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Alonso JRL. Atividade proteolitica e resisténcia da unido cimento resinoso-dentina
radicular produzida na presenca de agentes promotores de ligacdes cruzadas
[Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2016.

RESUMO

A estabilidade da unido resina-dentina pode ser melhorada pelo uso de
agentes promotores de ligacOes cruzadas (cross-linkers). Todavia, existe pouca
informacédo quanto ao desempenho desses agentes em dentina radicular. Portanto,
0 objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de trés cross-linkers na atividade
proteolitica e na resisténcia da unido cimento resinoso-dentina radicular. Raizes
unirradiculares foram obtidas de pré-molares humanos (n=48). Apdls tratamento
endodontico, essas raizes foram distribuidas em 4 grupos (n=12): agua deionizada
(controle), carbodiimida (EDC) 0,5 mol/L, proantocianidina (PA) 5% ou glutaraldeido
(GD) 5%. Decorridas 24h do tratamento com esses agentes e da cimentacdo de
pinos de fibra de vidro com cimento resinoso, as raizes foram seccionadas
transversalmente para a obtencdo de espécimes com 1 mm de espessura, das
regides cervical, média e apical. Nove raizes por grupo foram utilizadas para o
ensaio mecanico de extrusdo e trés para determinacdo da atividade proteolitica
dentinaria, por meio de zimografia in situ. Os dados de resisténcia de unido (RU)
foram submetidos aos testes de ANOVA e Tukey e a existéncia de associacao entre
o tipo de fratura e as variaveis independentes do estudo foi determinada pelo teste
de qui-quadrado (x?) (a=0,05). Nenhum dos cross-linkers afetou a RU imediata. GD
aumentou esses valores significativamente em comparacdo a PA, mas nao ao
controle. Houve reducao significante da RU do tergo cervical para o apical, exceto
para o grupo PA. Aumento na porcentagem de fraturas adesivas entre o pino de
fibra de vidro e o cimento resinoso foi observado para os grupos EDC e GD, em
relagdo ao grupo controle, enquanto, para PA, houve aumento de fraturas adesivas
entre o cimento resinoso e a dentina. Foi observada grande atividade gelatinolitica

no grupo controle, a qual foi reduzida por todos os cross-linkers . Em concluséao,



além de nao interferirem negativamente na RU imediata, os cross-linkers reduziram
a atividade proteolitica na camada hibrida da unido cimento resinoso-dentina

radicular.

Palavras-chave: Raiz dentaria. Dentina. Colageno. Reagentes para ligacdes

cruzadas. Metaloproteases. Resisténcia a tracéo.



Alonso JRL. Proteolytic activity and bond strength of the resin cement-root dentin
interface produced in the presence of cross-linkers [Dissertacdo de Mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

ABSTRACT

The resin-dentin bond stability can be improved by the use of cross-linkers.
However, only scarce information is available as to the performance of these agents
on root dentin. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of three
cross-linkers on the proteolytic activity of root dentin and on the bond strength of
resin-based cement-root dentin interfaces. Single canal roots were obtained from
human premolars (n=48). After endodontic treatment, they were randomly divided
into four groups: deionized water (control), 0.5 mol/L carbodiimide (EDC), 5%
proanthocyanidin (PA) or 5% glutaraldehyde (GD). After 24h from dentin treatment
with the cross-linkers and the cementation of a fiber post with a resin-based cement,
the roots were transversally sectioned to obtain 1 mm-thick specimens, from the
cervical, mid and apical areas. Nine roots per group were used for the push-out test
and three for determining the proteolytic activity of the root dentin by in situ
zymography. Bond strength data were submitted to ANOVA and Tukey tests and the
existence of an association between the type of fracture and the independent
variables of the study was determined by chi-square test («=0.05). None of the
cross-linkers affected the bond strength. GD increased bond strength compared to
PA, but both were similar to the control. Significant reduction in bond strength was
observed between the cervical and the apical root thirds. Increase in the percentage
of adhesive fractures between the glass fiber post and resin cement was observed
for EDC and GD groups, in comparison with the control group, while for PA, an
increase of adhesive fractures between the resin cement and dentin was observed.
Intense gelatinolytic activity was seen in the control group which was remarkably

reduced in the cross-linker-treated groups. In conclusion, besides not interfering with



bond strength, the cross-linkers reduced the proteolytic activity in the hybrid layers of

the resin cement-root dentin bond.

Key-word: Tooth root. Dentin. Collagen. Cross-linking reagents. Metalloproteases.

Tensile strength.
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1 INTRODUCAO

A principal causa de falhas adesivas é a degradacdo da camada hibrida
(Spencer et al®®., 2010), formada pela impregnacdo monomérica dos espacos
interfibrilares obtidos ap6s a desmineralizacdo da dentina (Nakabayashi et al*®.,
1982; Van Noort et al®®., 1989; Van Noort et al®®., 1991; Reis et al*®., 2013). Essa
estrutura é responsavel pela retencdo mecanica do material resinoso e pelo
selamento da dentina (Nakabayashi et al*®®., 1982). A presenca de agua residual na
zona de dentina desmineralizada e a acdo de proteases dentinarias (Carrilho et al’.,
2009; Pashley et al**., 2004; Tjaderhane et al®’., 2013; De Munck et al*?., 2003;

Mazzoni et al®®

., 2012) sao dois dos fatores que contribuem para a degradacao da
camada hibrida, comprometendo a estabilidade longitudinal da unido resina-dentina.

O tecido dentinario € composto, em volume, por aproximadamente 45% de
contetudo mineral, 33% de contetdo organico (em sua grande maioria, colageno tipo

) e 22% de &gua (Tjaderhane et al®

., 2012). Apos o condicionamento &cido, em
torno de 10 pm de dentina superficial sdo desmineralizados (Scheffel et al*?., 2014).
A composicdo dessa zona de dentina desmineralizada passa entdo a ser, em
volume, de 30% de contetido organico e 70% de &gua (Pashley et al**., 2011), uma
vez que a fase mineral removida é substituida por &gua. A presenca de agua nessa
matriz € importante para que a rede de fibrilas de colageno expostas permanegcam
expandidas, mantendo as vias para a difusdo do sistema adesivo e formacao da
camada hibrida (Kanca®?, 1992; Pashley et al**., 2007) e impedindo a formac&o de
novas ligacées de hidrogénio entre cadeias peptidicas adjacentes (Pashley et al**.,

2007). Entretanto, a agua possibilita a degradacdo do colageno por hidrolases

dentinarias enddégenas como metaloproteinases da matriz (MMPs) e cisteina
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catepsinas, e a degradacdo do componente resinoso (Carrilho et al’., 2009;
Tjaderhane et al®’., 2013). Adicionalmente, a presenca de 4gua no momento da
infiltracAo monomeérica, viabiliza a separacdo entre mondmeros hidréfilos e
hidréfobos (Wang, Spencer’*, 2003; Spencer et al®®., 2004), e influencia
negativamente a conversdo monomérica (Jacobsen, Séderholm?, 1995), o que
resulta na formacdo de camadas hibridas imperfeitas (Wang, Spencer’®, 2003;
Carvalho et al®,, 2012).

A durabilidade da camada hibrida depende da resisténcia intrinseca dos seus
constituintes aos processos de degradacdo (Tjaderhane et al®®., 2013). Entretanto,
esses constituintes sao susceptiveis aos fenébmenos de degradacao, hidrolitica,
mediada unicamente pela acdo da agua, e enzimética, da qual a agua também
participa via hidrolases dentinarias (Frassetto et al'*., 2016).

Algumas substancias naturais e sintéticas vém sido utilizadas com o intuito de
aumentar o numero de ligacGes cruzadas (cross-links), que ja existem naturalmente
entre as moléculas e fibrilas de coldgeno, e tornar o colageno dentinario mais
resistente a degradacdo (Han et al*®., 2003; Charulatha, Rajaram'®, 2003; Bedran-
Russo et al®., 2007; Bedran-Russo et al*., 2008; Al-Ammar et al*., 2009; Green et
al®., 2010; Scheffel et al®®., 2014; Mazzoni et al**., 2013; Mazzoni et al**., 2014).
Essas substancias sdo conhecidas como agentes promotores de ligacdes cruzadas
ou cross-linkers, sendo os mais amplamente investigados a carbodiimida (1-Etil-3-
[3-dimetilaminopropil] hidroclorito de carbodiimida) ou EDC, a proantocianidina (PA)
e o glutaraldeido (GD) (Bedran-Russo et al®., 2008; Al-Ammar et al*, 2009).

Aléem de promotores de ligagOes cruzadas, tem sido demonstrado que esses

agentes sdo inibidores de MMPs e catepsinas dentinarias (Epasinghe et al**., 2013;

Scheffel et al*?., 2014; Mazzoni et al*®., 2014; Tezvergil-Mutluay et al**., 2012). Esse
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efeito anti-enzimético é exercido via silenciamento alostérico ou via alteragdo do
sitio de ligacdo na molécula de colageno (Scheffel et al®?., 2014; Tezvergil-Mutluay
et al*®., 2012; Mazzoni et al*>., 2014). Como resultado, camadas hibridas produzidas
na presenca desses agentes sdo mais resistentes a degradagcdo e apresentam
maior estabilidade longitudinal (Han et al'®., 2003; Charulatha, Rajaram'®, 2003;
Bedran-Russo et al’., 2007; Bedran-Russo et al’., 2008; Al-Ammar et al'., 2009;
Green et al*®., 2010; Scheffel et al*®., 2014; Mazzoni et al**., 2013; Mazzoni et al*>.,
2014). Contudo, a maioria dos estudos demostra esses resultados para dentina
coronaria, sendo escassas as informacdes quanto ao desempenho desses cross-
linkers nas camadas hibridas formadas na dentina radicular (Shafiei et al®’., 2016;
Cecchin et al®., 2015; Kalra et al**., 2013).

