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Campos RP. Desenvolvimento de solucao de desinfeccao cavitaria a base de nisina e
suas implicacbes na interface adesiva [dissertacdo]. S&o José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2022.

RESUMO

Este trabalho desenvolveu uma solucao de desinfeccéo cavitaria a base de Nisina, um
peptideo utilizado para conservacdo de alimentos, avaliou a consequéncia dessa
aplicacao nas propriedades mecanicas e biologicas da interface adesiva. Utilizou-se
100 dentes humanos higidos e recém-extraidos, divididos em 2 grupos: | (Corte
Imediato), C (Ciclagem Termomecanica). Os espécimes foram submetidos
envelhecimento mecéanico (120.000 ciclos) e térmico (5.000 ciclos) para avaliar os
resultados da resisténcia de unido de maneira imediata e pds ciclagem. Foram
subdivididos de acordo com a concentracdo de Nisina aplicada (n=10): controle (sem
aplicacao de solucéo de Nisina — SB), controle positivo (aplicacdo de Digluconato de
Clorexidina 0,12% - CP), solucao de Nisina com concentracdo 0,5% (NO5), solucéao de
Nisina com concentragdo 1,0% (N1) e solucdo de Nisina com concentracdo 1,5%
(N1,5). A superficie de esmalte foi removida dos espécimes, expondo a superficie
dentinaria. A Nisina, assim como a Clorexidina, foi aplicada ap6s condicionamento
acido e antes da aplicacdo do adesivo (Single Bond). A resina composta (Filtek Z250)
foi aplicada através da técnica incremental. Foram avaliadas a resisténcia de unido,
através de teste de microtracdo, de maneira imediata e longitudinal, e a atividade
antibacteriana através do teste de difusdo em &gar. Uutilizou-se a microscopia
confocal laser para avaliar a penetrabilidade da Nisina modificada por Rodamina na
dentina e a atividade gelatinolitica por meio da zimografia in situ. Os espécimes
resultantes da microtracdo foram avaliados em microscopia eletronica de varredura
(MEV). Os resultados obtidos foram submetidos ao teste estatistico de normalidade, e
ao teste ANOVA, seguido do teste de Tukey (5%). Os resultados do teste de
microtracdo (p=0,0016) foram, em Mpa: | 26,04+2,11% e C 25,24+1,088. Nos
subgrupos foram: SB 26,69+3,56”8, CP 25,09+3,43", N0525,09+3,43%,N125,54+2,24A,
N1,524,44+1,49. Na microscopia confocal laser, foi confirmada a penetrabilidade da
Nisina no substrato a partir da andlise das imagens. Os resultados obtidos foram
submetidos a analise estatistica, sendo eles: CP119,98+12,172, NO5 124,13+12,472,
N1 176,37+7,04B, N1,5 233,50+9,87C. A inibicdo de MMPs foi submetida a teste
estatistico: SB2226,70+14,85D, CP171,78+4,97C, NO5 129,96+3,97B, N1
120,31+3,74B e N1,5 109,54+4,212. Observou-se gque a Nisina hdo causou diminuicao
significativa da resisténcia de unido, enquanto o grupo C apresentou resultados
menores comparados ao grupo |I. Observou-se que a Nisina possui capacidade de
inibicdo de Streptococcus através do teste de difusdo em agar. A Nisina também foi
capaz de penetrar no substrato e inibir metaloproteinases, sem alterar o modo de
fratura das restauragbes. Sendo assim, os resultados obtidos demonstram que a
Nisina possui caracteristicas interessantes para a evolucdo de estudos posteriores
envolvendo desinfeccao cavitaria.

Palavras-chave:Desinfeccéo cavitaria. Nisina. Resisténcia de unido



Campos RP. Development of a nisin-based cavity disinfection solution and its
implications for the adhesive interface [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Séao
Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2022.

