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RESUMO

O colageno, principal componente da matriz organica dentinaria, tem importancia fundamental
no processo de adesdo e consequentemente, na durabilidade das restauracOes adesivas. A
degradacédo do colageno na interface de unido resina-dentina é causada pela hidrolise da agua
proveniente dos tabulos dentindrios e pela ativacdo de enzimas enddgenas durante o
procedimento adesivo, tais como metaloproteinases (MMPS) e cisteinas-catepsinas. Agentes de
ligacdo cruzada de colageno (crosslinkers) tem sido propostos para aumentar a resisténcia do
colageno a biodegradacdo. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi realizar uma revisdo de
literatura sobre a influéncia de agentes de ligacdo cruzada no colageno dentinario. Para isso, foi
realizada uma busca nas bases de dados PubMed, Lilacs, Web of Science e Scopus por meio da
estratégia de busca ‘“cross-linking reagents” AND “collagen” AND “dentin”. Empregou-se
como critério de inclusdo ensaios clinicos e estudos in vitro que avaliaram algum agente
biomodificador na matriz de coldgeno da dentina publicados nos Gltimos 10 anos, resultando
em 21 artigos selecionados. Os agentes crosslinkers avaliados eram de origem sintética
(glutaraldeido e carbodiimida) ou natural (proantocianidinas, teaflavina, riboflavina/UVA,
curcumina e sumagre). De acordo com os estudos, seu mecanismo de ac&o esté relacionado ao
aumento da resisténcia mecénica do colageno desmineralizado e inibicdo inespecifica de
MMPs. Observou-se grande variedade metodologica entre os artigos incluidos nessa revisao, o
que dificulta a comparacdo entre eles. No entanto, numa visdo geral, a proantocianidina, pelos
bons resultados exibidos em testes resisténcia adesiva e pela baixa citotoxicidade, apresenta
melhor potencial para uso clinico. Pode-se concluir, que o uso dos agentes crosslinkers
melhoram as propriedades biomecénicas e bioquimicas do coldgeno dentinério. No entanto,
ainda ha necessidade de mais pesquisas sobre essas substancias.

Palavras-chaves: agentes de ligacdo cruzada, colageno, dentin.

ABSTRACT

Collagen, the main component of the dentin organic matrix, is of fundamental importance in
the adhesion process and, consequently, in the durability of adhesive restorations. Collagen
degradation at the resin-dentin bond interface is caused by the hydrolysis of water from the
dentinal tubules and the activation of endogenous enzymes during the adhesive procedure, such
as metalloproteinases (MMPSs) and cysteine-cathepsins. Collagen crosslinking agents have been
proposed to increase the resistance of collagen to biodegradation. The aim of this study was to
conduct a literature review on the influence of crosslinking agents on dentin collagen. To this
end, a search was carried out in the PubMed, Lilacs, Web of Science and Scopus databases
using the search strategy "cross-linking reagents” AND "collagen™ AND "dentin". Clinical
trials and in vitro studies evaluating biomodifying agents in the dentin collagen matrix
published in the last 10 years were used as inclusion criteria, resulting in 21 selected articles.
The crosslinking agents evaluated were synthetic (glutaraldehyde and carbodiimide) or natural
(proanthocyanidins, theaflavin, riboflavin/lUVA, curcumin and sumac). According to the
studies, their mechanism of action is related to increasing the mechanical resistance of
demineralized collagen and non-specific inhibition of MMPs. There was great methodological
variety among the articles included in this review, which makes it difficult to compare them.
However, in general terms, proanthocyanidin, due to its good results in adhesive resistance tests
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and low cytotoxicity, has the best potential for clinical use. It can be concluded that the use of
crosslinking agents improves the biomechanical and biochemical properties of dentin collagen.
However, there is still a need for further research into these substances.

Keywords: cross-linking agents, collagen, dentin.

1 INTRODUCAO

A dentina ¢ um tecido conjuntivo mineralizado que circunda a polpa dentaria,
apresentando em sua composicdo fibras de coldgeno do tipo | envolvidas por cristais
mineralizados (MARSHALL et al., 1997). Essas fibras de coldgeno apresentam propriedades
mecanicas e elasticas essenciais ao elemento dentario (LANDIS, 1995). Além disso, elas séo
fundamentais para a formagdo da camada hibrida, responsavel pela unido dos materiais
restauradores a estrutura dentaria. Essa zona de interdifusdo resinosa é composta por
mondmeros do adesivo e as fibrilas de colageno desmineralizadas pelo condicionamento acido
(NAKABAYASHI et al., 1982). Assim, ha a formacdo de uma estrutura mista, composta por
coladgeno encapsulado por material polimérico. Esta estrutura é responsavel pela retencdo
micromecénica das restauragdes resinosas e sua funcionalidade depende diretamente da
integridade das fibrilas de colageno (LIU et al., 2011).

