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Citta M. Estabilidade mecânica e atividade proteolítica de interfaces produzidas com 
a técnica de adesão seca à dentina biomodificada [dissertação de Mestrado]. 
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2019. 
 
RESUMO 
Objetivo: Avaliar a estabilidade mecânica e a atividade proteolítica de interfaces 
produzidas pela apliação de um adesivo convencional simplificado sobre a dentina 
biomodificada e seca. Métodos: Superfícies planas de dentina coronária foram 
criadas em 64 molares hígidos. Os dentes foram divididos em 4 grupos de acordo 
com a solução aplicada sobre a dentina condicionada: extrato de semente de uva 
5% (GSE), glutaraldeído 5% (GD), Gluma Desensitizer ou água (controle). As 
soluções foram aplicadas por 60s seguido de lavagem e secagem com papel 
absorvente. Os dentes foram então subdivididos em dois grupos, nos quais a 
dentina condicionada foi mantida úmida ou foi seca com ar por 60s. O adesivo 
Optibond foi aplicado e em seguida foi construído um cilindro de resina. Decorridas 
24h, os dentes foram cortados em espécimes (0,81 mm2), submetidos ao ensaio de 
microtração imediatamente ou após 12 meses de envelhecimento. Os mesmos 
procedimentos adesivos foram realizados em 32 dentes adicionais. Esses dentes 
foram seccionados em fatias de 0,5 mm de espessura, preparadas para os ensaios 
de nanoinfiltração e zimografia in situ (EnzChek). Os dados de resistência de união 
foram submetidos aos testes de ANOVA e Tukey (p<0,05), e os ensaios de 
nanoinfiltração e zimografia in situ foram apresentados descritivamente. 
Resultados: Redução significante da resistência de união imediata (ca. 65%) e 
aumento da atividade proteolítica e nanoilfiltração foi observado em interfaces 
produzidas sobre a dentina seca, sem previa biomodificação. Diferentemente, os 
valores de resistência de união não diferiram dos obtidos para a dentina úmida 
quando o colágeno foi biomodificado antes da secagem com ar. Interfaces 
produzidas sobre a dentina úmida e seca foram estáveis após 12 meses apenas 
quando a dentina foi biomodificada por GSE, GD ou Gluma. Conclusão: Interfaces 
produzidas pela aplicação de um adesivo convencional simplificado sobre a dentina 
biomodificada e seca foram mecanicamente estáveis e apresentaram reduzida 
atividade proteolítica após um ano de envelhecimento. 
 
Palavras-chave: Adesivos dentinários. Envelhecimento. Dentina. Inibidores de 
proteases. Reagentes para ligação cruzada. Resistência a tração. 
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Citta M. Mechanical stability and proteolytic activity of resin-dentin bonds produced 
by the cross-linked dry bonding technique [dissertação de Mestrado]. Araraquara: 
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2019. 
 

ABSTRACT 
Objective: To evaluate the mechanical stability and the proteolytic activity of bonds 
created by a one-step, etch-and-rinse adhesive applied to cross-linked and air-dried 
etched dentin. Methods: Flat coronal dentin surfaces were produced in 64 sound 
molars. The teeth were divided into 4 groups according to the solution applied on the 
etched dentin: 5% grape seed extract, 5% glutaraldehyde, Gluma Desensitizer or 
deionized water (control). Solutions were applied for 60s followed by rinse and blot 
drying. Then, the teeth were separated into two subgroups: the etched dentin was 
kept moist or air dried for 60s. Optibond was applied followed by a composite resin 
buildup. After 24h, the teeth were cut into beams (0.81 mm²) which were microtensile 
tested immediately or after 12mo of storage. Additional teeth (n=32) were bonded as 
described and cut into 0.5 mm-thick slabs. The slabs were prepared for nanoleakage 
and in situ zymography analyses (EnzChek). Bond strength data were submitted to 
ANOVA and Tukey tests (p<0.05) while nanoleakage and zymography data were 
descriptively reported.  Results: Significant reduction in bond strength (ca. 65%) and 
increase of the proteolytic activity was seen when the etched dentin was air-dried 
without previous biomodification. Conversely, bond strengths did not differ from 
those produced on wet dentin when collagen was cross-linked before air-drying, 
irrespective of the solution. For both moist and air-dried etched dentin, collagen 
cross-linking resulted in mechanically stable bonds and reduced proteolytic activity. 
Conclusion: Bonds produced by the application of a one-step, etch-and-rinse 
adhesive to cross-linked, air-dried etched dentin became mechanically stable and 
revealed reduced proteolytic activity after one year of aging. 
 
Keywords: Dentin bonding agents. Aging. Dentin. Protease inhibitors. Cross-linking 
agents. Bond strength. 
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1 INTRODUÇÃO 
A camada híbrida exerce função importante na retenção do material 

restaurador e no selamento da dentina. A camada híbrida ideal é caracterizada 

como uma estrutura tridimensional, composta pela mescla de polímero e colágeno, 

impermeável e capaz de garantir uma ligação contínua e estável entre a dentina e o 

material adesivo 1. Entretanto, esse biocomposto contem imperfeições desde o 

momento de seu estabelecimento, como áreas sem infiltração monomérica ou 

pobremente infiltradas, áreas de predomínio hidrófilo 2, retenção de água e solvente 

e a presença de fibrilas de colágeno desnudas 3 e, como consequência, tem sido 

considerado o elo frágil da união resina-dentina 1. A infiltração incompleta da rede 

de colágeno desmineralizado por monômeros adesivos 3-8 é devido, entre outras 

razões, ao reduzido espaço disponível entre as moléculas de colágeno que 

compõem as fibrilas 9. Essa falta de espaço se deve à dois fatores principais: a 

presença de moléculas de água livres e também ligadas ao colágeno 

desmineralizado e ao empacotamento denso do colágeno 10-12. Assim, devido a sua 

natureza imperfeita, a camada híbrida é susceptível a degradação, independente do 

sistema adesivo utilizado, convencional ou autocondicionante 10, 13-15. Os processos 

de degradação da camada híbrida envolvem a clivagem do colágeno exposto por 

proteases dentinárias 10, 12, 14 e a hidrólise da porção resinosa por esterases, 

principalmente as produzidas por bactérias 16. 

Após a desmineralização da dentina, a água é importante para a manutenção 

dos espaços interfibrilares que servirão de via para a infiltração dos monômeros do 

adesivo 17. Porém, a água limita a infiltração de monômeros hidrófobos, 

compromete a conversão monomérica 18, 19 e permite a hidrólise do colágeno 

mediada por enzimas proteolíticas como as metaloproteinases da matriz (MMPs) e 

as cisteínas catepsinas 10, 12. Revisões que abordam a instabilidade da união resina-

dentina têm demonstrado que a degradação do colágeno exposto na camada 

híbrida é um dos principais responsáveis pela falha de interfaces produzidas sobre a 

dentina 20, 21. Entretanto, a remoção do conteúdo de água da dentina condicionada 

por simples evaporação, além de ser impraticável 11, resulta no colapso das fibrilas 

de colágeno e fechamento das vias de infiltração do adesivo 17, 22-24. 

Visando aumentar as propriedades mecânicas do colágeno e torná-lo mais 

resistente à degradação, tem sido proposto o pré-tratamento da dentina 

condicionada com agentes promotores de ligações cruzadas (cross-linkers) 25-28, 
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como a carbodiimida (EDC), o glutaraldeído e as proantocianidinas (PAs). Esses 

agentes melhoram as propriedades mecânicas do colágeno, efeito esse evidenciado 

pelo aumento da resistência máxima à tração e módulo de elasticidade 28-31. 

Adicionalmente, esses agentes são potentes inibidores de MMPs e cisteínas 

catepsinas 32-34. O mecanismo básico por meio do qual esses agentes são capazes 

de melhorar as propriedades mecânicas do colágeno é a promoção de ligações 

cruzadas secundárias ou induzidas entre as cadeias polipeptídicas que formam a 

molécula de colágeno (intramoleculares), entre moléculas de colágeno 

(intermoleculares) e entre fibrilas vizinhas (interfibrilares) 35, 36. 

Recentemente, Zhou et al.22 (2016) demonstraram ser possível desidratar a 

dentina condicionada sem consequências negativas à resistência de união imediata, 

desde que essa dentina tenha sido previamente biomodificada com um extrato rico 

em proantocianidinas (GSE). Sem a biomodificação do colágeno, a resistência de 

união imediata foi significantemente reduzida quando da secagem prolongada da 

dentina, ratificando que, sem reforçar as moléculas e fibrilas de colágeno, a técnica 

úmida de adesão ainda é necessária para a manutenção dos espaços interfibrilares. 

Essa nova técnica adesiva foi denominada de adesão à dentina biomodificada e 

seca (cross-linked dry bonding). Entretanto, os autores avaliaram apenas o efeito 

imediato da técnica. É importante a sua validação a longo prazo, uma vez que o 

grande desafio da adesão a dentina é a produção de camadas híbridas estáveis e, 

portanto, resistentes ou menos susceptíveis aos mecanismos de degradação 

hidrolítica e enzimática. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 
Objetivo Geral 

Avaliar a estabilidade mecânica e a atividade proteolítica de interfaces 

produzidas pela aplicação de um sistema adesivo convencional simplificado livre de 

água sobre a dentina biomodificada e seca com jatos de ar. 