Pinos intrarradiculares sao frequentemente utilizados para a reconstrucao de
dentes tratados endodonticamente com grande perda de estrutura coronéria. A
utilizacdo de materiais adesivos para a cimentacdo desses pinos a dentina radicular
baseia-se na premissa de que, além de minimizar a necessidade de preparo do
conduto radicular resultando em perda adicional de tecido, a cimentacdo adesiva
reforca a estrutura dentaria remanescente e melhora a retencdo de ambos, pino e
restauracdo (Bouillaguet et al*, 2003). Entretanto, sdo véarias as condicBes
desfavoraveis no momento do estabelecimento da unido material resinoso-dentina
radicular. Entre elas, podem ser citadas, o uso de agentes quimicos durante o
tratamento endodéntico, o elevado fator de configuracdo cavitaria (fator C) do
conduto radicular, dificuldades no momento de evaporacdo do solvente, acesso
limitado da luz nas por¢des mais profundas do canal para a adequada fotoativacéo
do material resinoso e contaminacgao das paredes do conduto radicular pelo material

obturador (Bouillaguet et al*., 2003).
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Alternativas para melhorar a resisténcia e estabilidade da unido resina-
dentina radicular devem ser investigadas. Uma vez que dentina coronaria e radicular
diferem quanto & presenca e concentracdo de MMPs (Santos et al*’., 2009; Lee et
al*’., 2013), além de possuirem diferentes propriedades mecanicas (Inoue et al*.,
2009), é importante pesquisar se os efeitos positivos obtidos quando da utilizacdo

de cross-linkers no processo de adesdo a dentina coronaria também ocorrem

guando da adesao a dentina radicular.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo contempla os artigos utilizados como fonte cientifica para
respaldar a realizacdo do presente trabalho, e abrange uma breve revisdo dos
temas: (2.1) composicdo do tecido dentinario, (2.2) colageno tipo 1, (2.3)
metaloproteinases da matriz dentinaria (MMPs), (2.4) estabelecimento da unido
resina-dentina, (2.5) agentes promotores de ligacdes cruzadas, e (2.6) unido

cimento resinoso-dentina radicular.

2.1 Composicao do Tecido Dentinario

O tecido dentinario, ou simplesmente dentina, ocupa a maior parte do
elemento dental. Esse tecido mineralizado e de morfologia heterogénea é composto,
em volume, por 45% de conteudo mineral, 33% de conteudo organico e 22% de
agua. Em peso, esses valores sao, 70%, 20% e 10%, respectivamente (Tjaderhane
et al®®., 2012). A maior parte do contetido inorganico do tecido esta associado ao
colageno. Cristais de apatita formam particulas irregulares, semelhantes a placas,
com espessura que varia entre 2,6 nm e 3,2 nm. A maioria dessas particulas estao
orientadas aleatoriamente e apenas 20% delas apresentam uma orientacao
preferencial que é paralela a jungdo amelo-dentinaria (Marten et al®’., 2010). Essas
particulas estdo localizadas dentro das fibrilas de colageno (intrafibrilares) e entre
essas fibrilas (interfibrilares) (Figura 1). Quando localizadas dentro das fibrilas de
colageno, o longo eixo dessas particulas acompanha as cadeias poliméricas que
compdem as fibrilas e moléculas de colageno (Marten et al®*., 2010). A

mineralizacao intrafibrilar € importante para as propriedades mecéanicas da dentina
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(Kinney et al**., 2003).

Noventa por cento do conteudo organico da dentina € representado por
coldgeno tipo I, enquanto os demais 10% sao representados por proteinas néo-
colagenosas e outras biomoléculas, as quais sdo expressas durante a sintese da

matriz extracelular e aprisionadas no tecido dentinario apos a finalizacdo do

processo de mineralizacdo (Boskey et al’., 1991; Mazzoni et al**., 2012).

Figura 1 - Representac@o esquematica de uma fibra de colageno, formada pelo empacotamento de
vérias fibrilas. Localizagdo intrafibrilar e extrafibrilar de cristais de apatita.

Fibrila de colageno

Cristal extrafibrilar
Molécula de colageno

Cristal intrafibrilar

Fonte: Imagem reproduzida de Liu et al’®., 2011.

Dentre as proteinas ndo colagenosas da dentina encontram-se as
metaloproteinases da matriz e as cisteinas catepsinas, responsaveis pela atividade
proteolitica do tecido e diretamente envolvidas no processo de degradacdo do

colageno dentinario.
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2.2 Coladgeno Tipo |

Entre os nove tipos de colageno existentes, o do tipo | € o que predomina nos
tecidos do corpo humano, apresentando repetidas sequéncias de aminoécidos Gly-
X-Y, onde comumente X é uma prolina e Y é uma hidroxiprolina (Panwar et al*.,
2013). Cada molécula de colageno do tipo | é um bastdo pequeno e rigido,
podendo alcancar 300 nm de comprimento por 1,5 nm de largura, formada pelo
entrelacamento em tripla hélice de trés cadeias polipeptidicas chamadas cadeias
alfa, sendo elas: duas cadeias al e uma a2 (Figura 2) (Brodsky, Ramshaw®, 1997).
Essas moléculas sao secretadas por células como fibroblastos e odontoblastos, na
forma de procolageno sollvel, que possui em sua extremidade estruturas peptidicas
contendo um terminal nitrogénio (N-) e um terminal carbono (C-) (Brodsky,
Ramshaw®, 1997). Posteriormente esses terminais sdo clivados por N- e C-
peptidases, dando inicio ao processo de fibrilogénese, por meio da formacédo do
tropocolageno (Figura 2) (Mouw et al*’., 2014).

Naturalmente, as moléculas de colageno, na forma de tropocolageno, se
unem interna e externamente, por meio de ligacdes cruzadas (cross-links), para
formar as fibrilas de colageno (Figura 2) (Mouw et al®’., 2014). Esses cross-links
sdo ligacbes peptidicas covalentes (C-N) entre os grupos aldeido e amino livres
(Mouw et al®’., 2014). A presenca de cross-links enddgenos, inter e intra-
moleculares, s@o responsaveis pela estabilidade, viscoelasticidade e resisténcia
destas estruturas fibrilares (Charulatha, Rajaram®®, 2003).

O colageno dentinario € um componente importante no processo de unido de
materiais resinosos a dentina, e a combinacdo dessa proteina dentinaria com

mondmeros do sistema adesivo resulta na formacdo da camada hibrida

(Nakabayashi et al*®., 1982; Van Noort et al®®., 1989; Van Noort et al*®., 1991; Reis
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Figura 2 - Processo de formacao e organizacédo das fibrilas de colageno.
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Fonte: Adaptado de Mouw et al*’., 2014.
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et al*., 2013), principal estrutura responsavel pela microretencdo mecanica a esse
substrato. Entretanto, o colageno dentinario estd sujeito a degradacédo deflagrada
pela acdo da agua e mediada por proteases do préprio tecido (Carrilho et al’.,

2009).

2.3 Metaloproteinases da matriz dentinaria (MMPSs)

A atividade proteolitica da dentina foi descrita pela primeira vez por Dayan et

al. em 1983 (apud Tjaderhane et al®

., 2013). As proteases dentinarias que atuam
na degradacdo do colageno séo classificadas como hidrolases, ou seja, enzimas
que degradam por meio da adicdo de agua, gerando a quebra de ligacbes
peptidicas ou de éster (Hannas et al*’., 2007; Frassetto et al'*., 2016). S0 elas as
metaloproteinases da matriz (MMP) e cisteinas catepsinas.

Metaloproteinases da matriz sdo uma familia de mais de 20 proteases
derivadas do hospedeiro, dependentes de Zn** e Ca®*, capazes de degradar
praticamente todos os componentes da matriz extracelular (Page-McCaw et al*’.,
2007). Estas sao sintetizadas e secretadas como pré-enzimas inativas, onde a
presenca de um pro-dominio inibe a atividade funcional do dominio catalitico, por
meio da formac&o de uma ponte entre uma cisteina presente no pré-dominio com o
zinco do dominio catalitico (Van Wart et al’®., 1990). Sua ativacdo ocorre quando
esta ligacdo € interrompida por meio de clivagem proteolitica por outras MMPs,
cistefnas catepsinas ou outras proteases (Page-McCaw et al**., 2007). Na dentina
humana j& foram identificadas as MMPs -2, -3, -8, -9, -13 e -20 (Boskey®, 1991;
Sulkala et al®., 2002; Mazzoni et al**., 2007; Sulkala et al®®., 2007; Mazzoni et al*?.,

2011).

Um dos mecanismos propostos para explicar como as MMPs degradam o
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coldgeno é que estas proteases possuem a capacidade de desfazer a conformacao
helicoidal das moléculas de colageno do tipo I. Assim, o sitio ativo das colagenases
(MMP-1, -8, -13) e MMP-2 (gelatinase) catalisam a rea¢do de quebra do colageno
em fragmentos de ¥ e ¥ especificamente na ligacdo peptidica glicina-isoleucina.
Os fragmentos sofrem desnaturagdo a temperatura corporal, e s&o entao
degradados por gelatinases (MMP-2 e -9) e outras proteases nao-especificas

(Perumal et al*., 2008).