A resina composta apresenta como vantagem boas propriedades mecanicas e estéticas.
Contudo, este material é suceptivel a falhas de unido ao substrato dentario, 0 que pode causar
microinfiltracdo marginal, e em sequéncia, acimulo de biofilme, resultando em cérie
secundaria (SPENCER et al., 2010, 2014). Em consequéncia, ha uma reducédo da durabilidade
das restauracOes adesivas. Estudos clinicos mostram que aproximadamente metade de todas as
restauracdes realizadas por dentistas sdo substituicdes de restauragdes existentes (SARRETT et
al, 2005; ELTAHLAH et al., 2018). As possiveis falhas de unido sdo atribuidas a degradacéo
das fibrilas colagenas, colapso de malha de fibrilas e degradacdo hidrolitica dos polimeros
resinosos (TAY et al., 2003; A GOPFERICH, 1996).

A degradacéo do colageno dentinério é causada pela hidrélise das fibras de colageno e
pela acdo de enzimas endogenas, tais como metaloproteinases (MMPS) e cisteinas catepsinas
(SANTANA et al., 2017; BRESCHI et al., 2018). Durante o procedimento adesivo, as fibras
de colageno desmineralizadas ndo sdo completamente infiltradas por monémeros resinosos.
Estas fibras desnudas sdo mais propensas a degradacdo pelas MMPs ativadas pelo
condicionamento acido de sistemas adesivos convencionais e primer condicionante de adesivos

autocondicionantes/universais. Ao serem ativadas degradam o coldgeno na porgéo inferior da
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camada hibrida, que gradualmente se desintegra devido ao crescimento e a fuséo de porosidades
(MAZZONI et al., 2012).

Uma abordagem para obter restauracdes mais duradouras é a inibicdo destas enzimas
proteoliticas (LIU et al., 2011). A clorexidina (CHX) atua como inibidor especifico de MMP-
2 e MMP-9 por meio da quelacdo de ions metalicos (Ca®+, Zn?+), os quais sao essenciais para
sua ativagdo (MOON, 2010; STROBEL; HELLWIG, 2015). Contudo seus efeitos sdo apenas a
curto prazo. De acordo com o estudo de Osorio et al.(2011) a CHX falhou em reduzir a
degradacéo do colageno depois de 9 meses, sendo atribuido ao efeito de ligagéo eletrostatica da
clorexidina que pode se difundir com o tempo diante da presenca de outros cations no meio.

Uma alternativa viavel para inibicdo das MMPs sdo os agentes de ligacdo cruzada de
coladgeno, chamados de crosslinkers. Estes possuem vantagens sobre outros inibidores de
MMPs, j& que sdo inespecificos quanto aos tipos de enzimas, blogueando o sitio de clivagem
da molécula (LIU et al., 2011; SCHEFFEL et al., 2014). Além desse efeito inibidor, os
crosslikers aumentam a quantidade de ligagdes cruzadas na matriz de colageno atraves da unido
de cadeia polimérica, tornando a malha dentinaria mais resistente a biodegradagcdo (BEDRAN-
RUSSO et al., 2007). Portanto, a formacdo de ligacBes cruzadas de coldgeno na dentina
desmineralizada melhora a estabilidade da camada hibrida, considerada o ponto critico da
durabilidade de restauracOes adesivas (MAZZONIT et al., 2013).

Os agentes de ligacdo cruzada podem ser classificados de acordo com sua origem em
naturais (proantocianidinas, teaflavina, genipina, quitosana, riboflavina/lUVA) e agentes
sintéticos (glutaraldeido, transglutaminase, carbodiimidas, formaldeido, compostos epdxi)
(LIU; DUSEVICH; WANG, 2014). Visto a grande variedade de agentes crosslinkers torna-se
necessaria uma melhor compreensao da interacdo desses agentes com o colageno dentinério e
seus efeitos a curto e longo prazo. Portanto, este trabalho tem o objetivo de realizar uma revisao

de literatura sobre a influéncia de agentes de ligacdo cruzada no colageno dentinario.

