THAIS CACHUTE PARADELLA

ADERENCIA DE Streptococcus mutans
EM MATERIAIS RESTAURADORES E SEUS EFEITOS
EM CARIE SECUNDARIA in vitro E in situ AVALIADOS
POR MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA E ESPECTROSCOPIA
POR DISPERSAO DE RAIOS-X (EDS)

Tese apresentada a Faculdade de Odontologia
de Sao José dos Campos, Universidade
Estadual Paulista, como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de DOUTOR pelo
Programa de Pés-Graduagéo em
BIOPATOLOGIA BUCAL, Area Biopatologia

Bucal.



THAIS CACHUTE PARADELLA

ADERENCIA DE Streptococcus mutans
EM MATERIAIS RESTAURADORES E SEUS EFEITOS
EM CARIE SECUNDARIA in vitro E in situ AVALIADOS POR
MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA E ESPECTROSCOPIA POR
DISPERSAO DE RAIOS-X (EDS)

Tese apresentada a Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos, Universidade Estadual Paulista, como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de DOUTOR pelo Programa de POs-

Graduac&o em Biopatologia Bucal, Area Biopatologia Bucal.

Orientador: Prof. Titular Antonio Olavo Cardoso Jorge

Sao José dos Campos
2008



Apresentacgao grafica e normalizagéo de acordo com:

BELLINI, A.B. Manual para elaboragdo de monografias: estrutura do
trabalho cientifico. Sdo José dos Campos: FOSJC/UNESP, 2006.

Paradella, Thais Cachuté

Aderéncia de Streptococcus mutans em materiais restauradores e
seus efeitos em carie secundaria in vitro e in situ avaliados por
microscopia de luz polarizada e espectroscopia por dispersao de raios-X
(EDS) / Thais Cachuté Paradella; orientador Antonio Olavo Cardoso
Jorge. Sao José dos Campos, 2008.

144p; IL

Tese (Doutorado em Biopatologica Bucal, Area Biopatologia Bucal)
— Faculdade de Odontologia de S&do José dos Campos, Universidade
Estadual Paulista, Sdo José dos Campos, 2008.

1. Streptococcus mutans — 2. esmalte dentario — 3. andlise
espectral por disperséo de raios-X

BLACK

D22

AUTORIZACAO
Autorizo a reproducado e divulgacéo total ou parcial deste trabalho, por

qualguer meio convencional ou eletrénico, desde que citada a fonte.

Sao José dos Campos, 28/07/2008

Assinatura:

Email: tparadella@yahoo.com




Paradella TC. Aderéncia de Streptococcus mutans em materiais
restauradores e seus efeitos em carie secundaria in vitro e in situ
avaliados por microscopia de luz polarizada e espectroscopia por
disperséo de raios-X (EDS) [tese de doutorado]. Sdo José dos Campos:
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos, Universidade
Estadual Paulista, 2008.

FOLHA DE APROVAGCAO

Sao José dos Campos, 28 de Julho de 2008

Banca examinadora

1 Prof. Tit. Antonio Olavo Cardoso Jorge
Titulagéo: Professor Titular da disciplina de Microbiologia e Imunologia da
FOSJC-UNESP

Julgamento: Assinatura:

2 Profa. Adj. Cristiane Yumi Koga-Ito
Titulacéo: Professora Adjunta da disciplina de Microbiologia e Imunologia
da FOSJC-UNESP

Julgamento: Assinatura:

3 Profa. Dra. Juliana Campos Junqueira
Titulagdo: Professora Doutora da disciplina de Microbiologia e Imunologia
da FOSJC-UNESP

Julgamento: Assinatura:

4 Profa. Dra. Silvana Cai
Titulagdo: Professora Doutora da Disciplina de Microbiologia Basica do
ICB-USP

Julgamento: Assinatura:

5 Profa. Dra. Renata de Oliveira Mattos Graner

Titulacdo: Professora Doutora do Programa de Pés-Graduagdo em
Biologia Buco-Dental da FOP-UNICAMP
Julgamento: Assinatura:




AGRADECIMENTOS

A Nossa Senhora Aparecida e d Deus, pela ajuda e

companhia nos momentos felizes e dificeis.

A Fundacdo de Amparo da Pesquisa do Estado de Sdo
Paulo (FAPESP), pela concessdo de bolsa de doutorado e

auxilio d pesquisa.

Ao Laboratorio de Integracdo e Testes do Instituto
Nacional de Pesquisas Espaciais (LIT-INPE), pelo auxilio com

os ensaios de Espectroscopia por dispersdo de raios-X (EDS).

Ao Engenheiro Rodrigo Rodrigues (LIT-INPE), ndo so
pelo auxilio com os ensaios de EDS, mas também pela
paciéncia e sobretudo, a amizade durante toda a tese, sem os

quais este trabalho ndo seria possivel.



Ao Engenheiro Isaac Jamil Savyeg do Laboratorio de
Microscopia Eletrénica de Varredura do Instituto de
Geociéncias da ‘Universidade de Sdo Paulo (IGc-USP), pelo
auxilio com a metalizacdo das amostras e por toda explicacdo
cientifica e colaboracdo com os ensaios de EDS. Incrivel como

se é possivel aprender muito em pouco tempo de convivéncia.

A Profa. Dra. Luciane Dias de Oliveira e Profa. Dra.
Juliana Campos Junqueira, pela amizade e agradavel

convivéncia com ambas durante todo o doutorado.

Aos alunos de iniciacdo cientifica do Laboratorio de
Microbiologia da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos, voluntdrios do trabalho in situ, ndo so pela
participacdo, mas também pela boa vontade de contribuir e
por levar muito a sério uma parte experimental na qual fui
dependente 100% deles. Ndo poderia deixar de citar o nome
dos meus amigos: Adriana Chung, Geraldo Marques Miranda,
Glducia Gongalves Faro, Megg Aparecida Ribeiro, Junia
Oliveira Barbosa, Priscila Hollenben e Rosemary Soares dos

Santos.



Aos alunos de iniciacdo Ranieri Guimardes e Rafael

Brizola, pelo interesse e ajuda.

Aos membros do conselho de Pos-Graduacdo em
Biopatologia Bucal, por sempre estarem disponiveis e

auxiliarem os pos-graduandos.

A minha colega de pos-graduacdo e amiga, Marta
Majewski e ao meu amigo técnico do Laboratorio de
Microbiologia Sérgio Alves, que sdo pessoas maravilhosas,
queridas e com as quais tive uma convivéncia aléem de meios

de cultura!

A Carlos Alberto Guedes, do FEscritorio de Assessoria de
Fomento para Pesquisas e Bolsas de ZEstudo, pela ajuda,
paciéncia e boa vontade, tendo tanto me ajudado com a parte
burocrdtica e prestacdo de contas de relatorios de bolsa e

auxilio. Muito obrigadal!

A Profa. Adj. Mdrcia Carneiro Valera, que apesar de
termos diminuido nossa convivéncia em relacdo ao mestrado,

nos tornamos vizinhas e amigas!



Ao meu gato de estimacdo Adamastor Paradella
€c, . » .
Daminha”, que tantas vezes me fez companhia enquanto
escrevia esta tese, media dreas, tabulava, fazia estatistica dos
dados e lia artigos. Vocé me mostrou muitas vezes como os

gatos sdo muitas vezes 0s amigos que precisamos.

A minha irmd, Evelise Cachuté Paradella-Helbling, que

mesmo do outro lado do mundo, sempre é presenca constante.

A minha tia Adriana, meu tio Liomar, meu primo Caio,
minha avo Terezinha, por todo apoio e carinho durante este

periodo.

A minha segunda familia: Marco, Paula, Pilar, Bruna,
Marcela, Quinho, Paulinho, Lucas, Vitoria e o querido Bolivar
(in memoriam) Cervantes Garcia (alguns Sousa outros Silva),
que acompanharam a minha trajetoria na pos-graduacdo e
tantas vezes me emprestaram seus ombros amigos. Muito

obrigada!

Ao meu querido Sdo Paulo Futebol Clube, por ter
proporcionado a mim e a toda torcida tricolor tanta alegria

em 2005, 2006 e 2007.



E a todos os funciondrios e professoves da Faculdade de
Odontologia de Sdo José dos Campos (FOJSC-UNESP) que
tanto me ajudaram mnesta trajetoria, meu sincero muito

obrigada!ll



AGRADECIMENTO ESPECIAL

Ao meu orientador, Professor Titular Antonio Olavo
Cardoso Jorge, por ter confiado em mim desde o primeiro
momento em que nos conhecemos e ter me orientado neste
trabalho que espero seja o primeiro de wmuitos frutos

cientificos que ainda estdo por vir.

A Professora Adjunta Cristiane Yumi Xoga-Ito,
coordenadora do curso de pos-graduacdo em Biopatologia
Bucal, ndo so pelo ajuda durante o curso, mas também pela
amizade, bondade e carinho, os quais se tornaram sua marca
registrada e fazem com que seja admirada e querida pelos

seus alunos.



DEDICATORIA

Ao meu querido namorado e pos-graduando como eu
Mestre Fernando Augusto Cervantes Garcia de Sousa, pelo
carinho, paciéncia e empatia, sem os quais o caminho da pos-

graduacdo teria sido bem mais dificil.

“Para fazer uma obra, ndo basta ter talento, ndo basta ter
forca, é preciso também viver um grande amor.”

Wolfgang Amadeus Mozart

Aos meus pais, Professor Dr. Waldir Renato Paradella e
Mestra Marlene de Oliveira Cachuté Paradella, que sempre

estiveram tdo perto.

“Conduta de pais, caminho de filhos.”

Proveérbio



“Winners are just willing to do what losers won't.”

Million-dollar baby



O presente trabalho obteve aprovagao e apoio financeiro da Fundacgéo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) por meio de Bolsa
de Doutorado (05/58458-6) e Auxilio a Pesquisa (06/52513-8).



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS. ...ttt 14
RESUMO ...ttt e e e et r e e e e e e e aaaeee s 16
AINTRODUGAO.......coeieieeeeeeeeeee ettt n e ane s 17
2 REVISAO DE LITERATURA . ...ttt 22
2.1 Streptococcus mutans, microbiologia e cariologia...............eeeeeeeeiiiinnen.. 22
2.1.1 Aderéncia de S. mutans a superficie dentaria e de 30
Materiais restauradores............uuueeiiiiiiiee e
2.2 Acao anticariogénica de materiais restauradores.............cccceeeeeeieeennenee. 35
2.3 Microscopia de luz polarizada e espectroscopia por 38
dispersado de raios-X (EDS).........cccooiiiii
3 PROPOSICAOD. ... ..ttt e e e e e e aaaaaaeeeeas 44
4 MATERIAL E METODO........ccooiieee ettt 45
4.1 Selecao e armazenamento das amostras........ccccccvveeeeeeeeiicccciiiiiieeee, 45
4.2 Preparos cavitarios e divisdo das amostras em grupos de 46
acordo com o0 material restaurador.............ooooviiiiiiiiiiiii e
4.3 Separagao dos corpos-de-prova conforme o método 50
de INAUGAOD A€ CANME......uviiiiiiiiiiieiee et
4.3.1 Desafio cariogénico com S. MULANS...........eeeeeieeeeeeeeieeeeeeeeeeee, 53
4.3.2 Desafio cariogénico com solugdes desmineralizantes e 56
remineralizantes (ciclagem de pH)........cccccooiiiiiiiiiiiii
4.4 Analise das superficies dos COrpos-de-prova..........cccceeeeeevevenvennniineeneenns 58
4.4.1 Avaliagao por meio de microscopia de luz polarizada.......................... 58
4.4.2 Avaliacao por espectroscopia por disperséo de raios-X (EDS)............ 59
B XS] (0 [ [0 I T T | (TSR 63
4.5.1 Determinacéao do fluxo salivar, capacidade tampéo e 64
contagem de estreptococos do grupo mutans na saliva......................
4.5.2 Aparelhos palatais........cccoueeeeeee e 66
4.6 Aderéncia de S. mutans aos materiais restauradores...............cccccceeennnn. 68
4.6.1 ENsaio de ader€NCia.........uuuuuuiiiieiee e 68
4.7 Analise estatistiCa...........coooei i 70
B RESULTADOS. ..ottt a e e e e e e e e e e e et eeeees 74
5.1 Microscopia de luz polarizada..............coooriiiiiiiiiiiii e 74
5.2 Espectroscopia por dispersao de raios-X (EDS)........cccceeeviiiiiiiiiiieennnn. 84

5.3 Aderéncia de S. mutans a materiais restauradores............cccoeeeeeieeeenn... 106



13

B DISCUSSAOD. ...ttt 108
7 CONCLUSOES........cooiieetieeetee ettt 121
B REFERENCIAS. ..ottt en e en e, 123
ANEXOS . 135
APENDICES........ooiieitetetceeeeeee ettt en e 138

AB S T R A T ettt e e e 144



LISTA DE ABREVIATURAS
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Paradella TC. Aderéncia de Streptococcus mutans em materiais
restauradores e seus efeitos em carie secundaria in vitro e in situ
avaliados por microscopia de luz polarizada e espectroscopia por
disperséo de raios-X (EDS) [tese de doutorado]. Sdo José dos Campos:
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos, Universidade
Estadual Paulista, 2008.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes materiais restauradores apés
indugao de carie secundaria in vitro, in situ e aderéncia de S. mutans sobre estes
materiais. Oitenta e quatro molares humanos foram restaurados com diferentes
materiais (Z250, Freedom, Vitremer e Fuji IX) e subdivididos em: desafio
cariogénico com S. mutans ou ciclagem de pH (n=12). Para o estudo in situ,
aparelhos removiveis contendo um espécime restaurado com cada material
foram utilizados por 12 voluntarios por 14 dias (dia e noite). Uma gota de
sacarose a 20% foi pingada nos espécimes 8X/dia. O grupo controle teve
espécimes restaurados e ndo submetidos aos desafios cariogénicos. Os
espécimes foram submetidos a microscopia de luz polarizada e EDS. Para a
aderéncia, espécimes dos materiais foram imersos em cultura de S. mutans
ATCC 35688 em caldo sacarosado. Apos 48h (37°C/5% CO,), foi realizada
contagem das unidades formadoras de colbnias (log UFC/mL). Os resultados
foram submetidos a anadlise estatistica Kruskall-Wallis e Student-Newman-Keuls
ou Comparacédo de Dunn e demonstraram diferencas entre as metodologias in
vitro e in situ (p<0,05), porém sem diferencas entre as metodologias in vitro. Fuji
IX demonstrou maior concentragdo de calcio e menor desmineralizacdo do
esmalte adjacente, diferindo dos demais materiais. Os valores médios de
aderéncia (xdesvio padrédo) foram: Z250 6,41 (0,15)a; Freedom 4,90 (0,95)b;
Vitremer 5,13 (0,27)b; Fuji IX 4,89 (0,62)b. Letras diferentes significam diferenca
estatistica significante. Concluiu-se que conforme a metodologia de desafio
cariogénico, os materiais restauradores apresentaram diferentes resultados e
que materiais fluoretados apresentaram menor aderéncia de S. mutans.

PALAVRAS-CHAVE: Streptococcus mutans; carie; cimentos de ionémero
de vidro; resinas compostas; esmalte dentario; analise espectral por

dispersao de raios-X.



1 INTRODUGCAO

A cérie dentaria € uma doenca infecciosa e transmissivel
dos tecidos calcificados dos dentes, resultando em perda localizada dos
tecidos mineralizados, sendo multifatorial e possuindo como fatores
determinantes a dieta e a presenga de microrganismos cariogénicos na
cavidade bucal. O processo carioso resulta em perda mineral que afeta as
estruturas dentarias, sendo um processo que raramente € autolimitante
quando nao tratado. Os sinais da doenca vao desde a perda inicial
mineral ultra-estrutural até a destruigao total do dente '" 29 38 41,5580, 82

Durante muito tempo, tinha-se como conceito que o
tratamento da doenca carie envolvia apenas preparos e restauragdes de
cavidades. Estas condutas cuidavam apenas dos sintomas da doencga,
acreditando que somente as técnicas operatérias e os materiais
restauradores seriam capazes de trata-la. Entretanto, esta filosofia de
"tratamento” levou muitas vezes a remogao progressiva das estruturas
dentarias, inclusive estruturas né&o-afetadas pela doenga. Hoje, a
Odontologia moderna tem como objetivos principais prevenir novas
lesbes, paralisar as ja existentes e evitar as lesbes recorrentes, além da
promog¢do de saude bucal e conservagdo da estrutura dentaria e
tratamento das causas da doencga carie e ndo somente de suas sequelas
29, 82

O esmalte higido consiste de cristais de hidroxiapatita
que se distribuem em prismas. Cada cristal € separado por espacos
intercristalinos, que sao preenchidos por agua e material organico. Estes
espacos intercristalinos formam uma rede de difusdo e sdo chamados de

poros do esmalte. Quando o esmalte é exposto aos acidos bacterianos,
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ocorre a dissolugdo de hidroxiapatita causando aumento dos espacos
intercristalinos. O aumento da porosidade do esmalte conduz a uma
mudanca nas propriedades Opticas do esmalte, tornando-o opaco,
originando a chamada lesdo de mancha branca, considerada a primeira
manifestacdo clinica da doenga céarie. A lesdo de mancha branca,
histologicamente, em profundidade, se apresenta em quatro zonas: zona
superficial, corpo da lesdo, zona escura e zona translucida. Se o processo

progredir, ocorre ruptura da camada superficial e formagao da cavidade 28,
30, 80, 82

by

A pesquisa relacionada a carie dentaria tem se
intensificado muito nos ultimos anos, com o estudo dos fatores
imunoldgicos envolvidos na agdo dos estreptococos do grupo mutans,
bactérias estas amplamente envolvidas no desenvolvimento da lesao
cariosa, sobretudo Streptococcus mutans " %% &

O maior conhecimento da etiologia da doenca carie, a
compreensao do mecanismo de formacgado das lesbes e a utilizagdo de
métodos e medidas preventivas tém levado a um consideravel declinio da
experiéncia de carie primaria em diferentes paises do mundo % *°,

Embora a experiéncia de lesdes de carie primaria tenha
diminuido no mundo, lesdes de carie secundaria, que se desenvolvem ao
redor ou sob restauragdes, continuam sendo um problema real na clinica
odontoldégica, uma vez que estas lesdes reduzem a vida util de
restauracdes, alterando a superficie dentaria e ameagando a manutencao
do elemento dentario na cavidade bucal ’.

A cavidade bucal é um sistema ecoloégico complexo, no
qual a composigao salivar e o ambiente microbiano apresentam papéis
importantes nos processos de desmineralizacdo e remineralizagdo da
estrutura dentaria. Portanto, o desenvolvimento de lesdes de carie
secundaria possui génese multifatorial incluindo composigéo salivar,
colonizagdo bacteriana, idade, higiene dentaria e qualidade da

restauracdo ’.
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Para impedir a formagéo e controlar o desenvolvimento
de lesbes, indica-se a associagcdo de diferentes procedimentos
preventivos. Neste contexto, a utilizacdo de materiais restauradores com
fluor® parece ser importante para o controle das lesbes de carie
secundaria 162942,

Desta forma, a pesquisa com materiais restauradores que
liberam flGior, intensificou-se na ultima década 2° 3® 3¢ 42 No entanto,
faltam estudos que avaliem estes materiais em situacbes de desafio
cariogénico, simulando a realidade encontrada no ambiente bucal " "2,
Além disso, estudos experimentais e clinicos sado importantes para
desenvolver regimes de prevencéao eficazes em relacao a lesbes de carie
secundaria e entender a complexa relagdo entre a restauragdo, o
ambiente bucal e a superficie dentaria ’.

Estudos envolvendo métodos de simulacao de carie tém
se tornado freqlentes nos ultimos anos, pois o estudo da formacéo e
evolucdo das lesbes cariosas, bem como seu comportamento sob as mais
variadas condigbes, fornece subsidio as mais variadas situagées clinicas
encontradas na Odontologia ' ¢* 788

Para isso, diversos métodos in vitro sao utilizados, dentre
eles a imerséo em solugéo tampéo acida, que pode ou néo conter calcio e
fosfato, ou a utilizacdo de gel acidulado, dentre outros. A imersédo em
solugdo tampdo acida apresenta a tendéncia de produzir erosdes
superficiais. Além disso, estes modelos sédo estaticos e ndo simulam as
condigées in vivo 2764 71.72.80

O modelo de ciclagem de pH, proposto por Featherstone
e Rodgers ?® e adaptado por Serra e Cury !, é utilizado em estudos por
ser dindmico, pois a carie dentaria representa um processo de alterar

fendbmenos de desmineralizagdo com remineralizagdo, os quais sao

*Termo genérico para definir as formas quimicas (ion flior ou fluoreto) e ionizavel (i6nica
ou covalente) do elemento fluor. Definigdo em Ramires |. Manual: fluor e fluoretagéo da
agua de abastecimento publico. 2005. 155p.
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funcéo direta das condi¢gdes que mantém um pH critico no ambiente bucal
®  No entanto, este modelo descarta a participacdo bacteriana,
fundamental na cariologia.

