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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Este estudo podera contribuir para o avango do conhecimento sobre a interacéo
entre agentes desproteinizantes enzimaticos de origem natural e a dentina,
ampliando a compreensao de estratégias para otimizagédo da camada hibrida em
sistemas adesivos universais. A comparagao entre papaina e bromelina pode
fornecer informagdes relevantes sobre a penetrabilidade e a qualidade da interface
adesiva, suprindo lacunas ainda existentes na literatura.

Do ponto de vista clinico, os resultados poder&o contribuir para o desenvolvimento
de protocolos mais seguros, biocompativeis e de facil aplicagao, utilizando enzimas
naturais como alternativa ao hipoclorito de sédio. Isso pode favorecer maior
longevidade das restauragdes adesivas e reduzir a necessidade de retratamentos,
beneficiando pacientes atendidos tanto na rede publica quanto privada.

Além disso, a pesquisa podera auxiliar na formagao de alunos de graduagao e pos-
graduagéo, bem como na atualizagdo de protocolos clinicos baseados em
evidéncias cientificas. Desenvolvido na Faculdade de Odontologia de Araraquara
(UNESP), o estudo também fortalece a producéo cientifica nacional e contribui para
a busca de alternativas com menor impacto biolégico e ambiental na odontologia

adesiva.
POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This study may contribute to advancing knowledge regarding the interaction between
natural enzyme-based deproteinizing agents and dentin, broadening the
understanding of strategies aimed at optimizing the hybrid layer in universal adhesive
systems. The comparison between papain and bromelain may provide relevant
information about the penetrability and quality of the adhesive interface, thereby
filling gaps that still exist in the literature.

From a clinical perspective, the findings may contribute to the development of safer,
more biocompatible, and user-friendly protocols by employing natural enzymes as an
alternative to sodium hypochlorite. This approach may promote greater longevity of
adhesive restorations and reduce the need for retreatment, benefiting patients

treated in both public and private healthcare settings.



Furthermore, this research may support the education and training of undergraduate
and graduate students, as well as the updating of clinical protocols based on
scientific evidence. Developed at the Araraquara School of Dentistry, Sdo Paulo
State University (UNESP), the study also strengthens national scientific production
and contributes to the search for alternatives with lower biological and environmental

impacts in adhesive dentistry.
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Alves APAR. Desproteinizagao dentinaria como estratégia de otimizagao da adesao
em sistema adesivo universal [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2026.

RESUMO

A adesdo a dentina permanece como um dos principais desafios da odontologia
restauradora devido a complexidade estrutural desse substrato e a degradacéo da
camada hibrida ao longo do tempo. Nesse contexto, a desproteinizagcédo dentinaria tem
sido proposta como estratégia para otimizar a interface adesiva por meio da remogéo
seletiva da matriz organica exposta. O presente estudo avaliou o efeito da
desproteinizagao da dentina utilizando enzimas proteoliticas naturais, papaina a 10%
e bromelina a 8%, em comparagéo ao hipoclorito de sédio a 5,25% e a um grupo
controle, sobre a resisténcia de unido ao microcisalhamento e a qualidade da interface
adesiva de um sistema adesivo universal, aplicado na estratégia autocondicionante.
Trata-se de um estudo laboratorial, experimental, in vitro, realizado em dentes
incisivos bovinos distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais. Apos
os tratamentos de superficie, foi aplicado o mesmo sistema adesivo universal, na
estratégia autocondicionante, marcado com Rodamina B, possibilitando a avaliagao
qualitativa da interface adesiva por microscopia confocal de varredura a laser. A
resisténcia de unido foi determinada pelo ensaio de microcisalhamento e os dados
submetidos a analise estatistica por ANOVA e teste de Tukey (0=5%). Os resultados
demonstraram que todos os protocolos de desproteinizagdo promoveram aumento
significativo da resisténcia de unido em relagcdo ao grupo controle. A papaina
apresentou os maiores valores médios de resisténcia de unido, diferindo
estatisticamente do hipoclorito de soédio, enquanto a bromelina apresentou
desempenho intermediario, sem diferenca significativa em relacdo aos demais
agentes desproteinizantes. A analise qualitativa evidenciou camada hibrida continua
em todos os grupos, sendo observados prolongamentos resinosos mais numerosos e
uniformes nos grupos tratados com hipoclorito de sd6dio e bromelina, enquanto a
papaina apresentou prolongamentos mais finos e irregulares, embora associados ao
melhor desempenho mecanico. Conclui-se que a desproteinizacdo dentinaria
favorece a adesado de sistemas adesivos universais, sendo a papaina e a bromelina
alternativas promissoras, biocompativeis e eficazes ao hipoclorito de soédio para
otimizacao da interface adesiva, com potencial aplicagéo clinica.

