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PREFACIO

Esta tese sera apresentada na forma de quatro artigos intitulados:

Artigo 1 - “Atividade inibitéria de cimentos de ionémero de vidro sobre bactérias
cariogénicas” - Parte deste trabalho estd publicada em: Duque, C.; Negrini, T.C,;
Hebling, J.; Spolidorio, D.M.P. Inhibitory activity of glass-ionomer cements on

cariogenic bacteria. Oper. Dent., Seattle, v.30, n.5, p.636-640, Sept./Oct., 2005.

Artigo 2 - “Dentinogénese reacional apés aplicacdo de materiais forradores e
moléculas bioativas da matriz dentinaria em cavidades profundas preparadas em
dentes de macacos” - Aceito para publicagdo no dia 04.10.2005 pelo Journal of Oral

Rehabilitation.

Artigo 3 - “Avaliacao clinica e microbioldgica de lesdes profundas em dentina antes
e apds remocao incompleta da carie dentaria” - Sera submetido para publicagdo no

Caries Research.

Artigo 4 - “Polimorfismo genético de cepas de Streptococcus mutans associadas a
remocdo incompleta da carie dentaria” - Sera submetido para publicagdo no Oral

Microbiology and Immunology.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Amplicons - produto resultante de amplificagao por PCR

AP-PCR - Arbitrary Primed Polymerase Chain Reaction (reagao em cadeia da polimerase
com primers arbitrérios).

ATCC - American Type Culture Collection

BHI - Brain Heart Infusion (Infusao de cérebro e coracao)

BMP - Bone morphogenetic protein (proteina 6ssea morfogenética)

CIV - cimento de ionémero de vidro

CIVMR - cimento de iondmero de vidro modificado por resina

DNA - acido desoxiribonucleico

DNA ladder - padrado de peso molecular

dNTP - Trifosfatos de desoxirribonucleotideos

EDR - Espessura de dentina remanescente

EDRa - Espessura de dentina reacional

EDTA - Acido etileno diamino tetra-acético

ESDP - EDTA soluble dentin proteins (proteinas dentindrias solaveis em EDTA)
GtfB - glicosiltransferase B

H/E - Hematoxilina e eosina

HCI - acido cloridrico

HEMA - 2 - hidroxi-etil-metacrilato

HF - 4cido fluoridrico

IAL - Instituto Adolfo Lutz

KCI - cloreto de potassio

Log - logaritmo

mg - miligramas

MgCl, - cloreto de magnésio

MLEE - multilocus enzime eletrophoresis (eletroforese da enzima multilocus)

mm - milimetro
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mM - milimolar

mW /cm? - Milliwatts por centimetro quadrado

°C - Grau Celsius

p - nivel de significancia estatistica

pb - pares de bases

PCR - Polymerase Chain Reaction (reagdo em cadeia da polimerase)

pH - potencial hidrogenidnico

p-p-m - partes por milhao

Primers - oligonucleotideo que inicia uma reacdo de polimerizagdo a partir de sua
hibridizagdo com a cadeia molde a qual é complementar.

r.p.m. - rotagdes por minuto

SB-20 - Agar Sacarose Bacitracina

SM - estreptococcus grupo mutans

Ssm - Simple Matching (coeficiente de similaridade)

Taq DNA polymerase - enzima DNA polimerase de Termophilus aquaticus.
TBE - tampao tris-borato-EDTA

TE - tampao tris-HCl e EDTA

TGEF-B - Tranforming growth factor -  (fator transformador de crescimento- [3)
U - Unidades

UFC - Unidades formadoras de colonia

UPGMA - Alogaritmo de agrupamento (unweighet pair-group method with mathematic
average)

V - volts

Ug - micrograma

ul - microlitro

um - micrometro

uM - micromolar

% - porcentagem

ng - nanogram



Cristiane Dugque Introdugdio

INTRODUCAO

A manutencdo da vitalidade do tecido pulpar é fundamental para a vida
funcional do dente, devendo ser considerada prioridade na escolha das estratégias de
tratamento odontolégico. Tal importancia é explicada pelo fato de que as células
pulpares, além de manterem a homeostase tecidual apds o desenvolvimento dentario,
também controlam as rea¢des de defesa em resposta a uma injtria tecidual e os eventos
de reparo que levam a regeneracdo dentindria (SMITH%). Além disso, a presenca do
fluido que percorre os tubulos dentindrios é fundamental para a manutencao da
sensibilidade (BRANNSTROM e ASTROM?) e propriedades mecéanicas da dentina

(MARSHALL et al. 34).

Em condi¢des normais, o tecido pulpar apresenta-se protegido de agressdes
externas pelo seu isolamento anatomico (BAMMANN e ESTRELA?2). Entretanto,
sempre que a dentina é exposta por perda de esmalte ou cemento, a polpa é colocada
em risco devido a alta permeabilidade desse tecido, conferida pela presenca dos
tabulos dentindrios (PASHLEY et al.#?). Essa permeabilidade aumenta com a
proximidade do tecido pulpar, devido ao maior didmetro e densidade tubular,
facilitando a difusdo de residuos metabdlicos, enzimas e toxinas bacterianas,
provenientes do processo carioso (BERGENHOLTZ*) e de componentes toéxicos
liberados pelos materiais restauradores (COSTA et al.10).

Para evitar irritacdo ou até danos irreversiveis ao tecido pulpar, causados pela
difusdo desses agentes toxicos, materiais denominados protetores pulpares sao
indicados para forramento de cavidades profundas, com reduzida espessura de
dentina remanescente (menos de 0,5 mm) (HILTON2). Esses materiais devem ser

biocompativeis quando aplicados em dentina, sendo capazes de permitir e/ou
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estimular a reparacdo tecidual (COSTA et al.l9), além de promoverem um bom
selamento da interface dente-restauracdo, diminuindo a possibilidade de

microinfiltracdo bacteriana (BRANNSTROM e VOJINOVICS).

Dentre os materiais protetores pulpares, o cimento de hidréxido de célcio é o
mais utilizado, apesar de seu mecanismo de acgdo ainda ndo ser completamente
elucidado (NIRSCHL e AVERY#); SCHRODER#). Alguns autores sugeriram que a agao
antibacteriana desse cimento, associada a sua alcalinidade, poderia impedir a
progressao do processo carioso (FISHER'e; TRONSTAD e BIRKELAND?). Entretanto
estudos in vitro tém apresentado resultados contraditérios em relagdo a atividade
antibacteriana desses cimentos, os quais vao desde nenhum ou minimo efeito
(ESTRELA et al.’3; McCOMB e ERICSON3) até a inibicdo marcante de algumas
bactérias bucais (BARKHORDAR e KEMPLER3; FORSTEN e SODERLING!S). Além
disso, o cimento de hidréxido de calcio apresenta algumas propriedades desfavoraveis,
como alta solubilidade, baixa resisténcia a compressdo e auséncia de adesdo ao
substrato dentinario (COX e SUZUKI'; FREEDMAN et al.?9).

Atualmente, o cimento de iondmero de vidro esta sendo indicado para protecdo
pulpar indireta em virtude de sua capacidade de adesdo a estrutura dentindria,
coeficiente de expansdo térmica e modulo de elasticidade apropriados, além da
liberagao de fltor e biocompatibilidade quando aplicado sobre a dentina (MOUNT 37,
MITRAS36; COSTA et al.%). A atividade antibacteriana do cimento de iondomero de vidro
também foi demonstrada em alguns estudos in vitro (McCOMB e ERICSSONS33;

LOYOLA-RODRIGUEZ et al.3!; MEIERS e MILLER3%;, HERRERA et al.22, DUQUE et

al.12).
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A busca por materiais biolégicos, que possam induzir o reparo tecidual sem
provocar irritacdo pulpar, vem estimulando o emprego de moléculas bioativas
denominadas fatores de crescimento, TGF-B (transforming growth factor-f), presentes
na matriz dentindria, as quais podem estar envolvidas na regulacdo da formacado
dentéria, bem como na cura e regeneragao tecidual (HU et al.2#). A superfamilia TGF-f
compreende um grupo de subfamilias de fatores tais como TGF-f (isoformas TGFf1, -
B2, -B3 e -p5) e BMP - bone morphogenetic protein (isoformas BMP-2, BMP-3, BMP- 4,
BMP- 5, BMP - 6, BMP- 7 e BMP- 8) (NAKASHIMA et al.38). Em dentina profunda,
esses fatores de crescimento poderiam se difundir por meio dos ttbulos dentinérios e
estimular células odontoblésticas a sintetizarem matriz de dentina reacional (SLOAN e
SMITH#7; SMITH et al.?%). Diversos estudos “in vivo” tém demonstrado os efeitos de
extratos de matriz dentinaria, contendo essas moléculas bioativas, sobre a inducao da
dentinogénese reacional (RUTHERFORD et al.#4; SMITH et al.50; SMITH et al.?).

Uma importante propriedade do material protetor pulpar é apresentar atividade
antibacteriana, principalmente quando utilizado sobre a dentina contaminada em
dentes com indicagado de tratamento pulpar indireto. Esse procedimento visa a remocao
parcial da carie, com o intuito de evitar a exposicdo do tecido pulpar, em dentes com
lesdo de cérie profunda e auséncia de patologias pulpares/periapicais irreversiveis
(AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRIC DENTISTRY?).

Para o tratamento pulpar indireto, é preconizada a reabertura do dente, alguns
meses ap6s o procedimento, para remogao da dentina cariada remanescente, devido a
possibilidade de desenvolvimento de infecgdo pulpar, pela presenca de bactérias
residuais (BJORNDAL et al.?). Alguns autores, contudo, tém sugerido a realizagdo do

tratamento em uma tnica sessdo, pois relataram alta prevaléncia de sucesso clinico e
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radiografico (FITZGERALD e HEYS!'7;, FAROOQ et al.’5; FALSTER et al.l4), além de
reducdo significante no namero de colénias bacterianas presentes na dentina residual
(LEUNG et al2’, BJORNDAL e LARSEN5 MALTZ et al3?), apdés meses de
acompanhamento do tratamento. Segundo MALTZ et al32, os resultados
microbiolégicos indicaram que a remocédo superficial da cérie, o forramento com um
material antibacteriano e o selamento da cavidade reduziram o metabolismo e o
crescimento bacteriano, desacelerando a progressdo da lesdo e favorecendo a resposta
do complexo dentino-pulpar.

Estreptococos do grupo mutans e lactobacilos sdo microrganismos oportunistas
que habitam comumente a cavidade bucal e expressam sua patogenicidade em
condigdes ambientais favoraveis. Sdo encontrados freqiientemente na dentina cariada
(LOESCHE e SYED?), podendo ser facilmente detectados por meio de métodos
microbiolégicos. Com base nas diferencas bioquimicas, antigénicas e genéticas, os
estreptococos grupo mutans foram divididos em espécies, entre as quais, Streptococcus
mutans (sorotipos c,e, f) e Streptococcus sobrinus (sorotipos d, g) podem ser encontradas
em humanos (HAMADA e SLADE?). A distincdo entre essas espécies pode ser
importante, pois tais microrganismos apresentam diferencas durante a colonizacdo
inicial e em seus mecanismos de viruléncia (GIBBONS et al.20); LOESCHE?).

Para a identificacdo de espécies bacterianas bucais, sdo rotineiramente utilizados
testes bioquimicos. Entretanto, apesar das propriedades fenotipicas microbianas
parecerem estaveis, tais testes dificilmente sdo satisfatérios para identificar todos os
isolados bacterianos (LIEBANA et al.). Atualmente, com o avanco da Biologia
Molecular, técnicas como PCR (reacdo em cadeia da polimerase) podem identificar e
caracterizar cepas isoladas de microrganismos, com maior sensibilidade que as técnicas

de cultura convencionais (IGARASHI et al.?>).
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TOI et al52 determinaram a prevaléncia de estreptococcus grupo mutans e
lactobacilos, antes e imediatamente apds a remocdo parcial da dentina cariada e
verificaram reducdo no nimero de coldnias bacterianas apds tal procedimento. Esses
autores utilizaram a técnica de PCR para identificar cepas de Streptococcus mutans na
dentina remanescente, além de verificar diversidade genética entre essas cepas
utilizando o método do AP-PCR (reacdo em cadeia da polimerase com primers
arbitrarios). Outros estudos, utilizando o mesmo método de identificacdo,
determinaram diferentes padrdes genotipicos de S. mutans ou de S. sobrinus isolados de
amostras de saliva ou biofilme dentdrio (SAARELA et al.*5; NASCIMENTO et al.39;
SPOLIDORIO et al.#8). A distribuicdo e persisténcia de Streptococcus mutans em
diferentes sitios dentarios na mesma cavidade bucal foram verificadas por REDMO-
EMANUELSSON et al.#

Em procedimentos de remocdo parcial de carie, estudos tém demonstrado a
sobrevivéncia de estreptococos bucais, mesmo apds meses ou anos da remocao parcial
da carie e selamento dentario (BJORNDAL et al.6; KREULEN et al.26; WEEIRHEIJM et
al.54, BJORNDAL e LARSEN?), sugerindo a existéncia de cepas resistentes ao
tratamento. PADDICK et al.#! detectaram distintas linhagens de Streptococcus oralis e
Actinomyces naeslundii, ap6s cinco meses da remogao parcial da carie dentdria, embora
com reduzida diversidade genotipica/fenotipica em comparacao as linhagens isoladas
anteriormente ao tratamento. Embora a resisténcia de cepas de Streptococcus mutans
também tenha sido demonstrada apés procedimentos de remocdo parcial de carie
dentéria (TOI et al.52), na literatura ainda ndo foram verificados estudos em que a
analise genética dessas cepas tenha sido realizada, apds meses do tratamento pulpar

indireto.
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PROPOSICAO GERAL

Avaliar, por meio de varios experimentos, a compatibilidade biolégica e

atividade antibacteriana de materiais forradores cavitarios.

PROPOSICOES ESPECIFICAS

Artigo 1 - Avaliar comparativamente a atividade inibitéria de dois cimentos de
iondmero de vidro convencionais recomendados para o tratamento restaurador
atraumatico e dois CIVMR utilizados como forradores cavitdrios sobre algumas
bactérias cariogénicas.

Artigo 2 - Investigar os efeitos da aplicagio de um extrato de proteinas
dentinarias solaveis em EDTA (ESDP), um cimento de iondmero de vidro modificado
por resina e um cimento de hidréxido de célcio como agentes forradores em cavidades
dentindrias profundas, considerando a deposicdo estimulada de dentina reacional.

Artigo 3 - Avaliar a efetividade clinica e microbioldgica do tratamento pulpar
indireto utilizando dois cimentos de iondmero de vidro modificados por resina e um
cimento de hidroxido de célcio, apos trés meses de tratamento, além de identificar as
especies Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus presentes nas amostras de
dentina cariada antes e apds o tratamento, por meio de PCR.

Artigo 4 - Determinar o polimorfismo genético de cepas de Streptococcus mutans

isoladas de lesdes de carie antes e apos trés meses de sua remogao parcial.



Artigo 1

Atividade inibitéria de cimentos de
ionomero de vidro sobre bactérias

cariogénicas
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a atividade inibitéria dos cimentos de
ionomero de vidro: Vitrebond (BM ESPE), Ketac Molar (3M ESPE), Fuji IX (GC
América) e Fuji Lining LC (GC America) sobre S. mutans, S. sobrinus, L. acidophilus e A.
viscosus utilizando o teste de difusdao em &gar. Os indculos foram obtidos por meio da
semeadura das cepas bacterianas padrdo em caldo BHI e incubagdo a 37° C por 24
horas. Em placas de Petri foram preparadas camadas base contendo 15 ml de BHI agar
acrescido de 300 pl da suspensdo bacteriana selecionada. Seis pocos medindo 4 mm de
didmetro foram confeccionados em cada placa e completamente preenchidos com um
dos materiais teste. Para os cimentos Fuji Lining LC e Vitrebond, os testes foram
realizados sob duas condi¢bes: com e sem fotoativacio no meio de cultura. Uma
solucdo de digluconato de clorexidina a 0,2% foi utilizada como grupo controle. Os
experimentos foram repetidos doze vezes para cada material, cepa bacteriana e
condicdo de fotoativacdo. Apods a incubacdo das placas a 37° C, por 24 horas, os halos
de inibicdo formados ao redor dos pogos foram medidos. Este estudo confirmou
significante atividade antibacteriana para dois cimentos de iondémero de vidro
convencionais e dois cimentos de ionémero de vidro modificados por resina.
Vitrebond apresentou a melhor atividade antibacteriana contra S. mutans e S. sobrinus,
independente da condigdo de fotoativacdo. Entretanto, a atividade inibitéria contra A.
viscosus do Vitrebond foi similar a clorexidina 0,2% e a fotoativacdo reduziu sua

atividade contra L. acidophilus.
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Relevancia clinica
Este estudo demonstrou que os cimentos de iondmero de vidro, especialmente o
Vitrebond, independente da sua condicdo de fotoativacdo, apresentou um efeito

inibitério marcante sobre as bactérias cariogénicas.

Introducao

Eventos indesejaveis, tais como carie secundaria (Bergenholtz et al., 1982;
Brannstrom, 1984) e injaria pulpar (DeSchepper, White & von der Lehr, 1989a), sao
freqlientemente associados a presenca de bactérias residuais apds a remogdo da
dentina cariada e/ou ao ingresso de novos microrganismos na interface dente-
restauracdo, por microinfiltragdo. O uso de materiais restauradores, especialmente
aqueles aplicados em contato direto com o substrato dentindrio contaminado, que
possuam atividade antibacteriana pode dificultar a entrada de novas bactérias através
da interface dente-restauragdo, além de prevenir que microrganismos remanescentes
continuem suas atividades metabélicas.

