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Resumo

Introducao: a utilizacdo de diferentes polifendis no aumento das propriedades mecanicas do colageno dentinario tem sido bastante empregada, sendo o
4cido tanico um polifenol com propriedade biolégica bastante pronunciada. Objetivo: avaliar o potencial biomodificador do acido tanico (AT) em diferentes
concentragdes em coladgeno dentindrio. Métodos: os fatores sob investigacdo foram médulo de elasticidade, mensurado por meio de um ensaio de flexdo
de trés pontos (n=10) e variagdo de massa (n=10), aferidos com uma balanca de precisdo, sendo, para tanto, avaliados os seguintes elementos: dcido tanico
(0,1; 1 e 10%), proantocianidina (6,5%) e 4gua destilada (controle). Resultados: quanto ao médulo de elasticidade, os grupos tratados com acido tanico
apresentaram valores, estatisticamente, superiores (p<0,05) aos demais grupos, ndo sendo observadas diferen¢as entre suas diferentes concentragdes. Para
os valores de variagdo de massa, os grupos que foram imersos em agentes biomodificadores apresentaram valores estatisticamente (p<0,05) superiores ao
grupo controle. Conclusao: o acido tanico se apresenta como um potencial agente biomodificador do colageno dentinario, independente da concentragio
utilizada, aumentando o seu médulo de elasticidade e gerando um ganho de massa ap6s uma hora de imersao.
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Abstract

Introduction: The use of different polyphenols in the increase of the mechanical properties of dentin collagen has been widely used, thus, tannic acid being
a polyphenol with very pronounced biological proprieties. Objective: to evaluate the biomodifying potential of tannic acid (AT) in different concentrations
in dentin collagen. Methods: the factors under investigation were modulus of elasticity, measured by a three-point bending test (n = 10), and mass variation
(n = 10), measured by means of a precision scale, being the following substances evaluated: tannic acid (0.1, 1 and 10%), proanthocyanidin (6.5%) and
distilled water (control). Results: As for the modulus of elasticity, the groups treated with tannic acid presented statistically higher values (p <0.05) in
relation to the other groups, and no differences were observed between the different concentrations. For the values of mass variation, the groups that were
immersed in biomodifiers showed statistically (p <0.05) values higher than the control group. Conclusion: tannic acid presents as a potential biomodifying
agent of dentin collagen, regardless of the concentration used, increasing its modulus of elasticity and generating a mass gain after one hour of immersion.
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INTRODUCAO

Um dos maiores desafios em Odontologia restauradora é o
estabelecimento de uma unido eficaz entre sistemas resinosos
e estrutura dentaria. Em longo prazo, essa unido pode ndo
ser tdo eficaz, em substrato dentinario, quando se trata de
sistemas adesivos convencionais, pois, na interface de unido
adesivo/restaura¢do, podem ocorrer diversos mecanismos
de degradacdo por acdo de enzimas metaloproteinases de
matriz (MMPs) e cisteino catepsinas (CTPs), além do processo
de hidrdlise, ocasionado por presenca de agua em excesso?3,
Ja tem sido relatado, na literatura, que a taxa anual de falha
de restauragGes com resinas compostas varia em torno de 1 a
10%, sendo a principal causa a presenca de cdries secundarias
oriundas de falhas no procedimento restaurador/adesivo®.
Visando minimizar danos decorrentes dessas degradacdes, a

literatura propde a utilizacdo de varias estratégias, como uso de
inibidores de MMPs e CTPs, agentes remineralizadores, técnica
Uumida utilizando o etanol e os agentes biomodificadores (AB)
ou de ligagGes cruzadas (ALC)>.

Os ALCs consistem em compostos quimicos de origem natural
ou sintética que irdo interagir com o colageno dentinario,
formando ligagGes entre os aminodcidos presentes em sua
estrutura tripla hélice, as quais podem ser tanto intrafibrilar
como interfibrilar®. Por meio dessa a¢do, os ABs irdo aumentar
as propriedades mecanicas do colageno da dentina, bem
como inibir MMPs e CTPs>5. Alguns ALCs ndo tém o seu
mecanismo de ac¢do bem descrito na literatura, como as
proantocianidinas (PA), mas a hipdtese mais bem aceita é que
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o grupamento fendlico, presente em sua estrutura, ird interagir
com os aminoacidos do colageno®. Portanto, diversos outros
compostos com caracteristica semelhantes tém sido propostos
como potenciais AB, sendo, em sua maioria, polifendis. Tais
compostos sdo descritos como moléculas fendlicas de origem
natural, apresentando uma ou mais hidroxilas ligadas ao anel
benzénico. Sdo caracterizados por terem uma ampla atividade
bioldgica, apresentando propriedades anti-inflamatdrias,
antioxidantes, anticancerigenas e influenciando diretamente na
atividade de algumas enzimas e proteinas’.