Palavras — chave: Dentina; Adesivos dentinarios; Papaina; Bromelainas.



Alves APAR. Dentin deproteinization as a strategy for optimizing adhesion in a
universal adhesive system. [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2026.

ABSTRACT

Dentin adhesion remains one of the main challenges in restorative dentistry due to the
structural complexity of this substrate and the degradation of the adhesive interface
over time. In this context, dentin deproteinization has been proposed as a strategy to
modify the organic component of the substrate. The present study evaluated the effect
of dentin deproteinization using natural proteolytic enzymes, 10% papain and 8%
bromelain, compared with 5.25% sodium hypochlorite and a control group, on micro-
shear bond strength and the qualitative characteristics of the adhesive interface of a
single universal adhesive system applied in the self-etch strategy. This was an in vitro
experimental laboratory study conducted on bovine incisor teeth randomly distributed
into four experimental groups. After surface treatments, the same universal adhesive
system, labeled with Rhodamine B, was applied, allowing qualitative evaluation of the
adhesive interface by laser scanning confocal microscopy. Bond strength was
determined using the micro-shear test. The results showed that all deproteinization
protocols significantly increased bond strength compared with the control group.
Papain exhibited the highest mean bond strength and differed statistically from sodium
hypochlorite, whereas bromelain showed intermediate performance without significant
differences from the other deproteinizing agents. Qualitative analysis revealed a
continuous adhesive interface in all groups, with more numerous and uniform resin
tags observed in the sodium hypochlorite and bromelain groups, whereas papain
presented thinner and more irregular resin tags. Because the confocal analysis was
qualitative, these morphological observations were not quantitatively correlated with
the mechanical results. The findings support further investigation of bromelain and
papain as deproteinizing agents under the experimental conditions evaluated, without
allowing conclusions about clinical biocompatibility or direct extrapolation to other
adhesive systems.

Keywords: Dentin; Dentin-bonding agents; Papain; Bromelains.
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1 INTRODUGAO

A odontologia adesiva contemporanea fundamenta-se na busca por uma
interface estavel e duradoura entre o substrato dental e os materiais restauradores.
Contudo, a dentina permanece como o maior desafio clinico, em razdo de sua
composi¢cdo heterogénea, organizagao estrutural complexa e dindmica de fluidos
dentinarios, fatores que condicionam de forma significativa o comportamento dos
sistemas adesivos'2. Enquanto a adesdo ao esmalte é altamente previsivel devido ao
seu contetido mineral elevado?®, a dentina é composta por, aproximadamente, 70% de
material inorganico, sob a forma de cristais de hidroxiapatita, 20% de matriz organica
(predominantemente colageno tipo 1), além de proteinas n&o colagenas,
proteoglicanas, enzimas endogenas e 10% de agua*?.

A adesao a dentina baseia-se na formagao da camada hibrida, resultante da
infiltragdo de mondémeros resinosos em uma matriz colagena desmineralizada®. A
integridade dessa camada depende do equilibrio entre a extensdo da
desmineralizacdo e a profundidade de infiltragdo dos mondémeros. Quando a
profundidade da desmineralizagdo € maior do que a capacidade de penetracdo dos
mondmeros resinosos, formam-se zonas de colageno né&o infiltrado, altamente
vulneraveis a degradacgdo hidrolitica e enzimatica’'°, o que pode comprometer a
estabilidade da interface adesiva.