2 METODOLOGIA

O presente estudo trata-se de uma revisdo narrativa de literatura. Para tal, realizou-se
uma busca nas bases de dados PubMed, Lilacs, Web of Science e Scopus, com os descritores
“cross-linking reagents”, “collagen” e “dentin” cadastrados nas plataformas Medical Subject
Headings (MeSH) e Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS), conectados pelo operador
booleano “AND” e publicados nos ultimos 10 anos.

Inicialmente foram identificados 192 artigos nas bases de dados eletrdnicas, ap6s

aplicacdo de filtros restaram 93 apenas. Trinta estudos duplicados foram removidos. Em
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seguida, titulos e resumos foram analisados e 28 estudos foram lidos na integra, sendo
selecionados 21 estudos para compor esta revisdo. Os estudos incluidos avaliaram no minimo
um agente biomodificador na matriz de colageno da dentina, sendo excluidos capitulos de
livros, revisdes de literatura, bem como artigos que nédo se ajustaram a tematica abordada pela

revisdo. O fluxograma abaixo mostra detalhadamente a sele¢do dos estudos (Figura 1).

Figura 1. Diagrama de fluxo do processo de identificacdo, selecdo e inclusdo de estudos.
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3 REVISAO DE LITERATURA/DISCUSSAO
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Tabela 1. Estudos selecionados com base na metodologia.

Autor

Agente crosslinker

Metodologia

Desfecho principal

MENDES et al., 2022.

- Etanol + Proantocianidina
6,5%;

- Etanol + Carbodiimida 0,3M;
- Etanol + Glutaraldeido 5%;

- Médulo de elasticidade;

- Variacdo de massa;

- Grau de conversao in situ;
- Resisténcia de unido;

- Micropermeabilidade.

A associagdo da técnica Umida etandlica com agentes de ligagao
cruzada melhorou as propriedades mecanicas do colageno, porém nédo
demonstrou influéncia no procedimento adesivo.

LIU etal., 2021.

- Teaflavina (TF) 0,4% e 2%;
- Proantocianidina (PAC) 0,4% e
2%.

- Espectroscopia de infravermelho
transformado por Fourier;

- Variacdo de massa pos-digestao
colagenolitica;

- Espectroscopia micro-Raman;

- Microscopia eletrdnica de varredura;
-Quantificacdo de hidroxiprolina.

Ambas as substancias realizaram ligag6es cruzadas de colageno.
Contudo, TF na concentracéo de 0,4% exibiu um efeito estabilizador
do colageno significativamente melhor do que PAC, enquanto o
colageno ndo tratado foi completamente digerido.

GRE et al., 2018.

- Glutaraldeido (GA) 5%;

- PAC 6,5%;

- Riboflavina ativada por UVA
0,5%.

- Tenacidade a  fratura;
-Microscopia eletrénica de varredura.

A PAC aplicada em condigdes clinicamente relevantes foi capaz de
manter a tenacidade a fratura estavel ap6s 6 meses de
envelhecimento. Por outro lado, a incorporacéo de riboflavina ativada
por UVA e GA ndo se mostrou eficaz para melhorar a estabilidade de
unido resina-dentina.

SESEOGULLARI-
DIRIHAN et al., 2017.

- Carbodiimida (EDC) 0,3M
solubilizada em agua destilada
compHde2,4,6,7,90u 11,
- EDC solubilizada em tampéo
de acido 2-(N-morfolino)
etanossulfénico (MES) 0,1 M
com pH ajustado para 6.

- Variacdo de massa pds-digestdo
colagenolitica;

- Quantificacdo de telopeptideo
carboxiterminal do colageno tipo |
(ICTP) e telopeptideo de cross-
linking C-terminal (CTX).

Os espécimes tratados com EDC em tampdo MES apresentaram a
menor degradacdo do coldgeno, perda de massa e liberagdo de
telopeptideos. J& no meio alcalino apresentaram a maior degradacéo
de colageno.

EPASINGHE; - PAC 6,5%; - Microscopia eletrdnica de transmissdo; | A estrutura tridimensional do colageno foi mantida nos grupos
BURROW; YIU. - PAC 2%. - Difracéo de érea selecionada; tratados com PAC. O aumento da concentracéo do agente reduziu o
2017. - Microscopia Eletronica de Varredura de | tamanho e namero de espagos interfibrilares.

