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Lopes SR. Avaliacdo das propriedades de um sistema adesivo modificado por um
antibacteriano peptidico [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2021.

RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar as propriedades de um sistema adesivo
modificado com a incorporacdo de um antibacteriano peptidico, Nisina pura
(Handary, Belgium), a qual é amplamente utilizada para conservagcao de alimentos,
em duas diferentes concentracoes, 0,5% e 1,0%. Foram avaliados a resisténcia de
unido da interface adesiva, o grau de conversao e a atividade antibacteriana, além
da analise por meio do Estereomicroscopio e Microscopio Eletrdnico de Varredura
(MEV). Os adesivos foram divididos em trés grupos de acordo com a concentracao
de nisina (Handary, Belgium) incorporada ao sistema adesivo em cada grupo (n=10):
SB — Adesivo Comercial Single Bond 2 (3M-ESPE), SBNO5 — Single Bond 2 + Nisina
0,5%, SBNL1 - Single Bond 2 + Nisina 1%. Para o teste de resisténcia de unido foram
utilizados 30 molares humanos higidos (n=10). O grau de conversao foi feito por
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), onde foram feitas trés leituras das
gotas do adesivo dos diferentes grupos. A atividade antibacteriana foi feita atraves
dos testes de difusdo em agar e contagem da unidade formadora de colénia (UFC),
realizado em triplicata, onde foram utilizados discos de adesivos polimerizados dos
diferentes grupos. Os dados foram analisados estatisticamente quanto a sua
normalidade. Como estes apresentaram distribuicdo normal, realizou-se o teste de
analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey de 5%. Os resultados obtidos na
microtracdo (MPatDp) foram SB 40,69+2,42%, SBNO5 39,20+2,21* e SBN1
31,36+2,47B. No grau de conversdo obtivemos como resultado SB 83,50+3,424,
SBNO5 80,22+3,68" e SBN1 78,44+0,95%. Na atividade antibacteriana em difusdo
de agar ndo houve diferenca na formacdo de areas de inibicdo, entretanto na
unidade formadora de coldnia obtivemos como resultado SB 0,51+0,024, SBN1
0,36+0,03% e SBNO5 0,30+0,048. Pode-se concluir que a incorporagdo da nisina ndo
interferiu no grau de converséo e na resisténcia de unido na porcentagem de 0,5%,
nao apresentou area de inibicdo em difusdo em &gar e apresentou atividade
antibacteriana no teste UFC, mostrando seu efeito antibacteriano.

Palavras-chave: Sistema adesivo. Nisina. Resisténcia de unido. Antibacterianos.



Lopes SR. Evaluation of the properties of an adhesive system modified by a peptidic
antibacterial [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University
(Unesp), Institute of Science and Technology; 2021.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the properties of a modified adhesive
system with the incorporation of a peptidic antibacterial, pure Nisin (Handary,
Belgium), which is widely used for food preservation, in two different concentrations,
0.5% and 1.0%. The bond strength of the adhesive interface, the degree of
conversion and antibacterial activity were evaluated, in addition to analysis using the
Stereomicroscope and Scanning Electron Microscope (SEM). The adhesives were
divided into three groups according to the concentration of nisin (Handary, Belgium)
incorporated into the adhesive system in each group (n=10): SB — Single Bond 2
Adhesive (3M-ESPE), SBNO5 - Single Bond 2 + Nisin 0,5%, SBN1 - Single Bond 2 +
Nisin 1%. For the microtensile bond strength test, 30 healthy human molars (n = 10)
were used. The degree of conversion was made in the Fourier transform infrared
(FTIR), three readings of the drops of the adhesive of the different groups were
made. The antibacterial activity was performed through the agar diffusion tests and
colony forming unit (CFU) counting, performed in triplicate, where polymerized
adhesive discs from different groups were used. The data were analyzed statistically
for normality. As these presented normal distributions, the analysis of variance test
(ANOVA) and the Tukey test of 5% were performed. The results obtained in
microtensile (MPa+Dp) were SB  40,69+2,42A, SBNO5 39,20+2,214, SBN1
31,36+2,47B. In the degree of conversion, we got as a result SB 83,50+3,42*, SBN05
80,22+3,68% and SBN1 78,44+0,95%. In the antibacterial activity there was no
difference in the formation of areas of inhibition. However, in the colony forming unit
we obtained as a result SB 0,51+0,02”, SBN1 0,36+0,03% e SBNO5 0,30+0,048. It
was concluded that the incorporation of nisin did not influence the degree of
conversion of the adhesive and in the bond strength in the percentage of 0.5%,
presented antibacterial activity (CFU), showing its antibacterial effect.

Keywords: Adhesive system. Nisin. Bond strength. Anti-bacterial agents.



1 INTRODUCAO

Atualmente, as resinas compostas sao os materiais mais utilizados para
restauracdes diretas, por seus diversos beneficios, tais como suas propriedades
estéticas, facilidades de manipulacdo e modernas tecnologias adesivas (Huang et
al., 2018) e os sistemas adesivos sdo responsaveis pela unido do material
restaurador ao substrato dental, portanto também s&o amplamente utilizados na
conduta odontolégica contemporéanea.

Pesquisas sobre estratégias para prevenir a degradacdo da interface
adesiva, alcangcando o sucesso na adesao e resultando no aumento da longevidade
das restauracdes, sao importantes e estdo em constante evolugdo, pois podem
representar uma sensivel reducdo nos gastos com as trocas das restauracoes
adesivas (Perdigéo et al., 2013) e consequente preservacao da estrutura dental.

Para interrupcdo da espiral da morte do dente, onde acontecem
restauragcées convencionais, reparo dessas restauracdes, troca das mesmas por
falhas, sendo restauracbes maiores em toda troca, levando até sua extracdo
(Elderton, 2003; Spencer et al., 2010), é necessaria o sucesso na adesao da resina
composta as estruturas dentarias.

Com a finalidade de aumentar a durabilidade da interface adesiva, estudos
com o uso de substancias com acao antimicrobiana e/ou de inibicdo de proteases,
como por exemplo a Clorexidina e a ambnia quaternaria, mostraram resultados
promissores na melhora da qualidade e aumento da durabilidade da interface
adesiva (Carrilho et al., 2009; Gou et al., 2018)

A Nisina € um antibiotico peptidico amplamente utilizado na preservacao de
alimentos que contém lantionina (lantibiético), e a sua atividade bactericida baseia-
se na despolarizacdo energética das membranas citoplasméticas bacterianas,
iniciada pela formacao de poros transmembranares aquosos. Dessa forma, inicia-se
a lise das membranas culminando com a morte celular. Adicionalmente a Nisina
promove ligacdes cruzadas com a cysteina residual (Buchman et al., 1988) que
contribuem para a degradacédo da interface adesiva se presentes na forma livre.
Dessa forma poderemos melhorar a durabilidade das restauracdes estéticas de

resina composta, pois de acordo com o National Institute of Dental and Craniofacial
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Research as restauracdes de resina composta apresentam tempo médio de
substituicdo de 5,7 anos devido a carie secundaria causada por falha na interface
adesiva (Garcia, 2013). Portanto, tendo em vista que todos os anos, milhdes de
pessoas com dentes cariados ou com necessidade de substituicdo de restauracoes
procuram o servico odontolégico para receberem restauracdes de resina composta,
os esfor¢cos no sentido de reduzir a substituicdo dessas restauracdes podem trazer
grande economia para sociedade, ndo apenas no que diz respeito a parte financeira,
mas também relativo ao tempo e stress dedicado a realizacdo dos procedimentos e
permanéncia dos elementos dentais em condi¢cdes de saude.

Diversos trabalhos mostram a efetividade da atividade antibacteriana da
Nisina, com sua ampla atividade de espectro e baixa citotoxicidade celular em
concentragcbes antimicrobianas (Shin et al., 2015), mostrando seu potencial na
prevencao e tratamento de céaries (Pepperney, Chikindas, 2011; Tong et al., 2010),
na inibicdo do crescimento de bactérias orais e desenvolvimento do biofilme (Shin et
al., 2015), como de Candida Albicans (Le Lay et al., 2008) e Enterococcus faecalis,
frequentemente encontrados dentro canais radiculares infectados (Turner et al.,
2004), além de outras propriedades benéficas no combate as infec¢des, cancer, e
uma série de outras enfermidades (Heunis et al., 2013; Kamarajan et al., 2015; Shin
et al., 2016; van Staden et al., 2016).

Bis-GMA (metacrilato de bisfenol A-glicidil) € uma resina comumente usada
em selantes, compadsitos e cimentos dentais. Suportando dois grupos polimerizaveis,
€ propenso a formar um polimero reticulado de grande estabilidade. Para o trabalho
odontoldgico, o bis-GMA é misturado com particulas de aluminossilicato, quartzo
triturado e outros acrilatos relacionados.

A incorporacao da Nisina com os componentes do adesivo comecara pelo
iniciador, como o peréxido de benzoila ou persulfato de potassio, polarizando os
sitios ativos das moléculas, se propagando para o Bis-GMA, dando inicio as
reacoes, para posteriormente serem fotopolimerizados através da canforoquinona e
serem usados na sua funcdo de adesivo dentinario.