2.4 Estabelecimento da uniao resina-dentina

A principal responsavel pela retencdo micromecanica das restauracoes
resinosas e também pelo selamento dentinario é a camada hibrida, resultante da
impregnacdo monomeérica dos espacos interfibrilares produzidos pela remocao dos
minerais, quando submetida ao condicionamento &cido (Nakabayashi et al*®., 1982).
Contudo, esta camada é também a estrutura que apresenta a maior porcentagem
de falhas e concentracdo de tensdes, causadas por cargas de tracdo e
cisalhamento (Van Noort et al®®., 1989; Van Noort et al®., 1991; Reis et al*®., 2013)
e pelo coeficiente de expanséo térmico inerente as resinas compostas (Lee et al®®.,
2001).

A unido material-dentina enfrenta desafios a partir do momento de seu
estabelecimento. Esses desafios estdo relacionados as caracteristicas do proprio
substrato dentinario, como heterogeneidade estrutural e morfologica, além da
presenca de umidade proveniente da exsudacéo do fluido dentinario (De Munck et
al*?., 2003). Adicionalmente, também sdo complicadores, as caracteristicas

inerentes aos materiais restauradores, como a contracdo de polimerizacéo

observada para os compésitos resinosos (llie et al'®., 2006). Em longo prazo, essas
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interfaces sdo continuamente desafiadas pelos esforgcos mastigatorios, alterages
de temperatura, umidade e reacdes quimicas diversas impostas pelo ambiente
bucal (De Munck et al*2., 2003).

O encapsulamento total das fibrilas de coldgeno expostas, apos o
condicionamento &cido, por mondmeros resinosos promoveria a protecdo deste
coldgeno contra a degradacao. Em outras palavras, todo conteddo mineral removido
(cristais de apatita) deveria ser reposto pelo sistema adesivo. No entanto, a
capacidade de infiltracdo monomérica € inferior a profundidade de desmineralizacéo
da dentina, resultando na formacdo de uma zona de dentina desmineralizada néo
reforcada por resina na base da camada hibrida (Nakabayashi et al®®., 1982; Wang,

Spencer’, 2003; Spencer et al*

., 2004). A presenca desta regido ndo mineralizada
ja foi observada tanto para sistemas convencionais (Wang, Spencer’®, 2003;
Spencer et al*®., 2004) como para sistemas auto-condicionantes (Oliveira et al*.,
2004).

A discrepancia entre a profundidade da desmineralizacdo da dentina e a
infiltracdo de mondmeros ocorre devido a um conjunto de fatores: (1) reducao
gradual dos espacos interfibrilares a partir da superficie da dentina desmineralizada,
(2) peso molecular dos mondémeros que compdem os sistemas adesivos, (3) grau de
hidrofilia desses monbémeros e (4) conteddo de agua presente na dentina
desmineralizada (Spencer, Wang®®, 2002; Spencer et al*®., 2004; Pashley et al**.,
2011; Carvalho et al®., 2012). Como consequéncia da ac&o conjunta desses fatores,
é observado o fendmeno de separacdo de fases (Spencer, Wang®®, 2002) e
exposicéo de fibrilas de colageno. Essas fibrilas desnudas de reforgo mineral e/ou

monomeérico sdo alvo da acdo das proteases dentinarias (MMPs e catepsinas) e

inicia-se o processo de degradac&do enzimatica do colageno (Pashley et al*3., 2004).
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2.5 Agentes promotores de ligagOes cruzadas

A engenharia tecidual tem utilizado algumas substancias, naturais e
sintéticas, para aumentar o numero de ligagcbes cruzadas (cross-links) das
moléculas e fibrilas de colageno (ligacdes exdgenas) (Han et al*., 2003), visando
melhorar suas propriedades mecéanicas e a resisténcia a degradacgéo hidrolitica e
enzimatica (Bedran-Russo et al’., 2007; Han et al'®, 2003). Dentre estas
substancias, denominadas de agentes promotores de ligacdo cruzada (cross-
linkers), estdo o glutaraldeido (GD), a proantocianidina (PA) e a carbodiimida (1-Etil-
3-[3-dimetilaminopropil] hidroclorito de carbodiimida ou EDC) (Bedran-Russo et al®.,
2008; Al-Ammar et al'., 2009).

De forma geral, esses cross-linkers enrijecem as cadeias polipeptidicas do
coldgeno, por meio do estabelecimento de novas ligagbes cruzadas, impedindo que
essas cadeias percam sua conformacdo helicoidal. Além disso, eles também
inativam o sitio ativo de proteases por meio da criacdo de novas ligacfes peptidicas
entre peptideos adjacentes (Liu et al’®., 2011). Embora o efeito final de todos esses
agentes sobre o colageno seja o aumento do nimero de ligacdes cruzadas, a forma
de reagir quimicamente com essa proteina difere entre eles.

O glutaraldeido € um cross-linker sintético utilizado como fixador de tecido
biolégico que afeta as propriedades mecanicas destes tecidos, por meio da
formacéo de ligacbes cruzadas do tipo bases de Schiff, ao reagir com o grupo ¢-
amino de lisina e hidroxilisina (Cheung et al*'., 1985). Contudo, o seu uso gera
muita discuss&o devido ao seu potencial téxico em altas concentracdes (Ryu et al*°.,
2013). Scheffel et al*>. (2015) demonstraram que o uso de uma solucdo que contém
2, 5 ou 10% de GD, aplicada por 60 segundos em discos de dentina de 0,4 mm de

espessura, apoés o condicionamento acido, ndo exerce efeitos negativos as células
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odontoblastéides MDPC-23.

A carbodiimida ou EDC é um cross-linker sintético que se liga
inespecificamente a proteinas. Ele possui a capacidade de ativar o grupo carboxila
dos &cidos glutamico e aspartico presentes nas cadeias proteicas (Figura 3), sendo
um isbmero de cianamida mais estavel, capaz de agregar aminoacidos em
peptideos, resultando em cross-links sem grupos reativos residuais (Olde Damink et
al*., 1996). Recentemente o EDC também foi testado quanto a sua citotoxicidade
transdentinaria, sendo que os resultados demonstraram que a utilizacdo do mesmo,
nas concentragbes 0,1, 0,3 e 0,5 M, ndo alterou a capacidade de resposta de
células odontoblastdides (Scheffel et al®*., 2015).

Mazzoni et al.*® (2014) utilizaram as técnicas de zimografia in situ para avaliar
a capacidade do EDC em inibir a atividade de metaloproteinases da matriz (MMP).
Os resultados da zimografia in situ demonstraram que as camadas hibridas do
controle exibiram intensa atividade gelatinolitica, enquanto quase nenhum sinal de

fluorescéncia foi detectado quando as amostras foram pré-tratadas com EDC 0,3 M.

Figura 3 - Mecanismo de reacao da carbodiimida (EDC) e do glutaraldeido com o colageno.

(a)
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Fonte: Elaboragéo propria.
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Proantocianidinas (PAs) sdo metabdlitos naturais secundarios do reino
vegetal e sdo encontradas em frutas, vegetais, castanha, sementes e flores, sendo
gue o cacau e seus produtos, além de semente de uva, estdo entre as mais ricas

fontes de PAs (Han et al*

., 2003). Existem quatro diferentes teorias para explicar
como a PA interage com as proteinas: formacao de ligacées covalentes (Pierpoint*’,
1969), ligacdes idnicas (Loomis®, 1974), pontes de hidrogénio (Ku et al®., 2007), e

interacdes hidrofébicas (Han et al'®

., 2003) (Figura 4). Sua seguranca bioldgica foi
comprovada in vitro sobre células odontoblastéides MDPC-23 nas concentraces de
1, 5 e 10%, quando aplicada sobre discos de dentina com espessura de 0,4 mm
(dados néao publicados).

Bedran-Russo et al., em 2007, avaliaram o efeito de trés agentes de ligacdo
cruzada [5% de GD, 0,5% de solucdo de PA, e solucdo genipina 0,625% (GE)] na
resisténcia maxima a tracdo da dentina nao desmineralizada e desmineralizada. Os
autores concluiram que os agentes promotores de ligacdo cruzada melhoraram

significativamente a resisténcia de unido em dentina desmineralizada, o que indicou

gue seu uso seria promissor na odontologia restauradora.

Figura 4 - Mecanismo de reacgdo da proantocianidina (PA) com o coldgeno. Proantocianidinas (PASs)
e coldgeno formam complexos estabilizados principalmente por ligacdes de hidrogénio entre o grupo

amida do colageno e a hidroxila fendlica das PAs e, também, por ligacBes hidrofébicas e covalentes.

Proanthocyanidins

R

+
Collagen—NH, NH,— Collagen Collagen— N : N— Collagen

Fonte: Elaboragéo propria.
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Com o objetivo de comparar a diferenca de camadas hibridas produzidas na
presenca de extrato de semente de uva (PA), Green et al*®. (2010) formularam dois
adesivos experimentais (com e sem 5% de PA) e os utilizaram em espécimes de
dentina desmineralizados. Por meio de imagens de microscopia eletrGnica de
varredura e microscopia eletrbnica de transmissdo o0s autores mostraram a
presenca de fibrilas de coldgeno intactas e organizadas para espécimes que
utilizaram adesivo contendo PA, enquanto que para os espécimes sem adicdo de

PA, observou-se degradacao e desorganizacao dessas fibrilas.

