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Delgado CC. Efeito de um primer experimental contendo carbodiimida na atividade
de metaloproteinases, degradacdo do colageno e da unido resina-dentina.
[Dissertacdo Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2015.

RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito da aplicagdo de um primer experimental contendo
carbodiimida (EDC) na atividade total de metaloproteinases (MMPs), na degradacgéao
do colageno dentinario e na estabilidade longitudinal da unido resina-dentina.
Métodos: Foram desenvolvidos dois estudos para responder aos objetivos do
trabalho. Estudo 1:Cem espécimes de dentina (1x1x6mm) foram obtidos de
molares permanentes humanos higidos. Cinquenta espécimes foram condicionados
com 4acido fosforico 37% e tratados por 60s com (n=10): agua deionizada (controle),
EDC 0,5 mol/L, primer experimental (PE), primer experimental com EDC (PE+EDC)
ou primer do sistema Scotchbond MP (SBMP). Apos lavagem, os espécimes foram
submetidos a um teste colorimétrico (SenSolyte) para a andlise da atividade total de
MMP. Outros 20 espécimes foram submetidos a um protocolo de indugao de carie.
Esses e os demais 20 espécimes mantidos higidos foram completamente
desmineralizados em acido fosférico 10% por 18h e tratados como descrito acima.
Os espécimes foram armazenados em solugcdo semelhante a saliva por 15 dias a
37°C, quando a saliva foi coletada para a quantificagao de hidroxiprolina (HYP). Os
dados foram submetidos aos testes ANOVA e Tukey (p<0,05). Estudo 2:
Superficies planas de dentina foram produzidas em 32 molares permanentes
higidos. Os dentes foram condicionados por 15s e tratados (n=8) como descrito no
estudo 1, com excecédo da agua deionizada.Apds o tratamento, o adesivo do sistema
SBMP foi aplicado sobre todos os dentes seguido da construgdo de um bloco em
resina composta. Os dentes foram seccionados em espécimes com area de seccao
transversal de 0,81 mm?2, os quais foram armazenados em solugdo semelhante a
saliva por 24h ou 6 meses previamente ao ensaio de microtragdo. Os dados em MPa
foram submetidos aos testes de ANOVA a dois critérios fixos, Tukey e Qui-Quadrado
(x?)(p<0,05). A andlise dos tipos de fratura foi apenas descritiva. Resultados:
Todos os tratamentos reduziram a atividade de MMPs, entretanto, os tratamentos
com EDC 0,5 mol/L (92%) e o PE+EDC 0,5 mol/L (78%) foram superiores aos
demais. Os dois tratamentos também foram capazes de reduzir a liberagao de HYP,

tanto para a dentina higida como para a afetada por carie. Os mesmos resultados
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foram observados para o estudo 2, onde PE+EDC (63,2+9,3 MPa) apresentou
resisténcia de unido imediata estatisticamente maior do que o grupo
controle(39,2+11,2 MPa), bem como a menor porcentagem de degradacéo apos 6
meses (7,4% contra 18,9% do controle). Houve predominio de fraturas adesivas
para todos os grupos, sem associagao entre o tipo de fratura e o tratamento ou o
tempo de armazenamento. Conclusao: O primer experimental contendo EDC foi
capaz de inibir a atividade de MMPs, a degradagao do colageno dentinario higido e
modificado pelo processo de carie e de reduzir o processo de degradagédo da uniao

resina-dentina apds 6 meses de envelhecimento.

Palavras-chave: Colageno. Dentina. Metaloproteinases da matriz.

Etildimetilaminopropil carbodi-imida. Resisténcia a tragao.
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Delgado CC. Effect of an experimental primer containing carbodiimide on matrix
metalloproteinases activity, collagen degradation and resin-dentin bond stability
[Dissertacdo Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2015.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of an experimental primer containing EDC
on the total matrix metalloproteinases (MMPs) activity, collagen degradation and
resin-dentin bond stability. Methods: Two studies were developed to answer to the
objectives of this dissertation. Study 1: One hundred dentin beams (1x1x6 mm) were
obtained from sound human permanent molars. Fifty specimens were acid-etched
with 37% phosphoric acid and treated for 60s with (n=10): deionized water (control),
0.5 mol/L EDC, experimental primer (EP), experimental primer with 0.5 mol/L EDC
(EP+EDC) or Scotchbond MP primer (SBMP). After rinsing, the total MMP activity
was assessed by a colorimetric assay (SenSolyte). Additionally, 20 specimens were
subjected to a caries-inducing protocol. These and the remaining 20 sound
specimens were completely demineralized in 10% phosphoric acid for 18h. The
specimens were treated as mentioned above and stored in saliva-like solution for 15
days at 37°C. After this period, the saliva was collected for the quantification of
hydroxyproline (HYP) release. MMP activity and HYP release were submitted to
ANOVA and Tukey tests (p<0.05). Study 2: Flat dentin surfaces were obtained from
32 sound third molars. The dentin was acid-etched for 15s and treated (n=8) as
described in the study 1, except for deionized water. After treatment, the bond of
SBMP was applied to all teeth and resin blocks were constructed. After 24h, the teeth
were cut into specimens with 0.81 mm? of cross-sectional area, which were stored in
saliva-like solution for 24h or 6 mo prior to microtensile testing. The bond strength
values (MPa) were submitted to two-way ANOVA, Tukey and chi-square (x?) tests
(p<0.05). Types of fractures were descriptively analyzed. Results: All treatments
reduced the activity of MMPs, however, 0.5 mol/L EDC (92%) and the EP+EDC
(78%) were the most effective. Both treatments were also able to reduce HYP
release from sound as well as caries-affected dentin. The same was observed for the
second study, where EP+EDC (63.2+9.3MPa) presented immediate bond strength
statistically higher than the control group (39.2+11.2MPa) and the smallest
percentage of degradation after 6 mo (7.4% vs. 18.9% for control). Fractures were

predominantly adhesive for all groups with no association between fracture type and
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treatment or storage period. Conclusion: The EDC-containing experimental primer
was able to inactivate MMPs, to decrease collagen cleavage on sound and caries-

affected dentin and to reduce resin-dentin bond degradation after 6 months of aging.

Keywords: Collagen. Dentin. Etildimetilaminopropilcarbodiimide. Tensile strength.

Matrix metalloproteinases.
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1 INTRODUGAO

A complexidade do tecido dentinario desafia o estabelecimento e a
estabilidade estrutural e funcional da unido resina-dentina, comprometendo a
longevidade das restauragbes resinosas (Septier et al.3%, 2001; Embery et al.’”,
2001). Degradagdo da camada hibrida pode ser observada subclinicamente tao
cedo quanto 6 meses apos seu estabelecimento (Hebling et al.’s, 2005) e seu
completo desaparecimento pode ocorrer em menos de quatro anos (Armstrong et
al.3, 2004). Portanto, ainda & necessario melhorar a qualidade e a resisténcia da
unido resina-dentina aos processos de degradacdo enzimatica e hidrolitica,
principais responsaveis por sua faléncia funcional (Hashimoto et al.'#, 2003; Zou et
al.®%, 2010).

A desmineralizagcao superficial € um procedimento fundamental no processo
de adesao de polimeros resinosos a dentina. Realizada previamente a aplicacdo de
um sistema adesivo convencional ou durante a aplicagdo de um sistema
autocondicionante, a desmineralizagao da dentina expde fibrilas de colageno que
servirao de arcaboucgo para o estabelecimento da camada hibrida (Nakabayashi et
al.?4, 1985; Pereira et al.3%, 2007). Concomitantemente a remogao do conteudo
inorganico da dentina, esse procedimento também libera proteases produzidas
durante a biogénese do tecido e subsequentemente aprisionadas durante sua
mineralizacdo (Mazzoni et al.?%, 2006; Mazzoni et al.?!, 2009). Entre estas proteases
estdo as metaloproteinases da matriz (MMPs), enzimas capazes de clivar o
colageno desprovido de sua protecdo mineral e ndo encapsulado pelo adesivo
(Tezvergil-Mutluay et al.?8, 2012). Essa degradagdo compromete a longevidade da
unido resina-dentina, a qual depende da integridade estrutural e das propriedades
mecanicas do colageno (Fawzy et al.'’, 2010).

A adesao a dentina afetada por carie € ainda mais vulneravel do que a
estabelecida em dentina higida (Arrais et al.*, 2004; Kimochi et al."”, 1999;
Yoshiyama et al.*6, 2000; Yoshiyama et al.*®, 2002) devido as caracteristicas
proprias desse substrato, como menor conteudo mineral, menor capacidade
tamponante e maior nimero de porosidades (Nakajima et al.?51999; Wang et al.*3,
2007; Xie et al.*4, 1996; Zheng et al.*®, 2003). Estes fatores favorecem a difusdo do
condicionador acido, aumentando a profundidade desmineralizada (Haj-Ali et al.'?,
2006; Xie et al.**, 1996) e dificultando ainda mais a completa hibridizagdo da zona

de colageno exposta (Nakajima et al.?6, 2000; Yoshiyama et al.*¢, 2000).
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A utilizagdo de agentes capazes de, simultaneamente, inativar MMPs e
melhorar as propriedades mecanicas do colageno dentinario tém como objetivo
tornar a camada hibrida mais estavel longitudinalmente. A biomodificacdo ou
reticulacdo do colageno pelo aumento do numero de ligagdes cruzadas (cross-links)
inter-fibrilares, intra e intermoleculares, torna essa proteina mais resistente a
degradagdo enzimatica (Mi et al.23, 2002; Han et al.'3, 2003; Kasyanov et al.®,
2006; Bedran-Russo et al.b, 2007; Zeugolis et al.*®, 2009).

