipicamente complexos para andlise e a padronizagdo de
resultados torna-se um desafio **. E razoavel predizer que a variacédo de estrutura
quimica e composicdo global afeta caracteristicas como solubilidade destes
produtos naturais. Os compostos naturais conhecidos, contidos no extrato de
semente de uva, apresentam apenas variagcbes minimas de seus parametros de
solubilidade e consequentemente os valores de densidade de energia coesiva (6t)
sao intimamente relacionados. Os valores apresentados na tabela 5.5, de acordo
com o modelo HSP, classificam a mistura fendlica como uma fragdo polar e
mostram que a mistura agua e acetona é o melhor solvente para a extracdo de PA
monomerica, oligomérica e polimérica contida nos extratos de semente de uva.
Baseado no HSP, a agua pura nao dissolve os polimeros de alto peso molecular
deste extrato. Entretanto h& limitacdes para a predicao da solubilidade das OPCs
em misturas aquosas utilizando métodos analiticos. Conforme o etanol e acetona
sdo adicionados a agua destilada pura, a entropia da mistura aumenta e a
estrutura da mistura de solventes se torna menos ordenada, favorecendo a

interacdo do soluto com a mistura de solventes ',

Enquanto os polifenois
presentes no cacau sdo similares a semente de uva, 0s taninos presentes no
ultimo consistem de misturas complexas de oligbmeros e polimeros ***. A relativa
simplicidade presente na composicdo de PA do extrato de cacau pode explicar
suas propriedades quimicas e fisicas, reatividade e sua solubilidade. Até o término
deste estudo, os autores ndo encontraram na literatura os parametros de
solubilidade dos polifenéis do extrato de cacau.

A principal distin¢do entre os diferentes extratos de plantas ricos em PA que
estdo disponiveis no mercado hoje € o processo de extracdo, o que representa um
dos parametros farmacognosticos chave. O fornecedor da matéria prima e a
manufaturacéo tem efeitos profundos sobre a composicao, poténcia e conteudo de
PA final no extrato. O extrato de semente de uva proveniente da Mega-Natural
contém aproximadamente 95% de PA e sua extracdo é feita com agua quente.
GSE da Sanrisil contém aproximadamente 13% de PA e é extraido em 20% de
etanol e 80% de agua. Extrato de semente de cacau foi obtido por extracdo com
acetona e agua, e contém cerca de 45% de PA (todas as informacgbes foram
fornecidas pelo fabricante; andlises independente estdo sendo feitas). A

solubilidade superior deste ultimo extrato em solventes menos polares como etanol
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e acetona foi confirmada neste estudo. Isso mostra que, 0 processo de extracao
dos extratos comerciais parece influenciar na solubilidade dos extratos mais do
que os parametros de solubilidade dos constituintes polifendlicos isolados
estabelecidos.

Moléculas de coldgeno tipo | sdo apresentados em tripla hélice (cerca de
280 nm de comprimento), sendo uma estrutura escalonada com uma periodicidade
de aproximadamente 67 nm. LigacOes de hidrogénio intra e inter-cadeia sao
apresentadas como fundamentais na formacdo da estrutura das moléculas de
colageno **. A remocdo de &gua esta associada com a desidratacdo quimica,
como por exemplo a substituichio com diferentes solventes polares, metanol,
acetona e etanol, provocando retracdo do coladgeno na matriz de dentina
desmineralizada, e pode levar a um maior modulo de elasticidade e resisténcia a
tracdo (UTS) '?. Tal enrijecimento e fortalecimento do colageno da dentina tem
sido atribuido ao aumento dos niveis de ligacdes inter peptideo de hidrogénio
entre fibrilas de colageno adjacentes, isto porque a estrutura do colageno foi
interrompida pela substituicdo da agua por moléculas de solvente menos polares.
A quantidade de retracdo e o aumento do ME e UTS s&o inversamente
proporcional a capacidade de ligacdo de hidrogénio do solvente, representado no
HSP pelo 8H ***. Com o seu valor 8H relativamente maior, a 4gua pode plastificar
os colageno quebrando as ligacfes inter peptideo de hidrogénio, levando a um
menor médulo e forca ***. O grupo controle tratado com agua destilada mostrou
apenas pequenas alteracdes na rigidez. Estudos prévios encontrados na literatura,
relatam amostras de dentina desmineralizada expostas a desidratacdo por
solventes polares no momento da realizacdo do ensaio °. No presente estudo,
todas as medidas foram realizadas em agua, conhecida por reverter o aumento de
rigidez da matriz organica causada por solventes polares livres de agua °, isto
pode explicar o porqué dos baixos valores de ME para os grupos que utilizaram
sistemas de solventes menos polares, como etanol ou acentona. Outra
particularidade deste estudo é que todos os sistemas de solventes foram a base
de agua. Nenhum solvente livre de agua foi utilizado puro, o que difere de estudos
publicados anteriormente °.