Diante dessas limitagbes inerentes ao substrato dentinario, diversas
estratégias tém sido propostas para modificar a superficie dentinaria e reduzir a
vulnerabilidade da interface adesiva, entre elas a desproteinizagcdo, por meio da
remogao ou modificagao seletiva da matriz organica exposta apos o condicionamento
acido''2, cuja a eliminagdo do colageno n3o infiltrado exposto reduziria a area
suscetivel a degradagcdo enzimatica e hidrolitica, favorecendo a retencao
micromecanica e a estabilidade quimica, potencialmente, melhorando a qualidade e a
estabilidade da interface adesiva's.

O hipoclorito de sédio, € um agente desproteinizante, com capacidade de
remover eficientemente a fase organica da dentina condicionada, com resultados
variaveis sobre a resisténcia de unido em funcao do protocolo adotado. No entanto,
seu potencial citotoxico e os efeitos adversos sobre as propriedades mecanicas da
dentina representam limitagdes relevantes para sua adogdo rotineira''%. Nesse

cenario, enzimas proteoliticas de origem natural, em especial, a papaina (Carica
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papaya) e a bromelina (Ananas comosus), surgem como alternativas de origem
natural que vém sendo investigadas para a modulagdo do substrato dentinario6-"7.

Investigar com maior profundidade o comportamento bioquimico da papaina e
da bromelina é essencial para justificar sua indicagcdo como alternativa ao hipoclorito
de sédio no protocolo de desproteinizagdo dentinaria. A papaina é uma cisteino-
protease extraida do latex de Carica papaya, pertencente a familia das peptidases C1,
cuja atividade catalitica depende de um residuo de cisteina localizado no sitio ativo
da enzima, responsavel pela clivagem de ligagdes peptidicas presentes em cadeias
proteicas alteradas'®. Sua caracteristica bioldgica central é a seletividade de
substrato: a papaina hidrolisa, preferencialmente o colageno tipo | ja desnaturado ou
parcialmente degradado, presente na dentina cariada, na smear layer ou na matriz
colagena exposta apdés o condicionamento acido, sem exercer agado proteolitica
relevante sobre as fibrilas colagenas estruturalmente integras da dentina sadia'®. E
justamente essa propriedade que fundamenta o uso clinico consolidado da papaina
em geéis quimiomecanicos de remogao de carie, como o Papacarie®, nos quais a
enzima promove a dissolugao seletiva do tecido cariado, preservando a estrutura
dentaria remanescente e reduzindo a necessidade de instrumentagao rotatoria e de
anestesia local'®.

A bromelina, por sua vez, corresponde a uma mistura complexa de cisteino-
proteases obtidas do caule e do fruto do abacaxi (Ananas comosus), sendo
classicamente subdividida em bromelina do caule (stem bromelain) e bromelina do
fruto (fruit bromelain), que diferem entre si quanto a estrutura molecular e as
propriedades cataliticas. Além da atividade proteolitica central, o extrato de bromelina
contém peroxidases, fosfatases acidas, inibidores de protease e calcio organicamente
ligado, o que confere a molécula um espectro biolégico mais amplo do que o
observado para a papaina'®. Entre suas propriedades adicionais, esta a atividade anti-
inflamatodria, evidenciada pela redugao da expressao de citocinas pro-inflamatérias:
interleucina 1B, interleucina 6 e interleucina 8 e, de moléculas de adesao celular em
células da polpa dentaria humana estimuladas por lipopolissacarideo, efeito mediado
pela inibigdo das vias de sinalizagdo NF-kB e MAPK?°. O mesmo estudo demonstrou
que a bromelina, em concentragdes nao citotdxicas para células pulpares, é capaz de
estimular a atividade da fosfatase alcalina e a formagao de nédulos de mineralizacao,
sugerindo um potencial bioestimulador que ultrapassa a simples funcéo

desproteinizante. Em nivel sistémico, esse comportamento anti-inflamatorio ja havia
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sido atribuido, entre outros mecanismos, a clivagem proteolitica do ligante de
glicoproteina P-selectina 1 (PSGL-1) na superficie de neutréfilos, reduzindo sua
capacidade de ades&o ao endotélio inflamado?'.