A reticulagdo do colageno pode ser induzida pela aplicacdo de agentes
quimicos naturais como uvas, cacaus, cranberies e cha-verde ou sintéticos como o
glutaraldeido e a carbodiimida (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida ou EDC).
(Bedran-Russo et al.”, 2014). O EDC, ¢ um isdmero de cianamida estavel, sem
efeito citotoxico a células odontoblastéides (Scheffel et al.3?, 2015), capaz de
agregar aminoacidos em ligagbes peptidicas por meio da ativacdo do grupo
carboxila dos acidos glutamico e aspartico presentes, ndo apenas nas moléculas de
colageno, mas também no sitio ativo das MMPs (Timkovich3, 1977; Zeeman et
al.*”, 1999; Scheffel et al.3*, 2014). Como resultado, s&o produzidas novas ligagdes
cruzadas sem grupos reativos residuais (Olde Damink et al.?”- 28 1996) as quais
melhoram as propriedades mecanicas do colageno ao mesmo tempo que inibem as
MMPs por meio da redugao de sua mobilidade, dificultando o acoplamento dessas
enzimas ao sitio ativo do colageno e sua acdo de clivagem dessa proteina
(Ekambaram et al.?, 2015; Mazzoni et al.’®, 2014; Tjaderhane et al.#!, 2013).

A aplicagéo de EDC a 0,5 mol/L por 60 segundos na dentina condicionada &
capaz de inibir MMPs (Scheffel et al.33 34 2014) e reduzir a degradagdo da unido
resina-dentina apdés 12 meses de envelhecimento (Scheffel et al.3', 2015). No
entanto, nesses estudos, o EDC foi lavado da superficie dentinaria apdés sua
aplicacdo, acao esta que limita seu tempo de reagdo com as proteinas do
substrato. A incorporacao de EDC ao primer do sistema adesivo poderia resultar
nos mesmos efeitos sobre o colageno e MMPs, tendo a vantagem de, devido a sua
permanéncia na interface, ser liberado gradualmente durante a lixiviagdo dos
mondmeros residuais e hidrogéis hidroliticamente instaveis mesmo apds a
polimerizagao do adesivo. Isso favoreceria a auto-preservagéo da camada hibrida e
teria como beneficio secundario a nao incorporacdo de um passo adicional ao
processo de adesdo a dentina, uma vez que o cross-linker estaria presente no

primer.
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Dessa forma, € importante que sejam desenvolvidos, inicialmente, estudos
laboratoriais para fundamentar a premissa de que a utilizacdo do EDC incorporado
a um primer seria efetivo na inibicdo de MMPs e no aumento da resisténcia do
colageno dentinario aos desafios impostos pelas condigdes inerentes a cavidade
bucal. O desfecho final dessa nova proposta seria ampliar a longevidade de
restauracdes realizadas em resina composta, especialmente em situacbes nas
quais o esmalte dentario ndo esta presente para garantir uma adesdao mais

confiavel.
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2 PROPOSIGCAO
Avaliar o efeito da aplicagdo de um primer experimental contendo EDC na
atividade total de MMP, na degradac&o do colageno dentinario e na estabilidade da

uniao resina-dentina.

PROPOSICOES ESPECIFICAS
Estudo1: Avaliar o efeito da aplicagdo de um primer experimental contendo EDC
0,5 mol/L na atividade total de MMPs e na degradagdo do colageno dentinario

higido e modificado pelo processo de carie.

Estudo2: Avaliar a influéncia de um primer experimental com EDC na degradagao

da unido resina-dentina apds 6 meses de envelhecimento.
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3 MATERIAL E METODO

Para responder a proposicdo geral desse trabalho, dois estudos
independentes, porém sobre a mesma tematica central, foram desenvolvidos.

Esses estudos foram denominados Publicacdo 1 e Publicacdo 2.
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3.1 PUBLICAGCAO 1
ATIVIDADE PROTEOLITICA E DEGRADAGAO DA MATRIZ DENTINARIA HiGIDA
E AFETADA POR CARIE TRATADA COM UM PRIMER EXPERIMENTAL

CONTENDO EDC*
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Relevancia Clinica: O EDC pode ser incorporado a um primer sem que sua agao
anti-MMP e de reticulagdo do colageno seja prejudicada. Isso permite a utilizagao
desse cross-linker sem a necessidade de aumento no numero de passos do

protocolo de adesao a dentina.

RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito de um primer experimental contendo carbodiimida
(EDC) na atividade de MMPs e na degradacdo do colageno dentinario higido e
modificado pelo processo de carie. Métodos: Cem espécimes de dentina
(1x1x6mm) foram obtidos de 35 molares permanentes higidos. Cinquenta
espécimes foram condicionados com acido fosférico 37% por 15s e tratados por 60s
com (n=10): agua deionizada (controle), EDC 0,5 mol/L, primer experimental, primer
experimental com EDC 0,5 mol/L ou primer do sistema Scotchbond MP (SBMP).
Apos o tratamento, a andlise da atividade total de MMPs foi observada por meio de
teste colorimétrico (SenSolyte). Outros vinte espécimes foram submetidos a um
protocolo microbioldgico de indugdo de carie. Esses e os restantes 20 espécimes
mantidos higidos foram completamente desmineralizados em &cido fosférico a 10%
por 18h. Apés os mesmos tratamentos (n=8, 4 espécimes higidos e 4 cariados), os
espécimes foram armazenados em saliva artificial por 15 dias a 37°C, a qual foi
coletada para a deteccgéo de hidroxiprolina (HYP). Os dados foram submetidos aos
testes de ANOVA e Tukey (p<0,05). Resultados: Todos os tratamentos foram
capazes de reduzir a atividade de MMPs; entretanto, EDC 0,5 mol/L e o primer
experimental com EDC foram superiores, com reducdo de 92% e 78%,
respectivamente. Os dois tratamentos também foram capazes de reduzir a liberagao

de HYP tanto para a dentina higida como para a dentina afetada por carie.
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Conclusao: A aplicagao de EDC 0,5 mol/L na dentina condicionada, em solugao ou
na forma de primer, foi capaz de inibir a atividade das MMPs e a degradagao do

colageno dentinario higido e modificado pelo processo de carie.
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INTRODUGAO

A longevidade da interface adesiva é afetada negativamente pela agao
combinada da agua e de enzimas proteoliticas oriundas da propria dentina' ou de
fontes exdgenas como bactérias e saliva.? Desde 1982, quando Nakabayahi et al.?
demonstraram, pela primeira vez, a formacdo da camada hibrida e a retencao
micromecanica existente entre as fibrilas de colageno e o sistema adesivo, ainda
nao se conhece completamente a dindmica de seu estabelecimento e degradagéo.
Tem sido demonstrado que a degradagcdo da unido resina-dentina pode ser
observada independente do sistema adesivo utilizado, sendo ele convencional ou
autocondicionante,* e que este processo ocorre basicamente em duas frentes (1) a
clivagem do colageno exposto e (2) a hidrélise da porgao resinosa da interface
adesiva.*®

Com a remocdo do conteudo mineral superficial da dentina pelo
condicionamento acido, o colageno exposto fica completamente circundado por
moléculas de agua que preenchem os espagos antes ocupados por cristais de
hidroxiapatita. A agua mantém as fibrilas expandidas, preservando as vias de
infiltragdo do sistema adesivo. 3# Para a formacgdo de uma camada hibrida perfeita,
os mondmeros resinosos deveriam se difundir pela rede umida de colageno,
deslocando e substituindo completamente a agua presente no substrato,
encapsulando as fibrilas e as proteinas ndo colagenosas ali presentes.*® Assim, toda
a regiao desmineralizada seria ocupada por polimeros e nao haveria agua disponivel
para possibilitar a hidrélise enzimatica da matriz de dentina e tampouco para
plastificar a porgao resinosa da interface adesiva.*® No entanto, os mondémeros do
sistema adesivo ndo sado capazes de infiltrar completamente a dentina

desmineralizada, e a camada hibrida formada apresenta imperfeigdes.”8° Além
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disso, a elevada quantidade de agua faz com que haja separagcéo dos componentes
do sistema adesivo em fases, de modo que os mondmeros mais hidrofilos
conseguem infiltrar a matriz dentinaria em maior quantidade e profundidade,
enquanto que os mondmeros hidréfobos, que sdo maiores e capazes de formar
polimeros mais estaveis e de melhor qualidade, ficam retidos na porcdo mais
superior da dentina desmineralizada.®

As técnicas que objetivam desidratar o substrato sem proporcionar o colapso
das fibrilas de colageno, como a técnica umida com etanol, ndo sdo completamente
eficazes na remogéo das moléculas de agua da dentina. A aplicagéo de etanol 100%
por 1 min sobre o colageno desmineralizado remove somente cerca de 20% da agua
livre nos espacos interfibrilares, enquanto a acetona é capaz de remover 34,4%
quando aplicada pelo mesmo periodo de tempo.'™ A impossibilidade da infiltragdo
completa dos mondémeros e da remocao da agua da dentina resulta na formagao de
uma camada hibrida porosa, com polimeros instaveis e areas de colageno exposto
suscetiveis a agdo das metaloproteinases da matriz dentinaria (MMPs).".12

A degradacéo do colageno responde por cerca de 43% da degradacao total
da unido resina-dentina higida'® e este nimero pode ser ainda mais significativo para
a interface estabelecida sobre a dentina afetada por carie. O processo carioso reduz
o conteudo mineral e aumenta a porosidade da dentina intertubular, ampliando a
profundidade de desmineralizagdo quando do condicionamento acido e,
consequentemente, a quantidade de colageno exposto na camada hibrida.'#16 Além
disso, este substrato apresenta maior concentracdo de MMPs, acelerando a
degradacgéo do colageno exposto na interface.?"