Quando esses compostos interagem com o acido galico, por
meio de uma reacdo de esterificagdo, irdo formar ésteres
que possuem atividade bem mais pronunciada® Existem
proposicGes de que a presenga de grupamentos galoil em
polifendis melhora a capacidade de estabilizacdo do coldgeno,
justificado pela maior quantidade de hidroxilas, as quais irdo
fornecer mais sitios reativos para que ocorra uma melhor
reticulagdo do colageno, podendo ocasionar sua maior rigidez,
melhorando suas propriedades mecéanicas®. Essa atividade
biomodificadora melhorada iréa depender, também, da posi¢do
e distribuicdo dos grupamentos galoil na molécula 10. Dessa
forma, moléculas como o acido tanico (AT), polifenol da familia
dos galotaninos, que apresentam cinco grupamentos galoil em
sua estrutura, podem ser um potencial ALC de colageno, tendo
em vista as otimas propriedades bioldgicas ja conhecidas em
sua molécula, excelente capacidade de inibicdo enzimatica e
reatividade bioldgica, eliminando radicais livres’.

A atividade dessas moléculas depende tanto da posi¢do dos
grupos galoil em sua estrutura, como de sua quantidade 9.
Dessa forma, o presente estudo objetiva avaliar a capacidade
biomodificadora do acido tanico, em diferentes concentragGes
no colageno dentindrio. As hipdteses do estudo foram (1) quao
maior a concentra¢do do acido tdnico, mais ird aumentar as
propriedades mecanicas do colageno tipo | e (2) conforme o
aumento da concentragdo desse agente, maior sera o ganho de
massa apos o tratamento do colageno.

METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceara (sob o nimero de
protocolo 2439067). Trata-se de um estudo laboratorial in vitro,
em que foram utilizados terceiros molares humanos livres de
carie para avaliar a dentina pré-tratada com AT 0,1 p/p% (pd,
Acido Tanico, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) [TAO,1]; AT 1p/p%
[TA1]; AT 10p/p% [TA10]; extrato de uva contento incorporagdo
de PA6,5% (90% PA, Vitis vinifera, Gold Mega-Natural, polifendis,
Madera, USA) [PA6,5] e agua destilada [AD].

Preparo das amostras
Foram realizados cortes de dentina média de modo a obterem-
se barras com as dimensdes de 1,7 X 0,5 X 6 (¥0,1) mm?3. Esse

corte foirealizado com o auxilio de uma cortadeira metalografica
sob constante refrigeragdo (Isomet 4000; Buehler, Lake

J. Health Biol Sci. 2019; 7(2): 182-186

Bluff, Estados Unidos). As amostras foram desmineralizados
completamente em solu¢do de acido fosférico a 10% durante
o periodo de 5 horas, em temperatura ambiente sob agitagdo.
Todos os agentes de biomodificagdo foram diluidos em agua
deionizada na concentragdo pertinente a cada grupo com o
auxilio de um agitador magnético até sua completa diluigao,
seguido de filtragem da solugdo. As barras de dentina foram
distribuidas, aleatoriamente, em seus cinco grupos distintos
(n=10) e mantidas em suas respectivas solu¢des por um periodo
de uma hora 10.

Modulo de elasticidade (ME)

O ME foi determinado em um ensaio de flexdo de trés pontos
com uma célula de carga de 5,0 N montada em uma mdquina
de ensaios mecanicos universal (EMIC DL 2000, Sdo José dos
Pinhais, Brasil), utilizando-se a velocidade de 0,5 mm/min.
Os dados foram expressos em Megapascal (MPa), sendo o
aumento do ME calculado entre a razdo do valor final (apds a
biomodificacdo da dentina nos respectivos grupos) e os valores
iniciais (“baseline”),

Variagdo de massa (VM)

Foram aferidas as massas dos espécimes antes (M1) e apés (M2)
a utiliza¢do dos agentes de biomodificagdo, com uma balanga
analitica de precisdo de cinco casas decimais (0,00001g).
As amostras foram dessecadas a vdcuo, durante 24 horas, a
temperatura ambiente. A avaliagdo da variagdo de massa (VM%)
foi determinada como a porcentagem de ganho ou perda de
base de cada amostra com base na seguinte férmula:

M2x 100

M1

em que M1 é a massa matriz de dentina desmineralizada antes
da biomodificagdo dentinaria e M2 é a massa de matriz da
dentina biomodificada 10.