A remocdo incompleta da carie dentaria é preconizada nas técnicas de tratamento
pulpar indireto e tratamento restaurador atraumatico. Nesses procedimentos, os
cimentos de iondmero de vidro sdo utilizados em contato direto com o tecido cariado
remanescente para promover sua remineralizacdo e reduzir a viabilidade das bactérias
residuais (Botelho, 2003), prevenindo conseqiientemente a ocorréncia de lesdes de carie
secundaria (Donly & Ingram, 1997). Além da atividade antibacteriana, esses materiais
devem também apresentar biocompatibilidade quando aplicados sobre o complexo
dentino-pulpar (Costa et al., 2003a).

Os cimentos de ionomero de vidro sdo capazes de inibir in vitro o crescimento de

algumas espécies de bactérias bucais (DeSchepper et al., 1989a,b; Scherer, Lippman &
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Kaim, 1989; Loyola-Rodriguez et al., 1994; Meiers & Miller, 1996; Herrera et al., 2000)
devido ao seu baixo pH inicial e/ou capacidade de liberacdo de fldor (McComb &
Ericson, 1987; DeSchepper et al, 1989a). O mesmo efeito inibitério tem sido
demonstrado por uma nova geragdo desses materiais conhecida como cimentos de
iondmero de vidro modificados por resina (CIVMR). Esses cimentos apresentam
melhores propriedades mecénicas devido a incorporacdo de monomeros resinosos
hidrofilicos, principalmente 2-hidroxietildimetacrilato (HEMA), além da superior
adesdo a estrutura dentinaria (Mathis & Ferrance, 1989), sem perder os beneficios dos
cimentos de iondmero de vidro convencionais, como a liberacao de fltor (Meiers &
Miller, 1996; Friedl et al., 1997; Herrera et al.,, 2000). Além disso, alguns autores
sugerem que os CIVMR apresentam melhores propriedades antibacterianas quando
comparados aos convencionais (Meiers & Miller, 1996, Herrera et al., 2000).

Dessa forma, o objetivo deste estudo in vitro foi avaliar comparativamente a
atividade antibacteriana de dois cimentos de iondémero de vidro convencionais
recomendados para o tratamento restaurador atraumatico e dois CIVMR utilizados

como forradores cavitdrios contra as seguintes bactérias cariogénicas: Streptoccocus

mutans, Streptoccocus sobrinus, Lactobacillus acidophilus e Actinomyces viscosus.

Materiais e Métodos

Os materiais utilizados neste estudo estdo apresentados na Tabela 1. A atividade
antibacteriana de cada material foi avaliada para as seguintes bactérias: Streptoccocus
mutans (ATCC # 25175), Streptoccocus sobrinus (ATCC # 27607), Lactobacillus acidophilus
(ATCC # IAL-523) e Actinomyces viscosus (T14V # IAL.5) utilizando o teste de difusdo
em agar. Cepas bacterianas indicadoras foram semeadas em caldo BHI (Brain Heart

Infusion - BHI™, Difco Laboratories, Detroit, MI), por 48 h, a 37° C, de acordo com as
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caracteristicas fisioldgicas de cada microrganismo. As bactérias resultantes foram
novamente semeadas em 5 ml de caldo BHI, por 24 horas, a 37° C, para obtencdo de
uma suspensdo, denominada inéculo (turbidez 0.5 da escala MacFarland --
aproximadamente 1,5x108 UFC por ml de meio de cultura).

Em cada placa de Petri esterilizada, foi preparada uma camada-base contendo 15
ml do meio de cultura BHI 4gar, acrescido de 300 ul de cada indéculo. Apds a
solidificagdo do meio de cultura, seis pocos, medindo 4 mm de didmetro, foram
confeccionados em pontos eqiiidistantes de cada placa, com o auxilio de canudos
plasticos previamente desinfetados em 4&lcool 70% por 24 horas. Os pogos foram
completamente preenchidos com um dos materiais-teste (Tabela 1), utilizando uma
seringa Centrix (DFL Industria e Comércio Ltda, Rio de Janeiro, Brasil). Para cada
material e cepa bacteriana foram confeccionados doze pogos (6 por placa). Todos os
materiais foram manipulados, sob condi¢des assépticas, de acordo com as instrugdes
do fabricante. Para os cimentos Vitrebond e Fuji Lining LC, os testes foram realizados
sob duas condig¢Ges: com e sem fotoativacdo do cimento no meio de cultura, totalizando
24 pocos para cada material e cepa bacteriana (12 pogos para cada condigdao). A
fotoativagao foi realizada por 30 segundos, utilizando um aparelho fotopolimerizador
(Optilux 500, Demetron Research Co, Danbury, CT, EUA - 450mW/cm?). Como
controle positivo, um microlitro de digluconato de clorexidina a 0,2% na forma aquosa
foi aplicado em discos de papel (n=12), também apresentando 4 mm de didmetro.

As placas foram mantidas em temperatura ambiente por 2 horas, para pré-
difusdo dos materiais e depois incubadas a 37° C, por 24 horas. Os halos de inibigao
foram medidos em milimetros, utilizando um paquimetro digital (Mitutoyo, SP,
Brasil). Todas as medidas foram determinadas a partir de dois pontos opostos

localizados nos limites mais externos do halo de inibi¢do formado ao redor de cada
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poco, incluindo a medida do diametro do pogo. Essas medidas foram repetidas trés
vezes e obteve-se a média para cada poco/disco. Os resultados foram submetidos aos
testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis para comparar os halos de inibicao obtidos
pelos materiais contra as bactérias avaliadas. Testes complementares de Mann-Whitney
(Testes de Wilcoxon rank-sum) foram realizados para identificar as diferencas entre os
pares de materiais. Todos os testes estatisticos foram conduzidos a um nivel de

significancia de 5%.

Resultados

A Tabela 2 e a Figura 1 mostram as médias e os desvios-padrao dos halos de
inibicdo obtidos para cada material, de acordo com a cepa bacteriana. Todos os
cimentos de ionomero de vidro formaram halos de difusdo que ndo foram
considerados como representativos da atividade antibacteriana. Essa atividade foi
considerada somente quando um verdadeiro halo de inibicdo estava presente,
associado ou ndo ao halo de difusdo. Dentre os materiais avaliados neste estudo,
Vitrebond apresentou os melhores efeitos inibitérios, exceto para A. viscosus, quando
obteve resultados estatisticamente similares aos da clorexidina (grupo controle). Fuji
Lining LC apresentou seus maiores halos de inibi¢do contra S. mutans e L. acidophilus,
que foram similares aos obtidos para Clorexidina e Ketac Molar. Entretanto, a
fotoativagdo reduziu sua atividade inibitéria deste material sobre S. sobrinus e L.
acidophilus. O mesmo ocorreu com o Vitrebond somente para L. acidophilus. Entre os
cimentos convencionais, Ketac Molar apresentou os maiores halos de inibicdo, exceto

para S. sobrinus, quando seus resultados foram estatisticamente similares ao do Fuji IX.
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Discussao

O teste de difusdo em 4gar é um método aceito para diferenciar inicialmente a
atividade antibacteriana dos materiais, entretanto apresenta algumas limitagdes. Uma
delas é a impossibilidade de determinar se o resultado obtido para um material
especifico refletiu seu efeito bactericida ou somente bacteriostatico. Além disso, é
extremamente dificil comparar dados de inibi¢do bacteriana obtidos em diferentes
estudos utilizando essa técnica, mesmo quando se trata do mesmo material, por causa
das variaveis envolvidas (Tobias, Browne & Wilson, 1985), como o tipo de meio de
cultura e o nimero de microrganismos inoculados.

Os resultados deste estudo indicaram que todos os cimentos de iondmero de
vidro avaliados apresentaram atividade antibacteriana, inibindo o crescimento das
bactérias cariogénicas selecionadas. Essa propriedade antimicrobiana tem sido
relacionada ao baixo pH inicial, liberagdo de fltor ou a outros componentes quimicos
encontrados no pé dos cimentos de iondmero de vidro (DeSchepper, Trasher &
Thurmond, 1989b; Scherer et al., 1989; Loyola-Rodriguez et al., 1994).

Além de facilitar a remineralizacdo dos tecidos dentérios durante os processos
ciclicos de desmineralizacdo e remineralizagdo, o fldor atua sobre microrganismos
cariogénicos, alterando seu estado fisioldgico. Os trés principais mecanismos de
inibicdo do crescimento bacteriano pelo fltor sao: a adesdo direta de F-/HF a enzimas e
outras proteinas bacterianas, a formagdo de complexos fltior-metal e a acdo como um
carreador de prétons transmembrana (Marquis, Clock & Mota-Meira, 2003). Altas
concentracdes de flaor, variando de 0,16 a 0,3 mol/l podem inibir o crescimento
bacteriano (Bowden, 1990).

A liberacdo de fltor pelos CIVMR é maior que a dos cimentos convencionais

como Ketac Molar e Fuji IX (Vermeersch, Leloup & Vreven, 2001). Esse achado poderia
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ser justificado pelo fato da proporgao pé-liquido afetar o padrao de liberacdo de flior
(Forsten, 1995). Uma menor proporcao po-liquido aumenta a solubilidade e a liberagdo
desse ion. Neste estudo, Vitrebond e Fuji Lining LC foram manipulados em uma
relagdo po-liquido de 1,4/1,0 por peso, enquanto que para Ketac Molar e Fuji IX foram
3,6/1,0 e 3,5/1,0, respectivamente. A maior proporcdo poé-liquido melhora as
propriedades mecanicas dos cimentos de ionémero de vidro convencionais para sua
indicacdo em restaurag¢des dentérias, entretanto dificulta a liberagdo de fltor.

Neste estudo, o cimento de iondmero de vidro modificado por resina, Vitrebond,
obteve os maiores halos de inibigdo contra S. mutans e S. sobrinus, independente de sua
condicdo de ativacdo. Outros estudos também tém demonstrado excelente atividade
antibacteriana para o Vitrebond (DeSchepper et al., 1989a; Loyola-Rodriguez et al.,
1994; Donly & Ingram, 1997; Herrera et al., 2000). Kozai et al. (2000) verificaram uma
grande associagdo entre a liberagdo de fltor (em torno de 6,93mg/1 no primeiro dia) e a
atividade antibacteriana do Vitrebond. Em estudo de Loyola-Rodriguez et al. (1994), o
CIVMR Fuji Lining LC apresentou menor liberacdo de fldor quando comparado ao
Vitrebond, o que poderia justificar sua menor atividade inibitéria contra as bactérias
cariogénicas avaliadas.

Uma diferenca marcante entre os cimentos de iondmero de vidro convencionais e
os modificados por resina estd associada a adicdo de monoémeros hidrofilicos ao
liquido dos CIVMR. Como esses mondmeros sdo convencionalmente metacrilatos
hidroxietil soltiveis em agua (HEMA), muitos autores atribuem a melhor atividade
antibacteriana observada pelo Vitrebond a presenca desse componente (Coogan &
Creaven, 1993; Benderli et al., 1997). De fato, além do fltor, os CIVMR liberam outros
componentes, inclusive o HEMA (Geursten, Spahl & Leyhausen, 1998). Entretanto, foi

demonstrado que HEMA ndo apresenta efeito inibitério sobre bactérias cariogénicas
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como S. mutans, S. sobrinus e L. acidophilus (Schmalz, Ergucu & Hiller, 2004).

Outros componentes quimicos, como o sulfato de zinco, podem melhorar a
atividade antibacteriana dos cimentos de iondmero de vidro. A adi¢do de ZnSOs aos
produtos ionoméricos aumenta significantemente a inibicdo do crescimento de S.
mutans e a liberacdo de fldor sem interferir nas propriedades mecanicas desses
materiais (Osinaga et al., 2003). O zinco é um dos componentes presentes nas particulas
de vidro do Vitrebond, o qual poderia contribuir para aumentar sua atividade
antibacteriana.

Quando Vitrebond é fotoativado, uma reacao exotérmica é gerada, aumentando a
temperatura em torno de 20° C (Bourke, Walls & McCabe, 1992). Embora essa alteragao
na temperatura seja significante, parece nao influenciar a atividade antibacteriana
desse cimento, desde que efeitos inibitérios similares sobre o crescimento bacteriano
tém sido demonstrados para sua condigdo quimica de ativacdo (Coogan & Creaven,
1993). Neste estudo, a condicdo de ativagao ndo influenciou a atividade inibitéria do
Vitrebond, exceto para L. acidophilus. A interferéncia da fotoativacdo foi mais
expressiva para o Fuji Lining LC, que teve sua atividade inibitéria reduzida contra L.
acidophilus e S. sobrinus.

A atividade antibacteriana do Vitrebond poderia também estar associada a
presenca de altos niveis de agentes téxicos em sua composicdo (Coogan & Creaven,
1993). Quando avaliado sobre cultura de células, os CIVMR mostraram efeitos
citotéxicos acentuados comparaveis aqueles obtidos para materiais restauradores
resinosos (Costa et al., 2003b). Entretanto, quando aplicado em cavidades profundas
confeccionadas em dentes humanos, o Vitrebond foi compardvel ao cimento de
hidréxido de cédlcio, quanto a compatibilidade biolégica (Costa et al., 2003a).

Ketac Molar e Fuji IX exibiram moderada atividade antibacteriana, similar ao Fuji
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Lining LC, entretanto demonstraram menor capacidade inibitéria que o Vitrebond e a
Clorexidina 0,2%. Boeckh et al. (2002) avaliaram os efeitos de alguns materiais sobre o
crescimento de S. mutans em testes com culturas liquidas e observaram que o Ketac
Molar apresentou significante efeito de inibicdo do crescimento quando foi comparado
com os outros materiais. Neste estudo, exceto para S. sobrinus, Ketac Molar apresentou
melhor atividade antibacteriana que o Fuji IX. Em relagdo a esse altimo material, em
estudo de Botelho (2003), nenhuma atividade inibitéria mensuravel foi observada
contra S. mutans e L. acidophilus, sugerindo a necessidade de incorporagao de agentes

antibacterianos, como a clorexidina, na composicdo desses cimentos.

Conclusao

Este estudo confirmou significante atividade antibacteriana para dois cimentos
de iondmero de vidro convencionais e dois CIVMR. Entre os materiais testados, o
Vitrebond apresentou a melhor atividade antibacteriana sobre todas as bactérias
cariogénicas utilizadas, independente da condicdo de fotoativacdo, exceto para L.
acidophilus. Para essa cepa bacteriana em particular, a fotoativagdo do Vitrebond
reduziu sua atividade antibacteriana ao nivel do Ketac Molar, a qual foi considerada

satisfatoria.
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Tabela 1. Materiais utilizados neste estudo.

Materiais Classificacao Composigio Lote No.
Vitrebond
Cimento de
(VT) P6: vidro de fluoraluminosilicato (Zn)
iondémero de vidro
(3M ESPE, St. Liquido: copolimero de 4cido acrilico e 20020314
modificado por
Paul, MN, maléico, HEMA, foto-iniciador e dgua.
resina
EUA)
Fuji Lining Cimento de
LC (FL) iondmero de vidro P6: vidro de aluminosilicato
) 0206041
(GC, Téquio, modificado por Liquido: acido poliacrilico, HEMA.
Japao) resina
Ketac Molar P6: vidro de fluorsilicato Aluminio-Célcio-
(KM) Cimento de Lantanio, 5% de copolimero 4cido (acido
L/ 119169
(BM ESPE, St.  ionomero de vidro acrilico e maléico).
P/ 119862
Paul, MN, convencional Liquido: 4cido polialcenéico, acido tartarico e
EUA) agua.
GC Fuji IX
(FIX) Cimento de Pé: vidro de alumino-fluorsilicato
FI
iondmero de vidro Liquido: agua, acido poliacrilico, 4cido 0107041
(GC, Téquio,

Japéao

convencional

carboxilico polibasico.
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Tabela 2. Média e desvio-padrao dos didmetros dos halos de inibigdo (mm) avaliados

ap0s 24 horas de crescimento bacteriano.

Materiais
Cepa
. Fuji LiningFuji Lining Vitrebond
Bacteriana  Fuji IX Ketac Molar Vitrebond Clorexidina
LC LC (foto) (foto)

S.mutans 11,9+0,8" 12,7+0,8> 12,3+1,2ab12,6+1,32> 145+1,8 153 +1,4c 12,4 +1,2ab

S.sobrinus 11,2+0,22 11,0+£1,72 109+0,62 91+1,0> 13,7+1,5 129+09 11,2+0,9
L. acidophilus 10,1 0,60 11,5+0,7> 13,6 £29d 85+0,9¢ 16,2+22 11,6+0,7> 14,3 +0,64

A.viscosus 9,8+06° 11,3+£0,5> 78+0,74 7,6+0,74 135+1,3c 155+5,0c 13,9+1,2¢

* Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente, de acordo com o teste de

Mann Whitney (p>0,05). Esta andlise deve ser considerada separadamente para cada

microrganismo.
20
18 - I
7 16 - I z O Fuji IX
i
E 147 ol [ Ketac Molar
8 12+ a3 Fuji Lining LC
2 10 - o Fuji Lining LC
=
:é g - ’ (foto)
S 6 y F4 Vitrebond
E 4 ’ Vitrebond
i’ = (foto)
2 , it
- B Clorexidina
0 ( =
S. sobrinus L. acidophilus A.viscosus

Figura 1. Gréfico de barras representativo das médias dos halos de inibi¢do (mm) para

os materiais avaliados, contra cada microrganismo (barra de erro = desvio padrao)
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Resumo

Objetivo: O objetivo deste estudo in vivo foi avaliar a resposta do complexo dentino-
pulpar apds a aplicagdo de um cimento de ionémero de vidro modificado por resina,
um cimento de hidréxido de célcio e um extrato de proteinas extraidas da matriz
dentindria soltvel em EDTA (ESDP - EDTA-soluble dentin proteins) em cavidades
profundas preparadas em dentes de macacos. Métodos: Dezoito cavidades de classe V
profundas foram confeccionadas em pré-molares de quatro macacos-pregos. Nos
grupos 1 e 2, as paredes axiais das cavidades foram forradas com ESDP e cimento de
iondmero de vidro modificado por resina (Vitrebond - 3M ESPE), respectivamente. No
grupo 3 (controle), foi aplicado um cimento de hidréxido de calcio (Dycal - Dentsply).
Em seguida, as cavidades foram restauradas com amalgama. Apds seis meses, os
animais foram sacrificados e os dentes foram preparados para avaliacdo microscépica.
Cortes seriados de seis micrometros foram corados utilizando as técnicas de H/E,
tricromico de Masson e Brown & Brenn. Resultados: Nenhuma resposta inflamatéria
foi observada para os grupos controle ou de materiais experimentais. Entretanto, em
relacio a deposicdo de dentina reacional, houve diferenca entre os grupos,
considerando a seguinte seqiiéncia: ESDP (Grupo 1) > Hidréxido de célcio (Grupo 3) >
Cimento de ionomero de vidro (Grupo 2). Conclusdes: Todos os materiais foram
biocompativeis quando aplicados em cavidades profundas. ESDP estimulou maior

deposicdo de matriz de dentina reacional que os cimentos Vitrebond e Dycal.