A simulagdo de carie in vitro por meio de S. mutans
utiliza o microrganismo considerado um dos principais agentes etioldgicos
da carie de superficies lisas, devido a sua capacidade acidogénica,
acidurica e de sintetizar polissacarideos extracelulares, com a formacgéao
de grande quantidade de biofilme dentério e polissacarideos intracelulares
que permitem a produgdo de acidos, mesmo na auséncia de fontes
exdgenas de carboidratos 2" %% %3 %%,

Estudos que realizam a comparacdo de metodologias
sdo fundamentais na pesquisa odontologica, pois por meio deles ha
melhor orientagdo e direcionamento, no sentido de aplicarmos
metodologias que tentem aproximar-se ao maximo da realidade clinica,
tornando a pesquisa in vitro viavel e com resultados que possam ser
extrapolados para a situagédo in vivo. Além disso, diferentes resultados
podem ser obtidos quando utilizados diferentes metodologias de
simulacao de lesbes de carie in vitro, o que impede a extrapolacdo dos
resultados in vitro para situagdes clinicas, demonstrando a necessidade
do estudo aprofundado destas metodologias 2* 3 7,

Estudos in situ tém se tornado freqUentes na literatura,
sendo considerados valiosos para monitoramento da desmineralizagéo e
remineralizacdo de lesdes artificiais, por permitirem maior controle das
variaveis (em relacdo aos estudos in vivo) e serem mais perto da
realidade clinica (em relagdo aos estudos in vitro) 22343781,

A espectroscopia por dispersédo de raios-X (EDS -
Energy Dispersion X-ray Spectroscopy) constitui-se em um método de
analise a qual identifica e mede a concentragdo de elementos quimicos,
tais como calcio, fosforo e fluor, presentes em uma amostra. Embora seja
uma metodologia muito difundida em outras areas do conhecimento, tais

como Engenharia e Quimica, na Odontologia ndo é muito utilizada, porém
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pode ser extremamente valiosa na determinacdo quimica de uma
amostra, bem como no diagnéstico de uma lesao & 23314931,

O uso do microscopio de luz polarizada tem sido
amplamente utilizado na avaliagcdo de lesdes cariosas. A microscopia de
luz polarizada baseia-se nos principios de indice de refragdo de solugbes
nos espacos intercristalinos, tornando possivel obter uma estimativa
precisa da porosidade do tecido, e até mesmo distinguir areas de esmalte
com diferentes porosidades 3* 382,

Embora haja a consideracdo de que o inicio e a
progressdo da carie sdo resultantes de multiplos fatores inter-
relacionados, nédo ha como negar que a destruicdo cariosa depende de
acumulos localizados de bactérias bucais na superficie do dente.
Entretanto, os dentes podem estar revestidos por bactérias bucais sem
sinais visiveis de lesdo de carie, podendo-se concluir que embora o
biofilme seja necessario, ndo é suficiente sozinho para causar a carie .

Assim, torna-se necessario o estudo aprofundado de
diferentes métodos para inducao de cérie in vitro e in situ, em associagao
a materiais restauradores, no intuito de se avaliar a histomorfometria e a

composicao quimica das lesdes de carie secundaria formadas.



2 REVISAO DE LITERATURA

Para melhor entendimento, a revisdo de literatura
encontra-se dividida em topicos. No primeiro topico, Streptococcus
mutans, microbiologia e cariologia, serdao abordadas as principais
caracteristicas dos estreptococos do grupo mutans, sobretudo S. mutans
e sua importancia e correlacdo com a cariologia, bem como a descrigao
do processo de aderéncia de S. mutans a superficie dentaria e de
materiais restauradores. No segundo tépico, Ag¢do anticariogénica de
materiais restauradores, sera descrito o estado da arte dos materiais
restauradores diretos que possuem propriedades anticariogénicas. E
finalmente, no dultimo tépico, Microscopia de Iluz polarizada e
espectroscopia por dispersdao de raios-X (EDS), serdo discutidos os

aspectos técnicos e propriedades de ambas as técnicas.

2.1 Streptococcus mutans, microbiologia e cariologia

Os estreptococos do grupo mutans sao considerados os
principais agentes etiologicos da carie dentaria. Entre as espécies deste
grupo estio:

a) S. mutans, sendo esta a principal espécie relacionada

a doenca no homem;

b) S. sobrinus, também relacionados a carie dentaria;

c) S. cricetus, encontrados na cavidade bucal de

hamsters;
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d) S. rattus, obtidos em ratos de laboratério;

e) S. ferus, originalmente isolados da cavidade bucal de

ratos que consumiam cana-de-agucar como dieta

alimenticia;

f) S. macacae, que receberam este nome por terem sido

isolados do biofilme dentario de macacos (Macaca

fascicularis);

g) S. downei, também isolados do biofilme dentéario de

macacos *'.

A colonizagcdo na cavidade bucal por estes
microrganismos depende de superficies duras, ndo-descamativas, e os
mesmos ndo sao detectados nos elementos dentarios antes de sua
erupcéao. Os fatores de risco, como a presenca de biofilme dentario, o tipo
de dieta, as variaveis relacionadas ao hospedeiro e a influéncia de
aspectos sécio-econdmicos e culturais, estdo relacionados ao
desenvolvimento da carie dentaria *'.

S. mutans sdo cocos imoveis, catalase-negativos, Gram-
positivos, que formam cadeias curtas ou médias. Em agar mitis-salivarius
crescem formando colénias convexas, opacas, com aparéncia de vidro
esmerilhado. Quando cultivados na presenca de sacarose, apresentam
capsulas de glicano e levano e produzem polissacarideos extracelulares
insoluveis. S. mutans fermentam manitol e sorbitol, sdo anaerobios
facultativos e residentes da cavidade bucal. Seu potencial cariogénico é
devido a sua capacidade acidogénica e acidurica, favorecendo a
formagdo de grande quantidade de biofilme dentario e polissacarideos
intracelulares, que permitem producéo de acido, mesmo na auséncia de
fontes exdgenas de sacarose 2412,

Os estreptococos do grupo mutans, sobretudo S. mutans
e S. sobrinus, s&o os microrganismos mais associados a carie dentaria de
superficie lisa em seres humanos. As caracteristicas microbiolégicas, bem

como os fatores de viruléncia determinam a patogenicidade de uma
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espécie 1 Os fatores de viruléncia incluem aderéncia, acido-resisténcia,
acido-tolerancia. Existem diversos gendtipos de S. mutans, com viruléncia
elevada, presente em individuos com alta atividade de carie *°.

Em estudo realizado por Okada et al.>®, criancas de 3 a 5
anos, com denticdo decidua, tiverem o biofilme dentario coletado dos
dentes erupcionados, para detectar a presengca de S. mutans e S.
sobrinus, sendo os dados comparados com a incidéncia de lesdes de
carie nesta mesma populacéo apds 1 ano. A presenca de S. mutans no
biofilme dentario foi de 61,7% e de S. sobrinus de 56,6%, indicando haver
correlagdo entre presenga das bactérias e o desenvolvimento de lesdes
de carie envolvendo S. mutans em 16,6%. Os autores concluiram que
criancas que sao portadoras destas bactérias apresentam maior
incidéncia de carie dentaria.

A cérie € uma doenga infecto-contagiosa que resulta em
perda localizada de minerais dos dentes afetados. O processo de
desenvolvimento da lesdo de carie é simples no conceito, porém
complicado no detalhamento, uma vez que a carie é uma doenca
multifatorial que depende da interacdo de trés fatores essenciais: o
hospedeiro, representado pelos dentes e a saliva, a microbiota da regiao
e a dieta consumida, tudo isso em fun¢do do tempo. Para que a carie
ocorra, estes fatores devem estar presentes e interagir em condicdes
criticas: o hospedeiro com dentes susceptiveis, colonizados por
microrganismos cariogénicos, consumindo com freqiiéncia uma dieta rica
em sacarose 2" 4.

Em condi¢des normais, quando o pH na superficie do
dente for superior a 5,5, a composi¢cado da saliva em calcio e fosfato é
supersaturante em relagdo a solubilidade da hidroxiapatita, logo a
tendéncia fisico-quimica do dente € ganhar calcio e fosfato do meio bucal.
Quando as caracteristicas do biofilme dentario possibilitam aumento no
namero de bactérias que conseguem metabolizar carboidratos,

produzindo acido e se o pH acido resultante foi menor que 5,5, a
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composicdo da saliva torna-se subsaturante em relagdo ao produto da
solubilidade da hidroxiapatita. Assim, a tendéncia fisico-quimica do dente
€ perder calcio e fosfato para o meio bucal, até atingir novo estado de
equilibrio, ocorrendo conseqiiente desmineralizagdo *'.

O pH 5,5 é chamado critico para o esmalte, pois toda vez
que carboidratos forem utilizados pelos microrganismos que produzem
acidos, o pH pode atingir valor abaixo de 5,5. A neutralizacdo do pH pela
saliva resulta novamente em saturagcdo do calcio e fosfato e em
restituicdo desses para o tecido dentario. Assim, quando o pH retorna ao
normal, o esmalte ganha calcio e fosfato do meio bucal, repondo o que foi
perdido no processo de desmineralizagdo. Este fenbmeno é chamado de
remineralizacdo. Um desequilibrio nos processos de desmineralizagéo e
remineralizacdo acarreta desde pequenas perdas minerais, observadas
através de microscopia eletrénica ou Optica, perdas minerais observadas
clinicamente (como manchas brancas), até a formacdo de cavidades.
Atualmente, considera-se a carie dentaria como conseqiéncia do
desequilibrio entre os fatores de desmineralizacdo e remineralizagéo,
sendo funcao direta das condigdes de mantém o pH critico, menor que
5,5 na cavidade bucal " **.

Bactérias bucais metabolizam e fermentam carboidratos,
produzindo acidos orgénicos como subprodutos. Estes acidos se
difundem no interior do esmalte e da dentina, dissolvendo o componente
mineral do substrato dentario a medida que se difundem. Este estagio de
desmineralizagédo pode ser inibido por varios fatores como a concentragéo
de calcio e fosfato na saliva, bem como proteinas salivares e agentes
antimicrobianos. A desmineralizacao parcial € rotineiramente revertida na
cavidade bucal quando o pH aumenta acima do valor critico e célcio e
fosfato, juntamente com fluor, remineralizam os cristais do esmalte. Estes
cristais remineralizados na subsuperficie do esmalte sdo mais resistentes

a uma posterior queda de pH #'.
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A prevencao da formagéo de lesdo de carie no substrato
dentario por meio de fluor envolve duas acgbes: inibicdo da
desmineralizagdo e aumento a remineralizacdo. O fluor acelera a
remineralizacdo e os cristais recém-formados s&o mais resistentes a
desmineralizagdo. A saliva tem papel chave uma vez que prové calcio e
fosfato e € um veiculo para levar fluor das fontes exégenas (como agua e
dentifricios) até a superficie dentaria 2" 8°.

No entanto, outros fatores também estdo relacionados
com o desenvolvimento de lesdes de carie. Hara et al. ** afirmaram em
seu estudo, que a desmineralizagdo do esmalte dentario é dependente do
tempo e estad mais relacionada com a composi¢ao do biofilme do que com
os fatores salivares isolados, como secrecao salivar e capacidade tampao
da saliva.

Em relagéo aos carboidratos, a sacarose é considerada o
mais cariogénico e esta caracteristica & parcialmente atribuida ao seu
papel como substrato na sintese de polissacarideos extracelulares. A
presenca dos polissacarideos extracelulares aumenta a porosidade do
biofilme dentario e mantém valor de pH baixo, causado por acidos
organicos do metabolismo bacteriano. Portanto, a alta freqiiéncia do
consumo de sacarose ou a sua exposicao leva a repetidos ciclos de
queda de pH no biofilme dentario, o que resulta no aumento das espécies
aciduricas e acidogéncias, como estreptococos do grupo mutans e
lactobacilos. Esta freqliente exposicédo a estas condigdes de baixo pH
pode também diminuir o tempo para a saliva repor qualquer perda mineral
da superficie dentaria. Em adicdo a isto, alta freqiéncia de exposicéo a
sacarose pode modificar as caracteristicas bioquimicas do biofilme, o que
entdo apresentara altas concentracdes de polissacarideos insoluveis e
baixas concentracdes de calcio, fésforo e fluor 2

No sentido de facilitar o estudo da cariologia, modelos de

estudo da carie vém sendo desenvolvidos ha alguns anos * 2°. Podemos
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dividir estes modelos em estudos in vitro, estudos in situ e estudos in vivo
28

Dentre os modelos in vitro, a imersdo em solugéao

7,16, 25, 8 (onstituem-se em

tampéo acida ou a utilizagdo de gel acidulado
modelos de facil execucdo, porém os resultados obtidos com estes
modelos devem ser analisados com cuidado, uma vez que nao ha
presenca de nenhum componente salivar, ndo ha estagio de
remineralizacdo ou a troca dos componentes acidos. Além disso, o pH
das solugdes acidas utilizadas nestes modelos de estudo tende a se
manter constante, diferentemente da cavidade bucal, na qual ha flutuagao
do pH ©. Desta forma, este modelo pode ndo necessariamente
apresentar uma indicagao realista do que acontece na cavidade bucal.
Uma das maiores desvantagens destes modelos é que qualquer
substancia liberada pelos materiais analisados (como fluor) permanece
sobre o espécime e tende a se acumular com o tempo, tornando o
experimento apenas mais um teste de como o fluor se comporta para
inibir a desmineralizagdo, sem considerar os componentes relacionados
ao desenvolvimento da lesdo de carie %'.

Outro modelo in vitro constitui-se da utilizacdo de
ciclagem de pH, que simula os fendmenos de desmineralizagdo e
remineralizagdo que ocorrem dinamicamente na cavidade bucal 2% 34 5468
.72 Neste modelo, as amostras sdo imersas em solugado
desmineralizante por horas e depois imersas em solugédo remineralizante.
Esta ciclagem deve ser repetida por diversos dias. Embora seja um
modelo de facil execugdo e que simultaneamente mede a
desmineralizagdo e a remineralizacdo ', este modelo descarta a
participacédo bacteriana, fundamental no processo de desenvolvimento de
lesGes de carie.

Featherstone e Rodgers 2 desenvolveram um método de
indugdo de lesbes de carie secundaria envolvendo ciclagem de pH,

adaptada por Serra e Cury " Varios estudos utilizando este método
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foram feitos comparando-se diferentes materiais restauradores ** "2, No

entanto, Sa et al. %, ao analisarem as propriedades anticariogénicas de
diferentes materiais restauradores sob desafio cariogénico, por meio de
ciclagem de pH e modelo microbiano, utilizando-se de microscopia
eletrbnica de laser confocal, concluiram que diferentes modelos de
inducédo de lesbes de carie in vitro podem gerar resultados diferentes,
uma vez que os cimentos de iondbmero de vidro demonstraram
propriedade anticariogénica quando o modelo de ciclagem de pH foi
utilizado. Porém, quando o modelo microbiano foi utilizado, os mesmos
materiais ndo demonstraram propriedades anticariogénicas significantes.
Os autores enfatizaram a necessidade do estudo aprofundado de
metodologias de indugao de céarie secundaria in vitro.

O modelo microbiano envolve a imersdo da amostra em
meio de cultura contendo S. mutans somente ou S. mutans em
associagdo a outros microrganismos. S. mutans irdo produzir acidos
organicos, de maneira similar a que ocorre no biofilme dentario. Ha
necessidade da troca do meio de cultura para que n&do haja acumulo dos
subprodutos e interferéncia no processo %’.

Além dos estudos in vitro, estudos in situ também sao
bastante encontrados na literatura, uma vez que estes estudos utilizam
voluntarios os quais utilizam aparelhos palatais contendo amostras. Nos
estudos in situ, o desafio cariogénico ocorre fora da cavidade bucal, com
a utilizagcdo de solugbes de sacarose em variadas concentragdes sendo
pingadas sobre as amostras varias vezes ao dia durante um periodo
especifico de tempo. A remineralizagdo ocorre no ambiente bucal, com a
utiizacdo do aparelho durante dia e noite. Neste tipo de estudo, é
fundamental que os voluntarios sejam examinados previamente, com uma
minuciosa anamnese que diagnostique qualquer doenga crénica que
possa alterar o fluxo salivar (diabetes, Sindrome de Sjégren) ou qualquer
condicdo que interfira no processo de remineralizagdo (ingestdo de

determinados medicamentos como antidepressivos, antibidticos e
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anfetaminas). Além disso, ha necessidade de examinar o fluxo salivar, a
capacidade tampéo da saliva e realizar a contagem de estreptococos do
grupo mutans na saliva dos voluntarios. Sete dias antes da utilizagdo dos
aparelhos palatais contendo as amostras, torna-se necessaria a utilizagao
de um dentifricio nao-fluoretado, bem como a suspensdo do uso de
enxagulatorios bucais, para que fluor remanescente na cavidade bucal
nao interfira no processo de remineralizagdo (periodo chamado de
washout). Os estudos in situ tém sido bastante utilizados por
representarem um estagio intermediario entre estudos in vitro e in vivo,
permitindo o controle das condigbes clinicas relacionadas ao
desenvolvimento de lesées de carie #2381,

Finalmente, métodos de estudo da cariologia in vivo
envolvem modelos animais utilizando ratos ou a utilizacdo de dentes com
extragdo indicada em seres humanos. No caso de modelos animais, é
importante salientar que estes modelos séo dispendiosos e necessitam de
tempo prolongado para se obterem resultados. Além disso, a cavidade
bucal e os dentes de ratos sdo pequenos. A saliva dos ratos € diferente
dos seres humanos, bem como sua dinamica, o que torna os resultados
possiveis de questionamento ?’. A utilizacdo de dentes com extragdo
indicada seria 0 modelo mais préximo de ensaios clinicos. No entanto,
cuidados devem ser tomados na selegao dos participantes e no tamanho
da amostra, uma vez que ndo é facil conseguir pacientes com as
condi¢gdes necessarias para participar destes estudos 27,

Estudos in situ apresentam vantagens sobre estudos in
vivo em pacientes, uma vez que o desenho experimental & mais flexivel,
permitindo o teste de hipoteses as quais ndo poderiam ser avaliadas em
testes clinicos. Além disso, menores problemas éticos e logisticos sao
criados, sendo estudos com menor custo e os resultados sao adquiridos
em menor tempo ¥’.

A carie dentaria é considerada um problema significativo

na clinica odontologica e medidas preventivas tém reduzido com sucesso
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a incidéncia de lesGes primarias de carie dentaria, ainda que lesdes
secundarias continuem a ser um problema significante para o clinico ®®. A
Federation Dentaire Internationale definiu carie secundaria com sendo
uma leséo cariosa positivamente diagnosticada, que ocorre nas margens
de uma restauragdo pré-existente. Os passos mais importantes para a
prevengdo de carie secundaria s&o os mesmos utilizados para a carie
primaria, e incluem: aplicacdo de fluor, controle da dieta e do biofilme
dentario, tornando assim possivel induzir o processo de remineralizagéo.
Desta forma, materiais liberadores de fluor, tais como cimentos de
ionbmero de vidro, podem contribuir para a reducao de lesbes de carie

secundaria ' 16:17.25.29

by

2.1.1 Aderéncia de S. mutans a superficie dentaria e de materiais

restauradores

A aderéncia de S. mutans a superficie dentaria ou ao
material restaurador € fundamental para que se inicie a formacdo de
biofilme e conseqlientemente, o desenvolvimento da leséo de carie.

A aderéncia de bactérias bucais a superficie dentaria ou
a de materiais restauradores € descrita na literatura por diversos autores.
Quirynem e Bollen °® descreveram a aderéncia de S. mutans a superficies
dentarias ou de materiais restauradores em quatro fases:

a) transporte das bactérias em direcédo a superficie;

b) adeséo inicial, mediada por forcas de curta e longa

distancia;

c) adesao mediada por interacbes especificas;

d) colonizagao.

A adeséao inicial mediada por forcas de Van der Waals e

eletrostaticas € fraca e ndo permite verdadeira colonizagdo, sendo o0s
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microrganismos facilmente removidos por mecanismos de controle e
regulacéo da microbiota bucal. No entanto, a adesdo bacteriana mediada
por interagcbes especificas permite ancoragem mais forte entre bactérias e
superficie. Isto ocorre pelo contato direto ou por verdadeiras pontes, como
os apéndices filamentosos extracelulares entre microrganismos e
superficies. As ligagdes especificas sdo mediadas por componentes
protéicos extracelulares especificos (adesinas), presentes na parede
celular das bactérias e receptores complementares sobre as superficies
dentarias ou de materiais restauradores '°.