Baseado nos estudos analisados, a finalidade deste projeto sera averiguar
se a nisina em diferentes concentracdes incorporado ao sistema adesivo nao
interfere na resisténcia de unido, no grau de conversao do sistema adesivo; e se a

nisina apresenta atividade antibacteriana em difusdo em agar e unidade formadora
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de colbnias, a qual se comprovada possibilitara no futuro, a confeccdo de uma vasta
gama de produtos com a adi¢cdo da Nisina, como cimentos resinosos, enxaguantes,
resinas, medicac¢fes intracanal, selantes, resina acrilica para proteses totais, entre

outros produtos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Para facilitar a compreenséo, a revisédo de literatura sera dividida em dois

topicos principais: Sistemas adesivos e Nisina.

2.1 Sistemas Adesivos

Buonocore (1955), criou uma nova perspectiva na odontologia adesiva,
introduzindo o conceito de que é possivel mudar a estrutura dentaria com a
aplicacdo de acido na sua superficie e assim torna-la mais favoravel a adesédo de
materiais restauradores adesivos. Em seu estudo, utilizando discos de resina acrilica
de 5 mm de diametro, e aplicando &cido fosférico a 85% por 30 segundos no
esmalte, demonstrou que a adesao era superior aos que nao foram aplicados o
acido. O autor comprovou que a retencdo de resina aplicada sobre a area de
esmalte tratada com o acido era muito maior se comparada com a area de esmalte
nao tratado.

Fusayama et al. (1979) afirmava que para conseguir adesao consistente, era
necessario condicionar esmalte e dentina simultaneamente com &cido fosférico em
concentracfes que variam entre 30 a 37%, removendo assim completamente a
smear layer e expondo as fibras coladgenas que seriam infiltradas pelo primer e
posteriormente realizar a aplicacéo do adesivo.

Nakabayashi et al. (1982), realizaram um estudo que constatavam que o
condicionamento em dentina era necessario para conseguir uma ligacdo entre o
substrato e material restaurador, onde demonstraram que as resinas poderiam se
infiltrar na dentina condicionada, e formar uma nova estrutura composta por uma
matriz resinosa reforcada com fibras de colageno, denominada de camada hibrida. A
camada hibrida € conhecida como uma camada funcional de protecéo e retencéo,
responsavel por altos valores de unido, portanto conhecer o conceito de camada
hibrida foi imprescindivel para a tentativa de melhoria nas propriedades dos

sistemas adesivos contemporaneos além da incorporacdo do conceito de adesédo a



dentina Umida.

A base dos agentes adesivos contemporaneos foi construida levando em
consideracdo o conceito de condicionamento acido total, proposto por Fusayama et
al. (1979), aliado a hibridizacdo da dentina, sugerido por Nakabayashi et al. (1982).
Portanto, os sistemas convencionais de adesdo propdem a remocdo completa da
smear layer pelo uso de acidos, ocasionando a desmineralizacdo da superficie
dentinaria, expondo as fibras colagenas para serem infiltradas por mondmeros
hidrofilicos. Os materiais utilizados, portanto, sdo um gel acido, o primer, e o
adesivo.

Pashley (1991), observou alguns inconvenientes na técnica de adesao,
como a exposicao das fibrilas colagenas que se mostravam ressecadas decorrente
da secagem, o que ocasionava o0 seu colapso, diminuindo os valores de resisténcia
de unido a interface resina-dentina. Portanto, para solucionar esse problema,
surgiram os adesivos autocondicionantes, sistemas adesivos que ndo necessitam de
condicionamento prévio com &cido fosférico, obtendo assim um maior controle da
umidade no substrato dentinario. Suas formula¢cdes incorporam mondmeros
resinosos acidos que desmineralizam e infiltram os tecidos dentais simultaneamente.
Por conseguinte, ndo devem ser lavados da superficie das paredes cavitarias. Os
sistemas adesivos autocondicionantes podem ser de dois passos, no qual o
condicionador e o primer estdo juntos em um Unico frasco e o adesivo estd em outro
frasco, sendo aplicado separadamente, ou de passo unico, onde h& a juncdo de
acido, primer e adesivo em um mesmo frasco, logo, numa mesma aplicacao.

Quando comparados aos sistemas convencionais, S&0 menos sensiveis as
questdes de umidade superficial da dentina e evitam sensibilidade pos-operatoria,
assim como, a nanoinfiltracdo. Estes adesivos também apresentam um pH &cido e
ndo sdo removidos do substrato dental apdés sua aplicacdo, provocando assim
desmineralizagdo limitada dos tecidos dentarios. Desta maneira, pode se esperar
uma menor efetividade desses materiais sobre o esmalte, devido ao alto conteudo
inorganico existente neste tecido (Ruschel et al., 2018) e, por isso, O
condicionamento seletivo do esmalte com &cido fosforico esta indicado sempre que
este tecido estiver fazendo parte do procedimento.

Com o objetivo de solucionar o problema da necessidade do

condicionamento seletivo do sistema autocondicionante, surgiu no mercado um novo
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sistema adesivo denominado universal, que teoricamente poderiam ser utilizados
com ou sem condicionamento, seja em esmalte ou dentina. Contudo, o
condicionamento seletivo de margens de esmalte também tem sido recomendado
por alguns autores, antes da aplicagdo destes novos sistemas adesivos
autocondicionantes universais, pela capacidade do acido fosférico de aumentar
significativamente a resisténcia de unido dos adesivos autocondicionantes ao
esmalte.

Existem varias marcas que apresentaram ao mercado 0s adesivos
universais, entre eles o adesivo Single Bond Universal (3M Espe) o qual demonstra
bons resultados clinicos e tem sido amplamente estudado. O adesivo universal € um
produto que pode ser utilizado como adesivo convencional, como autocondicionante
de passo Unico, ou como condicionante seletivo para esmalte. Kose et al. (2013),
relataram que apos 6 meses de uso clinico, o Single Bond Universal se mostrou
confiavel para ser utilizado, independentemente do modo pelo qual foi aplicado:
condicionamento acido total — dentina Umida; condicionamento acido total — dentina
seca; condicionamento seletivo em esmalte e autocondicionante.

Segundo Van Meerbeek et al. (1998), para os sistemas adesivos serem
considerados eficazes, devem reter a restauracdo por um periodo de tempo
significativo e selar por completo as margens da cavidade, prevenindo, assim,
manchamento marginal, cérie recorrente e possivel patologia pulpar, que sao os
sinais e sintomas mais comuns associados ao fracasso clinico das restauracfes
adesivas.

A adesdo ao esmalte € uma técnica considerada confidvel por alguns
autores, porem a adesdo a dentina ainda € um desafio. Perdigdo (2010), concluiu
que as variagcbes morfologicas e fisicas na dentina humana, fazem dela um
substrato dificil para a obtencdo de uma unido duravel entre resina e dentina. O
aumento na procura pelos pacientes por restauracdes estéticas, levou a um
aumento nas pesquisas sobre novos materiais restauradores estéticos e sua adesao
ao substrato dentéario. (Van Meerbeek et al., 1998; Perdigéo et al., 2013)

De acordo com Baratieri (2010), cada material tem um papel importante. O
acido tem como funcdo principal na dentina, a remocdo da lama dentinaria e
exposicao de fibras colagenas. O primer serve de elo entre a superficie umida da

dentina condicionada e o agente adesivo, estabilizando a rede de fibras colagenas e
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promovendo a evaporacdo do excesso de agua, aumentando a energia livre de
superficie da dentina, tornando-a entdo apta a interagir com o agente adesivo. E por
altimo, o adesivo tem funcéo de atuar como agente intermediario entre a estrutura
dental e materiais restauradores, formando a camada hibrida. Portanto, como os
cirurgibes dentistas procuram obter a melhor adesdo possivel e uma maior
longevidade de suas restauracOes, € necessario o aumento da resisténcia de
adeséao, conseguindo maior longevidade. (Jacker-Guhr et al., 2019).

Spencer et al. (2010), produziram uma revisdo de literatura, onde
observaram o0s aspectos clinicos que impactam a adesdo, e os fatores fisico
guimicos que afetam a integridade e durabilidade da interface adesiva. Os autores
iniciaram o trabalho levantando estudos que comparavam as restauragdes de resina
composta com as restauracdes de amalgama. Eles observaram que as restauracdes
em resina composta apresentam uma maior necessidade de troca, menor
longevidade e que as causas estdo relacionas a fendas marginais, que permitem a
infiltracdo de enzimas bacterianas, fluidos orais e bactérias, levando a queda das
restauracdes, hipersensibilidade dentinaria e inflamacé&o pulpar.

Perdigdo et al. (2021) escreveram um artigo o qual o objetivo era revisar os
avancos recentes em adesivos, discutir sua aplicacdo clinica e analisar as
evidéncias por trds de alguns dos conceitos atualmente defendidos por fontes que
ndo sdo baseadas em evidéncias clinicas existentes. Com base na evidéncia clinica
disponivel, adesivos dentérios classicos que incluem uma etapa de resina de ligacao
hidrofébica, isto é, adesivos convencionais de trés etapas e adesivos
autocondicionantes de duas etapas, sdo mais estaveis e resultam em restauracdes
mais duraveis do que suas contrapartes simplificadas. Adesivos simplificados tém
varias deficiéncias, incluindo resultados clinicos inferiores em lesdes cervicais ndo
cariosas e restauracdes compostas posteriores. Apesar de seu desempenho clinico
inferior, adesivos simplificados se tornaram muito populares, pois o0s dentistas
tendem a selecionar materiais que sdo mais faceis de usar. No entanto, pesquisas
clinicas e laboratoriais demonstraram que ha um trade-off entre a simplificacédo de
adesivos dentais e respectivos resultados.