A opgao pela papaina e pela bromelina como agentes desproteinizantes
decorre, sobretudo, das limitagbes amplamente documentadas do hipoclorito de
soédio. Enquanto o NaOCI atua por meio de um mecanismo fisico-quimico inespecifico,
a liberagao de acido hipocloroso (HOCI) e hidroxido de sédio (NaOH) em meio aquoso,
que promove oxidagdo e hidrdlise indiscriminada de aminoacidos e proteinas, as
enzimas de origem vegetal atuam por reconhecimento molecular especifico de sitios
de clivagem em cadeias polipeptidicas alteradas, o que restringe, ao menos
teoricamente, sua agdo ao colageno desnaturado e reduz o risco de degradagao da
matriz colagena estruturalmente preservada™®.

Estudos sobre os efeitos do hipoclorito de sddio nas propriedades mecanicas
da dentina radicular relatam evidéncias consistentes de que o NaOCI altera de forma
adversa o médulo de elasticidade, a microdureza e a resisténcia a flexdo da dentina,
além de provocar desorganizagao estrutural das fibrilas colagenas, com formacéao de
uma camada superficial mineral empobrecida de colageno e, ampliagao e fusao dos
tubulos dentinarios?2. A esses efeitos somam-se seu potencial citotoxico sobre células
pulpares e periodontais, seu sabor e odor desagradaveis e a dificuldade de controle
da profundidade de penetragcdo no substrato dentinario, fatores que, em conjunto,
restringem a adogao rotineira do NaOCI como agente desproteinizante previamente a
adesdo'. E sobre essa base, seletividade bioldgica versus a¢ao quimica inespecifica,
que se apoia a hipotese de que a papaina e a bromelina possam produzir uma
superficie dentinaria desproteinizada com preservagao estrutural superior, sem
comprometer as propriedades mecanicas do substrato remanescente.

Embora existam evidéncias que sustentem biologicamente essa hipdtese, a
literatura cientifica ainda apresenta resultados controversos quanto a real
superioridade da papaina e da bromelina sobre o hipoclorito de sédio em relacédo a
resisténcia de unido. Chauhan et al.'” observaram que a remogéo de fibras colagenas
desprotegidas com bromelina apds o condicionamento acido resultou em resisténcia
de uniao ao cisalhamento significativamente maior do que a obtida no grupo controle
e no grupo tratado com NaOCI, sem diferenga estatistica entre este ultimo e o controle.
Resultado semelhante foi relatado por Alshahni et al.?3, que verificaram o aumento

significativo da resisténcia de unido ao esmalte e a dentina apos pré-tratamento com
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a bromelina atribuido a dissolugao parcial da fase organica da smear layer, enquanto
o pré-tratamento com papaina nao produziu melhora estatisticamente significativa nos
mesmos parametros. Em contrapartida, outros estudos ndo encontraram diferencas
relevantes entre dentina tratada com papaina, bromelina ou hipoclorito de sodio?*
avaliando quatro agentes desproteinizantes (papaina, bromelina, NaOCI e diéxido de
cloro) em dentina profunda, verificaram que apenas o didéxido de cloro promoveu
aumento estatisticamente relevante da resisténcia de unido, enquanto a papaina,
bromelina e NaOCI ndo se diferenciaram entre si nem do grupo controle, sendo que a
desproteinizagdo com bromelina previamente a aplicagdo do adesivo universal em
modo autocondicionante esteve, inclusive, associada a maior microinfiltragao.
Resultado similar foi descrito por Sharafeddin et al.'®2° que n&o observaram alteracédo
significativa da resisténcia de unido ao cisalhamento da resina composta a dentina
apos tratamento com papaina ou bromelina a 10%, quando comparado ao
condicionamento apenas com acido fosférico, o qual permaneceu como padrao-ouro
nesse desfecho especifico.