Palavras-chave: Polpa, dentina, substancias de crescimento, materiais dentarios,

capeamento da polpa dentaria.
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Introducao

O complexo dentino-pulpar tem sido reconhecido por sua capacidade de
responder a uma injdria sintetizando tecido duro, o qual é caracterizado como uma
deposicao localizada de dentina terciaria (1,2,3). Ap6és uma injaria de grau leve, a
maioria dos odontoblastos sobrevive e sdo induzidos a sintetizar matriz de dentina
reacional. Essa indu¢do dos odontoblastos sobreviventes leva a secrecdo de uma nova
matriz na interface dentino-pulpar e, possivelmente, dentro dos tabulos dentinérios,
contribuindo para a aparéncia histologica de esclerose dentindria no local da injaria a
qual reduz a permeabilidade dentinéria (4). Com o aumento da intensidade da injtria,
muitos odontoblastos primérios morrem e células progenitoras/embrionérias podem
se diferenciar originando uma nova geragdo de células semelhantes a odontoblastos
responsaveis pela deposicdo de um tipo especifico de dentina tercidria, conhecida
como reparadora (5,6,7). A dentinogénese reparadora é responséavel pela formagao de
uma ponte de dentina nos locais de exposicdo pulpar apds a aplicacdo do hidréxido de
calcio como agente capeador. Como conseqiiéncia desse processo, ocorre a perda da
continuidade dos tabulos, resultando em redugdo marcante da permeabilidade
dentindria, a qual apresenta papel importante na determinagdo da resposta pulpar a
carie dentdaria e aos procedimentos restauradores (8). Com o objetivo de aproveitar essa
capacidade regenerativa do tecido pulpar, um novo conceito de terapia tem sido
baseado na estimulacdo da sintese de matriz dentindria pelas células pulpares e a
conseqiiente reducdo da permeabilidade da dentina. Tal reducdo poderia prevenir
injarias pulpares originarias da dissolucdo de materiais dentarios e da difusdao de
componentes toxicos (8,9) por meio dos tibulos dentinédrios em diregdo a polpa.

A matriz de dentina contém um reservatério de moléculas bioativas, incluindo

membros da familia TGF-f (transforming growth factor-f) e outros fatores de
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crescimento que apresentam importantes propriedades de sinalizagdo celular (10). A
superfamilia TGF-f3 compreende um grupo de sub-familias de fatores, tais como TGF-f3
(isoformas TGFp1, -B2, -B3 e -p5) e BMP - bone morphogenetic protein (BMP-2, BMP-3,
BMP- 4, BMP- 5, BMP -6, BMP- 7 e BMP- 8) (11). Esses fatores de crescimento tém sido
relacionados a indugdo da diferenciagao de células semelhantes a odontoblastos (12,13)
e da sinalizacdo de odontoblastos primérios durante o reparo dentinario (14-16).
Diversos estudos in vivo tém demonstrado os efeitos de extratos de matriz dentinaria,
contendo essas moléculas bioativas, tanto na dentinogénese reacional quanto na
reparadora (15,17-23). Em um recente estudo (15), a aplicacdo do extrato de proteinas
ndo colagenosas da matriz dentinaria solaveis em EDTA (ESDP) como forrador
cavitario em dentes de furdes resultou na estimulacdo da dentinogénese reacional,
caracterizada pelo aumento acentuado na deposicao de matriz dentinaria na regido da
polpa relacionada com a parede axial da cavidade. Para preparar ESDP, incisivos
inferiores extraidos de coelhos da Nova Zeldndia foram triturados em um dispositivo
resfriado com nitrogénio liquido. ESDP foi isolada com acetato tetra diamino etileno
di-sédio (EDTA) a 10%, pH 7.2, contendo 10 mM de N-etilmaleimida, 5mM de fluoreto
de fenilmetilsulfonil como inibidores de protease. Em seguida, foi realizada a didlise
com agua destilada e liofilizacdo do preparado solivel em EDTA. Esse extrato
liofilizado de componentes da matriz dentinaria deve ser utilizado diretamente para
estimulacdo da dentinogénese reacional, sem demais purificagdes, que podem levar a
perda da quimiotaxia ou de outros fatores necessarios para a atividade morfogenética
(17). Detalhes da metodologia empregada para extracdo das proteinas ndo colagenosas

da dentina de coelhos utilizando EDTA foram descritas por Smith et al. (17).
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Ha muito tempo, o hidréxido de célcio tem sido utilizado como agente forrador
(24,25), entretanto, mais recentemente, os cimentos de iondémero de vidro modificados
por resina (CIVMR) também estdo sendo indicados com esse propésito por
apresentarem adequadas propriedades biolégicas e mecanicas. Um estudo recente in
vivo demonstrou que o CIVMR Vitrebond (3M ESPE), quando aplicado como agente
forrador em cavidades profundas, ndo causa significante resposta inflamatéria ou
qualquer dano ao tecido pulpar (24). Além disso, Titley et al. (26) relataram formagao
de cristais na embocadura dos tabulos dentinérios apés a aplicagdo do Vitrebond sobre
o substrato dentindrio. Esses cristais parecem obstruir parcialmente os tabulos e
clinicamente podem reduzir a permeabilidade dentinaria. Conseqiientemente, o
objetivo do presente estudo in vivo foi investigar os efeitos da aplicacdo de um extrato
de proteinas dentindrias soltveis em EDTA (ESDP), um cimento de iondmero de vidro
modificado por resina e um cimento de hidréxido de calcio como agentes forradores
em cavidades dentindrias profundas, considerando a deposicdo estimulada de dentina

reacional.

Materiais e métodos

Os cuidados e a manipulacdo dos animais durante os procedimentos
experimentais foram conduzidos de acordo com o Guia elaborado pela Canadian
Council on Animal Care e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Odontologia de Arararaquara - UNESP (Anexo 1).

Aplicacdo dos materiais

Dezoito cavidades profundas de classe V foram preparadas em pré-molares de

quatro macacos-prego (Cebus apella) de 7 anos de idade, provenientes do Centro de
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Reproducao de Macacos Prego do Departamento de Morfologia da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba - UNESP. Os seguintes materiais foram utilizados como
forradores cavitarios: Grupo 1 - extrato de proteinas dentinarias soltveis em EDTA
(ESDP); Grupo 2 - cimento de ionémero de vidro modificado por resina (Vitrebond,
3M ESPE, St. Paul, MN, USA); e Grupo 3 (controle) - cimento de hidréxido de calcio
(Dycal - Dentsply, Mildford, DE, USA). O extrato de proteinas dentinérias soltiveis em
EDTA (ESDP) obtido a partir da matriz extracelular da dentina de incisivos de coelhos
foi fornecido pelo Dr. Anthony ]. Smith (17). Os grupos foram intencionalmente
distribuidos para que em um mesmo animal fossem utilizados todos os materiais
avaliados. Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitonial de tiopental
sodico a 3% (Thionembutal - Aboutt Laboratérios do Brasil Ltda., R], Brasil - 30 mg/kg
de peso corporal), e os dentes receberam raspagem e profilaxia dentdria com taga de
borracha e pasta profilatica em baixa rotacdo. Apés isolamento absoluto e anti-sepsia
do campo operatério com &lcool-iodado a 3%, seguida da neutralizacdo com alcool
70%, cavidades de classe V foram preparadas nas superficies vestibulares dos pré-
molares utilizando uma broca cilindrica (#1091, KG Sorensen, Barueri, Sao Paulo,
Brasil) em alta rotagao sob refrigeracdo abundante. A ponta ativa da broca foi limitada
em 1,2 mm com um batente de resina composta, para controlar a profundidade da
cavidade. Como descrito previamente por Hebling et al. (25), as brocas foram
substituidas a cada 4 preparos para evitar o aquecimento dos tecidos dentdrios. As
paredes axiais das cavidades foram regularizadas utilizando uma broca conica
invertida (#34, KG Sorensen, Barueri, Sao Paulo, Brasil) em baixa rotagdo. Em seguida,
as cavidades foram completamente lavadas com agua destilada. Para remover a smear
layer, as cavidades foram condicionadas com EDTA 17% 05 M, pH 7.2 por 30

segundos. Em seguida, o agente condicionador foi removido utilizando agua destilada
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e as paredes foram secas com a aplicacdo de suaves jatos de ar (27). Os materiais
experimentais e controle foram cuidadosamente aplicados na parede axial da cavidade,
preenchendo-a completamente. Dycal (Dentsply) e Vitrebond (3M ESPE) foram
manipulados de acordo com as instru¢des dos respectivos fabricantes. Para a aplicagdo
de ESDP, aproximadamente 100ug do extrato liofilizado desse material experimental,
que apresentava um aspecto granular, foram cuidadosamente inseridos na parede axial
da cavidade, utilizando um aplicador de hidréxido de célcio. Discos de metal
esterilizados foram inseridos sobre a superficie dos materiais usados como forradores.
Seguindo os protocolos utilizados em diversos estudos in vivo executados em dentes de
macacos (28,29), as cavidades foram restauradas com amélgama de prata (Permite -

SDI, Southern Dental Industries- Australia).

Procedimentos histolégicos

Decorrido o periodo experimental de seis meses, os animais foram anestesiados e
perfundidos com solucdo salina tamponada, seguida de uma solucao fixadora inicial
de paraformaldeido a 4% em tampao acetato de sodio (pH 6.5) e uma solucao fixadora
final de paraformaldeido a 4% em tampdo tetraborato de sédio (pH 9.5). As
mandibulas foram removidas cirurgicamente e os dentes separados do osso alveolar
com um disco diamantado em baixa rotacdo sob refrigeracdo constante. Os dentes
foram desmineralizados em solucdo de Morse, preparada através da mistura de partes
iguais de citrato de sédio a 20% (LABSYNTH Laboratory Products, Diadema, SP,
Brazil) e de acido férmico a 50% (LABSYNTH Laboratory Products, Diadema, SP,
Brazil), em agua destilada. Apoés a desmineralizacdo (trés meses), os dentes foram
submetidos aos processos de desidratacdo em alcoois crescentes (LABSYNTH

Laboratory Products, Diadema, SP, Brazil), xilol (LABSYNTH Laboratory Products,
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Diadema, SP, Brazil) e inclusdo em parafina (Histosec®, MERCK, Darmastadt,
Germany). Cortes histolégicos seriados de seis micrometros no sentido vestibulo-
lingual foram obtidos utilizando um micrétomo rotatério (“820” Spencer Microtome,
Carson, CA, USA) e corados pelas técnicas de hematoxilina/eosina (H/E), tricromico
de Masson e Brown & Brenn (para deteccdo de bactérias). Os seguintes eventos
histologicos foram avaliados: resposta celular inflamatéria, desorganizacao tecidual,
formagao de tecido duro (deposicao de dentina terciaria) e presenca de bactérias. Esses
eventos foram analisados em microscopio de luz (Carl Zeiss 62774, Oberkachen - West
Germany) e graduados de acordo com a intensidade da reacao, conforme apresentado
nas Tabelas 1- 4.

A espessura de dentina remanescente (EDR) e a espessura de dentina terciaria
(EDRa) foram mensuradas na ldmina que apresentava a maior deposicao de dentina
reacional na regido da polpa relacionada com a parede axial da cavidade. Essa lamina
foi escolhida com base nas seccOes seriadas obtidas dos espécimes. A imagem
selecionada para cada espécime foi analisada por meio de um microscépio de luz (Carl
Zeiss - Jenamed 2, West Germany) acoplado a uma cadmara de video (SANSUNG
Digital Camera SCC - 131, SANSUNG ELETRONICS CO., Ltd., Korea). As imagens
foram enviadas a um microcomputador e processadas utilizando um software padrao

(ImageLab, Softium Informética - ME, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Anélise estatistica

O teste estatistico de Kruskal-Wallis foi aplicado para comparar a espessura de
dentina remanescente entre os trés grupos, com nivel de significancia de 5%,
considerando que a comparagdo direta entre esses grupos seria realizada somente se

existisse similaridade em relacdo a essa varidvel (EDR).
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Resultados

Espessura de dentina remanescente

As espessuras de dentina remanescente (EDR) obtidas para os espécimes de
cada grupo sdo apresentadas na Tabela 5. A aplicacdo do teste estatistico de Kruskal-

Wallis a esses dados revelou nao haver diferenca significante entre os grupos (p>0,05).

Grupo 1 - Extrato de proteinas soltiveis em EDTA (ESDP)

Neste longo periodo de avaliagdo (180 dias), todas as amostras exibiram
discreta alteragdo na morfologia tecidual abaixo da parede axial da cavidade, forrada
com esse material experimental. O tecido foi caracterizado pela perda da aparéncia
fisiolégica da interface dentino-pulpar e a deposicdo de quantidades varidveis de
dentina tercidria pelos odontoblastos, que mostraram um aspecto achatado (Figura 1).
A deposicdo de dentina reacional ocorreu na regiao da polpa relacionada com a parede
axial da cavidade. A zona central da polpa exibiu estrutura histolégica normal sem
nenhuma resposta inflamatéria. Os valores das medianas de EDR e EDRa para esse
grupo experimental foram 399,48um e 74,42um, respectivamente. Em dois espécimes,
nos quais foram detectadas bactérias ao longo das paredes cavitarias (paredes laterais e

axial), nenhuma resposta inflamatoria foi observada (Tabela 5).

Grupo 2 - Cimento de iondmero de vidro modificado por resina (Vitrebond)

A resposta do complexo dentino-pulpar observada neste grupo experimental
foi similar ao Grupo 1 (ESDP). Discreta desorganizagdo tecidual caracterizada pela

deposicdo de matriz dentindria e nenhuma resposta pulpar inflamatéria foram
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observadas para a maioria dos espécimes. Os valores das medianas de EDR e EDRa
medidos para esse grupo foram 402,64 pm e 54,87um, respectivamente. Bactérias nao
foram encontradas em nenhum dos espécimes. A auséncia de deposicdo de dentina
reacional foi observada em dois dos seis espécimes em que as EDRs foram 797,26 e
476,59 pm (Tabela 5). Somente em dois espécimes, os quais apresentavam EDR de 106,0

pm e 289,07 um, foi observada moderada deposicdo de matriz dentinaria (Figura 2).

Grupo 3: controle - Cimento de hidréxido de célcio (Dycal)

Para todos os espécimes, nenhuma resposta inflamatéria ou presenca de
bactérias foi observada. O valor das medianas de EDR e EDRa medidos para o grupo
foram 399,54um e 51,16pm, respectivamente. A auséncia de deposicdo de dentina
reacional abaixo das cavidades foi observada em trés espécimes, nos quais a EDR foi
509,58; 434,97 e 138,34 pm (Tabela 5). Nos demais, deposicdo moderada foi registrada

(Figura 3).

Discussao

Embora o uso de agentes forradores/bases em cavidades dentinarias profundas
tenha reconhecida importancia devido a sua capacidade de reduzir a difusdo de
componentes toxicos, origindrios de materiais restauradores, em direcdo ao tecido
pulpar, as informacdes a respeito da eficiéncia de tais agentes ainda sdo limitadas. O
presente estudo demonstrou evidéncia direta de que os trés forradores cavitarios
testados sao efetivos na protecdo do complexo dentino-pulpar, mesmo quando esses

materiais, incluindo o CIVMR - Vitrebond, foram aplicados em cavidades profundas.
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E provavel que a secrecdo de matriz dentinaria em resposta aos tratamentos
contribuiu para sua efetividade em proteger o tecido pulpar. Entretanto, essa resposta
foi diferente para os trés tratamentos, observando a seguinte ordem: ESDP >Dycal >
Vitrebond, de acordo com a espessura de dentina reacional. Quando avaliada a
incidéncia de dentinogénese tercidria nos espécimes, foram verificadas também
diferengas entre os grupos, seguindo a ordem ESDP (6/6) > Vitrebond (4/6) > Dycal
(3/6). Embora todos os tratamentos tenham apresentado alguma atividade de
dentinogénese tercidria, essa apresentou incidéncia varidvel somente para os grupos
Vitrebond e Dycal. A aplicacdo de ESDP, entretanto, resultou na maior quantidade de

secrecao de dentina terciaria, a qual ocorreu em 100% das cavidades examinadas.