Embora a literatura considere que a aderéncia bacteriana
apresenta uma fase inespecifica, mediada pela agao de forgas, e outra
fase especifica, mediada pela expressdo das adesinas, deve-se
considerar que um microrganismo colonizando inicialmente uma
superficie precisa interagir, por meio de forgas inespecificas para explorar
as caracteristicas quimicas da superficie e entdo, desenvolver adesinas
especificas ao material '°.

Conforme Idone et al. ®, quando S. mutans entram em
contato com glicoproteinas salivares que cobrem a superficie dentaria ou
de materiais restauradores, dois estagios de aderéncia ocorrem, seguidos
do mediato desenvolvimento do biofiime dentario. O primeiro estagio é
reversivel e independente de sacarose, envolvendo interagdes idnicas e
semelhante a lectinas, com antigenos bacterianos de superficie, como a
proteina P1 e fatores derivados do hospedeiro na pelicula adquirida.
Neste estagio de aderéncia inicial, as proteinas salivares tém papel
significante na aderéncia de estreptococos bucais. No estudo de Ahn et

al. !

, mucinas de baixo peso molecular, a-amilase, IgA-secretoria e
proteinas acidas ricas em prolina aderiram a todos os tipos de braquetes
ortodénticos submetidos a cultura ndo-sacarosada de S. mutans e S.
gordonii, confirmando o papel das proteinas salivares na aderéncia inicial.
Quando a sacarose proveniente da dieta torna-se

disponivel na cavidade bucal, glicosiltransferases passam a mediar a
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tenaz aderéncia de S. mutans a superficie dentaria ou de materiais
restauradores sintetizando glucanos soluveis e insoluveis em agua. Este
estagio da aderéncia assegura que o microrganismo ndo sera removido
por meio da mastigacao ou do fluxo salivar. Os fatores que mediam a
expressdo dos mediadores que contribuem na formacgéo dos glucanos e

das glicosiltransferases ainda nao foram totalmente esclarecidos ' #1 %*

66

Os genes ¢gtfB e gtfC codificam as enzimas que
sintetizam os glucanos insoluveis em agua com ligagdes a1,3, enquanto
que o gene gtfD codifica a enzima glicosiltransferase S (GTF-S), que
produz glucanos soluveis em agua com ligagdes a1,6. Os glucanos
também interagem com as proteinas ligadoras de glucanos, que
promovem agregac¢ao célula a célula, portanto contribuindo para as
propriedades coesivas do biofiime. Desta forma, a inativagdo destes
genes e destas proteinas pode alterar a estrutura do biofilme e a
cariogenesis "% 38,

Glucanos insoluveis em agua séo constituintes
significantes do biofilme dentario, o qual facilta a aderéncia e a
acumulagao de biofilmes mediados por proteinas ligadoras de glucanos. A
formacao de biofilme é influenciada pela quantidade de GTF do tipo B e
GTF do tipo C, produzidas por S. mutans e tanto GTFB e GTFC tém
demonstrado estarem envolvidas na aderéncia e no desenvolvimento de
lesdes de carie em modelos animais 2.

O desenvolvimento do biofilme dentario € iniciado por S.
sanguis, S. oralis, S. gordonii e S. mitis, seguida da colonizagao por
lactobacilos e outros membros dos estreptococos do grupo mutans. O
biofilme ¢é uma comunidade microbiana mista, na qual ha o
desenvolvimento de microcolbnias separadas por canais de agua que
permitem que nutrientes soluveis acessem células profundas no biofilme e
eliminem produtos metabdlicos. S. mutans é o componente acidogénico

primario do biofilme, no qual metaboliza carboidratos exdgenos, incluindo
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a sacarose, e gera acido latico. O acumulo de acido no biofilme resulta
em queda localizada do pH e subsequente desmineralizagéo 38

De uma maneira simplificada, Napimoga et al. °
descreveu a formagado do biofiime dentario em duas fases distintas: na
primeira fase, proteinas de superficie bacterianas interagem com o
hospedeiro ou com produtos bacterianos adsorvidos na superficie
dentaria ou no material restaurador. Na segunda fase, o biofilme se forma
a medida que bactérias se acumulam por meio de agregagdo com as
mesmas espécies ou com espécies diferentes, produzindo matriz
extracelular polissacaridica.

A aderéncia de bactérias a superficie dentaria e a de
materiais restauradores também depende das caracteristicas fisico-
quimicas da superficie, sendo a energia livre de superficie e a liberagao
de fltior dois fatores que parecem influenciar esta adesdo ' ?°. Por outro
lado, alguns autores afirmam que o fluor liberado por materiais

restauradores nao influenciam na aderéncia bacteriana 2% %,

Conforme Napimoga et al. % uma importante
caracteristica de S. mutans na promoc¢ao de lesbes de carie é sua
habilidade de aderéncia firme a superficie dentaria ou de materiais
restauradores na presenca de sacarose, sendo esta adesdo mediada
principalmente pela acdo enzimatica de enzimas GTF. A superficie celular
de S. mutans possui um antigeno protéico e GTF, que tém sido estudadas
em relacdo a sua cariogenicidade. As GTF tém papel na caracterizagao
dos sorotipos de S. mutans. Sorologicamente sdo descritos trés sorotipos:
c, e, f, conforme a composigcdo quimica dos polissacarideos da superficie
celular. S. mutans produzem trés tipos de GTF: GTFB, GTFC e GTFD,
cuja agao cooperativa é essencial para adesao dependente de sacarose.
Por outro lado, o antigeno protéico esta correlacionado a adeséo de S.
mutans independente de sacarose. Recentemente, Nakano et al. 52
isolaram um novo tipo de S. mutans, sorotipo k, e testes de Western blot

revelaram que um defeito na cadeia lateral de glicose deste sorotipo
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especifico de S. mutans pode estar associado a sua cariogenicidade,
embora em menor extensdo que as demais proteinas principais de
superficie.

Os polissacarideos sorotipo-especificos de S. mutans
sao constituidos por polimeros de ramnose-glicose com uma cadeia
estrutural de ramnose e cadeias laterais de residuos glicosidicos a ou 3
ligados. Polissacarideos sorotipo-especificos tém importante papel na
aderéncia estreptocdcica a mondcitos humanos e células fibroblasticas e
foi especulado ser o componente mais eficiente na estimulagédo de
citocinas *.

Em relacdo as GTF, GTFB é considerada responsavel
pela maior parte da sintese de glucanos insoluveis em agua, 0os quais sao
importantes fatores de viruléncia no desenvolvimento da lesdo inicial de
carie, além de causar aumento da aderéncia e acumulo de estreptococos
do grupo mutans no biofilme dentario *%.

Em adicdo aos estreptococos do grupo mutans,
sobretudo S. mutans, outras espécies bacterianas, como S. sanguinis,
Lactobacillus acidophillus e Actinomyces israelli, estdo sendo
pesquisadas no desenvolvimento de carie dentaria, uma vez que a
interacdo entre diferentes espécies bacterianas tem influéncia na
desmineralizagao inicial da superficie dentaria .

A carie dentaria € uma doenga que apresenta uma série
de fatores a serem considerados em relagdo a sua etiologia. Além da
participacdo bacteriana, dieta cariogénica, rica em sacarose, além de
higiene bucal insatisfatoria, caracterizando um hospedeiro susceptivel, em
associacdo ao tempo, podem ser considerados os fatores etiolégicos
primarios da carie dentaria %2. O correto diagndstico de lesdes de carie é
fundamental e o primeiro sinal clinico de atividade de carie sdo manchas
brancas opacas e rugosas que surgem na superficie dentaria %°. Em

relagdo a lesGes de carie secundaria, manchas brancas opacas e rugosas
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ao redor de restauragdes implicam em lesdes de carie ativa em pacientes

que ja tiveram contato com a doenga.

2.2 Acé&o anticariogénica de materiais restauradores

Com a descoberta dos fatores etiolégicos da carie
dentaria e da importancia do flior na inibicao de lesbes de carie,
procurou-se aliar estética a prevengdo. Neste sentido, surgiram os
materiais restauradores que liberavam fluor — as resinas compostas
modificadas por polidcidos. Concomitantemente, materiais que ja
apresentavam conhecido potencial anticariogénico, porém ndo eram
utilizados para restauragdes definitivas devido a propriedades mecanicas
insatisfatérias, como os cimentos de ionédmero de vidro, ganharam novas
formulagdes, no intuito de melhorar seu desempenho clinico, surgindo os
iondmeros de vidro modificados por resina #* %6385,

A adicdo de fluor a composicdo de materiais
restauradores € importante uma vez que em altas concentracdes, o fluor
pode diretamente afetar bactérias cariogénicas por meio da inibicdo de
enzimas metabdlicas chave, e desta forma reduzindo a habilidade destas
bactérias de produzirem &cidos 3* 8,

A liberacédo de fluor por materiais restauradores e seus
efeitos na desmineralizagcdo dentaria e no metabolismo bacteriano tém

sido estudada por diversos autores 17 19 30 36. €3. 85

, sendo afirmado que
materiais restauradores liberadores de fluor apresentam beneficios
cariostaticos por constantemente produzirem zonas de inibicdo na
superficie dentaria, liberando flior as estruturas adjacentes as
restauracoes °°.

30

Francci et al. compararam diversos materiais

restauradores diretos, dentre eles cimento de ionébmero de vidro
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convencional (Fuji IX GP). Os materiais foram avaliados quanto a
liberagdo de fluor durante as primeiras 24 horas e expostos a cultura de
S. mutans por 6 horas, seguida da medicdo dos niveis de calcio. Os
resultados demonstraram que a liberacdo de fluor dos cimentos de
iondbmero de vidro convencionais foi significantemente maior do que dos
outros materiais testados.

No estudo in situ de Amaral et al. *, as restauracdes com
cimento de iondmero de vidro convencional Fuji IX foram mais resistentes
a desmineralizagao do que as restauradas com selantes resinosos.

Herrera et al. *® avaliaram a atividade antibacteriana de
diferentes cimentos de ionémero de vidro restauradores (Ketac-Fil, 3M
ESPE; Ketac-Silver, 3M ESPE; Fuiji Il LC ,Fuiji; e, Vitremer, 3M ESPE),
quando expostos a microrganismos relacionados a carie e a doenga
periodontal. Utilizando trinta e duas espécies bacterianas, de cinco
géneros incluindo Streptococcus spp., Lactobacillus spp., Actinomyces
spp., Porphyromonas spp. e Clostridium spp., foi possivel observar que
todos os cimentos de iondmero de vidro inibiram o crescimento
bacteriano, embora com diferencas nos halos de inibicéo.

Na literatura, diversas metodologias tém sido citadas
para avaliagdo da acao antibacteriana de diferentes materiais
restauradores. Dentre elas, a avaliagdo de halos de inibicdo por meio da

26,32 3lém das

difusdo em agar ", testes de contato direto *° e aderéncia
metodologias envolvendo situa¢des de desafio cariogénico.

A agdo antibacteriana de diferentes materiais
restauradores, incluindo ionémeros de vidro modificados por resina e
resinas compostas modificadas por poliacidos, foi avaliada por Candido et
al. 7. Neste estudo, os autores observaram que o ionémero de vidro
modificado por resina Vitremer (3M ESPE) apresentou atividade
antibacteriana homogeneamente inibitéria frente a culturas puras de S.
mutans, Lactobacillus acidophilus, Actinomyces viscosus e culturas

mistas, coletadas da cavidade bucal. As leituras dos halos de inibicao
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demonstraram que o material restaurador apresentou atividade
antibacteriana homogeneamente inibitéria frente aos microrganismos
testados.

Pesquisas com resinas compostas modificadas por
poliacidos, bem como iondmeros de vidro modificados por resina,
intensificaram-se na ultima década * 19 20: 25 44.50.54, 63, 64,68 'F 3 estydo
realizado por Benelli et al. "', o potencial anticariogénico do cimento de
ionbmero de vidro Chelon-Fil — 3M ESPE foi avaliado em estudo in situ,
por meio da utilizacdo de blocos de esmalte restaurados com o material.
S. mutans e Lactobacillus foram quantificados no biofilme dentario e os
resultados mostraram que a quantidade de bactérias no biofilme formado
sobre as restauracbes com o material foi menor que nas demais
superficies, confirmando o efeito anticariogénico deste material, que pode
ser de grande valia para a prevencédo de caries secundarias, ou em
condi¢des de alto risco a doenga carie.

Em outro estudo, Kotsanos *

avaliou o potencial
cariostatico de materiais liberadores de fluor, dentre eles o ionémero de
vidro modificado por resina Vitremer — 3M ESPE, analisando lesbes de
carie induzidas em esmalte em contato com os materiais intra-oralmente.
O autor verificou que o potencial anticariogénico do Vitremer foi de 82%,
além das restauracdes nédo apresentarem lesdes subsuperficiais tipicas,
que os demais grupos com outros materiais restauradores apresentaram.
Em estudo in vitro, realizado por Pin et al. ®*, o iondmero
de vidro modificado por resina Vitremer — 3M ESPE demonstrou maior
poder cariostatico, resultado este também obtido por Lobo et al. *¢, no
qual avaliaram diversos materiais restauradores por meio de diferentes
métodos de inducédo de lesdo de carie in vitro. Os autores utilizaram o
método microbiano, bem como a ciclagem de pH e concluiram que em
ambos os métodos, o iondmero de vidro modificado por resina Vitremer
obteve bons resultados. Os demais materiais testados no estudo também

apresentaram comportamentos semelhantes nos dois métodos.
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No entanto, quando outros métodos de indugao de carie
secundaria sdo utilizados, como no estudo de Yaman et al. % os
resultados entre os materiais sao diferentes. Neste estudo, os autores
testaram a capacidade de diferentes materiais contendo fluor, como
compOmeros, de inibir a formacado de lesdo de céarie secundaria,
imergindo as amostras restauradas com diferentes materiais em gel acido
por seis semanas. Os resultados demonstraram que os materiais
resinosos e compdmeros nao foram capazes de inibir a formacao de
lesdo de carie secundaria como os cimentos de iondmero de vidro
convencionais. Entretanto, os autores afirmaram que em lesées de Classe
V, embora os compbémeros tenham menor eficacia na prevencdo de
lesdes de carie secundaria, estes devem ser usados quando a alternativa
for uma resina composta, devido a melhores propriedades mecanicas.

E possivel observar que ha pouca literatura que confirme
ou n&o o potencial anticariogénico de compdmeros na inibicdo de lesdes
de carie secundaria em estudos in situ ou in vivo **. Assim, torna-se claro
a necessidade de pesquisas mais aprofundadas sobre o potencial
anticariogénico de diferentes materiais liberadores de fluor, quando
diferentes metodologias de inducdo de lesdo de carie secundaria sao

utilizadas.

2.3 Microscopia de luz polarizada e espectroscopia por disperséo de
raios-X (EDS)

A luz natural (luz solar, por exemplo) € composta de

ondas que oscilam em todos os angulos possiveis no plano perpendicular
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ao movimento. Polarizacdo € um fenébmeno que ocorre quando a luz
passa através de certos materiais, que contém dois indices de refracao,
sendo ditas birrefringentes, tais como os cristais. A luz é dividida de modo
que emergem dois raios luminosos derivados de um s6. Um polarizador
de luz € um material que permite a passagem de luz somente em um
angulo de vibragdo especifico. A luz é considerada como sendo
linearmente polarizada quando esta contém ondas que oscilam em um
unico plano especifico ™.

O uso de microscopia de luz polarizada é corriqueiro no
estudo de cristais. O microscopio de luz polarizada € dotado de alguns
acessorios especiais entre os quais se destacam um par de polarizadores
com angulo relativo ajustavel entre os eixos o6pticos. O primeiro deles,
situado embaixo da platina do microscépio proximo a fonte de luz é dito
polarizador, sendo constituido por um prisma de quartzo Nicol, filtrando a
luz e permitindo que sobre a amostra incida luz polarizada. Apds passar
por esta e pela amostra (que se encontra sobre uma platina giratéria), a
luz atravessa o segundo polarizador, dito analisador, que esta localizado
perto da ocular dentro do tubo do microscopio. Quando a posicdo dos
prismas analisador e polarizador é ajustada, de modo que os feixes
luminosos tenham um trajeto paralelo, uma imagem normal pode ser vista
através da ocular. Se o analisador € entdo rodado de modo que o seu
eixo fiqgue em angulo reto com o polarizador, nenhuma luz alcanga a
ocular e nada pode ser visto. Colocando-se um objeto amorfo (nao
refringente) na platina do microscopio, com os prismas na mesma posi¢cao
em angulo reto, nada sera visto, porque os raios de luz ndo foram
divididos pelo objeto. Porém, se for colocado um objeto cristalino ou
birrefringente (ou seja, que possui a propriedade de criagdo de dois raios
refratados a partir de um unico raio inicial) na platina, uma imagem
luminosa aparecera em fundo escuro .

Assim, a fim de que materiais bioldgicos alterem a

diregcdo da luz e possam ser vistos por meio de luz polarizada, sua
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estrutura submicroscoépica deve ser de moléculas assimétricas orientadas.
Dentre os diversos materiais biologicos estudados com auxilio de
microscopia estao incluidas fibras musculares, fibras de tecido conjuntivo
e goticulas de gordura, que exibem birrefringéncia, assim como materiais
cristalinos e tém sido estudados intensivamente com microscépio de luz
polarizada '*. No caso do esmalte dentario, devido & sua histologia
composta por cristais de hidroxiapatita, é possivel o estudo de lesdes de
carie em esmalte por meio da microscopia de luz polarizada, uma vez que
a subsuperficie e a regido superficial do esmalte apresentam
birrefringéncia .

Um estudo recente ’°

demonstrou que existe a
possibilidade matematica de se calcular o conteudo mineral de uma
superficie de esmalte (V¢) por meio da microscopia de luz polarizada.

Para isso, basta aplicar a seguinte expressdo matematica:

V,=1-V4, assim como
Vo=ai+a2+ P
no=1,33 as+nqax + 1,56[3

V, V, V,

na qual a; € o volume de agua deixada no esmalte apds secagem a
vacuo por 48 horas, a; € o volume de agua removida por este
procedimento, n1é o indice de refragdo do meio, n;, é o indice de refracao
da fase nao-mineral e B € o volume da matriz organica. O resultado do
trabalho demonstrou que o esmalte dentario possui composigdo mineral
variando de 88,16% a 97,71%. A composicdo mineral do esmalte é
basicamente hidroxiapatita e sua variagdo se deve ao grau de maturacao
do tecido, bem como variagdes individuais "°.

A espectroscopia por dispersdao de raios-X (EDS -
Energy Dispersion X-ray Spectroscopy) determina quantitativamente os

elementos quimicos de uma amostra, irradiando-a com raios-X e entao
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analisando a fluorescéncia dos raios-X re-emitidos. A EDS representa
uma técnica valiosa para realizacdo de analise qualitativa e quantitativa
dos elementos quimicos presentes em materiais 4% %",

Os componentes basicos do espectrometro por dispersao
de raios-X podem ser resumidos em:

a) fonte de excitacéo;

b) um arranjo geométrico para colimagdo e

monocromatizacao de radiacao primaria;

c) um detector de raios-X;

d) software para operar o instrumento, aquisicdo de

dados e determinar a concentragdo de cada elemento

quimico presente na amostra 8.

Quando uma amostra é excitada pelos raios-X, os
elementos quimicos individuais que compde esta amostra re-emitem seus
préprios raios-X caracteristicos e estes podem ser quantitativamente
analisados para confirmar quais elementos quimicos estdo presentes no
material © 8.

A microanalise por EDS permite analisar minuciosamente
diminutas particulas de amostras biolégicas para decifrar a patogénese de
varias doencgas. Apesar de esta técnica estar sendo usada em alguns
tipos de pesquisa odontologica (tais como analise de ligas para implantes
odontoldgicos), pouca aplicagdo de diagnéstico bucal pratico de doencgas
tem sido reportada na literatura 2.

A microanalise por EDS pode ser melhor entendida
observando-se o conceito de Bohr da estrutura atébmica: no centro do
atomo temos néutrons e prétons com elétrons orbitando em camadas de
energia especifica. Vagas criadas pela interagdo dos elétrons nas
camadas mais internas sdo preenchidas por elétrons que “saltam” das
camadas mais externas. Um detector de litico associado a um analisador
computadorizado detecta fétons especificos de energia liberados por este

“‘salto” das camadas de energia. A analise do quanta de energia revela a
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presenca de elementos quimicos em particular. Torna-se aparente que
esta técnica pode ser utilizada no auxilio ao diagnostico e pode na
verdade ser o unico instrumento satisfatério com o qual se obtém um
diagnostico em casos selecionados 2.