ABSTRACT

This work developed a cavity disinfection solution based on Nisin, a peptide used for
food preservation, evaluated the consequence of this application on the mechanical
and biological properties of the adhesive interface. 100 healthy and recently extracted
human teeth were used, divided into 2 groups: | (Immediate Cutting), C
(Thermomechanical Cycling). The specimens underwent mechanical aging (120,000
cycles) and thermal aging (5,000 cycles) to evaluate bond strength results immediately
and after cycling. They were subdivided according to the applied Nisin concentration
(n=10): control (no application of Nisin solution - SB), positive control (application of
0.12% Chlorhexidine Digluconate - CP), Nisin solution with 0 concentration .5% (NO5),
Nisin solution with 1.0% concentration (N1) and Nisin solution with 1.5% concentration
(N1.5). The enamel surface was removed from the specimens, exposing the dentin
surface. Nisin, like Chlorhexidine, was applied after acid etching and before application
of the adhesive (Single Bond). Composite resin (Filtek Z250) was applied using the
incremental technique. The bond strength was evaluated through microtensile test,
immediately and longitudinally, and the antibacterial activity through the agar diffusion
test. Confocal laser microscopy was used to assess the penetrability of Nisin modified
by Rhodamine in dentin and the gelatinolytic activity by means of in situ zymography.
The specimens resulting from microtraction were evaluated in scanning electron
microscopy (SEM). The results obtained were submitted to the statistical test of
normality, and to the ANOVA test, followed by the Tukey test (5%). The results of the
microtensile test (p=0.0016) were, in Mpa: | 26.04+2.11A and C 25.24+1.08B. The
subgroups were: SB 26.69+3.56AB, CP 25.09+3.43%, N0525.09+3.43A
N125.54+2.24A, N1.524.44+1.49. In confocal laser microscopy, the penetrability of
Nisin in the substrate was confirmed based on image analysis. The results obtained
were submitted to statistical analysis, as follows: CP119.98+12.1723, NO5
124.13+12.473, N1 176.37+7.04B, N1.5 233.50+9.87C. The inhibition of MMPs was
submitted to a statistical test: SB2226.70+14.85D, CP171.78+4.97C, NO05
129.96+3.97B, N1 120.31+3.74B and N1.5 109.54 +4.21a. It was observed that Nisin
did not cause a significant decrease in bond strength, while group C showed lower
results compared to group I. It was observed that Nisin has the ability to inhibit
Streptococcus through the agar diffusion test. Nisin was also able to penetrate the
substrate and inhibit metalloproteinases, without altering the fracture mode of the
restorations. Thus, the results obtained demonstrate that Nisin has interesting
characteristics for the evolution of further studies involving cavity disinfection.

Keywords: Cavitary disinfection. Nisin. Bondstrengh.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o sucesso dos tratamentos dentarios conservadores concentra- se na
longevidade da unido entre o substrato dental e a restauracao propriamente dita (Gou
et al., 2018). Esse desenvolvimento se deu a partir da descoberta de que era possivel
condicionar os tecidos dentais para que se tornassem mais suscetiveis a acdo de
primers e adesivos. A desmineralizac&o dos tecidos e formacdo de microporosidades
gue serdo preenchidas por monémeros resinosos presentes no adesivo garantem a
formacao da camada hibrida e a resisténcia de unido necessaria para a longevidade
desta restauracdo (Nakabayashi, 1982). Porém, a microinfiltracdo de bactérias na
interface dente- restauracédo pode acarretar em contaminagdo do substrato dental,
desenvolvimento de carie recidiva e falha restauradora, como por exemplo a
descoberta de Branstorm e colaboradores em 1986, que demonstrou que as bactérias
tém a capacidade de penetrar em alguns “gaps” originados da contragdo de
polimerizacao inerente a fotopolimerizacdo das resinas compostas, podendo gerar
sensibilidade pos- operatoria, e se manterem por muito tempo, podendo acarretar em
recidivas de carie. Portanto, a pratica conservadora envolvendo condicionamento dos
tecidos, aplicacdo de sistema adesivo e restauracdo utilizando resina composta,
trouxe novos desafios para a aplicabilidade clinica e a longevidade das restauracdes
realizadas tem se demonstrado um fator extremamente relevante para a pratica clinica
atual.