A literatura cientifica frequentemente mostra que a ligacdo resina-dentina
obtida com sistemas adesivos atuais € propensa a degradacao ao longo do tempo

(Pucci et al., 2018) incentivando o desenvolvimento de novos estudos nesse campo.
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Como por exemplo no estudo de Gou et al. (2018), onde um novo
metacriloxissilano de amonio quaternario (QAMS) preparado a partir da quimica sol-
gel foi incorporado em adesivos experimentais para examinar seu efeito
antimicrobiano e potencial antiproteolitico. Os testes antibacterianos realizados
foram o teste de difusdo em agar, coloracdo de bactérias vivas/mortas e contagens
de unidades formadoras de col6nia, os quais indicaram que os adesivos contendo
QAMS mataram Streptococcus mutans e Actinomyces naeslundii de uma maneira
dependente da dose, por meio de um mecanismo de eliminagdo por contato. A
atividade gelatinolitica dentro das camadas hibridas criadas por esses adesivos foi
examinada usando zimografia in situ. Camadas hibridas criadas com 0% de QAMS
no adesivo, exibiram intensa fluorescéncia verde emitida pela gelatina conjugada
com fluorescéncia hidrolisada, com aumento de 4 vezes na atividade enzimatica em
comparacdo com um adesivo experimental contendo 5% de QAMS. Portanto, a
incorporacdo de 5% de QAMS no adesivo experimental fornece atividades
antimicrobianas e antiproteoliticas simultaneas que sdo cruciais para a manutencao

da integridade da ligag&o resina-dentina a longo prazo.

2.2 Nisina

A cérie é uma doenca multifatorial e € uma preocupacdo mundial. A doenca
carie ocorre quando tipos especificos de bactérias produzem &cidos que destroem o
esmalte do dente e a camada logo abaixo dela, a dentina. Existem pesquisas para
descobrir produtos que possam tratar essa doenca, e que ndo apresentem sabor
desagradavel, ndo causem irritabilidade e manchamento das estruturas dentais,
além da crescente demanda publica por produtos naturais e seguros para sua
higiene pessoal.

Os peptideos antibacterianos foram imensamente estudados nas ultimas
trés décadas para servir em diferentes usos terapéuticos. Existem atualmente
centenas de peptideos antibacterianos caracterizados em todo o espectro evolutivo,
e entre estes, muitos demonstram propriedades fisicas e/ou biolégicas que podem

ser adequados para uma abordagem mais direcionada para o controle ou eliminacao
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de patdgenos da carie. Além disso, muitos peptideos, como a nisina, sao inodoros,
incolores, sem gosto e ndo causam irritacdo ou manchas (Pepperney, Chikindas,
2011).

O principal foco de interesse na nisina tem sido para uso em alimentos
preservacao e mais recentemente como um antibiético contra uma série de doencas
infecciosas. Inumeros pedidos de patentes também foram apresentados,
reivindicando a eficacia da nisina em formulacdes de goma de mascar contra céries
e outras doencas bucais. Os microrganismos relacionados a cérie dentaria sdo em
sua maioria Gram-positivos, e o peptideo antimicrobiano nisina geralmente tem
efeito inibitério sobre este tipo de bactéria, o que estabelece a possibilidade de
aplicacé@o da nisina na prevencgédo da céarie dentéaria. (Pepperney, Chikindas, 2011)

Tong et al. 2010, realizaram um estudo onde investigaram se a nisina
poderia ser usada como um antibidtico peptidico eficaz contra 0s nove
microrganismos cariogénicos comuns (Streptococcus sanguinis, Streptococcus
gordonii, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Actinomyces viscosus,
Actinomyces naeslundii, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei e
Lactobacillus fermenti) e se sua atividade antimicrobiana poderia ser afetada pelos
componentes da saliva na cavidade oral. Na concentracdo inibitéria minima (MIC) e
na concentracdo bactericida minima (MBC) e no ensaio local, a nisina apresentou
diferentes MIC, MBC e atividade antimicrobiana contra as nove cepas testadas.
Houve diferenca estatistica entre os diametros da zona inibit6ria de nisina contra as
diferentes bactérias testadas (p <0,05). Os resultados sugeriram que a nisina tem
um potencial consideravel para a prevencao e tratamento da céarie dentaria.

Tong et al. 2011, realizaram um estudo com o objetivo de investigar a acao
sinérgica da nisina com o fluoreto de sodio ou clorexidina contra o Streptococcus
mutans, um patdégeno cariogénico primario. No ensaio antibacteriano, o efeito
assinergético em S. mutans foi encontrado entre nisina e fluoreto de sddio, mas nao
houve interagdo entre nisina e clorexidina, nem na concentragao inibitéria fracionaria
(FIC) e nos testes de concentracdo bactericida fracionada (FBC). As taxas de
sobrevivéncia de S. mutans mostraram uma diminuigdo significativa ap0s o
tratamento com uma combinacdo de nisina e fluoreto de so6dio em um estudo de
time-kill (teste realizado para avaliar um material antimicrobiano e avalia a reducéo

in vitro de uma populacdo microbiana). A microscopia eletrénica de varredura
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mostrou que o dano a S. mutans com o tratamento combinado com nisina e fluoreto
de sodio foi 0 mais severo entre todos os diferentes tratamentos antimicrobianos
anicos e combinados. Além disso, no teste de antibiofilme, a nisina em combinacgéo
com fluoreto de sodio produziu efeito bactericida mais forte em um biofilme de S.
mutans por 4 e 16 h em comparacao com fluoreto de sédio sozinho por microscopia
de varredura confocal laser. A nisina em combinacédo com fluoreto de sédio exerceu
um alto efeito bactericida sobre S. mutans e, portanto, tem o potencial de ser usada
como uma combinacdo de medicamentos eficaz para prevenir caries dentarias.

Shin et al. (2015), realizaram um estudo onde seu objetivo era investigar os
efeitos da Nisina ZP (pureza> 95% de pureza) em bactérias diversificadas que se
encontram na cavidade oral humana e descobrir a toxicidade da nisina em células
existentes na cavidade oral. Para avaliar o efeito da nisina no biofilme dois modelos
de sistemas foram utilizados: um sistema de microfluidos estatico e de fluxo
controlado. Os biofilmes foram inoculados com saliva humana acumulada e
alimentado por saliva esterilizada por filtro por 20-22 horas a 37°C. O efeito da
nisina na apoptose celular e na proliferacdo foram avaliados usando a coloragéao
fluorescente de laranja de acridina/brometo de etidio com ensaios de
hidrogeneatividade lactada. Obtiveram como resultados que a nisina inibiu o
crescimento de bactérias orais em baixas concentracdes (2,5-50ug / ml). A nisina
também retardou o desenvolvimento de multiplas espécies do biofilme em
concentragbes =1ug / ml. Especificamente, sob condigcbes de modelo de biofilme, a
nisina interferiu no desenvolvimento do biofilme e reduziu a massa e espessura de
biofilme. Células humanas relevantes para a cavidade oral ndo foram afetadas pelo
tratamento da nisina e ndo apresentaram sinais de alteracfes apoptoticas, a menos
que tratadas com concentra¢cdes muito mais altas (> 200ug / ml). E concluiram que
a nisina tem alto potencial para inibir o crescimento de bactérias orais e o
desenvolvimento de biofilmes relacionados a doencgas orais.

Su et al. (2018), realizaram um estudo onde incorporaram o peptideo
antibacteriano nisina em um adesivo para avaliar a atividade antibacteriana do
adesivo modificado contra Streptococcus mutans e a resisténcia de unido. Single
Bond 2 foi usado como controle negativo, e nisina foi incorporada a 1%, 3% e 5%. A
atividade antibacteriana contra S. mutans foi avaliada por meio do teste de difusédo

em agar, ensaios XTT (ensaio XTT é usado para medir a atividade metabdlica
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celular como um indicador de viabilidade celular) e microscopia confocal de
varredura a laser. A resisténcia de unido a microtragdo (uTBS) do adesivo dentario
modificado também foi avaliada. O adesivo dental com incorporagéo de nisina exibiu
um efeito inibitorio significativo sobre o crescimento de S. mutans (P <0,05), e o
efeito inibitério foi fortalecido com o aumento da concentracdo de nisina (P <0,05).
No entanto, ndo foram encontradas diferencas significativas no teste de difusdo em
agar para os adesivos com incorporacdo de nisina em comparagdo com O grupo
controle. Com base nos resultados do XTT e nas imagens de microscopia confocal,
o adesivo fotopolimerizado com incorporacao de nisina interferiu na aderéncia de S.
mutans e na integridade de seus biofilmes (P <0,05). Em comparacdo com o grupo
controle, o grupo de nisina a 1% nao exibiu uma diferencga significativa na resisténcia
de unido (P> 0,05), enquanto os grupos de nisina a 3% e 5% apresentaram
diminuicao da forca de unido (P <0,05).

