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Resumo

As metaloproteinases (MMPs) sdo enzimas colagenolitcas endd-
genas, capazes de degradar as fibrilas de coldgeno presentes na
dentina, gerando falhas da interface adesiva. Foram propostos
agentes de cross-linking para diminuir essa degradacdo. O objetivo
desta revisdo de literatura foi analisar a agdo de diferentes agentes
de cross-linking sobre as MMPs. A selecdo dos artigos foi realizada
por meio de uma busca na base de dados PubMed/MEDLINE.
A amostra final foi composta por 40 estudos publicados entre
2018 e 2010. Os estudos atuais apresentaram os agentes de cros-
s-linking (cabordiimida, glutaraldeido, proantocianidina, riboflavina/
UV-A e quitosana) com vantagens como inespecificidade em rela-
cdo aos tipos de MMPs, aumento da resisténcia da fibra coldgena
e possibilidade de bloquear o sitio de clivagem da enzima. Ob-
servou-se que a cabordiimida, riboflavina/UV-A, o glutaraldeido, a
proantocianidina e a quitosana apresentaram resultados positivos
na diminuicdo da degradacdo da interface adesiva. A carbodiimida
e riboflavina/UV-A ndo sdo citotdxicas, diferentemente do glu-
taraldefdo. A proantocianidina, quando incorporada no adesivo,
apesar de interferir na polimerizacdo dos monémeros adesivos,
pode ser efetiva quando utilizada incorporada ao condicionamen-
to dcido. A quitosana é capaz de reforcar as fibrilas de coldgeno.
Assim, foi possivel conhecer mais sobre a acdo dos agentes de
cross-linking disponiveis. No entanto, hd necessidade de mais pes-
quisas sobre esses agentes.
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Abstract

Metalloproteases are endogenous collagenolytic enzymes, capable of
degrading the collagen fibrils present in the dentin, producing adhesive
interface failures. Cross-linking agents has been proposed to reduce this
degradation. The aim of this literature review was to analyze the action
of different cross-linking agents on MMPs. The search was conducted
in the PubMed database. The final sample consisted of 40 studies
published between 2018 and 2010. Current studies have shown
cross-linking agents (cabordiimide, glutaraldehyde, proanthocyanidin,
riboflavin / UV-A and chitosan) present some advantages as non-
specificity to type of MMPs, collagen fiber's toughness development
and prevent bonding to the cleavage site of the enzyme. For this reason,
it is necessary to know the action of the available cross-linking agents.
It was observed that Cabordiimide, riboflavin / UV-A, glutaraldehyde,
proanthocyanidin and chitosan presented positive results in reducing
degradation of the adhesive interface. Carbodiimide and riboflavin
/ UV-A" are non-cytotoxic, unlike glutaraldehyde. Proanthocyanidin
incorporated into the adhesive interferes with the polymerization of
the adhesive monomers. Chitosan is able to reinforce collagen fibrils.
Thus, it was possible to know more about the action of the available
cross-linking agents. However, there is a need for more research on
these agents.

Keywords: Metalloproteases. Dentin. Cross-linking reagent.

| Cirurgia-dentista; Especialista em Dentistica, Mestranda em Dentistica Departamento de Dentistica, Universidade Federal Fluminense, Niteroi, Brasil.
2 Cirurgido-dentista; Especialista e Mestre em Dentistica - Clinica de Dentistica, Odontoclinica Central da Marinha, Rio de Janeiro, Brasil.

Como citar este artigo:

Barboza CM, Maroun EV. Efeito dos agentes de cross-linking na durabilidade da interface adesiva. Rev Nav Odontol. 2019; 46(1): 69-74

Submetido em 18/06/2019
Aceito em 20/08/2019

Revista Naval de Odontologia - 2019 - Volume 46 Numero 1



INTRODUCAO

Nas Ultimas duas décadas, as restauracoes
de resina composta sofreram diversos avancos
tecnoldgicos. Contudo, a estabilidade da interface
dentina/resina ainda € questiondvel em longo
prazo (1,2,3).Vérios fatores tém sido atribuidos a
degradacao da interface dentina-resina, tais como:
mondmeros hidrofilicos incorporados em adesivos
simplificados, concentracdo de dgua em adesivos
autocondicionantes,  inadequada  penetracao/
molhamento dos mondmeros resinosos  na
camada hibrida, degradacao proteolitica das fibrilas
coldgenas expostas por enzimas colagenoliticas
enddgenas ativadas (metaloproteinases-MMPs), alta
permeabilidade da interface adesiva, separacao de
fases dentro da camada hibrida e polimerizacao
inadequada do adesivo (3,4).