 

Objetivos Específicos 
• Investigar a resistência da união resina-dentina biomodificada com um extrato 

de sementes de uva (GSE), glutaraldeído ou Gluma Desensitizer, seguida de 

secagem com jato de ar, após 24 horas e 12 meses de envelhecimento;  

 

• Analisar a nanoinfiltração imediata e após 12 meses de envelhecimento de 

interfaces formadas sobre a dentina biomodificada com GSE, glutaraldeído ou 

Gluma Desensitizer, e seca com ar; 

 

• Avaliar a atividade proteolítica da união resina-dentina biomodificada e seca, 

24 horas ou 12 meses após sua formação, por meio da zimografia in situ. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 
 
3.1 Visão Geral da Composição da Dentina 

A dentina é um tecido conjuntivo avascular e mineralizado, de origem 

mesenquimal, que constitui a maior parte da estrutura dentária. Esse tecido 

apresenta característica orgânica e úmida, e sua composição corresponde em peso 

a, aproximadamente, 70% de minerais, 20% de proteínas e 10% de água 37, 38. 

Embora a fração proteica seja formada principalmente por colágeno do tipo I (∼ 

90%), esse substrato também possui proteínas não colagenosas, as quais podem 

ser agrupadas em proteoglicanas, glicoproteínas, proteínas séricas, fatores de 

crescimento, proteínas de ligação de cálcio e proteases 39-43. Em conjunto, as 

proteínas dentinárias formam uma rede tridimensional, denominada de matriz 

extracelular (MEC), a qual é reforçada por cristais de apatita 39, 44.  

Os cristais de apatita da dentina apresentam-se no formato de placas, com 

espessura entre 2,6 nm e 3,2 nm. Apenas 20% desses cristais apresenta uma 

orientação preferencial, paralela à junção amelo-dentinária, enquanto que os demais 

estão orientados aleatoriamente 42. Esses minerais estão localizados nos espaços 

interfibrilares e também intrafibrilares 42, 45. Minerais ligados a superfície das fibrilas 

de colágeno, denominados interfibrilares ou extrafibrilares, representam 

aproximadamente 67% do conteúdo mineral da dentina e são esses minerais que 

mantem as fibrilas separadas entre si. Os minerais localizados no interior das fibrilas 

(∼ 25-30%) 46, preenchendo os espaços entre as moléculas de colágeno, 

apresentam a importante função de conferir resistência mecânica a essas estruturas 
47-49. 

Outra característica importante da dentina é a sua umidade intrínseca, 

proveniente do tecido pulpar 38, 50. Esse fluído circula no interior dos túbulos 

dentinários sob uma pressão equivalente a 15 cm de água. Segundo Agee et al.11 

(2015), a maior parte da água presente na matriz dentinária (∼75-79%) está na 

forma livre, enquanto o restante (∼21-25%) está ligado ao colágeno. O conteúdo 

aquoso da dentina (10% em peso e 20% em volume) interfere diretamente nos 

procedimentos adesivos realizados sobre esse substrato. 
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3.2 Estrutura Básica do Colágeno Tipo I 
Como mencionado, colágeno é a principal proteína da dentina. Colágeno do 

tipo I é o predominante, e apenas traços de colágeno tipo III e V podem são 

encontrados na dentina do manto 38. Cada molécula de colágeno tipo I é constituída 

pelo entrelaçamento em tripla hélice de três cadeias polipeptídicas, duas cadeias α1 

e uma cadeia α2 51-53, com predomínio da repetição do trio de aminoácidos Gly-Xxx-

Yyy, onde normalmente Xxx é uma prolina e Yyy uma  hidroxiprolina 54. 

 Uma molécula de colágeno tem cerca de 300 nm de comprimento e 1,5 nm de 

diâmetro 55.  A conformação em tripla hélice é estabilizada por ligações entre as 

cadeias polipeptídicas (Figura 1), as quais são estabelecidas durante a 

colagenogênese 56. Além dessas, ligações endógenas também são estabelecidas 

entre moléculas de colágeno (intermoleculares) (Figura 1) e entre fibrilas de 

colágeno (interfibrilares). Em conjunto, além de manterem a configuração da 

molécula de colágeno, essas ligações cruzadas endógenas são responsáveis pelas 

essenciais propriedades mecânicas dos tecidos conjuntivos mineralizados, dentina e 

ossos, em decorrência da carga que recebem 42, 57. 

 
Figura 1 – Representação esquemática das ligações cruzadas formadas durante a 
colagenogênese e o desenvolvimento dos tecidos ricos em colágeno. Ligações de 
hidrogênio são formadas entre as cadeias polipeptídicas que formam a molécula de 
colágeno (ligações intramoleculares) e entre moléculas (ligações intermoleculares. Ligações 
covalentes prevalecem nas extremidades das moléculas, denominadas de telopeptideos. 
 

 

 
 

 

Fonte: Elaborado por Josimeri Hebling. 
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3.3 Atividade Proteolítica da Dentina 

 A presença de atividade proteolítica no tecido dentinário foi demonstrada pela 

primeira vez por Dayan et al. 58 (1983). Áreas de atividade proteolítica estão 

presentes em todo o tecido, entretanto, os maiores níveis de atividade são 

observados na pré-dentina e ao longo dos túbulos dentinários em comparação a 

dentina intertubular 59. Duas famílias de endopeptidases são responsáveis pela 

atividade proteolítica da dentina, as metaloproteinases da matriz (MMPs) ou 

matrixinas e as cisteínas catepsinas (CATs). MMPs são enzimas cálcio e zinco 

dependentes com potencial para degradar os componentes da matriz extracelular 60, 

61. Essas enzimas exercem um papel central em diversos processos fisiológicos 

como desenvolvimento e remodelação tecidual, e angiogênese 62-64, e podem ser 

divididas de acordo com a especificidade do substrato em: colagenases, 

gelatinases, estromelisinas, matrilisinas e MMP tipo membrana 64. Na dentina 

humana já foram identificads as MMPs -2 e MMP-9 (gelatinases), MMP-8 

(colagenase), MMP-3 (estromelisina) e MMP-20 (estromelisina) 65-69. Além dessas, a 

identificação de MMP-7 (matrilisina) na dentina humana foi recentemente 

demonstrada por Mazzoni et al.145(2018). Essas MMPs são produzidas por 

odontoblastos e outras células pulpares como pró-enzimas ou zimógenos. 

A dentinogênese é um complexo fenômeno de desenvolvimento que 

necessita de uma função enzimática extracelular de diferentes proteinases, 

principalmente da família das MMPs 70. Entretanto, uma vez degradada a matriz 

extracelular excedente após a deposição dos cristais de apatita 71, essas 

proteinases ficam aprisionadas na matriz mineralizada 40. 

Eventos que resultam na desmineralização da dentina, como o processo de 

cárie e o condicionamento ácido da dentina durante os procedimentos restauradores 

adesivos, liberam as MMPs do seu envólucro mineral, as quais passam a exercer a 

sua função de degradação da matriz extracelular 62, 72. Portanto, essas proteases 

estão diretamente implicadas na patogênese e evolução da lesão de cárie 62, 66 e na 

degradação do colágeno presente na camada híbrida 72. O mecanismo proposto 

para explicar como as MMPs degradam o colágeno é a sua capacidade de desfazer 

a conformação helicoidal das moléculas de colágeno do tipo I 73. Esse mecanismo 

de degradação será melhor explicado no tópico “Mecanismos de Degradação da 

Camada Híbrida”. 
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Cisteínas catepsinas (CATs) representam o segundo grupo de proteases 

presente na dentina 74. Até o presente momento, somente CAT-B e -K foram 

identificadas na dentina humana 75. Essas proteases são, essencialmente, enzimas 

lisossomais, mas também apresentam ação extracelular e são capazes de degradar 

o colágeno tipo I 75, 76. As catepsinas, como as MMPs, também agem em processos 

fisiológicos e patológicos, e estão relacionadas às doenças que abrangem a 

remodelação tecidual 77. O pH ótimo de ativação dessas proteases é ligeiramente 

ácido, enquanto em pH neutro se tornam instáveis e podem ser inativadas 78. Os 

sítios de atuação das CATs no processo de degradação do colágeno tipo I estão 

nas extremidades da molécula, amino-terminal e carboxi-terminal, e a ligação das 

CATs ao colágeno ocorre é dependente da presença de glicosaminoglicanas 79. 
Ensaios de zimografia, por eletroforese em gel e zimografia in situ, permitem 

a investigar a presença e a atividade de proteases.  A zimografia in situ, entretanto, 

apresenta a vantagem de possibilitar a localização da atividade proteolítica no tecido 
80 e tem sido utilizada em pesquisas que avaliam a degradação da camada híbrida, 

assim como estratégias anti-degradação 75, 81-84. 

 
3.4 Formação da Camada Híbrida 

A camada híbrida é a principal estrutura responsável pela retenção do 

material resinoso ao substrato dentinário e pelo selamento desse substrato. 

Segundo Spencer et al. 1 (2010), essa estrutura tridimensional, composta pela 

mescla de polímero e colágeno, deveria ser impermeável e capaz de garantir uma 

ligação contínua e estável entre a dentina e o material adesivo. Entretanto, a 

despeito de sua importância, esse biocomposto é considerado o elo frágil da união 

resina-dentina 1. 

O processo de hibridização inicia-se com a remoção do conteúdo mineral da 

superfície da dentina pela aplicação de um agente ácido. O condicionamento 

realizado com ácido fosfórico à 35% aplicado por 15 segundos, desmineraliza a 

dentina superficial em aproximadamente 10 µm de profundidade 85. A composição 

da dentina desmineralizada passa a ser, em peso, de 80% de água e 20% de 

proteínas 15. A presença de água nesse momento é importante para a manutenção 

dos espaços interfibrilares, e para prevenir a aproximação das fibrilas de colágeno e 

a formação espontânea de ligações de hidrogênio entre elas 17. 
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Durante a aplicação do sistema adesivo, ao empregar a técnica úmida de 

adesão, a água deveria ser substituída pelos monômeros solvatados e as fibrilas de 

colágeno protegidas pelo polímero resinoso 15. Porém, a impossibilidade de 

substituição completa da água presente na dentina desmineralizada 11 e o reduzido 

espaço entre as moléculas de colágeno disponível para a infiltração dos monômeros 
9, resultam na formação de camadas híbridas imperfeitas, com áreas de colágeno 

exposto, principalmente em sua base 3, 7, porosidades, áreas de predomínio hidrófilo 

devido ao fenômeno de separação de fases 5, 86,  regiões de retenção de água e 

solventes 87 e a presença de monômeros residuais devido a influência negativa da 

água no processo de polimerização 18, 19. 