Zhao et al. (2020), com a finalidade de aumentar a atividade antibacteriana
de um adesivo universal, o peptideo antimicrobiano nisina (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) nas quantidades de 1%, 2% e 3%, foi incorporado em Single Bond
Universal e seu efeito antibacteriano em biofilmes de Streptococcus mutans e
derivados de saliva biofilmes multiespécies foram estudados. A nisina foi
incorporada ao Single Bond Universal e a atividade antibacteriana foi examinado por
microscopia confocal de varredura a laser. As propriedades de adesdo foram
testadas por resisténcia de ligacdo a microtracdo e grau de conversdo. Os dados
foram analisados por analise de variancia unilateral (ANOVA) e testes de
comparacao multipla de diferenca minima signifcante (P <0,05). O Single Bond
Universal incorporado com 3% de nisina, pode inibir significativamente o
crescimento dos biofilmes monoespecificos de S. mutans (P <0,01). O adesivo com
3% de nisina incorporada ao Single Bond Universal também pode inibir o
crescimento de biofilmes multiespécies derivados da saliva (P <0,05). A forca de
unido de adesivos com incorporacao de nisina foi testada usando microtracdo. Para
0s grupos de nisina de 1-3%, a forca de unido ndo diminuiu significativamente em
comparacao ao grupo controle (P> 0,05). Contudo, os resultados caem rapidamente
guando a concentracdo excede 3%, sugerindo que a concentracgao inferior a 3% nao
colocara em risco a adesdo do Single Bond Universal (trés concentracdes

experimentais de nisina [1, 2 e 3%] e um grupo de controle foram selecionados para
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os testes adicionais). O grau de conversdo para o controle, 1%, 2% e 3% foram
47,52 + 0,82%, 58,99 + 0,93%, 41,54 + 0,95% e 36,84 + 0,52%, respectivamente. A
concentracdo de nisina dentro de 3% tem pouco efeito sobre o valor do grau de
conversao.

Le Lay et al. (2008), tinham como objetivo em seu trabalho investigar a
eficacia da nisina Z contra o crescimento de Candida albicans.Candida albicans foi
cultivada na presencga da nisina Z em varias concentragdes (1000, 500 e 100 ug mi-
1) observados em diferentes tempo. A transicao da levedura da forma de blastoporo
para a forma hifal foi avaliada através de observacdes no microscopio Optico. O
efeito da nisina Z na ultraestrutura de C. albicans foi seguido por microscopia
eletronica de varredura e transmissdo. Os resultados mostram que a nisina Z inibiu
o crescimento de C. albicans comegcando em 500 pg ml-1. Esta inibigdo foi
dependente do tempo e da dose. Nisina Z também foi efetiva contra a transicao de
C. albicans por inibir significativamente a transformacéo de C. albicans de blastoporo
para a forma hifal. Tratamentos com nisina Z leva a distarbios ultraestruturais de C.
albicans. Tiveram como conclusdo que a nisina Z reduziu significativamente
crescimento e a transicdo da Candida Albicans. Esses resultados, portanto, sugerem
gue a nisina Z pode ter propriedades antifungicas e pode ser usada como uma
molécula antifingica.

A nisina foi também utilizada em diferentes tipos de estudos, como para
tratar infecgGes cutaneas induzidas por Staphylococcus aureus em camundongos no
estudo de Heunis (2013). Staphylococcus aureus € um patdégeno virulento e um dos
principais agentes causadores de infec¢des superficiais e invasivas da pele e tecidos
moles. A resisténcia aos antibidticos em S. aureus, entre outros patdgenos
bacterianos, aumentou rapidamente, e tem sérias implicacbes para individuos
infectados,  especialmente  pacientes  imunocomprometidos.  Tratamentos
alternativos, portanto, precisam ser explorados para continuar a tratar com sucesso
as infeccdes causadas por S. aureus, incluindo cepas de S. aureus resistentes a
antibidticos. Neste estudo, foi desenvolvido um curativo antimicrobiano de nanofibras
de nisina, gerado por eletrofiacdo (Nisaplin) em uma mistura de poli (6xido de
etileno) e poli (D, L-lactideo) (50:50). Nisina foi ativamente difundida nos curativos de
nanofibra por pelo menos 4 dias in vitro, conforme mostrado por transferéncias

consecutivas para placas semeadas com cepas de S. aureus resistente a meticilina
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(MRSA). Os curativos de nanofibra contendo nisina reduziram significativamente S.
aureus in vivo e numeros de células viaveis em um modelo de infeccdo cutanea
excisional. Além disso, os curativos estimulavam fechamento de feridas excisionais,
e nenhum efeito adverso foi observado pela analise histolégica. A nanofibra
contendo nisina para feridas tém o potencial de tratar infeccdes de pele por S.
aureus e potencialmente acelerar a cicatrizacédo de feridas excisionais.

Kamarajan et al. (2015), utilizou a nisina para tratar o cancer,o qual é uma
nova abordagem que é muito promissora. Nisina tem sido usado com seguranca em
humanos por muitos anos como conservante de alimentos, e recentemente em
laboratorio, estudos apoiam seu potencial antitumoral no céancer de cabeca e
pescoco. Os estudos atuais exploraram uma variante natural de nisina (nisina ZP;
95%, alto teor) por seus efeitos antitumorais in vitro e in vivo. Nisin ZP induziu o
maior nivel de apoptose em células escamosas de carcinoma de cabeca e pescogo
(HNSCC) em comparacdo com nisina de baixo teor. Células HNSCC tratadas com
concentracbes crescentes de nisina ZP exibiram niveis crescentes de apoptose e
niveis decrescentes de proliferacdo celular, capacidade clonogénica e formacéo de
esferas. Nisina ZP induziu apoptose em células de HNSCC mas ndo em
queratinécitos orais humanos. Nisina ZP reduziu a tumorigénese in vivo e 0
tratamento de longo prazo com nisina ZP causou uma sobrevida prolongada. Além
disso, os camundongos tratados com nisina exibiram histologia de 6rgdo normal,
sem evidéncia de inflamacgéo, fibrose ou necrose. Em resumo, a nisina ZP exibe
maiores efeitos antitumorais do que nisina em baixa porcentagem e, portanto, tem o

potencial de servir como uma nova terapéutica para HNSCC.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo Geral

Avaliar as propriedades de um sistema adesivo modificado com a
incorporacao de nisina (Handary, Belgium) em duas diferentes concentragdes (0,5 e
1%).

3.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a resisténcia de unido da interface adesiva;
b) Avaliar o grau de conversao;

c) Avaliar a atividade antibacteriana.

3.3 Hipoteses nulas testadas

A inclusdo de nisina incorporada ao sistema adesivo em duas diferentes

concentracdes (0,5 e 1%):

HO1 — N&o interfere na resisténcia de unido da interface adesiva,

HO2 — Né&o altera o grau de converséo do material;

HO3 — Néo possui atividade antibacteriana no teste de difusdo de agar

HO4 — Nao possui atividade antibacteriana no teste de unidade formadora de

colbnias
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de ética

Esta pesquisa foi submetida ao Comité de Etica e Pesquisa do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Sdo José dos Campos - UNESP, através da Plataforma
Brasil do Ministério da Saude, CAAE: 17729519.5.0000.0077, conforme anexos A e
B.

4.2 Delineamento experimental

4.2.1 Unidade experimental

a) Espécimes de dentina obtidos de dentes humanos;
b) Gotas do adesivo;
c) Discos de adesivo polimerizados.

4.2.2 Fatores de estudo

Tratamento em 3 niveis:

a) Adesivo Comercial Single Bond 2
b) Adesivo Comercial Single Bond 2 + Nisina 0,5%

c) Adesivo Comercial Single Bond 2 + Nisina 1%



4.2.3 Variavel de resposta

a) Resisténcia de uniao (Microtracéo).
b) Grau de conversao.
c) Atividade antibacteriana (Difusdo em &gar e Unidade formadora de

colonia).

4.3 Materiais utilizados

Todos os materiais, fabricantes e composicdes estdo listados no Quadro 1.

Quadro 1 - Materiais utilizados no estudo

Material MEIER) Fabricante Composicéao
Comercial
Acido Bisco Inc., )
. Etch-37% Schaumburg, Acido fosférico 37%
fosforico
IL, USA
Bis-GMA, HEMA, dimetacrilato,
3M ESPE, agua, etanol, fotoiniciador,
Sistema Sinale Bond 2 St. nanoparticulas de silica,
Adesivo 9 Paul, MN, copolimero funcional de
EUA metacrilato de acidos
poliacrilico e polialcendico
resing SMESPE | Bis-GMA, UDMA, TEGDMA,
Filtek-Z 350XT ' Bis-EMA, nanosilica filler,
Composta Paul, MN, o . .
zirconia/ particulas de silica.
USA
P6 de cor branca a
esbranquicada, inodoro,
antibidtico peptidico
amplamente utilizado na
. - Handary, ~ .
Nisina Nisin . preservacao de alimentos que
Belgium - g
contem lantionina (lantibiotico)
obtida pela cultura do L. Lactis
com substratos naturais ndo €
sintetizado quimicamente.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4 Selecao das amostras para teste de microtracao

Os espécimes foram obtidos de 30 molares humanos extraidos e doados por
consentimento livre e esclarecido dos pacientes, seguindo 0s seguintes critérios:
precisavam estar higidos e livres de alteracbes em esmalte e dentina. Os dentes

foram armazenados em agua destilada a 4° C até o momento do uso.