Para a realizacdo da restauracio de resina
composta, torna-se necessario o tratamento
da estrutura dentdria. Desse modo, realiza-se o
condicionamento com dcido fosférico a 37% por
I5 segundos em dentina, o que solubiliza toda a
fase mineral da smear layer e 5um de dentina
mineralizada subjacente, expondo uma rede de
fibrilas de coldgeno tipo I. Os espagos entre as
fibrilas coldgenas (espagos interfibrilares) servem
como canais para a difusdio dos mondmeros
adesivos, formando a camada hibrida (4).

Contudo, a cobertura completa das superficies
das fibrilas de coldgeno por meio da penetracdao
passiva do mondémero ¢é imperfeita. As fibrilas
que nao foram envolvidas tornam-se vulnerdveis
a degradacdo hidrolitica e enzimdtica por MMPS
(4,5,6).

As MMPs desempenham um papel impor
tante em processos bioldgicos e patoldgicos pela
sua habilidade em degradar quase todos os tipos
de componentes da matriz extracelular, como, por
exemplo, ocorre na atividade cariosa e na doen-
¢a periodontal (1,4). Para inibir a acao das MMPs e
prolongar a durabilidade da interface resina-dentina,
tem sido recomendado o uso de inibidores como a
clorexidina, tetraciclina, componentes de quaterna-
rio de amonio, entre outros. Contudo, estudos re-
centes tém apresentado um novo mecanismo para
inibir a degradacdo da interface adesiva: os agentes
de cross-linking. Estes agentes possuem vantagens
sobre os inibidores de MMPs, pois sdo inespecificos
em relagcdo aos tipos de MMPs, aumentam a resis-
téncia da fibra coldgena e poderiam bloguear o stio
de clivagem da enzima (1-5).

Agentes de cross-linking podem ser divididos
em sintéticos (glutaraldeido, carbodiimides, etc.) e
naturais (semente de uva, cacau, graos, etc.). Em

virtude da grande variedade de agentes de cross-
linking torna-se necessaria uma melhor compreensao
da interacdo desses agentes em relacdo a atividade
das MMPs. Nesse contexto, o objetivo desse estudo
foi apresentar a acdao de diferentes agentes de cross-
linking sobre as proteases dentindrias por meio de
uma revisao de literatura (7-11).

Foi realizado um levantamento bibliogrdfico a
partir de uma busca eletrénica na base de dados
Pubmed/MEDLINE. Os termos utilizados para a
busca segundo o Medical Subject Headings (MeSH)
foram:metalloproteases, dentin e cross-linking reagents.
A pesquisa restringiu-se em estudo publicados entre
2010 e 2018. Foram obtidos no total 60 artigos e,
apos a leitura, foram excluidos 20 artigos, pois nao
apresentavam relacao com o tema deste trabalho
e/ou ndo estavam dentro dos idiomas restringidos.

REVISAO DE LITERATURA/
DISCUSSAO

O colageno e a degradagao da
interface adesiva

O coldgeno, principalmente do tipo |, constitui
90% da matriz organica da dentina e, junto com o
componente mineral,contribui para as propriedades
biomecanicas e integridade funcional desse tecido
(12). Cada molécula de coldgeno possui uma
estrutura em tripla hélice, que € composta por duas
cadeias polipeptidicas idénticas,denominadas cadeias
al, e uma terceira cadeia ligeiramente diferente,
denominada cadeia a2. Além da regiao helicoidal,
existem, nas extremidades, sequéncias denominadas
telopeptideo-N e telopeptideo-C (13).