Estudos prévios demonstraram a capacidade de ESDP estimular tanto a
dentinogénese reacional (15,18) quanto a reparadora (17). Foi sugerido que a presenga
de isoformas de TGF-f na matriz dentindria (30,31) contribui para a estimula¢do da
dentinogénese tercidria (10) e que os efeitos da ESDP na indugdo de células
semelhantes a odontoblastos podem ser bloqueados por anticorpos anti-TGF-f (12). As
formas puras recombinantes dos fatores de crescimento da familia TGF-$ tém também
demonstrado agdo estimuladora da dentinogénese tercidria tanto em estudos in vitro
como in vivo (14,16,19-23). Neste estudo, a estimulacdo da dentinogénese reacional,
ap6s a aplicagao de ESDP em cavidades dentinarias profundas, pode ser explicada pela
presenca de moléculas bioativas no extrato, incluindo fatores de crescimento da familia
TGEF-B. O uso de ESDP como agente forrador cavitario foi escolhido com o intuito de
reproduzir os possiveis efeitos de tais moléculas quando liberadas de reservatdrios
endégenos contidos na matriz de dentina intacta do préprio dente, durante sua

dissolucgio.
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No presente estudo, EDTA foi utilizado como agente de limpeza, antes da
aplicacdo dos tratamentos forradores sobre a parede axial da cavidade, para remover a
smear layer e permitir o contato direto entre os materiais experimentais e o tecido
dentinario. Foi demonstrado que EDTA a 17% (pH = 7.2) aplicado em dentina por 60
segundos foi capaz de remover a smear layer sem causar significante alteracdo
morfolégica na estrutura dentindria (27). Conseqiientemente, a utilizacdo desse agente
por 30 segundos, como executado neste estudo, provavelmente ndo tenha sido
suficiente para liberar moléculas bioativas da dentina e essas se difundirem através dos

tabulos dentinarios em diregao ao tecido pulpar.

Smith et al. (32) sugeriram que o hidréxido de célcio apresenta leve efeito
solubilizante sobre a matriz de dentina, embora ndo seja um agente de composicao
acida. Conseqiientemente, esse cimento poderia liberar fatores de crescimento, como
TGF-fB1 e causar a estimulagdo transdentindria de deposicdo de matriz de dentina pelos
odontoblastos. O Vitrebond, um cimento de ionémero de vidro modificado por resina,
apresenta baixo pH inicial (4 a 5.5) nas primeiras 24 horas apds sua aplicagdao (33), o
qual poderia contribuir para uma leve desmineralizacdo superficial da dentina,
imediatamente apds sua aplicagdo sobre a parede axial dentindria. Como ja foi
discutido, é possivel que a dentinogénese reacional observada no presente estudo para
os trés tratamentos forradores possa ser explicada pela liberagdo de fatores de
crescimento e moléculas bioativas da matriz dentindria. Entretanto, a resposta menos
intensa e varidvel verificada para os espécimes tratados com os cimentos Vitrebond e
Dycal sugere que quantidades menores dessas moléculas (abaixo dos valores 6timos)
estavam presentes quando comparadas ao tratamento com ESDP. Dessa forma, é

possivel especular que diferentes tratamentos cavitdrios bem como as caracteristicas
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dos materiais dentérios aplicados como forradores podem liberar distintas quantidades

de moléculas bioativas da matriz dentindria para estimular as células pulpares.

A distancia de difusdo das moléculas bioativas ao longo dos tibulos dentindrios
também pode ser considerada um parametro importante na avaliagdo do efeito
estimulatério sobre odontoblastos e células pulpares. Assim, a espesssura da dentina
remanescente (EDR) deve ser considerada importante, pois cavidades dentindrias
profundas podem favorecer a difusdo dessas moléculas e a interagdo com as células
pulpares. Nos espécimes tratados com Vitrebond ou Dycal em que a dentinogénese
reacional nao ocorreu, a EDR e conseqiientemente a distancia de difusao foram
geralmente maiores que nos espécimes que apresentavam deposicdo de dentina
reacional. De forma geral, com o aumento da espessura da dentina remanescente
abaixo das cavidades, houve uma menor deposicdo de dentina tercidria. Esse achado
histolégico também foi relatado em outros estudos (18,19,34). Foi sugerido que o
aumento da distancia entre a cavidade e os odontoblastos modula a difusdo de
moléculas bioativas através dos tabulos dentinarios e sua interagdo com os receptores
no corpo da célula odontoblastica (17). A deposicdo de dentina reacional também pode
ser causada pelos efeitos irritantes provocados durante o preparo inadequado da
cavidade. Entretanto, o corte intermitente dos tecidos dentarios associados com a
intensa irrigacdo e freqiiente substituicdo das brocas pode prevenir esse tipo de
dentinogénese reacional. No presente estudo, todas as cavidades foram preparadas
utilizando refrigeragdo constante e procedimentos clinicos padronizados para o corte
tecidual. Conseqiientemente, a realizagdo criteriosa dos preparos cavitarios bem como
a EDR podem explicar a auséncia de deposicdo de dentina reacional em alguns

espécimes dos grupos 2 (Vitrebond) e 3 (Dycal).
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Neste estudo, bactérias foram evidenciadas somente em duas amostras no
grupo 1 (ESDP).Foi demonstrado que a intensa resposta pulpar inflamatéria ou mesmo
comprometimento pulpar severo podem ocorrer devido aos efeitos toxicos das
bactérias e seus produtos (1). Entretanto, estudos realizados em dentes de macacos tém
demonstrado auséncia de diferenca na resposta de cura entre as polpas capeadas
imediatamente ap6s a exposicdo pulpar e aquelas capeadas apds exposicao do tecido
pulpar ao ambiente bucal por até 7 dias (28,29). Além disso, atuais investigagdes nao
tém relatado nenhuma resposta apds observacdo de bactéria ao longo das paredes
cavitarias (24,25). Aspectos similares foram observados no presente estudo quando
bactérias foram evidenciadas nas paredes das cavidades. Além disso, a microinfiltracao
ocorreu em dois espécimes que exibiram espessa dentina remanescente, nao
possibilitando a agdo das bactérias e de seus produtos sobre o tecido pulpar. Também,
com base neste estudo, ndo foi possivel determinar precisamente o momento do
ingresso dessas bactérias através da interface, o que poderia ter ocorrido préximo do
final do periodo experimental de avaliagdo. Conseqiientemente, parece que a presenga
das bactérias nas paredes cavitdrias, que poderia agir como um agente agressivo e
induzir a inflamagdo pulpar e/ou regular a deposicdo de matriz dentindria, nao

interferiu na resposta pulpar do ESDP aplicado como forrador cavitario.

A resposta favordvel do complexo dentino-pulpar, quando cimentos de
iondmero de vidro sdo utilizados como forradores, tem sido relatada em estudos
anteriores (28,35,36,37). A auséncia de microinfiltracdo bacteriana apds aplicacdo do
Vitrebond pode ser atribuida a sua excelente capacidade seladora ao longo das paredes
cavitarias bem como sua atividade antibacteriana (33,38). As caracteristicas bioldgicas

favoraveis apresentadas pela maioria dos CIVMR, associadas as suas excelentes
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propriedades fisicas e mecénicas (38), tém demonstrado que esse tipo de material é
considerado apropriado para ser aplicado em dentina, mesmo em cavidades muito
profundas (menos que 500um). Esses dados também foram confirmados por Costa et
al. (9), apos aplicagdo de Vitrebond em cavidades profundas, preparadas em dentes
higidos de humanos. Em cavidades ndo expostas, foi sugerido que a interagdo quimica
entre os componentes do Vitrebond e o substrato dentinario podem formar plugs de
cristais nos tibulos dentinarios, que podem, por sua vez, reduzir a permeabilidade
dentinaria (26). Costa et al. (24) relataram que os cristais dentro dos ttibulos dentinarios
podem prevenir a difusdo dos componentes téxicos do Vitrebond provenientes da
parede axial da cavidade em direcdo ao espago pulpar. Conseqiientemente, esses
achados poderiam contribuir para a biocompatibilidade do Vitrebond, quando
aplicado como agente forrador, mesmo em cavidades mais profundas. A secrecao local
de dentina reacional abaixo dos preparos cavitarios poderia contribuir para esses
efeitos. A biocompatibilidade do Vitrebond apresentada neste estudo pode estar
relacionada a reducdo na permeabilidade dentindria subjacente as cavidades e a
propria presenca fisica da dentina, desde que esse material é citotéxico quando
aplicado em cultura de fibroblastos humanos in vitro, resultando na morte celular (39) e
reducdo do metabolismo celular quando em contato com células imortalizadas
semelhantes a odontoblastos (40). Além disso, quando aplicado como agente capeador
pulpar em polpas expostas mecanicamente em pré-molares humanos sadios, Vitrebond
desencadeou uma reacdo pulpar inflamatéria persistente associada a auséncia de

formagdo de ponte de dentina (41).

Em resumo, este estudo demonstrou que os trés materiais forradores avaliados

mostraram efeitos sobre a estimulacdo da secrecdo de dentina reacional e protecdo do
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complexo dentino-pulpar. O mecanismo dessa protegdo pode ser explicado, pelo
menos em parte, pelos efeitos das moléculas bioativas da matriz dentindria na

estimulacdo da dentinogénese terciaria.
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Tabela 1. Resposta celular inflamatdéria

Escore Descricdo

0 Nenhuma ou poucas células inflamatérias na polpa, abaixo da parede axial da

cavidade, caracterizando tecido conjuntivo normal.

1 Discreta quantidade de células inflamatérias com predominio de PMN ou células
mononucleares.

2 Moderada quantidade de células inflamatérias envolvendo a polpa coronaria.

3 Intensa quantidade de células inflamatorias, caracterizando abscesso ou denso

infiltrado celular envolvendo a polpa coronaria.

Tabela 2. Desorganizagdo tecidual

Escore Descricdo
0 Tecido normal.
1 Desorganizacdo dos odontoblastos relacionados com a parede axial da cavidade.

Porcao central da polpa normal.
2 Desorganizacdo total da morfologia do tecido pulpar.

3 Necrose da polpa coronaria e/ou radicular.

Tabela 3. Formacdo de tecido duro (dentina reacional)

Escore Descricdo
0 Ausente
1 Discreta deposi¢do de matriz dentinaria na regido relacionada a parede axial da
cavidade
2 Moderada deposicdo de matriz dentinaria na regido relacionada a parede axial

da cavidade
3 Intensa deposicdo de matriz dentinaria na area relacionada a parede axial da

cavidade
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Tabela 4. Presenca de bactérias

Escore Descricdo
0 Auseéncia
1 Presenca nas paredes laterais da cavidade
2 Presenca nas paredes laterais atingindo a parede axial
3 Presenca no interior dos ttibulos dentinarios da parede axial e/ ou sobre a

polpa

Tabela 5. Espessura de dentina remanescente (EDR), espesssura de dentina reacional

(EDRa) e escores atribuidos a cada evento histolégico de acordo com os materiais.

Escores para os eventos histologicos

. . EDR EDRa . Presenca
Material Espécime Resposta Desorganizacio Formacao de
(um)  (um) . ) ) de
inflamatoéria tecidual tecido duro .
bactérias
1 572,38 54,34 0 1 1 0
2 474,51 42,11 0 1 1 0
3 139,50 94,49 0 1 2 0
ESDP
4 429,08 49,26 0 1 1 2
5 369,89 126,56 0 1 2 1
6 245,09 138,83 0 1 2 0
Medianas 399,48 74,42
1 289,07 76,43 0 1 2 0
2 328,70 50,08 0 1 1 0
3 106,00 108,78 0 1 2 0
Vitrebond
4 797,26 0 0 0 0 0
5 476,59 0 0 0 0 0
6 555,89 59,67 0 1 1 0
Medianas 402,64 54,87
1 306,11 102,31 0 1 2 0
2 509,58 0 0 0 0 0
3 364,10 179,83 0 1 2 0
Dycal
4 434,97 0 0 0 0 0
5 579,83 117,43 0 1 1 0
6 138,34 0 0 0 0 0

Medianas 399,54 51,16




Figura 1. Grupo ESDP. A - Relagdo cavidade/tecido pulpar (EDR = 139,5 pm). H/E,
32x. B - Maior aumento da figura 1A. Moderada deposicdo de matriz dentinaria
exibindo uma camada subjacente continua de células odontoblasticas H/E 64x. C - O

tecido pulpar apresenta caracteristicas histolégicas normais exceto pela discreta

desorganizacdo tecidual caracterizada pela deposicdo de dentina terciaria. (EDRa
94,49 pm), que exibe tabulos dentinarios. H/E, 125x (* dentina remanescente; C =
cavidade; P = tecido pulpar; D = dentina; setas = dentina reacional; pointers - tabulos

dentinarios).
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Figura 2. Grupo Cimento de iondémero de vidro modificado por resina. A - Deposicao
de matriz dentindria (EDRa = 76,43 pm) na regido da polpa relacionada com o preparo
cavitario. H/E, 64x. B - Maior aumento da figura 2A. Matriz de dentina tubular
depositada em continuidade com a dentina circumpulpar. H/E, 125x. C - Note as
células odontoblédsticas com os processos citoplasmaticos dentro dos tabulos
dentinarios (pointers). Tricromico de Masson, 230x. (P = tecido pulpar; D = dentina;

DRa = dentina reacional; setas = camada odontoblastica).
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Figura 3. Grupo cimento de hidréxido de célcio. A - Relagdo entre o preparo
cavitario e o tecido pulpar. Note a moderada deposi¢do de matriz de dentina
subjacente a uma reduzida espessura de dentina remanescente (EDR = 306,11
pm; EDRa = 102,31 pm). H/E, 64x. B - Maior aumento da figura 3A. Uma
camada continua de células odontoblasticas alongadas (pointers) pode ser
observada adjacente a dentina reacional. H/E 125x (P = polpa; D = dentina; C =

cavidade; DRa = dentina reacional).
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Resumo

Os objetivos deste estudo foram avaliar a efetividade clinica e microbiolégica do
tratamento pulpar indireto com dois cimentos de ionémero de vidro modificados por
resina e um cimento de hidréxido de célcio, além de identificar as espécies
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus presentes nas amostras de dentina cariada
antes e ap0ds o tratamento. Foram selecionados 33 molares deciduos e/ou permanentes
com lesdes de cérie profunda, divididos em G1: Vitrebond (3M ESPE), G2: Fuji Lining
LC (GC América) e G3: Dycal (Dentsply). Os critérios avaliados foram: sintomatologia,
textura, coloragdo e umidade da dentina e exame radiografico. Foi realizada a remocao
parcial da carie dentindria, forramento com um dos materiais propostos, selamento
temporario, e apds trés meses, reabertura e restauracdo definitiva. A avaliagdo clinica e
as coletas de dentina foram executadas antes e ap6s a remogao parcial da carie e trés
meses depois. As amostras foram processadas para contagem de estreptococos grupo
mutans (SM) e lactobacilos (LB). Colonias de SM foram selecionadas para identificagao
de S. mutans e S. sobrinus por PCR. Apos trés meses do tratamento, foi verificada
auséncia de sintomatologia clinica e sinais radiogréficos de patologias pulpares, para
todos os materiais testados. Além disso, a dentina remanescente apresentou-se
resistente a curetagem e seca e houve redugdo estatisticamente significante da
contagem de SM e LB para todos os grupos. Das 429 colonias selecionadas, 377 (87,9%)
foram identificadas como S. mutans e 7 (1,6%) como S. sobrinus. O tratamento pulpar
indireto com os cimentos avaliados mostrou resultados clinicos satisfatérios e redugao
expressiva das bactérias cariogénicas testadas, entretanto ndo houve a eliminacdo

completa das mesmas.



Cristiane Dugque Estudo clinico e microbioldgico apds remogio incompleta de cirie 15

Introducao

Em dentes com lesdes extensas em dentina e auséncia de patologias pulpares
irreversiveis, a remogdo da cdrie sem comprometer a vitalidade do tecido pulpar
continua sendo a melhor estratégia de tratamento. Por esse motivo, técnicas
alternativas de remocao parcial da dentina cariada, que objetivam evitar a exposicao da
polpa, como o tratamento restaurador atraumatico e o tratamento pulpar indireto,
estdo sendo amplamente divulgadas e aplicadas com sucesso na clinica odontolégica
[Farooq et al., 2000; Falster et al., 2002; Taifour et al., 2003]. E conhecido que a dentina
cariada apresenta basicamente duas camadas, uma mais externa, conhecida como
infectada, com aspecto amolecido e coloracdo clara e outra mais interna, a dentina
contaminada, mais dura e escura que a primeira, sendo passivel de remineralizacdo
[Fusayama, 1979]. Embora esteja indicada somente a remocdo da dentina infectada,
conhecida por sua elevada concentracdo de microrganismos, durante as técnicas de
remocao parcial da carie dentéria, grande nimero de bactérias ainda estd presente na
dentina mais interna [Bjorndal et al.,, 1997; Bjorndal e Larsen, 2000], tornando
necessdria a utilizacdo de um material forrador com propriedades antibacterianas.

Estudos tém demonstrado o efeito inibitério in vitro dos cimentos ionoméricos
sobre o crescimento de bactérias cariogénicas [Loyola-Rodriguez et al., 1994; Herrera et
al., 2000, Duque et al., 2005]. Sua aplicacdo, entretanto, é reconhecida para os
procedimentos de tratamento restaurador atraumatico e pouco divulgada para o
tratamento pulpar indireto. Nesse procedimento, os cimentos de hidréxido de calcio
sdo os mais utilizados [Bjorndal et al., 1997; Bjordnal e Larsen, 2000; Falster et al., 2002;
Maltz et al.,, 2002]. Além da consideravel atividade antibacteriana, os cimentos de
iondmero de vidro apresentam propriedades mecanicas, fisicas e biologicas desejaveis

para um material forrador/base como a adesdo a estrutura dentindria, coeficiente de
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expansdo térmica, médulo de elasticidade e resisténcia a compressdo adequados
[Mathis e Ferrance, 1989], além de biocompatibilidade quando aplicados em cavidades
profundas [Costa et al., 2003]. Com base nestas constatagdes, alguns investigadores
avaliaram o efeito do cimento de ionémero de vidro sobre a dentina cariada, em
situagdes de tratamento pulpar indireto e constataram sucesso clinico [Farooq et al.,
2000], além da redugao na microbiota cariogénica [Kreulen et al., 1997; Weerheijam et
al., 1999].

Os objetivos deste estudo foram avaliar a efetividade clinica e microbiol6gica
do tratamento pulpar indireto utilizando dois cimentos de iondmero de vidro
modificados por resina e um cimento de hidréxido de célcio, apds trés meses de
tratamento, além de identificar as espécies Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus

presentes nas amostras de dentina cariada antes e apds o tratamento, por meio de PCR.