A inativacdo das MMPs previamente a aplicacdo do sistema adesivo por

inibidores nao especificos, como a clorexidina, tem mostrado resultados favoraveis
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ndo apenas in vitro'”-'® como também in vivo. %23 Entretanto, tem sido sugerido que
essa substancia é passivel de sofrer lixiviagdo da camada hibrida, comprometendo
sua efetividade a longo prazo.??

Na busca de inibidores de proteases mais efetivos e duradouros, tem sido
avaliada a utilizacdo de agentes formadores ou promotores de ligagdes cruzadas
(cross-linkers).?#2° Essas substancias funcionam como fixadores de proteinas e
podem, concomitantemente, inibir MMPs?8-3" e aumentar a rigidez das fibrilas de
colageno, tornando-as mais resistentes a degradagao.?6:27:29 3233.34 Dentre os cross-
linkers mais estudados, estdo o glutaraldeido (GD), a proantocianidina (PA), a
genipina (GE) e a 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC). 26.27:28,35.36

O EDC tem apresentado resultados promissores quanto a preservacao da
unido resina-dentina ao longo do tempo?®3’ e inativagdo de MMPs?72833 quando
aplicado por periodos clinicamente viaveis como 30 ou 60 segundos.?%3” Este cross-
linker ndo apresenta efeito citotoxico transdentinario®® e é capaz de ativar o grupo
carboxila dos acidos glutamico e aspartico presentes nas moléculas de colageno e
no sitio catalitico de proteases?®3°® que ao reagirem com grupos amina da lisina ou
hidroxilisina formam novas ligagbes peptidicas. 4041

Os resultados benéficos do EDC tém sido demonstrados quando da sua
aplicacdo como pré-tratamento da dentina condicionada, seguido de lavagem
previamente a utilizacdo do sistema adesivo.?® No entanto, ndo ha na literatura
dados que mostrem se a acao do EDC seria influenciada se incorporado em um
primer, com o objetivo de simplificar sua aplicagdo clinica assim como, e mais
importante, prolongaria seu efeito protetor do colageno. Desta maneira, o objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito da aplicagdo de um primer experimental contendo

EDC na atividade de MMPs dentinarias e na degradagdo do colageno dentinario
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higido e modificado pelo processo de carie. A hipétese nula testada foi a de que o
EDC nao exerce efeito inibidor de MMPs e de protegdo do colageno frente a

degradacgao enzimatica quando incorporado a um primer experimental.

MATERIAIS E METODOS

Sessenta (n=35) terceiros molares permanentes humanos higidos foram
utilizados para este experimento mediante aprovacédo pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de  Araraquara (CAAE:
24705313.5.0000.5416) (Anexo). Os dentes foram coletados junto ao Banco de
Dentes da mesma instituicdo e armazenados em timol 0,2% a 4°C até o momento da
utilizacao.

Trinta e cinco discos de dentina de 1 mm de espessura foram obtidos no terco
médio das coroas dos dentes selecionados (um disco por dente) por meio de
cortadeira metalografica (ISOMET 1000, Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA) equipada
com disco de diamante de 0,3 mm de espessura (Diamond Wafering Blade, Buehler
Ltd.), sob irrigacdo constante. Apds inspegdo em lupa estereoscopica (Mod SZX7,
Olympus, Sédo Paulo, Brasil), os discos foram seccionados para a produgéo de 100
espécimes em forma de palitos (2 a 3 espécimes por disco), sendo 70 deles com

dimensoes de 1x1x6 mm e 20 medindo 1x1x7 mm.

Producgao da lesao artificial de carie

Nos espécimes de dentina com 7 mm de comprimento foram produzidas
lesdes artificiais de carie (n=20). Para isso, cada espécime foi fixado
individualmente em uma base de resina composta, de tal forma que 1 mm de seu

comprimento total ficou imerso na resina enquanto os 6 mm restantes ficaram livres
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para o contato com o meio cariogénico. Cada base de resina foi transfixada com um
fio ortoddntico para permitir que os palitos permanecessem suspensos no meio. Os
espécimes foram embalados em envelopes proprios e esterilizados com 6xido de

etileno.

Repicagem de Streptococcus mutans

Cepas de Streptococcus mutans ATCC25175 (Colegéo de Culturas Tropical
Fundacdo André Toselo) foram mantidas congeladas até o momento de sua
utilizagcdo. Trabalhando-se préximo a chama, foi realizada a repicagem dos
microrganismos com duas algadas, removendo-os do tubo de acondicionamento da
cultura pura e inserindo-os em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio BHI caldo
esterilizado (Brain Heart Infusion, Becton Dickinson and Company, Sparks, MD,
EUA). Apds a agitacdo dos tubos por alguns segundos, os mesmos foram mantidos
a 37°C por 24 horas em estufa bacteriolégica (Estufa de Cultura FANEM Ltda. Séo
Paulo, Brasil), em condi¢gbes de microaerofilia, utilizando-se jarras de anaerobiose
(PROBAC do Brasil Produtos Bacteriologicos Ltda., Sdo Paulo, Brasil) com

fechamento hermético.

Preparo do meio cariogénico e protocolo de indugao de carie artificial

Uma solugado cariogénica contendo 100 mL de agua destilada, 3,7 g de BHI
(Brain Heart Infusion, Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA), 1 g de
glicose (D-Glucose Anidra, Synth; LabSynth, Sdo Paulo, SP, Brasil), 2 g de
sacarose (Cristalgucar Unido, Cia Unido, Sdo Paulo, Brasil) e 0,5 g de extrato de
levedura (Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA) foi preparada e

esterilizada em autoclave a 120°C durante 20 minutos. Em seguida foi resfriada em
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temperatura ambiente. Os espécimes de dentina foram transferidos dos envelopes
para um béquer contendo a solugao cariogénica (12,5 mL/espécime), na qual foram
inoculados 2% do meio de cultura BHI caldo contendo S. mutans (100 pL).
Finalmente, o béquer com o0s espécimes imersos e suspensos na solugéo
cariogénica inoculada foi colocado em jarra de anaerobiose para crescimento em
condicbes de microaerofilia, em estufa a 37°C.

O periodo total de contato da dentina com o meio cariogénico foi de 5 dias,
sendo que a cada 48 horas, o meio cariogénico foi trocado por um recém-
preparado, porém sem a inoculagdo de novos microrganismos. Concluido o
protocolo de inducao de carie, o biofilme formado sobre os espécimes foi removido
com gaze esterilizada e os espécimes foram abundantemente lavados em agua

corrente por aproximadamente 1 min.

Andlise da atividade total de MMP

Para esta metodologia foram utilizados somente espécimes higidos (n=50),
uma vez que os espécimes afetados por carie causaram o turvamento do substrato
utilizado no teste colorimétrico, comprometendo a leitura da absorbancia. Os
espécimes foram condicionados com gel de acido fosforico 37% (Ultradent Products
INC, South Jordan, Utah, EUA) por 15 s e lavados com agua deionizada por 10 s.
Apds remogao do excesso de agua com papel absorvente, os espécimes foram
imersos por 60 s em: agua deionizada (controle) (n=10) (pH=7,2); solugdo de EDC
(Fluka, Sigma-Aldrich, MO, EUA ) 0,5 mol/L (n=10) (pH=7,0); primer experimental
(n=10) (pH=5,1); primer experimental com EDC 0,5 mol/L (n=10) (pH=6,3) ou
primer do sistema Adper Scotchbond Multi Purpose (SBMP, 3M ESPE, St. Paul,

MN, EUA) (n=10) (pH=3,3). Segundo o fabricante (Material Safety Data Sheet -
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MSDS), os principais componentes do SBMP s&o agua (40-50%), HEMA (35-45%)
e copolimeros dos acidos acrilico e itacénico (10-20%). O primer experimental foi
manipulado a partir da mistura manual de 50% vol de agua deionizada e 50% vol de
2-hidroxietil metacrilato (HEMA) (1,03 mL HEMA 97%/0,97 mL de agua deionizada).
Para o primer experimental contendo 0,5 mol/L EDC, 0,19g de EDC foram
adicionados a mistura inicial.

Apos os 60 s de tratamento, os espécimes foram lavados em agua deionizada
por 10 s. Para analise da atividade total de MMPs apds o tratamento da dentina
foram utilizados os componentes A (substrato colorimétrico) e C (tampé&o) do kit
SensolLyte Generic MMP Assay (AnaSpec Inc, Fremont, CA, EUA). Os espécimes
foram individualmente colocados em compartimentos de uma placa de cultura de 96
pocos, contendo 100 uL de tampao (componente C). Em seguida, em cada
compartimento foram pipetados 200 uL do substrato (100 uL do componente A + 4,9
mL do componente C). Trés compartimentos adicionais foram preenchidos com
essas solugdes para servirem como branco. Apds 60 minutos de incubagao a 25°C,
os espécimes foram removidos e a placa de 96 pocos foi lida em espectrofotdmetro
(Synergy H1 Hybrid Reader, BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA) equipado com
filtro para o comprimento de onda de 412 nm. A atividade total de MMPs foi
determinada por meio dos valores de absorbancia obtidos para cada poco subtraido
do valor do branco, correspondente ao valor de absorbancia apenas do substrato. A
porcentagem de inativagdo de MMPs foi calculada por regra de trés simples

utilizando-se o grupo controle (agua deionizada) como 100% de atividade total.