Para analise do software da EDS, sdo necessarios os
seguintes parametros para o calculo da concentracdo relativa dos
elementos quimicos: voltagem do feixe de elétron incidente, detector do
angulo azimute, angulos de elevacdo e inclinagdo, angulo inicial da
amostra, computada por uma formula trigonométrica e espessura
especifica do detector, corrigida para possivel desalinhamento da
amostra. O usuario indica quais elementos serdo pesquisados na amostra
(maximo de vinte) e para cada elemento, o programa estabelece de sua
base de dados o numero atémico. E também estabelecida a camada de
elétron (K ou L, por exemplo) e a série da camada (a4, 0z, B4, B2 ou B3 ou
varias séries em conjunto) e o algoritmo que o programa pode processar,
mediante as informacdes recebidas. Além destes fatores, o software
também trabalha com o valor da absorgéo corrigida, espessura aparente
da amostra (dado este fornecido pelo usuario) e a densidade da amostra.
Com todos estes dados e por meio de célculos avancados, o software
consegue estabelecer mediante a energia liberada pelos elétrons, a
concentracédo aparente dos elementos quimicos naquela amostra .

Aléem da EDS, as metodologias que podem ser
empregadas para analise quimica de uma amostra incluem a
espectroscopia fotoelétrica de raios-X e a espectroscopia por ressonancia
nuclear magnética. A espectroscopia fotoelétrica de raios-X é um método
especifico utilizado para determinar o potencial de ligacdo quimica em
superficies de substrato com n&o mais que dez camadas atdbmicas e tem
sido usada na tentativa de provar a ligacdo quimica estabelecida entre
materiais restauradores e a superficie dentaria. No caso da
espectroscopia por ressonancia nuclear magnética, ha a identificagao e

avaliacao da estrutura quimica molecular, uma vez que esta metodologia
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possui resolugdo e sensibilidade suficiente para analisar possiveis
reacdes quimicas *'.

Tem sido sugerido que as propriedades mecanicas de um
tecido calcificado sdo geralmente ligadas ao seu conteudo mineral. A
incorporagao de outros elementos quimicos como sédio, flior ou carbono
na estrutura apatita de cristais de esmalte pode resultar em alteragbes
fisico-quimicas e nas propriedades mecanicas do esmalte. Por exemplo,
uma maior concentragcdo de carbonato na estrutura cristalina leva a menor
cristalinidade e portanto, maior solubilidade dos tecidos dentais duros,
enquanto que a substituicdo por fluoreto resulta em cristais maiores e
melhor cristalinidade, o que reduz a solubilidade do esmalte. Entender a
natureza e o conteudo mineral é também importante quando se estuda a
adesao de materiais restauradores a superficie dentaria. Alguns materiais,
como os cimentos de ionbmero de vidro, dependem da adesdo aos
componentes mineralizados do substrato dentario. A EDS pode ser
utilizada para adquirir informagéo sobre as apatitas biolégicas presentes
no esmalte dentario *°.

Embora a EDS né&o analise a estrutura quimica molecular
da amostra, nem seu potencial de ligagcao quimica, ela se apresenta como
um método confiavel, o qual fornece o percentual relativo de determinado
elemento quimico da estrutura analisada, bem como a energia por ele

liberada.



3 PROPOSICAO

Os objetivos deste estudo foram:

a) avaliar os efeitos de diferentes materiais restauradores

b)

quando submetidos a metodologias in vitro de
indugdo de lesbes de carie secundaria: desafio
cariogénico em cultura de S. mutans e desafio
cariogénico em solugdes desmineralizantes e
remineralizantes (ciclagem de pH), e in situ com
aparelhos palatais, por meio de microscopia de luz
polarizada e espectroscopia por dispersdo de raios-X
(EDS);

avaliar a aderéncia de cultura de S. mutans a

superficie de diferentes materiais restauradores.



4 MATERIAL E METODO

A metodologia aplicada neste estudo foi submetida e
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Sao José dos Campos (FOSJC-UNESP), (ANEXO A e B).

4.1 Selecao e armazenamento das amostras

Foram utilizados para este estudo 84 molares humanos,
inclusos, nao-impactados, com 1/3 de raiz formada, recém-extraidos,
armazenados em soro fisiolégico e congelados, obtidos da Clinica de
Cirurgia e Periodontia da Faculdade de Odontologia de Sao José dos
Campos da Universidade Estadual Paulista (FOSJC-UNESP). O tecido
pulpar coronario foi removido retrogradamente com limas do tipo
Hedstréen (Maillefer) n° 45, 50 e 60 esterilizadas. As cavidades pulpares
e os condutos radiculares foram irrigados retrogradamente com 10 mL de
hipoclorito de sédio 0,5% para remoc¢ao dos residuos. Os dentes foram
mantidos em soro fisiolégico, em freezer (-10°C), até o momento de uso °.
O Equipamento de Protecdo Individual composto por luvas, mascara,
gorro, Oculos de protecdo e jaleco foi utilizado durante toda a parte
experimental.

As coroas dos dentes foram analisadas em lupa
estereoscopica (Olympus 2000, USA), com aumento de 10X e iluminagao
direta, tendo como critério de inclusdo do espécime auséncia de alteragao

de cor, trincas e/ou fraturas. Os dentes receberam polimento coronario,
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utilizando-se tagas de borracha, montadas em peca de mao em baixa
velocidade e pasta de pedra pomes e agua por 15 segundos A seguir,
as amostras foram lavadas abundantemente com spray de ar e agua até
a remocéao da pasta. Isto feito, as amostras foram mantidas em umidade
relativa 100% em estufa de cultura (Fanem Ltda. — Modelo 002 DB, Brasil)

a 37°C >4,

4.2 Preparos cavitéarios e divisdo das amostras em grupos de acordo

com o material restaurador

Os dentes receberam preparos classe V padronizados
em suas superficies vestibulares e linguais. Todos os preparos foram
realizados 5 mm acima da jungdo cemento-esmalte, no centro da
superficie vestibular ou lingual. Estes preparos foram realizados com
ponta diamantada (KG Sorensen, Referéncia 2294, Brasil), cuja ponta
ativa contém 2,0 mm de diametro e 1,5 mm de profundidade, limitados por
um stop, o que resultou em preparos cavitarios padronizados, com
margens totalmente localizadas em esmalte. Cada ponta diamantada foi
acoplada a uma caneta de alta rotagao (Kavo Super Torque 625, Brasil),
com refrigeragdo constante de ar e agua e foi utilizada para realizar 5
preparos.

Sessenta dentes receberam corte em sentido mésio-
distal, separando as superficies vestibular e lingual, totalizando 120
espéecimes.

Os espécimes foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos: RC-Z (n=30), no qual os espécimes foram restaurados utilizando-
se sistema adesivo Prime & Bond 2.1 (Dentsply — Brasil) e resina
composta Z-250 (3M ESPE, St. Paul, Minessota, USA); RC-F (n=30), no

qual os espécimes foram restaurados utilizando-se o sistema adesivo
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Prime & Bond 2.1 e resina composta modificada por poliacidos Freedom
(SDI, Florida, USA); CIV-V (n=30), no qual os espécimes foram
restaurados, utilizando-se iondbmero de vidro modificado por resina
Vitremer (3M ESPE); CIV-J (n=30), no qual os espécimes foram
restaurados utilizando-se cimento de iondmero de vidro convencional Fuji
IX (GC International, USA).

O grupo controle foi composto por seis espécimes
restaurados com cada material restaurador dos grupos anteriores (n=24).
Os materiais restauradores foram utilizados na cor A3,5, em incremento
tnico °, sendo ativados com o fotopolimerizador Optilight Plus (Gnatus,
Brasil), previamente regulado em 500mW/cm? de poténcia *°.

Vinte e quatro horas apds os procedimentos
restauradores *°, os espécimes receberam acabamento e polimento com
o sistema Sof-lex (3M ESPE) de discos de 6xido de aluminio. Para a
aplicacdo destes materiais restauradores, as recomendacgbes de cada
fabricante, expostas no Quadro 1, foram seguidas.

Apds as restauragbes, acabamento e polimento, cada
espécime foi analisado em lupa estereoscoépica (aumento de 10X) para
avaliacao da superficie restaurada. Os espécimes que apresentaram
trincas ou fendas na superficie restaurada foram eliminados do estudo e

substituidos por outros.
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4.3 Separacado dos corpos-de-prova conforme o método de inducéao
de carie

Cada espécime foi cortado utilizando-se um disco
diamantado dupla face (KG Sorensen — Referéncia 7020) acoplado a uma
peca de mao (Kavo), com refrigeracéo de ar e agua até atingir a area de
16 mm?2, ou seja, 4 mm de largura por 4 mm de comprimento. Para que
todos os corpos-de-prova apresentassem o mesmo tamanho, eles tiveram
suas arestas lixadas e mensuradas utilizando-se um paquimetro. A
seguir, os corpos-de-prova receberam duas camadas de esmalte para
unha (Colorama), de cor vermelha, com excec¢do da superficie que
continha a restauracdo e que foi submetida a simulagcdo de lesdes de
carie in vitro >+ ",

Para certificacdo de que o0s corpos-de-prova né&o
apresentavam lesao de carie inicial ou qualquer alteracdo do esmalte, os
mesmos foram radiografados com auxilio de radiografia digital e
examinados por um unico avaliador. Corpos-de-prova com alteragao
radiografica visivel na superficie do esmalte foram excluidos do estudo.

A seguir, os corpos-de-prova foram colocados em placa
de cultura de células (Costar Cambridge, Massachussets, USA),
identificados, conforme demonstrado no Quadro 2, e esterilizados,
utilizando dose de 20 kGy de radiagdo gamma, por meio da Empresa

Brasileira de Radiacdao (EMBRARAD), para ndo afetar a microdureza do
44, 67

~

esmalte nem sua resisténcia a desmineralizagéo Apds a
esterilizacdo, a placa de cultura de células contendo os corpos-de-prova
foi armazenada em estufa bacterioldgica a 37°C.

Os materiais restauradores estdo demonstrados na

Figura 1, bem como o espécime radiografado digitalmente.
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FIGURA 1 — (A) Resina composta Z-250, grupo RC-Z; (B) Resina composta modificada
por poliacidos Freedom, grupo RC-F; (C) londbmero de vidro modificado por
resina Vitremer, grupo CIV-V; (D) Cimento de iondmero de vidro Fuji IX,
grupo CIV-J; (E) Verniz protetor aplicado no grupo CIV-J; (F) Radiografia
digital de corpo-de-prova antes da submiss&o ao desafio cariogénico.
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Os corpos-de-prova do grupo controle ndo foram
submetidos a nenhuma metodologia de inducdo de lesbes de carie.
Metade dos corpos-de-prova deste grupo (3 corpos-de-prova de cada
material) foi submetida a analise por microscopia de luz polarizada e EDS
24 horas ap6s a esterilizagdo. A outra metade (3 corpos-de-prova de cada
material) foi submetida @ mesma analise apdés 28 dias em imersdo em
agua destilada. Um padrdo da area e da composi¢cdo quimica da
superficie de esmalte restaurada com cada material foi obtido apds a
média aritmética dos valores obtidos com os corpos-de-prova 24 horas,

apos a esterilizac&o e 28 dias ap6s a imersdo em agua destilada.

4.3.1 Desafio cariogénico com S. mutans

Os corpos-de-prova foram submetidos ao desafio
cariogénico utilizando cultura de S. mutans (ATCC 35688), semeada em
meio de cultura proposto por Gibbons e Nygaard *, constituido pelos
componentes descritos no Quadro 3.

Para o preparo, os componentes foram misturados em
um recipiente e foi acrescentada agua destilada, completando 1.000mL. A
seguir, o meio foi distribuido em tubos de ensaio, autoclavado a 121°C

por 15 minutos e armazenado em geladeira 3 2.
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Quadro 3 — Descrigdo do meio de cultura para S. mutans descrita por
Gibbons e Nygaard °'

Nome da substancia Férmula quimica Quantidade em 1.000 mL
Tripticase i 209
Cloreto de sbdio NaCl 29
Fosfato de potassio KoHPO, 39
diabasico
Fosfato de potassio KH,PO, 249
monobasico
Carbonato de potassio K,CO4 19
Sulfato de magnésio MgSO, 120 mg
Sulfato de manganés MnSO, 15 mg
Sacarose CsHsO- 50¢g
Agua destilada H,O 1000 mL

A amostra padrdo de S. mutans foi mantida em sangue
de coelho, desfibrinado, a -10°C. Para a semeadura, a amostra foi
descongelada e repicada em caldo infusdo cérebro-coragdo (BHI Brain
Heart Infusion, Difco) e incubada por 24 horas, em microaerofilia, a 37°C.
Foram feitos trés repiques antes da inoculagdo em meio sélido. A partir do
crescimento em meio sélido, os microrganismos foram transferidos para
tubo de ensaio contendo 10mL de solucao fisiologica esterilizada (NaCl
0,85%), com o auxilio de alga de platina e as suspensdes foram
padronizadas em 10° células/mL, com auxilio de espectrofotometria
(Shinadzu modelo UV-1203, Kyoto — Japan). Os parametros de densidade
Optica e comprimento de onda utilizados para S. mutans foram,
respectivamente 0,620 e 398 nm, estabelecidos previamente no
Laboratério de Microbiologica da Faculdade de Odontologia da
Universidade Estadual Paulista (FOSJC-UNESP) 8.

Em cémara de fluxo laminar e com auxilio de
micropipetas de 1 mL e 1 yL (Labmate, HTL, USA) e pinga esterilizada, foi
colocado em cada pogo da placa de cultura de células: 1 corpo-de-prova,
2 mL de meio de cultura para S. mutans e 0,1 mL da suspensao de S.

mutans. Os corpos-de-prova foram incubados a 37°C em microaerofilia. A
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cada 48 horas, o meio de cultura foi trocado em camara de fluxo laminar,
utilizando-se micropipeta de 1 mL. A turvagcdo do meio apds a troca
denotou crescimento bacteriano. Para certificar que nao houve
contaminacgao, a cada troca de meio foi obtido o esfregaco e realizada a
coloragédo de Gram, que evidenciou a auséncia de contaminacgéo.

Os corpos-de-prova ficaram imersos em cultura de S.

. 3° e Seeman et al. "°.

mutans por 14 dias, conforme descrito por ltota et a
Apds este periodo, os corpos-de-prova foram imersos em solugao
remineralizante durante 14 dias, conforme descrito por Seeman et al. 70,
que se encontra descrita no Quadro 4. A solugéo remineralizante que foi
utilizada apresentou pH igual a 6,8 e mucina em sua composicgo 2° .
Findado os 28 dias de metodologia microbiolégica de
indugcdo de lesdo de carie secundaria (14 dias de imersao em cultura de
S. mutans e 14 dias de imersdo em solugdo remineralizante), os corpos-

de-prova foram armazenados em umidade relativa 100% a 37°C.
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Quadro 4 — Solugéo remineralizante proposta por Seeman et al. 70

Nome da substancia Férmula quimica Quantidade
Agua destilada H,O 1.000 mL
Fosfato de potassio KH,PO, 0,33 g
monobasico
Fosfato de sédio Na,HPO, 0,34 g
monobasico
Cloreto de potassio KCI 1,27 g
Tiocianeto de so6dio NaSCN 0,16 g
Cloreto de sédio NaCl 0,58 g
Cloreto de calcio CaCl, 0,17 g
Cloreto de amoénio NH,4CI 0,16 g
Uréia CO(NH), 0,29
Glicose CeH12056 0,03 g
Vitamina C CsHsOs 0,002 g
(acido ascorbico)
Mucina tipo Il (Sigma- it 2749
Aldrich Brasil, Ltda.)

4.3.2 Desafio cariogénico com solugbes desmineralizantes e

remineralizantes (ciclagem de pH)

O desafio cariogénico com solugbes desmineralizantes e
remineralizantes, também chamada de ciclagem de pH, foi preconizado
por Featherstone e Rodgers 2% e adaptado por Serra e Cury .

Utilizou-se 24 mL de cada solugdo por corpo-de-prova,
baseando-se na quantidade de solugdo pela area do corpo-de-prova
(15mL de solugdo para cada 10mm? de area do corpo-de-prova) ’". Os
componentes da solugao desmineralizante estdo descritos no Quadro 4 e

da solugao remineralizante no Quadro 5.
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Quadro 4 — Componentes da solugdo desmineralizante

Nome da substancia Férmula quimica Quantidade
Agua destilada Hxxkk 144,45 mL
Hidréxido de calcio Ca(OH). 154,13 mg
Acido acético CH;COOH 3mL
Acetato de sodio NaC,H;0,¢3H,0 3,19
Acido orto-fosférico H,PO, 0,13 mL
Agua destilada (q.s.p.) H,O 1000 mL

Fonte: Serra e Cury "'

Quadro 5 — Componentes da solugéo remineralizante

Nome da substancia Férmula quimica Quantidade
Agua destilada H,0 144,45 mL
Hidréxido de calcio Ca(OH), 115,59 mg
Acido cloridrico HCI 1 mL
Cloreto de potassio KCI 11,18 g
Acido orto-fosférico H,PO, 0,06 mL
Tris-hidroximetil-aminometano NH,C(CH,OH); 242¢g
Acido cloridrico HCI 2mL
Agua destilada (q.s.p.) wrha 1000 mL

Fonte: Serra e Cury "’

Apbs o preparo das solugbes, foi aferido o pH das
mesmas, utilizando-se pHmetro (Metler Toledo MP 220), obtendo-se pH
4,0 para a solugdo desmineralizante e pH 7,0 para a solugao
remineralizante %* "8,

As solugbes foram armazenadas em embalagens
plasticas de 5000 mL, devidamente tampadas e em geladeira. As
solugdes foram colocadas em um agitador magnético (MA 085 — Marconi
Equip. Lab., Brasil), para homogeneizacdo por 30 minutos, antes da
utilizacdo das mesmas. Os corpos-de-prova receberam a ciclagem de pH
por 9 ciclos, sendo cada ciclo correspondente a 6 horas em solugéo
desmineralizante e 18 horas em solugdo remineralizante ** ",

As solugcdes foram colocadas em potes plasticos
individuais pretos (para que a luz ndo alterasse a solugédo). Apos o

periodo de imersdo, os potes plasticos individuais e os corpos-de-prova
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eram lavados em agua destilada corrente por 1 minuto e secos com
toalhas de papel descartaveis. A solugao era trocada e os potes plasticos
individuais contendo o0s corpos-de-prova imersos nas respectivas

solucdes mantidos em estufa de cultura a 37°C **.

4.4 Analise das superficies dos corpos-de-prova

Apds a indugdo de carie in vitro, os corpos-de-prova
foram lavados em agua destilada corrente por 1 minuto e submetidos a

analise por microscopia e luz polarizada e EDS.

4.4.1 Avaliagao por meio de microscopia de luz polarizada

Para avaliagdo qualitativa em microscopio de Iluz
polarizada, os corpos-de-prova foram desgastados até atingirem a
espessura minima de 1 mm de espessura, conferida por um paquimetro,
utilizando-se para tal, lixas d’agua de carbureto de silicio 400, 600, 800 e
1200 granulagdes, em politriz a 600 rotagdes por minuto. A seguir, os
corpos-de-prova foram desgastados manualmente utilizando-se somente
lixa d’agua de carbureto de silicio de 1200 granulagbes até atingir a
espessura necessaria para polarizagao da luz.

A seguir, os corpos-de-prova foram colocados em
laminas de vidro e pingada agua destilada sobre eles. A analise da
superficie foi realizada em microscépio de luz polarizada (Axiophot 2 —
Zeiss, Germany), utilizando-se agua destilada como meio de embebig&o
dos corpos-de-prova '®. A analise da area da lesdo de mancha branca
formada foi realizada por meio da utilizagdo do software NIH Image J,
versao 1.37 (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).
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As imagens foram inicialmente digitalizadas por uma
camera fotografica digital Sony Cyber Shot, modelo DSC (Sony
Corporation, USA), acoplada ao fotomicroscépio e entdo transferidas para
microcomputador, no qual foi inserido o software para analise das
imagens obtidas.

O sistema foi calibrado por meio de régua micrometrada
(Zeiss), com intervalos de 10 um, com objetiva de 10X de aumento. Apds
a calibracao, o software automaticamente converteu, para milimetros, as

medidas obtidas em pixels.