VM% = ( )f 100

Analise estatistica

Realizou-se um teste de normalidade Shapiro-Wilk tanto para
ME, como para VM. Na avaliagdo do ME, foi realizado o teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de um pds-teste
de Dunn’s. Enquanto, para a VM, foi realizada uma analise de
variancia a um critério (ANOVA) seguido de pos-teste de Tukey.
O nivel de significancia adotado para as duas analises foi de 5%
(p<0,05).

RESULTADOS

Na anadlise de ME, pode-se observar que houve diferencga
estatistica entre os grupos testados (p<0,001), em que se pode
observar que os grupos AT0,1; AT1 e AT10 apresentaram um
ganho maior no ME quando comparados aos demais (tabela
1). Em relagdo a VM, pode-se observar que houve diferenga
estatistica pelos grupos testados (p<0,001). O grupo AD mostrou
ganho de massa reduzido, quando comparados aos demais que
apresentaram um ganho significativo de massa (tabela 1).



Tabela 1. Dados expressos em médias das variagdes de massa
(VM %) e mddulo de elasticidade (ME) [+ desvio-padrdo]
apds desmineralizagdo das barras de dentina seguidos pré-
tratamento com as respectivas solugGes por 1 hora.

Grupos ME I\
ATO,1 1,5+09A 6,9+0,5A
AT1 79+6,5A 85+79A
AT10 1,9+15A 10,5+1,9A
PA6,5 -16,3+29,2B 85+2,3A
AD -23,4+10,8B 3,1+1,3B

*Para o ME, foi realizado um teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
seguido de um pds-teste de Dunn’s, e, para a VM, realizou-se uma
analise de variancia ANOVA a um critério seguido de um pds-teste de
Tukey (p<0,05). Nas letras maiusculas - comparagdo entre colunas —
observa-se diferenca estatistica significativa, em que o 4acido tanico
0,1% (ATO,1), acido tanico 1% (AT1), acido tanico 10% (AT10%),
proantocianidina 6,5% (PA6,5) e dgua destilada como controle.

DISCUSSAO

N3do ha um consenso na literatura a respeito do AB ideal para
aumentar a durabilidade da interface adesiva, evitando a perda
de restauracbes em um curto periodo de tempo>5l. Mas é
uma realidade o aumento da utilizagdo de produtos naturais
na melhora da camada hibrida>®®1°, sendo o AT encontrado
em algumas plantas da familia Reaumuria e Tamarix**. O AT é
um polifenol que apresenta propriedades bioldgicas bastante
pronunciadas, em virtude da presenc¢a dos grupamentos galoil
em sua molécula®’?, o que o caracteriza como um potencial
agente biomodificador de coldgeno dentindrio. Dessa forma,
0 seu uso nesse substrato ainda ndo foi bem elucidado na
literatura.

O uso do AT em diferentes concentragdes aplicados sob a
dentina modificou, positivamente, o colageno, aceitando a
primeira hipdtese do estudo. O AT, independentemente da sua
concentragao, foi mais eficaz no aumento do ME que a PA, que
é “padrdo ouro” entre os AB naturais®3. As PAs j& se mostram
bastante eficazes na ligagdo com o colageno tipo | presente na
dentina, melhorando a conformacgdo das fibrilas de colageno,
quando utilizada na concentragdo de 6,5%. Tais substancias
apresentam uma versatilidade na formacdo de ligagBes, que
podem ser do tipo ponte de hidrogénio, tipo éster ou, até
mesmo, formacdo covalente estdvel entres os aminoacidos
constituintes da cadeia tripla-hélice do colageno®®. Sabe-se,
também, que, além de todos esses mecanismos de interacao,
tais catequinas irdo formar complexos de calcio amorfo,
mineralizando tal estrutura por meio da deposicdo de fosfato e
calcio, deixando mais resistente o sitio de insercdo do material
restaurador®,

Ja foi testada diferentes concentragbes de AT (1%, 10% e 20%)
e observou-se que todas as concentragdes influenciaram
positivamente no mddulo de elasticidade de colageno
dentinario quando aplicados por uma hora®. No entanto,
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ndo se obtiveram comparagdes com a proantocianidina, que,
até entdo, ja estd bem estabelecida como um dos melhores
agentes de reticulagdo de coldgeno de origem natural, em
estudos laboratoriais. O presente estudo ainda demonstra que
uma pequena concentragao de AT, 0,1%, foi eficaz no aumento
do médulo de elasticidade do coldgeno dentinario, mostrando
o grande potencial de formagdo de ligagbes quimicas com
a estrutura dental. Dessa forma, nossos achados vdo de
encontro com Bedran-Russo et al (2009) que mostrou que as
propriedades mecanicas do colageno é dependente do tempo
de aplicagdo da concentragdo?.