Buscando a manutencdo desse equilibrio, diversos pesquisadores passaram a
explorar 0os parametros necessarios para garantir o sucesso restaurador dos
tratamentos, tanto em relacdo as caracteristicas mecéanicas quanto bioldgicas
(Perdigao et al., 2003; Hashimoto et al., 2000; Sano et al., 1999; Pucci et al., 2018).
ApoOs o condicionamento acido, fibrilas coldgenas passam a ficar expostas no
substrato dentinario, sendo, posteriormente, envolvidas pelos monémeros presentes
no sistema adesivo. Porém, caso essa unido ndo ocorra de maneira efetiva,
metaloproteinases (MMPs) capazes de degradar colageno, atuam nessas fibras,
resultando na deterioracdo da camada hibrida ao longo do tempo (Osorio et al., 2011,
Frassetto et al., 2016; Tay et al., 2006).

Observando essas limitagdes nas praticas clinicas e visando minimizar os possiveis

efeitos deletérios causados pela degradacao dessa interface, estudiosos passaram a
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buscar métodos eficazes de potencializacdo da acdo antimicrobiana e inibicdo de
MMPs, como Gou e colaboradores, em 2018, que realizaram estudos envolvendo
amoOnia quaternaria para verificar a possibilidade de aumento da qualidade e
longevidade das restauracbes através da sua aplicagdo durante o protocolo
restaurador. Os resultados obtidos demonstraram que a aplicacdo desta substancia
nao causou diminuicdo na resisténcia de uniéo.

Substéancias com capacidade desinfetante e antiproteoliticas tém se mostrado
extremamente benéficas para a prevencao de novas lesGes de céarie e preservacao
da camada hibrida. Pesquisadores realizaram testes de desinfec¢do cavitéria
utilizando a Clorexidina, e observou-se que ndo houve diminuicdo na resisténcia de
unido. Porém, a substancia em si apresenta algumas limitac6es, como a coloracéo
escurecida e o sabor desagradavel, além de sua instabilidade ao longo do tempo,
interferindo na longevidade das restauracdes (Carrilho et al., 2009). Em 2022, Lopes
e colaboradores realizaram um estudo onde incorporaram a Nisina pura em um
sistema adesivo, obtendo excelentes resultados em relacdo a resisténcia de unido e
atividade antimicrobiana.

A Nisina é um peptideo amplamente utilizado na indastria alimenticia, devido a
sua caracteristica antibacteriana. Isso ocorre devido a formacdo de poros
transmembrana aquosos nas membranas citoplasmaticas das bactérias presentes no
local, que acarreta na despolarizacao dessas membranas, levando a bactéria a iniciar
um processo de lise e,consequentemente, a morte, como explicado por Buchaman
GW em 1988. Além disso, existem trabalhos na literatura que comprovam a atividade
de espectro e a baixa citotoxicidade da Nisina (Shin et al., 2015) assim como estudos
em que observaram a atuacdo da Nisina incorporada ao adesivo possui capacidade
antibacteriana frente ao Streptococcus mutans sem causar diminui¢cdo na resisténcia
de unido, principalmente em baixas concentracdes, como 05% e 1% (Lopes, 2022).
Em relagcdo a acdo das metaloproteinases, existe apenas o trabalho de Shin et al.
(2016) que comprovou a supressao de processo metastatico sobre MPP2 e MPP9,
mas ainda néo tinham sido realizados estudos sobre a a¢ao da Nisina diretamente na
interface adesiva dente-restauracgao.

Diante do exposto, utilizando como justificativa as caracteristicas de amplo
espectro de acao e baixa toxicidade da substancia em questdo, como também o fato
de ser uma substdncia amplamente utilizada na inddstria alimenticia,

comprovadamente segura para ser utilizada por seres humanos em concentracdes
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pré-estipuladas, o presente trabalho desenvolveu solugbes aquosas contendo
diferentes concentragBes do peptidio antibacteriano (Nisina pura). Em suma, essas
solucbes com diferentes concentracbes de Nisina foram utilizadas como uma
alternativa no que diz respeito a desinfeccdo das cavidades dentinérias preparadas e
a atuacdo na inibicdo da acdo das metaloproteinases. Adicionalmente, diante da
contextualizacdo apresentada torna-se importante a avaliacdo da capacidade
desinfetante das solugdes em relagéo ao Streptococcus mutans, a interferéncia dessa
aplicacdo na resisténcia de unido longitudinal e a penetrabilidade das solu¢des no

substrato dentinario.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Essa revisdo néo pretende esgotar o assunto, mas dar embasamento teorico
para a compreensao do desenvolvimento do trabalho. Para facilitar a compreenséo, a
revisao de literatura sera dividida em dois topicos principais: Desinfec¢cao cavitaria e

Nisina.