Parametros de solubilidade de Hansen (HSP) sdo apresentados na
literatura para produtos derivados de plantas ***. No presente estudo, o método de

extracdo das OPC usado pelo fabricante teve maior influéncia sobre a solubilidade
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do que os parametros de solubilidade. Extratos ricos em PA podem ser
constituido por centenas de substancias ativas naturais conhecidas e, talvez, por
milhares de desconhecidas, como a quercetina, miricetina, acido ferulico, acido
caféico e / ou acido cumarico. Portanto, o objetivo dos esforcos é o de caracterizar
todo o espectro de compostos polifendlicos contidos na semente de uva e de
cacau além dos seus produtos, a fim de estabelecer uma correlacdo entre o
conteudo fitoquimico e propriedades bioativas de enrijecimento do colageno tipo I.
Em relacdo aos outros parametros estudados, concentracdo e tempo de
aplicacé@o, nossos resultados mostram coeréncia com outros estudos prévios. Os
agentes de ligacdo cruzadas a base de PA ja foram relatados como sendo tempo
e concentracdo dependentes *. Em relagéo ao tempo de tratamento ou exposicao,
a absorcdoda de PA pelas firbilas colagenas produz graficos bimodais, ou seja,
maior nos primeiros estagios, diminuindo gradualmente até o equilibrio que foi
encontrado apés 285 minutos em um estudo de Ku et al. * (2007). Este mesmo
comportamento foi encontrado neste estudo (conforme visto na Figura 5.5). As
concentracfes acima de 6,5% exibiram curvas bimodais, com maior inclinacdo nos
primeiros periodos de incubacdo devido ao maior nimero de sitios disponiveis e
uma tendéncia a estabilidade apds um periodo mais longo de contato, tornando-se
quase que constante. Para as menores concentragdes, a relagdo entre tempo e
modulo de elasticidade foi praticamente proporcional, aumentando-se o tempo de
aplicacdo, houve uma aumento proporcional da rigidez. Quando analisadas as
diferentes concentracdes, notou-se um aumento de quase 5 vezes comparando-se
a maior e a menor concentracdo. A concentracdo de 30% de GSE (méxima
recomendada pelo fabricante) mostrou resultados maiores e mais rapidos em
relacoes as demais concentracdes, sugerindo a possibilidade de um menor tempo
de pré-tratamento com este tipo de solugéo, buscando sempre a realidade clinica.
Ao elaborar um biomaterial, dependendo da aplicacdo especifica, as
propriedades de matrizes de colageno podem ser adaptadas pela inducdo de
ligacOes cruzadas. Os dados obtidos no presente estudo fundamentam a escolha
de um agente natural para este fim. Os resultados levam a uma compreenséo
preliminar do efeito de ambos os extratos naturais e respectivos solventes como
agentes de ligacdo cruzada capazes de modificar as propriedades do colageno, e
sdo potencialmente importantes na concep¢do de uma matriz dentinaria forte que

se torna um substrato menos propenso a degradacéo.
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6.3 Caracterizacdo da dentina desmineralizada tratada com extratos a base
de PA

Existem desafios continuos associados a resisténcia adesiva na odontologia,
como a pobre infiltracdo da dentina desmineralizada por monémeros resinoso que
proporciona uma camada hibrida menos homogénea *. Foi proposto para este
estudo que uma camada de coldgeno, quimicamente elaborada, mais forte e
estavel poderd resultar em uma camada hibrida menos suscetivel a degradacéo.
No presente estudo, agentes naturais ricos em PA foram examinados para avaliar
seu potencial como agente biomimético para melhorar as propriedades mecéanicas
da dentina desmineralizada, e de acordo com nossos resultados, a hipétese nula
foi rejeitada.