Emissdo de Campo.
LEE; SABATINI. - Glutaraldeido (GA) associado a | - Teste de microtracdo (UTBS); O tratamento com o Gluma Liquid Desensitizer e 0 adesivo iBond TE
2016. trés dessensibilizantes (Gluma - Variacdo de massa pds-digestdo estabilizou a interfaces adesiva dos espécimes ap6s 6 meses de

Desensitizer, Gluma
Desensitizer Power Gel e
MicroPrime G) e dois adesivos
de condicionamento e enxague
(Confort Bond & Desensitizer e
iBond TE).

colagenolitica;
- Quantificacéo de hidroxiprolina.

armazenamento. Além disso, reduziu a liberagdo de hidroxiprolina e
diminuiu a perda de massa da dentina desmineralizados.
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CHEN et al., - Glutaraldeido (GA) 5%j; - Espectroscopia micro-Raman; GA mostrou uma afinidade especifica com o colageno da dentina,
2016. - Microscopia eletrdnica de varredura e resultando na formagdo de uma superestrutura reticulada. As
transmisséo; propriedades mecanicas (modulo elastico e dureza) e a
- Ensaio de nanoindentagéo; bioestabilidade contra a degradacdo enzimatica do colageno foram
- Variagdo de massa pos-digestao significativamente melhoradas.
colagenolitica.
CADENARO - Carbodiimida (EDC) 0.5M e 1 | - Espectroscopia de raios X por dispersdo | O colageno dentindrio tratado com EDC mostrou uma temperatura de
etal., 2016. M. em energia (EDS). desnaturacdo mais alta que o controle negativo (agua destilada) em

todas as concentragcbes e tempos de imersdo testados. Uma
temperatura de desnaturacdo mais alta pode ser considerada
indicadora indireta de uma rede de coldgeno mais resistente e
altamente reticulada

TURCO et al., 2016.

- Carbodiimida (EDC) 0,5M.

- Mastigagdo simulada;
- Quantificacéo de ICTP e CTX.

As tensdes mastigatorias aplicadas na dentina desmineralizada nédo
tratada aumentaram a degradacdo do coldgeno em termos de
liberacdo de CTX, enquanto o uso de EDC pode prevenir a
degradacdo do coldgeno dentinario, independentemente da funcéo
oclusal simulada.

RYOU et al., 2016.

- Carbodiimida (EDC) 0,5M.

- Teste de indentacéo;
- Teste de flex@o de trés pontos.

O tratamento com EDC causou aumento na rigidez em amostras
totalmente desmineralizadas e em superficies de dentina
desmineralizadas condicionadas com &cido in situ.

SESEOGULLARI-
DIRIHAN et al., 2016.

- Glutaraldeido (GA) 1% e 5%;
- Extrato de semente de uva
(GSE) 1% e 5%;

-Riboflavina 0,1% e 0,5% com
luz UVA 365nm, 7mW/cmz2;

- Riboflavina-5- fosfato 0,1%
com luz UVA 370nm;

- Sumagre 10%;

- Curcumina 20 M e 200 M.

- Ensaio clinico cego randomizado;

- Andlise zimografica e zimografia in
situ;

- Quantificacdo de ICTP e CTX;

- Imunoensaio baseado em esferas
multiplex.

Os zimogramas confirmaram diminui¢do na atividade gelatinolitica.
A atividade de MMP em amostras de dentina pré-tratadas com
agentes crosslinkers diminuiu significativamente entre 21% e 70%,
enquanto a atividade de amostras controle ndo tratadas aumentou até
84%.

LEME-KRAUS et al.,
2016.

- Extrato da semente uva (GSE)
6,5%;

- Teste de flex&o de 3 pontos;

- Quantificacdo de hidroxiprolina;

- Anélises nanomecanicas estaticas e
dinamicas;

- Teste de microtragdo (UTBS);
-Micropermeabilidade na interface
adesiva.

O grupo tratado com GSE aumentou o médulo de elasticidade. A
solubilizacdo tipica de colageno por proteases enddgenas observada
no grupo controle foi significativamente reduzida pelo pré-tratamento
com GSE. Dentro de 1 min de aplicagdo de GSE, as propriedades
nanomecéanicas da matriz de dentina aumentaram significativamente.
As matrizes de dentina biomodificadas com GSE exibiram um
comportamento mais elastico quando comparadas ao tecido nativo.
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LIUet al., 2015.