2.6 Uniao cimento resinoso-dentina radicular

Estudos prévios ja demonstraram a eficacia da utilizacdo de cross-linkers na
inibicdlo da degradacdo de colageno da dentina coronaria (Han et al*®., 2003;
Charulatha, Rajaram®®, 2003; Bedran-Russo et al®., 2007; Bedran-Russo et al®.,
2008; Al-Ammar et al'., 2009; Green et al*®., 2010; Scheffel et al*®., 2014; Mazzoni
et al**., 2013; Mazzoni et al**., 2014). Todavia, ainda ndo h& evidéncias cientificas
na literatura quanto ao seu desempenho na dentina radicular. Dentina coronéria e
radicular diferem em véarios aspectos. A dureza e mdédulo de elasticidade séo

menores para a dentina radicular (Inoue et al*

., 2009), enquanto que a expressao
de MMP-13 é maior na dentina radicular de dentes com lesdes de carie profundas
em dentina (Lee et al*’., 2013). Ambas as dentinas, radicular e coronéria,
apresentam atividade gelatinolitica de MMP-2 e MMP-9 e, colagenolitica de MMP-8,
porém, enquanto MMP-8 esta distribuida de forma similar para as duas dentinas, a
atividade de MMP-2 foi mais intensa na dentina radicular e a de MMP-9 na dentina

coronaria (Santos et al**., 2009).

Alem de diferencas quanto as propriedades mecanicas e atividade
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proteolitica em relagdo a dentina coronaria, a adesdo a dentina radicular, como no
caso de cimentacdo de pinos intrarradiculares, sofre grande influéncia de fatores
relacionados ao formato do conduto radicular (fator de configuragdo cavitéaria
elevado), limitagdo quanto a transmissdo da luz para fotopolimerizacao, possivel
incompatibilidade entre cimento e sistema adesivo, possiveis alteracfes causadas
pelos agentes de irrigagcdo durante o procedimento endoddntico e contaminagéo
pelo material de obturagdo radicular, como cimentos endodbnticos a base de
eugenol (Bouillaguet et al*., 2003).

Kalra et al®., 2013 investigaram o efeito da proantocianidina (PA) na
resisténcia a degradacao da dentina radicular desmineralizada e na resisténcia de
unido entre cimento endodontico a base de resina e dentina radicular. Pré-molares
unirradiculares que foram instrumentados e preenchidos com RealSeal SE,
seccionados em fatias de 1 mm de espessura a partir tercos médio e coronal e
armazenados durante 1 semana ou 3 meses em agua destilada. As amostras foram
submetidas ao teste de extrusdo e o terco apical foi visualizado por microscopia
eletrdnica de varredura. Raizes ndo preenchidas com material foram cortadas,
desmineralizadas, pré-tratadas ou ndo e expostas a colagenase por 24h para
determinar a libertagdo de hidroxiprolina. O armazenamento de 3 meses diminuiu a
resisténcia de unido em comparagdo com uma semana, para todos os grupos. No
entanto, essa reducéo foi menor para as amostras tratadas com PA. MEV revelou
mais resina intacta nas interfaces com PA, apos 3 meses. Além disso, a libertagéo
de hidroxiprolina foi significativamente menor para as amostras tratadas.

Recentemente alguns pesquisadores utilizaram diferentes métodos para

aumentar a durabilidade das interfaces cimento resinoso-dentina radicular. Em

2015, Cecchin et al’., investigaram os efeitos de um extrato de semente de uva na
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resisténcia de unido e estabilidade da adesdo de pinos de fibra para a dentina
radicular com 2 sistemas adesivos: um de condicionamento total (adesivo
convencional) e um sistema adesivo auto condicionante. Os autores testaram duas
concentracbes de PA, 6,5 e 10%, por 5 minutos para o teste de extrusdo que foi
realizado imediatamente e apds 12 meses. O teste de zimografia foi realizado para
avaliar a inibicdo de metaloproteinases da matriz por meio das concentracdes de
0,65%, 0,065%, 0,0065% de PA. Resultados positivos para a resisténcia de unido
apos 12 meses de envelhecimento foram observados e o teste de zimografia
mostrou reduzida atividade de metaloproteinase da matriz para os grupos tratados
com PA.

Com o intuito de se investigar a utilizacdo do agente de ligacdo cruzada
carbodiimida (EDC) na estabilidade da unido entre pinos de fibra de vidro
cimentados com trés diferentes cimentos resinosos Shafiei et al’’., em 2016
utilizaram raizes de incisivos centrais humanos aleatoriamente divididos em seis
grupos. Apos um ano de armazenamento, as amostras foram submetidas ao teste
de resisténcia de unido push-out (RU). O pré-tratamento com EDC néo interferiu na
unido imediata dos trés cimentos (p> 0,05), enquanto que o envelhecimento reduziu
significativamente a RU em todos os grupos (p<0.001). Os autores observaram que
0s grupos tratados com EDC exibiram valores de RU maiores em comparagdo com
0s respectivos grupos controle (p <0,001). Assim eles concluiram que o EDC
poderia melhorar a estabilidade da uni&o para os trés cimentos testados.

Contudo, os dados na literatura sdo escassos e néo é de conhecimento, até o
momento do desenvolvimento do presente trabalho, de pesquisas utilizando GD na
dentina radicular. Sendo assim, baseado nos resultados positivos obtidos para a

dentina coronaria (Han et al*®., 2003; Charulatha, Rajaram’®, 2003; Bedran-Russo et
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al’., 2007; Bedran-Russo et al®., 2008; Al-Ammar et al*., 2009; Green et al*°., 2010;
Scheffel et al*®., 2014; Mazzoni et al**., 2013; Mazzoni et al**., 2014), justifica-se a
investigacdo dos possiveis efeitos da aplicacdo dos cross-linkers sobre a resisténcia

da unido cimento resinoso-dentina radicular.
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3 PROPOSICAO

Objetivo Geral
O objetivo geral do presente estudo foi avaliar o efeito de trés agentes
promotores de ligagdes cruzadas (cross-linkers), carbodiimida, proantocianidina e

glutaraldeido, em propriedades da unido cimento resinoso-dentina radicular.

Objetivos Especificos
1. Avaliar o efeito da utilizacdo dos cross-linkers na resisténcia de unido
imediata da interface cimento resinoso-dentina radicular;
2. Avaliar o efeito dos cross-linkers na atividade proteolitica, in situ, da dentina

radicular.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Obtencéo das raizes unirradiculares

Foram obtidas quarenta e oito (n=48) raizes de pré-molares humanos
unirradiculares (Figura 5a/b), oriundos do Banco de Dentes da Faculdade de
Odontologia de Araraquara - FOAr - UNESP, ap0s aprovacao deste protocolo de
pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Araraquara (CAAE: 34373314.6.0000.5416, Anexo). Os dentes foram
individualmente radiografados para confirmacdo da presenca de apenas um canal
radicular e para detectar qualquer irregularidade do mesmo, como canal
excessivamente curvo ou presenca de nédulos mineralizados. O comprimento das
raizes foi determinado utilizando um paquimetro digital (Modelo 500-144B, Mitutoyo
Sul América Ltda., SP, Brasil), sendo que para o estudo foram selecionadas raizes

com no minimo 14 mm de comprimento.

Figura 5 - Representacdo esquematica (a) de um dente pré-molar unirradicular, (b) do remanescente
radicular apés secg¢édo da porgéo coronaria e (c) lima endoddntica no interior do conduto radicular. O
comprimento de trabalho foi de 1 mm aquém do 4pice anatdémico. (d) Conduto radicular obturado

com guta percha e cimento endodéntico resinoso e (e) material selador provisério aplicado na

superficie dentinéria exposta. "
C
(a) !
\
| | | 3
i | |

\ Minimo \ Minimo \
14 mm \ 13 mm

— L

n=48

Fonte: Elaboragéo propria.
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As raizes foram separadas das coroas dentarias por meio de um corte
transversal realizado a 1 mm da juncdo amelo-cementaria no sentido do apice
radicular. A seccao foi realizada por meio de um disco diamantado com 0,3 mm de
espessura, acoplado a uma cortadeira metalografica (ISOMET 1000, Buheler, Lake
Bluff, IL, EUA), e refrigerado com &gua. Trinta e seis (n=36) raizes foram
aleatoriamente selecionadas para o ensaio mecanico de extrusdo (push-out) e doze

(n=12) para o teste de zimografia in situ, totalizando 48 raizes.

4.2 Tratamento endoddntico

Os canais foram submetidos ao preparo quimico-mecanico, realizado por um
mesmo operador, utilizando a técnica step-back, por meio de instrumentos
endodonticos Kerr (Dentsply/Maillefer, Suica), até o numero K35 (Figura 5c¢). A cada
troca de instrumento, o conduto foi abundantemente irrigado com solucdo de
hipoclorito de sédio (NaClO 2,5%). Em seguida, o conduto foi seco com cones de
papel n° 35 (Dentsply/Maillefer, Suica ou Dentsply, Petrépolis, RJ, Brasil) e irrigado
com solucéo de EDTA por 3 minutos (sob agitacéo), seguida de nova irrigagdo com
NaClO, succdo e secagem do conduto. Ao final do preparo quimico-mecanico, os
canais foram obturados com guta-percha (Figura 5d), combinada com cimento
endodontico resinoso AH Plus™ (Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemanha). A seguir,
as raizes foram radiografadas novamente para confirmacéo da qualidade da terapia

endodontica.

Um material selador provisorio (Villevie; Dentalville do Brasil Ltda, Joinville,
SC, Brasil) foi utilizado para cobrir a superficie dentinaria dos espécimes (Figura 5e)

e proteger o material obturador. Os dentes foram armazenados em estufa por 1
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més, em 100% de umidade, a 37°C. Ap6s o periodo de armazenagem, as raizes
foram aleatoriamente distribuidas nos 4 grupos (n=12) experimentais do projeto

(Figura 6).