4.5 Preparo das amostras para o teste de microtracao

Os dentes foram fixados em resina acrilica autopolimerizavel (Jet-Artigos
Odontoldgicos, Classico, Sao Paulo, SP, Brasil) (Figura 1A e 1B) com o auxilio de
um molde de silicone Rhodorsil (Artigos Odontoldgicos Classico, Campo Limpo
Paulista, SP, Brasil) (Figura 1C e 1D), onde toda a coroa permaneceu exposta e a
superficie oclusal paralela a base da resina acrilica (Figura 1E e 1F), logo em
seguida o esmalte oclusal foi removido na maquina de cortes seriados Labcut 1010
(Extec Technologies Inc., Enfield, CT, EUA) (Figura 1G) em um corte paralelo
aproximadamente 4 mm acima da juncdo amelo-cementaria para expor a dentina
(Figura 1H).

Figura 1 — Preparo das amostras



Legenda: a) resina acrilica autopolimerizavel; b) representacdo do preparo da resina acrilica
autopolimerizavel; c) molde de silicone; d) representagdo do preenchimento do molde com a resina
acrilica; e) fixagdo do dente na resina acrilica; f) dente fixado na resina acrilica com a coroa exposta e
a superficie oclusal paralela a base da resina acrilica; g) maquina de cortes seriados; h) representagdo
do corte paralelo aproximadamente 4 mm acima da juncdo amelo-cementaria para expor a dentina.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Na sequéncia, os espécimes foram levados a uma politriz circular (DP-10,
Panambra, Sdo Paulo, SP, Brasil), para desgaste do esmalte remanescente sobre a
dentina oclusal, e para padronizacédo da dentina. O desgaste foi feito com discos de
lixas de carboneto de silicio (Extec Corp., Enfield, CT, EUA) (Figura 2A) de
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granulacdo 600, a 300 rpm, sob refrigeracdo com agua. Os espécimes ficaram em
contato com a superficie da lixa por 30 s (Figura 2B), para remover a smear layer
produzida pelo corte com o disco diamantado e produzir uma nova smear layer

padronizada (Figura 2C).

Figura 2 — Finalizacdo do preparo das amostras
g;.!!

A

Legenda: a) espécime em contato com a superficie da lixa; b) espécime pronto.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.6 Divisdo dos grupos experimentais

Para a realizagdo dos tratamentos, os dentes foram divididos em trés
grupos: um grupo controle composto pelo Adesivo Comercial Single Bond 2 (3M-
ESPE), outro grupo composto pelo Adesivo Comercial Single Bond 2 com a
incorporacdo de 0,5% de nisina,e outro grupo composto pelo Adesivo Comercial
Single Bond 2 com a incorporagcédo de 1% de nisina (n=10). Para o teste de
resisténcia de unidao foram utilizados 30 molares humanos higidos (n=10). A Figura 3
mostra a divisdo experimental dos grupos para a resisténcia de uniao.

Utilizou-se a nisina nas concentragdes de 0,5% e 1% pois Su et al. 2018

verificaram que a incorporacdo das porcentagens 1, 3 e 5% demonstraram uma



significante atividade antibacteriana, onde a atividade era maior nas concentracoes
maiores de nisina, porém com diminuicdo da adesividade ao aumentar suas
porcentagens. Su et al. utilizou uma nisina (Sigma Aldridch, USA) que apresenta em
sua composicao nisina diluida em cloreto de sédio, portanto ndo se pode afirmar que
a resisténcia de unido foi afetada pela nisina, podendo ter sido diminuida pelo
cloreto de sodio. Nesse projeto utilizaremos a nisina pura (Handary, Belgium), que
posSsui ha sua composicdo apenas nisina, que certamente terAd maior efeito
antibacteriano e néo teré efeito do cloreto de sodio.

Também se utilizou as porcentagens de 0,5% e 1% pois no projeto piloto
com as porcentagens de 1%, 3% e 5% se verificou a diminuicdo exorbitante da
resisténcia de unido, decidindo entdo usar porcentagens reduzidas, pois no grupo de
1% ja foi percebida uma leve diminuicdo da resisténcia de uniéo.

Figura 3 — Delineamento dos grupos de pesquisa para resisténcia de uniao

10 dentes -
Adesivo comercial
sem nisina (SB)

10 dentes -
30 molares Adesivo comercial

humanos com 0,5% de
nisina (SBN035)

10 dentes -
Adesivo comercial
com 1% nisina
(SBMN1)

Fonte: Elaborado pelo autor.



4.7 Incorporacao da nisina no adesivo

A Nisina (C143H230N42037S7) (Handary, Belgium) é comercializada em po, e é
soluvel em etanol e hidrossoluvel, portanto, serad dissolvida em diferentes
concentracbes (0,5 e 1% - peso) em um adesivo comercial (Single Bond 2 — 3M
ESPE).

As particulas de nisina (Handary, Belgium) foram pesadas minuciosamente
em balanca de precisdo (Mettler, Toledo, Suica) (Figura 4A) nas concentracfes 0,5
e 1% em peso. As particulas foram entdo misturadas ao adesivo Single Bond 2 (3M-
ESPE) em vidro fechado ambar (Figura 4B) em ambiente escuro para evitar
exposicdo precoce a luz (Figura 4B). A mistura foi feita em vibrador (Maxi Mix Il
VortexMixer, Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, Alemanha) (Figura 4C) até a
obtencdo de uma solucdo homogénea e clara (transparente), com as particulas
inteiramente incorporadas. Em seguida, os frascos foram mantidos sob agitacao
constante (Orbit 300, LabNET International Inc., Woodbridge, NJ, EUA) (Figura 4D),
por 48 horas. No momento do uso as particulas foram levadas para agitacédo

novamente.

Figura 4 — Incorporagéo da nisina no adesivo
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Legenda: a) balan¢a analitica de precisdo; b) representacdo da pesagem das particulas em vidro
ambar; c) representacdo dos componentes no frasco no vibrador; d) representacdo do frasco em
agitador por 48 h.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.8 Aplicacdo do adesivo e técnica restauradora

Foi realizado o condicionamento acido da dentina com a aplicagéo de &cido
fosforico a 32% (Uni-Etch, Bisco Inc., Schaumburg, IL, EUA) por 15 s (Figura 4A),
lavagem com &gua deionizada por 15 s (Figura 4B) e secagem com jato de ar por 5
s para manter a dentina condicionada visivelmente umida. A aplicagédo do sistema
adesivo foi realizada sobre a dentina exposta (Figura 4C). A aplicacao foi feita de
forma ativa durante 20 s, em seguida foi utilizado jato de ar para remocdo do
solvente (Figura 4D) e posteriormente a fotopolimerizagdo por 20 s (Figura 4E).
ApoOs a aplicacdo do sistema adesivo, foram adicionados 3 incrementos de 1,5 mm

de espessura da resina composta nanoparticulada (Filtek Z 350 XT - 3M-ESPE - Cor
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A2) em todos espécimes (Figura 4F). Estes foram fotoativados, um de cada vez, por
20 s, a uma distancia padronizada, com o aparelho fotopolimerizador de LED,
emissor de luz azul, comprimento de onda que varia entre 440 nm a 480 nm com
uma densidade de poténcia de 1200 mW/cm2 (Radii-cal, SDI, Victoria, Australia). A

restauracao finalizada pode ser observada na Figura 4G.

Figura 5 — Técnica restauradora

Legenda: a) condicionamento &cido; b) lavagem; c) aplicacdo do adesivo; d) jato de ar para
evaporacao do solvente; e) fotopolimerizacédo; f) aplicacdo de um incremento de resina composta; g)
restauracéo finalizada.

Fonte: Elaborada pelo autor.

32



4.9 Teste de resisténcia a microtracao

Os dez espécimes de cada grupo foram submetidos ao teste de resisténcia
da unido as tensdes de microtracdo. Este teste foi realizado em uma maquina de
ensaios universal EMIC DL2000 (EMIC, S&o José dos Pinhais, PR, Brasil) (Figura
6A) com uma célula de carga de 10 kg a velocidade de 0,5 mm/min para avaliar a
forca adesiva na interface material restaurador/dentina. O conjunto resina acrilica-
amostra foi posicionado na Labcut 1010 (Extec Technologies Inc., Enfield, CT, EUA)
para a realizacdo de cortes paralelos no longo eixo da coroa, em baixa velocidade e
sob refrigeracdo abundante (Figura 6B). A partir das sec¢cdes de 1 mm de espessura
nos sentidos mésiodistal e vestibulo-lingual (Figura 6C e 6D), obtiveram-se palitos
de resina composta e dentina, com aproximadamente 1 x 1 mm de largura, sendo
realizada a mensuracdo da area de adesdo antes do teste de microtracdo com
paquimetro digital (Starret Industria e Comércio Ltda., Itu, SP, Brasil) (Figura 6E).