Liberagao de hidroxiprolina (HYP)

Cinquenta espécimes higidos e os 50 espécimes cariados foram
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completamente desmineralizados em solugao de acido fosférico 10% por 18 horas,
sob agitagdo constante, e em temperatura de 4°C. Os espécimes foram tratados
conforme descrito anteriormente (agua deionizada, solugdo de EDC 0,5 mol/L,
primer experimental, primer experimental com EDC 0,5 mol/L ou primer do sistema
SBMP) e individualmente armazenados em tubos plasticos contendo 300uL de
solugdo semelhante a saliva (KCI 0,062%; NaCl 0,085%; MgClz2 0,005%; CaClz
0,016%, nipagin 0,2%; sorbitol liquido 6% e agua destilada 200mL; pH=5,8) em
banho-maria (Cienlab, CE-160, Campinas, Sao Paulo, Brasil), sob agitagéo, a 37°C,
durante 15 dias.

Para analise do grau de degradagao da matriz de dentina foi utilizado o teste
de identificacdo de hidroxiprolina (HYP). Este aminoacido esta presente na
molécula de colageno e corresponde a cerca de 11% da constituicdo total dessa
proteina.*! Assim, a taxa de liberacdo de HYP no meio de armazenamento
representa o grau de degradacdo do colageno e foi mensurada por meio de um
teste colorimétrico (Hydroxyproline Assay Kit, MAK 008, Sigma-Aldrich, St Louis,
EUA). Cem microlitos da saliva artifical de cada recipiente foram coletados e
colocados em um tubo eppendorf de 2 mL. A cada tubo também foram
acrescentados 100 yL de acido cloridrico (HCI) 37% (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA).
A solugdao com volume final de 200 pL foi mantida em banho seco (Kasvi, K80-DO,
Taiwan) a 120°C, durante 3 horas, para hidrélise dos aminoacidos. Apds este
periodo, 5 mg de carvao ativado (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) foram adicionados
em cada tubo e a suspensado foi centrifugada por 2 minutos a 13.000 G-force.
Cinquenta microlitros do sobrenadante foram coletados e colocados em um poco de
uma placa de 96 pocgos.

Na mesma placa de cultura, pogos foram preenchidos com concentragdes 0
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(branco) 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 ug/pocgo de HYP para construgao da curva padrdo. A
placa foi levada a estufa a 60°C por 12 horas até a evaporagao de todo o conteudo
dos pocgos. Entdo, 100 uL de uma solugéo de Cloramina T (6 uL de Cloramina T +
94 uL de tampéo oxidante) foram acrescentados a cada pogo e a placa foi mantida
por 5 minutos em temperatura ambiente. Apds este periodo, 100 uL da solugao
reagente DMAB(50 uL de DMAB + 50 uL de isopropanol) foram adicionados aos
pocos € a placa foi novamente mantida em estufa a 60°C, agora por 90 minutos.
Finalmente, a absorbancia de cada poco foi lida em espectrofotdmetro (Synergy H1
Hybrid Reader, BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA) com comprimento de onda
de 560 nm. A concentragao final de HYP foi calculada em ug de HYP/mL com base
nas concentragdes da curva padrdo. Essa analise foi realizada em duplicata,

incluindo a curva padrao.

Andlise Estatistica

Os dados referentes as variaveis dependentes do estudo, atividade total de
MMPs e liberacdo de hidroxiprolina apresentaram aderéncia a curva normal e
homocedasticidade. Assim, foi aplicado o teste paramétrico de analise de variancia a
um fator fixo (tratamento) para atividade total de MMPs e a dois fatores fixos
(tratamento e substrato) para a liberagdo de hidroxiprolina, complementados pelo
teste de Tukey para comparagao dos grupos aos pares. A decisdo estatistica foi
tomada com base no nivel de significancia de 5%, ou seja, grupos foram

considerados estatisticamente diferentes quando p<0,05.

RESULTADOS

Inibigao da atividade total de MMPs
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Na Figura 1 podem ser visualizados os dados referentes a inibicdo da
atividade total de MMPs em espécimes de dentina higida condicionados com acido
fosforico, apdés os diferentes tratamentos. A atividade de MMPs para o grupo
controle (agua deionizada) foi considerada como 100%, e, portanto, ndo foram
calculados os valores de redugao para esse grupo. Os tratamentos exerceram efeito
significante na atividade total de MMPs da dentina (ANOVA, p<0,001), uma vez que
todos foram capazes de reduzir a atividade dessas proteases. O tratamento com
EDC 0,5 mol/L (reducdo de 92%) foi superior aos tratamentos com o primer
experimental (64%) e o primer do SBMP (59%). A incorporagdo desse cross-linker
ao primer experimental nao influenciou significativamente seu efeito inibidor de
MMPs (primer experimental + EDC, 78%), uma vez que nao houve diferenca
estatistica entre a agdo do EDC aplicado como solugdao ou incorporado ao primer

(Figura 1).

Liberagao de hidroxiprolina (HYP)

Dados de liberagcado de HYP do colageno da dentina higida e afetada por carie,
apo6s diferentes tratamentos e armazenagem em saliva artificial por 15 dias, estado
apresentados na Tabela 1. Ambos os fatores do estudo exerceram influéncia
significante na liberagdo de hidroxiprolina, “Substrato” (p=0,011) e “Tratamentos”
(p<0,001), enquanto o mesmo nao foi observado para a interacdo desses fatores
(p=0,115).

Quantidade significantemente maior de HYP foi liberada pelo colageno afetado
pelo processo carioso em comparagao ao colageno higido (Tabela 1, linhas). O
tratamento da dentina com EDC 0,5 mol/L reduziu a degradacé&o do colageno em

ambos os substratos, e o fato desse cross-linker ter sido misturado com HEMA para
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a producado de um primer experimental ndo afetou seu efeito protetor. Os primers
experimentais sem EDC e do sistema adesivo Scotchbond MP também reduziram a
liberacdo de HYP em relagdo ao controle, porém foram inferiores em efetividade

quando comparados aos tratamentos contendo EDC (Tabela 1).

DISCUSSAO

Esmalte e dentina s&o tecidos altamente mineralizados que se relacionam
intimamente e desempenham, em conjunto, parte da fungdo designada a cada
elemento dental. Enquanto o esmalte atua como um isolante e protetor do meio
hostil que é a cavidade bucal, a dentina oferece suporte e é capaz de absorver e
distribuir os esforcos mastigatorios, protegendo, de forma reciproca, o esmalte
contra fraturas.#24344 A dentina € composta ,em peso, por 70% de contetido mineral,
20% de contelido orgéanico e 10% de agua.*? O conteudo mineral, constituido por
cristais de hidroxiapatita, fornece a rigidez necessaria.*>*¢ A matriz organica
apresenta predominantemente colageno tipo | (90% dessa fase) e algumas
proteinas n&o-colagenosas,*>4’ as quais proporcionam resisténcia a tragao,
ductilidade e dureza, a semelhanca do que ocorre no tecido dsseo.484°

As fibrilas de colageno sao formadas a partir do agrupamento organizado de
moléculas que se estabilizam interna e externamente por meio de ligagdes cruzadas
covalentes. Estas ligagdes, também chamadas de cross-links, sao formadas na fase
final da biossintese das fibrilas, ocorrem em residuos especificos de lisina ou
hidroxilisina*® e promovem a viscoelasticidade e resisténcia do colageno.®® Apesar
da presenca de cross-links endégenos, quando as fibrilas sdo expostas pelo
condicionamento acido® ou pelo processo de carie? tornam-se susceptiveis a

hidrélise mediada pelas MMPs.'".1252  Essas proteases sdo liberadas e ativadas
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durante a dissolugdo do contetdo inorganico da dentina'"'? e ligam-se as moléculas
de colageno clivando-as nos fragmentos '/4 e 3/4 da ligagdo peptidica
glicina/isoleucina.®?

O presente estudo investigou o efeito de um promotor de ligagbes cruzadas, o
EDC (1-etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodiimida), na inativacdo de MMPs
dentinarias e no aumento da resisténcia do colageno a degradacgao. Foi previamente
demonstrado que esta substancia, a 0,5 mol/L, ndo exerce efeitos citotoxicos a
células do tipo odontoblastos quando aplicada em dentina com apenas 0,4 mm de
espessura®®, é capaz de inibir MMPs?"?8 e reduzir a degradagédo da uni&o resina-
dentina apds 12 meses de envelhecimento.?®3% No entanto, em todos esses estudos,
o EDC foi removido da dentina apds 60 s. Isso implica no fato de que o colageno
e/ou as MMPs que nao foram fixadas neste periodo, continuam viaveis para dar
prosseguimento ao processo de degradacao da interface adesiva.

Buscando oferecer uma alternativa mais duradoura de contato do EDC com
as proteinas expostas na unido resina-dentina, no presente estudo esse agente foi
adicionado a um primer experimental contendo agua deionizada e HEMA (50/50 %
v.v). De acordo com os resultados observados, o primer contendo EDC foi tao
eficiente quanto o tratamento com a solugdo de EDC em &gua em relagdo a
inativagdo de MMPs e reducdo da degradacdo do colageno dentinario apds 15 dias
de envelhecimento. Portanto, deve ser rejeitada a hipétese nula de que a associagéo
do EDC a um primer experimental ndo exerceria efeito anti-MMP e de protecdo do
colageno contra a degradagao enzimatica mediada por essas proteases. Estes séo
achados importantes que demonstram a acao efetiva desta substancia mesmo na
presenca de HEMA. Entretanto, o primer experimental (4gua + HEMA) sem EDC

também exerceu algum efeito redutor da atividade de MMPs, assim como o primer
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do SBMP. Este fato pode ser explicado pelo potencial de compostos contendo
grupos hidroxila, como o HEMA, serem capazes de inibir MMPs enquanto nao
polimerizados.>* Esta inibicdo pode ocorrer por via alostérica, ou seja, pela ligagéo
dos grupos OH- ao sitio alostérico da enzima, ocasionando uma mudanca
conformacional que pode alterar as propriedades cataliticas ou de ligagdo dessa
enzima ao substrato 545°

A degradacdo da matriz da dentina € especialmente critica para a dentina
afetada por carie em fungdo das alteragdes fisico-quimico-mecanicas do substrato
dentinario em resposta a evolugdo do processo carioso.'®%  Quando do
condicionamento com acido fosférico observa-se uma maior profundidade de
desmineralizagéo,”-8°5 resultando no estabelecimento de uma camada hibrida mais
porosa e com maior exposi¢do de fibrilas de colageno.®44% A determinacgdo da
atividade total de MMPs nos espécimes submetidos ao processo biolégico de
formacéo de carie ndo foi possivel devido ao turvamento da solugao utilizada para
tal finalidade quando em contato com esses espécimes. Portanto, os resultados de
qualquer teste colorimétrico ndo seriam confiaveis. Entretanto, a liberacdo de
hidroxiprolina pelas fibrilas de colageno alteradas pelo processo carioso foi
significantemente maior do que a liberacdo observada para a dentina higida.
Quando o EDC foi incorporado ao primer experimental ou aplicado em forma de
solugdo, a degradagao do colageno foi reduzida de forma significante para ambos os
substratos.