4.4.2 Avaliagéo por espectroscopia por dispersao de raios-X (EDS)

A analise por EDS das lesbes de carie formadas foi
realizada no Laboratério de Integragdo e Testes (LIT), Qualificacao e
Confiabilidade de Componentes, do Instituto Nacional de Pesquisas
Espaciais (INPE) em Sdo José dos Campos, SP e no Instituto de
Geociéncias da Universidade de Sao Paulo (IGc-USP) em Sao Paulo, SP.
Para isso, os espécimes foram desidratados, sendo imersos em solugcdes
crescentes de alcéois a 70% por 15 minutos, 80% por 15 minutos, alcool

90% por 15 minutos e 100% por 30 minutos % ©2

e secos com papel de
filtro. No LIT-INPE e no 1Gc-USP, os espécimes foram colocados em um
stubs, sob fita de aluminio (3M Adhesives, Ltd., USA), submetidos a
vacuo em um metalizador (Fisions Instruments, USA), no qual formou-se
o plasma e uma fina camada de ouro foi depositada sobre cada corpo-de-
prova.

Em seguida, os stubs contendo os espécimes foram
colocados sob microscépio eletronico de varrredura (Link Isis Oxford
Instrument PLC. Leica, USA) para serem submetidos novamente a vacuo.

Com a fotomicrografia do espécime disposta no monitor acoplado ao



60

microscopio eletrénico de varredura, trés windows de 1 mm x 1 mm,
sendo separadas por 1 mm, cobrindo a area desmineralizada foram
selecionadas *°, conforme demonstrado na Figura 2. A analise por area
permitiu analisar a composi¢cdo quimica de varios pontos, tornando seus

resultados mais precisos.

Halo de inibicdo Leséao de carie

v
. 1 mm .

Esmalte Esmalte

FIGURA 2 — Representacdo esquematica das medidas obtidas por microscopia de luz
polari4za':1da e EDS. Legenda: Ewindows de EDS. Adaptado de ltthagarun
etal. ™.

Apoés a selecdo da area, um feixe de elétrons de 20 KeV
e 20 kV de voltagem de aceleragéo atingiu o window e ap6s 50 segundos,
o software lIsis Suite Revision 3.35 providenciou o calculo da energia
liberada pelo elemento quimico (resultados em KeV) e a porcentagem

relativa do respectivo elemento quimico.
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Desta forma, a anadlise por EDS forneceu o padrédo
quimico de calcio, fésforo e fluor e este padrdo foi comparado com o
obtido com os espécimes do grupo controle, para que se observasse a
alteracdo quimica nestes elementos ocorrida apés as metodologias de
simulacéo de lesbes de carie in vitro. Com a sobreposi¢do dos padrdes
obtidos, foi possivel observar a variacdo na concentracdo de calcio,
fosforo e flior e a relacéo calcio/fésforo em cada corpo-de-prova 8 3" 4956,

Uma vez que o espectrometro de dispersao de raios-X
encontra-se acoplado ao microscépio eletrbnico de varredura, foi
realizada microscopia eletrénica de varredura em todos os espécimes.

O espectrometro de dispersao de raios-X foi calibrado a
cada quatro stubs (cada um contendo 8 espécimes), utilizando-se
amostras-padrdo de Cr,0s3, titanio e silica e CaSiOs ”’, com desvio padrao
de 1%.

A Figura 3 demonstra os microscopios de luz com
acessoério para polarizacédo e eletrénico de varredura, bem como o

acessorio para dispersao de raios-X.
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FIGURA 3 — (A) Fotomicroscopio de luz com acessorio para polarizagéo; (B) Plasma de
ouro sendo depositado sobre espécimes em metalizador; (C) Microscopio
eletrénico de varredura; (D) Acessorio para espectroscopia para dispersao
de raios-X; (E e F) Stub com espécimes sendo colocado dentro do
microscoépio eletrénico de varredura
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4.5 Estudo in situ

Para o estudo in situ, foram confeccionados 48 corpos-
de-prova constituidos de esmalte dentario humano, de 4 mm x 4 mm x 2
mm %', restaurados com os materiais restauradores e esterilizados com
radiacdo gamma conforme previamente descritos. Um total de 12
voluntarios de 19-28 anos de idade % ' foram selecionados entre os
alunos de graduacao e poés-graduacao da Faculdade de Odontologia de
Sao José dos Campos (FOSJC-UNESP). Todos os voluntarios foram
informados da pesquisa e concordando com sua participagéo assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido % 3> **® (APENDICE 1).

Para exclusao ou inclusao dos voluntarios, foi realizada
uma minuciosa anamnese (APENDICE 2) e exame clinico por meio da
avaliagao do indice de biofilme descrito por Silness e Lée "° e indice de
sangramento de Lée e Silness *’, descritos no Quadro 6. Foram excluidos
individuos que apresentassem habitos relacionados com fumo e etilismo,
portadores de doencgas sistémicas, disturbios de glandulas salivares,
lesbes de carie ativa ou cronica, doenga periodontal ou outro tipo de leséo
bucal, além de usuarios de medicamentos que interferissem na secregao
salivar, enxaguatorios bucais e ainda, individuos que fizessem o uso de
antibiéticos nos trés meses prévios ao inicio do estudo 344 7% 81,

Foi realizada a coleta de saliva estimulada e n&o-
estimulada, para a determinagéo do fluxo salivar, capacidade tampé&o da

saliva e contagem de estreptococos do grupo mutans de cada voluntario
79, 81
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Quadro 6 — Descricgo do indice de biofime de Silness e Lée " e indice de
sangramento de Loe e Silness *’

Dentes examinados 16, 12, 24, 36, 32 e 44
Faces analisadas Vestibular, Mesial, Distal e Palatina (Lingual)
Score 0 Auséncia de sangramento ou biofilme
Score 1 Leve inflamagao com auséncia de sangramento/
Biofilme presente, fortemente aderido a regido
cervical
Score 2 Inflamacgéo visivel, sangramento provocado/ Biofilme

visivel a olho nu, fracamente aderido e somente na
regiao cervical

Score 3 Inflamacao acentuada, sangramento espontaneo/
Biofilme abundante e presente em toda a face
analisada
Score médio por dente Soma dos escores das faces analisadas dividido por
quatro
Score médio por Soma dos escores médios por dente dividido por seis
voluntario
Critério de inclusao Score médio por voluntario abaixo de 2,0

4.5.1 Determinagao do fluxo salivar, capacidade tampao e contagem de

estreptococos do grupo mutans na saliva

Para a coleta de saliva nao-estimulada, os voluntarios
sentaram-se com suas cabecas ligeiramente posicionadas para baixo e
removeram a saliva acumulada na boca gentiimente com uma espatula.
Para a coleta estimulada, os voluntarios reteram um pedaco de parafina
na boca até que este ficasse amolecido. Entdo a saliva produzida foi
deglutida e passou-se a contar o tempo de 5 minutos quando os
voluntarios comegaram a mastigar a parafina. Apés 5 minutos, cessou-se
a mastigacao e colheu-se a ultima porcéo de saliva estimulada. O volume
foi medido e a velocidade avaliada em mililitro/minuto, sendo a velocidade
normal de 1-2 mL/min. Voluntarios que apresentaram valores abaixo da

velocidade normal foram excluidos do estudo #'+8".
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Para a avaliagdo da capacidade tamp&o da saliva, 1 mL
de saliva estimulada coletada dos voluntarios foi adicionada a 3 mL de
solugcédo de HCI 0,005N. Apdés agitagéo, o tubo foi mantido aberto por 10
minutos para remocédo de CO,, a seguir o pH foi medido em pHmetro
(Metler Toledo MP 220). Valores finais de pH de capacidade tampao de
saliva entre 5 e 7 foram considerados normais, sendo valores abaixo
motivos para exclus&o dos voluntarios *'#'.

Para a contagem de estreptococos do grupo mutans, 1
mL da saliva coletada dos voluntarios foi diluida em base 10 e semeada
em meio de cultura Mitis Salivarius (Difco), acrescido de 15% de Sacarose
e Bacitracina (Acros Organics, New Jersey, USA) sendo diluidos 0,05 g
de Bacitracina em 10 mL de agua destilada. Apds filtragédo, a solugéo foi
adicionada ao meio de cultura na proporgéao de 0,72 mL de solugdo para
900 mL de meio. Apds 72 horas de incubacéo a 37°C em microaerofilia, o
namero de unidade formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL) foi
determinado e valores acima de 10° foram considerados altos e motivo de
exclusao de voluntarios *"" ®'. Os resultados dos exames para inclusdo e
exclusdo dos voluntarios encontram-se descritos no APENDICE 3.

Sete dias antes da inser¢do dos voluntarios no estudo,
eles utilizaram o dentifricio a base de silica nao-fluoretado, manipulado
especialmente para este estudo (Becker Pharmacia de Manipulagéo
Ltda., Sdo José dos Campos, SP, Brasil) e apés o periodo washout,

iniciaram o uso dos aparelhos palatais > * 3 79
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4.5.2 Aparelhos palatais

Todos os voluntarios incluidos no estudo foram moldados
com silicona de adigédo (Optosil, Dentsply, Brasil) e um aparelho acrilico
individual foi confeccionado para cada um 2. Cada aparelho continha um
corpo-de-prova de cada material, que foi aleatoriamente colocado a 1 mm
da margem de acrilico """ %% *> *_ Qito vezes ao dia (8:00, 10:00, 12:00,
14:00, 16:00, 18:00, 20:00, 22:00), dez voluntarios removeram os
aparelhos e pingaram uma gota de solugdo de sacarose a 20% % 3> #
filtrada e dois pingaram uma gota de agua destilada estéril (grupo
controle) 2. O excesso de fluido foi removido com um swab, na tentativa
de se evitar o efeito cross-over 2. Apdés 5 minutos, os aparelhos foram
recolocados na boca % *°. Esta parte do experimento teve duracdo de 14
dias 2.

Durante este periodo, os voluntarios usaram somente
dentifricios & base de silica ndo-fluoretados % * 3% 7°. Além disso, a agua
consumida foi fluoretada, da cidade de S&ao José dos Campos, Séo Paulo.
Os voluntarios receberam instru¢cdes escritas para durante o estudo in
situ, ndo utilizarem antimicrobianos ou produtos fluoretados 2 * ®'. Apos
este periodo, os blocos de esmalte foram delicadamente removidos e
submetidos a analise por microscopia de luz polarizada e EDS, conforme
descritos anteriormente.

Um exemplo de aparelho palatal utilizado no estudo in

situ estda demonstrado na Figura 4.
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FIGURA 4 — (A) Aparelho palatal contendo os espécimes em modelo de trabalho; (B)
Aparelho palatal; (C) Aparelho colocado na cavidade bucal de voluntario;
(D) Dentifricio nao-fluoretado; (E) Conta-gotas com solugdes de sacarose
a 20% e agua destilada.
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4.6 Aderénciade S. mutans aos materiais restauradores

Foram confeccionados 10 corpos-de-prova de cada
material restaurador, descrito no Quadro 1, sendo divididos em quatro
grupos (n=10). Para a confec¢cédo dos corpos-de-prova, foi utilizada uma
matriz de teflon bi-partida, contendo um orificio central de 5 mm de
didmetro por 2 mm de altura, demonstrada na Figura 5. A matriz de teflon
estd contida em uma matriz metalica, na qual foi inserida uma tira de
poliéster sob a matriz de teflon. Os materiais restauradores foram
manipulados conforme as recomendagdes do fabricante (descritas no
Quadro 1) e inseridos em incremento Unico °, sendo armazenados em
umidade relativa 100% a 37°C por 24 horas **. A seguir, os corpos-de-
prova receberam duas camadas de esmalte para unha (Colorama Ind. e
Com., Brasil), da cor vermelha em todas as superficies, com excec¢éo da
superficie que permaneceu em contato com a tira de poliéster. Os corpos-
de-prova foram acondicionados em placas de cultura de células (Costar) e
submetidos a esterilizagdo por radiagdo gamma, conforme descrito no
item 4.3.

ApoOs a esterilizacédo, as placas de cultura de células

foram mantidas em estufa a 37°C.
4.6.1 Ensaio de aderéncia

Foi utilizada amostra-padrdo de S. mutans (ATCC
35688), a qual foi semeada em placas de agar infusdo cérebro e coragéao
(BHI — Difco, Detroit, USA) e incubadas a 37°C por 48 horas. A partir do
crescimento, foram preparadas suspensées de S. mutans contendo 10°

18

células/mL '®. As suspensdes foram padronizadas por analise em

espectrofotometria, conforme item 4.3.1.
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O teste de aderéncia foi realizado em ambiente estéril
(cAdmara de fluxo laminar), sendo adicionado a cada po¢o contendo um
corpo-de-prova: 2 mL de meio de cultura para S. mutans descrita por
Gibbons e Nygaard ** (Quadro 3) e 0,1 mL da suspens&o padronizada de
S. mutans.

As placas de cultura de células foram tampadas e
incubadas a 37°C por 24 horas, em microearofilia. A seguir, os corpos-de-
prova foram removidos com auxilio de uma pinga clinica estéril e lavados
trés vezes com 1 mL de solugao fisioldgica esterilizada (NaCl 0,85%), com
auxilio de uma micropipeta de 1 mL, para remog¢do de microrganismos

nao-aderidos % %'

e transferidos para tubos Falcon contendo 20 mL de
solucdo PBS (Phosphate Buffer Saline) %, com pH 7,0.

Os tubos Falcon foram submetidos ao homogeneizador
ultra-sénico Sonoplus HD 2200 a 50 W durante 30 segundos, conforme
preconizado por Otake et al. *, para remover as células bacterianas
aderidas a superficie do material restaurador. Em seguida, os tubos
Falcon foram levados a centrifuga refrigerada a 4°C por 6030 Xg durante
oito minutos, para que houvesse formacgédo do pellet % 0Os corpos-de-
prova foram desprezados. O sobrenadante foi também desprezado em
recipiente de vidro, dentro da cdmara de fluxo laminar e 3 mL de solugéo
fisiologica esterilizada foram adicionados a cada tubo Falcon, com auxilio
de uma micropipeta de 1 mL. A seguir, cada tubo Falcon foi agitado em
agitador de tubos Vortex durante 60 segundos para homogeneizar a
solucdo. A suspensdo obtida foi diluida (107" a 10?) e aliquotas foram
transferidas, em duplicata, para placas com agar BHI *’.

Apdbs 48 horas de incubacgdo a 37°C em microaerofilia, o
namero de unidades formadoras de col6nias (UFC/mL) foi determinado
para cada corpo-de-prova. As placas escolhidas para contagem foram

aquelas que apresentaram entre 30 e 300 UFC de cada dilui¢cao M,
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FIGURA 5 — (A) Matriz de teflon bi-partida; (B) Espectrofotdmetro; (C) Centrifuga
refrigerada; (D) Homogeneizador ultra-sénico.

4.7 Analise estatistica

Foram utilizados os softwares KyPlot versao 2.0 beta 15,
Biostat versdo 4.0 e Excel for Windows 2003. A analise estatistica da
variacado na area de lesdo formada e da composi¢cao quimica dos corpos-
de-prova fornecida pela EDS foi realizada por meio dos testes Kruskal-
Wallis e Student-Newman-Keuls, todos em nivel de significancia de 5%.

Para a correlacao entre a area de lesao de carie formada
e a concentracédo de calcio, utilizou-se a Correlagdo de Spearman,

também em nivel de significancia de 5%.
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Em relacdo a aderéncia, os resultados em UFC/mL foram
transformados em logaritmo de base 10 (Log10) e analisados
estatisticamente por meio do teste Kruskal-Wallis, seguido da
Comparagédo de Dunn, também em nivel de significaAncia de 5%. A
hipétese nula (Hp) utilizada na analise estatistica foi que n&o haveria
diferenca entre os materiais restauradores em relacdo a area
desmineralizada ou a concentragdo dos elementos quimicos ou entre as
metodologias de desafio cariogénico.

Fluxogramas da metodologia de desafios cariogénicos
encontram-se descritos na Figura 6 e dos ensaios de aderéncia na Figura
7.
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FIGURA 6 — Fluxograma da metodologia empregada nos desafios cariogénicos in vitro

e in situ.
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FIGURA 7 — Fluxograma dos ensaios de aderéncia



5 RESULTADOS

Os resultados obtidos na parte experimental encontram-
se divididos nos tdpicos: microscopia de luz polarizada, espectroscopia de

disperséao de raios-X (EDS) e aderéncia.

5.1 Microscopia de luz polarizada

Na analise macroscopica em lupa estereoscopica dos
espécimes submetidos as metodologias de indugao de carie secundaria,
pode-se observar que os espécimes submetidos a ciclagem de pH
apresentaram manchas brancas mais intensas do que o0s espécimes
submetidos ao desafio cariogénico com S. mutans, como demonstrados
na Figura 8.

Pode-se observar que em um mesmo grupo, O0S
espécimes submetidos ao desafio cariogénico com S. mutans.
apresentaram manchas brancas em esmalte mais brilhante, porém de

extensao semelhante aos espécimes submetidos a ciclagem de pH.
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Mancha branca em Mancha branca em
esmalte mais opaco esmalte mais brilhante

FIGURA 8 — Espécime do grupo RC-Z submetido a ciclagem de pH (A) e espécime do
grupo RC-Z submetido ao desafio cariogénico com S. mutans (B) com
aumento de 60 X.

Ao serem submetidos a microscopia de luz polarizada, os
espécimes tiveram a area de lesdo de carie secundaria medida apds as
fotografias utilizando-se varios filtros, arte negativa e diferentes
desgastes. Com isso, foi possivel observar a lesao de carie secundaria e
areas de birrefringéncia negativa (azul) e birrefringéncia positiva
(vermelho), conforme demonstrado na Figura 9.

As areas de lesdo formadas nos espécimes conforme a
metodologia de indugcdo de carie secundaria estdo apresentadas na

Tabela 1 (desafio cariogénico por S. mutans).



76

Area sem
lesdo de
carie
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FIGURA 9 — (A) Microscopia de luz polarizada em espécime desgastado até 1000 pum
mostrando lesdo de carie ao redor de restauragdo de resina composta
modificada por poliacidos Freedom. Notar as areas de birrefringéncia
positiva (vermelho); (B) Microscopia de luz polarizada de espécime do
mesmo grupo com efeito negativo, possibilitando observar a
birrefringéncia negativa (azul); (C) Espécime observado na lupa
estereoscopica, aumento de 60 X.

Com o aumento do desgaste dos espécimes (até 80 um)
foi possivel observar os prismas de esmalte. O desgaste até 100 um
possibilitou a observagdo de area desmineralizada compativel com lesao
de carie, bem como area de esmalte higido (coloragédo esverdeada), como

demonstrado na Figura 10
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Restauragao Prismas Desmineralizagao
de compativel com lesao de
esmalte carie
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L4
Restauracao Desmineralizagdo compativel com lesédo de carie

FIGURA 10 — (A): Microscopia de luz polarizada de espécime com 80 um de espessura.
Notar prismas de esmalte e area desmineralizada compativel com
lesdo de carie; (B): Microscopia de luz polarizada de espécime com
100um de espessura. « Esmalte higido; e Birrifringéncia negativa
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Tabela 1 — Resultados médios e desvio padrao da area de lesdo de carie
formada nos espécimes submetidos a desafio cariogénico por
S. mutans conforme grupo

Grupo Area média Desvio padrao Valor Valor
(mm?) maximo minimo
RC-Z 10,98 2,42 13,49 6,66
RC-F 9,86 1,70 12,80 7,40
CIvV-v 7,31 1,49 9,27 4,26
CIv-J 3,62 1,10 4,79 2,05

Legenda: RC-Z: resina composta Z250; RC-F: resina composta modificada por poliacidos
Freedom; CIV-V: iondmero de vidro modificado por resina Vitremer; CIV-J:
cimento de iondmero de vidro Fuji IX

Os resultados dos testes estatisticos Kruskal-Wallis e

Student-Newman-Keuls estdo demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Resultados dos testes estatisticos na area de lesdo formada
no desafio cariogénico por S. mutans

Grupo Combinacao p Diferenca estatistica
significante
RC-Z (1) 1e2 0,4932 n&ao
RC-F (2) 1e3 0,0041 sim
CIV-V(3) 1e4 <0,0001 sim
CIV-J (4) 2e3 0,0287 sim
2e4 <0,0001 sim
3ed 0,0149 sim

Legenda: RC-Z: resina composta Z250; RC-F: resina composta modificada por poliacidos
Freedom; CIV-V: iondbmero de vidro modificado por resina Vitremer; CIV-J:
cimento de iondémero de vidro Fuiji IX

Foi possivel observar que somente os grupos RC-Z e
RC-F néo diferiram entre si. Todos os demais grupos apresentaram
valores de area significantemente diferentes entre si, sendo o maior valor
médio atribuido para o grupo RC-Z e o menor para o grupo CIV-J.