Figura 6 - Fluxograma do desenho experimental. Quarenta e oito (n=48) raizes com o conduto
radicular obturado foram aleatoriamente divididas em 4 grupos. Cada grupo foi futuramente
subdividido em 3 grupos de acordo com o terco do conduto radicular. Nove raizes foram submetidas
ao ensaio mecanico de extrusdo, enquanto que as 3 raizes restastes foram utilizadas para a

zimografia in situ. EDC, carbodiimida; PA, proantocianidina; GD, glutaraldeido.

Raizes com o conduto radicular obturado
n=48

G1: dgua destilada G2: 0,5 mol/L EDC G3:5% PA G4: 5% GD

n=12 n=12 n=12 n=12

Tergo cervical (n=12) Tergo cervical (n=12) Tergo cervical (n=12) Tergo cervical (n=12)
Tergo médio (n=12) Tergo médio (n=12) Tergo médio (n=12) Tergo médio (n=12)

Terco apical (n=12) Tergo apical (n=12) Terco apical (n=12) Tergo apical (n=12)

[ Ensaio mecanico de extrusdo (push-out), n=9 ]

‘ Zimografia in situ, n=3 ]

Fonte: Elaboracéo propria.

4.3 Adaptacéao do pino intracanal

Apds o periodo de armazenamento (30 dias), os canais foram preparados

para receber o pino de fibra de vidro. A remog¢éo do material obturador foi realizada
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com instrumentos para remocao de guta-percha (Gates-Glidden, Dentsply/Maillefer,
Suica) e a profundidade de preparo para cada raiz foi de no minimo 8 mm (Figura
7a e 7b). Uma vez concluida a remocdo do material obturador (Figura 7b), um
instrumento rotatério do kit White Post® DC1 foi utilizado para ampliar o conduto de
tal forma a padronizar a adaptacéo do pino. Os condutos radiculares foram entéo
irrigados com 5 mL de 4gua destilada para remocéo de eventuais residuos e foram
secos com cones de papel (Dentsply, Petrépolis, RJ, Brasil).

Pinos de fibra de vidro White Post® DC1 (Figura 7c) foram utilizados,
associados ao sistema de cimentacédo RelyX ARC (3 M ESPE, Seefeld, Alemanha).
Antes de sua insercao, cada pino foi submetido a desinfec¢cdo com etanol (70% vol.)
por 60 segundos e depois completamente seco ao ar. A adaptacao do pino ao canal

radicular preparado foi verificada por meio de nova tomada radiogréfica digital.

Figura 7 - Representacdo esquematica (a) de um dente pré-molar unirradicular com conduto
obturado, (b) porcdo do conduto radicular que foi desobturada (8 mm), (c) pino de vidro no interior do
conduto radicular preparado e (d) fotopolimerizador posicionado para a foto-ativacdo do cimento

resinoso.

| t

I i

g ) 8 mm [ '
i |
1

Fonte: Elaboragéo propria.
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4.4 Aplicacéo dos cross-linkers e cimentacao do pino intracanal

A dentina radicular foi condicionada com acido fosférico 35% na forma de gel
(Ultra-Etch, Ultradent, TX, EUA) por 15 segundos, seguido de lavagem com 5 mL de
agua destilada por 10 segundos. O condicionamento e o procedimento de lavagem
foram realizados com auxilio de seringas de irrigacdo intrarradicular (NaviTip®,
Ultradent, TX, EUA). Apds a remoc¢do do excesso de agua com cones de papel
absorvente, as raizes foram tratadas por 60 segundos (Scheffel et al*?., 2014;
Scheffel et al*®., 2014) com: &4gua deionizada (controle); solucdo de EDC 0,5 mol/L
(9,6%); solucéo de PA 5% ou solucao de GD 5% (Figura 6)(Tabela 1). Decorridos
0s 60 segundos, os condutos foram irrigados com agua deionizada por 10 segundos
e novamente secos com cones de papel absorvente. Em seguida, o sistema adesivo
Adper Single Bond 2 (3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) foi aplicado, com auxilio de um
microbrush (Brush Fine, KG Sorensen, Cotia, Sdo Paulo, BR), em duas camadas
consecutivas, seguido da evaporagcdo dos solventes com leve jato de ar por 10
segundos (distancia de 10 cm). O sistema adesivo foi fotoativado por 20 segundos
com uma unidade de polimerizacdo de luz LED (Radii Plus, SDI, Austrdlia), cuja
irradiancia foi averiguada imediatamente antes de sua utilizagdo com radidometro
(ca. 1000 mW/cm?, L.E.D. Radiometer by Demetron, Kerr Corporation, Middleton,
WI, USA).

Logo apos a aplicacdo do adesivo, o cimento de cura dual Rely X ARC (3M
ESPE, St. Paul, MN, EUA) foi manipulado numa proporcéo de 1:1 (v/v), conforme as
recomendacdes do fabricante, inserido no conduto radicular com auxilio de uma
sonda exploradora numero 5 e aplicado sobre a superficie dos pinos previamente
tratados com RelyX Ceramic Primer (3M ESPE, St. Paul, MN, EUA). Apos

adaptacdo no conduto radicular, o material excedente foi removido com auxilio de
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sonda exploradora numero 5, mantendo um adequado selamento ao redor da
porgao cervical da raiz. O cimento resinoso foi entdo fotoativado por 40 segundos. A
ponta do fotopolimerizador foi colocada em contato direto com a extremidade
coronaria do pino (Figura 7d), fazendo com que a luz pudesse ser transmitida para
dentro do canal radicular por meio do préprio pino de fibra de vidro (Kim et al®.,

2009). Por fim, os dentes foram armazenados em estufa a 37 °C e 100% de

umidade relativa, por 24 horas.

Tabela 1 - Principio ativo, fabricante, mistura e pH das solucfes de tratamento da

dentina radicular.

Grupo Principio ativo Fabricante Mistura/pH
Sigma-Aldrich -0,5mL de GA 50%
0 1 ; ’
GA 5% Glutaraldeido Corp. St. Louis, - 4,5 mL de dgua deionizada*
MO, EUA pH 6,4
. Sigma-Aldrich -0,96 g de EDC
EDC 0,5 mol/L 1-etil-3-(3- J - ~oBae
dimetilaminapropil)carbodiimida Corp. St. Louis, - 10 mL de dgua deionizada
prop MO, EUA bH 6,0
L . haanxi Sinuoti
. Proantocianidina (extraida da S ;gtechSCcl)JOt -0,25g PA
PA 5% semente da espécie Vitis ; -5 mL de dgua deionizada
vinifera) Ltd., Shaanxi H=5,5
China Pr=>,

* pH da agua deionizada = 8.7

Fonte: Elaboragao prépria.

4.5 Ensaio mecanico de extruséo (push-out)

Por meio de um disco diamantado de 0,3 mm de espessura (Figura 8a)
acoplado a uma cortadeira metalografica (ISOMET 1000, Buehler, Lake Bluff, IL,
EUA), sobre refrigeracdo com agua, duas amostras foram obtidas de cada ter¢o do

conduto radicular (cervical, médio e apical), a partir de cortes transversais das
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raizes (Figura 8b). Para isso, as raizes foram fixadas com godiva em um suporte de
madeira, possibilitando sua estabilidade durante o0 momento do corte, que deveria
ser feito a partir de uma distancia de 1 mm da extremidade coronal da raiz (Figura
8b), obtendo assim 6 discos de 1 mm de espessura (Figura 8c).

Um espécie de cada terco radicular foi utilizado no presente estudo e foram
submetidos ao ensaio mecanico de extrusdo ou push-out imediatamente apos sua
obtencdo. Para o teste de push-out, foi utilizada uma maquina de ensaios (DL-
Digital Line, EMIC, Parana, Brasil), equipada com célula de carga de 200 N e
operando na velocidade de 1,0 mm/min. Os discos de dentina foram posicionados
na méaquina de tal forma que a superficie contendo o menor didmetro de conduto
radicular ficasse voltada para cima (Figura 9a). Uma ponta metélica de diametro de
1 mm (para os discos obtidos dos tercos cervical e médio) ou 0,8 mm (terco apical),
acoplada a maquina de ensaios, foi posicionada na porcéo central dessa superficie
de tal forma que entrasse em contato apenas com o pino de fibra de vidro (Figura
9b), e, portanto, estivesse livre para desloca-lo apicalmente (Figura 9c). Os
movimentos foram iniciados por meio de um programa computadorizado especifico
(Tesc-Test Script, EMIC Equipamentos de ensaio Ltda., Sdo José dos Pinhais,
Parana, Brasil) até que a amostra fosse extruida, quando o movimento era cessado

e os valores de carga maxima registrados em Newtons (N).



Juliana Rosa Luiz Alonso Dissertagdo de Mestrado -47 -

Figura 8 - Representacao esquematica (a) de um disco de diamante para a realizacdo dos cortes, (b)
dos cortes realizados nas raizes, resultando em 6 fragmentos, sendo um deles em maior detalhe
demonstrado na imagem (c). (c) Amostra na forma de disco, com 1 mm de espessura, obtido apos a

seccdo do conduto radicular.

(b)

1 mm — tergo cervical

1 mm —tergo cervical
1 mm —terco médio

1 mm —terco médio

1 mm — tergo apical (c)

§ 1 mm —tergo apical
.

1mm

L

Fonte: Elaboragé&o propria.