2.1 Desinfeccéao cavitaria

A doenca cérie se propaga através de lesdes dentarias, onde a presenca de
bactérias causa a desmineralizacdo do tecido dentario. Em alguns casos, essa
desmineralizacdo pode ser revertida através de procedimentos conservadores, como
aplicacdo de fluoretos. Porém, existem lesdes onde a atuacdo invasiva do
cirurgidodentista se mostra necesséria, quando existe comprometimento de tecido
dental sem possibilidade de remineralizacdo ou presenca de cavitacao, por exemplo,
como descrito por Silva e colaboradores em 2017. Para isso, o dentista deve eliminar
o tecido cariado, condicionar o substrato para que seja capaz de receber o sistema
adesivo de maneira eficiente e, por fim, confeccionar uma restauracdo das estruturas
gue foram perdidas no processo.

Durante a confeccdo do preparo, fragmentos de esmalte e dentina, além de
bactérias decorrentes da lesdo, podem formar uma “lama dentinaria” denominada de
smear layer, que contém tanto material organico quanto inorganico (Eik, 1970).
Cameron (1984) demonstrou as partes constituintes da smear layer, onde encontrou,
além de particulas dentarias, também particulas de matriz de colageno, saliva,
sangue e bactérias.

Além disso, Brannstrom (1984) diferenciou camadas presentes na lama dentinaria,
determinando que a mais externa seria denominada “smear on”, localizada sobre a
superficie dentinéria, e a mais interna, “smear in”, que é composta por particulas
menores que podem se infiltrar no interior dos tubulos dentinarios, formando o “smear
plug”. A presenca dessa lama dentinaria tem demonstrado fatores positivos, como a
protecdo natural do complexo dentino-pulpar, mas também negativos, como a

diminuicdo da forca de unido entre resina e dentina, além da permanéncia dessas
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bactérias no interior dos tubulos, com a possibilidade de causar toxicidade local em
circunstancias especificas (Bower, 2002). Essas limitacdes trouxeram a necessidade
de se desenvolver um protocolo clinico que se utilizasse de materiais com acidos mais
fracos em sua composicdo, em comparagdo com o acido fosférico empregado nos
sistemas adesivos convencionais, limitando o condicionamento da superficie de
maneira planejada e estratégica, especialmente no substrato dentinario. Além disso,
pesquisadores defendem que a manutengéo dessa camada de particulas no substrato
dental pode abrigar microorganismos com capacidade de produzirem substratos
bacterianos nocivos a saude dental, podendo promover a reinstalacdo de lesdes de
carie e inflamacdo pulpar (Pashley,1984). Em suma, ainda nédo foi esgotado o
completo entendimento da relevancia desta camada para a longevidade dos
tratamentos restauradores, de modo que sua remocao pode causar tanto beneficios
quanto maleficios a curto, médio e longo prazo.

Sabe-se que o Streptococcus mutans é um dos principais fatores etiolégicos
para a evolucao de lesdes de céarie (Edwardsson, 1986). Portanto, torna-se de extrema
relevancia atuar de maneira a limitar seu desenvolvimento em meio bucal. Bactérias
presentes na propagacdo da lesdo de carie ativa que possivelmente ndo forem
totalmente removidas pelo preparo cavitario e tratamentos de superficie podem se
manter alojadas no interior dos tubulos dentinarios por muito tempo apés finalizado o
tratamento. Por exemplo, Besic (1943) observou que alguns microorganismos, em
especial o Streptococcus, permaneciam no interior da cavidade em um periodo de 12
meses. Ja em 1985, Anderson, Loesche e Charbeneau, puderam verificar que entre
15 e 40% das lesdes de carie tratadas continham bactérias no interior de seus tdbulos
dentinarios.