- Seis espécies monoméricas,
duas espécies diméricas de
extrato de semente de uva
(GSE):

(+)- catequina (pCT),

(-)- catequina (CT),

(-) epicatequina (EC),

(-)- epigalocatequina (EGC),

(-) epicatequinagalato (ECG),
(-)- epigalocatequinagalato
(EGCG), procianidina B2;

- Uma fragéo de baixo peso
molecular (PALM) de extrato de
semente de uva comercialmente
disponivel,

- Fracdo de alto peso molecular
de extrato de semente de uva
(PAHM);

- Extrato de semente de uva
original (GSE).

- Espectroscopia de infravermelho com
transformado de Fourier (FTIR);

- Variagao de massa pos-digestao
colagenolitica;

-Teste de microtragdo (UTBS).

As espécies monoméricas ndo galoiladas, incluindo pCT, CT, EC e
EGC, falharam em aumentar a estabilidade enzimatica do colageno
de dentina. Os dois compostos monoméricos galoilados ECG e
EGCG aumentaram significativamente a resisténcia do colageno
dentinario a colagenase. O PAHM aumentou o uTBS.

SESEOGULLARI-

DIRIHAN et al., 2015.

- Glutaraldeido (GA) 1% e 5%;
- Extrato da semente de uva
(GSE) 1% e 5%;

- Sumagre (SG) 10%;

- Curcumina (CR) 20M e 200M;
- Riboflavina/UV 0,1% e 0,5%;
-Riboflavina-5- fosfato/UV
0,1%;

- Variagdo de massa pos-digestao
colagenolitica;
- Quantificacéo de ICTP e CTX.

A curcumina na concentracdo de 200 M foi capaz de reduzir a perda
de massa dos espécimes de dentina desmineralizadas e diminuir a
liberacdo de CTX.

EKAMBARAMA et - Carbodiimida (EDC)0,3 M em | - Teste de flex&o de trés pontos; EDC com acetona apresentou mais altos valores de mddulo de

al., 2015. agua; - Teste de microtragdo (UTBS); elasticidade. A taxa de intumescimento foi menor nos grupos EDC
- Carbodiimida (EDC)0,3 M | - Razdo de intumescimento; com solvente acetona e etanol do que o solvente agua. Apds a
em acetona 90%; - Variagao de massa pos-digestao colagenase, apenas o grupo EDC acetona manteve seu pTBS. O
- Carbodiimida (EDC) 0,3 M | colagenolitica. ganho demassa foi maior nos grupos com acetona e alcool.
em etanol a 90%.

LIU; DUSEVICH; - Extrato da semente da uva - Espectroscopia de infravermelho O condicionamento da dentina com &cido fosforico incorporado com

WANG. 2014. (GSE) 2%; transformado por Fourier; GSE resultou em coldgeno inerte a colagenase. A adicdo de GSE
- GSE com acido fosforico 5,10 | - Ensaio por espectrometria de massa por | tornou o acido fosforico um condicionador e estabilizador de
e 20%; dessorcdo / ionizagdo a laser assistida por | colageno, sendo a concentragdo preferencial de acido fosforico

- Glutaraldeido 2,5%;

matriz;

<20%.
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- GA com &cido fosforico 5,10 e
20%.

- Condicionamento de dentina e protecédo
de colageno pelo agente crosslinker
através de espectroscopia micro-Raman;
- Microscopia eletronica de varredura e
transmisséo (SEM e TEM).

VIDAL et al., 2014.

- Dimeros e trimeros de PAC
misturados com derivados de
acido galico.

- Teste de flex&o de trés pontos;
- Variagao de massa pos-digestao
colagenolitica.

O PAC aumentou o médulo de elasticidade e reduziu a digestéo por
colageno. Entre os seus derivados, o éster pentagalloil de glicose
apresentou melhores efeitos na elasticidade e resisténcia a digestéo.

SCHEFFEL et al.,
2014.

- Carbodiimida (EDC) 0,5M, 1M
e 2M,
- Glutaraldeido (GA) 10%.

- Teste de flex&o de trés pontos;

- Variacdo de massa pos-digestao
colagenolitica;

- Quantificacéo de hidroxiprolina;

- Atividade de MMP;

- Varredura diferencial de calorimetria
(DSC).