A resisténcia de unido, em MPa, foi calculada dividindo a carga de ruptura (N)
pela area total da unido cimento resinoso-dentina radicular. Este calculo foi
realizado utilizando a seguinte férmula: A = 11 (ry + r2) V (r1 — r2)? + h2. Nesta férmula,
T € a constante de 3,14, r; € o raio do conduto cervical, r, € o raio do conduto apical
e h é a espessura do disco em milimetros (Mosharraf, Ranjbarian®®, 2013). Os
diametros maior (face cervical) e menor (face apical) de cada seccdo foram
mensurados utilizando estereomicroscépio, com magnificacdo de 20x (Mod SZX7,
Olympus, Séo Paulo, Brasil) e o programa ImageJ (Image Processing and Analysis
in Java, Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Maryland,

USA).
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Figura 9 - Representacdo esquematica (a) de uma amostra obtida da raiz ap6s cimentacéo do pino
de fibra de vidro e do posicionamento da ponta metalica acoplada a maquina de ensaios mecanico,
(b) vista lateral da mesma amostra e (c) extrusdo do pino de fibra de vidro que estava cimentado as
paredes dentinarias.

(a)

(b)
Sentido da forca (F) aplicada “ :

Fonte: Elaboragé&o propria.

4.6 Analise do tipo de fratura

Uma vez concluido o ensaio mecéanico de extrusdo, os espécimes foram
avaliados em lupa estereoscopica para a determinacdo do tipo de fratura. Em
aumentos que variaram de 10 e 30x, as fraturas foram classificadas em: (1) adesiva
entre pino e cimento resinoso (sem cimento visivel ao redor do pino), (2) mista, com
cimento resinoso recobrindo até 50% da circunferéncia do pino, (3) mista, com
cimento resinoso recobrindo mais de 50% da circunferéncia do pino, (4) adesiva
entre cimento resinoso e dentina (pino totalmente recoberto por cimento resinoso), e

(5) coesiva em dentina (Figura 10) (Cecchin et al®., 2015).
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Figura 10 - Representacdo dos tipos de fratura possiveis de ocorrer nos espécimes submetidos ao
teste de extrusdo: (1) adesiva entre pino e cimento resinoso, (2) mista, com cimento resinoso
recobrindo até 50% da circunferéncia do pino, (3) mista, com cimento resinoso recobrindo mais de
50% da circunferéncia do pino, (4) adesiva entre cimento resinoso e dentina, e (5) coesiva em

dentina. Aumento de 30x em lupa estereoscopica.

Fonte: Elaboracéo propria.
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4.7 Zimografia in situ

O teste de zimografia in situ (ISZ) tem por objetivo avaliar a presenca de
formas ativas de enzimas proteoliticas em amostras bioldgicas (Stamenkovic et
al®., 2003). Este ensaio é baseado na degradacdo de um substrato gelatinoso por
enzimas gelatinoliticas presentes na amostra de tecido dentinario. Tal degradacéo é
passivel de deteccdo por meio de microscopia Otica ou de fluorescéncia,
dependendo do substrato utilizado (Polassari et al*®., 2003).

A fim de detectar a atividade de gelatinases em dentina radicular, um
protocolo adaptado a partir do estudo de Mazzoni et al**. (2012) foi aplicado. Para
tanto, cada amostra foi colada em uma |amina de acrilico utilizando SuperBonder©
(Henkel Ltda., Sdo Paulo - SP), de forma a evitar a formacao de bolhas entre o
disco e a superficie de acrilico. As amostras foram entdo lixadas em politriz
(BUEHLER LTD., Lake Bluff, IL, EUA) com lixas de granulacéo 1200 e 4000 até que
a amostra atingisse espessura entre 0,3 e 0,4 mm e entdo armazenados em agua
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, USA). O substrato
gelatinoso (EnzChek) foi diluido em tampéo de diluicdo 1:8 (NaCl 150nM, CacCl, 5
mM, Tris-HCI 50 nM, pH 8). A solucdo de gelatina para zimografia in situ foi
preparada por meio da mistura de 10 pL da solucdo stock de gelatina, 80 pL de
tampéo de diluicdo e 10 pL de anti-fade. A seguir, 50 pL da solucdo gelatinosa
contendo fluoresceina foram aplicados sobre os discos de dentina, que foram
cobertos por uma laminula de vidro e armazenados em estufa a 37°C em 100% de
umidade, na auséncia de luz.

ApoOs os periodos de 3, 24, 48 e 72 horas as amostras foram avaliadas em
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microscopio de fluorescéncia DM 5500 (ex: 498nm e em: 530nm) (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany), para possibilitar a determinacdo da degradagéo
da gelatina, que promove a liberacdo de fluoresceina, gerando um substrato
fluorescente e indicando a atividade de enzimas gelatinoliticas/colagenoliticas.
Como controle da reacao, foi utilizado um grupo tratado com a solugéo gelatinosa

sem fluoresceina.

4.8 Analise estatistica

O conjunto de dados de resisténcia de unido apresentou distribuicdo normal
(Kolmogorov-Smirnov, p=0,191) e os grupos foram homocedasticos (Levene,
p=0,359). Portanto, foram utilizados para a analise desses dados, os testes de
ANOVA a dois critérios fixos (“cross-linker” e “tergo radicular’) com uma medida
repetida (“tergo radicular’), complementado por testes de Tukey para comparacéo
dos grupos aos pares. A existéncia de associacdo entre o tipo de fratura e as
variaveis independentes do estudo foi determinada pelo teste de qui-quadrado (y?).
Todas as inferéncias estatisticas foram baseadas no nivel de significancia de 5%,
ou seja, grupos foram considerados estatisticamente diferentes quando o valor de p
foi menor do que 0,05 (p<0,05).

Os dados obtidos a partir da andlise das imagens de zimografia in situ foram

apenas descritivos.
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5 RESULTADO

Resisténcia de unido

Ambos os fatores principais do estudo, “cross-linker” e “tergo radicular”
exerceram efeito significante sobre os valores de resisténcia de unido (p<0,0001),

enquanto a interacdo desses fatores nao foi significante (p=0,951) (Tabela 2).

Tabela 2 - Analise de variancia (ANOVA) a dois critérios fixos aplicada aos dados de

resisténcia de unido.

Type lll Sum Mean ) Partial Eta Observed
Source df F Sig.
of Squares Square Squared Power

Corrected Model 407.639° 11 37.058 4.581 .000 344 .999
Cross-linker 229.573 3 76.524 9.459 .000 228 .996
Terco radicular 165.130 2 82.565 10.206 .000 175 .984
Cross-linker * Terco

. 12.936 6 2.156 267 951 .016 119
radicular
Error 776.645 96 8.090
Total 11774.117 108
Corrected Total 1184.284 107

% R squared = .344 (Adjusted R Squared = .269)
Fonte: Elaboragéo propria.

Os valores de resisténcia de unido imediata aos diferentes ter¢cos da dentina
radicular em funcdo dos cross-linkers aplicados estdo apresentados na Tabela 3.
Nenhum dos agentes cross-linkers afetou a resisténcia de unido imediata do
cimento resinoso a dentina radicular. Todos os valores de resisténcia de unido
foram comparaveis ao controle, independentemente do terco radicular (Tabela 3,
Figura 11). Entretanto, quando comparados entre si, houve diferenca significante

entre os agentes cross-linkers considerando-se os tercos cervical e médio. Para
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ambos, GD resultou em valores de resisténcia de unido estatisticamente maiores
aos obtidos para PA, enquanto o EDC resultou em valores intermediarios (Tabela 3,

Figura 11).

Tabela 3 - Resisténcia de unido imediata (MPa) a dentina radicular biomodificada

por diferentes cross-linkers apds o condicionamento acido.

Tergo radicular

Cross-linker

Cervical Médio Apical
Sem cross-linker 11,4+35°%2  10,6+3,1°%%® 84+4,0*"
0,5 mol/L EDC 11,6+2,1 %2  10,1+2,2"%3® 79+1 54"
PA 5% 8,743,457 7,7£2,7%*  6,8+2,1"°
GD 5% 13,3+3,2%% 12,542, 7%% 98+25A"

. - . ~ A ., .
NUmeros representam médiatdesvio-padrdo, n=9. Letras mailsculas permitem
~ a .o . ~
comparacg@es nas colunas, enquanto que letras minusculas permitem comparag&es
nas linhas. Médias indicadas por letras iguais ndo diferem estatisticamente (Tukey,

p>0,05).
Fonte: Elaboracao prdpria.

De maneira geral, houve declinio da resisténcia de unido do terco cervical
para o terco apical. Os valores de resisténcia de unido foram estatisticamente
maiores para o terco cervical quando comparados aos valores obtidos com o tergo
apical, enquanto que o terco médio apresentou valores intermediarios. Isso foi
verdadeiro para todos os grupos, com excecdo da PA. Para este agente cross-
linker, nenhuma diferenca foi observada entre os tercos radiculares (Tabela 3,

Figura 12).
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Figura 11 - Influéncia do tratamento da dentina radicular, pés-condicionamento acido, na resisténcia
de unido do conjunto adesivo-cimento resinoso-pino intracanal aos tercos cervical, médio e apical da
raiz dentéria. Colunas representam médias e barras de erro representam desvios-padrdes, n=9.
MPa = 1,02 Kgf/mm?.
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Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 12 - Influéncia do ter¢o da raiz dentéria na resisténcia de unido do conjunto adesivo-cimento
resinoso-pino intracanal ap6s a biomodificacdo do coldgeno da dentina radicular com diferentes
cross-linkers. Colunas representam médias e barras de erro representam desvios-padrfes, n=9.
MPa = 1,02 Kgf/mmz.
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Fonte: Elaboracéo propria.
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A distribuicdo dos tipos de fraturas observados ap6s o ensaio mecanico de

extrusdo esta apresentada na Figura 13, para cada um dos cross-linkers aplicados

na dentina condicionada e para o grupo controle, tratado apenas com &gua

deionizada. O teste de qui-quadrado demonstrou haver uma associagao significante

entre o tipo de cross-linker e o tipo de fratura (p=0,024).