O aumento, dependente do tempo, das propriedades mecéanicas da dentina
desmineralizada tratada com PA ja foi confirmado no primeiro e segundo estudos e
também em trabalhos publicados na literatura '® **°. Diferentes mecanismos de
interacdo dos agentes ricos em PA e as proteinas estdo envolvidos no notavel
aumento na rigidez da dentina desmineralizada quando comparados ao grupo
controle. Curiosamente, o extrato-fonte de PA teve um efeito estatisticamente
significativo sobre os valores de rigidez. Os ensaios de calorimetria e degradacéo
enzimatica ndo foram altamente sensiveis para detectar uma diferenca entre os
diferentes extratos, mas o ensaio de sor¢ao detectou uma menor razdo de sorcéo
para o extrato de cacau. Os taninos de semente de uva sao constituidos por uma
mistura complexa de oligbmeros e polimeros compostos de catequina flavan-3-ols
monomérica, epicatequina e seus galatos ***. Enquanto o cacau é composto
principalmente de unidades de epicatequina e seus oligdbmeros *°. Esta
simplicidade na composi¢cdo de procianidina do cacau torna possivel detectar os
oligdbmeros de maior grau de polimerizacdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia e espectrometria de massa (HPLC / MS) % 1 A composicdo muito
mais complexa do procianidinas da semente da uva revela numerosas
diastereoisdmeros e com o0 aumento do peso molecular, o nimero de isébmeros
torna-se tdo grande que a separacao e deteccdo de isbmeros individuais tornam-
se desafiadoras por HPLC/MS?. A estrutura quimica das sementes de uva e

cacau determina, conforme ja citado, suas propriedades fisicas e reatividade, bem
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como a sua interatividade com o colageno™?. Sendo que diferentes taninos
mostram variacdes em relacéo & interacdo com a proteina , é importante ndo sé
analisar o GSE, que ja se provou eficiente, mas outros extratos ricos em PA, como
0 cacau.

O mecanismo de ligacdo cruzada entre PA e colageno, pode ser conforme
ja dito, pela formacao primaria de pontes de hidrogénio entre a carbonila de amina
de proteina e a hidroxila fendlica **3. A relativa estabilidade destas ligacées
cruzadas em comparacdo com outros tipos de polifendis sugere que apenas
algumas moléculas de PA, interagem com a proteina do colageno . Ja foi
discutido anteriormente a diferenca de composicdo e conteudo de PA dos dois
extratos, porém para o ensaio de degradacdo enzimatica ambos o0s agentes
apresentaram alta resisténcia a tracdo que ndo foram afetadas pela digestdo da
colagenase.

A resisténcia a degradacdo enzimética é uma propriedade crucial de uma
matriz dentinaria tratada por PA, uma vez que indica um aumento da estabilidade
e, possivelmente, um mecanismo de protecdo para longos periodo de tempo. O
acido tanico € um polifenol que também é capaz de diminuir as taxas de
degradacdo enzimaticas provavelmente mascararando os sitios de clivagem ou
diminuindo a atividade enzimatica ***. A inducéo de agentes de ligacdo cruzadas
exdégenos na matriz dentinaria também leva a uma diminuicdo da razdo de
sorgéo”“' 145

A rede formada pelas ligacbes cruzadas exogenas seria densa, e a
absorcdo de agua prejudicada pela matriz. Este fenbmeno foi observado no
presente estudo para o colageno tratado. Diferenca estatistica significativa foi
mostrada entre GSE e CSE quando comparados ao grupo controle. A baixa razéo
de sorcédo para os grupos tratados pode indicar que nao s6 o0 "mascaramento” dos
sitios de clivagem ou diminuicdo da atividade da colagenase podem afetar a
degradacéo da dentina tratada. Uma rede mais densa da matriz colagenosa
poderia causar uma reducdo na absorcdo de colagenase '** e, por conseguinte,
ajudar na resisténcia contra a degradacdo enzimatica da matriz. Menores valores
de sorcdo para os grupos controle tratados com acetona pode ser explicado pelo
aumento da capacidade das fibrilas de colageno saturadas de acetona de formar
ligacBes inter peptidicas que também enrijece a matriz de colageno, reduzindo o

efeito plastificante da agua °. Aparentemente, o equilibrio durante a noite em soro
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fisiolégico ndo conseguiu eliminar o efeito de acetona na matriz dentinéria.