Aydin et al (2018) demonstraram que a presenga de
grupamentos galoil na molécula de proantocianidina galoilada
ndo tem influéncia no aumento da longevidade do ganho de
propriedades mecanicas do coldgeno tratado, sendo a PAC sem
esses grupamentos mais eficaz nessa manutengdo 16, dessa
forma, o presente estudo analisou de maneira imediata esse
coldgeno pré-tratado, e os grupamentos galoil parecem ter
sido relevantes na formacgao de ligagdes cruzadas no coldgeno
de dentina; no entanto, faz-se necessaria uma avaliagdo em
longo prazo para saber se essas ligagdes quimicas possuem
estabilidade com o passar o tempo .

Sendo assim, observou-se que o AT independente da
concentragao utilizada, foi mais eficaz que a PA, e isso pode ver-
se pelo fato de a molécula do TA ter maior sitios de provavel
reticulagdo com o colageno, apresentando uma ampla atividade
biolégica, bem como formar maior nimero de ligagGes
cruzadas que irdo inibir, de maneira mais efetiva, as MMPs e
CTPs, preservando, efetivamente, a estrutura colagena®’%1s,
Por ser uma complexa mistura de poligaloilglucose, ter3,
consequentemente, uma maior quantidade de hidroxilas
disponiveis para interagdo com o grupamento amida, que sdo
constituintes dos aminodcidos presentes na tripla hélice do
coldgeno dentindrio, corroborando os achados que sugerem
gue a quantidade de hidroxilas estd diretamente relacionada
a reatividade e a interagdo dessa molécula na efetividade de
ligagBes cruzadas &,

Quando analisamos os trés grupos contendo AT, podemos
observar que, na concentragao de 10%, ha um menor ganho
desse ME, comparado aos demais. Isso pode dar-se pelo fato
da ndo completa interagdo do substrato em questdo, que
apresenta, consequentemente, moléculas residuais que podem
interferir em uma posterior ligagdo com sistemas adesivos. Isso
pode ser observado nas PAs, que, por ndo apresentarem uma
pureza total no extrato de uva, os resquicios existentes vao
influenciar negativamente para o ganho de suas propriedades
mecanicas.

Além do aumento do ME demonstrado no presente estudo,
observa-se uma caracteristica favordvel para suaimplementacdo
na pratica clinica, que é a influéncia na coloragdo, que as PAs
pigmentam fortemente o substrato!, o que ndo é observado
nos grupos usando TA, o que viabiliza o seu uso na odontologia
estética, tornando-o bastante promissora a sua aplicabilidade.
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Em relagdo a variagdo de massa, observou-se diferenca
significativamente estatistica entre os grupos testados,
aceitando a segunda hipdtese do estudo. J4 é bem estabelecida,
na literatura, a bioatividade de algumas moléculas como taninos
e flavonoides®'®!, e isso pode ser comprovado pelo ganho de
massa nos grupos ATO,1, AT1, AT10 e PA6,5, referente a formagdo
de ligagBes cruzadas na estrutura colagena, comprovando a
efetividade de AT com essa fun¢do para melhorar a interface
adesiva.

Alguns achados, na literatura, ja mostram que, na concentragdo
6,5%, a PA é mais eficaz na efetividade de melhora das
propriedades mecanicas da dentina pré-tratada®'**>,
corroborando o presente estudo que mostrou um ganho
significativo de massa equivalente a PA, elucidando a atividade
de ALC desses. No entanto, o mecanismo de agdo, o AT, ainda
ndo esta bem estabelecido, necessitando de maiores estudos
acerca desse questionamento. Portando, acredita-se que o AT

vai melhorar o ME e o ganho de massa por meio de formacgao
de ligagdes cruzadas.

CONCLUSAO

Conclui-se que o acido tanico influencia, positivamente, no
ganho de propriedades mecanicas do coldgeno tipo I, presente
na dentina, e aumenta, significativamente, a massa da dentina
desmineralizada, independentemente da concentragdo
utilizada, na aplicagdo de lhora, sendo entdo, eficaz para a
formagdo de ligagBes cruzadas, podendo ser promissor na
utilizagdo perante o procedimento adesivo.
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