A presença de imperfeições torna a camada híbrida susceptível aos 

processos de degradação hidrolítica e enzimática 88. Como consequência, a 

camada híbrida não apresenta estabilidade e compromete a longevidade das 

restaurações adesivas. Portanto, é necessário desenvolver estratégias que 

melhorem a qualidade e a durabilidade da união resina-dentina21, 43. 

 
3.5 Mecanismos de Degradação da Camada Híbrida 

A curto prazo, a união resina-dentina apresenta desempenho satisfatório 89, 

porém, sofre deterioração durante a sua função na cavidade bucal 90, 91. A 

degradação da camada híbrida resulta na redução da resistência de união e 

ineficiência do selamento dentinário 84, 85, 92-95. 

Até o presente momento, os reconhecidos mecanismos de degradação da 

camada híbrida são dois: (1) hidrólise do componente resinoso mediada por 

esterases e (2)  hidrólise do colágeno por ação direta da água ou mediada por 

proteases dentinárias, MMPs e CATs 14, 21, 43, 94, 96. Respectivamente, esses 

mecanismos são referidos como degradação hidrolítica e degradação enzimática. 

Compósitos resinosos são suscetíveis a hidrólise mediada por esterases 

devido a presença de grupos éster expostos na matriz monomérica 16, 97. Esterases 

são classificadas como hidrolases e estão presentes em diversos tecidos humanos, 

além de serem produzidas por microrganismos 16. Na cavidade bucal, as fontes 

produtoras dessas enzimas são as glândulas salivares, o epitélio gengival e os 

processos inflamatórios 97, 98. A saliva humana contém esterase do tipo colesterol 

(CE) e pseudocolinesterase (PCE) em níveis suficientes para degradar compósitos 

e a interface dente-material restaurador 98. Bisfenol A-glicidil metacrilato (bisGMA) e 
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trietilenoglicol dimetacrilato (TEGDMA), principais monômeros presentes em 

compósitos, são particularmente susceptíveis a ação de esterases 97, 98. 

Colágeno é o principal componente orgânico da camada híbrida. Idealmente, 

todo o colágeno exposto pelo condicionamento ácido da superfície da dentina 

deveria ser protegido pelo polímero formado após a fotoativação do adesivo 

dentinário. Entretanto, como descrito anteriormente, a completa impregnação da 

dentina desmineralizada por monômeros resinosos é impraticável e fibrilas de 

colágeno desprovidas de proteção permanecem expostas no interior da camada 

híbrida 3, 7. Essas fibrilas são susceptíveis a hidrólise, pela ação direta da água, e 

mediada pelas proteases dentinárias, denominada de degradação enzimática 10, 14, 

15, 72, 81, 99. 

O mecanismo básico de degradação do colágeno por MMPs está 

representado na Figura 2, modificada por Tjäderhane et al.43 (2013), a partir do 

trabalho de Nagase e Fushimi 100 (2008). Brevemente, o domínio catalítico das 

MMPs se liga a sítios específicos do colágeno. Entretanto, essas proteases são 

incapazes de clivar a molécula de colágeno na forma de tripla hélice, uma vez que o 

diâmetro dessa molécula é três vezes maior (∼ 1,5 nm) do que a pequena abertura 

do sítio ativo (∼ 0,5 nm). Assim, MMPs devem primeiro desenovelar as cadeias alfa 

para que cada cadeia seja clivada individualmente pela inclusão de uma molécula 

de água. O produto final da hidrólise mediada por MMPs é a quebra da molécula de 

colágeno em dois fragmentos que consistem de 1/4 e 3/4 do comprimento da 

molécula.  Portanto, proteases, incluindo as dentinárias, são dependentes da água 

para exercerem sua função de quebra do colágeno, e por essa razão, são 

classificadas como hidrolases 43, 61, 101. 
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Figura 2 – Ilustração do mecanismo básico da degradação do colágeno por 
metaloproteinases da matriz (MMPs). 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: Tjäderhane et al.43, p. 27 (2013). 

 

 
3.6 Estratégias para Melhorar a Estabilidade da Camada Híbrida 

A degradação das fibrilas de colágeno e dos componentes resinosos levam à 

destruição da camada híbrida 90, 91, 102 e à perda da resistência da união resina-

dentina ao longo da vida útil da restauração 103-105. Segundo Tjäderhane et al. 10 

(2015), a durabilidade da camada híbrida depende da resistência individual de seus 

componentes aos mecanismos de degradação. Portanto, estratégias que visam 

aumentar a estabilidade desse biocomposto atuam na melhoria das propriedades 

mecânicas do colágeno e na formação de polímeros de melhor qualidade. 

A técnica de adesão à dentina saturada com etanol (ethanol-wet bonding), 

por exemplo, tem por objetivo favorecer a infiltração da dentina condicionada por 

monômeros hidrófobos, os quais formam cadeias poliméricas mais resistentes a 

hidrólise 17, 106, 107. O mesmo princípio norteia a estratégia denominada adesão à 

dentina saturada por DMSO (dimetil sulfóxido), um solvente orgânico aprótico e 

polar que que dissolve compostos polares e apolares. Adicionalmente, esse 

solvente aumenta a umectabilidade da dentina condicionada e, consequentemente, 

favorece a infiltração monomérica 59, 108. 
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Estratégias que visam melhorar a resistência do colágeno aos processos de 

degradação incluem a utilização de inibidores enzimáticos 34, 59, 88, 90, 91, 105, 109-111, de 

soluções remineralizantes 112, 113 e de agentes promotores de ligações cruzadas 29, 

35, 88, 110, 114, 115 21, 28, 91, 116. 

O potencial anti-enzimático da clorexidina sobre proteases dentinárias foi 

demonstrado pela primeira vez por Pashley et al. 72 (2004). Atualmente, vários 

estudos realizados in vivo confirmaram que a saturação da dentina condicionada 

com clorexidina previamente a aplicação do sistema adesivo resulta na formação de 

camadas híbridas mais estáveis longitudinalmente 90, 103, 105. Embora o mecanismo 

de inativação de MMPs exercido pela clorexidina não seja conhecido, sugere-se 

que, devido a sua propriedade quelante, esse agente remova cálcio e zinco dessas 

enzimas, que são metais essenciais para a manutenção da estrutura terciária da 

proteína e funcionamento do sítio ativo, respectivamente 43. A clorexidina também é 

eficiente na inibição de CATs, e seu mecanismo de ação sobre essas proteases já 

foi elucidado 117.  Porém, tem sido demonstrado que os benefícios proporcionados 

pela utilização da clorexidina não são duradouros 103, provavelmente devido a 

ausência de interação química entre as moléculas de clorexidina e as de colágeno. 

Uma outra limitação da clorexidina é a sua atuação exclusiva como inibidor 

inespecífico de proteases, não exercendo efeito direto sobre as fibrilas de colágeno 

e sua resistência aos processos de degradação 103, 118. 

 

3.7 Biomodificação da Matriz Dentinária por Agentes Promotores de Ligações 
Cruzadas (cross-linkers) 
 Agentes promotores de ligações cruzadas (do inglês “cross-linkers”) 

apresentam potencial de induzir novas ligações no interior das moléculas de 

colágeno (intramoleculares), entre essas moléculas (intermoleculares) e entre 

fibrilas de colágeno (interfibrilares) 116. Essas novas ligações são denominadas 

exógenas ou induzidas, para permitir a sua diferenciação das ligações cruzadas 

endógenas (Figura 1), estabelecidas durante a colagenogênese e a formação dos 

tecidos a base de colágeno.  Esse processo, conhecido como biomodificação ou 

reticulação do colágeno, resulta em aumento das propriedades mecânicas do 

colágeno e dos tecidos com alto conteúdo dessa proteína, como módulo de 

elasticidade, resistência máxima à tração e resistência à desnaturação térmica25, 27-

30, 34, 115, 116. 
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 Adicionalmente, agentes promotores de ligações cruzadas também são 

potentes inibidores de proteases, incluindo MMPs e CATs 14, 32, 34, 83, 95, 110, 119. Como 

mencionado anteriormente (Figura 2), MMPs não são capazes de clivar a molécula 

de colágeno em sua forma de tripla hélice devido a pequena abertura de seu sítio 

ativo (∼0,5 nm) em comparação ao diâmetro da molécula (∼1,5 nm). Para tanto, 

essas proteases precisam desenovelar cada cadeia alfa e então quebrá-la 

individualmente pela inclusão de uma molécula de água 21, 100. Ademais, precisam 

apresentar motilidade espacial para que consigam acoplar o sítio ativo presente no 

domínio catalítico na área específica do substrato. Pois bem, da mesma forma que 

agentes promotores de ligações cruzadas induzem a formação de ligações 

adicionais na molécula de colágeno aumentando a sua rigidez 25, 27-30, 34, 115, 116, 

também induzem a formação de ligações em outras proteínas, e dentre elas, as 

proteases dentinárias. Dessa forma, essas proteases enrijecidas têm dificuldades 

para o acoplamento do seu sítio ativo e/ou  para a separação das cadeias alfa que 

compõem a molécula de colágeno. 