A estabilidade térmica dos espécimes compostos por fibrilas colagenas
representa a resisténcia ao “desdobramento” das cadeias de colageno como
resultado do aquecimento. Uma maior temperatura de desnaturacdo (Td) indica
uma maior densidade de ligacdes cruzadas, e uma melhor bioestabilidade e
durabilidade dos tecidos fixados. Isto é corroborado pela mudanca da
suscetibilidade dos tecidos colagenosos & degradacéo proteolitica °. Os espécimes
tratados com extratos a base de PA mostraram uma maior resisténcia sendo que a
temperatura média de desnaturacdo ocorreu acima de 80 °C em comparacdo ao
grupo controle (~55°C). Uma das causas pode ser devido ao tratamento da
dentina desmineralizada causando diminuicdo da saturacdo de agua, conforme
valores de sorcao previamente descritos. Sabe-se que quando a agua é removida,
ha& um aumento da Td. A auséncia de agua pode aumentar a
resisténcia/estabilidade térmica devido as ligacbes cruzadas covalentes entre os
peptideos do colageno . Outro fator relacionado seria 0 aumento de ligacées
cruzadas prévias pelo tratamento com PA . A Td mais alta do colageno insoluvel
em relacdo ao coladgeno mais soltvel pode ser devido a influéncia de estabilizagédo
das moléculas adjacentes pela solucéo indutora de ligacdes cruzadas ®. Esta
estabilizacdo pode também aumentar a perda de agua, sendo que ambos os
fatores influenciam no aumento da Td.

Inidmeros picos nos termogramas do DSC para 0Ss grupos experimentais
indica ambiguidade na formacé&o de varias fracbes de colageno com propriedades
diferentes, isto pode ser uma sinal de diferentes niveis de ligacdes cruzadas no
espécime, ou diferentes tipos de ligacdes cruzadas, ou até diferentes formas de
enovelamento da tripla-hélice °. Danilov et al. ° (2008) garantem que os mdltiplos
picos ndo sdo artefatos de técnicas, mas sim, representam uma caracteristica
deste tipo de espécime. Este fendbmeno, segundo os autores, pode ser creditado a
distribuicdo heterogénea das ligacbes cruzadas, causada pela difusdo mais
devagar dos reagentes no tecidos ou nas fibrilas propriamente dita.

E bem aceito que a resisténcia de unido e a durabilidade dependem da
qualidade da camada hibrida, em vez da espessura ou morfologia da camada

hibrida e tags de resina .

Recentemente foram expressas preocupacoes
relativas ao envelhecimento da interface devido a degradagcdo da camada hibrida,

absorcdo de agua, a hidrélise da resina e rompimento da rede de colageno™®. A
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dentina desmineralizada tratada com agentes a base de PA diminuiu a degradacgéo
da colagenase, aumentou as propriedades mecanicas e diminuiu a absor¢cao de
agua. A densa matriz de colageno seria potencialmente menos suscetivel a

ruptura por deformacéo *’ ou fadiga ciclica **® apés a funcao intraoral prolongada.

6.4 Resisténcia de unido entre dentina tratada com extratos base de PA e
compaositos dentais

Como a adesao é criada pela impregnacdo do substrato dentinario por
misturas monomeéricas resinosas, a estabilidade da interface apoia-se na criacdo
de uma camada hibrida compacta e homogénea. Foi especulado que uma matriz
organica mais resistente seria um melhor substrato para restauracdes adesivas de
curta e longa duracdo. O uso de agentes naturais de ligagdo cruzada foi capaz de
aumentar a RU e manté-la constante ap0s armazenamento por 12 meses, porém
este efeito foi dependente do tipo e concentracdo do extrato, tempo de aplicacéo e
adesivo utilizados. Entéo a hipétese nula deste estudo foi parcialmente aceita.