Os palitos de resina-dentina obtidos de cada espécime ficaram armazenados
em tubos identificados (vol. 2 mL) do tipo Eppendorf (Eppendorf, Sdo Paulo, SP,
Brasil) (Figura 6F), em estufa a 37 °C, em agua deionizada por 24 h antes do teste

de microtracao.
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Figura 6 — Confeccéo dos palitos para o teste de microtracéao

Legenda: a) maquina de ensaios universal EMIC DL2000; b) conjunto resina acrilica-amostra sendo
posicionado na Labcut 1010; c) seccdes de 1 mm de espessura no sentido mesiodistal; d) sec¢bes de
1 mm de espessura no sentido vestibulo-lingual; €) palitos de resina composta e dentina com
aproximadamente 1 x 1 mm de largura; f) mensuragéo da area de adeséo dos palitos.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para a microtracdo, os palitos (Figura 7A) foram fixados individualmente
pelas suas extremidades com adesivo cianoacrilato em gel (Zapit, Dental Ventures
of American, Corona, CA, EUA) no dispositivo de microtragdo metalico (Figura 7B),
de modo a posicionar a area adesiva perpendicularmente ao longo eixo da forca de

tracdo, para realizacdo do ensaio de microtracdo na maquina de testes (Figura 7C),
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no momento da fratura, o teste € automaticamente interrompido (Figura 7D).

A resisténcia de unido foi calculada em MPa pela férmula:

o=F/A

Onde, © ¢ a forga de unido a microtracao, F é a forga aplicada e A € a area
de unido entre resina — adesivo — dentina. Ao final do ensaio as partes fraturadas
foram limpas e secas e entdo analisadas quanto ao padrao de fratura em
estereomicroscopio Otico com aumento de 40x (Zeis, steREO Discovery V20,
Gottingen, Germany), e classificadas quanto ao tipo de fratura. As falhas pré-teste e
fraturas coesivas em resina e dentina n&o foram consideradas.

Adesiva — Para fraturas em que a falha ocorreu na interface adesivo-
estrutura dental ou na interface entre o adesivo e a resina composta, em mais de
75% da area analisada.

Coesiva em resina — Para fraturas em que a falha ocorreu
predominantemente no interior da resina composta, cerca de 75%.

Coesivas na estrutura dental — Para fratura em que a falha ocorreu
predominantemente no interior da estrutura dental, cerca de 75%.

Mista — Para fraturas nas quais nao existiu uma predominancia maior que

75% de qualquer tipo de falha.

Figura 7 — Teste de resisténcia a microtracao
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Legenda: a) palito pronto; b) palito fixado no dispositivo de microtragdo metalico; c) maquina EMIC
com a carga de célula; d) palito fraturado ap6s o teste de microtracao.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.10 Grau de conversao

O grau de conversdao (GC) foi medido através de Espectroscopia de
Infravermelho Transformada de Fourier (FTIR) (FT-IR, PerkinElmer Spectrum, MA,
EUA) (Figura 8A). Sera feito em triplicata. As amostras dos sistemas adesivos foram
analisadas por meio de absorbancia com o dispositivo de refletancia total atenuada
(ATR) MIRacle com placa de cristal de diamante de ZnSe (PIKE Technologies,
Madison, WI, EUA) (Figura 8B) com uma resolucédo de 4 cm™ e faixa de transmissao
entre 650 - 4000 cm™. O software utilizado foi o Spectrum TimeBase (Perkin Elmer,
MA, EUA). Inicialmente, foi colocado sobre o cristal do ATR uma gota de 3 uL o
adesivo com auxilio de uma pipeta (LambdaTM Plus, Corning Co., Corning, NY,
EUA), quantidade necessaria para o adesivo molhar toda a superficie do cristal em
ambiente de luz amarela (Figura 8C). A gota do adesivo foi selada com laminula

para microscopio e fita adesiva a fim de evitar a evaporacdo dos componentes.
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Imediatamente, foram coletados os dados de absorbancia pelo software utilizando
os parametros de intervalo de onda de 1560 cm™ a 1760 cm™, resolugdo de 4 cm™ e
32 capturas. Em seguida, essa mesma amostra de adesivo foi fotoativada com o
fotopolimerizador (Aparelho LED; Demi Light Curing System — Kerr Corporation,
EUA) com poténcia de 1200 mW/cmz2, por um periodo de 20 segundos (Figura 8D),
a uma distancia de 2 mm aproximadamente (Figura 5E). Apés 20 minutos, os dados
foram coletados novamente, gerando o0s espectros de antes e depois de
polimerizados. O processo foi repetido 3 vezes para cada grupo de adesivo, de onde
foi obtida a média do grau de conversao.

Para gerar o valor de GC, os espectros foram comparados e analisados na
mudanca do espectro nas bandas de absorcdo préximas a 1638cm™, onde se
encontrou a ligagdo dupla de carbono presente nos grupos metacrilatos
polimerizaveis do adesivo. As bandas de absorcdo associadas ao anel benzénico
aromatico do BisGMA, que ndo sofreram grandes alteracdes antes e depois da
polimerizagdo, foram usadas como referéncia interna de proporcionalidade da
matéria (bandas préoximas a 1608 cm). Por fim, esses valores de cada amostra

foram calculados através da férmula:

|/Absorbéncia da amostral637cm/ Absorbancia da amostral1608cm*

DC=1- x 100%

Pbsorbéncia do monémero1637cm™/ Absorbancia do monémero1608cm*

Figura 8 — Grau de conversao
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Legenda: a) Espectroscopia de Infravermelho Transformada de Fourier (FTIR); b) placa de cristal de
diamante de ZnSe; c¢) o adesivo sendo colocado sobre o cristal com auxilio de uma pipeta em luz
amarela; d) amostra do adesivo sendo fotoativada com o fotopolimerizador; e) distancia do
fotopolimerizador de 2 mm aproximadamente.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.11 Atividade antibacteriana

Os testes para avaliar a atividade antibacteriana foram realizados no Instituto
de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D), da Universidade do Vale do Paraiba
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(Univap) em Sao José dos Campos, com a supervisdo da bidloga Priscila Maria
Sarmeiro Correa Marciano Leite.

Streptococcus mutans (ATCC 700610) foi utilizado para avaliagcdo das
atividades antibacterianas dos adesivos experimentais contendo as particulas de
nisina. O Streptococcus mutans foi cultivado aerobicamente em caldo Brain Heart
Infusion (BHI; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) a 37°C. As bactérias foram
cultivadas durante a noite, recolhidas por centrifugacéo e lavadas trés vezes com
solucdo salina estérii tamponada com fosfato (PBS). As bactérias foram
ressuspensas em BHI e diluidas para uma concentracéo final de 1,0 x 107 unidades
formadoras de colénia (UFC) / mL. A densidade bacteriana foi determinada usando
um espectrofotdmetro (Beckman Coulter, Inc., Indianapolis, IN, EUA) a uma
densidade 6ptica de 600 nm.

Figura 9 — Avaliagdo das atividades antibacterianas

Legenda: a) caldo BHI; b) Streptococcus mutans; c) espectrofotdmetro.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.11.1 Teste de difusdo em agar

As suspensodes bacterianas (1,0 x 107 UFC / mL; 100 mL) foram colocadas

nas placas de agar BHI através de uma pipeta (Figura 10A) e foi feito o

39



espalhamento na placa com uma algca de Drigalski (Figura 10B e 10C). Discos do
adesivo fotopolimerizados (6,5 mm de diametro; 1,5 mm de espessura) (Figura 11C)
foram preparados através de uma matriz de silicone (Figura 11A e 11B) e colocados
numa placa de agar inoculada com bactérias e incubados a 37 °C durante 24 h.
Depois este periodo, o diametro dos halos de inibicdo foi medido e os
resultados analisados de acordo com o preconizado pelo NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards Institute, 2005), onde a formacgao de
halo indica que o microorganismo € sensivel ao agente testado e a ndo formacao de
halo indica que o microorganismo é resistente ao agente testado. Os testes foram

realizados em triplicata.

Figura 10 — Teste de difusdo em agar

Legenda: a) suspensdes bacterianas sendo colocadas na placa de agar BHI; b) espalhamento com a
algca de Drigalski; c) placas prontas para receberem os discos.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 11 — Preparacao dos discos de adesivo

Legenda: a) gota do adesivo na matriz de silicone; b) fotopolimerizacdo do adesivo; c) disco de
adesivo fotopolimerizado.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.11.2 Contagem da unidade formadora de col6nia (UFC)

Os discos foram transferidos para placas contendo agar BHI (Figura 12A e
12B). Apo6s o periodo de incubagdo uma aliquota de 150 pL do sobrenadante de
cada poco foi retirada e levada para leitura de densidade Optica das amostras
utilizando o espectrofotbmetro (Spectra Count, Packard, USA) com um filtro de 600
nm. A viabilidade bacteriana foi determinada por contagem de unidades formadoras

de col6nias e o processo foi feito por trés vezes.

Figura 12 — Preparacao das placas para UFC

41



42

Legenda: a) preparacédo das placas com agar BHI; b) placas contendo os discos com as bactérias.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4. 12 Analise ilustrativa por MEV

Para a avaliacdo em MEV foram utilizadas os discos de adesivo
fotopolimerizados, dos diferentes grupos, apos terem ficado nas placas de agar com
o Streptococcus mutans para andlise da presenca de bactérias. Os espécimes foram
posicionados em ‘stubs’ de aluminio, cobertos com ouro/paladio (Desk Il — Denton

Vacuum) e examinados em microscopio eletrénico de varredura (JMS 5310 — Jeol).



5 RESULTADO

5.1 Estatistica para resisténcia de uniao

Para efeito de analise estatistica, foi realizada uma média calculada com os
espécimes (palitos) testados para cada dente humano preparado. As médias em
MPa foram submetidas a analise estatistica por meio dos programas
computacionais: MINITAB (Minitab, version 14.12, 2004) e STATISTIX (Analytical
Software, version 8.0, 2007).