Materiais e métodos

A amostra consistiu de 33 molares deciduos e/ou permanentes jovens,
selecionados de 20 criangas, de ambos os géneros, faixa etaria de 4 a 10 anos de idade.
Destes, 14 eram primeiros molares deciduos (3 superiores e 11 inferiores), 13 segundos
molares deciduos (4 superiores e 9 inferiores) e 6 primeiros molares permanentes (2
superiores e 4 inferiores). Todos os dentes apresentavam lesdao de carie profunda em
dentina comprometendo a superficie oclusal, entretanto, 8 dentes também
apresentavam carie em uma ou mais superficies proximais. Lesdes de carie ativa foram
verificadas em 25 dentes e os demais apresentavam cdries mistas ou cronicas.

Radiografias iniciais foram realizadas para verificar a extensao da lesao de carie
e excluir possiveis patologias periapicais. Ndo foi verificada dor espontanea ou

sensibilidade a percussao em nenhum dos casos. O presente estudo foi aprovado pelo



Cristiane Dugque Estudo clinico e microbioldgico apds remogio incompleta de cirie 17

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP
(protocolo 05/2004) (Anexo 2). O consentimento livre e esclarecido foi obtido dos

responsaveis pelas criangas participantes.

Procedimentos clinicos e coleta das amostras

Os dentes foram divididos aleatoriamente em trés grupos, de acordo com o
material forrador que seria aplicado sobre a dentina cariada remanescente. No grupo 1
(G1), 12 dentes foram tratados com o cimento de ionémero de vidro modificado por
resina (CIVMR) - Vitrebond (3M ESPE, St. Paul, MN, EUA); no grupo 2 (G2), 10 dentes
foram tratados com o CIVMR - Fuji Lining LC (GC, Tokyo, Japao) e no grupo 3 (G3 -
grupo controle), 11 dentes foram tratados com o cimento de hidréxido de célcio - Dycal
(Dentsply, Mildford, DE, EUA). Durante o tratamento pulpar indireto, os seguintes
critérios foram avaliados: sintomatologia, textura, coloragdo e umidade da dentina e
aspectos radiogréficos, determinados em escores conforme mostra a Tabela 1.

Inicialmente, foi realizada anestesia local e profilaxia dentaria com pasta
profilatica e taca de borracha. Apds isolamento absoluto e anti-sepsia do campo
operatério com digluconato de clorexidina a 0,2%, o acesso a lesdo de carie foi obtido
utilizando uma broca carbide (#245 - KG Sorensen, Barueri, Sao Paulo, Brasil), quando
necessario. Ap6s a remogao de uma pequena camada de dentina necrética superficial, a
primeira amostra da dentina cariada (A) foi coletada com cureta esterilizada e
transferida para um tubo de ensaio contendo 5 ml do meio de cultura BHI caldo (Brain
Heart Infusion - Difco Laboratories, MI, USA). Para padronizacao da quantidade de
dentina coletada, ela foi inserida em uma cavidade confeccionada na extremidade ativa
de um condensador de amalgama (SS White, Artigos Dentarios, Rio de Janeiro, Brasil)

com fresa esférica em alta rotagdo, até preenché-la totalmente.
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Em seguida, o tecido cariado foi completamente removido das margens cavo-
superficiais e de todas as paredes laterais da cavidade. Na parede pulpar, a remocao da
dentina cariada foi realizada com brocas esféricas em baixa rotacdo até que esse tecido
apresentasse aspecto mais resistente, verificado pela sensibilidade tactil do operador.
Entretanto, uma camada de dentina cariada mais profunda foi mantida para evitar a
exposicdo do tecido pulpar. Apds lavagem e secagem da cavidade para remover
residuos resultantes da escariacdo da dentina, foi realizada a segunda coleta (B) de
dentina cariada da porcdo mesial da parede pulpar, procedendo da mesma maneira
descrita anteriormente. Em seguida, um forramento sobre toda a parede pulpar foi
realizado com um dos materiais avaliados (Vitrebond, Fuji Lining LC ou Dycal). Os
cimentos de iondmero de vidro modificados por resina foram fotoativados por 30
segundos utilizando um aparelho fotopolimerizador (Optilux 500, Demetron Research
Co, Danbury, CT, USA - 450mW/cm?). As cavidades foram restauradas
temporariamente com cimento de 6xido de zinco e eugenol (IRM - Dentsply, Mildford,
DE, USA). Todos os materiais foram manipulados de acordo com as instrugdes dos
fabricantes.

Apo6s trés meses do tratamento, foi realizada reavaliacdo clinica e radiogréfica.
Sob anestesia e isolamento absoluto, os dentes foram reabertos e o material forrador
completamente removido. Os aspectos clinicos da dentina remanescente foram
reavaliados (Tabela 1) e uma terceira coleta (C) de dentina cariada foi realizada na
porcdo distal da parede pulpar, seguindo os mesmos procedimentos descritos. As
cavidades foram forradas com cimento de ionomero de vidro e restauradas
definitivamente com amalgama de prata.

Procedimentos laboratoriais

Os tubos de ensaio contendo as amostras de dentina cariada foram agitados por
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15 segundos e mantidos em estufa a 37° C, por 24 horas. Depois de constatado o
crescimento bacteriano, os tubos foram submetidos a 1 minuto de vibracdo e as
amostras diluidas em série de 10! a 104 em solucdo salina esterilizada a 0,9%.
Subseqiientemente, aliquotas de 25 pl de cada dilui¢ao foram inoculadas, em duplicata,
em placas de Petri contendo meio de cultura Agar Sacarose Bacitracina - SB-20 [Davey
e Rogers, 1984], para o cultivo de estreptococos do grupo mutans e em placas contendo
Agar Rogosa (Difco Laboratories), para o cultivo de lactobacilos. Ap6s incubacio a 37°
C, por 48 horas, havendo crescimento positivo nas placas inoculadas com as amostras,
as colonias foram contadas utilizando um contador eletrénico digital. Entao, 6 a 8
colénias com morfologia tipica de estreptococos grupo mutans foram aleatoriamente
coletadas e transferidas individualmente para um tubo contendo 5 ml de caldo BHI. As
culturas foram incubadas a 37¢ C, por 24 horas. Apds o crescimento bacteriano, duas
aliquotas de 500 pl do subcultivo foram estocadas em microtubos com 1,0 ml de BHI

glicerol a 10% e congeladas a -20° C, para anélises microbioldgicas posteriores.

PCR (reacdo em cadeia da polimerase)

Para a identificacdo dos isolados bacterianos por PCR foram utilizados primers
especificos, baseados no gene da enzima glicosiltransferase (gtfB de S. mutans e gtfl de
S. sobrinus) [Oho et al., 2000]. As seqiiéncias desses primers para Streptococcus mutans
foram 5 - ACT ACA CTT TCG GGT GGC TTG G -3 e 5 - CAG TAT AAG CGC CAG
TTT CAT C - 3, amplificando uma seqtiéncia de 517pb. Para Streptococccus sobrinus, as
seqiiéncias utilizadas foram 5 - GAT AAC TAC CTG ACA GCT GACT -3 e b5 -
AAG CTG CCT TAA GGT AAT CACT - 3, para amplificar um segmento de 712 pb.

Inicialmente, para obtengdo do DNA das cepas isoladas, estas foram reativadas

em 5ml de BHI caldo e incubadas a 37¢ C, por 24 horas. Apés crescimento bacteriano, 1
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ml obtido dos indculos foi centrifugado por 10 minutos e o sobrenadante descartado. O
precipitado foi lavado em 1 ml de tampao TE (10mM Tris-HCl, ImM EDTA) pH 8.0.
Apbs agitacdo e nova centrifugacdo, nas mesmas condicdes, as células bacterianas
foram re-suspensas e lavadas por mais duas vezes. Entao, 100 pl de tampao TE foram
acrescentados ao precipitado final e estes submetidos a banho de fervura por 10
minutos. Apés centrifugacdo, aliquotas de 60 pl do sobrenadante (DNA) foram
coletadas para posterior utilizacao [Nascimento et al., 2004].

Para cada 25 pl da reagdo de PCR foram utilizados 5 pl de solugdo tampao (10 X
Reaction Buffer Taq Polymerase - 100 mM Tris-HCl, 500 mM KCl, pH 8.3), 3,0 mM de
MgCl,, 0,2mM de dNTP (DNA Polymerization Mix), 1 pM de cada primer especifico para
uma das bactérias do estudo, 2,5 U de Tag DNA Polymerase (Invitrogen, Life
Technologies do Brasil), 4gua deionizada e uma aliquota de 5 pl de cada amostra de
DNA. Além das amostras, foram utilizados os controles positivos: DNA das cepas
padrdo de S. mutans (ATCC 25175) e de S. sobrinus (ATCC 27607) e negativos (agua bi-
destilada e deionizada).

Essas reacoes foram submetidas a um aparelho termociclador (GeneAmp PCR
System 2400 - Perkin Elmer) para amplificagdo do DNA, seguindo a seguinte
programacao: inicialmente 5 minutos a 95° C, seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 95°
C (desnaturacdo), 30 segundos a 59° C (hibridizacdao), 1 minuto a 72° C (extensdo), e
uma extensdo final de 7 minutos a 72° C [Oho et al., 2000]. Os produtos da amplificacao
foram misturados a 2 ul de corante de azul de bromofenol e inseridos em canaletas
confeccionadas em gel de agarose a 1% (Invitrogen, Life Technologies do Brasil). As
corridas eletroforéticas foram submetidas a uma corrente continua de 75 V por cerca de
2 horas. Um padrao de peso molecular de 100 pb foi incluido em cada corrida. Para

visualizacdo dos produtos de PCR, o gel de agarose foi corado com brometo de etidio
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(0,5 pg/ml) por 10 minutos e analisado em um transluminador de luz ultravioleta
(UltraLum - Labtrade do Brasil). Em seguida, os géis foram fotografados (Camera
Kodak Digital Science) e suas imagens analisadas em software especifico (Kodak Digital

Science 1D).

Anélise estatistica

Considerando-se os escores atribuidos aos critérios: sintomatologia, cor da
dentina, textura da dentina, umidade da dentina e exame radiografico, o teste de
Wilcoxon foi utilizado para avaliar o desempenho de cada material antes e apds a
realizagdo do tratamento pulpar indireto. As contagens iniciais (A e B) e finais (C) de
estreptococos grupo mutans e lactobacilos também foram comparadas estatisticamente
para cada material. Para tanto, os valores de UFC (unidades formadoras de colonias)
foram transformados em logaritmos [log(UFC+1)] com o objetivo de reduzir a
variabilidade do conjunto de dados e facilitar a visualizacdo dos resultados. Testes
adicionais de Mann-Whitney foram utilizados para detectar diferencas entre os grupos
de materiais. Todos os testes estatisticos foram considerados ao nivel de significancia

de 5%.

Resultados

Observacdes clinicas

A freqtiéncia de escores obtidos para cada grupo é apresentada na Tabela 2. As
medianas e amplitudes (range) dos escores obtidos podem ser observadas na Tabela 3.
Comparando-se os momentos mais significativos para andlise clinica - radiografica, ou
seja, a condigdo da dentina remanescente antes (B) e ap6s 90 dias da aplicacdo dos

materiais (C), pode ser verificada diferenca estatisticamente significante somente para
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textura e umidade da dentina, considerando os materiais, Dycal e Vitrebond (p< 0,05).
Ap0s trés meses, a dentina tornou-se mais resistente a curetagem e seca. Apenas para o
grupo do cimento de hidréxido de calcio foi observado escurecimento do substrato
dentinario, no momento da reabertura das cavidades. Para o grupo do Fuji Lining LC,
nao foi constatada diferenga estatistica para nenhum critério avaliado, quando as
coletas B e C foram comparadas (p>0,05). Somente trés dentes apresentaram
sintomatologia dolorosa provocada (2 tratados com Vitrebond e um com Dycal) e
nenhuma alteracdo patolégica foi verificada nos dentes selecionados, apds o periodo de

avaliacao.

Avaliacdo microbiolégica

A contagem de UFC/ml de estreptococos grupo mutans e lactobacilos foi
realizada para cada coleta (A, B e C). Os dados numéricos das contagens sao
apresentados em [log (UFC+1)] conforme mostram as Tabelas 4 e 5, que contém as
medianas e amplitudes obtidas para cada material e coleta. Para todos os grupos de
materiais avaliados, houve uma redugdo estatisticamente significante na contagem de
estreptococos grupo mutans e lactobacilos, quando consideradas a primeira e segunda
coleta (A e/ou B) comparadas a dltima coleta (C), apds trés meses de tratamento (p <
0,05). Contudo, ndo houve diferenga estatistica quando as duas primeiras coletas foram
comparadas entre si (p > 0,05). Apds trés meses de tratamento, nao foi detectado
nenhum crescimento (UFC = 0) para estreptococcos grupo mutans em 21 dentes (10
Vitrebond, 3 Fuji Lining LC e 8 Dycal) e em 26 dentes para lactobacilos (9 Vitrebond, 8
Fuji Lining LC e 9 Dycal). Em 17 dentes do estudo, nenhum crescimento foi verificado

para ambos os grupos bacterianos avaliados.
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Identificacdo das espécies por PCR

Foram coletadas 429 colonias de estreptococos grupo mutans, sendo
identificadas 377 (87,9%) como Streptococcus mutans e somente 7 (1,6%) como
Streptococcus sobrinus. As 45 colonias restantes ndo foram identificadas, podendo
pertencer a qualquer outra espécie do grupo citado, com excecdo das avaliadas. O
namero de coldnias isoladas do meio SB-20 e cepas identificadas como S. mutans para
cada material e periodo de coleta é apresentado na Tabela 6. Das cepas identificadas
como Streptococcus sobrinus, 6 foram isoladas do mesmo dente tratado com Vitrebond
(6 na coleta A e 1 na coleta B) e 1 amostra de um dente tratado com Fuji Lining LC

(coleta C).

Discussao

O desequilibrio bioquimico entre o biofilme bacteriano e o substrato dentério
pode resultar na perda substancial de minerais, com conseqiiente dissolucao dos
tecidos rigidos do dente (esmalte e dentina), levando a um processo dindmico,
denominado céarie dentaria [Fejerskov, 1997]. A intervencdo odontolégica adequada
nas fases iniciais desse processo impede o avango da doenca e a destrui¢do dos tecidos
dentérios. Entretanto, em situagdes em que houve o progresso do processo carioso e a
instalacdo de uma lesdo extensa em dentina, técnicas alternativas de remocéo do tecido
cariado infectado, como o tratamento pulpar indireto e o tratamento restaurador
atraumatico, estdo sendo empregadas na tentativa de interromper esse processo
destrutivo, evitando a manipulagado direta do tecido pulpar.

Este estudo demonstrou a eficiéncia clinica do tratamento pulpar indireto em
dentes com lesdes de carie profunda em dentina, baseada na auséncia de

sintomatologia e de sinais radiograficos de alteragdes patolégicas apicais e periapicais,
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apos trés meses do procedimento clinico. Considerando o limitado periodo de
avaliacdo, estes resultados estdo de acordo com os obtidos em diversos estudos,
independente do material forrador utilizado [Farooq et al., 2000; Falster et al., 2002;
Maltz et al., 2002; Massara et al., 2002].

Apos o selamento da cavidade, alteragdes na coloracdo e textura da dentina
remanescente, resultando em uma dentina mais escura e endurecida, tém sido
observadas e associadas a interrupgdo da progressao do processo carioso [Maltz et al.,
2002]. Neste estudo, a dentina remanescente, apds trés meses de tratamento,
apresentou-se mais resistente a curetagem e seca, apenas para os grupos do Dycal e
Vitrebond. E possivel que a deposicio de fons calcio ou fltor potencialize a
remineralizagdo, promovendo o endurecimento da camada de dentina remanescente
ap6s remogdo incompleta do tecido cariado [Eidelman et al., 1965; Massara et al., 2002].
Estudos in vitro e in situ tém demonstrado o aumento no conteddo de minerais em
lesdes dentindrias adjacentes e/ou subjacentes a restauragdes de cimento de iondmero
de vidro [ten Cate e van Duinen, 1995; Massara et al., 2002], demonstrando significante
acao remineralizadora desses cimentos. Além disso, a utilizacdao de cimentos forradores
(hidréxido de calcio/CIVMR) poderia contribuir para uma leve solubilizagdo
superficial da dentina, imediatamente apds sua aplicacdo sobre o soalho dentindrio
[Smith et al., 1995; Costa et al., 2003, Duque et al.,, 2006]. Dessa forma, fatores de
crescimento (TGF-B - transforming growth factor-p) presentes na matriz dentinaria
poderiam ser liberados e estimulariam as células odontoblasticas a sintetizarem
dentina reacional, facilitando a obliteracido dos tabulos dentindrios e reduzindo
conseqiientemente a permeabilidade dentindria [Smith et al., 2003].

Em relacao ao critério coloragdo, somente o grupo do cimento de hidréxido de

calcio apresentou significante escurecimento do substrato dentinario, no momento da
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reavaliagdo, entretanto os dentes tratados com Vitrebond apresentaram uma tendéncia
ao escurecimento, embora nao estatisticamente significante. Resultados similares foram
obtidos por Corallo [2003]. A reacdo de Maillard que ocorre entre carboidratos e
proteinas tem sido proposta como a causa do escurecimento das lesdes de cérie
dentindria, uma vez que nessas lesdes foram detectados pigmentos marrons
quimicamente semelhantes aos produzidos nesse tipo de reagdo, originalmente
associada com complicagdes de diabetes e da idade. O escurecimento da dentina
remanescente poderia estar associado a oxidagdo dos produtos iniciais da reacdo de
Maillard ou ainda a reagdo de pequenos aldeidos derivados de bactérias com proteinas
formando polimeros com coloracdo mais acastanhada [Kleter et al.,1998].