A resisténcia de unido da dentina tratada por 1 hora com GSE e
consequentemente restaurada com dois sistemas adesivos comerciais (Single
Bond e One Step), ja havia sido avaliada *°. Tratamento com 6,5% GSE produziu
0S maiores valores de resisténcia adesiva, estatisticamente superior ao

glutaraldeido e o grupo controle %,

Os autores sugeriram que GSE tem
capacidade muito mais interativa com o colageno do que glutaraldeido. O presente
estudo observou primeiramente os efeitos de agentes de ligacdes cruzadas apos
10 e 60 minutos de tratamento, sendo que o ultimo ndo é clinicamente viavel. Nos
resultados imediatos, ndo houve diferenca estatisticamente significativa para
ambos os tempos de tratamento tanto para GSE e CSE, mas apenas GSE
apresentou valores maiores de resisténcia adesiva quando comparados ao grupo
nao tratado (Tabelas 5.8 e 5.9). CSE ja foi descrito como um potencial agente de

ligagdo cruzada do colageno, com um tempo de exposi¢cdo maior 149

e isto pode
ser devido a diversidade de composicao estrutural, como ja descrito, e conteudo
de PA dos extratos. O menor teor de PA (valores fornecidos pelos fabricantes)

presentes no CSE (cerca de 45%) quando comparado com o GSE (pelo menos
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95%), bem como o tamanho de suas moléculas mais comuns de proantocianidina
oligomérica de menor grau de polimerizacdo que sdo capazes de diminuir a razdo
de sorcdo de agua. O nivel de formcdo da ligacdo cruzada (entre cadeias, entre
moléculas vizinhas, fibrilas, etc.) é dependente do tamanho da molécula indutora .
Conforme descrito o0 cacau apresenta moléculas de baixo grau de polimerizacao e

consequentemente menor tamanho **°

, 0 que poderia causar um colapsamento
maior da rede de fibrilas colagenas. Uma maior contracdo pode levar a uma menor
sorcdo de agua, conforme mostrado no estudo anterior e consequentemente uma
pobre infiltracdo de mondmeros resinosos. Como as moléculas de GSE séo
descritas com maior grau de polimerizagcdo, poderia-se supor que induziriam
ligacdes cruzadas em niveis maiores, causando um menor colapsamento da rede
organica.

A solucédo de GSE interagiu melhor com o sistema adesivo SB do que os
outros grupos. O mesmo nao foi encontrado com o sistema OS, que mostrou
valores interessantes de RU também quando CSE foi utilizado. Isto provavelmente
se deve a melhor afinidade entre solventes encontrados nos adesivos e nas
solucdes, afinal tanto etanol quanto acetona sdo solventes polares misciveis em
adgua, mas etanol encontrado no SB é um solvente prético contendo um H*
dissociavel assim como a agua e a acetona encontrada no OS é um solvente
aprotico que compartilha ions e possui um baixo parametro dH de solubilidade
(7.0), sendo que o etanol (19.4) mostra valores mais proximos aos da agua (42.3)
123,130~ A andlise longitudinal destes agentes mostrou que apés 12 meses de
armazenamento os resultados também foram dependentes do tipo de sistema
adesivo utilizado. Para o Adapter Single Bond Plus (SB) os valores se mativeram
constantes para todos 0s grupos testados, ndo havendo uma queda de RU apds a
armazenagem. Esta estabilidade ndo foi encontrada quando o sistema OS foi
empregado, o qual mostrou valores inferiores de RU ap0s armazenamento e com
isso ndo houve uma diferenca estatistica entre os grupos experimantais e
controles ap6s 1 ano de armazenamento.

Uma possivel explicacdo para a queda dos valores de RU na utilizagcdo do

OS foi encontrada por Hashimoto ***

(2010), que mostrou em um recente estudo
publicado, que a degradacgéo ocorre para todos os integrantes da camada hibrida.
E que embora o adesivo Single Bond seja mais hidrofilo do que o sistema baseado

em acetona (One Step), o ensaio de nanoinfiltragdo mostrou uma concentracdo de
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grados de nitrato de prata apenas na camada de adesivo, mantendo a camada
hibrida intacta. J& os especimes restaurados com One Step (OS) e armazenados
pelo mesmo periodo mostraram na microscopia eletrénica de varredura auséncia
de resina nos espacos interfibrilares, caracterizados por micro-espacos dentro da
camada hibrida™".