A efetividade do EDC sobre a redugcdo da degradagédo do colageno,
observada pela menor concentragao de hidroxiprolina no meio de armazenamento
para os grupos tratados com solugdo de EDC ou com o primer experimental

contendo EDC, na dentina higida e também afetada por carie, pode ser explicada
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pelo mecanismo de acao desta substéncia. Este cross-linker é capaz de reagir com
0 grupo carboxila dos acidos glutamico e aspartico presentes na estrutura e no sitio
ativo das MMPs e também do colageno dentinario?”-283° resultando na redugéo da
mobilidade molecular.?® Isso dificulta o acoplamento da enzima na fibrila de
colageno, reduzindo assim sua atividade proteolitica.®® Ao mesmo tempo, as novas
ligagcbes cruzadas formadas melhoram as propriedades mecanicas do colageno,
dificultando sua clivagem pelas enzimas que n&o foram inativadas.26: 27, 28

Portanto, a associacao do EDC com HEMA e agua para a formagcdo de um
primer com capacidade de aumentar o numero de ligagdes cruzadas do colageno e
ao mesmo tempo inibir MMPs é possivel e ndo compromete a acdo deste cross-
linker. No entanto, periodos mais longos de avaliagdo ainda sdo necessarios para

demonstrar a duragao desses efeitos.

CONCLUSAO

Dentro das limitacdes do estudo e de acordo com os resultados obtidos, pode
ser concluido que, assim como o EDC em solucdo, o primer experimental contendo
EDC 0,5 mol/L foi eficaz na inativagdo de MMPs e na reducédo da degradacdo do

colageno dentinario higido e modificado pelo processo de carie.
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Figura 1. Porcentagem média (n=10) da redugcdo da atividade de MMPs apods
diferentes tratamentos da dentina higida condicionada com acido fosférico. O grupo
controle foi considerado como 100% da atividade total de MMPs, e portanto, 0% de
reducao dessa atividade. As demais porcentagens de inibigdo foram calculadas com
base nesse grupo. Médias identificadas por letras iguais indicam auséncia de
diferenga estatistica (Tukey, p>0,05). Exp: experimental; EDC: carbodiimida; SBMP:

Adper Scotchbond Multi Purpose.
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Tabela 1. Quantidade de hidroxiprolina (ug/mL) liberada na saliva artificial apos
armazenamento por 15 dias de espécimes de dentina higida e de dentina afetada

por carie, submetidos a diferentes tratamentos.

SUBSTRATO

Dentina afetada

TRATAMENTO DA

DENTINA Dentina higida por cérie
Controle (agua) 3,34+0,428 2 4,19+1,65% 2
EDC 0,5 mol/L 0,71+0,078:¢ 0,56+0,26A ©
Primer experimental 2,11+0,96A ° 2,34+0,92A-b
Primer experimental + EDC 0,41+0,218.¢ 0,97+0,38A ¢
Primer SBMP 1,17+0,548.b 3,23+0,64A

NUmeros sdo média * desvio-padrdo, n=4. AlLetras mailsculas permitem
comparacoées nas linhas, para cada tratamento da dentina, enquanto que 2 letras
minusculas permitem comparacdes nas colunas, dentro de cada tipo de substrato.
Médias identificadas com letras iguais nao diferem estatisticamente (Tukey,
p>0,05). EDC: carbodiimida; SBMP: Adper Scotchbond Multi Purpose.
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Objetivo: Avaliar a influéncia de um primer experimental contendo EDC na
degradagao da unido resina-dentina. Métodos: Superficies planas de dentina
foram produzidas em 32 molares higidos. A dentina foi condicionada com
acido fosforico 37% por 15s e tratada com (n=8): primer do sistema
Scotchbond MP (SBMP); solu¢do de EDC 0,5 mol/L por 60 s; primer
experimental ou primer experimental contendo EDC 0,5 mol/L. Apdés o
tratamento, o adesivo do sistema SBMP foi aplicado sobre todos os dentes e
foram construidos blocos em resina composta. Decorridas 24h, foram obtidos
espécimes com area de seccgdo transversal de 0,81mm?, os quais foram
aleatoriamente armazenados em solugdo semelhante a saliva por 24h ou 6
meses previamente ao ensaio mecanico de microtragdo. Os valores de
resisténcia de unido (MPa) foram submetidos ao teste de ANOVA e Tukey
(p<0,05). As fraturas foram classificadas em adesiva, mista ou coesiva, e
analisadas pelo teste de qui-quadrado (x?). Resultados: O tratamento da
dentina com o primer experimental, contendo (63,2+9,3MPa) ou ndo EDC
(56,0+7,3MPa), resultou em resisténcia de unido imediata estatisticamente
maior do que o grupo controle (39,2+11,2MPa). Adicionalmente, o primer
experimental contendo EDC foi capaz de reduzir a degradag¢ao da unido resina-
dentina mesmo apdés 6 meses de envelhecimento. Nenhuma associagéao foi
encontrada entre o tipo de fratura e os fatores do estudo. Conclusao: O
tratamento da dentina com primer experimental contendo EDC 0,5 mol/L foi
capaz de reduzir o processo de degradagao da unido resina-dentina apos 6

meses de envelhecimento.
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INTRODUGCAO

A despeito da melhoria das propriedades mecanicas, fisicas e quimicas
dos sistemas adesivos ao longo dos anos,?? esses materiais ainda sdo
incapazes de infiltrar completamente a dentina condicionada e proteger a
matriz orgénica apds a remog¢ao do conteudo mineral pelo condicionamento
com acido fosférico ou monémeros acidificados.? A formagdo da camada
hibrida € um processo complexo e envolve a interacdo entre fibrilas de
colageno, cristais de hidroxiapatita residuais, proteinas n&o-colagenosas e
mondmeros resinosos. 02

O agente condicionador fornece a dentina ions hidrogénio (H*) que ao
reagirem com ions hidroxila (OH") promovem a dissolugdo dos cristais de
hidroxiapatita [CasOH(POa4)s3], o qual por ser um sal, se dissocia liberando ions
calcio (Ca*?) e fosfato (PO43). Ao final do condicionamento acido, a lavagem
remove estes ions e deixa as fibrilas de colageno e as proteinas nao
colagenosas expostas, imersas em meio aquoso.?? Finalmente, com a
aplicagao do sistema adesivo, monémeros resinosos com diferentes tamanhos
moleculares e graus de hidrofilia infiltram o substrato umido.

O monémero mais comum presente nos sistemas adesivos € o hidroxietil
metacrilato (HEMA), o qual apresenta baixo peso molecular (130 Da) e parece
ser infinitamente soluvel em agua, com parametro de solubilidade de Hoy para
ligagdo de hidrogénio (dn) de 15,2 MPa'?, proximo ao &n intrinseco (14,8
MPa'2) dos grupos funcionais presentes no colageno, capazes de formar

ligagbes de hidrogénio entre si.?®> No entanto, o HEMA forma polimeros
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lineares, de menor qualidade mecanica e estabilidade, por ser um monémero
hidrofilo.3*

Monémeros hidréfobos como o trietilenoglicol dimetacrilato (TEGDMA) e
o bisfenol glicil dimetacrilato (Bis-GMA) formam polimeros mais resistentes e
duraveis.?634 No entanto, seu maior peso molecular e menor afinidade pela
agua fazem com que figuem concentrados na por¢ado superior da camada
hibrida, deixando a porgéo inferior desse biocomposto instavel e com regides
de colageno néo infiltrado. Essas regides sdo suscetiveis ao sinergismo dos
fendbmenos de degradacgado hidrolitica e enzimatica’ mediada principalmente
pelas metaloproteinases da matriz dentinaria (MMPs).2* A degradagio das
fibrilas de colageno expostas na unido adesiva representa 43% do processo de
deterioracao da interface adesiva.'

A degradagéao do colageno pode levar a reducao da resisténcia de unido
entre o substrato dentinario e o material restaurador, culminando na falha da
restauragdo adesiva.®> A molécula de colageno tipo |, principal proteina da
matriz dentinaria, tem uma conformacao estereométrica composta por duas
cadeias a1 e uma cadeia a2.38 Estas unidades sdo estabilizadas por ligagdes
cruzadas (cross-links) presentes a nivel molecular, microfibrilar e até mesmo
fibrilar. 41237 Estas ligagbes peptidicas sdo fundamentais para a manutencgao
das caracteristicas peculiares ao colageno como viscoelasticidade e
resisténcia.3® A reticulagdo do colageno, por meio da formagao de novos cross-
links, tem sido proposta como um mecanismo para a obtencdo de uma matriz
dentinaria com melhores propriedades mecanicas € com maior resisténcia a

degradagdo enzimatica.3®
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Uma interface adesiva ideal deveria ser capaz de se auto-preservar.?
Fixadores como o glutaraldeido, a carbodiimida (EDC) e a proantocianidina, por
aumentarem o numero de ligacbes presentes no colageno dentinario,
contribuem para a auto-preservacido da unido resina-dentina, melhorando as
propriedades mecanicas da matriz organica e inibindo a agado das
MMPs.3.16.17.27.28,30.31.33 No entanto, os protocolos investigados até o momento
incluem o enxague desses agentes apos determinado tempo de aplicagdo e
antes da utilizagao do sistema adesivo.