O EDC foi capaz de aumentar significativamente a rigidez do
colageno, sendo as concentragfes de 1M e 2M com menor atividade
de MMPs. O grupo de GA 10% obteve os maiores valores de
elasticidade.

CHIANG etal., 2013.

- Riboflavina-5-fosfato a 0,1% e
1% ativada por 1 ou 2 min por
UVA;

- Glutaraldeido (GA) 0,5% e
5%.

- Cross-linking  de colageno  por
eletroforese em gel de dodecil sulfato de
sodio-poliacrilamida;

- Avaliagdo da resisténcia de unido
(UTBS);

- Teste de Nanoinfiltraco;

- Microscopia Eletrénica de Transmissdo
(TEM).

O glutaraldeido induziu uma maior gelificacdo de coldgeno. O
glutaraldeido, 0,1% RF/2-min-UVA e 1% RF/1-minUV mostrou
maior rigidez em compara¢do com os ndo tratados. O tratamento
com RF/2-minUVA a 0,1% manteve o TBS alto ap6s os 5000
termociclos. 0,1% RF/2-minUVA mostrou a menor taxa de
nanoinfiltracdo

LIU etal., 2013.

- PAC 3,75%.

- Perda de massa apo6s a digestao
colagenolitica;

- Espectroscopia de infravermelho
transformado por Fourier.

A PAC aumentou a massa dos espécimes, principalmente em
exposices mais prolongadas.

FAWZY etal., 2012.

- Riboflavina 0,1% e UVA 1%
(Rb/UVA);

- Riboflavina 0,1% e BL 1%
(Rb/BL).

- Desafio a colagenase bacteriana;
- Teste de flexdo de 3 pontos (UTS);
- Resisténciade unido (UTBS).

Todas as espécies tratadas com riboflavina fotoativada por UVA e
luz natural aumentaram a rrigidez do coldegeno e diminuiram a
hidroxipolina depois de 24 horas, sendo a fotoativa¢éo por UVA mais
eficaz no aumento da UTS.

Fonte: do autor
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Os agentes crosslinkers podem melhorar as propriedades mecanicas das fibras de
coldgeno dentinario através de pontes de hidrogénio, interaces hidrofobicas, ligagdes idnicas
e covalentes, melhorando a resisténcia de unido resina-dentina de forma imediata e a longo
prazo, preservando contra os efeitos da degradacdo enzimatica/hirolitica (FAWZY et al., 2012;
HASS et al., 2016). Contudo, devido a grande variedade de agentes pesquisados, é necessario
sintetizd-los em relacdo as suas propriedades bioldgicas, técnicas de aplicacdo e métodos de
fotoativacdo. Tendo em vista que os estudos analisados tiveram variacdes metodoldgicas, tais
como testes mecanicos/quimicos, concentracdo dos agentes, técnica de aplicacdo e tempo de
armazenamento, comparou-se agqueles com metodologias similares com o proposito de melhor
analisar seus efeitos sobre o coldgeno dentinario.