 De acordo com a sua natureza, os agentes promotores de ligações cruzadas 

podem ser de origem sintética ou natural 35. EDC [1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida] e aldeídos, como o glutaraldeído, são os agentes 

sintéticos mais investigados, enquanto polifenóis, como as proantocianidinas 

(PACs), representam os agentes naturais de maior interesse 35.  

Glutaraldeído é um dialdeído que apresenta grande afinidade por grupos 

amina livres presentes em aminoácidos, formando ligações do tipo bases de Schiff  
36, 120. Essa reação ocorre principalmente entre os grupos amina dos resíduos de 

lisina e hidrolisina das fibrilas de colágeno, tornando essas fibrilas mais resistentes à 

degradação por proteases endógenas e colagenases de origem bacteriana 29, 121-123. 

A aplicação de soluções de glutaraldeído sobre a dentina condicionada resulta em 

aumento significativo do módulo de elasticidade da matriz e da sua resistência à 

degradação 34, 85, 124. Ainda, foi demonstrado que o efeito desse agente sobre a 

rigidez da matriz dentinária não é reversível pela simples hidratação com água 124. A 

utilização desse agente como coadjuvante no processo de adesão a dentina, além 

de não interferir negativamente na resistência de união imediata, produz interfaces 

mais estáveis longitudinalmente 84, 85. De fato, o tratamento da dentina condicionada 

com uma solução de glutaraldeído a 5% aumentou significantemente a resistência 
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de união imediata 125 e viabilizou a secagem da dentina condicionada sem 

detrimento a essa resistência 126. 

Gluma Desensitizer é um dessensibilizante dentinário disponível 

comercialmente, que contém 5% glutaraldeído, 35% HEMA (hidroxietil metacrilato) e 

água como principais componentes 36. Seu mecanismo de ação é a coagulação de 

proteínas presentes no fluído dentinário, principalmente a albumina sérica, 

resultando no fechamento dos túbulos expostos e no reestabelecimento da 

hidrodinâmica do tecido dentinário 127. Mesmo na presença de HEMA, o potencial de 

inibição de MMPs endógenas do Gluma Desensitizer é comparável ao potencial de 

uma solução de 5% glutaraldeído 28, 36 e a sua utilização no protocolo de adesão 

estabiliza a união resina-dentina 27. Entretanto, ainda existe preocupação quanto 

aos possíveis efeitos biológicos da utilização de glutaraldeído, embora existam 

evidências de ausência de citotoxicidade transdentinária sobre células do tipo 

odontoblasto 26. 

A biomodificação da matriz de dentina por proantocianidinas melhora 

sobremaneira a sua resistência mecânica, e contra a degradação promovida por 

colagenases bacterianas e por proteases endógenas (MMPs) 29, 30, 128, 129. 

Proantocianidinas são compostos ricos em polifenóis, amplamente disponíveis em 

frutas, legumes, nozes, sementes e flores 130  e a atividade dos extratos obtidos 

dessas fontes naturais depende da complexidade da estrutura, estereoquímica e 

conteúdo dos compostos bioativos 131-133.  

O extrato produzido a partir da semente da espécie de uva Vitis vinífera 

investigado no presente estudo, contém 95% de proantocianidinas, como 

epicatequina, galocatequina, epigalocatequina (proantocianidinas monoméricas), 

procianidinas diméricas e procianidinas triméricas. Quando aplicado sobre a matriz 

dentinária condicionada, o GSE interage com o colágeno induzindo a formação de 

ligações covalentes, iônicas e de hidrogênio, estabilizando a matriz 134. Além disso, 

por ocultar os locais de clivagem do colágeno dentinário, o GSE exibe efeito 

inibitório sobre proteases dentinárias 130, 135, como MMP-2, MMP-8, MMP-9 32, 119, 

CTA-K e CAT-B 32. 

O aumento da resistência mecânica da matriz de dentina tratada com GSE é 

tão efetivo a ponto de contrapor os danos causados pela sua secagem excessiva 

com ar, permitindo um desempenho inicial da união resina-dentina comparável ao 

da adesão a dentina úmida (wet bonding technique) 22. Assim, a técnica de adesão 
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seca a dentina biomodificada (cross-linked dry bonding) deve ser investigada como 

mais uma estratégia para melhorar a estabilidade da camada híbrida. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Aspectos Éticos 
Para o desenvolvimento do estudo, uma coleção de 96 molares humanos 

hígidos foi regularizada junto ao Banco de Dentes da Faculdade de Odontologia de 

Araraquara – FOAr, e o protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Seres Humanos da mesma instituição (ANEXO A). Assim que coletados, os 

dentes foram lavados abundantemente em água e limpos com gaze para permitir a 

inspeção visual. Foram selecionados dentes íntegros e sem alteração de cor 

indicativa de cárie ou hipoplasia/hipomineralização do esmalte. Os dentes 

selecionados foram submetidos a profilaxia com pedra pomes em água, lavados 

copiosamente, armazenados em timol 0,1% e mantidos em refrigerador à 4-5 oC 

até o momento de sua utilização. 

 
4.2 Delineamento Experimental para o Ensaio Mecânico de Microtração 

Dos 96 molares humanos hígidos coletados, sessenta e quatro foram 

utilizados para avaliar a estabilidade mecânica de interfaces produzidas sobre a 

dentina biomodificada e seca. Esses dentes foram progressivamente distribuídos 

nos grupos dessa fase do estudo, conforme ilustrado na Figura 3. Foram 

considerados fatores de variação (variáveis independentes): (Fator 1) tratamento da 

dentina condicionada (em 4 níveis), (Fator 2) condição de umidade da dentina (em 2 

níveis) e (Fator 3) período de envelhecimento (em 2 níveis), sendo que este último 

será considerado como variável de medidas repetidas. Dessa forma, ao final do 

experimento, cada grupo foi composto de 8 dentes, uma vez que o dente foi 

considerado a unidade experimental para o ensaio de microtração (Figura 3). Além 

da resistência de união, também foi variável resposta (variável dependente) dessa 

fase do estudo, o tipo de fratura ocorrida após o ensaio mecânico de microtração. 

Entretanto, essa última variável foi analisada qualitativamente, e o espécime 

(“palito”) foi a unidade experimental.  
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Figura 3 – Fluxograma do delineamento experimental para o ensaio mecânico de 
microtração. Foram fatores de variação do estudo, o tratamento da dentina condicionada 
(Fator 1), a condição de umidade da dentina (Fator 2) e o período de envelhecimento (Fator 
3).  

 
Fonte: Elaboração própria. 

 
4.3 Obtenção da Superfície de Dentina 

Com auxílio de um disco diamantado acoplado a uma cortadeira 

metalográfica (ISOMET 1000, Buheler, Lake Bluff, IL, EUA), o terço oclusal da 

coroa dentária foi removido por meio de um corte no sentido transversal da coroa, 

resultando em uma superfície plana de dentina, circundada em sua periferia por 

esmalte. Essa superfície foi examinada em lupa estereoscópica (Modelo SZX7, 

Olympus, São Paulo, Brasil) para inspecionar a inexistência de restos de esmalte 

dentário sobre a dentina. Caso o esmalte ainda estivesse presente recobrindo 

alguma área da dentina, a superfície foi manualmente desgastada com lixa de 

carbeto de silício de granulação 320 e novamente inspecionada na lupa até que 

todo esmalte tenha sido removido. Finalmente, todas as superfícies de dentina 

foram abrasionadas manualmente em lixa de granulometria 320 umedecida com 

água, por 30 segundos, para que a smear layer fosse produzida pelo mesmo 

instrumento. Uma vez obtidas as 64 superfícies planas em dentina, os dentes foram 

aleatoriamente divididos em quatro grupos (n=16) de acordo com o tratamento da 

dentina condicionada (Figura 3). 
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4.4 Tratamento da Dentina Prévio a Aplicação do Sistema Adesivo 
As superfícies de dentina foram condicionadas com ácido fosfórico 35% 

(Ultradent Products INC, South Jordan, Utah, EUA), por 15 s, seguido de lavagem 

abundante com spray ar/água por 10 segundos e secagem com papel absorvente 

para a manutenção da superfície de dentina úmida. Então, a dentina condicionada 

foi submetida aos tratamentos apresentados na Figura 3. Detalhes dos agentes 

utilizados nesses tratamentos estão apresentados na Tabela 1. 

 
Tabela 1 – Princípio ativo, fabricante, mistura e pH das formulações utilizadas como cross-
linkers. 
 

Grupo Princípio ativo Fabricante Mistura/pH 

GD 5% Glutaraldeído 

Sigma-Aldrich 

Corp. St. 

Louis, MO, 

EUA 

- 0,5 mL de GD 

50% 

- 4,5 mL de água 

deionizada 

- pH 6,4 

GSE 5% 

Extrato rico em 

proantocianidinas 

(extraído da semente 

da espécie Vitis 

vinífera) 

Shaanxi 

Sinuoti Biotech 

Co. Ltd., 

Shaanxi, China 

 

- 0,25 g GSE 

- 4,75 mL de 

água deionizada 

- 0,25 mL de 

etanol 

- pH=5,5 

 

Gluma® 

Desensitizer 

HEMA (25-50%) 

Glutaral (5-10%) 

Heraeus 

Kulzer GmbH 

(Hanau, 

Alemanha) 

- Pronto para 

uso 

- pH=4,0 

 
* pH da água deionizada = 6,2; HEMA: 2-hidroxietil metacrilato 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Vinte microlitros (20 µL) de um extrato rico em proantocianidinas a 5% 
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(GSE, n=16 dentes) ou glutaraldeído 5% (GD, n=16 dentes) foram aplicados 

sobre a superfície de dentina condicionada, com uma pipeta. A solução foi 

mantida sobre a superfície por 60 segundos e então foi lavada com 5 mL de água 

deionizada. Gluma® Desensitizer (Heraeus Kulzer GmbH, Hanau, Alemanha) foi 

utilizado, segundo as recomendações de seu fabricante, em 16 dentes. Assim, 20 

µL do produto foram aplicados sobre a dentina condicionada e mantidos sem 

agitação por 60 segundos. Em seguida, a dentina foi delicadamente seca com jato 

de ar por 5 segundos à 10 cm de distância da superfície e então lavada com 5 mL 

de água deionizada. Por fim, no grupo controle, foram aplicados 20 µL de água 

deionizada sobre a superfície condicionada com ácido fosfórico, mantidos por 60 

segundos. Todos os demais passos realizados nos grupos anteriores foram 

reproduzidos no grupo controle. 