Por outro lado, estudos mais recentes conduzidos em substratos dentinarios
alterados, como a dentina erodida, tém demonstrado beneficios mais consistentes do
pré-tratamento enzimatico. Sirirangsee et al.?8 verificaram que a desproteinizagdo com
papaina em dentina erodida promoveu dissolugdo dos componentes organicos da
superficie, aumento da espessura da camada hibrida, melhora da infiltracdo resinosa
e estabilidade da resisténcia de unidao microtracional de adesivos autocondicionantes
apo6s termociclagem, evidenciada por reducao significativa da razao amida/fosfato
mensurada por espectroscopia Raman. Esses achados sugerem que o beneficio da
desproteinizagdo enzimatica pode ser mais evidente em substratos dentinarios ja
comprometidos, como na erosao, carie, dentina afetada, nos quais o conteudo de
colageno desnaturado € proporcionalmente maior do que em dentina higida
condicionada apenas com acido fosférico, cenario no qual-a quantidade de colageno
desnaturado disponivel para digestdo enzimatica € mais limitada. Tal heterogeneidade
de resultados foi sintetizada na revis&o sistematica de Delgado et al.'?, segundo a qual
algumas estratégias especificas de degradagao de colageno parecem exercer papel
favoravel sobre a resisténcia de unido imediata a dentina, ainda que sejam
necessarios estudos adicionais, com metodologia padronizada, para consolidar esses

achados.
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A escolha da concentragdo de 8% de bromelina foi fundamentada em
evidéncias experimentais prévias. Raymundo, em dissertacdo desenvolvida na
Faculdade de Odontologia de Araraquara, avaliou a bromelina nas concentragdes de
3% e 8% associada a um sistema adesivo universal empregado na estratégia
autocondicionante, fornecendo suporte metodologico direto para a selecdo da
concentragdo utilizada no presente estudo®. Adicionalmente, Khatib et al.
empregaram bromelina a 8%, pelo periodo de 1 minuto, como agente desproteinizante
da dentina, corroborando tanto a concentracdo quanto o tempo de aplicagcéo
adotados®'. Ressalta-se, entretanto, que o protocolo descrito por Khatib et al. incluiu
condicionamento acido prévio da dentina, diferindo da estratégia autocondicionante
empregada nesta pesquisa. Assim, a concentragao de 8% e o tempo de aplicagéo de
1 minuto foram definidos com base em protocolos previamente investigados,

considerando-se, simultaneamente, as particularidades metodoldgicas deste estudo.

Entre as limitagdes reconhecidas da papaina e da bromelina como agentes
desproteinizantes, destacam-se: a auséncia de padronizagao quanto a concentragao
ideal, ao tempo de aplicagéo e a forma farmacéutica (solu¢do aquosa ou gel), fatores
que variam consideravelmente entre os estudos disponiveis e dificultam a
comparagdo direta dos resultados'?; a menor estabilidade da bromelina em
comparagao a papaina, decorrente de sua maior sensibilidade a variagcdes de pH e
temperatura, o que impde desafios adicionais de formulagdo e conservagao; a
possibilidade de reagbes de hipersensibilidade e efeitos adversos gastrointestinais
relatados em uso sistémico da bromelina, ainda que de baixa frequéncia'® e,
principalmente, a inconsisténcia dos desfechos de resisténcia de unidao entre os
estudos in vitro que, em diversos protocolos, ndo demonstraram superioridade
estatisticamente significativa das enzimas naturais frente ao hipoclorito de sédio ou
mesmo frente ao condicionamento acido isolado?*. A prdpria revisdo sistematica de
Delgado et al.'? destaca que a concentragdo de bromelina sequer foi relatada em parte
consideravel dos estudos disponiveis e que a capacidade de degradagéo colagena da
papaina durante periodos curtos de aplicacido sobre dentina condicionada permanece
questionavel, reforcando a necessidade de protocolos mais bem padronizados quanto
a concentragao e ao tempo de exposi¢cdo enzimatica.