As proantocianidinas (PACs) sao flavanoides encontrados de forma abundante no reino
vegetal. Este composto polifendlico esta presente no extrato da semente da uva (GSE),
cranberries, casca da canela, semente do cacau, cha verde e branco, sendo utilizado como
suplemento alimentar com propriedade anti-inflamatdria, antioxidante, antibacteriana e
antiviral (CASTELLAN et al., 2013; LIU; DUSEVICH; WANG, 2014). Na odontologia uma
atencdo especial tem sido dada a sua capacidade de se ligar a proteinas ricas em prolina, como
o0 coladgeno (CASTELLAN et al., 2013; EPASINGHE et al., 2017). Estudos mostraram que a
utilizacdo de PACs na dentina desmineralizada aumentou propriedades mecanicas e reduziu as
taxas de biodegradacdo (LIU et al., 2021; EPASINGHE et al., 2017; LEME-KRAUS et al.,
2016). De acordo com Liu et al. (2014), o GSE nas concentracfes de 5%, 10% e 20% tornou a
dentina desmineralizada inerte a colagenase bacteriana. Ja Leme-Kraus et al. (2016) observou
que o GSE na concentracdo de 6,5% aumentou no modulo de elasticidade da dentina. Liu et al.
(2013), Vidal et al. (2014), Epasinghe et al. (2017) e Liu et al. (2021) relataram que as PACs
aumentaram a massa dos espécimes de colageno, assim como o médulo de elasticidade. O efeito
estd provavelmente relacionado a inducdo de ligacBes cruzadas a nivel intermicrofibrilar. Estas
interacOes ocorrem principalmente através de pontes de hidrogénio entre a hidroxila (-OH) do
grupo fenolico da PA e o grupo carbonil (C=0) colageno, resultando em unido mais forte entre
as fibrilas de colageno (HASS et al., 2016). Além disso, Liu et al. (2013) e Liu et al. (2021)
observaram que o uso do PAC em concentra¢des e tempos maiores aumentavam a resisténcia
a degradacéo e formavam peliculas de crosslinker mais grossas. De fato, 0 aumento no tempo
de exposicdo permite uma melhor difusdo do agente no substrato dentinario, permitindo que
mais ligacOes cruzadas sejam estabelecidas (LIU et al., 2015). De forma distinta aos agentes
agentes crosslinkers sintético, tais como glutaraldeido e carbodiimida, a PAC apresenta baixa
citotoxicidade, sendo seu uso considerado seguro (BEDRAN-RUSSO et al., 2014).
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A riboflavina é uma vitamina (B2) utilizado na area oftalmoldgica para tratamentos de
ceratocone, sendo capaz de aumentar a resisténcia da cdrnea humana em até 3 vezes
(ARBELAEZ et al., 2009). Na odontologia, é utilizado como agente de ligacdo cruzada
fotoativado com picos de absorcdo em 270, 366 e 445 nm. A irradiacdo da riboflavina por luz
UVA libera radicais livres de oxigénios que reagem com o grupo amina presente na molécula
de colageno formando ligagdes covalente, responséavel pelos crosslinkings (SNIBSON, 2010;
SESEOGULLARI-DIRIHAN et al., 2016). Fawzy et al. (2012) e Chiang et al. (2013) por meio
dos testes de flexdo de trés pontos (UTS) e de microtracdo (UTBS), relataram que o0 uso de
riboflavina na concentracdo de 0,1% a 1% fotoativada por UV A foi capaz de aumentar a rigidez
da dentina desmineralizada e melhorou resisténcia de unido da resina a dentina. Ja no estudo de
Seseogullari-Dirihan et al. (2015) por meio da quantificagdo das proteinas ICTP e CTX,
indicativas de degradacédo do colageno, observaram que 0,1% de riboflavina irradiada por UVA
de 1-5 minutos foi capaz de reduzir a liberacdo destas proteinas depois de 14 dias de
armazenamento. De acordo Seseogullari-Dirihan et al. (2016), a riboflavina/lUVA nas
concentracdes de 0,1 e 0,5% inativaram 46% e 52% de MMPs, respectivamente. Além disso,
Fawzy et al. (2012) ao compararem a fonte de ativacéo da riboflavina, raios ultravioletas (UVA)
ou luz visivel (400 a 500nm), observaram gue em uma concentracao de 1%, a fotoativacao por
UVA se mostrou mais eficaz quando comparada a luz visivel. Contudo, a aplicabilidade deve
ser considerada, pois a luz visivel é uma alternativa com maior custo-beneficio (FAWZY et al.,
2012; HEISKANEN; HAMBLIN, 2018).

Os polifendis derivados da curcumina (Curcuma longa) e sumagre (Rhus coriaria) sao
utilizados na medicina aos seus efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes e anti-carcinogénicos
(HEWLINGS; KALMAN, 2017; GUMUS et al., 2018). Os polifendis presentes nessas plantas
sdo capazes de formar crosslinkings através de pontes de hidrogénio com o colageno
(SESEOGULLARI-DIRIHAN et al., 2015). Seseogullari-dirihan et al. (2015) e Seseogullari-
Dirihan et al. (2016) observaram que a curcumina na concentracéo de 20 M e sumagre a 10%
inibiram a atividade da catepsina K. Alem disso, os agentes crosslinkers evitaram a perda de
massa dos espécimes de colageno dentinario quando comparado ao grupo controle.