Apbs esse momento, diversos pesquisadores passaram a estudar possiveis
agentes de desinfeccdo dessa cavidade, o que fez com que Nagem Filho definisse em
1985 duas categorias de agentes de limpeza: os agentes condicionantes (que causam
desmineralizagdo do tecido através de ataque &acido) e os ndo condicionantes (que
sdo antimicrobianos e alcalinizantes). Com isso, surgiram 0s sistemas adesivos
autocondicionantes, que permitem contato intimo com a “lama dentinaria”, sem agredir
diretamente a dentina, garantindo a manutencdo de sua integridade e umidade
(Giannini et al., 2015; Cardoso et al., 2019; Ozer et al., 2013). Portanto, uma solucéo
de limpeza “ideal” deve ser capaz de se relacionar intimamente com a “smear layer”

de maneira favoravel ao preparo e a futura restauracéo, sem agredir a polpa e os
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tecidos adjacentes ao dente. Além disso, também deve facilitar a eliminacdo de
microrganismos patogénicos que, por ventura, possam ainda estar alojados nas
paredes cavitarias, com potencial de interferir negativamente na longevidade do
tratamento. Neste trabalho, a partir de estudos onde foi relatada uma maior forca de
unido em dentes restaurados com sistemas adesivos convencionais em comparacao
a autocondicionantes, quando utiliza-se agentes desinfetantes (Celik et al., 2010; De
Campos et al., 2009; Ercan et al., 2009) durante a execug¢do da técnica, optamos por
avaliar a presenca da Nisina em um protocolo utilizando sistema adesivo
convencional, onde utiliza-se da dentina previamente condicionada para fazer
aplicacao do peptidio de forma ativa, garantindo, assim, a eliminacdo do smear layer
previamente ao contato com a solucdo estudada e a posterior penetragcdo da mesma
no tecido dentinario.

Em 1955, Buonocore desenvolveu um método capaz de limpar, condicionar e
aumentar a adesdo das resinas restauradoras a superficie do esmalte, através da
aplicacao do acido fosférico. A partir deste momento, foi observada a necessidade de
buscar por substancias capazes ndo somente de desinfectar os tecidos dentarios mas
também potencializar a adesado entre dentina e material restaurador, tendo em vista
todas as limitacbes decorrentes do condicionamento acido deste tecido,
diferentemente da aplicacdo em esmalte.

A partir da constatacédo da necessidade de tratar, limpar e condicionar a dentina,
diversas pesquisas empregando substancias desinfectantes apds o condicionament
oacido foram realizadas (Francischone, 1984). Como exemplo de substancia
desinfetante ndo condicionante (com capacidade alcalinizante), semelhante a Nisina,
podemos citar os estudos sobre o Digluconato de Clorexidina. Diversos pesquisadores
realizaram estudos envolvendo a aplicacdo de Clorexidina previamente ao sistema
adesivo, entre eles Machado em 2002, Piva, Martos e Demarco em 1999, Costa em
1999 e Gomes em 1998,0btendo resultados favoraveis a utilizacdo da Clorexidina em
relacdo a diminuicdo da microinfiltracdo, sem interferir na resisténcia de unido.

Além da Clorexidina, existem diversos produtos no mercado atual que podem
ser utilizados para realizacdo da limpeza cavitaria, cuja acdo e indicacao variam de
acordo com a indicacéo de cada caso, por exemplo: diglocunato de clorexidina a 2%,
(Cav Clean, Consapsis, Cavity Cleanser), peréxido de hidrogénio a 3% ou 10 volumes,
solucdo de hidréxido de calcio (dgua de cal),detergentes (Tergensol, Tergidrox) e

solucdes fluoretadas (Vitashield, Tubulicid). Porém, cada um desses produtos possui
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suas indicacdes e limitacdes, o que torna o assunto referente a desinfeccao cavitaria
ainda ndo esgotado. Por exemplo, em alguns estudos foram observados efeitos
adversos em relacdo a utilizacdo de digluconato de clorexidina, como manchamento
dos dentes e alteracdo de paladar a longo prazo, principalmente quando utilizado em
forma de enxaguante bucal por periodo prolongado (Flotra, 1973) além de reacdes
causadas por contato direto com a mucosa bucal e os tecidos adjacentes,como
dermatite, gengivite descamativa e reacdes alérgicas (Mohammadi, 2009; Chang,
2010).