Os resultados médios dos espécimes submetidos ao

desafio cariogénico por ciclagem de pH estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Resultados médios e desvio padrao da area de lesdo de carie
formada nos espécimes submetidos a desafio cariogénico por
ciclagem de pH conforme grupo

Grupo Area média  Desvio padréo Valor Valor
(mm?) maximo minimo
RC-Z 10,09 1,27 12,43 7,78
RC-F 9,60 1,18 11,40 7,74
CIV-v 7,05 2,18 11,05 3,34
CIv-J 3,37 2,71 11,03 0,90

Legenda: RC-Z: resina composta Z250; RC-F: resina composta modificada por poliacidos
Freedom; CIV-V: iondmero de vidro modificado por resina Vitremer; CIV-J:

cimento de ionémero de vidro Fuji IX

Os resultados submetidos aos testes estatisticos
Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls estdo demonstrados na Tabela

4.
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Tabela 4 — Resultados dos testes estatisticos na area de lesdo formada
no desafio cariogénico por ciclagem de pH

Grupo Combinacao p Diferenca estatistica
significante
RC-Z (1) 1e2 0,5403 nao
RC-F (2) 1e3 0,0070 sim
CIV-V(3) 1e4 <0,0001 sim
CIV-J (4) 2e3 0,0371 sim
2e4 <0,0001 sim
3ed 0,0543 nao

Legenda: RC-Z: resina composta Z250; RC-F: resina composta modificada por poliacidos
Freedom; CIV-V: iondmero de vidro modificado por resina Vitremer; CIV-J:
cimento de iondmero de vidro Fuiji IX

A anadlise estatistica demonstrou que ndo houve
diferenca entre os materiais resinosos (RC-Z e RC-F) e entre os materiais
ionoméricos (CIV-F e CIV-J), porém as demais combina¢cbes de materiais
apontaram diferencas estatisticas significantes.

Quando os métodos in vitro de desafio cariogénico foram
comparados, ndo houve diferenga estatistica em nenhum grupo de
material restaurador.

Os resultados médios da éarea de lesdo de carie
secundaria formada no desafio cariogénico in situ por material restaurador

estido demonstrados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Resultados da area de lesédo de carie formada nos espécimes
submetidos ao desafio cariogénico in situ

Grupo Area média  Desvio padréo Valor Valor
(mm?) maximo minimo
RC-Z 14,72 0,61 15,48 13,94
RC-F 14,05 1,12 15,52 12,27
CIV-v 13,10 1,04 14,80 11,41
CIv-J 12,99 1,70 15,15 9,77

Legenda: RC-Z: resina composta Z250; RC-F: resina composta modificada por poliacidos
Freedom; CIV-V: iondmero de vidro modificado por resina Vitremer; CIV-J:
cimento de iondmero de vidro Fuji IX

Os dados foram submetidos aos testes estatisticos
Kruskal-Wallis e Student-Neuman-Keuls, cujos resultados estdo descritos

na Tabela 6
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Tabela 6 — Resultados dos testes estatisticos na area de lesdo formada
no desafio cariogénico in situ

Grupo Combinacao p Diferenca estatistica
significante
RC-Z (1) 1e2 0,1934 nao
RC-F (2) 1e3 0,0016 sim
CIV-V(3) 1e4 0,0039 sim
CIV-J (4) 2e3 0,0635 nao
2e4 0,1124 nao
3e4d 0,7889 nao

Legenda: RC-Z: resina composta Z250; RC-F: resina composta modificada por poliacidos
Freedom; CIV-V: iondmero de vidro modificado por resina Vitremer; CIV-J:
cimento de iondbmero de vidro Fuiji IX

Em relacdo a éarea de lesdo formada no desafio
cariogénico in situ, foi possivel observar diferenga estatistica significante
somente entre os grupos RC-Z e CIV-V e entre os grupos RC-Z e CIV-J.

Quando os meétodos de indugdo de lesdo de carie
secundaria foram comparados, houve diferenca estatistica significante em
todos os grupos de materiais restauradores entre o desafio cariogénico in
situ e desafio cariogénico por S. mutans e entre o desafio cariogénico in
situ e desafio cariogénico por ciclagem de pH, porém nao houve
diferencas estatisticas significantes entre os dois desafios cariogénicos in

vitro, conforme demonstrado na Figura 11.
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S. mutans Ciclagem de pH In situ

ORC-Z BRC-F OCIV-V OCIV-J

FIGURA 11 - Areas médias de desmineralizacdo de esmalte por grupo em cada
metodologia de inducdo de lesdo de carie. Legenda: RC-Z: resina
composta Z250; RC-F: resina composta modificada por poliacidos
Freedom; CIV-V: iondmero de vidro modificado por resina Vitremer; CIV-

J: cimento de iondbmero de vidro Fuiji IX.

5.2 Espectroscopia por dispersao de raios-X (EDS)

Para serem submetidos a EDS, os espécimes foram
inicialmente submetidos a vacuo para a microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e depois novamente a vacuo para a EDS. Este duplo
vacuo causou em alguns espécimes pequenas fraturas nas bordas dos
espécimes, como demonstrado na Figura 12. No entanto, estas fraturas
ndo comprometeram a analise por EDS, uma vez que as medidas foram

realizadas na area de leséo de carie longe das fraturas.
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FIGURA 12 — Espécime do grupo resina composta Z250 (RC-Z) submetido a MEV. Notar
areas de fraturas na borda do espécime, resultantes provavelmente do
duplo vacuo; & Area com lesdo de carie secundaria; ¢Area sem lesdo de
carie secundaria.

Foi possivel observar diferencas no padrédo de
desmineralizagdo dos espécimes conforme a metodologia de desafio

cariogénico empregada, conforme demonstrado na Figura 13 e 14.
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FIGURA 13 — MEV de um espécime do grupo RC-F submetido ao desafio cariogénico
com S. mutans sob aumento de 4870X.

FIGURA 14 — MEV de um espécime do grupo CIV-V submetido ao desafio cariogénico
com S. mutans sob aumento de 8000X.

Na Figura 13, quando a metodologia de desafio
cariogénico com S. mutans foi aplicada nos espécimes do grupo RC-F,
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observou-se um padréo de desmineralizagdo de esmalte organizado, que
se repetiu no grupo CIV-V, demonstrado na Figura 14.

Os espécimes do grupo CIV-J ndo apresentaram padréao
de desmineralizacédo de esmalte organizado, mas sim sinais de pouca
desmineralizagdo, junto com regibes de esmalte n&do-desmineralizado,

conforme demonstrado na Figura 15.

FIGURA 15 - MEV de um espécime do grupo CIV-J submetido ao desafio cariogénico
com S. mutans sob aumento de 4500X. ¢ Regido com esmalte
desemineralizado; & Regido com esmalte ndo-desmineralizado.

Os espécimes do grupo RC-Z apresentaram regides com
profunda desmineralizacdo misturadas as regibes com pouca ou
nenhuma desmineralizacdo conforme demonstrado na Figura 16. As
regibes com profunda desmineralizagdo s6 foram encontradas nos

espécimes deste grupo.
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FIGURA 16 - MEV de um espécime do grupo RC-Z submetido ao desafio cariogénico
com S. mutans sob aumento de 8000X. ¢ Regido com esmalte
desemineralizado; A Regido com esmalte nao-desmineralizado.

Os espécimes submetidos ao desafio cariogénico por
ciclagem de pH apresentaram sob MEV dois tipos de morfologia. Os
grupos RC-Z e RC-F apresentaram grande desmineralizagdo, porém sem
padrédo definido e com grandes areas com depressbes conforme
demonstrado na Figura 17.

Ja os espécimes dos grupos CIV-V e CIV-J submetidos
ao desafio cariogénico por ciclagem de pH apresentaram leves sinais de
desmineralizagédo sob MEV e trincas na superficie do esmalte, conforme

demonstrado na Figura 18.
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FIGURA 17 - MEV de um espécime do grupo RC-Z submetido ao desafio cariogénico
com ciclagem de pH sob aumento de 4000X.

FIGURA 18 - MEV de um espécime do grupo CIV-J submetido ao desafio cariogénico
com ciclagem de pH sob aumento de 4840X. ¢ Regido com esmalte
desmineralizado; a Trinca na superficie do esmalte.

LY

Em relacdo a morfologia sob MEV dos espécimes

submetidos ao desafio cariogénico in situ, os grupos RC-Z, RC-F e CIV-V
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demonstraram leve desmineralizagdo na superficie do esmalte, conforme

demonstrado na Figura 19 e 20.

FIGURA 19 - MEV de um espécime do grupo RC-Z submetido ao desafio cariogénico
in situ sob aumento de 4120X.

FIGURA 20 - MEV de um espécime do grupo CIV-J submetido ao desafio cariogénico
in situ sob aumento de 6000X.
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Em relacédo a EDS, os resultados médios por espécime
(média aritmética das trés medidas de EDS por espécime) séao
apresentados em porcentagem (%) dos elementos quimicos célcio (Ca).
fésforo (P) e fluor (F). O grupo controle para o desafio cariogénico por S.
mutans e desafio cariogénico por ciclagem de pH € o mesmo e os
resultados estédo demonstrados na Tabela 7.

Os resultados de EDS para desafio cariogénico com S.

mutans estido demonstrados na Tabela 8.

Tabela 7 — Resultados médios (desvio padrao) da concentragdo de calcio,
fésforo e fluor no grupo controle

Grupo % Ca % P % F Razao Ca/P
RC-Z 37,31 (x2,11) 23,66 (x4,12) 0,26(x0,3) 1,57
RC-F 34,83 (£3,20) 23,29 (x3,96) 2,19 (x1,97) 1,49
CIv-v 37,39 (¥2,62) 26,66 (+3,95) 2,42 (+1,05) 1,40
CIv-J 37,34 (x1,66) 21,16 (¥3,0) 3,91 (¢1,79) 1,76

Legenda: RC-Z: resina composta Z250; RC-F: resina composta modificada por poliacidos
Freedom; CIV-V: iondbmero de vidro modificado por resina Vitremer; CIV-J:
cimento de iondmero de vidro Fuji IX.

Os materiais restauradores do grupo controle foram
analisados estatisticamente entre si e os resultados demonstraram que os
materiais ndo apresentaram diferenga estatistica significante na
concentragédo de calcio e fosforo, porém houve diferenga estatistica
significante entre os grupos RC-Z e CIV-V (p=0,0261); RC-Z e CIV-J
(p=0,0008) na concentracao de fluor, com maior concentragéo de fluor no

esmalte dos espécimes restaurados com os materiais ionomeéricos.
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Tabela 8 - Resultados médios (desvio padrao) da concentragéo de calcio,
fésforo e fluor nos grupos experimentais submetidos ao
desafio cariogénico com S. mutans

Grupo % Ca % P % F Razao
(desvio padrdo) (desvio padrdo) (desvio padrdao) Cal/P
RC-Z 23,05 (£7,19) 16,26 (+7,25) 1,71(£0,93) 1,41

RC-F 28,73 (£5,41) 18,06 (¢ 5,70) 3,26 (+2,39) 1,59
CIV-V 29,69 (+3,65) 19,71 (+4,10) 3,77 (£2,32) 1,50
CIV-J 33,09 (£5,17) 21,89 (£5,33) 5,18 (+2,65) 1,51

Legenda: RC-Z: resina composta Z250; RC-F: resina composta modificada por
poliacidos Freedom; CIV-V: iondmero de vidro modificado por resina Vitremer; CIV-J:
cimento de iondbmero de vidro Fuji IX.

A Figura 21 ilustra dos resultados da analise por EDS no
grupo RC-Z (resina composta Z250), com os picos de calcio, fésforo e
flaor. Na Figura 22, ilustrativa dos resultados da analise por EDS no grupo
RC-F, podemos observar um pico mais acentuado de calcio, o que
resultou uma concentracdo mais elevada de calcio nos espécimes
submetidos ao desafio cariogénico com S. mutans. A Figura 23 ilustra os
resultados da analise por EDS no grupo CIV-V e a Figura 24 no grupo

CIV-J. Ambos os grupos apresentaram picos acentuados de calcio.
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FIGURA 21 — Figura ilustrativa dos resultados da analise por EDS no Grupo RC-Z
(resina composta Z250).

Full scale =206 counts/s Cursor: 2. 3675 ke¥

ke¥

FIGURA 22 - Figura ilustrativa dos resultados da analise por EDS no Grupo
RC-F(resina composta modificada por poliacidos Freedom).
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Full scale =162 counts/s Curzor: 3.6875 ke¥

FIGURA 23 - Figura ilustrativa dos resultados da analise por EDS no Grupo
CIV-V (ionbmero de vidro modificado por resina Vitremer).

Full scale =119 counts/s Curgor: 2.2875 keV

ke¥

FIGURA 24 — Figura ilustrativa dos resultados da analise por EDS no Grupo CIV-J
(cimento de iondmero de vidro Fuiji 1X).
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Os materiais restauradores dos grupos experimentais
foram submetidos a analise estatistica, sendo comparados entre si e com
o grupo controle. A analise com o grupo controle em relacédo a

concentracéo de calcio esta ilustrada na Figura 25.
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FIGURA 25 - Concentragdo média de célcio nos diferentes grupos submetidos ao
desafio cariogénico por S. mutans e no grupo controle. *Grupos com
diferenga estatistica significante. RC-Z: resina composta Z250; RC-F:
resina composta modificada por poliacidos Freedom; CIV-V: ionémero
de vidro modificado por resina Vitremer; CIV-J: cimento de ionémero de
vidro Fuji IX

A andlise estatistica demonstrou que houve diferenca
estatistica significante na concentragao de calcio em relagdo ao controle
dos grupos experimentais RC-Z (p=0,0015), RC-F (p=0,0277), CIV-V
(p=0,0020) quando submetidos ao desafio cariogénico com S. mutans.
Estes resultados foram coerentes com a analise por MEV, na qual
somente o grupo CIV-dJ n&o demonstrou sinais visiveis de
desmineralizagao, o que foi confirmado pela analise por EDS.

As concentracbes médias de fosforo nos grupos

experimentais e no controle estdo demonstradas na Figura 26.
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FIGURA 26 - Concentragdo média de fésforo nos diferentes grupos submetidos ao desafio
cariogénico por S. mutans e no grupo controle. *Grupos com diferenca
estatistica significante. RC-Z: resina composta Z250; RC-F: resina composta
modificada por poliacidos Freedom; CIV-V: ionémero de vidro modificado por
resina Vitremer; CIV-J: cimento de iondémero de vidro Fuji IX.

Apds a analise estatistica, foi possivel observar diferenca
significante na concentragéo de fosforo entre os grupos experimentais e
controle no grupo RC-Z (p=0,0394) e no grupo CIV-V (p=0,0066).

Em relacdo a concentracgéo de fluor, a Figura 27 ilustra a

comparacao dos resultados médios nos grupos experimentais e controle.
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FIGURA 27 - Concentragdo média de fluor nos diferentes grupos submetidos ao desafio
cariogénico por S. mutans e no grupo controle. *Grupo com diferenca
estatistica significante. RC-Z: resina composta Z250; RC-F: resina composta
modificada por poliacidos Freedom; CIV-V: ionémero de vidro modificado por
resina Vitremer; CIV-J: cimento de ionémero de vidro Fuji IX.

Apds a analise estatistica foi possivel observar diferenca
significante entre os grupos experimentais e controle somente no grupo
RC-Z (p=0,0037) em relagdo a concentragao de fluor. Nos demais grupos,
a variagcado na concentracdo de fluor na superficie do esmalte néo foi
estatisticamente significante.

Quando os materiais restauradores foram analisados
dentro do grupo experimental de indugdo de carie por S. mutans, foi
possivel observar que houve diferenga estatistica significante na
concentragéo de calcio entre os grupos RC-Z e CIV-V (p=0,0377); RC-Z e
CIV-d (p=0,0009). Em relacdo a concentracdo de fésforo, ndo houve
diferenca estatistica significante entre os materiais, no entanto houve
diferenca estatistica significante em relagdo a concentracao de fluor entre
os materiais RC-Z e RC-F (p=0,0450); RC-Z e CIV-V (p=0,0107); RC-Z e
CIV-J (p<0,0001).
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Os resultados de EDS para desafio cariogénico com

ciclagem de pH estdo demonstrados na Tabela 9.

Tabela 9 - Resultados médios (desvio padrao) da concentragéo de calcio,
fésforo e fluor nos grupos experimentais submetidos ao
desafio cariogénico com ciclagem de pH

Grupo % Ca % P % F Razao
(desvio padrao)  (desvio padrdo) (desvio padrdao) Cal/P
RC-Z 24,32 (£6,09) 19,02 (+6,07) 1,67 (x0,65) 1,27

RC-F 25 52 (+5,95) 16,77 (6,22) 2,64 (+1,45) 1,52
CIV-V 28,21 (+6,56) 20,47 (£5,84) 4,60 (+1,94) 1,37
CIV-J 34,09 (+2,40) 23,46 (+4,14) 4,51 (+2,10) 1,45

Legenda: RC-Z: resina composta Z250; RC-F: resina composta modificada por
poliacidos Freedom; CIV-V: iondmero de vidro modificado por resina Vitremer; CIV-J:
cimento de ionémero de vidro Fuiji IX.

Os grupos experimentais submetidos ao desafio
cariogénico por ciclagem de pH foram analisados estatisticamente, sendo
comparados entre si e com o grupo controle. Quando os materiais
restauradores foram comparados entre si dentro do grupo experimental, a
analise estatistica demonstrou diferencga significante entre os grupos RC-
Z e CIV-J (p<0,0001); RC-F e CIV-J (p=0,0004); CIV-V e CIV-J (p=0,0070)
em relacdo a concentracéo de calcio. No que se refere a concentracéo de
fésforo, houve diferenca estatistica significante entre os grupos RC-F e
CIV-J (p=0,0038), bem como entre CIV-V e CIV-J (0,0038). Em relagao a
concentracédo de fluor, houve diferenca entre RC-Z e CIV-V (p<0,0001),
RC-Z e CIV-J (p<0,0001); RC-F e CIV-V (0,0182); RC-F e CIV-J
(p=0,0298).

A andlise com o grupo controle em relacdo a

concentragcéo de calcio esta ilustrada na Figura 28. A andlise estatistica
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demonstrou que houve diferenca estatistica significante na concentragéo
de calcio em relagéo ao controle de todos os grupos experimentais: RC-Z
(p=0,0027), RC-F (p=0,0037), CIV-V (p=0,0050) e CIV-J (p=0,0087).
Estes resultados confirmaram a analise por MEV, na qual todos os grupos

apresentaram sinais de desmineralizagdo na superficie.
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FIGURA 28 - Concentragdo média de calcio nos diferentes grupos submetidos ao
desafio cariogénico por ciclagem de pH e no grupo controle. *Grupos
com diferenga estatistica significante. RC-Z: resina composta Z250; RC-
F: resina composta modificada por poliacidos Freedom; CIV-V: iondmero
de vidro modificado por resina Vitremer; CIV-J: cimento de iondbmero de
vidro Fuji IX

Em relacdo a concentracdo de fésforo, os resultados
médios dos grupos experimentais e controle estdo demonstrados na
Figura 29.
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FIGURA 29 - Concentragdo média de fésforo nos diferentes grupos submetidos ao desafio
cariogénico por ciclagem de pH e no grupo controle. *Grupos com diferenca
estatistica significante. RC-Z: resina composta Z250; RC-F: resina composta
modificada por poliacidos Freedom; CIV-V: ionémero de vidro modificado por
resina Vitremer; CIV-J: cimento de iondémero de vidro Fuiji IX.

Apds a analise estatistica, foi possivel observar diferenca
significante na concentragéo de fosforo entre os grupos experimentais e
controle no grupo no grupo CIV-V (p=0,0050) e no grupo CIV-J
(p=0,0007).

Em relacdo a concentracgéo de fluor, a Figura 30 ilustra a

comparacao dos resultados médios nos grupos experimentais e controle.
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FIGURA 30 - Concentragdo média de fluor nos diferentes grupos submetidos ao desafio
cariogénico por ciclagem de pH e no grupo controle. *Grupos com diferenca
estatistica significante. RC-Z: resina composta Z250; RC-F: resina composta
modificada por poliacidos Freedom; CIV-V: ionémero de vidro modificado por
resina Vitremer; CIV-J: cimento de iondémero de vidro Fuiji IX.

Apds a analise estatistica foi possivel observar diferenca
significante entre os grupos experimentais e controle nos grupos RC-Z
(p=0,0010) e CIV-V (p=0,0246).