Para que a auto-preservacdo da unido resina-dentina ocorra é
necessario que esses agentes cross-linkers permanegcam acessiveis ao
colageno durante a vida util da restauracéo. Desta forma, este estudo sugere a
utilizacdo do EDC, um isémero de carbodiimida capaz de se unir aos acidos
glutdmico e aspartico presentes no colageno e nas MMPs 333.16. 31 formando
ligagcbes covalentes estaveis, como constituinte de um primer experimental.
Assim, mesmo apods a polimerizacdo do sistema adesivo, o EDC poderia se
movimentar através da membrana semi-permeavel formada e continuaria
acessivel as proteinas na camada hibrida. Portanto, o objetivo do presente
trabalho é avaliar a influéncia de um primer experimental contendo EDC na
resisténcia de unido imediata e em longo prazo de um sistema adesivo de trés
passos a dentina higida. A hipotese nula testada foi a de que a aplicagédo de
um primer experimental contendo EDC nado € capaz de reduzir a degradagao

da unido resina-dentina em longo prazo.

MATERIAIS E METODOS
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Trinta e dois terceiros molares humanos higidos foram utilizados para
este experimento apds sua aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Araraquara (CAAE: 24705313.5.0000.5416)
(Anexo). Os dentes foram obtidos junto ao Banco de Dentes da mesma
instituicdo e armazenados em timol 0,2% a 4°C até o momento da utilizag3o.

O terco oclusal da coroa de todos os dentes foi removido com cortadeira
metalografica (ISOMET 1000, Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA) equipada com
disco de diamante de 0,3 mm de espessura (Diamond Wafering Blade, Buehler
Ltd, Lake BIuff, IL, EUA), sob constante irrigacdo. Superficies planas em
dentina foram obtidas e inspecionadas em lupa estereoscépica (Mod SZX7,
Olympus, Séo Paulo, Brasil) para a certificagdo da auséncia de esmalte sobre a
superficie de dentina. Em seguida, os dentes foram divididos aleatoriamente
em quatro grupos, de acordo com o tratamento aplicado sobre a dentina
condicionada: primer do sistema adesivo Scotchbond MP (SBMP, 3M ESPE,
St. Paul, MN, EUA) (n=8) (pH=3,3); solugdo de EDC 0,5 mol/L (n=8) (pH=7,0);
primer experimental (50% vol HEMA+50% vol agua, pH=5,1) (n=8) e primer

experimental contendo EDC 0,5 mol/L (n=8) (pH=6,3).

Procedimentos adesivos

A superficie de dentina foi condicionada com acido fosférico 35%
(Scotchbond Etchant, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) por 15 s, seguido de
lavagem abundante com agua deionizada por 10 segundos e secagem com
papel absorvente. No grupo controle foi aplicado o primer do SBMP de acordo
com as instru¢gdes do fabricante, seguido da evaporagdo do solvente por 5

segundos com leve jato de ar (10 cm de distadncia da superficie). Para os
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dentes pertencentes ao grupo do EDC, a dentina condicionada foi tratada por
60s com solugéo de EDC 0,5 mol/L (20 pL) preparado em agua deionizada,
seguido de lavagem por 10 s, remogdo do excesso de agua com papel
absorvente e aplicagado do primer do SBMP. Nos grupos tratados com o primer
experimental contendo ou n&o EDC, a dentina condicionada foi saturada com
20 pL dos primers, seguido de evaporagédo do solvente por 5 segundos com
leve jato de ar. Em todos os grupos, finalizado o tratamento da dentina, foram
aplicadas 2 camadas do adesivo (bond) do SBMP, seguido de fotoativagcéao por
10 s com o aparelho Radii Plus (SDI Limited, Bayswater, Victoria, Australia).
Finalizada a aplicagdo do sistema adesivo, foi confeccionado um bloco de
resina composta (Filtek Z350, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) cor A3,5. Trés
incrementos de 1mm foram aplicados e fotoativados individualmente por 20 s.

Os dentes foram armazenados por 24 h imersos em agua destilada, a 37°C.

Ensaio Mecanico de Microtracao

Apos 24h dos procedimentos adesivos, os dentes foram cortados em
cortadeira metalografica (ISOMET 1000, Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA) com
disco de diamante (Diamond Wafering Blade, Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA),
sob irrigacédo constante, para a obtengao de espécimes de dentina em forma de
paralelogramos (palitos), com area de secgdo transversal de 0,81+0,02mm?.
Essa area foi mensurada para todos os espécimes com um paquimetro digital
(Mod. 500- 144b, Mytutoyo Sul Americana Ltda., SP, BR). Em seguida, os
espécimes de cada dente foram aleatoriamente divididos em 2 grupos, os quais
foram tracionados apds 24h ou 6 meses apos envelhecimento em solucéo

semelhante a saliva (KCI 0,062%; NaCl 0,085%; MgCl2 0,005%; CaCl2 0,016%,

57



Cldudia Cristina Delgado Dissertagdo Mestrado

nipagin 0,2%; sorbitol liquido 6% e agua destilada 200mL; pH=5,8). A solug&o
semelhante a saliva teve seu pH monitorado mensalmente, por selecao
amostral de 30%, com auxilio de um pHmetro (modelo 8010, Qualxtron, S&o
Paulo, SP, Brasil).

Para a determinagao da resisténcia de unido (MPa), os espécimes foram
individualmente fixados a um dispositivo metalico com adesivo de cianoacrilato
associado a um acelerador a base de cianoacrilato (Super Bonder Gel e
Ativador 7456, Henkel Loctite Ltda, S&o Paulo, Brasil). O dispositivo metalico
foi adaptado a maquina de ensaios mecanicos (DL-Digital Line, EMIC, Parana,
Brasil) para o teste de microtragdo, atuando com velocidade de 1,0 mm/min e
equipada com célula de carga de capacidade maxima de 200 N.

O dente foi considerado como unidade experimental, e para tanto, foi
obtido o valor médio simples de resisténcia de unido entre os espécimes
pertencentes ao mesmo dente. Falhas prematuras foram consideradas como
resisténcia de unido zero (0 MPa). O numero final de repeticbes utilizado na

analise estatistica foi 8 para cada tratamento/periodo de envelhecimento.

Analise das Fraturas

Imediatamente apds o teste de microtragdo, as metades obtidas de cada
espécime foram analisadas em estereomicroscépio (Mod SZX7, Olympus, Sédo
Paulo, Brasil) em aumento de 30x. As fraturas foram classificadas em: coesiva

da resina ou dentina, adesiva ou mista.

Analise Estatistica
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Os dados de resisténcia de unido (MPa) apresentaram distribuicdo
normal (Kolmogorov-Smirnov, p=0,069) e os grupos foram homocedasticos
(Levene, p=0,051). Portanto, o teste de analise de variancia (ANOVA) a dois
critéerios fixos (“Tratamento da dentina condicionada” e “Periodo de
envelhecimento”) foi aplicado a esses dados, seguido do teste de Tukey para
comparagéo dos grupos aos pares. O teste de qui-quadrado (x?) foi utilizado
para analisar a associacao entre as variaveis descritas acima e os tipos de
fratura. Todos os testes estatisticos foram considerados ao nivel de

significancia de 5%.

RESULTADOS

Resisténcia de Uniao

Ambos os fatores de variacdo do estudo exerceram efeito
estatisticamente significante sobre os valores de resisténcia de unido
(Tratamento da dentina condicionada, p=0,005; Periodo de envelhecimento,
p<0,0001), ndo havendo interagéo significativa entre eles (p=0,899). Os dados
de resisténcia de unidao em funcdo desses fatores estdo apresentados na
Tabela 1. No periodo de 24 h, os grupos tratados com o primer experimental
apresentaram valores de resisténcia de unido estatisticamente maiores do que
0 grupo controle, independentemente da adicdo ou ndo de EDC em sua
composi¢cao. Maiores valores de resisténcia de unido também foram
observados para o primer contendo EDC em comparacdo ao EDC sozinho

aplicado sobre a dentina condicionada, sendo que este ultimo foi comparavel
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aos valores observados para o grupo controle (Tabela 1, coluna 24 horas).
Reducao significante da resisténcia de unido apds 6 meses de envelhecimento
foi observada apenas para os espécimes do grupo controle (redugao de 26,4%)
e para os tratados com o primer experimental sem EDC (12,3%), quando
comparados aos espécimes tratados com o mesmo primer, analisados em 24 h
(Figura 1).

Uma vez que os valores iniciais de resisténcia de unido ndo foram iguais
entre os grupos, os valores de 6 meses foram transformados em porcentagem
utilizando a média de resisténcia de unido obtida no periodo inicial (24 horas)
como 100%. Dessa forma foi possivel comparar os tratamentos no periodo de
6 meses (Figura 1). Apés 6 meses de envelhecimento em solugdo semelhante
a saliva, os grupos onde a dentina foi tratada com EDC, quer seja em sua
forma pura ou adicionado ao primer experimental, apresentaram maiores
valores de resisténcia de unido do que o grupo controle, sem diferenca entre
eles. A porcentagem de reducdo da resisténcia de unido para os grupos de

EDC foi inferior a 5%, enquanto que para o grupo controle foi de 26,4% (Tabela

1).