Para os dentes tratados com Fuji Lining LC, alteracdes nas caracteristicas
clinicas da dentina foram verificadas logo apds a remocao parcial da carie, na sessao
inicial do tratamento. E possivel que esse fato tenha ocorrido devido ao maior ntimero
de dentes com cérie mista ou cronica (7 dos 10 dentes) nesse grupo, os quais
inicialmente apresentaram uma coloracdo mais acastanhada, além de uma maior
resisténcia a curetagem e aspecto mais seco quando comparados aos dentes com caries
ativas (dentina mais amarelada, amolecida e tmida). Alguns estudos, ainda nao
publicados, utilizaram materiais placebo como guta-percha [Pinto, 2001] e cera
utilidade [Corallo, 2003] para forramento das cavidades e verificaram que mesmo na
presenca de materiais inertes, a dentina sofreu modificacdes na textura e coloragdo,
ap6s 3 a 7 meses de selamento, ndo sendo detectada diferenca significativa entre o
material experimental (cimento de hidréxido de calcio) e os placebos. E interessante,
entretanto, acrescentar que em todos os grupos deste estudo, independente do material
utilizado, houve reducdo expressiva das bactérias avaliadas. Na literatura parece nao

haver um consenso sobre a correlacdo entre a coloracdo ou textura da dentina e
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nimero de microrganismos detectados na lesdo. Enquanto alguns investigadores
relacionam o aspecto mais escurecido ou a dureza da dentina com a menor proporcao
de bactérias [Bjordnal et al., 1997; Bjordnal e Larsen, 2000; Maltz et al., 2002], outros nao
constataram essa associagdo [Kidd et al., 1993 Ricketts et al., 1995; Ayna et al., 2003;
Bonecker et al., 2003]. Pode ser especulado que essas altera¢des na coloragao, textura e
umidade da dentina sejam mais nitidas clinicamente para os dentes com cérie ativa e
nao devem ser consideradas isoladamente na determinag¢do do sucesso do tratamento
pulpar indireto. Além disso, a avaliagdo dos aspectos clinicos determinados para a
dentina pode variar de acordo com os critérios tateis e visuais inerentes a cada
investigador.

Durante muitos anos, o cimento de hidroxido de célcio tem sido o material de
escolha para forramento de cavidades, apés a remocdo parcial da carie. Diversos
estudos in vivo tém demonstrado sucesso clinico apds aplicacdo de cimentos de
hidréxido de célcio [Farooq et al., 2000; Falster et al., 2002; Maltz et al., 2002] em
situacOes de remocdo parcial de carie. Entretanto, estudos in vitro tém apresentado
resultados contraditérios em relacdo a atividade antibacteriana desses cimentos, desde
nenhum ou minimo efeito [McComb e Ericson, 1989; Estrela et al., 2000] até a inibigao
marcante de algumas bactérias cariogénicas, considerada por alguns autores como
conseqiiéncia da alcalinidade dos cimentos de hidréxido de célcio [Forsten e Soderling,
1984; Barkhordar e Kempler, 1989]. Além disso, algumas propriedades desfavoraveis
desse cimento, como a alta solubilidade, a baixa resisténcia a compressdo e a auséncia
de adesdo ao substrato [Cox e Suzuki, 1994; Freedman et al., 1999], aliadas ao advento
dos materiais adesivos, tém conduzido as pesquisas para a utilizagdo dos cimentos de
iondmero de vidro como materiais alternativos, principalmente os CIVMR, que

apresentam adequadas propriedades mecanicas [Mathis e Ferrance, 1989] e bioldgicas
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[Costa et al., 2003], além de consideravel atividade antibacteriana [Loyola-Rodriguez et
al., 1994; Duque et al., 2005].

Neste estudo, para todos os grupos de materiais, ndo houve reducdo na
quantidade de estreptococos grupo mutans e lactobacilos viaveis quando comparadas
as coletas A e B (baseline). Apesar disso, alteragdes significantes na textura da dentina
foram observadas, ratificando o exposto anteriormente de que pode ndo existir
correlagdo entre esse aspecto clinico e a reducdo da microbiota [Bonecker et al., 2003].
Estudos tém verificado que, embora a dentina infectada seja conhecida por sua elevada
concentracdo de microrganismos, grande nimero de bactérias ainda esta presente na
dentina mais interna [Bjorndal et al., 1997; Bjorndal e Larsen, 2000].

Apo6s trés meses do tratamento (coleta C), acentuada reducgdo das bactérias
avaliadas presentes na dentina cariada remanescente foi observada em todos os grupos
do estudo. Essa reducao foi ainda mais expressiva para os grupos Vitrebond e Dycal,
apesar de ndo estatisticamente significante, quando comparados os grupos de
materiais (p>0,05). Embora, na maior parte dos dentes ndo tenha sido verificado
nenhum crescimento detectavel (UFC=0), para ambas as bactérias, no periodo de
reavaliacdo, ndo foi possivel a completa eliminacdo das mesmas, uma vez que cultura
positiva para os grupos de estreptococos e lactobacilos foi verificada em 36,4 e 21,2%
dos dentes tratados, respectivamente. Resultados similares foram obtidos em outros
estudos [Kidd et al., 1993; Bjordnal et al., 1997; Kreulen et al., 1997; Weeirheijm et al.,
1999; Bjorndal e Larsen, 2000]. Somente em estudo desenvolvido por Maltz et al. [2002],
pode ser verificada a auséncia de crescimento para estreptococos e lactobacilos, a partir
de amostras de dentina coletadas de todas as cavidades reabertas, apos seis a sete
meses da remogdo incompleta da cérie dentéria.

Essa significante reducdo na microbiota residual, em particular de
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estreptococcus grupo mutans e lactobacilos, poderia estar relacionada a dois fatores
basicamente: o préprio selamento da cavidade e as propriedades antibacterianas dos
materiais forradores. Como conseqiiéncia do selamento, é provavel que a
disponibilidade de nutrientes tenha se tornado limitada, tanto na quantidade quanto
na complexidade, dificultando o metabolismo e a sobrevivéncia das bactérias [Paddick
et al., 2005]. Em relacdo aos cimentos forradores, estudos in vitro tém demonstrado
marcantes propriedades antibacterianas dos CIVMR [Loyola-Rodriguez et al., 1994;
Herrera et al.,, 2000; Duque et al., 2005], indicando que sua aplicagdo sobre dentina
cariada contaminada poderia contribuir para reducdo ou até eliminacdo da microbiota
residual. Essa atividade inibitéria dos cimentos de iondmero de vidro foi associada ao
baixo pH inicial e a liberacdo de componentes quimicos como o fltor [DeSchepper et
al., 1989; Loyola-Rodriguez et al., 1994]. Vitrebond e Fuji Lining LC apresentam pH
iniciais em torno de 4,0, que se elevam com o decorrer do tempo, aproximando-se de
5,56 nas primeiras 24 horas [DeSchepper et al., 1989; Loyola-Rodriguez et al., 1994].
Entretanto, a exposi¢do de cepas de estreptococos e lactobacilos orais a valores de pH
entre 6,0 e 3,5 pode ocasionar a inducdo de uma resposta de tolerancia acida que eleva
a sobrevivéncia dessas bactérias a valores de pH iguais ou abaixo de 3,5 [Svensiter et
al., 1997]. E provavel que a liberacio de fltor seja o principal mecanismo de
interferéncia no crescimento dessas espécies, pois o flior na sua forma livre (F-) ou
ionizavel (HF) pode se ligar a sitios especificos de enzimas ou outras proteinas
bacterianas, inibindo sua acdo. Além disso, pode formar complexos flaor-metal,
principalmente com aluminio e berilio e modular as atividades enzimaticas das
bactérias [Marquis et al., 2003]. Entretanto, a inibicao bacteriana pelo fltor pode ainda
ocorrer por um mecanismo mais complexo, a acdo desse fon como um carreador de

prétons transmembrana, interferindo na saida de ions H* da célula e reduzindo
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consecutivamente a tolerancia acida das bactérias acido-laticas [Marquis et al., 2003]. A
menor liberagdo de fltor pelo Fuji Lining (aproximadamente 114 ppm/mg ap6s 8 dias
de aplicacdo) comparada ao Vitrebond (265 ppm/mg no mesmo periodo) foi associada
ao seu menor efeito inibitério sobre bactérias cariogénicas [Loyola-Rodriguez et al.
1994]. Neste estudo, essa observacao poderia explicar o maior niumero de estreptococos
e lactobacilos isolados dos dentes tratados com o Fuji Lining LC, mesmo apoés trés
meses de selamento. A alcalinidade dos cimentos de hidréxido de calcio como Dycal,
que elevam o pH do meio para cerca de 9,5 nas primeiras 3 horas, como demonstrado
por Forsten e Soderling [1984], poderia danificar organelas celulares, provocando a lise
bacteriana. Entretanto, em estudo in vitro, sobrevivéncia de cepas de S. mutans foi
observada em culturas com pH até 8,5, demonstrando a resisténcia dessa espécie em
ambientes alcalinos [Castillo et al., 2000].

Embora os lactobacilos sejam considerados os microrganismos predominantes
em lesdes de carie profunda [Kidd et al., 1993; Bjordnal et al., 1997; Maltz et al., 2002],
neste estudo, foi possivel detectar prevaléncia de estreptococos grupo mutans sobre os
lactobacilos. Esses achados estdo de acordo com os outros recentes estudos [Toi et al.,
2003; Ayna et al., 2003; Lager et al., 2003]. Ap6s trés meses de tratamento, um maior
nimero de dentes apresentando bactérias resistentes pertencia ao grupo dos
estreptococos mutans (12 dentes) que ao dos lactobacilos (7 dentes). O método do PCR
confirmou a prevaléncia de Streptococcus mutans (87,9%) dentre as colonias isoladas do
meio SB-20. Houve grande freqiiéncia de S. mutans, em todos os periodos de avaliagdo,
verificada para os trés grupos de materiais. A maior proporcao de S. mutans sobre S.
sobrinus denota sua relacao direta com a etiologia e progressdo da doenca carie [de
Soett e de Graaff, 1998].

Apesar do tratamento pulpar indireto com os cimentos forradores avaliados ter
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apresentado efetividade clinica e a reducdo expressiva das bactérias cariogénicas, nao
foi possivel a eliminacdo completa das mesmas. A capacidade das bactérias
sobreviverem e persistirem em um determinado ambiente depende, em parte, de sua
plasticidade genética inerente, que determina sua habilidade em responder a
flutuagdes nas condi¢ées do ambiente e ao estresse [Dobrint e Hacker, 2001]. Uma
rapida resposta adaptativa é exibida por S. mutans, envolvendo um processo de sintese
de proteinas especificas, dentro de 30 minutos do choque acido [Hamilton e Svensiter,
1998], a qual poderia ser induzida pelos acidos produzidos nas reagdes quimicas dos
materiais ou pelo préprio metabolismo das bactérias que interagem no mesmo
ambiente. Quando ocorre a acidificacio do ambiente, as bactérias produzem uma
variedade de medidas protetoras, incluindo sistemas que alteram a composicdo da
membrana celular, a extrusao de prétons e as vias metabdlicas [Cotter e Hill, 2003]. A
sobrevivéncia das bactérias &dcido-resistentes, como o S. mutans, sob restauracdes
também pode estar relacionada a sua capacidade de metabolizar carboidratos,
provindos de glicoproteinas do soro presentes no fluido dentinério, como acido sidlico,
galactose e N-acetilglicosamina [Homer et al., 1993; Abranches et al., 2004; Paddick et
al.; 2005]. Embora o selamento favoreca a reducdo do teor de oxigénio do ambiente, S.
mutans, por serem considerados microrganismos anaerdbios facultativos
(aerotolerantes), ndo sdo influenciados por essa mudanga, pois podem crescer na
presenca ou auséncia de oxigénio. De modo contrario, o ambiente anaerébio exclui os
microrganismos dependentes do oxigénio e reduz os microrganismos que crescem
melhor na sua presenca, facilitando a proliferacao de espécies como S. mutans [Thomas
e Pera, 1983].

Neste estudo, o tratamento pulpar indireto com os cimentos de ionémero de

vidro e de hidréxido de céalcio mostrou resultados clinicos satisfatérios e reducgdo
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expressiva das bactérias cariogénicas avaliadas, entretanto ndo houve a eliminacao
completa das mesmas. E importante considerar a possibilidade de que alteragdes no
ambiente poderiam estimular a formacdo de cepas mais resistentes. Estudos sao
necessarios para avaliar geneticamente esses resistentes bacterianos, isolados de dentes
ap0s remocdo parcial de carie, verificando a possibilidade da geracdo de cepas com

maior viruléncia.
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Tabela 1. Critérios clinicos e radiogréaficos para avaliagdo do tratamento pulpar

indireto.
Critérios Escores Descricao
0 Ausente
1 Provocada por estimulos térmicos ou mecanicos
Sintomatologia
2 Espontanea ou sensivel ao calor
0 Presenca de imagem radiopaca sugestiva de tecido dentindrio
mineralizado entre a cavidade e cAmara corondria
Exame 1 Imagem sugestiva de comunicacao da lesdo/cavidade com a
radiografico camara pulpar coronaria.
2 Presenga de rarefacdo 6ssea sugestiva de lesdo periapical
0 Dura, resistente a curetagem.
Textura da 1 Amolecida, ligeiramente resistente a curetagem.
Dentina 2 Muito amolecida, facilmente removida com a cureta.
0 Amarelo
Coloragao da 1 Castanho claro
dentina 2 Castanho escuro
Umidade da 0 Seca
dentina 1 Umida

97
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Tabela 2. Freqiiéncia dos escores obtidos na avaliacdo clinica e radiografica antes
(baseline) e apds trés meses do tratamento pulpar indireto (Vitrebond - n=12; Fuji

Lining LC - n=10 e Dycal - n=11).

Escores Escores
Baseline Reavaliagao
Materiais Coleta A Coleta B Coleta C
Descricao
0 1 2 0 1 2 0 1 2
Vitrebond 12 0 0 - - - 12 0 0
Sintoma
Fuji Lining LC 10 0 0 - - - 10 0 0
tologia
Dycal 11 0 0 - - - 11 0 0
Vitrebond 12 0 0 - - - 12 0 0
RX Fuji Lining LC 8 2 0 - - - 9 1 0
Dyecal 9 2 0 - - - 11 0 0
Vitrebond 0 5 7 2 8 2 9 3 0
Textura
Fuji Lining LC 1 8 1 6 4 0 6 4 0
Dentina
Dycal 0 5 6 2 3 6 7 4 0
Vitrebond 3 6 3 3 6 3 0 7 5
Cor
Fuji Lining LC 0 4 6 0 4 6 0 3 7
Dentina
Dycal 3 7 1 3 7 1 0 3 8
Vitrebond 3 9 - 3 9 - 11 1 -
Umidade
Fuji Lining LC 4 6 - 10 0 - 10 0 -
Dentina

Dycal 3 8 - 4 7 - 10 1 -
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Tabela 3. Medianas e amplitudes para a avaliacdo clinica e radiogréfica antes (baseline)

e apos trés meses do tratamento pulpar indireto.

Mediana (amplitude) - Mediana (amplitude)
Baseline Reavaliagao
Materiais
Descricao Coleta A Coleta B Coleta C
Vitrebond 0 (0-0)=" - 0 (0-0)a
Sintoma
Fuji Lining LC 0 (0-0)a - 0(0-0)=
tologia
Dycal 0 (0-0)a - 0 (0-0)a
Vitrebond 0 (0-0)2 - 0 (0-0)a
RX Fuji Lining LC 0 (0-1)2 - 0 (0-1)
Dycal 0 (0-1)a - 0 (0-0)a
Vitrebond 2 (1-2)a 1 (0-2)® 0 (0-1)c
Textura
Fuji Lining LC 1 (0-2)a 0 (0-1)® 0 (0-1)b
Dentina
Dycal 2 (1-2)a 1 (0-2)b 0 (0-1)c
Vitrebond 1 (0-2)2 1 (0-2)a 1(1-2)a
Cor
Fuji Lining LC 2 (1-2)a 2 (1-2)a 2 (1-2)a
Dentina
Dycal 1 (0-2)a 1 (0-2)a 2 (1-2)b
Vitrebond 1(0-1)2 1 (0-1)2 0 (0-0)v
Umidade
Fuji Lining LC 1(0-1)a 0 (0-0)® 0 (0-0)®
Dentina
Dycal 1(0-1)a 1 (0-1)a 0 (0-0)r

* Nas linhas, letras iguais denotam auséncia de diferenga significante entre as variaveis, dentro
de cada grupo (Teste de Wilcoxon, p>0,05).
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Tabela 4. Contagem de estreptococos grupo mutans [log(UFC+1)] de acordo com o

momento da coleta e materiais experimentais.

Mediana (amplitude) Mediana
Diferenca® mediana
Material Baseline (amplitude)
(amplitude)

Coleta A Coleta B Coleta C
Vitrebond 8,08 (0-8,85) a 6,31 (0-8,99) 2 0 (0-6,08) b 5,72 (-1,48-9,99) A
Fuji Lining LC 7,94 (0-8,08) 2 7,41 (0-8,08)= 5,10 (0-8,08) ® 1,74 (-0,18-8,08) A
Dycal 7,93 (0-9,00) a 6,93 (0-8,08) 2 0(0-6,38) ® 6,60 (-2,27-8,08) 4

“Diferenca entre as coletas B e C.

aLetras minusculas iguais - auséncia de diferenca estatistica entre as coletas, dentro de cada
grupo (Teste de Wilcoxon - p > 0,05).

A Letras maitdsculas iguais - auséncia de diferenga estatistica entre os grupos (Teste de Mann-
Whitney - p> 0,05)

Tabela 5. Contagem de lactobacilos [log(UFC+1)] de acordo com o momento da coleta

e materiais experimentais.