A partir dessa etapa, os dentes pertencentes a cada grupo de tratamento 

foram subdivididos de acordo com a condição de umidade da dentina. Em metade 

dos dentes (n=8) a dentina foi mantida úmida pela remoção do excesso da água 

utilizada para a lavagem dos produtos com papel absorvente. Na outra metade 

(n=8), a superfície de dentina foi fisicamente desidratada pela aplicação de um 

constante jato de ar por 60 segundos, com a seringa posicionada à 10 centímetros 

da superfície da dentina. 

 

4.5 Aplicação do Sistema Adesivo  
O sistema adesivo Optibond S (Kerr Corporation; Orange, CA, EUA; Tabela 

2) foi utilizado segundo as recomendações do seu fabricante.  Com o auxílio de um 

microbrush, o adesivo foi aplicado sobre toda a superfície de dentina, com 

movimentos contínuos sob leve pressão durante 15 segundos. Em seguida, a 

superfície foi seca com jato de ar por 3 segundos e o adesivo fotoativado por 20 

segundos. Para esse fim, foi utilizado o aparelho de luz LED Radii Plus (SDI 

Limited, Bayswater, Victoria, Austrália), cuja irradiância foi avaliada com auxílio de 

um radiômetro (Radii Plus, SDI Limited, Bayswater, Victoria, Austrália, 800±10 

mW/cm2) imediatamente antes de seu uso. 
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Tabela 2 – Informações sobre o sistema adesivo. 
 

Nome 

comercial 
Fabricante Classificação Principais componentes 

Lote da 

fabricação 

Optibond S® 

Kerr 

Corporation; 

Orange, CA, 

EUA 

Condiciona 

e lava de 2 

passos* 

 

Condicionador: ácido 

fosfórico 

 

BIS-GMA, HEMA, GDM, 

GPDM, sílica, vidro de 

bário, canforoquinona, pH 

2,7 

 

Solvente: Etanol 

 

  6032617 

 
* Também denominado: convencional simplificado, convencional monocomponente e etch-and-

rinse de 2 passos; 

Abreviaturas. BIS-GMA: Bisfenol A glicidil metracrilato; HEMA: Hidroxietil metacrilato; GDM: 

Glicerol dimetacrilato ; GPDM: glicerol fosfato dimetacrilato.  

Fonte: Elaboração própria. 

 

Finalizada a aplicação do sistema adesivo, foi confeccionado um bloco 

de resina composta (Filtek Z350, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) na cor A 3,5. Três 

incrementos de 1 mm, cada um deles fotoativado por 20 segundos, foram 

sequencialmente acrescentados e os dentes foram então armazenados por 24 

horas imersos em água destilada à 37 oC. 

 

4.6 Obtenção dos Espécimes para o Ensaio Mecânico de Microtração 
Cada dente restaurado foi fixado em base de madeira com auxílio de godiva 

de baixa fusão e levado a cortadeira metalográfica (ISOMET 1000, Buehler Ltd, 

Lake Bluff, IL, EUA) para ser seccionado transversalmente na altura do primeiro 

terço radicular com disco de diamante de 0,3 mm de espessura (Diamond Wafering 

Blade, Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA), sob constante irrigação. Em seguida, a 

porção coronária foi posicionada na máquina de tal forma que a interface adesiva 
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ficou perpendicular a face de corte do disco diamantado. Cortes seriados com 0,9 

mm de espessura foram realizados, iniciando-se junto a uma das faces proximais 

até a face oposta. Após rotação do dente em 90
  
graus, uma nova série de cortes 

foi feita, também com 0,9 mm de espessura. Ao final, foram obtidos espécimes em 

forma de paralelogramos (palitos) com área transversal de secção de 

aproximadamente 0,81 mm2. 

Todos os espécimes foram inspecionados em lupa estereoscópica com 

aproximadamente 30 vezes de aumento.  Aqueles que apresentaram defeitos como 

bolhas ou irregularidades nas proximidades da união resina-dentina foram 

excluídos da amostra. Os espécimes selecionados tiveram sua área adesiva 

individualmente mensurada com paquímetro digital (Mod. 500- 144b, Mytutoyo Sul 

Americana Ltda., SP, BR) com resolução de 0,01 mm. 

 

4.7 Armazenamento dos Espécimes (Envelhecimento) 
Os espécimes obtidos de cada dente foram aleatoriamente divididos em 2 

grupos de acordo com o tempo de armazenamento. Desta forma, um grupo de 

espécimes foi tracionado imediatamente após a sua obtenção e o outro grupo após 

12 meses de armazenamento em solução semelhante à saliva (KCl, KSCN, Na2SO4, 

HEPES, NH4Cl, CaCl2, NaHCO3 e ZnCl2, pH 7,4), a 37 oC e agitação constante.  A 

saliva não foi trocada durante o período de 12 meses e seu pH fo i  mensalmente 

monitorado com auxílio de um micro pH eletrodo (Orion™ 9110DJWP Double 

Junction pH Electrode, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA).  

 
4.8 Ensaio Mecânico de Microtração 

O ensaio mecânico de microtração foi realizado em máquina de ensaios 

mecânicos (DL-Digital Line, EMIC, Paraná, Brasil) ajustada para forças de tração 

com célula de carga de capacidade máxima de 200N. Os espécimes foram 

individualmente fixados a um dispositivo metálico com adesivo de cianoacrilato 

associado a um acelerador à base de cianoacrilato (Super Bonder Gel e Ativador 

7456, Henkel Loctite Ltda, São Paulo, Brasil). Este dispositivo metálico foi adaptado 

à máquina de ensaios mecânicos para o teste de microtração, com velocidade de 

1,0 mm/min. Os movimentos de tração foram iniciados  por  meio  de  um  

programa  computadorizado específico (Tesc-Test  Script,  EMIC  Equipamentos  
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de  ensaio  Ltda.,  São  José  dos Pinhais, Paraná, Brasil) até que o espécime fosse 

rompido, e os valores de carga máxima registrados (N) foram divididos pela área de 

cada espécime (mm2) para a obtenção dos valores em megapascal (MPa). Às 

fraturas prematuras foi atribuído valor 0 (zero) de resistência de união. 

 
4.9 Análise das Fraturas 

Após o ensaio mecânico de microtração, as metades obtidas para cada 

espécime foram analisadas em estereomicroscópio (Mod SZX7, Olympus, São 

Paulo, Brasil), em aumentos que variaram de 10 a 30 vezes, para a determinação 

do tipo de fratura. As fraturas foram classificadas em: coesiva da resina ou dentina, 

quando a fratura ocorreu exclusivamente na resina ou na dentina; adesiva, quando 

a fratura ocorreu na interface adesiva; ou mista, quando a fratura ocorreu na 

interface, porém com envolvimento de um ou dos dois substratos (dentina e resina).  

 

4.10 Delineamento Experimental para os Ensaios de Nanoinfiltração e 
Zimografia in situ 

Trinta e dois dentes foram utilizados para os ensaios de nanoinfiltração e 

zimografia in situ. Os tratamentos e a divisão dos dentes nos grupos do estudo 

foram os mesmos, exceção feita ao número de dentes por grupo (Figura 3). Para 

esses protocolos, ao invés de espécimes na forma de palitos, como os produzidos 

para o ensaio mecânico de microtração, foram obtidas fatias. Com a mesma 

cortadeira metalográfica, cortes perpendiculares à união adesiva foram iniciados 

junto a uma das superfícies proximais e consecutivamente realizados até que a 

superfície oposta fosse atingida. A distância entre os cortes foi de 0,5 mm 

adicionados da espessura do disco diamantado (0,3 mm). Das fatias obtidas de 

cada dente, foram selecionadas apenas as quatro centrais. Duas dessas fatias 

foram utilizadas para o protocolo de nanoinfiltração e duas para o ensaio de 

zimografia in situ (Figura 4). Para esses experimentos, a fatia (espécime) foi a 

unidade experimental, e o número de repetições por grupo, considerando-se a 

interação tratamento da dentina condicionada vs. umidade da dentina vs. período de 

envelhecimento, foi de n=4 para cada protocolo. Dois espécimes foram avaliados 

após imediatamente e dois após 12 meses de envelhecimento. 
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4.11 Protocolo de Nanoinfiltração e Avaliação em Microscopia Eletrônica de 
Varredura (MEV) 

As fatias de 0,5 mm obtidas de cada grupo para o período imediato foram 

submetidas ao protocolo de nanoinfiltração, como descrito por Tay et al. 136 (2002). 

Afim de reidratar os espécimes e evitar artefatos devido a dessecação, de acordo 

com Agee et al. 137 (2003), os mesmos foram mantidos em água destilada por 20 

minutos e posteriormente imersos em solução marcadora de nitrato de prata 

amoniacal (pH 9,5) na ausência de luz por 24 horas. Em seguida, foram lavados 

abundantemente com água deionizada por 5 minutos e imersos em solução 

reveladora (Revelador Kodak, São José dos Campos,  São Paulo,  Brasil)  por 8  

horas sob  luz fluorescente, resultando na redução dos íons prata em grãos de prata 

metálica dentro dos espaços vazios presentes ao longo da interface. Os espécimes 

foram lavados em água corrente por 2 min e polidos com sequência de lixa de 

carbeto de silício (400, 600, 1200, 2000 e 4000). Nas lixas 400 e 600, as fatias 

foram polidas durante 1 min, e nas lixas 1200, 2000 e 4000 foram polidas por 2 min 

em cada lixa. Essas lixas estavam constantemente molhadas com água deionizada. 