A Figura 31 ilustra a comparacgao entre as metodologias
de indugcdo de carie em relagdo as concentragbes de calcio, fosforo e

fldor.
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FIGURA 31 - Concentracdo média de calcio nos diferentes grupos por metodologia de
inducdo de carie e no grupo controle. Legenda: RC-Z: resina composta
Z250; RC-F: resina composta modificada por poliacidos Freedom; CIV-V:
iondbmero de vidro modificado por resina Vitremer; CIV-J: cimento de
iondbmero de vidro Fuiji IX.

Comparando-se as metodologias in vitro de inducédo de
carie (S. mutans x ciclagem de pH), em relacédo a concentragao de calcio,
fosforo e fluor, observou-se que ndo houve diferenca estatistica em
nenhum dos grupos de materiais restauradores.

Os resultados dos grupos controle e experimental do
desafio cariogénico in situ, juntamente com a analise estatistica de
comparagao (controle x experimental) estdo demonstrados na Tabela 10

para o calcio, na Tabela 11 para o fésforo e na Tabela 12 para o fluor.
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Tabela 10 — Valores médios da concentragdo de calcio dos grupos
controle e experimental submetidos ao desafio cariogénico
in situ

Grupo % Ca grupo % Ca grupo Diferenca
controle experimental estatistica

(desvio padrao) (desvio padrao)

RC-Z 30,86 (£1,53) 25,23 (+3,56) p=0,0141
RC-F 33,85 (+1,08) 26,46 (+2,58) p=0,0112
CIV-V 36,36 (+0,62) 31,08 (+1,79) p=0,0112
CIV-J 36,43 (£0,69) 32,62 (£1,64) p=0,0112

Legenda: RC-Z: resina composta Z250; RC-F: resina composta modificada por
poliacidos Freedom; CIV-V: ionémero de vidro modificado por resina Vitremer; CIV-J:
cimento de ionémero de vidro Fuiji IX.

Tabela 11 — Valores médios da concentracdo de fosforo dos grupos
controle e experimental submetidos ao desafio cariogénico

in situ
Grupo % P grupo % P grupo Diferenca
controle experimental estatistica

(desvio padrao) (desvio padrao)

RC-Z 19,78 (5,44) 15,60 (£2,31) n&o
RC-F 21,10 (£3,98) 17,46 (£2,17) p = 0,0425
CIV-V 25,01 (+0,45) 19,40 (3,10) p = 0,0425
CIV-J 22,94 (+2,64) 20,67 (+3,90) n&o

Legenda: RC-Z: resina composta Z250; RC-F: resina composta modificada por
poliacidos Freedom; CIV-V: iondbmero de vidro modificado por resina Vitremer; CIV-J:
cimento de iondmero de vidro Fuiji IX.
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Tabela 12 — Valores médios da concentragéo de fluor dos grupos controle
e experimental submetidos ao desafio cariogénico in situ

Grupo % F grupo % F grupo Diferenca
controle experimental estatistica

(desvio padrao) (desvio padrao)

RC-Z 0,62 (£0,27) 1,57 (20,73) nao
RC-F 3,26 (£0,35) 2,38 (+0,57) p = 0,0425
CIV-V 10,75 (£2,21) 7,44 (+4,67) néo
CIV-J 15,95 (£1,61) 12,01 (£2,86) n&o

Legenda: RC-Z: resina composta Z250; RC-F: resina composta modificada por
poliacidos Freedom; CIV-V: ionémero de vidro modificado por resina Vitremer; CIV-J:
cimento de iondmero de vidro Fuiji IX.

Quando os materiais restauradores foram comparados
entre si dentro do grupo controle, pode-se observar que em relagdo ao
calcio, os grupos RC-Z e CIV-V (p=0,0174); RC-Z e CIV-J (p=0,0066)
diferiram entre si. Em relagdo ao fésforo, foram encontradas diferencas
estatisticas significantes entre os grupos RC-Z e CIV-V (p=0,0495), RC-F
e CIV-V (p=0,0495). Em relacédo ao fluor, foram encontradas diferencas
entre todos os grupos estudados (p=0,0495).

Quando os materiais restauradores foram comparados
entre si dentro do grupo experimental, observou-se diferenca estatistica
significante na concentragdo de calcio entre os grupos RC-Z e CIV-V
p=0,0010); RC-Z e CIV-J (p<0,0001); RC-F e CIV-V (p<0,0044); RC-F e
CIV-d (p<0,0001). Em relagdo a concentragdo de fésforo, foram
encontradas diferengas significantes somente entre os grupos RC-Z e
CIV-V (p=0,0055); RC-Z e CIV-J (p=0,0010). A analise estatistica também
demonstrou diferencas estatisticas significantes na concentracéo de fluor
nos grupos experimentais entre RC-Z e CIV-V (p=0,0002); RC-Z e CIV-J
(p<0,0001); RC-F e CIV-V (p=0,0151); RC-F e CIV-J (p=0,0003),

demonstrando maior liberagdo de fluor pelos materiais ionoméricos
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(grupos CIV-V e CIV-J) quando comparados aos materiais resinosos
(grupos RC-Z e RC-F).

Embora com diferentes grupos controle, quando as trés
metodologias de inducéo de carie (S. mutans, ciclagem de pH e in situ)
foram comparadas entre si em relagao a concentragéo de calcio, pode-se
observar que ndo houve diferenga estatistica significante nos grupos RC-
Z, RC-F e CIV-J, porém houve diferenca no grupo CIV-V, com menor
perda de calcio no desafio cariogénico in situ, quando comparado ao
desafio cariogénico por ciclagem de pH com in situ (p=0,037).

Em relagdo a concentragdo de fésforo, quando
comparadas as trés metodologias de indugcdo de carie, ndo houve
diferenca estatistica significante em nenhum dos grupos de materiais
restauradores.

Quando a concentragdo de fluor foi analisada
estatisticamente, comparando-se os trés métodos de indugdo de carie,
nao houve diferenca nos grupos RC-Z, RC-F, porém houve diferenca no
grupo CIV-V, quando comparadas as metodologias de indugdo de cérie
por S. mutans e in situ (p=0,0348), com maior liberacdo de fluor no
desafio cariogénico in situ e no grupo CIV-J, quando comparadas as
metodologias de indugéo de carie por S. mutans x in situ (p=0,0006) e
ciclagem de pH x in situ (p=0,0002), sendo a liberacdo de flior maior no
desafio cariogénico in situ.

Quando os resultados da area de lesdo de carie formada
nos trés desafios cariogénicos foram correlacionados por meio da
Correlagéo de Spearman em nivel de 5% com a concentragéo de calcio

em cada um dos materiais, n&do houve correlagdo em nenhum dos grupos.
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5.3 Aderéncia de S. mutans a materiais restauradores

Os resultados da aderéncia de S. mutans nos diferentes
grupos experimentais estdo apresentados na Tabela 13. Os resultados
individuais estdo apresentados no APENDICE 4. A Figura 32 representa
uma placa com coldnias caracteristicas de S. mutans em agar BHI apds

ensaios de aderéncia.

Tabela 13 - Valores médios dos ensaios de aderéncia (log10 UFC/mL)

Grupo Log10 médio* Desvio padrao
RC-Z 6,41 0,15
RC-F 4,90 0,95
Clv-v 513 0,27
CIv-J 4,89 0,62

Legenda: RC-Z: resina composta Z250; RC-F: resina composta modificada por
poliacidos Freedom; CIV-V: ionémero de vidro modificado por resina Vitremer; CIV-J:
cimento de iondémero de vidro Fuji IX; *média aritmética de todos os valores no grupo.
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FIGURA 32 - Col6nias caracteristicas de S.mutans em agar BHI ap6s os ensaios
de aderéncia

Em relacdo ao teste Kruskal-Wallis, seguido da
Comparacédo de Dunn, em nivel de significancia de 5%, houve diferenca
entre os grupos RC-Z e RC-F (p<0,05), bem como entre os grupos RC-Z
e CIV-V (p<0,05) e RC-Z e CIV-d (p<0,05). Pode-se concluir que
estatisticamente, o grupo RC-Z apresentou-se diferente dos demais
grupos, porém nao houve diferenca estatistica entre os grupos RC-F, CIV-

V e CIV-J, sendo estes estatisticamente iguais.



6 DISCUSSAO

A respeito da metodologia empregada neste estudo,
podem ser ressaltados alguns fatos. Os presentes materiais foram
utilizados no estudo uma vez que cada um representa um grupo de
materiais restauradores: a resina Z250 representa um material
restaurador estético convencional que néo libera fluor. A resina composta
modificada por poliacidos Freedom foi incluida uma vez que esta
categoria de materiais foi desenvolvida na tentativa de combinar as
propriedades mecanicas superiores dos compositos com a capacidade de
liberar fltior dos cimentos de iondmero de vidro ** °% 8% Em adicdo a
isso, estudos in situ com esta categoria de materiais ainda n&o séo
freqUentes na literatura, sobretudo os relacionados a remineralizagdo dos
espécimes na cavidade bucal **. O iondmero de vidro modificado por
resina Vitremer apresenta bons resultados em estudos in vitro 17 3¢ 42
assim como o cimento de iondmero de vidro convencional Fuji IX 4
material indicado para o Tratamento Restaurador Atraumatico (ART) ™.
No entanto, ainda ha duvida sobre o real potencial anticariogénico de
materiais liberadores de fllor quando comparados a materiais nao-
liberadores de flGior em estudos in situ e in vivo *.

A esterilizagdo dos espécimes foi realizada por meio de
radiacdo gamma, ao invés da esterilizacdo por autoclave, pois a
esterilizacdo por autoclave poderia danificar os materiais restauradores. A
radiacdo gamma foi utilizada para esterilizagcdo dos espécimes, uma vez
que este tipo de esterilizacdo nesta dose n&o altera a microdureza nem a

resisténcia a desmineralizagdo do esmalte ** .
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O exame radiografico inicial dos espécimes foi
adicionado apenas como certificagdo de auséncia de alterag¢des iniciais
do esmalte. Uma vez que para a EDS, ha necessidade de metalizagao
dos espécimes, nao foi possivel realizar uma analise inicial e final dos
mesmos espécimes, havendo a necessidade de um grupo controle em
separado. Desta forma, a radiografia digital foi incluida para confirmagao
de auséncia de perda mineral nos espécimes de esmalte antes de serem
submetidos aos desafios cariogénicos.

Em relagdo as metodologias de analise dos espécimes
submetidos aos desafios cariogénicos (microscopia de luz polarizada,
MEV e EDS), de acordo com Kihnisch et al. *, a MEV pode ser
considerada como padréao-ouro na analise de uma superficie cariada, uma
vez que um simples exame visual ndo pode ser considerado apropriado
para detectar minimas alteracdes de superficie, inclusive em condigbes
laboratoriais. A MEV €& provavelmente um método mais sensivel de
analise da superficie para verificar pequenas alteracbes de esmalte em

43 No entanto, a

relagdo a microscopia de luz e microrradiografia
microscopia de luz polarizada permite a visualizagdo de areas com
diferentes porosidades. Birrifringéncia positiva e negativa permitem a
visualizagdo de areas nas quais houve liberagdo de fluor ou
desmineralizagdo com deposicdo de novos cristais ®.

Para o entendimento dos resultados obtidos em
microscopia de luz polarizada, algumas definicbes s&o importantes.
Birrifringéncia é a propriedade que alguns materiais tém de possuirem
dois indices de refracédo, o que resulta em dois raios emergentes a partir
de um Unico raio incidente . A birrifringéncia pode ser positiva ou
negativa. Em termos fisicos, birrifringéncia positiva ocorre quando o indice
de refracdo extraordinario (0 qual € dependente da velocidade de
propagacao do campo paralelo ao eixo éptico) € maior do que o indice de
refracdo ordinario (o qual é dependente da velocidade de propagacao do

campo perpendicular ao eixo O6ptico). Birrifingéncia negativa ocorre
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quando o indice de refragdo extraordinario € menor do que o indice de
refracdo ordinario. Quando se analisa uma lamina em microscopia de luz
polarizada, as 4éareas de birrifringéncia positiva apresentam-se
avermelhadas. Estas areas sdo compativeis, conforme Valenca et al.
com areas na qual houve liberagédo de fluor pelos materiais restauradores.
Ja areas de Dbirrifingéncia negativa apresentam-se azuladas
correspondem a areas em que houve desmineralizagdo e deposi¢cao de
novos cristais, com redugao da porosidade, porém nao por fltor.

De acordo com S4 et al. %8

, a analise da area da lesdo de
carie secundaria formada € mais representativa do que a analise da lesao
inteira, uma vez que a profundidade da lesdo nem sempre é uniforme e
pode apresentar variabilidade significante em diferentes pontos.

A andlise dos espécimes por espectroscopia por EDS
possibilitou avaliar a perda mineral, devido a concentracéo de calcio e
fosforo. No entanto, deve-se ter cuidado na analise dos resultados da
concentracao de fluor por EDS, uma vez o fluor é um elemento quimico
que pode ter sua concentracdo mais corretamente medida por meio de
espectrometria por dispersdo de ondas (wavelength dispersive
spectrometry — WDS), uma vez que se trata de um elemento quimico leve.
Elementos quimicos leves como fluor, bério, carbono, nitrogénio e
oxigénio sdo mais corretamente detectados e medidos com técnicas que
utilizam microssonda, como a WDS *. Alguns autores como Francci et al.
% afirmaram que flior, em altas concentragées, podem diretamente afetar
bactérias cariogénicas por inibir enzimas metabdlicas-chave, reduzindo a
habilidade de bactérias produzirem acido, embora algumas resinas
modificadas por poliacidos apresentarem pequenas quantidades de fluor,
que agem somente como catalisadores e desta forma, ndo inibem a
producdo de acido por S. mutans.

Pereira et al. %

concluiram em seu estudo que na
cavidade bucal, em adicdo ao pH, proteinas salivares e sistemas-tampao

podem afetar a liberagdo de fluor e a dissolugdo da superficie dentaria,
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assim como a erosdo de componentes nao-soluveis dos cimentos de
ionbmero de vidro e que portanto, fatores como composi¢cao do material e
liberacdo de outros elementos pelos cimentos de ionémero de vidro
podem ser mais significativos e apresentarem maior influéncia na
formacao da zona de inibicdo do que somente a liberagao de fluor. A zona
de inibigcao foi observada no presente estudo em espécimes restaurados,
sobretudo com CIV-V e CIV-J, como demonstrado sob MEV na Figura 12.

Morfohistologicamente, sob  microscopia de Iluz
polarizada, areas nas quais houve liberacdo de fluor (birrifringéncia
positiva) foram comuns nos grupos RC-F, CIV-V e CIV-J e areas de
birrifringéncia negativa foram comuns no grupo RC-Z. Este resultado era
esperado, uma vez que os grupos RC-F, CIV-V e CIV-J sdo compostos
por materiais liberadores de fluor e o grupo RC-Z n&o.

Observando-se os resultados obtidos na analise por
microscopia de luz polarizada nos trés desafios cariogénicos em todos os
grupos de materiais restauradores, pode-se notar que o desafio
cariogénico in situ apresentou valores maiores de area de lesao de cérie
secundaria do que os desafios cariogénicos por S. mutans e ciclagem de
pH, ndo havendo diferengca entre os desafios cariogénicos in vitro. Isto
demonstra que a metodologia in situ proporcionou maior desmineralizagao
dos espécimes do que as metodologias in vitro, do ponto de vista de
microscopia de luz polarizada. Porém, quando as metodologias foram
comparadas do ponto de vista da EDS, houve diferenca somente em
relacdo ao material CIV-V, o qual apresentou maior perda de calcio
quando a metodologia in situ foi utilizada em relacdo as metodologias in
vitro. Desta forma, pode-se observar que os resultados apresentados
pelos materiais restauradores submetidos a desafio cariogénicos
dependem da forma de analise da lesdo cariosa.

Quando os materiais restauradores foram analisados
apos o desafio cariogénico por S. mutans e ciclagem de pH, observou-se

menor area de lesao de carie no grupo CIV-J, sem diferencgas estatisticas
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entre os desafios cariogénicos. Os resultados diferem dos obtidos no

estudo por S4 et al. %8

, no qual o iondmero de vidro modificado por resina
preveniu a desmineralizagdo melhor do que os demais materiais no
modelo microbiano do que no modelo por ciclagem de pH. Os autores
compararam diferentes materiais restauradores, incluindo um cimento de
iondbmero de vidro convencional, ionbmero de vidro modificado por resina
e resinas compostas modificadas por poliacidos e concluiram que o
modelo por ciclagem de pH foi mais sensivel a quantidade de fluor
liberados pelos materiais do que o modelo microbiano e que no modelo
por ciclagem de pH, um efeito preventivo foi observado com os materiais
ionoméricos. No modelo microbiano, este efeito ndo foi observado. Os
autores afirmaram que nenhuma relagdo pode ser estabelecida entre a
capacidade anti-cariogénica dos materiais ionoméricos e a liberagao de
flior quando o modelo microbiano foi utilizado. No entanto, os modelos
utilizados pelos autores diferem do presente estudo em relagéo ao tempo
(3 dias) e ndo houve anadlise da area de lesdo formada, nem da perda
mineral por EDS, somente a analise por microscopia a laser confocal.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram os
estudos de Pin et al. ® e Dionysopoulous et al. ?°, uma vez que nenhum
material restaurador conseguiu prevenir o estabelecimento de lesdo de
carie secundaria e os materiais resinosos nao demonstraram qualquer
efeito cariostatico, o qual foi demonstrado pelos materiais ionoméricos.

A estatistica empregada nos resultados de uma maneira
geral foi bastante diversificada em virtude da grande quantidade de
grupos experimentais. O teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido do teste
Student-Newman-Keuls foram escolhidos uma vez que os resultados
apresentaram, em sua grande maioria, distribuicdo n&o-paramétrica. Além
disso, estes testes sdo utilizados para espécimes independentes com n
desigual (no caso, o grupo controle de todos os desafios cariogénicos

10

apresentava numero menor de espécimes) Desta forma, para

padronizar o teste estatistico, contribuindo para posterior comparacao dos
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resultados, um mesmo teste foi aplicado nos resultados de todos os
grupos experimentais. Ressalva seja feita aos resultados de aderéncia,
nos quais foram aplicados os testes Kruskal-Wallis, seguida da
comparagao de Dunn, uma vez que os resultados transformados em
Log10 apresentaram pequena variacdo e pequenos valores ordinais
(minimo 3,85, maximo 6,70), o que nao foi o caso dos demais grupos
experimentais.

Independente da metodologia de indugcdo de carie
secundaria, a analise estatistica dos resultados de microscopia de luz
polarizada demonstrou haver diferengas significantes entre os materiais
ionoméricos (CIV-V e CIV-J) e os materiais resinosos (RC-Z e RC-F), com
menor lesdo de carie secundaria formada pelos materiais ionoméricos
(p<0,05). Bynum e Donly '® afirmaram em seu estudo que cimentos de
iondmero de vidro fornecem maior prevengado a carie secundaria do que
resinas compostas modificadas por poliacidos, porém quando estes
materiais sdo expostos a dentifricios fluoretados, os cimentos de
ionbmero de vidro e as resinas compostas modificadas por poliacidos
demonstram o mesmo grau de remineralizagcdo, quando observados por
microscopia de luz polarizada.

Francci et al. * relataram o efeito positivo da liberacéo
de fluor por cimentos de ionémero de vidro, incluindo Fuji IX, na
resisténcia a desmineralizacdo dentaria, quando o0s espécimes
restaurados foram colocados em desafio cariogénico com S. mutans,
embora a metodologia utilizada diferisse consideravelmente do presente
trabalho.

O ionbmero de vidro modificado por resina Vitremer
(grupo CIV-V) apresentou resultados melhores que outros cimentos de

iondmero de vidro convencionais no estudo de Herrera et al. ¢

, quando os
espécimes foram associados a diferentes microrganismos relacionados ao
desenvolvimento de lesbes de carie, dentre eles Streptococcus spp.,

Lactobacillus spp., Actinomyces spp., Porphyromonas spp. e Clostridium
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spp. Os autores concluiram que a agédo antibacteriana dos materiais
ionoméricos nao € limitada a microrganismos do esmalte, como os
estreptococos, mas também contra microrganismos envolvidos em cérie
cementaria, como Actinomyces spp. e periodontopatdbgenos, como
Porphyromonas spp., afirmando que estudos in vivo envolvendo materiais
restauradores pudessem em breve corroborar os resultados obtidos.

Dionysopoulos et al. % afirmaram em seu estudo que a
progressao de lesbes de carie secundaria pode ser significantemente
reduzida quando cimentos de ionbmero de vidro convencionais,
ionbmeros de vidro modificados por resina ou resinas compostas
modificadas por poliacidos, forem utilizadas como materiais restauradores
em cavidades radiculares. No entanto, os autores utilizaram apenas
método in vitro de indugéo de carie secundaria radicular.