Mediana (amplitude) Mediana Diferenca”
Material Baseline (amplitude) mediana
Coleta A Coleta B Coleta C (amplitude)
Vitrebond 6,60 (0-8,08)= 6,29 (0-8,08) 2 0 (0-8,08) b 3,00 (-2,00-8,99) A
Fuji Lining LC 6,85 (0-8,08)a 6,34 (0-7,49) 2 0 (0-8,08) b 1,00 (-0,66-7,49) A
Dycal 7,08 (0-8,08)2 7,08 (0-8,08) 0 (0-7,00) b 1,08 (-0-8,08) A

“Diferenca entre as coletas B e C.

aLetras minusculas iguais - auséncia de diferenca estatistica entre as coletas, dentro de cada
grupo (Teste de Wilcoxon - p > 0,05).

A Letras maitdsculas iguais - auséncia de diferenga estatistica entre os grupos (Teste de Mann-
Whitney - p> 0,05)
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Tabela 6. Numero de colonias isoladas do meio SB-20 e de coldnias identificadas como

Streptococcus mutans pelo método de PCR.

Colénias isoladas S. mutans
Material Baseline  Reavaliacdo Total Baseline Reavaliagao Total
A B C A B C
57 44 14 115
Vitrebond 70 51 14 136
(81,5%) (86,3%) (100%) (84,6%)
Fuji Lining 55 55 37 142
57 55 47 154
LC (96,5%) (100%) (78,7%) (92,2%)
49 47 19 115
Dycal 59 51 25 135
(83,1%) (92,3%) (76 %) (85,2%)
161 146 70 377
Total 186 157 86 429

(86,6%)  (93%) (81,4%) (87,9%)
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Resumo

Apesar das propriedades antibacterianas dos materiais aplicados sobre a
dentina, em procedimentos de remocgao parcial da cérie dentéria, bactérias residuais
tém sobrevivido sob as restauragdes. O objetivo deste estudo foi avaliar o polimorfismo
genético de cepas de Streptococcus mutans isoladas de lesdes de carie dentindria antes e
apos trés meses de sua remocgdo parcial. Coletas de dentina cariada foram realizadas
em 33 molares deciduos e/ou permanentes jovens submetidos ao tratamento pulpar
indireto, para andlise microbiolégica. Somente 10 desses dentes, nos quais foi
observado crescimento positivo para estreptococos mutans (SM), mesmo apods trés
meses de tratamento, foram considerados para este estudo. Assim, isolados de SM
foram coletados e identificados por PCR como Streptococcus mutans. Em seguida, esses
isolados foram submetidos a técnica de AP-PCR, para determinacdo do polimorfismo
genético. No maximo sete genotipos diferentes foram encontrados em cada coleta de
dentina cariada em um mesmo dente, sendo que alguns foram detectados em mais de
uma coleta. Grupos de S. mutans idénticos ou altamente relacionados entre si foram
verificados em cada dente. Quando todos os isolados detectados apds trés meses do
tratamento foram comparados, alta diversidade genética foi verificada entre os dentes.
Os resultados indicaram grande polimorfismo genético das cepas de Streptococcus
mutans isoladas de lesdes de carie dentinaria, mesmo apés trés meses da sua remocao
parcial. A persisténcia de alguns genétipos idénticos e a alta similaridade genética
entre os isolados de um mesmo dente, em diferentes coletas, denotam a resisténcia ao

tratamento de algumas linhagens de S. mutans.
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Introducao

A ampla distribuicdo e variedade de bactérias bucais na populacdo mundial
demonstram a grande habilidade de sobrevivéncia dessas espécies, como resultado de
seus mecanismos de transmissdo de cepas entre hospedeiros e a persisténcia no
ambiente bucal (5). Existem diversos micro-ambientes dentro da cavidade bucal
abrigando comunidades bacterianas patogénicas ou ndo, os denominados biofilmes,
que se formam principalmente nas superficies rigidas do dente (9). O desequilibrio
bioquimico entre o biofilme e o substrato dentario, ocasionado pela producdo intensa
de &cidos provenientes do metabolismo bacteriano, pode levar a desmineralizacdo
dentéria e conseqiientemente ao desenvolvimento de lesdes de carie (12).

Dentre os patégenos bucais, os estreptococos mutans (SM) compreendem um
grupo composto por sete espécies bacterianas, sendo que, destas, somente S. mutans, S.
sobrinus, S. rattus e S. cricetus habitam a cavidade bucal humana (8). A alta prevaléncia
de S. mutans (de 74 a 94%) entre esses estreptococos orais isolados de lesdes de carie,
indica seu papel fundamental no desenvolvimento dessa doenca (21). S. mutans
apresenta a habilidade de resistir as alteracdes nos niveis de acidos produzidos no
ambiente bucal, por meio de mecanismos de expulsdo de prétons do interior da célula,
protegendo assim seus constituintes organicos, em especial o DNA, dos efeitos
agressivos da acidificacdo (30). Além disso, em ambientes hostis, com restricao de
nutrientes, foi sugerido que algumas bactérias bucais, entre elas S. mutans, sdo capazes
de obter carboidratos a partir de glicoproteinas derivadas do hospedeiro (saliva ou
soro) (1,15).

A diversidade entre cepas de uma mesma espécie pode estar associada a sua
capacidade de sobreviver as flutuacdes no ambiente. Dessa forma, a selecdo de cepas

bacterianas melhor adaptadas a um determinado ambiente pode promover a geracao
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de variantes genéticas, representando populacbes clonais, que conservam o mesmo
DNA das células-maes, ou ndo-clonais, que adquirem DNA proveniente de outras
células (5). Diversos estudos tém demonstrado a heterogeneidade genética de S. mutans
por meio de métodos de tipagem molecular, como a reagdo em cadeia da polimerase
com primers arbitrarios (AP-PCR - arbitrary primed polymerase chain reaction); eletroforese
de enzima multilocus (MLEE - multilocus enzime eletrophoresis), polimorfismos do
tamanho de fragmentos de restricao (RFLP - restriction fragment length polymorphisms),
reacdo de polimerizacdo em cadeia com seqiiéncias de elementos extragénicos
repetitivos palindromicos (REP-PCR - repetitive extragenic palindromic PCR), entre
outros (13,24,28,31,33,34,35).

O método da AP-PCR tem sido utilizado principalmente em estudos de
epidemiologia e transmissibilidade de estreptococos, demonstrando rapidez, eficiéncia
e reprodutibilidade na geracdo dos amplicons de isolados bacterianos (33, 36). A partir
do método da AP-PCR, diversos estudos tém demonstrado a maior diversidade
genotipica de S. mutans em criancas com cérie dentaria quando comparadas aquelas
livres de carie (2,24), além de verificar um padrdo de colonizagdo sitio-especifica de
genotipos de S. mutans em lesdes de carie corondaria ou radicular (13,25).

A sobrevivéncia de estreptococos bucais tem sido constatada, mesmo apos
meses ou anos da remocdo parcial da cérie e selamento da cavidade (3,4,17,37),
demonstrando a existéncia de cepas resistentes ao tratamento. Paddick et al. (28)
detectaram distintas linhagens de Streptococcus oralis e Actinomyces naeslundii, apos
cinco meses da remogdo parcial da carie dentaria, embora com reduzida diversidade
genotipica/fenotipica em comparagdo as linhagens isoladas previamente ao
tratamento. Desse modo, o objetivo deste estudo foi determinar o polimorfismo

genético de cepas de Streptococcus mutans isoladas de lesdes de carie antes e ap6s trés
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meses da remogao parcial do tecido dentinario cariado.

Materiais e métodos

Descricdo da amostra

Foram wutilizados inicialmente 33 molares deciduos/permanentes jovens
submetidos ao tratamento pulpar indireto, provenientes de 20 criancas, de ambos os
géneros, entre 4 e 10 anos de idade. Destes, foram considerados somente os dentes nos
quais foi verificado crescimento positivo para o grupo de estreptococos mutans em
amostras de dentina cariada coletadas antes e apds trés meses da realizacdo do
tratamento (ver Procedimentos clinicos). Todos os dentes apresentavam carie profunda
em dentina, entretanto, por meio de avaliagao clinica e radiogréfica, ndo foi constatada
nenhuma patologia pulpar irreversivel e/ou periapical. O presente estudo foi
aprovado pelo Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Araraquara - UNESP (protocolo 05/2004 - Anexo 2). O consentimento livre e

esclarecido foi obtido dos responsaveis pelas criangas participantes.

Procedimentos clinicos e coleta das amostras

Para a realizacao do tratamento pulpar indireto, foi utilizada a anestesia local e
os dentes foram submetidos a profilaxia com pasta profilética, seguida do isolamento
absoluto e anti-sepsia do campo operatério com digluconato de clorexidina a 0,2%.
Quando necesséario, o acesso a lesdo de carie foi obtido utilizando uma broca carbide
em alta rotagdo (#245 - KG Sorensen, Barueri, Sao Paulo, Brasil). Apés remocdo da
dentina necrética mais superficial, uma primeira coleta de dentina (A) foi realizada,
com o auxilio de uma cureta esterilizada e transferida para um tubo de ensaio

contendo 5 ml do meio de cultura BHI caldo (Brain Heart Infusion - Difco
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Laboratories, MI, USA). A remogdo completa do tecido cariado das margens cavo-
superficiais e paredes laterais da cavidade foi realizada com brocas esféricas em baixa
rotagdo. Na parede pulpar, parte da dentina cariada foi removida, deixando apenas
uma camada mais profunda para evitar a exposigdo do tecido pulpar. Em seguida, foi
realizada a segunda coleta (B) de dentina cariada da porcao mesial da parede pulpar,
procedendo da mesma maneira descrita anteriormente. Para o forramento da parede
pulpar foram utilizados cimentos de iondémero de vidro modificado por resina
(Vitrebond - 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA ou Fuji Lining LC - GC, Tokyo, Japan) ou
um cimento de hidréxido de calcio (Dycal - Dentsply, Midford, DE, EUA). As
cavidades foram restauradas temporariamente com cimento de 6xido de zinco e
eugenol (IRM - Dentsply, Mildford, DE, EUA). Apés trés meses do tratamento, os
dentes foram reabertos e o material forrador completamente removido. Uma terceira
coleta (C) de dentina cariada foi realizada na porcédo distal da parede pulpar, seguindo
os mesmos procedimentos descritos. As cavidades foram forradas com cimento de

iondmero de vidro e restauradas definitivamente com amalgama de prata.

Procedimentos laboratoriais

As amostras de dentina cariada obtidas em cada coleta (A, B e C) foram
agitadas por 15 segundos em um misturador Vortex (Phoenix AT 56, Munising, Mich.,
USA) e incubadas a 37° C por 24 horas. Apds o crescimento bacteriano, nova agitacao
foi realizada por 1 minuto e as amostras diluidas seriadamente. Para o cultivo de
estreptococos do grupo mutans (SM), aliquotas de 25pl de cada diluicdo foram
inoculadas em Agar Sacarose Bacitracina - SB-20 (10) e mantidas a 37° C por 48 horas,

em jarras de anaerobiose (sistema chama de vela). Ap6s esse periodo, 6 a 8 colonias
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com morfologia tipica de estreptococos grupo mutans foram coletadas e inoculadas
individualmente em 5 ml de BHI caldo. Apdés 24 horas de incubagdo a 37° C, a
identidade e pureza das culturas foram confirmadas através de coloracdo de Gram e
aliquotas do subcultivo foram estocadas a -20° C em BHI glicerol, para posterior

identificacdo molecular dos isolados bacterianos.

Isolamento do DNA bacteriano

O método de preparacao do DNA cromossomal foi inicialmente descrito por
Nociti et al. (26) e modificado por Nascimento et al. (25). Resumidamente, culturas de
isolados SM foram reativadas em BHI caldo por 24 horas. Em seguida, foram
centrifugadas e lavadas por duas vezes com tampao TE (10mM Tris-HCl, ImM EDTA,
pH 8.0). Ap6s centrifugacdo, os precipitados foram dissolvidos em 100 pl de tampao
TE e submetidos a um banho de fervura por 10 minutos. Apés centrifugacdo, aliquotas
de 60 pl do sobrenadante (DNA) foram coletadas para posterior utilizacdo nas reacdes

de PCR e AP-PCR.

PCR (reacdo em cadeia da polimerase)

Para a identificagdo de Streptococcus mutans, o DNA dos isolados bacterianos
(SM) obtidos de cada coleta de dentina foram submetidos ao método do PCR,
utilizando primers especificos para regidoes do gene da glicosiltransferase (gtfB) com as
seguintes seqiiéncias: 5° - ACT ACA CTT TCG GGT GGCTIG G -3 e 5 - CAG TAT
AAG CGC CAG TTT CAT C - 3, que amplificam um fragmento de DNA de 517pb
(27). Cada reagdo de PCR continha 5 pl de cada amostra de DNA, 5ul de solugdo
tampao (10 X Reaction Buffer Tag Polymerase), 0.2 mM de dNTPs (DNA Polymerization

Mix), 3,0 mM de MgCly, 1 pM de cada primer especifico e 2.5 U de Tag DNA Polymerase
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e dgua deionizada esterilizada para completar um volume final de 25 pl. Todos os
reagentes foram obtidos da Invitrogen, Life Technologies do Brasil. Os controles
positivo e negativo da reagdo foram o DNA de uma cepa padrao de S. mutans (ATCC
25175) e 4gua deionizada, respectivamente. A amplificagio do DNA foi realizada em
um termociclador (GeneAmp PCR System 2400, Perkin Elmer, Applied Biosystems)
com uma desnaturagdo inicial a 95° C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de
desnaturagdo (95° C por 30 segundos), hibridizagdo ou anelamento (59° C por 30
segundos) e extensao (72° C por 1 minuto), além de uma extensdo final a 72° C por 7
minutos (27). Os produtos da amplificacdo foram inseridos em gel de agarose a 1%
submerso em tampao de corrida Tris-borato-EDTA (TBE) a 75 V por 2 horas. Em
seguida, os géis foram corados com brometo de etidio (0,5 pg/ml) e visualizados em
um transluminador de luz ultravioleta (UltraLum - Labtrade do Brasil). Um padrao de

peso molecular de 100 pb (DNA Iadder) foi incluido em cada corrida eletroforética.

AP-PCR (reacido de polimerizacdo em cadeia com primers arbitrarios)

Cepas identificadas como Streptococcus mutans foram submetidas a tipagem
molecular utilizando o método do AP-PCR. Para a amplificacdo do DNA dos isolados
de S. mutans foi utilizado o primer OPA-13 (5'- CAGCACCCAC - 3') (24,25,33). A
reagdo do AP-PCR foi realizada com um volume de 25pl, contendo 2,5 pl de solucao
tampao (10 x Reaction Buffer Taq Polymerase), 7 mM de MgCl, 0,2 pM de dNTP (DNA
Polymerization Mix), 1 pM de primer, 2,5 U de Tag DNA Polymerase, 50 ng de DNA e
agua destilada (25). A amplificagdo programada no aparelho termociclador foi
executada na seguinte seqtiéncia: desnaturacado inicial a 94° C por 5 minutos, seguida
de 45 ciclos a 94° C por 30 segundos, 36° C por 30 segundos e 72° C por 1 minuto,

concluindo com extensdo final a 72° C por 3 minutos (19). Os amplicons gerados pelo
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AP-PCR foram separados eletroforeticamente em gel de agarose a 1.4%, corados em 0,5
pg/ml de brometo de etidio. Um marcador de peso molecular de 1Kb foi utilizado em
cada gel. Os géis foram fotografados (Camera Kodak Digital Science) e suas imagens
analisadas em software especifico (Kodak Digital Science 1D). As bandas eletroforéticas
previamente marcadas foram convertidas em dados binarios e estes submetidos ao
programa NTSYS-pc, versdao 1.7 (Applied Biostatistics, Inc.), utilizando o coeficiente
Ssm (Simple Matching Coefficient) e o método de agrupamento UPGMA (Unweighet Pair-

Group method with Mathematic Average) para construcao dos dendrogramas.

Resultados

Um total de 206 isolados de SM foi obtido das amostras de lesdes de carie
comprometendo somente a face oclusal de 10 diferentes dentes [7 primeiros molares
deciduos (6 inferiores e 1 superior), 1 segundo molar superior deciduo e 2 primeiros
molares permanentes (1 superior e 1 inferior)], provenientes de 8 pacientes,
considerando os trés periodos de coleta (A, B e C). Para este estudo, um dente foi
tratado com Vitrebond, seis com Fuji Lining LC e trés com Dycal. Como a distribuicao
dos dentes ndo foi uniforme entre os grupos de materiais, a anélise dos dados foi
realizada para todos os dentes, independente do tipo de material utilizado.

Dos isolados de SM, 173 (83,5%) foram identificados por PCR como Streptococcus
mutans, produzindo fragmento tinico de DNA de 517 pb. Em seguida, todos os isolados
de S. mutans foram submetidos ao método de AP-PCR. Para facilitar a manipulagao e
visualizacdo dos dados, os c6digos dos isolados foram determinados de acordo com a
seguinte ordem: cédigo do dente (1- 10), periodo de coleta (A, B e C) e namero do
isolado (1 a 8), por exemplo, 5A2. Os dentes codificados como 6 e 8 pertencem ao

mesmo paciente. O mesmo ocorreu para os dentes 9 e 10 para outro paciente. A Figura
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1 ilustra os perfis eletroforétricos de S. mutans isolados do dente 3 utilizando AP-PCR.
A amplificacdo do DNA gendmico dessa espécie pelo primer OPA-13 gerou fragmentos
(amplicons ou bandas eletroforéticas) entre 2,2 e 0,3 kb. Algumas bandas foram
especificas da espécie, enquanto outras foram encontradas em poucos isolados,
indicando polimorfismo ou diversidade genética de S. mutans.

O numero de gendtipos (amplitypes) de S. mutans obtidos em cada dente,
considerando separadamente as coletas é apresentado na Tabela 1. Foram verificados
de 1 a 7 genétipos de S. mutans em cada coleta, devendo-se salientar que um mesmo
padrdo genotipico podde ser encontrado em mais de uma coleta. Desse modo,
desconsiderando as repeticdes entre as coletas, o total de genétipos encontrados em
cada dente é apresentado na Tabela 2. Os graus de similaridade genética entre os
isolados de S. mutans, com base nas combinagdes geradas pelo primer OPA-13 utilizado
no método AP-PCR sdo ilustrados em dendrogramas obtidos pela andlise UPGMA
com coeficiente Ssy — Simple Matching (Figuras 2a/b, 3a/b e 4).