Após a lixa 4000, as fatias foram abundantemente enxaguadas por 3 min com jato 

de água deionizada, com auxílio de uma pisseta. Em seguida foram secas com 

papel absorvente, montadas em stubs metálicos e armazenadas em dessecadora 

contendo sulfato de cálcio e sílica por 24 horas. Após esse período, foram 

analisadas em microscópio eletrônico de varredura e imagens representativas da 

interface foram obtidas em 1500 vezes de aumento. 
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Figura 4 – Fluxograma do delineamento experimental para os ensaios de nanoinfiltração e 
zimografia in situ. Foram fatores de variação do estudo, o tratamento da dentina 
condicionada (Fator 1), a condição de umidade da dentina (Fator 2) e o período de 
envelhecimento (Fator 3). A fatia foi considerada a unidade experimental desses protocolos. 

 
Fonte: Elaboração própria. 

 

4.12 Zimografia in situ 

O ensaio de zimografia in situ (ISZ) tem por objetivo avaliar a presença de 

formas ativas e latentes de enzimas proteolíticas em amostras biológicas 138. Este 

ensaio é baseado na degradação de um substrato gelatinoso por enzimas 

gelatinolíticas presentes na amostra de tecido dentinário. Tal degradação é passível 

de detecção por meio de microscopia ótica ou de fluorescência, dependendo do 

substrato utilizado 139. Para tanto, as amostras foram lixadas em manualmente com 

lixas de granulação 1200 e 4000 até atingir a espessura entre 0,3 e 0,4 mm. Em 

seguida, cada amostra foi aderida em uma lâmina de acrílico utilizando 

SuperBonder© (Henkel Ltda., São Paulo – SP), de forma a evitar a formação de 

bolhas entre o espécime e a superfície de acrílico, e então armazenados em água 

deionizada a 4°C por 24 horas.  

A técnica de zimografia in situ foi realizada utilizando o kit EnzCheck® 

gelatinase/colagenase Assay Kit (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA). O substrato 

gelatinoso (EnzChek) foi diluído em tampão de diluição 1:8 (NaCl 150nM, CaCl2 5 

mM, Tris-Hcl 50 nM, pH 8). A solução de gelatina para zimografia in situ foi 

preparada por meio da mistura de 10 µL da solução estoque de gelatina, 80 µL de 

Figura 2.	Ensaio de	nanoinfiltração e	zimografia in	situ
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tampão de diluição e 10 µL de anti-fade. A seguir, 50 µL da solução gelatinosa 

contendo fluoresceína foram aplicados sobre os espécimes, os quais foram cobertos 

por uma lamínula de vidro e armazenados em estufa a 37oC, em 100% de umidade, 

na ausência de luz. Após o período de 24 horas as amostras foram avaliadas em 

microscópio de fluorescência DM 5500 (ex: 498nm e em: 530nm) (Leica 

Microsystems, Wetzlar, Germany), para possibilitar a determinação da degradação 

da gelatina, que promove a liberação de fluoresceína, gerando um substrato 

fluorescente indicativo da atividade de enzimas gelatinolíticas/colagenolíticas. 

Imagens foram obtidas utilizando o canal verde, com aumento de Å~10 (lente 

objetiva) e ganho de 1.1, e em seguida analisadas com o programa Image J (U. S. 

National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA) em escala de cinza de 8bit, 

34 a 2000 de contraste, e valor limite entre 28 a 30. 

 

4.13 Análise Estatística 
Uma vez que o conjunto dos dados de resistência de união apresentou 

distribuição normal (Kolmogorov-Smirnov, p>0,05) e houve homegeneidade de 

variâncias entre os grupos (Levene, p>0,05), esses dados foram submetidos ao 

teste de ANOVA a três critérios fixos, complementado pelo teste de ANOVA a dois 

critérios fixos e, finalmente, por testes de Tukey para a comparação dos grupos aos 

pares (Programa GraphPad 6.0, GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). As 

inferências estatísticas foram baseadas no nível de significância de 5%. A 

distribuição do tipo de fratura, e os resultados dos protocolos de nanoinfiltração e 

zimografia in situ foram analisados descritivamente. 
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5 RESULTADO 
5.1 Resistência de União 

Os valores de resistência de união em função dos fatores tratamento da 

dentina condicionada e período de envelhecimento (24 horas ou 12 meses) estão 

apresentados na Figura 5. Sem a prévia biomodificação do colágeno, a resistência 

de união imediata foi significantemente reduzida em 61,7% quando o sistema 

adesivo foi aplicado sobre a dentina seca com ar (27,3±2,5 MPa) em comparação a 

dentina úmida (controle, 43,4±6,4 MPa). A biomodificação da dentina condicionada 

com os agentes GSE (35,5±8,9 MPa), GD (44,7±11,1 MPa) e Gluma Desensitizer 

(38,5±5,0 MPa) não interferiu nos valores de resistência de união imediata quando a 

dentina foi mantida úmida antes da aplicação do adesivo. Entretanto, aumento da 

resistência de união foi observado quando o adesivo foi aplicado sobre a dentina 

seca com ar a qual havia sido previamente biomodificada por GSE (31,9±3,9 MPa), 

GD (34,4±11,1 MPa) ou Gluma Desensitizer (34,1±5,5 MPa), em comparação a 

dentina seca não biomodificada. Esses valores passaram a ser estatisticamente 

semelhantes aos valores obtidos para o grupo controle, ou seja, dentina não 

biomodificada porém mantida úmida antes da aplicação do adesivo. Assim, a 

biomodificação da dentina permitiu a sua secagem sem influência negativa na 

resistência de união imediata. 

 Após 12 meses de envelhecimento em solução do tipo saliva, redução 

significante da resistência de união foi observada para ambos os grupos não 

biomodificados (27,3±2,5 MPa e 6,2±1,1 MPa, para dentina úmida e seca, 

respectivamente). Essa redução foi de 37,1% quando a dentina foi mantida úmida, e 

de 37,3% quando a dentina foi seca com ar antes da aplicação do adesivo. 

Diferentemente, os valores de resistência de união dos grupos tratados com GSE, 

GD e Gluma Desensitizer mantiveram-se estáveis, ou seja, comparáveis aos valores 

imediatos tanto para a aplicação do adesivo sobre a dentina úmida quanto sobre a 

dentina seca com ar. Em nenhum dos períodos de envelhecimento e condição de 

hidratação da dentina foi identificada diferença de desempenho entre os agentes 

GSE, GD e Gluma Desensitizer. 
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Figura 5 – Resistência de união de interfaces produzidas pela aplicação de um adesivo 
convencional de dois passos (Optibond S) sobre a dentina condicionada com ácido fosfórico 
sem biomodificação (dentina tratada com água) ou previamente biomodificada por um 
extrato de sementes de uva a 5% (GSE), glutaraldeído a 5% (GD) ou Gluma Desensitizer. A 
resistência de união foi avaliada após 24 horas e 12 meses de envelhecimento das 
interfaces em solução do tipo saliva.  Para cada período de envelhecimento, grupos 
identificados com a mesma letra não diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). No período 
de 12 meses, o asterisco no topo da coluna indica redução estatisticamente significante da 
resistência de união em comparação ao mesmo grupo no período de 24 horas. Médias e 
desvios-padrões, n=8. 

 Fonte: Elaboração própria. 

 
5.2 Distribuição dos Tipos de Fratura 

As duas metades dos espécimes tracionados foram examinados em 

estereomicroscópico e a distribuição dos tipos de fratura observados para cada 

tratamento da dentina condicionada, em função da condição de hidratação da 

dentina e período de envelhecimento, está apresentada na Figura 6. Na ausência de 

biomodificação da dentina condicionada, as interfaces produzidas pela aplicação do 

adesivo sobre a dentina úmida e analisadas em 24 horas fraturaram 

predominantemente na interface adesiva (73,3%). O mesmo foi observado para 

interfaces produzidas sobre a dentina seca (90,6%). Após 12 meses de 

envelhecimento, quase que em sua totalidade, as interfaces falharam adesivamente 

(94% para a dentina úmida e 97% para a dentina seca) (Figura 6a). Esse padrão 
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não foi repetido nos grupos onde a dentina condicionada foi biomodificada com 5% 

GSE (Figura 6b), 5% GD (Figura 6c) ou Gluma Desensitizer (Figura 6d). O 

envelhecimento das interfaces produzidas sobre a dentina úmida ou seca quando 

da biomodificação do colágeno teve pouca influência na distribuição das fraturas, 

com exceção de um aumento do número de fraturas coesivas em resina.  

 
Figura 6 – Distribuição das fraturas ocorrida, após realizado o ensaio mecânico de 
microtração.  
 

 

 
Fonte: Elaboração própria. 

 
5.3 Nanoinfiltração 
 Íons prata foram observados em todas as interfaces adesivas, mesmo nas 

recém-produzidas. No período de 24 horas (Figura 7), a secagem da dentina 

condicionada com ar antes da aplicação do adesivo resultou em considerável 

aumento da infiltração de íons prata em comparação ao controle úmido (Figura 7). 