Os estudos in situ apresentam vantagens relatadas na

literatura sobre os métodos in vitro e in vivo * %> ¥

, que incluem maior
controle das condigdes clinicas e utilizagdo da saliva humana no processo
de remineralizacdo das lesdes. Com modelo utilizado neste estudo, no
qual a desmineralizacdo ocorreu fora da cavidade bucal, ha possibilidade
de se testar agentes ou procedimentos que poderiam ser deletérios a
denticdo natural, portanto eticamente inaceitaveis. No entanto, enquanto
tais protocolos aumentam o controle do experimento, eles também
reduzem o realismo no qual o modelo representa uma lesao de carie
verdadeira. Além disso, a habilidade de remogdo do aparelho palatal
pelos voluntarios por razdes triviais pode levar a colaboragdo diminuida

ao estudo *’. Ha na literatura 2

" a sugestdo de estudos in situ com a
fixacdo dos espécimes em dentes posteriores, por meio de bandas
ortodonticas, entretanto estes modelos s&o inflexiveis em relacdo a
multiplos tratamentos e controles.

Kotsanos *?

utilizou metodologia in situ para avaliar a
microdureza do esmalte adjacente as restauragbes com materiais

ionoméricos e resinas compostas modificadas por poliacidos. O maior
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efeito protetor contra lesbes de carie foi demonstrado pelo ionémero de
vidro modificado por resina Vitremer e os resultados demonstraram que
iondbmeros de vidro modificados por resina e cimentos de iondmero de
vidro convencionais foram superiores as resinas compostas modificadas
por poliacidos e isto poderia ser explicado por meio da natureza quimica
de cada material. Cimentos de iondbmero de vidro convencionais sao
produzidos pela mistura de pé/liquido e liberam mais flior do que resinas
compostas modificadas por poliacidos, que necessitam de fotoativagao e
nao apresentam reacdo quimica de aderéncia a superficie dentaria ** "*
% Nos resultados de seu estudo, Kotsanos *? afirmou que os espécimes
restaurados com Vitremer ndo apresentaram nenhum sinal de lesdo de
carie, diferente do presente trabalho, embora também afirmem que a
microscopia de luz polarizada apresenta limitagdes em quantificar a perda
mineral.

Em relacdo aos resultados por EDS, os grupos controles
dos desafios cariogénicos in vitro e in situ apresentaram resultados

concordantes com o estudo de Moshonov et al. '

, N0 qual a média da
porcentagem de calcio no esmalte humano variou de 33,8 (+2,3) a 35
(+4,3) e Arnold et al. ®, com porcentagens médias de concentracdo de
calcio de 36,38 (+4,05). Porém, os resultados do presente estudo foram

mais baixos do que os apresentados por Aires et al. 2

, ho qual a
porcentagem média de calcio foi de 39,4 (£17,2).

A hipétese nula (Ho) aplicada em todo o estudo foi que os
materiais ndo apresentariam diferencas em relacdo a area ou a
concentragcédo dos elementos quimicos ou a aderéncia de S. mutans. Esta
hipotese foi rejeitada em muitos testes estatisticos utilizados no presente
estudo. Em relagdo ao desafio cariogénico por S. mutans, observou-se
que o grupo RC-Z apresentou menor concentracdo de calcio do que os
demais materiais restauradores dentro do grupo experimental,
confirmando os resultados obtidos com microscopia de luz polarizada, nos

quais o grupo RC-Z apresentou maior area de lesao de carie secundaria.
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Em relacao ao desafio cariogénico por ciclagem de pH, o
grupo CIV-J apresentou maior concentragao de calcio do que os demais
materiais, sendo esta diferenga estatisticamente significante (p<0,05).
Este resultado confirmou a anadlise por microscopia de luz polarizada, na
qual o grupo CIV-J demonstrou menor formacdo de les&do de carie
secundaria, com diferencas estatisticas significantes em relacdo aos
grupos RC-Z e RC-F. Entretanto, embora ndo houvesse diferenga entre
os materiais ionoméricos quando submetidos ao desafio cariogénico por
ciclagem de pH, houve diferenga na concentragdo de calcio apresentado
por eles, o que evidencia a maior sensibilidade do EDS na avaliagdo do
especime, embora somente a analise por EDS nao permita avaliar a
histomorfometria do espécime. E importante salientar que diferentes
metodologias devem ser associadas para a avaliacdo de espécimes
submetidos a desafios cariogénicos, uma vez que cada metodologia
apresenta particularidades, vantagens e desvantagens.

No caso dos materiais submetidos ao desafio cariogénico
in situ dentro do grupo controle e também nos grupos experimentais no
que se refere a concentracao de calcio, fésforo e fluor, Hy foi rejeitada. Em
relagdo a concentracdo de calcio, pode-se observar que houve maior
perda de calcio pelos materiais resinosos (RC-Z e RC-F) do que pelos
materiais ionoméricos (CIV-V e CIV-J), porém a inclusdo de fluor na
composicao de RC-F n&o pareceu ser significante, uma vez que nao
houve diferenca em relacdo a concentracao de calcio, fésforo e fluor,
entre RC-F e RC-Z, o qual ndo possui fluor adicionado em sua
composigéo.

Ndo houve a correlagdo dos dados de area de leséo
formada por meio da microscopia de luz polarizada com a concentragao
de calcio fornecida pela EDS, o que corroborou o modelo matematico

proposto por Sousa et al. "°

, ho qual imagens de microscopia de luz
polarizada foram utilizadas para calculo matematico do conteudo mineral

do esmalte e concluiu-se que diferencas na birrifringéncia do esmalte sob
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imersao em meio aquoso ou ar ndao podem ser atribuidas somente as
variagbes minerais. A inter-relagdo com os elementos, bem como o
meétodo de tratamento das amostras pode interferir no calculo.

A aderéncia bacteriana a superficie de resina composta e
a outros materiais restauradores € um parametro importante na etiologia
da formacdo de lesdes de carie secundaria *°. O biofilme dentario pode
abrigar espécies bacterianas que estéo envolvidas no desenvolvimento de
lesbes de carie secundaria e do processo de desmineralizagcdo do
esmalte. A formacao do biofilme na superficie dentaria € um fenémeno
complexo e diferentes fatores-chaves estdo envolvidos. Primeiro, ha
adsorcao de proteinas salivares do hospedeiro na superficie dentaria ou
do material restaurador. A seguir, ha a aderéncia das células bacterianas
e neste momento, a colonizagcdo da nova superficie ocorre. A influéncia
do material ndo esta definida, mas diferentes estudos sugerem que
diversos materiais restauradores podem apresentar atividade
antibacteriana ou podem induzir o crescimento de diversas espécies
bacterianas, no entanto, apenas informacao limitada esta disponivel sobre
aderéncia bacteriana na superficie de materiais restauradores "% *°.

Em relacdo aos resultados de aderéncia de S. mutans
aos materiais restauradores neste estudo, os dados resultantes dos
ensaios de aderéncia cobriram uma faixa muito grande. Desta forma,
conforme recomendado por ltota et al. * e Cassanho et al. %° os dados
foram estatisticamente analisados apés conversao logaritmica.

A auséncia de diferenca estatistica significante entre os
grupos RC-F, CIV-V e CIV-J em relacdo a aderéncia de S. mutans foi um
resultado importante, uma vez que embora apresentem fllor em sua
composicao, estes materiais restauradores sao bastante diferentes: no
grupo RC-F, temos um compdmero, no grupo CIV-V um ionbébmero
modificado e no grupo CIV-J um cimento de ionébmero de vidro
convencional. Esta diferenca na composicdo nao pareceu alterar a

aderéncia de S. mutans a superficie dos materiais.
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Estes resultados diferiram do estudo de Candido et al. ',

no qual RC-F demonstrou atividade antibacteriana diferenciada em
relacdo ao CIV-V. No entanto, os autores afirmaram que RC-F apresentou
maior atividade anti-Lactobacillus acidophilus do que anti-S. mutans. No
entanto, os autores utilizaram uma metodologia diferente da aplicada no
presente estudo, com a utilizagdo de discos de difusdo em agar,
metodologia esta também utilizada por Herrera et al. % que comparou
diferentes cimentos de iondmero de vidro modificados ou n&o por resina.
Dentre os resultados, o ionébmero de vidro modificado por resina Vitremer
apresentou maior efeito antibacteriano diante de Streptococcus spp,
Lactobacillus spp, Actinomyces spp, Porphyromonas spp e Clostridium
spp.

Diversas metodologias estdo presentes na literatura com
o objetivo de testar os efeitos antimicrobianos de materiais restauradores.
Dentre elas, o teste de difusdo em agar, utilizado em alguns estudos ' %,
embora as diferengas nas velocidades de difusdo que sao caracteristicas
de cada material, sejam uma limitagdo para comparacéo destes materiais
20 Desta forma, cuidado deve ser tomado quando se compara o efeito
antimicrobiano de diferentes materiais restauradores em estudos que
utiizam diferentes metodologias, abrangendo estudos de aderéncia,
formacao de biofilme, halo de inibigao, dentre outros.

Os resultados do presente estudo também diferiram dos

% no qual a aderéncia de S. mutans n3o foi

resultados de Eick et al.
inibida pelo CIV-V. Os autores afirmaram que a concentragédo de fluor ndo
inibiu a aderéncia de S. mutans, resultados concordantes com Montanaro

et al. %

, 0s quais afirmaram que os cimentos de iondbmero de vidro
modificados ou nao por resina nao foram capazes de reduzir a aderéncia
bacteriana, embora diferentes metodologias foram utilizadas nestes
estudos.

Montanaro et al. *° afirmaram que os iondmeros de vidro

modificados por resina apresentam capacidade de reduzir o crescimento
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bacteriano em testes de difusdo em agar, mas a atividade antibacteriana
nem sempre coincide com a habilidade de dado material de prevenir a
aderéncia bacteriana em sua superficie. A liberagao de fluor dos materiais
restauradores pode agir reduzindo a proliferacdo e o metabolismo
bacteriano, portanto inibindo o crescimento bacteriano, mas pode ser
incapaz de prevenir o rapido e espontaneo processo de aderéncia
bacteriana inicial.

A aderéncia de S. mutans a materiais restauradores na
cavidade bucal envolve diversos elementos, dentre eles proteinas
salivares ' e componentes presentes nos materiais restauradores 7. Em
adigao, testes de aderéncia levam algumas horas, portanto somente os
primeiros estagios da adesdo bacteriana sédo estudados, embora de
acordo com Gaines et al. *?, grande parte da aderéncia bacteriana ocorre
dentro dos primeiros 10 minutos do tempo de incubac&o dos espécimes
em meio de cultura com microrganismos e o efeito de saturacdo é
observado apdés 30 minutos. As bactérias atingem a superficie dos
materiais restauradores de maneira ativa ou passiva, aderindo a esta
superficie primeiramente de maneira reversivel depois irreversivel e neste
processo a retencao bacteriana depende da energia de superficie inicial e
o fluxo salivar . O presente estudo, no entanto, ndo avaliou o fluxo
salivar como componente da aderéncia, sendo necessarios futuros
estudos para estabelecer o efeito do fluxo salivar nos resultados do
presente estudo.

A cavidade bucal é um complexo sistema ecologico no
qual a composigao salivar apresenta um papel muito importante nos
processos de desmineralizagdo e remineralizagao da superficie dentaria.
Portanto, o desenvolvimento de lesbes de carie secundaria nas margens
de restauracbes é de génese multifatorial, incluindo composicéo salivar,
colonizagao bacteriana, idade, higiene bucal, biodisponibilidade de fluor e
qualidade da restauracdo. Desta forma, mais estudos sdo necessarios

para o desenvolvimento de regimes de prevencédo a lesbes de carie
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secundaria, bem como para o entendimento da complexa interagao entre

restauracdo, ambiente bucal e superficie dentaria ’.



7 CONCLUSOES

Com as limitagbes deste estudo, pode-se concluir que:

a)

todos os materiais restauradores apresentaram desmineralizagao
quando submetidos ao desafio cariogénico em cultura de
Streptococcus mutans, desafio cariogénico em solugdes
desmineralizantes e remineralizantes (ciclagem de pH) e desafio
cariogénico in situ, com diferentes resultados conforme as
metodologias de indugao de lesao de carie secundaria;

0s espécimes restaurados com a resina composta convencional
Z250 foram os que apresentaram maior lesdo de carie secundaria
sob microscopia de luz polarizada, nao diferindo dos espécimes
restaurados com a resina composta modificada por poliacidos
Freedom, quando submetidos ao desafio cariogénico em cultura de
S. mutans. Sob analise de espectroscopia por dispersao de raios-X
(EDS), somente os espécimes restaurados com cimento de
iondbmero de vidro Fuji IX ndo apresentaram diferenga estatistica
significante (p<0,05) em relagdo a concentragao de calcio, quando
os espécimes do grupo controle e do grupo experimental
submetido ao desafio cariogénico por S. mutans foram
comparados;

quando os espécimes submetidos a ciclagem de pH foram
analisados sob microscopia de luz polarizada, nédo houve diferencga
entre os materiais resinosos (RC-Z e RC-F) e entre os materiais
ionoméricos (CIV-F e CIV-J), porém as demais combinagbes de

materiais apontaram diferencas estatisticas significantes. Sob
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analise de EDS, o grupo CIV-J diferiu de todos os demais em
relagdo a concentragao de calcio;

apos o desafio cariogénico in situ, concluiu-se que sob microscopia
de luz polarizada, o grupo CIV-J apresentou menor lesdo do que as
resinas compostas, porém sem diferenga estatistica em relagéo ao
grupo CIV-V. Sob analise de EDS, houve diferenca estatistica
significante entre os materiais resinosos e ionomeéricos, porém néo
houve diferenca entre os materiais da mesma categoria;

o método in situ permitiu maior desmineralizacao dos espécimes
gquando comparada as metodologias in vitro, tanto sob microscopia
de luz polarizada quanto sob EDS;

a aderéncia de S. mutans foi maior na resina composta
convencional Z250 em relagdo aos demais grupos (p<0,05), porém

sem diferenca estatistica entre os grupos RC-F, CIV-V e CIV-J.
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Apéndice 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido

Prezado (a) paciente,

Eu, Thais Cachuté Paradella, RG 298886650, aluna do Programa
de Pb6s-Graduagao em Biopatologia Bucal da FOSJC-UNESP, juntamente
com o meu orientador, professor Antonio Olavo Cardoso Jorge, vamos
realizar uma pesquisa cujo titulo é “Aderéncia, desafio cariogénico com
Streptococcus mutans e ciclagem de pH em materiais restauradores:
estudo in vitro e in situ por meio de microscopia de luz polarizada e EDS”.

O objetivo deste estudo € dispormos de base cientifica para indicar
materiais restauradores que acumulem menor numero de bactérias,
favorecendo a saude bucal. Para isso, precisamos realizar uma
moldagem para que possamos confeccionar uma placa removivel
especifica para sua arcada superior. Esta placa devera ser usada dia e
noite, durante 2 semanas, sendo retirada durante os periodos de
alimentagao e higiene bucal, quando esta placa devera ser guardada em
um recipiente apropriado, que sera fornecido ao Sr.(a), juntamente com a
placa. Também iremos fornecer ao Sr. escova de dente e dentifricio. O
uso da placa n&o trara nenhum prejuizo a sua saude e, a qualquer
momento, o Sr. (a) tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. Caso houver algum
desconforto, o Sr.(a) podera nos informar através do telefone (12) 3947-
9033. Sera mantido total sigilo sobre sua identidade. Nao havera qualquer
despesa pessoal para sua participacao no estudo. Contudo, também nao
havera qualquer forma de remuneracgao.

Em caso de duvida, o Sr.(a) podera se dirigir ao Comité de Etica
em Pesquisa-Local (CEP) na FOSJC-UNESP.

Nome completo e assinatura
Data: / /
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Apéndice 2 — Anamnese de voluntario
Anamnese de voluntario

1. SIGLA: 2. NUMERO:
3. DATA DE NASCIMENTO: / /
4. COMO CONSIDERA SEU ESTADO DE SAUDE GERAL:

5. APRESENTA ALGUMA DAS SEGUINTES DOENCAS:
diabetes problemas renais depressao

anorexia problemas hepaticos outros

6. FAZ OU FEZ USO DE ALGUM DOS SEGUINTES MEDICAMENTOS
ABAIXO NOS ULTIMOS TRES MESES:
antibiético remedios para dieta antidepressivo

antifungico ansiolitico outros

7. JA SOFREU RADIOTERAPIA?

8. POSSUI DOENCA PERIODONTAL?

9. POSSUI XEROSTOMIA?

10. POSSUI AFTAS RECORRENTES OU OUTRAS PATOLOGIAS
BUCAIS?

11. HA MAIS ALGUM DADO QUE GOSTARIA DE RELATAR OU QUE
NAO FOI PERGUNTADO?

ASSINATURA:

DATA: / /
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Apéndice 4 — Resultados individuais dos ensaios de aderéncia por
material restaurador

Tabela 14 - Resultados da aderéncia de S. mutans no grupo RC-Z
(resina composta Z250)

Amostra Média UFC/mL Log10
1 2730000 6,44
2 2240000 6,35
3 2180000 6,34
4 2460000 6,39
5 2750000 6,44
6 4960000 6,70
7 2380000 6,38
8 2020000 6,31
9 3950000 6,60
10 1370000 6,14

Tabela 15 - Resultados da aderéncia de S. mutans no grupo RC-F
(resina composta modificada por poliacidos Freedom)

Amostra Média UFC/mL Log10
1 270000 5,43
2 530000 5,72
3 2990000 6,48
4 1140000 6,06
5 60000 4,78
6 12000 4,08
7 15000 4,18
8 10000 4,00
9 26500 4,42

—_
o

7000 3,85
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Tabela 16 - Resultados de aderéncia de S. mutans no grupo CIV-V
(ionébmero de vidro modificado por resina Vitremer)

Amostra Média UFC/mL Log10
1 128000 5,11
2 102000 5,01
3 464000 5,67
4 196000 5,29
5 58000 4,76
6 68000 4,83
7 200000 5,30
8 140000 5,15
9 204000 5,31
10 76000 4,88

Tabela 17 - Resultados de aderéncia de S. mutans no grupo CIV-J
(cimento de iondbmero de vidro Fuji IX)

Amostra Média UFC/mL Log10
1 180000 5,26
2 240000 5,38
3 10320 4,01
4 41000 4,61
5 36000 4,56
6 120000 5,08
7 270000 5,43
8 58000 4,76
9 9680 3,99
10 700000 5,85
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Paradella TC. Adherence of Streptococcus mutans on restorative
materials and its effects on in vitro and in situ secondary caries evaluated
by polarized light microscopy and X-ray diffraction spectroscopy (EDS)
[doctorate thesis]. Sdo José dos Campos: S&do Paulo State University,
2007.

ABSTRACT

The purpose of this study was to different restorative materials under in vitro and
in situ secondary caries-inducing methodologies and the adherence of S. mutans
to restorative materials. Eighty-four extracted human third molars were restored
with different materials (Z250, Freedom, Vitremer and Fuiji IX) and divided into: S.
mutans cariogenic challenge or pH-cycling cariogenic challenge (n=12). For the
in situ study, removable appliances having enamel specimens restored with each
material were used by 12 volunteers for 14 days (day and night). One drop of
20% sucrose solution was dripped on the specimens 8X/day. Control group had
restored specimens that were not submitted to any cariogenic challenge.
Specimens were submitted to polarized light microscopy, SEM and EDS. For the
adherence testing, specimens of each restorative material were immersed in S.
mutans ATCC 35688 culture in sucrose broth. After 48h (37°C/ 5% COQO,), the
countage of colony forming units was performed (log cfu/mL). Results were
submitted to Kruskall-Wallis and Student-Newman-Keuls or Dunn Comparison
statistical analysis and showed differences between in vitro and in situ
methodologies (p<0.05), however no differences were found between in vitro
methodologies. Enamel adjacent to Fuji IX showed higher calcium concentration
and less demineralization, differing from the other materials. Mean adherence
values (xstandard deviation) were: Z250 6.41 (0.15)a; Freedom 4.90 (0.95)b;
Vitremer 5.13 (0.27)b; Fuji IX 4.89 (0.62)b. Different letters indicate significant
statistical difference. It was concluded that according to secondary-caries
inducing methodology, restorative materials presented different results and
fluoridated materials presented less S. mutans adherence.

KEY-WORDS: Streptococcus mutans; caries, glass-ionomer cements,

composite resins, tooth enamel, spectral analysis by X-ray diffraction.
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