Figura 13 - Distribuicdo dos tipos de fraturas observadas ap0s o ensaio mecéanico de extrusao, para

cada um dos cross-linkers e para o grupo controle (dgua deionizada). Os tercos radiculares foram

compilados (n=27).
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Fonte: Elaboracdo prdpria.
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EDC 0,5 mol/L PA 5%
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Tipo de fratura

Adesiva entre pino e cimento
Mista (pino recoberto até 50%)
M Mista (pino recoberto >50%)
M Adesiva entre cimento e dentina
Coesiva em dentina

Aumento na porcentagem de fraturas adesivas entre o pino de fibra de vidro

e 0 cimento resinoso foi observado para os grupos EDC e GD, em relagdo ao grupo

controle. Para o grupo PA, houve um grande ndimero de fraturas adesivas entre o
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cimento resinoso e a dentina (48%), enquanto apenas 28% foi observado para o
grupo controle. Quatro por cento de fratura coesiva da dentina foram observados

para os grupos controle, EDC e PA. Esse tipo de fratura ndo ocorreu no grupo GD.

Atividade proteolitica (zimografia in situ)

Os componentes da unido pino intracanal-cimento resinoso-dentina radicular
observada em microscopio de fluorescéncia podem ser visualizadas na Figura 14. O
melhor periodo para observacdo da fluorescéncia foi o de 24 horas, sendo entédo
escolhido para avaliacdo dos resultados. A validacdo da zimografia foi realizada em
amostras do grupo controle, com e sem a inclusdo de fluoresceina na solugéo
gelatinosa. A auséncia de fluorescéncia para o grupo sem fluoresceina e a presenca
de fluorescéncia quando do uso da fluoresceina indica a confiabilidade do método
(Figura 15).

Figura 14 - Detalhe da unid@o pino intracanal-cimento resinoso-dentina radicular produzida na regido
cervical. A amostra foi submetida a zimografia in situ apds tratamento com solugédo gelatinosa sem

fluoresceina. A regiéo delimitada entre as setas € camada hibrida. Microscépio de fluorescéncia no

aumento de 20x (lente objetiva) e ganho de 1,1.

Dentina
radicula

Cimento resinoso

Adesivo

Fonte: Elaboragéo propria.
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Na Figura 16 podemos comparar 0 grupo controle com os grupos tratados
com os diferentes agentes de ligacéo cruzada utilizados no estudo (EDC, PA e GD).
As imagens foram obtidas por meio de microscopio de fluorescéncia em canal
verde, aumento de 20x (lente objetiva) e ganho de 1,1. O processamento das
mesmas foi realizada utilizando o software ImageJ, escala de cinza em 8-bits,
contraste de 34-200 e o valor de threshold de 28-30. A apari¢cao de fluorescéncia
nas amostras € caracterizada pela presenca de atividade gelatinolitica, ou seja,
degradacao.

O controle, tratado com &agua deionizada, apresentou grande atividade
gelatinolitica na regido de camada hibrida, para todos os tercos avaliados. Quanto
as amostras tratadas com cross-linkers (EDC, PA e GD) as mesmas apresentaram
completa inibicAo enzimatica (auséncia de fluorescéncia) na camada hibrida.
Entretanto, observou-se alguma atividade gelatinolitica em tdbulos dentinarios essas

amostras.
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Figura 16 - Zimografia in situ da atividade proteolitica relativa da dentina radicular nos tercos cervical, médio e
apical apés tratamento da dentina condicionada com cross-linkers. No grupo controle (sem cross-linker) a dentina
condicionada foi tratada com agua destilada. A cor verde nas imagens indica areas com atividade proteolitica
positiva. Microscépio de fluorescéncia no aumento de 20x (lente objetiva) e ganho de 1,1. PI, pino intracanal; CR,

cimento resinoso; DR, dentina radicular.
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Fonte: Elaboracéo propria.
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6 DISCUSSAO

Uma das propostas do presente estudo foi avaliar a possivel interferéncia da
aplicacdo de EDC, PA ou GD no comportamento mecéanico da unido cimento
resinoso-dentina radicular. E importante que novos protocolos, como o tratamento
da dentina desmineralizada com cross-linkers, ndo interfiram negativamente na
adesdo inicial ao substrato dentario, o que do contrario, poderia inviabilizar sua
indicagdo em procedimentos clinicos. Neste estudo, nenhum dos cross-linkers foi
prejudicial a resisténcia de unido imediata do cimento resinoso a dentina do conduto
radicular. Todos foram comparaveis ao controle, onde apenas agua foi utilizada para
simular o tratamento da dentina apdés o condicionamento acido. Aumento da
resisténcia de unido imediata a dentina coronaria apos a utilizacao de cross-linkers
tem sido demonstrado (Bedran-Russo et al®., 2007; Bedran-Russo et al®., 2008; Al-
Ammar et al'., 2009; Scheffel et al®®., 2014). Entretanto, no estudo de Al-Ammar et
al'. (2009) por exemplo, tanto GD como PA foram aplicadas sobre a dentina
desmineralizada por 60 minutos, previamente a aplicacao do sistema adesivo.

Objetivando a utilizacdo de um tempo de aplicacdo clinicamente viavel, todos
0s cross-linkers foram mantidos passivamente em contato com a dentina por 60
segundos (Scheffel et al®’., 2014; Scheffel et al®®., 2014; Shafiei et al’’., 2016)
previamente ao seu enxague. Tanto para PA como para GD foi demonstrado que a
rigidez do colageno dentinario aumentou significativamente em funcéo do tempo de
aplicacdo e da concentrac&o do cross-linker (Bedran-Russo et al®., 2008). No estudo
mencionado, o tempo minimo de aplicagdo dos cross-linkers foi de 10 minutos.
Embora esses resultados sejam muito interessantes, esses periodos de aplicacéo

séo clinicamente inviaveis. Os resultados do ensaio de zimografia in situ realizado
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no presente estudo demonstraram reducéo significante da atividade proteolitica da
dentina radicular. Resultados similares foram demonstrados para a dentina
coronaria com o mesmo tempo de aplicacdo de 60 segundos (Tezvergil-Mutluay et
al®., 2012; Mazzoni et al**., 2013; Scheffel et al®’., 2014; Scheffel et al®®., 2014).
Isso significa dizer que 60 segundos sado suficientes para que esses agentes Cross-
linkers exercam sua atividade de inibicAo das proteases liberadas durante a
desmineralizacdo da dentina pelo &cido fosforico. Também foi demonstrado que o
EDC, na mesma concentracdo empregada no presente estudo, aplicado por 30 e 60
segundos, foi capaz de aumentar o médulo de elasticidade do colageno dentinario
(Scheffel et al**., 2015).

A concentracdo de cada cross-linker investigado neste estudo foi baseada
nos resultados positivos que esses agentes, nessas concentracdes especificas,
apresentaram quando aplicados sobre a dentina coronéaria (Al-Ammar et al*., 2009;
Scheffel et al*?., 2014; Scheffel et al**., 2014). Também ja foi demonstrado que tanto
0,5 mol/L EDC quanto 5% GD ndo exerceram efeitos téxicos sobre células
odontoblastéides MDPC-23 quando aplicados sobre discos de dentina de apenas
0,4 mm de espessura, simulando, clinicamente, cavidades profundas em dentina
(Scheffel et al®®., 2015; Scheffel et al®>., 2015). A compatibilidade biolégica
transdentinaria da PA na concentracdo de 5% também foi avaliada sobre a mesma
linhagem celular dos trabalhos mencionados acima, a qual ndo demonstrou ser
citotéxica (dados néo publicados’).

Ambos os cross-linkers, PA e GD, apresentaram comportamento comparavel

ao tratamento da dentina desmineralizada apenas com agua (controle). Entretanto,

" Alonso JRL, Basso FG, Pansani TN, Brackett MG, Scheffel DLS, Pashley DH, De-Souza-Costa CA, Hebling J.
Compatibility of grape seed extract on odontoblasts. Araraquara: FOAR-UNESP; 2016.
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os valores de resisténcia de unido obtidos quando do uso da PA foram
significantemente inferiores em comparagdo aos valores obtidos quando do
tratamento com GD. Sugere-se que residuos de PA mantidos sobre a dentina
tenham, de alguma forma, influenciado negativamente os valores de resisténcia de
unido. A solucdo de PA apresenta uma coloragcdo castanho escuro, e é possivel
visualizar residuos ndo dissolvidos do material em suspensdo. Mesmo apls a
lavagem da dentina para remocao da solucéo residual, o tecido fica pigmentado, o
gue poderia limitar sua utilizacao clinica, principalmente em restauracdes de dentes
anteriores. No estudo desenvolvido por Cecchin et al®. (2015), foi realizada a
filtragem da solucdo de PA com papel filtro antes de sua aplicacéo sobre a dentina.
O efeito da filtragem da solugcdo de PA é um tdpico interessante para estudos
futuros.

A andlise do tipo de fratura demonstrou ter ocorrido aumento de fraturas
entre o pino de fibra de vidro e o cimento-resinoso quando da utilizacdo dos cross-
linkers, exceto para a PA. Quando a PA foi utilizada, um grande namero de fraturas
entre a dentina e o cimento-resinoso foi observado, sustentando a hipétese acima
de que residuos desse agente podem ter permanecido contaminando a dentina,
mesmo apos 0 seu enxague.