Quando é considerado o tempo de aplicacdo das solugcbes indutoras de
ligacbes cruzadas pode-se verificar que apenas para o adesivo SB e o extrato
CSE dissolvido em etanol/agua houve diferenca significante. Para todos os outros
extratos utilizados com este adesivo ou com OS, o periodo de tratamento ndo
aumentou a RU, melhorando a acessibilidade clinica, uma vez que embora 10
minutos de tratamento ja sofra inUmeras criticas, 60 minutos ndo € aceitavel. O
tempo de 60 min foi o periodo encontrada na literatura em traballhos
correlacionados ?°, j4 10 min foi o tempo estipulado nos ensaios anteriores de
moédulo de elasticidade no qual os espécimes jA mostravam aumento de
propriedades.

A reducdo do tempo de pré-tratamento com solucdes ricas em PA era
inerente para uma maior reproducibilidade clinica. Como segunda parte deste
estudo foi realizada a RU entre dentina tratada por 1 minuto com GSE apenas, em
duas concentracdes, e 0s mesmos sistemas adesivos (SB e OS). Os resultados
imediatos mostraram maiores valores de RU quando 30% GSE foi utilizado
comparando com o grupo controle para o SB. Reiterando mais uma vez a melhor
interacdo deste extrato com este sistema adesivo. Apds 6 meses de
armazenamento os valores foram estatisticamente significante para todos os
grupos.

Quando a solucao de GSE foi aplicada por 10 ou 60 minutos, os resultados
de 6 meses se mostraram maiores do que 0 grupo controle, para ambos 0s
sistemas adesivos. Provavelmente o reduzido tempo de tratamento induziu
ligagbes cruzadas distribuidas heterogeneamente, ndo havendo tempo suficiente
para que uma superficie tratada homogeneamente fosse adquirida. As ligacdes de
hidrogénio proporcionadas pelas ligacdes cruzadas que ndo sao estabilizadas por
ligacbes hidrofébicas adjacentes podem ser dissociados pelo tratamento com
tamp&o aquoso °, como saliva artificial, ao longo do tempo. Isso poderia explicar a
diminuicdo de todos os valores de GSE nesta parte do trabalho, independente do

tempo de tratamento (Figuras 5.9 e 5.11). Provavelmente o tratamento de 1 minuto
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seja capaz de induzir as ligagOes de hidrogenio, caracterizado pelo aumento da
RU imediata, mas néo seja suficiente para estabilizar com ligagBes hidrofébicas
adjacentes. Outro fator relacionado seria a propria degradacéo resinosa causada
pela hidrélise que é um processo quimico capaz de quebrar as ligacdes covalentes
entre polimeros pela adicdo de agua as ligacdes de ésteres, causando a perda de

massa resinosa 2.

Este processo é considerado a principal razdo para a
degredacao resinosa na camada hibrida .

Uma camada de coladgeno mais estavel e menos sucetivel a degradacao
enzimatica pode ser conseguida pelo tratamento da dentina desmineralizada por
agentes ricos em PA (estudos 1 e 3). Esta camada de colageno tratado serviu
como substrato adesivo neste estudo. Apenas o GSE mostrou uma real
capacidade de induzir ligacdes cruzadas buscando desenvolver um substrato mais
resistente e duravel, sem diminuir a penetracdo resinosa, e consequentemente
melhorar a RU. GSE foi capaz de manter valores de RU mais altos quando
utilizado em conjunto com o SB, e também foi capaz de aumentar a RU imediata

em apenas 1 minuto de tratamento, que se manteve estavel por 6 meses.