A biomodificação da dentina condicionada, além de não ter exercido influência na 

nanoinfiltração das interfaces produzidas sobre a dentina úmida, também reduziu 

essa ocorrência nas interfaces criadas pela aplicação do adesivo sobre a dentina 
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seca (Figura 7). Nessas interfaces, a infiltração de íons prata foi similar àquela 

observada nas interfaces dos espécimes de dentina úmida. Aumento de acúmulo 

de íons prata foi observado após 12 meses de envelhecimento    das    interfaces    

sem    biomodificação     da    dentina     condicionada,  especialmente nas 

produzidas sobre a dentina seca (Figura 8). Por outro lado, o grau de 

nanoinfiltração nas interfaces produzidas sobre a dentina condicionada e 

biomodificada por GSE, GD ou Gluma foi semelhante ao observado no período de 

24 horas, tanto para a dentina úmida como para a dentina seca com ar. 
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Figura 7 – Imagens de microscopia eletrônica de varredura de interfaces envelhecidas por 24 horas 
em solução do tipo saliva. O adesivo convencional de dois passos (Optibond S) foi aplicado sobre a 
dentina biomodificada por GSE a 5%, glutaraldeído 5% ou Gluma Desensitizer, e seca com ar por 60 
segundos ou mantida úmida. CR: resina composta; A: camada de adesivo; D: dentina; Pointers: 
áreas de acúmulo de nitrato de prata. ×1.500 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 8 – Imagens de microscopia eletrônica de varredura de interfaces envelhecidas por 12 meses 
em solução do tipo saliva. O adesivo convencional de dois passos (Optibond S) foi aplicado sobre a 
dentina biomodificada por GSE a 5%, glutaraldeído 5% ou Gluma Desensitizer, e seca com ar por 60 
segundos ou mantida úmida. CR: resina composta; A: camada de adesivo; D: dentina; Pointers: 
áreas de acúmulo de nitrato de prata. ×1.500 
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5.4 Atividade Proteolítica 
Emissão de fluorescência indicativa de atividade proteolítica foi detectada em 

todas as interfaces envelhecidas por 24 horas, pertencentes aos grupos onde a 

dentina condicionada recebeu apenas a aplicação de água (dentina não 

biomodificada), independente da condição de hidratação da dentina no momento da 

aplicação do adesivo. Dessa forma, a secagem da dentina condicionada não 

exerceu efeito inibitório sobre as proteases liberadas após o condicionamento ácido. 

Após 12 meses de envelhecimento, ainda havia atividade proteolítica nessas 

interfaces. Ao contrário, foi observada mínima ou nenhuma atividade proteolítica nas 

interfaces produzidas sobre a dentina biomodificada por GSE, GD ou Gluma 

Desensitizer, sem interferência quanto a condição de hidratação do substrato. A 

inibição das proteases dentinárias foi sustentada até o período de 12 meses. Entre 

os agentes promotores de ligações cruzadas, apenas interfaces produzidas sobre a 

dentina biomodificada por Gluma Desensitizer apresentaram um certo grau de 

atividade enzimática, em 24 horas e 12 meses. Entretanto, para os dois períodos de 

envelhecimento, a atividade foi inferior a observada para as interfaces sem 

biomodificação do colágeno. Imagens representativas da atividade proteolítica em 

interfaces produzidas pelos diferentes fatores do estudo, obtidas em microscópio de 

fluorescência, estão apresentadas nas Figuras 9 e 10, para os períodos de 24 horas 

e de 12 meses, respectivamente. 
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Figura 9 – Imagens de interfaces submetidas ao protocolo de zimografia in situ e analisadas em 
microscópio de fluorescência, após 24 horas de envelhecimento. O adesivo convencional de dois 
passos (Optibond S) foi aplicado sobre a dentina biomodificada por GSE a 5%, glutaraldeído 5% ou 
Gluma Desensitizer, e seca com ar por 60 segundos ou mantida úmida. A degradação da gelatina 
ligada a fluoresceína (FITC) por proteases libera esse cromóforo e possibilita a detecção do sinal de 
fluorescência. Portanto, a presença de fluorescência indica atividade proteolítica (pointers). CR: 
resina composta; A: camada de adesivo; D: dentina. ×10 
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Figura 10 – Imagens de interfaces submetidas ao protocolo de zimografia in situ e analisadas em 
microscópio de fluorescência, após 12 meses de envelhecimento. O adesivo convencional de dois 
passos (Optibond S) foi aplicado sobre a dentina biomodificada por GSE a 5%, glutaraldeído 5% ou 
Gluma Desensitizer, e seca com ar por 60 segundos ou mantida úmida. A degradação da gelatina 
ligada a fluoresceína (FITC) por proteases libera esse cromóforo e possibilita a detecção do sinal de 
fluorescência. Portanto, a presença de fluorescência indica atividade proteolítica (pointers). CR: 
resina composta; A: camada de adesivo; D: dentina. ×10 
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6 DISCUSSÃO 
A técnica de adesão a dentina úmida é a indicada quando sistemas adesivos 

convencionais de três ou dois passos são utilizados. A despeito do impacto 

negativo da presença de água na infiltração 87 e polimerização dos monômeros 

adesivos 18, 19 a água é importante para a manutenção dos espaços interfibrilares 

produzidos pela remoção do conteúdo inorgânico quando do condicionamento com 

ácido fosfórico 17. A tentativa de remoção da água pela simples evaporação com ar 

resulta em redução significante da resistência de união 22-24. A mesma interferência 

negativa da secagem da dentina condicionada sobre a resistência de união 

imediata foi observada no presente estudo, com redução de 62% do valor médio 

em comparação a dentina úmida. Adicionalmente, interfaces produzidas sobre a 

dentina seca apresentaram maior nanoinfiltração, demonstrando que a queda da 

resistência de união ocorreu devido ao elevado número de imperfeições da camada 

híbrida.  

Após a lavagem do ácido fosfórico utilizado para desmineralizar a superfície 

da dentina, as fibrilas de colágeno desprovidas de seu reforço mineral são 

mantidas separadas pela presença da água, o que é fundamental para a infiltração 

dos monômeros resinosos. Nesse estado, a composição da dentina passa a ser, 

em peso, de 20% proteínas e 80% água e como o módulo de elasticidade da matriz 

de dentina é de apenas 3-5 Mpa 17, 34, a simples secagem com ar resulta no 

colapso das fibrilas 22. A aproximação espacial das fibrilas de colágeno permite a 

formação espontânea de ligações de hidrogênio entre peptídeos de fibrilas vizinhas 
140. Além do fechamento dos espaços interfibrilares para a infiltração dos 

monômeros resinosos, nesse momento, a rigidez da matriz dentinária (Young’s 

modulus) aumenta consideravelmente, podendo chegar a 170 Mpa 124, 141, 142. 

Ligações de hidrogênio entre fibrilas de colágeno possuem uma energia coesiva de 

ligação de 14,8 (J/cm3)1/2 e para romper essa ligação, solventes devem apresentar 

um parâmetro de solubilidade para ligações de hidrogênio (δh) superior a esse 

valor. A água, por exemplo, apresenta δh=40,4 (J/cm3)1/2 (de acordo com os 

parâmetros de solubilidade de Hoy), fato este que explica porque a água é capaz 

de expandir em 100% a matriz de colágeno desidratada 17. Em contrapartida, 

outros solventes presentes nas formulações de sistemas adesivos, como acetona 

[11(J/cm3)1/2] e etanol [20 (J/cm3)1/2], apresentam δh inferior ou muito próximo de 
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14,8 17, 143.  

O adesivo Optibond S utilizado nesse estudo contém etanol como solvente. 

Um adesivo livre de água foi selecionado para evitar que o solvente pudesse 

interferir na condição da dentina seca com ar. Entretanto, mesmo a aplicação de 

um adesivo contendo etanol e água não foi capaz de contrapor os efeitos negativos 

da secagem com ar da dentina condicionada 22. Etanol apresenta parâmetro de 

solubilidade δh próximo ao valor necessário para romper as ligações de hidrogênio 

estabelecidas entre fibrilas de colágeno 17, 143 e, portanto, sua capacidade de re-

expandir a matriz colapsada é limitada. A matriz de dentina desidratada e 

subsequentemente saturada com etanol apresenta uma espessura de apenas 30% 

daquela observada para a matriz mantida saturada com água 143. Outros 

componentes do adesivo como BisGMA (δh=5,8) e HEMA (δh=15,2) não são 

capazes de re-expandir a matriz colapsada 17. Além de reduzir em cerca de 62% o 

valor de resistência de união imediata em comparação a adesão a dentina úmida, 

interfaces produzidas pela aplicação do adesivo sobre a dentina seca com ar foram 

instáveis longitudinalmente. Após 12 meses de envelhecimento, a resistência de 

união média dessas interfaces foi 37% inferior a resistência de união imediata e a 

intensa infiltração de nitrato de prata observada nessas interfaces indica a 

deterioração da camada híbrida sofrida nesse período. 

Agentes promotores de ligações cruzadas induzem a formação exógena de 

ligações de hidrogênio e ligações covalentes na molécula de colágeno 

(intramoleculares), entre molélulas (intermoleculares) e entre fibrilas vizinhas 

(interfibrilares), aumentando as propriedades mecânicas do colágeno e, 

consequentemente, dos tecidos com alto conteúdo dessa proteína 25, 27, 28, 30, 85. O 

módulo de elasticidade da matriz de dentina foi quase triplicado após a aplicação 

de uma solução de GD a 10% por 60 segundos 28. O aumento da rigidez da matriz 

dentinária pela aplicação de um extrato rico em proantocianidinas (GSE) foi capaz 

de contrapor os efeitos negativos promovidos pela secagem excessiva da dentina 
22. Da mesma forma, GSE, GD e Gluma Desensitizer foram capazes de tornar o 

colágeno mais resistente ao ponto da secagem da matriz biomodificada não 

exercer efeitos negativos sobre a resistência de união imediata. Os valores de 

resistência de união a dentina seca, quando a dentina foi biomodificada 

previamente com os diferentes agentes, foi comparável aos valores obtidos para a 
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dentina mantida úmida 22. Para essa condição de hidratação, nenhum dos cross-

linkers exerceu efeito sobre a resistência de união imediata, ou seja, os valores de 

todos os grupos foram comparáveis ao controle úmido sem biomodificação, e 

semelhantes entre si. Outros estudos também demonstraram que a biomodificação 

da dentina não influencia os valores de resistência de união imediata 27, 82, 84, 85, 95, 

126, 144. 