Assim como no presente trabalho, Shafiei et al®’. (2016) também
demonstraram auséncia de interferéncia do EDC sobre os valores de resisténcia de
unido imediata para todos os cimentos resinosos investigados, Variolink I, Panavia
F2.0 e Clearfil SA, respectivamente cimentos resinosos do tipo convencional,
autocondicionante e autoadesivo. Em seu estudo, os autores aplicaram EDC na
concentracao de 0,3 mol/L, por 60 segundos.

Houve reducéo gradual da resisténcia de unido no sentido apical da raiz para
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todos o0s grupos, exceto para PA. A excecdo observada para esse cross-linker esta
muito provavelmente relacionada aos menores valores de resisténcia de unido
obtidos para o terco cervical, e ndo a sua acao superior aos demais cross-linkers. A
interferéncia dos tercos radiculares na qualidade da adesdo também foi
demonstrada em outros estudos (Bouillaguet et al*., 2003; Cecchin et al’., 2015;
Shafiei et al®’., 2016). Uma das razées para menores valores de resisténcia de
unido a medida que caminha-se no sentido apical € a limitacdo quanto a
transmissao da luz para fotoativagcdo nas regides mais distantes do foco de luz,
como no caso da regido apical, o que ocasiona uma polimerizacdo deficiente,

gerando interfaces menos estaveis (Kim et al*

., 2009). Dificuldades na evaporacao
de solventes presentes nos materiais adesivos também pode exercer papel
relevante.

A zimografia in situ identifica, por fluorescéncia (Polassari et al*®., 2013),
formas ativas de enzimas proteoliticas em amostras bioldgicas (Stamenkovic et
al®*., 2003). Essas enzimas degradam o substrato gelatinoso aplicado sobre as
amostras e a intensidade da fluorescéncia é diretamente proporcional a atividade
proteolitica do tecido. No presente estudo, foi utilizado um protocolo adaptado de
Mazzoni et al**. (2012), para permitir a deteccéo de proteases em dentina radicular.

Por ser um ensaio inespecifico, a fluorescéncia representa a atividade total
das proteases teciduais. Para o tecido dentinario, isso significa dizer que a
zimografia in situ detecta a atividade de MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9, MMP-13,
MMP-20 e cisteinas catepsinas (Sulkala et al®’, 2002; Mazzoni et al*l., 2007;
Sulkala et al®®., 2007; Mazzoni et al®’., 2011). Intensa atividade proteolitica foi

observada para o grupo nao tratado com cross-linker (controle), concentrada na

regido da camada hibrida. Essa grande atividade na regido da camada hibrida nos



Juliana Rosa Luiz Alonso Dissertagdo de Mestrado -64-

permite assumir que houve liberagcdo de MMPs devido ao condicionamento acido
(Tjaderhane et al®., 2013), as quais ndo foram sepultadas pelos mondmeros do
sistema adesivo. Uma vez mantidas livres, essas enzimas degradaram o substrato
gelatinoso do kit de zimografia resultando na intensa fluorescéncia observada para o
grupo controle. Inversamente, auséncia ou minima fluorescéncia foi observada para
0S grupos tratados com cross-linker. Esse resultado demonstra, indiretamente, a
inibicdo da atividade proteolitica da dentina por esses agentes, como demonstrado
por outros estudos utilizando essa mesma metodologia (Mazzoni et al*3., 2012;
Mazzoni et al**., 2013; Mazzoni et al*., 2014). A inibicdo da atividade de MMPs
dentinarias apds o uso de cross-linkers também foi demonstrada em outros estudos,
utilizando metodologias diferentes (Tezvergil-Mutluay et al®., 2012; Epasinghe et
al'®., 2013; Scheffel et al®?., 2014; Scheffel et al>*., 2014).

MMPs também estédo presentes nas paredes internas dos tubulos dentinarios
como componente da camada proteica (lamina limitans) que reveste esta parede.
Tem sido sugerido que essa localizacdo esta diretamente relacionada com a
formacdo de dentina peritubular (Hannas et al*’., 2007). Atividade proteolitica ao
longo dos tubulos dentinarios foi observada para todos os grupos tratados com
cross-linkers. Entretanto, o mesmo ndo pbéde ser documentado para o grupo
controle. Devido ao ajuste de contraste e valor das amostras para analise no
programa ImageJ, a grande intensidade da fluorescéncia presente na camada
hibrida das amostras do grupo controle mascara a fluorescéncia em outras partes
da amostra. Entretanto, fluorescéncia ao longo dos tubulos dentinarios também
ocorre nas amostras do grupo controle. Possivelmente, essa atividade sO tenha

aparecido para as amostras experimentais devido a auséncia de grande

fluorescéncia nas suas respectivas camadas hibridas.
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O mecanismo de inativacdo de MMPs por cross-linker esta relacionado com
alteracOes irreversiveis no dominio catalitico da enzima, ou inibicdo alostérica de
outros dominios que participam da degradacdo do colageno, modificando assim a
conformacé&o estrutural das enzimas (Sela-Passwell et al®®., 2010; Liu et al®®., 2011).
O mesmo efeito de enrijecimento causado sobre as fibrilas de colageno devido ao
aumento do numero de ligacdes cruzadas induzidas pelos cross-linker (Charulatha,
Rajaram'®, 2003; Hannas et al'’., 2007), também ocorre quando as enzimas
dentinarias entram em contato com esses agentes. Assim, a motilidade da enzima,
necessaria para o seu acoplamento sobre a molécula de colageno, fica
comprometida. Ao mesmo tempo, a nova condicdo das moléculas de colageno
dificulta sobremaneira a quebra da tripla hélice por essas enzimas (Liu et al®®,
2011).

A principal finalidade da utilizacdo de agentes cross-linkers como coadjuvante
nos protocolos de adesdo a dentina € melhorar a longevidade da unido entre
materiais resinosos e esse substrato. O presente trabalho avaliou apenas o
comportamento imediato da unido cimento resinoso-dentina radicular, assim como a
atividade proteolitica desse substrato. Especificamente em relacdo a dentina
radicular, tem sido demonstrado a manutencdo dos valores de resisténcia de uniao
apos envelhecimento de espécimes tratados com PA (Kalra et al**., 2013; Cecchin
et al’., 2015) e EDC (Shafiei et al®’., 2016). Entretanto, mais estudos s&o

necessarios para validar esses efeitos antes da utilizacdo clinica desses agentes

promotores de ligacdes cruzadas.
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7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia utilizada neste estudo, foi possivel concluir que
nenhum dos agentes promotores de ligacGes cruzadas, EDC, PA e GD, interferiu
negativamente nos valores imediatos de resisténcia de unido a dentina radicular.
Esses agentes foram capazes de reduzir a atividade proteolitica presente,

principalmente, na camada hibrida.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ATIVIDADE PROTEOLITICA DENTINARIA E RESISTENCIA DA UNIAO CIMENTO-
DENTINA RADICULAR PRODUZIDA NA PRESENGA DE AGENTES PROMOTORES
DE LIGAGCOES CRUZADAS

Pesquisador: JOSIMERI HEBLING COSTA

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 34373314.6.0000.5416

Instituicao Proponente: Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 912.194
Data da Relatoria: 10/11/2014

Apresentacao do Projeto:
Pretende-se avaliar o efeito de trés diferentes agentes cross-linkers na atividade proteolitica da dentina
radicular e na resisténcia da unido cimento-dentina radicular, apés cimentagédo adesiva de pinos radiculares.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar o efeito de trés diferentes agentes promotores de ligagbes cruzadas (cross-linkers), carbodiimida
(EDC), proantocianidina e glutaraldeido, no comportamento da unido cimento-dentina radicular.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Entende-se que o risco € minimo, uma vez que se trata do uso de dentes Banco de Dentes da Faculdade de
Odontologia de Araraquara —-UNESP, em detrimento do beneficio do conhecimento sobre a longevidade da
unido entre materiais resinosos com a dentina ainda é considerada um desafio na Odontologia adesiva.

Comentarios e Consideragcdes sobre a Pesquisa:
Pretende, com os resultados deste estudo que a biomodificagdo do colageno melhore as
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propriedades mecénicas e a estabilidade das interfaces adesivas, aumentando a longevidade dos
tratamentos protéticos, o que podera ser futuramente um beneficio ao paciente.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Estao de acordo

Recomendacoées:

O pesquisador, elaborou melhor as medidas de seguranca para o trabalho com o glutaraldeido, motivo da
pendéncia

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:

Esses riscos serao minimizados por meio da utilizacao de EPls adequados para a manipulacao das
amostras (luvas, jaleco, gorro, méscara e 6culos de protecdo), além de adequada protecdo contra radiacao
(dispositivo para RX - caixa chumbada, completamente lacrada no momento da radiagao).Em relagcdo a
manipulacdo/exposicdo ao Glutaraldeido, sabe-se que o limite de exposicdo ocupacional maximo permitido
de Glutaraldeido

no ar & de 0,2 ppm, podendo irritar olhos, nariz e garganta, se ultrapassada essa concentragdo. Sendo
assim, serdo tomadas as medidas de protecao individual especificas e cabiveis a este agente, sendo eles:
luvas de nitrila, mascara, o6culos de protecao e avental impermeéavel. Adicionalmente, os procedimentos
envolvendo a utilizacao de glutaraldeido, sejam eles o preparo da solugéo ou sua aplicacdo nos dentes,
serao todos realizados em capela de fluxo laminar vertical.

Situacédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideraces Finais a critério do CEP:

Protocolo APROVADO em reunido de 12 de dezembro de 2014.
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