6.5 Consideracdes Finais

Sabe-se que as fibrilas colagenas dentinarias auxiliam uma série de funcdes
bioldgicas e reparativas desde a mineralizacdo dos dentes até, no momento da
restauracdo, a manutencdo de uma rede tridimensional que servira de substrato
para a impregnacdo de mondmeros resinosos. Uma vez desmineralizada a
dentina, estas fibrilas sdo expostas ao ambiente oral que é nocivo e pode
desnatura-las ocorrendo a perda do alicerce de um possivel reestabalecimento da
forma e funcdo dentaria. Desta forma este estudo propés, por intermédio de
ligacbes cruzadas exdgenas, aumentar a resisténcia a degradacdo da matriz
organica desmineralizada, melhorando também algumas propriedades fisicas,
guimicas e mecanicas.

De forma geral os extratos naturais de baixo custo, facil obtencdo e baixa
citotoxicidade provenientes da proantocianidina sdo conhecidos pela alta afinidade

as proteinas ricas em prolina, e capazes de ligacbes curzadas especificas e
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estaveis. Solucdes ricas em extratos de sementes de uva e cacau aumentaram o
moédulo de elasticidade de espécimes de matriz organica dentinaria e 0s
mantiveram estaveis por pelo menos 1 ano. Os sistemas de solventes utilizados
nas solucdes sao especificos e estdo relacionados com o manufaturamento de
cada extrato, sendo assim o fabricante deve ser levado em consideragao. Estas
solugbes ricas em proantocianidina mostraram ser tempo e concentragao
dependentes. A concentracdo maxima de 30% de extrato de semente de uva por
60 minutos promoveu 0s mais altos resultados de modulo de elasticidade da
dentina desmineralizada.

Além do aumento da resiténcia mecanica quantificada pelo médulo de
elasticidade, a dentina tratada com solucdes indutora de ligacdes cruzadas ricas
em proantocianidina proveniente de sementes de uva e cacau mostrou ser menos
suscetivel a sor¢cao de agua, mais resistentes a degradacao térmica e também a
enzimatica quando comparadas a dentina ndo tratada. Em relagéo a resisténcia de
unido os maiores valores, e também o0s mais estaveis, foram encontrados quando
a dentina foi tratada com extrato de semente de uva e o sistema adesivo comercial
a base de etanol e agua foi utilizado. Uma adesdo melhor e mais estavel mostrou
ser dependente da combinagdo entre extrato e sistema adesivo. Melhorando a
acessibilidade clinica um tempo de tratamento de 1 minuto com extrato de
semente de uva na concentracdo maxima de 30% foi capaz de melhorar a adeséo

imediata e manté-la estavel por pelo menos 6 meses.
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7 CONCLUSOES

As conclusdes encontradas por este estudo foram:

1. A integridade e estabilidade ao longo do tempo sédo pré-condi¢cdes
para o colageno como biomaterial ou como substrato essencial para
restauracdes adesivas. Extratos ricos em PA sdo ferramentas
importantes para o0 modelamento da matriz de colageno através de
ligagbes cruzadas, e seu efeito depende da estrutura quimica,
contetdo de PA e caracteristicas fitoquimicas de cada extrato. A
estabilizacdo da matriz de colageno por longos periodos de
armazenagem foi obtida com o uso destes agentes.

2. A natureza e o método de extracdo dos agentes de ligacbes
cruzadas a base de PA influenciam as propriedades elasticas da
dentina desmineralizada. GSE e CSE foram efetivos aumentando a
rigidez da matriz de dentina. Fatores como solubilidade, tempo de
aplicacao, concentracao e procedéncia dos extratos sdo importantes
para a efetividade de solu¢des capazes de realizar ligagbes cruzadas
com o colageno.

3. Os extratos estudados aumentaram a resisténcia a degradacao por
colagenase da matriz organica dentinaria, diminuiram a sor¢céo de
agua na rede de colageno e aumentaram a temperatura necessaria
para que ocorra a desnaturacdo do colageno dentinario, em
comparacao aos grupos nao tratados.

4. Houve um aumento da resisténcia de unido imediata apds o uso de
agentes de ligacdo cruzada com o GSE, independente do sistema
adesivo utilizado. Adapter Single Bond Plus mostrou uma
estabilidade ao longo do tempo para todos 0s grupos experimentais
gue o sistema adesivo One Step Plus ndo mostrou, ocorrendo a
queda dos valores de RU para todos os grupos. GSE em uma
concentragdo de 30%, por 1 minuto, mostrou um aumentos dos

valores de RU e estabilidade apos 6 meses.
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