Nanoinfiltração foi detectada em todas as fotomicrografias obtidas em MEV, 

ratificando as evidências anteriores de que camadas híbridas apresentam 

imperfeições desde o momento de seu estabelecimento 4-8, 90. Entretanto, uma 

quantidade evidentemente maior de íons prata foi vista na união formada entre o 

sistema adesivo e a dentina seca, sem prévia biomodificação do colágeno. Uma 

vez aplicados os cross-linkers, a secagem da dentina não exerceu efeitos tão 

deletérios na união, e a quantidade de íons prata detectados passou a ser similar a 

das interfaces estabelecidas sobre a dentina úmida, independentemente da sua 

biomodificação ou não. 

A despeito dos dados encorajadores observados para a resistência de união 

e nanoinfiltração imediata, a principal proposta do protocolo de adesão em análise 

é estabilizar as interfaces adesivas em longo prazo. Na ausência de 

biomodificação, redução significante da resistência de união foi observada após 12 

meses de envelhecimento. Essa redução foi em torno de 37% independentemente 

do grau de hidratação da dentina no momento da aplicação do adesivo. Uma vez 

que a porcentagem de redução da resistência de união foi semelhante entre os 

grupos de dentina úmida e dentina seca, sem biomodificação, sugerimos que, a 

despeito da redução significativa da resistência de união imediata em 

consequência da secagem da dentina, o menor conteúdo de água presente na 

dentina desmineralizada possa ter favorecido a infiltração de monômeros mais 

hidrófobos e ter minimizado o fenômeno de separação de fases 17. Em 

contrapartida, independente da condição de hidratação da dentina previamente a 

aplicação do adesivo, a utilização de GSE, GD e Gluma Desensitizer resultou em 

interfaces mecanicamente estáveis até 12 meses após o seu estabelecimento. 

São dois os processos de degradação que afetam a estabilidade da camada 

híbrida, a degradação do conteúdo resinoso por esterases 16 e a degradação do 

colágeno por MMPs e CTAs residentes no próprio tecido 72. MMPs e CATs são 

classificadas como hidrolases por serem dependentes da água para efetivarem a 
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quebra do colágeno 43, 61, 101. Um dos benefícios da secagem da dentina 

condicionada seria limitar a disponibilidade de água para a ação das proteases 

dentinárias. Entretanto, os resultados do presente estudo demonstraram atividade 

proteolítica nas interfaces produzidas sobre a dentina seca, sem prévia 

biomodificação, refutando essa hipótese. De fato, a maior parte da água presente 

na dentina desmineralizada (entre 75-79%) está na forma livre, enquanto que 21 a 

25% está ligada ao colágeno e, portanto, impossível de ser removida 11. Os 

resultados do presente estudo demonstram que a água residual após a secagem 

da dentina com ar por 60 segundos foi suficiente para viabilizar a ação das 

proteases dentinárias.  

A biomodificação do colágeno dificulta a sua degradação enzimática. MMPs 

são incapazes de quebrar a molécula de colágeno na sua configuração de tripla 

hélice uma vez que o tamanho da abertura do sítio catalítico dessas enzimas (∼0,5 

nm) é menor do que o diâmetro da molécula de colágeno (∼1,5 nm) 21, 100. Portanto, 

cada cadeia polipeptídica deve ser quebrada individualmente, e o aumento do 

número de ligações intramoleculares promovido pelos cross-linkers dificulta 

sobremaneira a separação dessas cadeias.  Ademais, além de aumentar a rigidez 

da molécula de colágeno, os cross-linkers também aumentam o número de 

ligações cruzadas presentes nas MMPs e CTAs. Esse processo, dificulta a 

exposição do sítio ativo da enzima e o seu acoplamento no sítio receptor do 

substrato 43. Mesmo após 18 meses de envelhecimento, matrizes de dentina 

biomodificadas com diferentes extratos ricos em proantocianidinas foram mais 

resistentes à degradação por uma protease exógena (colagenase de Clostridium 

histolyticum) e por proteases endógenas do que matrizes não biomodificadas 30. 

Esses dados demonstram que as novas ligações cruzadas induzidas pela 

aplicação do cross-linker são estáveis longitudinalmente. 

Portanto, além de serem eficientes promotores de ligações cruzadas, 

proantocianidinas, principais componentes ativos do GSE, e glutaraldeído são 

potentes inibidores de MMPs e CATs. Quando comparada a clorexidina, um 

comprovado inibidor de MMPs 72 e de CATs 117, proantocianidinas são mais 

eficientes na inibição de MMP-2, MMP-8, MMP-9, CAT B e CAT K 32. A mesma 

superioridade foi demonstrada para uma solução de 5% glutaraldeído sobre a 

atividade total de MMPs 34.  
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Gluma Desensitizer (Kulzer GmbH, Hanau, Alemanha)  é um 

dessensibilizante dentinário disponível comercialmente há mais de 20 anos, que 

contém 5% glutaraldeído, 35% HEMA (hidroxietil metacrilato) e água como 

principais componentes 36. Seu mecanismo de ação contra a hipersensibilidade 

dentinária é a coagulação de proteínas presentes no fluído dentinário, 

principalmente a albumina sérica, resultando no fechamento dos túbulos expostos 

e no reestabelecimento da hidrodinâmica do tecido dentinário 127. O fato de que a 

capacidade de inibição de MMPs endógenas do Gluma é comparável a 

apresentada pela solução de glutaraldeído a 5% 34, 36, indica que a presença de 

HEMA não afeta sua ação anti-proteolítica. Assim como observado no presente 

estudo, a sua utilização no protocolo de adesão estabiliza a união resina-dentina 27. 

A zimografia in situ, associada a microscopia de fluorescência ou confocal a 

laser, é uma técnica validada para a identificação de atividade gelatinolítica em 

áreas específicas de tecidos biológicos e tem sido utilizada para evidenciar a 

atividade proteolítica da dentina mineralizada e desmineralizada 80. Da mesma 

forma, essa técnica vem sendo utilizada para analisar a atividade proteolítica da 

união resina-dentina e o efeito de agentes e/ou técnicas adesivas sobre essa 

atividade 82-84. No presente estudo, este protocolo permitiu observar o efeito do 

GSE, GD e Gluma Desensitizer na redução da atividade proteolítica das interfaces 

produzidas sobre a dentina úmida ou seca.  

Intensa atividade proteolítica é detectada logo após a desmineralização da 

dentina e liberação, seguida de ativação, das proteases residentes nesse tecido 28, 

145. Após essa intensa atividade inicial ocorre uma redução progressiva na liberação 

de ICTP (telopeptídeo carboxiterminal do colágeno tipo I) e CTX (telopeptídeo C-

terminal do colágeno tipo I), biomarcadores da degradação do colágeno tipo I por 

MMPs e CATs, respectivamente 145. Esses achados sugerem que proteases 

dentinárias são capazes de degradar apenas o substrato próximo a área limitada 

por sua mobilidade molecular. Entretanto, a presença de atividade proteolítica nas 

interfaces produzidas sem a biomodificação da dentina, mesmo após 12 meses de 

envelhecimento, parece refutar essa hipótese 84. Em contrapartida, a ausência de 

atividade proteolítica na maioria das interfaces produzidas sobre a dentina 

biomodificada, especialmente com GSE e GD, demonstra que os efeitos promovidos 

por esses agentes podem ser duradouros 30. 
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Embora muitas dúvidas sobre o mecanismo de ação das proteases 

dentinárias ainda não tenham sido completamente elucidadas, é fato que a sua 

inativação por agentes promotores de ligações cruzadas, associada ao aumento do 

número de ligações exógenas induzidas por esses agentes, torna a união resina-

dentina mais resistente aos processos de degradação, e, consequentemente, mais 

estável longitudinalmente. Adicionalmente, os achados do presente estudo 

demonstraram que a biomodificação da dentina condicionada elimina a 

sensibilidade da técnica quanto ao grau de hidratação dessa zona no momento da 

aplicação do adesivo, mesmo que esse adesivo não contenha água como solvente. 
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7 CONCLUSÃO 

Com base nos resultados obtidos e dentro das limitações desse estudo, foi 

possível concluir que: 

• A resistência de união foi negativamente influenciada pela secagem da 

dentina condicionada com ar. Entretanto, a prévia biomodificação com GSE, 

GD ou Gluma Desensitizer foi capaz de contrapor esse efeito prejudicial e as 

novas interfaces apresentaram resistência mecânica comparável a da dentina 

úmida, com ou sem biomodificação. Ainda, desde que biomodificada 

previamente, a secagem da dentina produziu interfaces estáveis 

mecanicamente após 12 meses de envelhecimento; 

 

• Nanoinfiltração foi observada em todos os espécimes; entretanto, no período 

de 24 horas, foi mais evidente nas interfaces produzidas sobre a dentina não 

biomodificada e seca. A biomodificação da dentina com GSE, GD ou Gluma 

Desensitizer reduziu a infiltração de íons prata, independentemente da 

condição de hidratação da dentina; 

 

• A biomodificação da dentina com GSE, GD ou Gluma desensitizer reduziu a 

atividade proteolítica de interfaces produzidas sobre a dentina úmida e seca. 

Essa redução foi evidenciada até o período de 12 meses. 
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