As ligacdes cruzadas intermoleculares s3o a
base para a estabilidade, resisténcia a tragdo e
viscoelasticidade das fibrilas de coldgeno (13).

Uma andlise por microscopia eletronica de
transmissao revelou que quase 70% do coldgeno
presente na interface adesiva foi perdido apds
44 meses (14). Proteases como as MMPs sao
consideradas as principais responsaveis por essa
degradacao enzimdtica das fibrilas de coldgeno (14).

As MMPs fazem parte de uma classe de
endopeptidases zinco e cdlcio dependentes,
estando presente na dentina com, pelo menos,
quatro tipos: estromelisina-1 (MMP-3), colagenase
(MMP-8) a gelatinases A e B (MMP-2 e MMP-9,
respectivamente) (4,15,16).

Inicialmente, o processo de desmineralizagao,
com o condicionamento dcido, foi tido como
principal ativador pro-MMPs, presentes na dentina
mineralizada. Todavia, o pH extremamente baixo
(pH 0.7) do 4&cido fosfdrico, utilizado na técnica
convencional, desnatura as MMPs. Os componentes
resinosos incorporados em adesivos convencionais
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e autocondicionantes possuem  caracteristicas
levemente dcidas. Ao se elevar o pH, observou-
se um aumento das atividades colagenoliticas
e gelatinoliticas na matriz de coldgeno total ou
parcialmente desmineralizada ().

Na degradacao do coldageno, as MMPs mudam
a disposicao helicoidal da molécula de coldgeno,
expondo a ligacao peptidica de glicina-isoleucina
presentes nas cadeias para a reagao com o local
ativo da enzima (5,14). Esta degradacdo resulta na
perda de resisténcia da interface dente/resina (9).

AGENTES DE CROSS-LINKING
Carbodiimida

A |-ethyl-3-(3-dimethylamino-propyl) carbodiimida
(EDC) € um agente de cross-linking de baixa citoto-
xicidade, com resultados promissores na reducao
da degradacao do coldgeno e na preservacao da
resisténcia de uniao (4,8,9). A EDC é um iséme-
ro de cianamida estdvel, com um grupo funcional
(RN=C=NR) capaz de ativar o grupo carboxila dos
acidos glutamico e aspartico presentes nas molé-
culas de coldgeno e no sftio catalitico de proteases
(3). A EDC liga-se ao radical carboxila formando
um intermedidrio O-acilisouréia muito reativo que,
apods reagir com um grupo amina livre, origina uma
nova ligacao peptidica e libera como subproduto da
reacdo ureia, soldvel em dgua (4,8).

De acordo com SINGH et al. (3), em 2016, o
tempo de aplicagdo de EDC foi de 30 minutos a
4 horas, o que torna o procedimento invidvel por
uma visao clinica. Contudo, TEZVERGIL-MUTLUAY
etal (17),em 2012, avaliaram os efeitos inibitérios
de 5 concentracdes de EDC (0,01M, 0,02M, 0,05M,
0,IM, 0,3M) em 5 tempos de aplicacao (I, 5, 10,
20, 30 minutos). Todas as concentragdes inativaram
MMP-9, indenpendente do tempo de aplicacdo.
Sendo assim, a aplicacio de | minuto pode ser
clinicamente relevante. Outros autores relataram
que concentracdes de EDC entre 0,5M e 2M, por
apenas 30 segundos, aumentaram significantemente
a dureza do coldgeno. Entretanto, quando o tempo
de reacdo foi de 60 segundos de tratamento,a EDC
elevou o mddulo de elasticidade nas concentracdes
de IM ou 2M.Todos esses tempos de tratamentos
e concentracdes foram suficientes para reduzir
atividade da MMP,

MAZZONI et al. (7), em 2014, detectaram um
aumento da expressdao de MMP-2 e -9 na dentina
depois da aplicagao de sistema adesivo convencional.
Na andlise zimogréfica, o uso de 0.3M EDC como
primer por 30 min demonstrou inativar a atividade
gelatinolitica. Outros estudos detectaram que a
mesma concentracdo por | minuto foi capaz de
promover estabilidade na resisténcia de unido apds
um ano de acompanhamento, independente do
tipo de sistema adesivo utilizado (18,19).