Analise dos tipos de fraturas

A distribuicdo dos tipos de fraturas, incluindo as falhas prematuras,
segundo os tratamentos da dentina condicionada e periodos de
envelhecimento esta apresentada na Tabela 2. O predominio das fraturas
adesivas foi observado para todos os grupos, independente do tratamento. O
teste de 2 nao revelou haver associagéo entre o tipo de tratamento ou periodo

de envelhecimento e o tipo de fratura (p=0.236). Falhas prematuras foram
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pouco frequentes, e observadas apenas em 4 dos 8 grupos experimentais

(Tabela 2).

DISCUSSAO

O arranjo estrutural da dentina e suas propriedades fisicas e quimicas
interferem diretamente no processo de formacgéo da interface adesiva.® Devido
a presenca de agua e ao empacotamento denso das moléculas de colageno,
os monbmeros do sistema adesivo encontram dificuldades para infiltrar a
dentina desmineralizada e encapsular as proteinas ali presentes.® A reposicdo
completa dos cristais de hidroxiapatita por polimeros levaria ao
estabelecimento de uma camada hibrida perfeita, formada por
aproximadamente 70% resina e 30% colageno completamente envolvido por
polimeros.?? No entanto, somente cerca 75% da agua presente na dentina apos
o condicionamento acido é livre e passivel de deslocamento por diferentes
solventes, enquanto os 25% restantes estdo fortemente ligados ao colageno e
s3d0 de dificil remogado mesmo em situagdes extremas de desidratagdo.’

Nas condigdes encontradas no momento do estabelecimento da camada
hibrida, a pressdo de vapor da agua é de 40 mmHg, a qual é ainda mais
reduzida com a adicdo dos monémeros do sistema adesivo, dificultando
sobremaneira sua evaporagéo.®2% Portanto, a remocao da umidade da dentina
€ inviavel em um curto periodo de tempo. Mesmo com a adi¢cao de etanol 100%
ou acetona a este substrato, somente 25-35% da agua livre presente na rede
de colageno desmineralizado é removida.! Uma vez que a presenca de agua
na unido-resina dentina € um fato ainda nao possivel de ser alterado

clinicamente, assim como a incompleta infiltracdo do sistema adesivo e a
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exposic¢ado de colageno no interior da camada hibrida, 32136 a busca pela maior
durabilidade das interfaces adesivas deve envolver estratégias compativeis
com a umidade local.

O pré-tratamento da dentina condicionada com cross-linkers tem sido
investigado com o objetivo de aumentar as propriedades mecanicas do
colageno e torna-lo mais resistente a clivagem por colagenases e gelatinases
dentinarias.316.17.27.28,3031.33 Alguns desses agentes também sdo capazes de
inibir proteases, como as MMPs, e nédo apresentam efeito citotoxico quando
aplicados sobre um remanescente de dentina que simula aquele presente em
preparos cavitarios profundos (0,4 mm).293031 Assim, quando da utilizagdo
desses agentes, mesmo na presenga de umidade, a matriz de colageno
continua duplamente protegida da degradacao (1) pelo aumento de sua rigidez
e (2) pela inativagao das proteases dentinarias.3

O EDC (0,5 mol/L), cross-linker investigado no presente estudo, quando
aplicado sobre a dentina apds o condicionamento acido por 60 s e depois
lavado, é eficaz na redugdo da mobilidade e inativagdo das MMPs3® e na
preservacdo da unido resina-dentina mesmo apdés 12 meses de
envelhecimento.?® Entretanto, na tentativa de fornecer uma fonte mais duravel
de EDC a camada hibrida, o presente estudo propds a utilizacdo de um primer
experimental composto por 50% vol. agua, 50% vol. HEMA e EDC 0,5 mol/L.
Testes preliminares (dados nao incluidos) demonstraram que este primer
experimental é capaz de inativar MMPs e reduzir a degradagéo do colageno
dentinario quando aplicado por 60 s, significando que a mistura com HEMA nao
interfere negativamente nas propriedades deste cross-linker. Os resultados

obtidos quanto a resisténcia de unido imediata e apds 6 meses de
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envelhecimento demonstraram que os grupos tratados com o primer
experimental, contendo (63,2+9,3 MPa) ou ndao EDC (56,0t7,3 MPa),
apresentaram resisténcia de unido imediata estatisticamente maior do que o
grupo controle (39,2+11,2 MPa), sendo que o0s maiores valores foram
observados para o primer experimental contendo EDC (Tabela 1). Embora o
SBMP seja considerado um padrdo-ouro entre os sistemas adesivos, seu
desempenho foi inferior ao primer experimental independente da presenca de
EDC. O fabricante deste sistema adesivo nao disponibiliza a composi¢ao exata
do produto, bem como a concentragao de cada componente. Assim, é possivel
que a combinagdo 50% agua + 50% HEMA (composicdo do primer
experimental) tenha sido por si s6 favoravel a qualidade da camada hibrida
formada. Pode ser apenas sugerido que o primer apresentado neste estudo
pode conter maior concentracdo de HEMA que o primer comercial, favorecendo
a formacéao polimetilmetacrilato (poliHEMA). Além disso, o primer experimental
foi utilizado imediatamente apds sua manipulagdo o que pode ter favorecido a
estabilidade do monémero quando da sua aplicacdo. Estudos futuros sobre as
propriedades dessa mistura sdo necessarios para melhor entendimento desses
resultados, incluindo, por exemplo, sorcdo de agua, grau de conversao
monomeérica e umectabilidade.

Os maiores valores de resisténcia de unido imediata foram observados
para o grupo do primer experimental contendo EDC. Este achado pode ser
consequéncia dos fatores citados acima para o bom desempenho do primer
experimental associados a melhora das propriedades mecanicas das fibrilas de
colageno proporcionada pelo EDC. Este cross-linker ativa o grupo carboxila

dos acidos glutdmico e aspartico presentes nas moléculas de colageno,
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formando um produto intermediario denominado O-acilisoureia, que ao se ligar
a um grupo amina livre de uma cadeia proteica adjacente produz uma nova
ligagdo peptidica. 33 Além disso, o tratamento da dentina com cross-linkers
parece reduzir a hidrofilia da dentina, alterando o conteudo e a dinamica da
agua no tecido, o que favorece a infiltragio e polimerizagédo do adesivo.'®

ApoOs 6 meses de envelhecimento em solugdo semelhante a saliva os
especimes tratados com o primer experimental contendo EDC apresentaram os
maiores valores de resisténcia de unido (568,5+7,9 MPa) e também uma baixa
porcentagem de degradacédo da interface adesiva (4,9%) em relagdo aos dados
de 24 h. Portanto, a hipotese nula de que o primer experimental com EDC nao
seria capaz de reduzir a degradagao da unido resina-dentina foi rejeitada. Os
mesmos resultados positivos foram observados para o tratamento por 60 s com
EDC em solugdo. Esses resultados deixam claro o efeito positivo desta
substancia na preservagao da unido resina-dentina. Ao aumentar a rigidez do
colageno pela formagdo de novas ligagdes peptidicas® o EDC dificulta o
desentrelagamento das cadeias polipeptidicas do colageno, de tal modo que o
sitio ativo das MMPs ndo consegue acomodar a regido a ser clivada.>'19 Além
disso, ao reagir com o0s acidos glutdmico e aspartico presentes nestas
proteases, o EDC causa um enrijecimento da sua estrutura tridimensional
limitando sua mobilidade?®® e acesso do sitio ativo as cadeias polipeptidicas da
molécula de colageno.™

Desta forma, os resultados do presente estudo demonstram que a
incorporagao de EDC a um primer experimental pode reduzir a degradagao do
coldgeno na camada hibrida sem prejudicar a resisténcia de unido imediata

nem mesmo comprometer a efetividade do agente cross-linker. A utilizagéao
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deste primer na pratica clinica poderia favorecer a longevidade de restauragdes
adesivas, enquanto que, secundariamente, elimina a necessidade de um passo
adicional para a aplicagdao do EDC. Entretanto, ainda sdo necessarios novos
trabalhos que avaliem a efetividade deste produto em periodos mais longos,
bem como a taxa de liberagdo de EDC no meio apds polimerizagao do sistema

adesivo.

CONCLUSAO

O EDC foi efetivo em prevenir a degradagdo da unido resina-dentina
quando incorporado a um primer experimental. Portanto, a presenca de HEMA
nao interferiu na capacidade desse cross-linker de inibir a atividade das
proteases dentinarias e de formar ligagdes cruzadas, tornando o colageno mais

resistente a degradagéo.

RELEVANCIA CLINICA

A exposigao de fibrilas de colageno na interface adesiva ocorre, entre
outros fatores, devido a incompleta infiltragdo da dentina condicionada pelo
adesivo. A utilizagdo de um primer contendo EDC protege essas fibrilas dos
mecanismos de degradacdo, prolongando a longevidade da unido resina-

dentina.
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Tabela 1. Resisténcia de unido ao substrato dentinario apds tratamento da
dentina condicionada com solucédo de EDC ou primer experimental contendo ou

nao esse agente, em fungédo do tempo de envelhecimento.