Com base na anélise dos dendrogramas de cada dente representados na Figura
2 a/b, independente do material utilizado, os valores de similaridade genética entre os
isolados de S. mutans variaram de 0,555 < Sspr <1 até 0,837 < Ssm < 1. Foram observados
de 2 a 4 grupos de S. mutans, contendo isolados idénticos e/ou altamente relacionados
entre si (Ssm = 0,869) para cada dente. Esses grupos podem ser identificados nos
dendrogramas de cada dente pelas diferentes tonalidades de cinza. Dentro desses
grupos, isolados idénticos (mesmo genoétipo) foram encontrados em uma mesma coleta
ou entre coletas diferentes (clones). Foram obtidos pelo menos dois isolados com o
mesmo gendtipo em cada dente, para uma mesma coleta (exemplo: dente 1 - isolados
1B2 e 1B3). Quando as coletas foram comparadas, clones foram identificados entre A e

B para os dentes 1,4,5,7 e 10. Entre A e C, o mesmo foi observado para os dentes 1,4 e
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10. Nenhum clone foi encontrado para B e C. Entretanto, quando as trés coletas (A,B e
C) foram comparadas, dois clones foram observados (dentes 3 e 7).

Para verificar a similaridade entre isolados de S. mutans obtidos em dentes
diferentes, mas pertencendo ao mesmo paciente, foram construidos dendrogramas que
sdo apresentados nas figuras 3a/b. Em nenhum dos pacientes foram verificados
genotipos idénticos entre os dentes tratados. Os valores de similaridade genética entre
isolados de S. mutans obtidos para os dentes 6/8 (Figura 3a) e 9/10 (Figura 3b)
variaram entre 0,618 < Ssp <1 e 0,710 < Ssy < 1, respectivamente, sendo que os maiores
valores foram observados entre os isolados obtidos de cada dente em um mesmo
paciente.

Os isolados resistentes ao tratamento pulpar indireto, pertencendo a coleta C,
foram agrupados, e um total de 41 genétipos de S. mutans foi identificado a partir das
diferentes combinagdes de amplicons OPA-13. Um dendrograma com todos os isolados
detectados na coleta C foi construido, e a similaridade genética determinada entre
0,621 < Ssm <1 (Figura 4). A anélise de agrupamento (UPGMA) revelou 11 grupos com
0,869 < Ssu < 1, ou seja, constituidos por isolados idénticos e/ou altamente
relacionados entre si. Sete desses grupos continham isolados pertencendo ao mesmo
dente, ou seja, cada grupo correspondendo a um dente especifico (Grupos
1,3,7,8,9,10,11), outros trés grupos apresentavam isolados de dois dentes (Grupos 4, 5 e
6) e um grupo apresentava isolados de S. mutans de quatro dentes (Grupo 2),
demonstrando maior similaridade genética entre isolados do mesmo dente e

diversidade entre aqueles detectados em dentes diferentes.
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Discussao

Streptococcus mutans é considerado o principal patégeno envolvido no processo
da carie dentéria. Estudos tém demonstrado sua habilidade em resistir as bruscas
alteracdes de pH, desde a acentuada alcalinidade (6) aos extremos niveis de acidez (30)
similares aquelas produzidas por reacdes quimicas de cimentos forradores como os
utilizados neste estudo. Além disso, em ambientes com restri¢io de nutrientes, como
em cavidades adequadamente seladas, foi sugerido que S. mutans apresenta
capacidade de produzir enzimas glicosidicas e liberar carboidratos de glicoproteinas
provenientes do fluido dos tabulos dentindrios (28). Dessa forma, é possivel sugerir
que caracteristicas fenotipicas especificas estejam sendo expressas por genétipos de S.
mutans mais adaptados a sobreviverem e/ou crescerem em ambientes adversos (5).

Grande diversidade genética de S. mutans foi detectada neste estudo a partir de
amostras de dentina coletada de lesdes profundas de cérie, mesmo apds 3 meses de sua
remocao parcial. Considerando cada dente isoladamente, foi possivel verificar até 7
genétipos diferentes em cada coleta ou até 17 gendtipos, considerando-se
conjuntamente todas as trés coletas. Diversos estudos tém demonstrado
heterogeneidade genética entre isolados de S. mutans coletados de amostras de saliva
ou biofilme dentério (33,35). Entretanto foi observado que essa diversidade é ainda
maior em individuos carie-ativos (2,24). Neste estudo, diversidade genética também foi
observada entre dentes de um mesmo paciente (dentes 6 e 8; 9 e 10), demonstrando que
genotipos especificos de S. mutans podem se abrigar em sitios distintos na cavidade
bucal em um mesmo individuo. Estudos sugerem que a freqiiéncia de distribuigao de
genotipos de S. mutans pode variar entre os sitios bucais, contudo parece haver uma
colonizacdo sitio-especifica dos genétipos detectados em lesdes de caries dentérias (13,

25).
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Neste estudo, alguns genétipos de S. mutans foram detectados em mais de uma
coleta, em um mesmo dente. Isso foi observado entre as coletas A e B (5 genétipos
diferentes), A e C (3 genotipos) e A, B e C (2 gendtipos). Embora poucos genétipos
tenham se repetido entre essas coletas, a alta similaridade genética entre isolados
detectados no mesmo dente, em coletas distintas, sugere a resisténcia de algumas
linhagens de S. mutans. E possivel que os grupos genéticos com isolados altamente
relacionados entre si apresentem um ancestral em comum (5) e que surgiram, a partir
dele, novas linhagens com algumas alteragdes genéticas. Acredita-se que
polimorfismos observados entre espécies seja resultado de modificagdes no
pareamento das bases por delegdo ou insercao de novas seqiiéncias genéticas (32), além
da transmissdo de clones de outras fontes externas (14). A freqiiéncia, entretanto,
desses eventos ainda ndo é conhecida in vivo (5).

Como parte do processo evolutivo, as bactérias apresentam a habilidade de
adquirir material genético de outras células pelo mecanismo da transformacao. Para
que essa recombinacdo ocorra, é necessario que o DNA doado apresente entre 70 e
100% de identidade com a seqiiéncia no cromossomo da célula receptora (11). Algumas
cepas de S. mutans podem adquirir diversas propriedades cariogénicas (29), além de
resisténcia aos fluoretos (7) e a alguns antibiéticos (23), também por transformacdo. E
possivel que S. mutans também seja doador de DNA para outras espécies, como S.
sanguis e S. milleri (18). Cvitotkovitch (9) sugeriu que transformacdes bacterianas
podem ocorrer em locais, como a cavidade bucal, que apresentam extremas alteracdes
ambientais, além de flutuagdes na dinamica da populagdo. Li et al. (19) verificaram que
células de S. mutans apresentaram grande habilidade in vitro de realizar transformacao
genética quando cresceram em biofilmes. Os autores sugeriram que em ambientes

como o biofilme, essas bactérias sdo expostas a varias condigdes de estresse, tais como:
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excesso ou caréncia de nutrientes, baixo pH, alta osmolaridade, além do freqiiente
consumo de agentes antibacterianos pelo hospedeiro. Dessa forma, a transformacao
genética natural poderia ser considerada um importante mecanismo de adaptacao as
mudangas ambientais, promovendo resisténcia microbiana, variagdo genética e rdpida
evolucdo dos fatores de viruléncia (9,11,19).

Quando os genétipos de S. mutans isolados de amostras de dentina coletadas
apo6s trés meses de tratamento foram comparados, diversidade genética foi verificada
entre os dentes e alta similaridade detectada intra-dente. Dos 11 grupos contendo
isolados idénticos ou altamente relacionados entre si, sete estavam associados a um
mesmo dente, ou seja, cada um desses grupos correspondendo a um dente especifico.
Estes resultados sugerem que as diferentes linhagens resistentes de S. mutans sejam
dente - especificas, pois ndo foi possivel revelar nenhum padrdo genético comum a
populagdo submetida ao tratamento proposto neste trabalho. Estudos tém
demonstrado similaridade genética somente entre genétipos de S. mutans provenientes
de membros da mesma familia (16,20,31,35) ou que convivem muito proximamente em
um mesmo ambiente, como em escolas ou creches (22), denotando transmissao vertical.
Individuos nao relacionados raramente compartilham os mesmos gendtipos de S.
mutans (33). Nascimento et al. (25) compararam 40 tipos genéticos determinados pelo
AP-PCR, isolados de 9 pacientes diferentes e verificaram grande diversidade genética
de S. mutans entre os pacientes, ressaltando que o maior grau de similaridade (Ssm =
0.960) foi observado apenas para isolados do mesmo individuo.

Apesar de algumas deficiéncias do método do AP-PCR, como a dificuldade de
visualizacdo de bandas de baixa intensidade ou ainda a necessidade de mais primers
para aumentar a precisdo da técnica (24), estudos tem demonstrado sua eficicia na

deteccao de polimorfismo genético de varias espécies bacterianas (33,36), apresentando
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resultados semelhantes a técnicas mais sofisticadas, como MLEE (24). Neste estudo, foi
possivel verificar grande polimorfismo genético das cepas de Streptococcus mutans
isoladas de lesdes de carie dentindria, mesmo apds trés meses da sua remocdo parcial.
A persisténcia de alguns genoétipos idénticos e a alta similaridade genética entre os
isolados de um mesmo dente, em diferentes coletas, denotam a resisténcia ao
tratamento de algumas linhagens de S. mutans. A grande diversidade genética dos
isolados de S. mutans detectados entre diferentes dentes pode sugerir que as linhagens
resistentes sejam especificas para cada dente, ndo sendo possivel verificar um padrao
genético comum entre os individuos. Contudo, outros estudos sdo necessarios para
avaliar as caracteristicas fenotipicas dos diferentes genétipos de S. mutans resistentes
ao tratamento pulpar indireto ou a outras técnicas de remocdo parcial de carie,
verificando possiveis similaridades na producdo de enzimas que participam dos

diversos mecanismos de viruléncia dessa espécie.
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Tabela 1. Numero de gendtipos de S. mutans provenientes das coletas de dentina

cariada realizadas em cada dente do estudo.

Dente 1 3 4 5 6 7 8 9 10
Coleta A 2 4 4 3 4 5 7 5 5
Coleta B 3 4 4 4 5 5 5 5 1
Coleta C 3 4 4 5 2 4 4 5 6

Tabela 2. Total de isolados e gendtipos de S. mutans encontrados em cada dente para

todas as coletas (A, B, C).

Dente 1 3 4 5 6 7 8 9 10
Isolados 15 15 16 21 15 18 20 21 20
Genotipos * 6 10 8 11 12 12 17 15 9

* Os genodtipos que se repetem entre as coletas foram considerados apenas uma vez.
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Figura 1. Perfis eletroforéticos de S. mutans isolados do dente 3 obtidos pelo método do
AP-PCR utilizando o primer OPA-13. Ld - Padrdo de peso molecular de 1Kb (DNA
ladder); CP - cepa padrao de S. mutans (ATCC 25175). A2 a C5 - isolados obtidos de

acordo com o periodo da coleta (A,B,C).
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Figura 2. Similaridade genética (método AP-PCR, primer OPA-13) entre isolados de S.
mutans provenientes de amostras de lesdes de cérie coletadas de cada dente submetido
ao tratamento pulpar indireto. (a) Dendrogramas obtidos para os isolados dos dentes
de 1 a 5. (b) Dendrogramas obtidos para os isolados dos dentes 6 a 10. Foi utilizada a
analise UPGMA e matriz de similaridade Ssu (Simple Matching). Diferentes tonalidades
de cinza em um mesmo dendrograma ilustram os grupos contendo isolados de S.

mutans idénticos ou altamente relacionados.
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Figura 2b.
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Figura 3. Similaridade genética (método AP-PCR, primer OPA-13) entre isolados de S.
mutans provenientes de amostras de lesdes de carie coletadas de dois dentes diferentes
do mesmo paciente. (a) Dentes 6 e 8; (b) Dentes 9 e 10. Dendrograma UPGMA gerado a

partir da matriz de similaridade Ssm (Simple Matching).
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Figura 3b.
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Figura 4. Similaridade genética (método AP-PCR, primer OPA-13) entre isolados de S.
mutans provenientes de amostras de lesdes de carie coletadas apdés 3 meses do

tratamento pulpar indireto - coleta C (cepas resistentes ao tratamento). Dendrograma

UPGMA gerado a partir da matriz de similaridade Ssum (Simple Matching).
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Figura 4.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos nestes trabalhos e nos relatos documentados na
literatura, é de fundamental importancia para a protecdo da polpa dentaria, considerar
a utilizacdo de materiais forradores em cavidades profundas envolvendo a dentina.
Diante da presenca do risco de exposicao pulpar, técnicas de remogao parcial de carie
dentéria, como o tratamento pulpar indireto, podem ser utilizadas, com significante
sucesso clinico e microbiolégico, em dentes com auséncia de sinais clinicos ou
radiograficos de patologias pulpares e/ou periapicais.

Nesse contexto, os cimentos de iondOmero de vidro estio sendo indicados na
protecao direta do complexo dentino-pulpar, por apresentarem adequadas
propriedades fisicas e bioldgicas. Quando aplicados em cavidades profundas, esses
cimentos podem ser considerados biocompativeis, por causarem minima inflamagao e
desorganizacdao do tecido pulpar, permitindo a reparagdo tecidual, por meio da
formagdo de dentina reacional pelos odontoblastos primdrios (COSTA et al.l0).
Entretanto, estudos em biologia pulpar tém apresentado novas tendéncias de
tratamento, demonstrando a preocupacdo com a utilizacdo de materiais que possam
estimular a resposta biolégica sem causar qualquer irritacdo as células pulpares, como
as moléculas bioativas provenientes da propria matriz dentindria (SMITH et al.>051).
Em cavidades profundas, essas moléculas poderiam se difundir pelos tabulos
dentinérios e estimularem a dentinogénese reacional e conseqiiente protecao do tecido
pulpar de agressdes bacterianas ou de produtos toéxicos dos préprios materiais
restauradores (SMITH et al.%0). Embora essas perspectivas apresentem consideravel
embasamento cientifico, ainda sdo necessarios estudos clinicos em humanos e em

situacOes de forramento cavitdrio apds remocao de carie dentdria, sugerindo ainda a
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utilizacdo de solugdes com propriedades antibacterianas que pudessem eliminar os
microrganismos residuais antes da aplicacdo desses materiais bioldgicos.

Considerando que situacdes clinicas geralmente envolvem a presenca de tecido
cariado, a escolha de um material forrador/base com atividade antibacteriana tem
fundamental importancia na determinacdo do sucesso do tratamento restaurador. Os
cimentos de iondmero de vidro tém apresentado marcante capacidade inibitdria sobre
bactérias cariogénicas (McCOMB e ERICSSON33; LOYOLA-RODRIGUEZ et al3;
MEIERS e MILLER®»; HERRERA et al.2), confirmada neste estudo in vitro,
principalmente sobre espécies de estreptococos do grupo mutans, lactobacilos e
actinomyces. Em situagdes de remogdo parcial de carie, esses cimentos podem ser
indicados para aplicacdo sobre dentina contaminada, reduzindo ou até eliminando
bactérias residuais presentes nesse tecido, as quais poderiam se difundir pelos tibulos
dentindrios e causar irritacdo pulpar (BJORNDAL e LARSEN? MALTZ et al.®2). O
cimento de ionémero de vidro modificado por resina, Vitrebond, apresentou destaque
nos presentes estudos, denotando marcante atividade antibacteriana in vitro e in vivo,
pois em poucos dentes humanos tratados com esse cimento, bactérias remanescentes
foram verificadas ap6s um curto periodo de trés meses da remogao parcial de carie.

Embora estudos apresentem criticas em relagdo ao cimento de hidréxido de
calcio, sua aplicacao sobre cavidades profundas com lesdes dentindrias parcialmente
removidas tem demonstrado resultados clinicos e microbiolégicos favoraveis (FISHER
et al'6; LEUNG et al?’). Vale ressaltar, entretanto, a influéncia do selamento adequado
da cavidade dentéaria sobre a sobrevivéncia da microbiota sob restauracdes. Dentre os
microrganismos bucais, Streptococcus mutans despertou interesse da comunidade
cientifica, devido a sua capacidade de tolerdncia a acidos, provenientes do seu

metabolismo ou de outras espécies bacterianas ou ainda da reagdo quimica de
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materiais dentarios. Além disso, apresenta habilidade de metabolizar outros nutrientes,
em situacdes de restricdo de carboidratos, como poderia ser verificado em cavidades
com adequado selamento (PADDICK et al.#t). Em razdo dessas caracteristicas, cepas
resistentes desse microrganismo estdo ainda presentes no tecido dentindrio
remanescente, mesmo apds meses da remocdo incompleta da carie. A diversidade
genética de S. mutans entre individuos ou ainda dentro de sitios especificos em um
mesmo individuo demonstra a complexidade do relacionamento entre isolados dessa
espécie, tornando necessario o desenvolvimento de novos estudos que possam elucidar
as caracteristicas de viruléncia desses organismos, fornecendo subsidios ao cirurgido-

dentista na escolha de melhores estratégias de tratamento da carie dentéria.
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CONCLUSAO

Os materiais forradores cavitarios investigados (cimentos de iondmero de vidro e
cimento de hidréxido de célcio) apresentaram aceitdvel compatibilidade biolégica,
quando comparados ao material biolégico ESDP (Artigo 2). Além disso, também
mostraram atividade inibitéria sobre as bactérias cariogénicas avaliadas (Artigos 1 e 3),
entretanto, existe a possibilidade de adaptacdo genética de cepas de Streptococcus

mutans resistentes aos referidos materiais (Artigo 4).
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