Nesse sentido, a Nisina possui diversas caracteristicas em comum com as
substancias ja relatadas, mas ainda alguns beneficios que tornam interessante o
aprofundamento de pesquisas, como suas caracteristicas inodora e insipida, além de
seu vasto historico de utilizacdo na industria alimenticia, demonstrando a seguranca
em sua ingestao e/ou contato em concentragdes adequadas.

Além dos fatores relacionados a presenca de bactérias potencialmente nocivas
nas cavidades preparadas, outro fator que pode levar ao insucesso do tratamento
restaurador € a degradacéo das fibras colagenas presentes na camada hibrida (Lobo,
2013). Durante o condicionamento acido, ocorrem processos diferentes nos tecidos
dentinarios. Devido a aplicacdo de um acido forte em esmalte (um tecido mais
inorganico e homogéneo), ocorre uma penetracdo mais profunda dos mondémeros
resinosos, originando os tags resinosos. Porém, em dentina, a unido adesiva ocorre
através da formacdo da camada hibrida. O &cido, geralmente fosférico, expde as
fibrilas colagenas durante a desmineralizacéo do tecido.

Portanto, para que a camada hibrida ocorra de maneira efetiva, os monémeros
resinosos presentes nos adesivos que serdo aplicados posteriormente ao
condicionamento, devem ser capazes de envolver as fibrilas expostas. Caso estas
fibrilaspermanecam expostas no interior da interface, estardo mais susceptiveis a
degradacéao através de metaloproteinases de matriz extracelular (MMPS) presentesna
dentina (Navarro, 2006; Hashimoto, 2000; Carrilho, 2012).

Metaloproteinases (MMPs) sdo enzimas (endopeptidases) capazes de degradar
colageno que estdo presentes na dentina de forma latente. Elas podem se ativar a
partir da diminuigcéo do ph local (ph = 4,5) e tornarem-se funcionais, seja pela presencga
de acidos advindos de processos cariosos ou de condicionamento intencional do
tecido seja por acidos em sistemas adesivos convencionais ou autoconcionantes

(Santana, 2017; Li et al., 2015). A partir desta ativacdo, as MMPs podem iniciar a
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degradacéao das fibrilas colagenas que tenham sido expostas pelo condicionamento
acido, mas néo foram envolvidas pelos mondmeros resinosos presentes nos adesivos
(Pashley et al.,, 2010). Esta degradacdo acarretara na formacdo da poros
nanométricos na interface adesiva, causando a deterioracdo da camada hibrida e,
consequentemente, perda de retencéo, possibilidade de infiltracdes, desenvolvimento
de novas lesdes de cérie e hipersensibilidade, culminando no insucesso do tratamento
restaurador (Li et al., 2015). Portanto, visando a diminuicdo da degradacdo da
interface adesiva através da acdo das MMPs, seria interessante que 0s sistemas
adesivos pudessem envolver todas as fibrilas expostas pelo condicionamento ou que
estas enzimasfossem inibidas nas areas desmineralizadas (Liu et al., 2011). A Nisina,
assim como a clorexidina, possui capacidade de inibicdo destas metaloproteinases e,
portanto, é capaz de reduzir a velocidade da degradacdo da camada hibrida,
proporcionando, dessa forma, manutencéo da resisténcia da adesédo a longo prazo
(Tay, 2006; Carrilho, 2012; Buchman, 1988). Em suma, torna-se de extrema
relevancia o estudo de novas substancias desinfetantes para serem utilizadas no
interior das cavidades preparadas, garantindo a assepsia efetiva e 0 sucesso do
tratamento restaurador de maneira conservadora. Portanto, para atingirmos a
exceléncia no desenvolvimento dessas substancias é essencial ter em mente que a
solucéo deve possuir caracteristicas inofensivas para todos os tecidos bucais, desde
os tecidos duros, como esmalte e dentina, e tecidos moles, como gengiva e lingua,
além de nédo causar agressoes ao tecido pulpar ou alteracfes estéticas/sensoriais ao
paciente e, principalmente, demonstrar potencial significativo de desinfec¢do e néo
interferir na resisténcia de unido. A Nisina tem demonstrado um potencial muito
interessante no que diz respeito a desinfec¢do das cavidades, além de possuir essas
caracteristicas necessarias ja citadas e ter atuacdo sobre metaloproteinases. Além
disso, a Nisina também apresenta menores efeitos adversos, podendo vir a ser uma
substancia ainda mais aplicavel na rotina clinica, o que justifica a relevancia deste