SCHEFFEL et al. (14),em 2013, avaliaram que a
concentracdo de 0.5M de EDC pode ser misturada
sem reducdo de sua habilidade de inativar todas as
MMPs na dentina. Todavia, nao foi avaliado se o EDC
influencia na polimerizagdo do adesivo.

Glutaraldeido

Glutaraldeido (GA) é um agente de cross-linking
sintético e fixadortecidual (20,2 1). Em sua estrutura
possui uma molécula alifdtica de cinco carbonos
com um aldeido em cada extremidade da cadeia,
tornando-o bifuncional (5). O grupo aldeido é capaz
de interagir quimicamente com os grupos amino do
coldgeno, formando ligacdes cruzadas, aumentando
a resisténcia do coldgeno frente a degradacdo da
interface adesiva (6,15,21).

Adesvantagem deste agente € alta citotoxicidade,
e a rdpida formacao de ligagdes no tecido, gerando
uma barreira que impede sua maior difusdo em
todo volume tecidual, ndo sendo capaz de inibir
completamente a atividade de MMPs na regido mais
profunda da camada hibrida (6,11,21,22,23).

Foi demonstrado que o uso de uma solugdao
que contém 2,5 ou 0% de GA, ndo exerce efeitos
negativos as células odontoblastdides MDPC-23,
e sao capazes de diminuir atividade das MMPs;
enquanto que os produtos dentdrios contendo uma
combinagao de glutaraldeido, hidroxietil metacrilato
(HEMA) e outros mond&meros eram altamente
prejudiciais a0 metabolismo dessas células (21).

Proantocianidinas

Proantocianidinas (PA) sao compostos polifendlicos
naturais usados amplamente como suplementos
alimentares (24). Esta substancia atua como agente
de cross-linking e inibidor enzimdtico cuja acao,
comparada a clorexidina, apresenta maior eficiéncia
em enzimas enddgenas como MMP-2, MMP-8 e
MMP-9 (25,26).Fontes especificas para esses agentes
sdo extratos de plantas ricos em proantocianidinas,
como o chd verde e branco, semente de uva, canela,
semente de cacau, entre outras (10,27).

A utilizagdo destes compostos provenientes
da semente de uva na dentina mostrou aumentar
as propriedades mecanicas e reduzir as taxas de
biodegrada¢ao da dentina desmineralizada (2,28,29).

A estabilizacdo da adesdo dentindria pode ser
explicada por 4 mecanismos de interacdo: formacao
de ligacdo covalente, i6nica, de hidrogénio e as
interacdes hidrofdbicas (6,14,30,31). Esta interacao
ocorre, principalmente, por meio da unido de
hidrogénio entre a carbonila presente no grupo
amida do coldgeno com a hidroxila presente no
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grupo fendlico do agente de cross- linking (6).

O efeito potente da inativacdo enzimdtica da
semente de uva € baseado no conceito de que
os agentes de cross-linking de coldgeno, como
PAs, podem inativar diretamente as enzimas por
mudancas irreversiveis no dominio catalitico ou
ocultar os locais de clivagem no coldgeno (1,2).

A grande afinidade de PA na matriz organica de
coldgeno pode levar a acdo efetiva sem a producao
de moléculas residuais citotdxicas, tornando-a um
produto seguro para uso (6).

A dentina desmineralizada tratada com PA por
30 minutos foi capaz de inibir 90% das MMPs (30).
Investigou-se a resisténcia do coldgeno dentindrio
frente a degradacdo bioldgica depois de ser tratado
com uma solucdo de PA por | 0s e foi demonstrado
que o PA € um efetivo agente de cross-liking e
aumenta a estabilidade da interface adesiva (32).

A incorporagao de PA em sistemas adesivos
é complexa, pois interfere adversamente na
polimerizacao dos mondmeros adesivos (32,33).No
entanto, o uso de um dcido fosférico 10% contendo
2% de PA ndo comprometeu a resisténcia de uniao
a dentina, apresentando estabilidade apds 6 meses
de acompanhamento (24).