Os dados de resisténcia de unido (MPa) foram analisados estatisticamente,
sendo avaliados quanto a sua normalidade. Como estes apresentaram distribuicéo
normal, realizou-se o teste de analise de variancia (ANOVA) paramétrica um fator
(sistema adesivo) e o teste de Tukey, sendo adotado o nivel de significaAncia de 5%
para a tomada de decisoes.

Na Tabela 1 encontram-se os valores da estatistica descritiva. Os valores de
média e desvio-padrdo de resisténcia de unido (MPa) obtidos nos 3 grupos

estudados.

Tabela 1 - Analise descritiva para os diferentes grupos em ordem decrescente

guanto a resisténcia de unido (MPa)

Adesivo Comercial Valores de MPazDp
Single Bond 2 (SB) 40,69+2,42
Single Bond 2 + 0,5% Nisina (SBNO05) 39,20+2,21
Single Bond 2 + 1% Nisina (SBN1) 31,36+2,47

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A Figura 13 apresenta a analise descritiva das médias de resisténcia de unido

(MPa) e desvio padrao dos diferentes sistemas adesivos.

Figura 13 — Analise descritiva das médias de resisténcia de unido (MPa) e desvio

padréao

Resisténcia de Unido (MPA)

-
=

1% Nisina (SBNY)

Legenda: grafico das médias e desvio padrdo dos diferentes grupos evidenciando as diferencas
obtidas entre os sistemas adesivos utilizados.
Fonte: Elaborada pelo autor.

BN

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) a um fator.
Dessa forma observaram-se diferengas estatisticamente significantes para o fator
Adesivo, considerando um nivel de significAncia de 5% (Tabela 2).

Tabela 2 — Teste de analise de variancia (ANOVA) a um fator para a resisténcia de

uniao
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Fatores SQ GL QM F P
Adesivo 41255,91 1 41255,91 5556,74 0,000000*
Interacéo 501,61 2 250,81 33,78 0,000000*
Residuo 200,46 27 7,42

Legenda: (GL): grau de liberdade; (SQ): soma dos quadrados; (QM): quadrado médio; (F): razéo; (P):
valor. *p < 0,05
Fonte: Elaborada pelo autor.

Aplicou-se o Teste de Tukey (5%) com a finalidade de observar as diferencas
significativas nos fatores avaliados (Tabela 3).

Na Tabela 3 observam-se os resultados do fator Adesivo para o teste de
Tukey (5%). Os adesivos com diferentes concentracdes de particulas apresentaram
média de resisténcia de unido significantemente diferentes na ordem decrescente
SB=SBNO05>SBN1. De acordo com os resultados obtidos, as maiores médias foram
observada no grupo SB 40,69+2,42 e SBNO05 39,20£2,21 e a menor média foi
observada no grupo SBN1 31,36+2,47, havendo diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos.

Tabela 3 — Resultado do Teste de Tukey para a resisténcia de unido

Sistema Adesivo Valores em MPatDp Grupos Homogéneos
SB 40,69+2,42 A
SBNO5 39,20+2,21 A
SBN1 31,36+2,47 B

Legenda: (Dp): desvio-padréo.

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2 Estatistica para grau de conversao

Na tabela 4 apresentam-se os valores de média e desvio padréo do grau de

conversao dos sistemas adesivos dos diferentes grupos deste estudo. De acordo
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com os resultados obtidos, a maior média foi observada no grupo SB 83,50 * 3,42,
seguido do grupo SBNO5 80,22 + 3,68 e grupo SBN1 78,44 + 0,95 ndo havendo

diferenca estatisticamente significativa entre eles.
A presenga da nisina nas concentragdes de 0,5 e 1%, n&o influenciou no

grau de converséo do sistema adesivo.

Tabela 4 - Andlise descritiva para os diferentes grupos em ordem decrescente

quanto ao grau de conversao

Adesivo Comercial MédiazDp

Single Bond 2 (SB) 83,50+3,42

Single Bond 2 + 0,5% Nisina (SBNO5) 80,22+3,68
Single Bond 2 + 1% Nisina (SBN1) 78,44+0,95

Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 14 apresenta a analise descritiva das médias e desvio padrdo dos

diferentes sistemas adesivos para o grau de conversao.

Figura 14 — Andlise descritiva das médias de grau de converséao e desvio padréo
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) a um fator.
Dessa forma ndo se observaram diferencas estatisticamente significantes,

considerando um nivel de significancia de 5% (Tabela 5).

Tabela 5 — Teste de analise de variancia (ANOVA) a um fator para o grau de

conversao
Fatores SQ GL QM F P
Interacéo 58638,24 1 58638,24 6737,919 0,000000*
Adesivo 39,59 2 19,79 2,274 0,184017*
Residuo 52,22 6 8,70

Legenda: (GL): grau de liberdade; (SQ): soma dos quadrados; (QM): quadrado médio; (F): razao; (P):
valor. *p < 0,05
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na Tabela 6 observam-se os resultados do fator Adesivo para o teste de

Tukey (5%). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Tabela 6 — Resultado do Teste de Tukey para o grau de conversao

Sistema Adesivo Valores médiatDp Grupos Homogéneos
SB 83,50+3,42 A
SBNO5 80,22+3,68 A
SBN1 78,44+0,95 A

Legenda: (Dp): desvio-padréo.
Fonte: Elaborada pelo autor.

5.3 Estatistica da atividade antibacteriana

5.3.1 Difusé@o em &gar

A figura 15 apresenta a analise ilustrativa do teste de difusdo em agar, ndo
foi observada a formacédo de areas de inibicdo bacteriana nos diferentes grupos,

somente no grupo controle de iodo. Os testes foram realizados em triplicata.

Figura 15 — Analise ilustrativa do teste de difusdo em agar



Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2.2 Unidade formadora de coldnia (UFC)

Na tabela 7 apresentam-se os valores de média e desvio padrdo da
atividade antibacteriana quanto a unidade formadora de col6nia (UFC) dos sistemas
adesivos com as particulas em diferentes concentracdes empregados neste estudo.
Os testes foram realizados em triplicata.

De acordo com os resultados obtidos, a maior média foi observada no grupo
SB 0,51 £ 0,02, seguido dos grupos SBN1 0,36 + 0,03 e o grupo SBNO5 0,30+0,04,
havendo diferenca estatisticamente significativa entre o grupo controle e os grupos
com a adicdo da nisina, demonstrando que a presenca de nisina, diminuiu a
guantidade de unidades formadoras de colénia na superficie do adesivo. O grupo
CM 0,06 + 0,002 apresentou a menor média, por ser um grupo controle do meio, isto

€, ndo havia a presenga de S.mutans neste grupo.
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Tabela 7 - Andlise descritiva para os diferentes grupos em ordem decrescente

quanto & atividade antibacteriana (UFC)

50

Adesivo Comercial Média+Dp

SB 0,51+0,02

SBN1 0,36+0,03

SBNO5 0,30+0,04
Controle meio 0,064+0,002

Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 16 apresenta a analise descritiva das médias e desvio padrdo dos

diferentes sistemas adesivos.

Figura 16 — Analise descritiva das médias de UFC e desvio padrao

o e
w [=}]
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N

Unidade Formadora de Col6nia (UFC)
(=) ©
b w

SingleBond 2+  Single Bond 2+ 1% Single Bond 2 (SB) Controle Meio
0,5% Nisina (SBNO5)  Nisina (SBN1) |
Legenda: grafico das médias e desvio padrdo dos diferentes grupos evidenciando as diferencas
obtidas entre os sistemas adesivos utilizados.

Fonte: Elaborada pelo autor.



Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) a um fator.
Dessa forma se observaram diferencas estatisticamente significantes para o fator

Adesivo, considerando um nivel de significancia de 5% (Tabela 8).

Tabela 8 — Teste de analise de variancia (ANOVA) a um fator para UFC

Fatores SQ GL QM F P
Adesivo 1,154440 1 1,154440 1544,058 0,000000*
Interacao 0,313988 3 0,104663 139,986 0,000000*
Residuo 0,005981 8 0,000748

Legenda: (GL): grau de liberdade; (SQ): soma dos quadrados; (QM): quadrado médio; (F): razéo; (P):
valor. *p < 0,05
Fonte: Elaborada pelo autor.

Aplicou-se o Teste de Tukey (5%) com a finalidade de observar as diferencas
significativas nos fatores avaliados (Tabela 9).

Na Tabela 9 observam-se os resultados do fator Adesivo para o teste de
Tukey (5%). Houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, onde o
grupo sem adicao de nisina (SB), apresentou 0os maiores valores. Os grupos com
0,5% de particulas (SBNO5), e 1% de nisina (SBN1) apresentaram diminuicdo de

unidade formadoras de coldnia e o grupo controle do meio a menor média.

Tabela 9 — Resultado do Teste de Tukey para UFC

Sistema Adesivo Valores em MPaxDp Grupos Homogéneos
SB 0,51+0,02 A
SBNO5 0,30+0,04 B
SBN1 0,36+0,03 B
Controle meio 0,064+0,002 C

Legenda: (Dp): desvio-padréo.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2.3 Andlise ilustrativa por MEV

As imagens obtidas pelo MEV dos discos de adesivo fotopolimerizados
seguem abaixo com aumento de 2500x e 15, 20 ou 25 KV de poténcia.