Diante desse cenario de heterogeneidade metodoldgica e de resultados ainda

nao plenamente consolidados, observa-se uma lacuna relevante na literatura quanto
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a caracterizagao morfolégica detalhada da interface resina-dentina obtida apds
desproteinizagdo com papaina e bromelina, sobretudo, no que se refere a
profundidade de penetragdo dos mondmeros resinosos, a continuidade da camada
hibrida e a presenca de zonas de colageno nao infiltrado remanescente, parametros
que a avaliagaéo exclusivamente mecanica de resisténcia de unido nao € capaz de
discriminar isoladamente.

Em paralelo, a evolugdo dos sistemas adesivos universais, formulados com
mondémeros funcionais como o 10-metacriloiloxidecil di-hidrogenofosfato (10-MDP),
ampliou as possibilidades clinicas ao permitir multiplas estratégias de aplicagcéo e ao
estabelecer ligagdo quimica com a hidroxiapatita residual da dentina?’-?%, Contudo, a
efetividade dessa interacdo depende diretamente das condicbes do substrato
dentinario, incluindo a propor¢do entre componentes orgénicos e inorganicos
disponiveis apds o condicionamento. Assim, a modificacdo do substrato por agentes
desproteinizantes pode influenciar tanto a disponibilidade de sitios minerais para
interagdo quimica quanto a arquitetura da camada hibrida.

Apesar do crescente interesse pelo tema, a literatura ainda apresenta
resultados heterogéneos quanto ao impacto da desproteinizacdo dentinaria na
qualidade da interface adesiva, especialmente, quando associada a sistemas
adesivos universais e avaliada por parametros morfolégicos como a penetrabilidade

dos mondmeros e a continuidade da camada hibrida'224,
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7 CONCLUSAO

Com base na metodologia empregada e nos limites deste estudo in vitro,
conclui-se que a desproteinizagado da dentina, independentemente do agente utilizado,
promoveu aumento significativo da resisténcia de unido ao microcisalhamento em
comparacgao a dentina ndo tratada. Os agentes enzimaticos proteoliticos, bromelina a
8% e papaina a 10%, apresentaram desempenho igual ou superior ao do hipoclorito
de sddio a 5,25%, com destaque para o grupo Papaina, que obteve os maiores valores
médios de resisténcia de unido. A analise qualitativa por microscopia confocal de
varredura a laser revelou diferengas morfologicas entre os grupos quanto ao padréo
de formagéao dos prolongamentos resinosos, mais evidentes e numerosos nos grupos
Hipoclorito e Bromelina, sem que essas diferencas morfolégicas se traduzissem
diretamente em maior resisténcia de uniao.

Nas condicbes experimentais avaliadas, os resultados sustentam a
continuidade da investigagdo da bromelina e da papaina como agentes
desproteinizantes, mas nao permitem estabelecer recomendagdes clinicas,
conclusdes sobre biocompatibilidade clinica ou extrapolagdo para outros sistemas
adesivos. Estudos adicionais, com desenho longitudinal, avaliacdo quantitativa da
interface adesiva e diferentes protocolos de concentracdo e aplicacdo, sao
necessarios para aprofundar esses achados.

A conclusdo foi interpretada exclusivamente dentro das condi¢des
experimentais deste estudo: dentes bovinos, um unico sistema adesivo universal
(Ambar APS Universal), estratégia autocondicionante, concentragdes de 5,25% de
NaOCl, 8% de bromelina e 10% de papaina e avaliagao imediata. Os resultados nao
permitem concluir sobre longevidade clinica, biocompatibilidade clinica ou

desempenho de outros adesivos.
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