Apenas um dos artigos desta revisdo incluia a teaflavina (TF), uma substancia derivada
do ché preto, como agente de ligacédo cruzada de colageno. Liu et al. (2021) mostrou que a TF
na concentracao de 0,4% e 2% preservou a matriz de coladgeno contra a degradacéo enzimatica
em um tempo clinicamente relevante (30 segundos). Ainda, na concentracdo de 0,4% exibiu
um efeito estabilizador de colageno significativamente melhor que a PAC. De fato, a TF é uma

molécula de tamanho menor e com mais fécil difuséo entre a malha dentinaria, o que explicaria
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os resultados. Além disso, sabe-se que esta concentracdo de PAC ndo é suficiente para
desempenhar sua melhor eficacia, sendo a concentracdo ideal a 6,5%. A estrutura da TF
apresenta grupos hidroxifenol e gal6ilo, o que favorece a formacéo de ligacGes covalentes com
0 colageno dentinario. Apesar dos bons resultados apresentados, a TF € um agente recentemente
descoberto, sendo necessarios estudos futuros para ratificar sua eficacia e melhor compreender
seu mecanismo de acéo.

O glutaraldeido (GA), um agente crosslinker sintético, possui em sua estrutura cinco
carbonos alifaticos com um aldeido em cada extremidade da cadeia, o que permite a ligacéo
quimica com aminoéacidos lisina e hidroxilisina do colageno, formando liga¢des cruzadas do
tipo covalente (SCHEFFEL et al., 2014). Tais propriedades explicam os resultados dos estudos
de Chiang et al. (2013), Seseogullari-dirihan et al. (2015) e Seseogullari-dirihan et al. (2016)
que avaliaram o efeito das concentracdes de 1% e 5% de glutraraldeido no colageno dentinério.
Chiang et al. (2013) por meio do teste de uTBS mostrou uma rede de coladgeno densa e fechada
na interface adesiva, enquanto Seseogullari-dirihan et al. (2015) observaram a reducéo de
marcadores da degradacdo do colageno, como ICTP e HYP depois de 14 dias de
armazenamento. Por outro lado, Gré et al. (2018) observaram que o tratamento com GA a 5%
ndo aumentou significativamente a rigidez do colageno quando comparado ao grupo controle
apoOs armazenamento por 6 meses. De fato, 0 GA forma ligagcdes cruzadas de forma imediata
na superficie do tecido, formando 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 (HASS et al., 2016). A maior desvantagem do GA ¢ sua alta
citotoxicidade ocasionada por grupamentos ndo ligados ou degradados, sendo 100 vezes mais
toxico que as proantocianidina (HAN et al., 2003).

A 1-ethyl-3-(3-dimethylamino-propyl) carbodiimida (EDC) é um agente crosslinker
sintético assim como o glutaraldeido, porém com menor citotoxicidade (LIU et al., 2014). A
EDC é um isémero de cianamida estavel capaz de realizar ligacGes covalentes entre grupos
carboxila (-COOH) e amina primaria (—-NH2) de proteinas das fibras colagenas. Além disso,
esta substdncia € capaz de inativar proteases dentinarias endogenas ligadas a matriz
(SCHEFFEL et al., 2014). Turco et al. (2016), Ryou et al. (2016) e Cadenaro et al. (2016)
avaliaram o EDC numa concentragdo de 0,5M. Ryou et al. (2016) observaram um aumento na
rigidez do colageno tratado com EDC atraves de teste de flexdo de trés pontos, enquanto
Scheffel et al., (2014) mostrou um aumento da resisténcia de unido do adesivo a dentina ap6s
0 pré-tratamento dentindrio com a mesma substancia. Turco et al. (2016), por meio da

quantificacdo de marcadores ICTP e CTX, observaram uma reducao da degradacéo enzimatica.
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Ja Cadenaro et al. (2016), através da espectroscopia de raios X por dispersdo em energia,
observaram um aumento na temperatura de deshaturagdo do colageno dentinario apds a
aplicacdo do agente. Estes efeitos se devem as ligacbes covalentes interfibrilares promovidas
pelo EDC.

4 CONCLUSAO

Os agentes de ligacdo cruzadadas melhoram as propriedades mecanicas e bioquimicas
do colageno dentinario. Observou-se grande variedade metodologica entre os artigos incluidos
nessa revisdo, o que dificulta a comparacdo entre eles. No entanto, numa visdo geral, a
proantocianidina, pelos bons resultados exibidos em testes resisténcia adesiva e pela auséncia
de citotoxicidade, apresenta melhor potencial para uso clinico. No entanto, ainda ha necessidade

de mais pesquisas sobre essas substancias.
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