Periodo de envelhecimento % Reducao
Tratamento da da
dentinacondicionada 24 horas 6 meses** resisténcia
de uniao ***
Primer SBMP 392+112¢ . 308+7,2 26,4
EDC 44,0 £+ 5,4bc 40,2+8,0 3,8
Primer EXP 56,0 + 7,32b . 491+35 12,3
Primer EXP+EDC 63,2 + 9,32 58,5+7,9 49

Numeros sdo média + desvio-padrao, n=8. ?Letras permitem comparagdes
entre tratamentos no periodo de 24 horas. Grupos identificados pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente. (Tukey, p>0,05). Nas linhas,
grupos conectados pelo asterisco sado estatisticamente diferentes.
**Grupos nao foram diretamente comparados aos 6 meses uma vez que a

resisténcia de uniado inicial (24 horas) foi diferente entre eles.

SBMP = Scotchbond MultiPurpose; EDC = carbodiimida 0,5 mol/L; EXP =

experimental
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Figura 1. Porcentagem de resisténcia de unido, em relagdo ao periodo de 24
horas (considerado 100%), apds tratamento da dentina condicionada com EDC
ou primer experimental contendo ou ndo esse agente, e envelhecimento por 6
meses. Colunas representam médias e barras de erro representam desvios-
padrées, n=8. Grupos identificados com as mesmas letras nao diferem

estatisticamente (Tukey, p>0,05).
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Tabela 2. Distribuicdo dos tipos de fratura segundo tratamentos da dentina

higida e periodo de envelhecimento.

Tratamento da Periodo de envelhecimento

dentina

24 horas 6 meses
condicionada

A=19 (76)*: M=1 (4);  A=21(80,8); M=2 (7,7);

Primer SBMP
CR=2(8); FP=3 (12) FP=3 (11,5)
A=25 (83,3); M=1 (3,3);  A=24 (80); CR=1 (3,3);
EDC
CR=2 (6,6); FP=2 (6,6) CD=2(6,7)FP=3 (10)
A=25 (89,3); CR=1(3,6);
Primer EXP A=23 (92); CD=2 (8)
CD=2 (7,1)
A=20 (66,7);
A=17 (63); CR=6 (22,2);
Primer EXP+EDC CR=7(23,3);
CD=4 (14,8)
CD=3 (10)

A = adesiva; M = mista; CR = coesiva de resina; CD = coesiva de dentina;
FP = falha prematura.
* Valores representam a frequéncia absoluta (porcentagem do total de

espécimes no grupo, %).
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

Os  procedimentos restauradores adesivos dependem  do
estabelecimento da camada hibrida, um biocomposto formado por resina e
matriz de dentina (Tjaderhane et al.#?, 2015). A literatura tem relatado a
impossibilidade clinica da produgdo de uma camada hibrida perfeita, na qual
todo o conteudo mineral removido €& completamente substituido por
monémeros do sistema adesivo, apresentando aproximadamente 70% de
resina e 30% de colageno (Pashley et al.?°, 2011; Tjaderhane et al.*?, 2015).
Isto ocorre, em parte, devido ao conteudo aquoso presente no substrato
dentinario, o qual limita a infiltracdo do adesivo, permite a separacao de fase
dos mondmeros, compromete a conversao polimérica e, consequentemente,
favorece a exposicao de fibrilas de colageno no interior da camada hibrida,
interferindo negativamente na longevidade da interface adesiva (Pashley et
al.?®, 2011; Takahashi et al.?”, 2013; Agee et al.!, 2015; Tjaderhane et al.#?,
2015).

A matriz de dentina apresenta predominantemente colageno tipo |, mas
também contem proteinas nao-colagenosas, como as metaloproteinases da
matriz (MMPs). Estas enzimas tém a capacidade de clivar as termina¢cdées nao
helicoidais das moléculas de colageno a partir da inser¢do de moléculas de
agua em sua estrutura (por isso classificadas como hidrolases), resultando na
hidrolise da porcdo organica exposta na interface adesiva e no
enfraquecimento da resisténcia da unido entre resina e dentina (Pashley et
al.?®, 2011; Tjaderhane et al.*?, 2015; Tjaderhane et al.*?, 2015). Assim, a
inativacdo das MMPs, bem como a melhora das propriedades mecanicas do
colageno dentinario, poderia levar a maior durabilidade da interface adesiva.

Existem substancias, denominadas de cross-linkers, capazes de reagir
quimicamente com as proteinas da dentina e de formar novas ligagdes
cruzadas entre os aminoacidos presentes nestas moléculas. Estas substancias,
embora por meio de mecanismos de acao diferentes, tem um propdsito em
comum que é a fixagao do tecido dentinario desmineralizado (Bedran-Russo et
al.®, 2010; Tezvergil-Mutluay et al.38, 2012; Scheffel et al.3*, 2014; Seseogullari-
Dirihan et al.®8, 2015). A utilizagdo dos cross-linkers é relativamente simples e
segue o mesmo protocolo clinico atualmente vigente para a aplicacdo de
clorexidina. Apds o condicionamento acido da dentina, o colageno exposto &
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tratado com o cross-linker de escolha por um periodo de tempo pré-
determinado (Scheffel et al.3!, 2015; Castellan et al.?, 2013; Al-Ammar et al.?,
2009; Mazzoni et al.'8, 2013).

Embora existam varios cross-linkers, obtidos de fontes naturais como
uvas, cacaus, cranberies e cha-verde, ou sintéticas como o glutaraldeido e a
carbodiimida (EDC) (Bedran-Russo et al.”, 2014), somente algumas destas
substancias tem suas propriedades bem documentadas. O EDC foi o cross-
linker selecionado para os experimentos que constituem esta dissertacao
devido a sua capacidade ja relatada de inibir MMPs (Tezvergil-Mutluay et al.3¢,
2012; Scheffel et al.3!, 2014), melhorar as propriedades mecanicas do colageno
(Bedran-Russo et al.5, 2010; Scheffel et al.34, 2014) e prevenir a degradacgao da
interface adesiva ao longo do tempo (Scheffel et al.3!, 2015; Mazzoni et al.??,
2015) sem apresentar efeitos toxicos a células do tipo odontoblasto, mesmo
quando aplicado sobre um remanescente de dentina (0,4 mm) representativo
de preparos cavitarios profundos (Scheffel et al.32, 2015). A incorporagao desta
substancia a um primer experimental teve por objetivo principal investigar um
método de disponibilizagdo prolongada de EDC para reagir com o colageno
durante a funcionalidade da interface adesiva. Secundariamente, ndo seria
necessario um passo adicional durante o procedimento restaurador,
exclusivamente para a aplicacdo do EDC. Assim, no presente trabalho foi
avaliado o efeito de um primer experimental contendo EDC sobre a atividade
de MMPs e a degradagdo do colageno dentinario higido e modificado pelo
processo de carie (Estudo |), e também sua influéncia na resisténcia de uniao
imediata e em longo prazo (Estudo II).

No primeiro estudo demonstrou-se a capacidade do primer experimental
contendo EDC de reduzir em 78% a atividade de MMPs na dentina higida, bem
como de desacelerar a degradagéo do colageno dentinario na dentina higida e
modificada pelo processo de carie, nao diferindo estatisticamente do grupo
tratado com a solugcéo de EDC 0,5 mol/L. Desta forma, péde-se concluir que a
associacao HEMA e EDC é possivel, sem afetar negativamente a formacgao de
ligacOes cruzadas.

Uma vez demonstrada a manutengdo dos efeitos anti-MMP e de
biomodificacdo do colageno promovidos pelo EDC mesmo incorporado a um

primer experimental, o segundo estudo investigou a eficiéncia desse primer
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quanto ao seu desempenho adesivo imediato e apdés 6 meses de
envelhecimento da unido resina-dentina. Assim, a mistura 50% vol. agua, 50%
vol. HEMA e EDC 0,5 mol/L foi utilizada previamente ao adesivo do sistema
adesivo Scotchbond MP. Os resultados observados foram altamente
satisfatorios (63,2+9,3 MPa), superando o préprio grupo controle (39,2+11,2
MPa) em termos de resisténcia de unido imediata. O primer com EDC também
foi eficiente quanto a redugdo da taxa de degradacdo da interface adesiva.
Reducéo de 5,9% nos valores de resisténcia de unido foi registrada quando
esse primer foi utilizado, em comparacao a reducao de 26,4% observada para
0 grupo controle apos 6 meses de envelhecimento.

Como conclusédo geral, levando em consideragao os resultados obtidos
em cada estudo conjuntamente, a incorporagao do EDC 0,5 mol/L a um primer
experimental exerceu efeito benéfico na preservagao da matriz de dentina, na
inativagdo das MMPs e na estabilidade da interface adesiva. Dessa maneira,
tal associacao demonstrou ser promissora na obtengdo de camadas hibridas
mais resistentes ao fendmeno de degradacao. Entretanto, mais estudos in vitro
e, principalmente, in vivo sdo necessarios para ratificar os resultados obtidos

neste trabalho.
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DADDS DO PROJETO DE PESQLISA

Tituky da Peaguisa: EFEITO DE PRIMERS EXFERIMEMNTAIS CONTENDS CARBODIMIDA MA
ATIMIDADE DE METALOPROTEINASES DA MATRIZ DENTIMARIA, DEGRADAGAD
DO COLAGEND E DA UNIAD RESINA-DENTING HIGIDA E AFETADA POR CARIE

Pesquisador: JOSIMERI HEBLING COSTA

Area Tematica;

Versao: 3
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Apresentagio do Projoto:
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Dbjetlve da Peaquisa:

0 chjptivo deste esfude sera avaliar o efeito da aplicagio de primers exparimentais contendo EDC na
degradagda do coligana darindnio @ na estabdidade da unéie resinadentina higida = denlina afatada par
odrie,

Avaliacao dos Risoos e Benelicios:

0 risoas & beneficios loram awaliados pelos pesquisadores.

Comentarios & Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa bem malmaada. com obgalhvos clams a de relevancia para a Area &m quesian

Consideragtes sobre ox Termos de apresentagio obrigataria:

Termos abrigalérios spreseniades.
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