As figuras 17, 18, 19 e 20 apresentam a fotomicrografia de MEV dos discos
de adesivo dos diferentes grupos, observa-se a presenca de Streptococcus mutans,

porém nao é possivel identificar neste momento, a viabilidade dessas bactérias.

Figura 17 — Fotomicrografia de MEV da superficie do disco de adesivo do grupo SB

Mag= 150 KX 3pm EHT = 20.00 kv ign Date :17 Dec 2019
EVO 100747 — WD = 13.0 mm 9 UNIVAP IP&D

Legenda: Fotomicrografia de MEV da superficie do disco de adesivo do grupo SB
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 18 — Fotomicrografia de MEV da superficie do disco de adesivo do grupo
SBNO5



Mag= 150KX 3pm EHT = 20.00 k¥ Signal A= SE1 Date :17 Dec 2019 UNIVAP IP&D

EVO 1007 47 | WD = 13.0 mm | Probe = 134 pA

Legenda: Fotomicrografia de MEV da superficie do disco de adesivo do grupo SBN05
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 19 — Fotomicrografia de MEV da superficie do disco de adesivo do grupo
SBN1

EVO 10.0747 — WD =1

- . _
Mag= 150KX 3pm EHT = 20.00 kv = Date :17 Dec 2019 UNIVAP IP&D

Legenda: Fotomicrografia de MEV da superficie do disco de adesivo do grupo SBN1
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 20 — Fotomicrografia de MEV das particulas de nisina no aumento de 1000x
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Legenda: Particulas de nisina
Fonte: Elaborada pelo autor.

Date :17 Dec 2019

UNIVAP IP&D
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6 DISCUSSAO

6.1 Discussao dos resultados

Este estudo teve como objetivo avaliar as propriedades de um sistema
adesivo modificado com a incorporacdo de nisina (Handary, Belgium) em duas
diferentes concentracoes (0,5 e 1%).

Os adesivos destinados ao uso clinico requerem uma forca de adesao
consideravel a dentina, para evitar que as restauracdes nao retentivas se desloquem
durante a funcéo. O teste utilizado para avaliar as propriedades fisico-mecanica do
adesivo foi o de resisténcia de unido, pois é o teste mais importante quando se trata
das propriedades de um adesivo, 0 qual se obtido um resultado desfavoravel, os
resultados de outros testes ndo terdo valor, pois € necessaria uma unido efetiva e
duradoura entre os materiais restauradores e a estrutura dentaria.

A adicdo de agentes antibacterianos pode alterar a forma fisica da matriz de
resina polimerizada, resultando na reducdo das propriedades fisicas. No presente
estudo, a incorporacdo de 0,5% de nisina na mistura de resina experimental ndo
teve efeito adverso na capacidade de adesdo a dentina. Porém a incorporacao de
1% de particulas apresentou resultados de resisténcia de unido inferiores em
relacdo ao grupo controle e grupo de 0,5%, rejeitando parcialmente a hipotese HO1
testada.

Su et al. (2018) publicaram um estudo com o objetivo de avaliar as
propriedades de um adesivo com nisina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Porém, diferente do presente estudo, os pesquisadores utilizaram diferentes
concentracdes (1%,3% e 5%), onde um dos testes era de resisténcia de unido, e
nele o grupo de nisina a 1% n&o exibiu uma diferenga significativa (P> 0,05),
enquanto os grupos de nisina a 3% e 5% apresentaram diminuicdo da forca de uniao
(P <0,05).

Recentemente, Zhao et al. (2020), com a finalidade de aumentar a atividade
antibacteriana de um adesivo universal, adicionou o peptideo antimicrobiano nisina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) nas quantidades de 1%, 2% e 3%, incorporado
em Single Bond Universal e seus efeitos foram estudados. A forca de unido de

adesivos com incorporacao de nisina foi testada usando microtracdo. Para os grupos
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de nisina de 1-3%, a forca de unido ndo diminuiu significativamente em comparacao
ao grupo controle (P> 0,05).

No presente estudo, o adesivo incorporado com 1% de nisina demonstrou
diminuicdo quanto a resisténcia de unido, diferente dos estudos citados acima.
Quando a concentracéo foi diminuida para 0,5%, ndo houve diferenca significante na
resisténcia de unido, entretanto a nisina utilizada no presente estudo é da Handary,
a qual é uma nisina pura, diferente da nisina da Sigma, a qual € dissolvida em
cloreto de sédio, 0 que pode explicar as diferencas entre os resultados dos estudos.

Zhao et al. (2020), também testou o grau de conversao em seu estudo, onde
obteve como resultado para o controle, 1%, 2% e 3% foram 47,52 + 0,82%, 58,99 +
0,93%, 41,54 + 0,95% e 36,84 + 0,52%, respectivamente. Eles consideraram que a
concentracdo de nisina dentro de 3% tem pouco efeito sobre o valor do grau de
converséao.

Esse resultado também foi visto no presente estudo, pois os resultados em
relacdo ao grau de conversdo, demonstraram que a incorporacdo das duas
diferentes concentracdes (0,5 e 1%), nao interferiram nos valores de grau de
conversdo, ndo demonstrando resultados estatisticamente diferentes em relacdo ao
grupo controle, aceitando a hipotese HO2 testada.

Portanto as diferentes concentra¢cdes da nisina, incorporadas no sistema
adesivo, presentes nos grupos estudados ndo demonstraram interferir de maneira
significativa nos resultados de grau de conversdo. A nao interferéncia no grau de
conversdo representa um resultado favoravel. O teste de grau de conversdo é um
teste de extrema importancia em um trabalho sobre adesdo, pois para que se
obtenha adequadas propriedades fisico-quimicas de um material adesivo, €
necessario que haja um alto grau de conversdao dos mondémeros em polimeros,
produzindo propriedades mecéanicas favoraveis e reduzindo a degradacdo dos
polimeros, aumentando o sucesso dos procedimentos restauradores adesivos.

Streptococcus mutans é um patdégeno oral cariogénico associados a carie
secundaria. Essa bactéria foi usada para avaliar as propriedades antibacterianas de
adesivos experimentais contendo nisina. Os compostos de nisina sdo uma classe
importante de agentes antibacterianos que possuem propriedades de atividade por
contato. Os resultados do teste de difusdo em agar confirmaram ainda mais este

mecanismo de morte por contato. Os agentes antimicrobianos que erradicam as
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bactérias via difusdo geralmente produzem zonas de inibicdo relativamente grandes
em torno do material testado. As zonas de inibicdo produzidas pelos adesivos
contendo nisina ndo eram perceptiveis, porém pode se notar que nao houve
crescimento na superficie dos discos do adesivo, 0 que esta em acordo com o
trabalho de Su et al. (2018), onde ndo foram encontradas diferencas significativas
nesse teste, para os adesivos com incorporacdo de nisina em comparacdo com o
grupo controle, aceitando a hipotese HO3.

No teste de unidades formadoras de coldnias, a hipétese HO4 testada foi
rejeitada, pois foi demostrado no teste que a incorporacdo de 0,5% e 1% de
particulas nos discos de adesivo, reduziu significativamente as bactérias viaveis nos
biofilmes, em comparacdo com os discos sem nisina.

No trabalho de Zhao et al. (2020), ele encontrou como resultado o Single
Bond Universal incorporado com nisina, diminuiu a unidade formadoras de colbénias
ao aumentar a porcentagem de nisina no adesivo, porém apenas o adesivo
incorporado com 3% de nisina, pode inibir significativamente o crescimento dos
biofilmes monoespecificos de S. mutans (P <0,01), diferente do presente estudo,
onde na porcentagem de 0,5% e 1% houve diferenca significante.

As imagens obtidas pelo MEV, demonstraram a presenca das bactérias S.
mutans em todos 0s grupos, porém as imagens nao indicam a viabilidade das
bactérias, isso pode ser analisado através do teste de unidades formadoras de
colénias, como ja foi citado.

Estudos futuros sdo necessarios para avaliar a incorporacdo de nisina no
sistema adesivo, bem como sua concentracdo ideal, no entanto, o presente estudo
deixa claro que a nisina (Handary, Belgium) incorporada no sistema adesivo
apresentaram atividades antibacterianas no teste de unidades formadoras de
colénias (UFC), ndo alteraram o grau de conversdo do material e também néo
alteraram a resisténcia de unido no adesivo de 0,5%.

Embora os resultados obtidos por este estudo ndo possam ser diretamente
utilizados em uma situacdo clinica, podemos sugeri-lo para o desenvolvimento de
novas estratégias a fim de manter o grau de conversao e a resisténcia de unido da
interface adesiva ao longo do tempo, aumentando assim a durabilidade das
restauracdes adesivas, além de contribuir com a atividade antibacteriana, sendo um

indicador para novas pesquisas sobre o assunto.
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7 CONCLUSAO

Segundo os resultados obtidos neste estudo, a incorporagdo de nisina

(Handary, Belgium) no sistema adesivo:

e¢A nisina na concentracdo de 0,5%, ndo interferiu na resisténcia de
unio;

e Nas diferentes concentracdes, nao interferiu no grau de conversao;

e¢Nao houve formacéo de halo de inibicdo nas diferentes concentragoes;

e Possuiu atividade antibacteriana, no teste de unidade formadora de
colénia (UFC), reduzindo a viabilidade do Streptococcus mutans em

ambas concentragoes.
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