Riboflavina

A riboflavina (vitamina B2) é um agente conhecido
na indUstria alimenticia e na Medicina na drea
oftalmoldgica. Na Odontologia, tem sido utilizada
Como uma proposta para aumentar as propriedades
mecanicas da matriz de dentina. Esta tem
propriedades fotossensibilizadoras biocompativeis,
que podem ser utilizadas para formar radicais livres
quando ativado por raios ultravioletas (UV-A), com
picos de absor¢do de 270, 366,445 nm (12, 34,35).
A irradiacdo de riboflavina induzida pela luz UV-A
libera radicais de oxigénios livres, que reagem com
0 grupo amina presente na molécula de coldgeno
formando ligacdes covalentes (6,12,34).

SESEOGULLARI-DIRIHAN et al. (34),em 2015,
sugeriram que o uso de riboflavina com irradiacao
com UV-A por |-5 min foi suficiente para bloquear
a acao das MMPs,

Os efeitos dos agentes de cross-linking
na estabilizacdo da matriz de dentina frente a
degradacao tem sido atribuido a sua capacidade
de aumentar a forca do coldgeno dentindrio.
Observou-se também que 0,1% riboflavina/UV-A
usado como um pré-tratamento pode inativar
MMPs, em principal a MMP -9 (12).

Segundo SESEOGULLARI-DIRIHANA et al.
(36), em 2016, concentracdes de 0,1% e 0,5% de
riboflavina/UV-A inativaram 46% e 52% de MMPs,

respectivamente, num periodo de 5 minutos. O
uso de 0,1% riboflavina 5'-fosfatado, como agente
de cross-linking, pode inativar 55% das MMPs totais,
enquanto que,no grupo sem tratamento, a atividade
das MMPs aumentou em 84%. A atividade de uma
solugao de 1% de riblovavina/UV-A por | min em
dentina radicular desmineralizada com EDTA 7%
provocou um aumento na resisténcia a degradagao
colagenolitica (37).

Quitosana

Quitosana é um polimero biocompativel natural
que exibe atracao eletrostdtica para o coldgeno e
€ capaz de formar uma rede micro e nano-fibrilar
com propriedades mecanicas superiores. Pode ser
utilizado em combinag¢do com terapia fotodinamica,
podendo aumentar a reticulagdo de fibrilas de
coldgeno na matriz dentindria e, assim, melhorar a
estabilidade (38).

KISHEN et al. (39), em 2016, utilizaram uma
solugdo de 0,3mg/ml de nanoparticulas de quitosana
associada a carbodiimida em dentina radicular
condicionada com EDTA 17%, e observaram a
formacao de um complexo espesso com o coldgeno
dentindrio, influenciando na reducdo da degradacao
colagenolitica induzida por MMPs e bactérias.

A combinacdo de quitosana com riboflavina/
UV-A numa relacio de volume de 20% (l1:4)
resultou, pela sua agdao sinérgica, numm efeito
positivo significativo na resisténcia de unido imediata
e apds 6 meses em dgua destilada (40).

CONCLUSAO

Diante do estudo realizado, concluiu-se que,
dentre os agentes de cross-linking sintéticos, o
glutaraldeido ndo € um produto de primeira escolha
devido sua alta citotoxicidade; enquanto que a
cabordiimida € capaz de responder em tempos
clinicamente vidveis e pode ser utilizada como um
primer ou misturada a uma solucao de HEMA
35%. Entre os agentes naturais, a proantocianidina
é capaz de inativar a acdo das MMPs e reforcar a
estrutura de coldgeno, porém, quando incorporada
no adesivo, interfere adversamente na polimerizagao
dos mondmeros adesivos; a riboflavina/UV-A
apresentou resultados positivos frente a acao das
proteases e é biocompativel; a quitosana apresenta
bons resultados reforcando a rede de fibrilas de
coldgeno da dentina e, quando utilizada associada
a riboflavina/UV-A, pode interferir positivamente
na resisténcia de unido de sistemas adesivos
convencionais. No entanto, hd necessidade de mais
pesquisas sobre esses agentes.
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