trabalho.
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2.2 Nisina

A Nisina € uma bacteriocina naturalmente produzida em varios alimentos
fermentadosdevido a presenca de bactérias lacteas, como Lactococcus lactis, e
possui capacidade de inibir ou retardar o crescimento de outras bactérias. Consumida
na dieta humana h& anos, o FDA (Food and Drug Administration) concedeu-a o titulo
de GRAS ("Generally Recognized As Safe”), em 1988, devido a sua baixa toxicidade
e alta eficiéncia na conservacao de alimentos. ApoOs diversos testes toxicoldgicos e de
resisténcia cruzada, foiconsiderada um aditivo seguro para o consumo humano,
devido a sua digestao através daenzima a- quimotripsina (Cleveland et al., 2001),
apesar de ndo haver consenso em relacdo a quantidade de ingestédo diaria aceitavel.
Enguanto Cleveland e colaboradores sugerem 2,9mg/dia por pessoa, Moreno et al.
defendem em torno de 58mg/dia/pessoa (Cleveland et al.,2001; Moreno et al., 1999).

A solubilidade, a estabilidade e a atividade biolégica da Nisina sé&o
diretamentedependentes das alteracdes de pH, temperatura e substrato, porém se
demonstra estavelem tratamentos térmicos, de alta presséo e exposicdo a ambientes
acidos, enquanto a presenca de fosfato e concentracdo de proteinas no solvente
interfere na solubilidade da molécula (Bower et al., 2002; Brandao , 2001).

Peptideo amplamente utilizado na industria alimenticia, varios estudos tem
demonstrado caracteristicas extremamente interessantes que justificam sua aplicacéo
na odontologia. Dentre elas, esta a capacidade inibitoria em relacdo a diversas
bactérias, como Lactococcus lactis, Listeria spp, Micobacterium spp e Streptococcus
mutans, este Ultimo comumente encontrado em cavidades cariadas, além de se
demonstrar inodora, insipida e inofensiva para os tecidos bucais (Buchaman et al.,
1988).

O mecanismo de acdo desta bacteriocina estd relacionado a capacidade de
aumentar a permeabilidade das membranas citoplasmaticas, além de inibir
biossintese de DNA, RNA, proteinas e polissacarideos que culminam com a morte
celular (Cleveland et al., 2001). Especificamente em relagdo as bactérias gram-
positivas, a Nisina demonstra uma agéao inibitoria realizada em duas etapas (Moreno
et al., 1999). Durante a primeira etapa, ocorre um processo reversivel de adsorgéo
naoespecifica sobre a parede celular. J4 na segunda etapa, a Nisina modifica sua
sensibilidade em relacdo as proteases e passa a ser atraida pelos fosfolipideos e

lisossomos da membrana da célula-alvo, produzindo poros de 0,2 até 1,0mm de
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didametro, além de causar despolarizacdo da membrana, permitindo um efluxo de ions
essenciais, como K, aminoacidos e ATP, desorganizando a célula e culminando com
sua lise celular. Além disso, a Nisina possui capacidade bacteriostatica em relacéo
aos esporos das bactérias gram-positivas. A partir da ligagdo dos grupos Dha e Dhb
com grupos sulfidril vitais localizados nas membranas de esporos recém- germinados,
inibindo a formacdo de novos esporos (Moreno et al., 1999). Ja em bactérias
gramnegativas, a efetividade da Nisina foi comprovada quando associada a acido
latico (Cleveland et al., 2001).

Em 2008, Le Lay e colaboradores, optaram por avaliar especificamente a eficacia
da Nisina em relacédo a Candida albicans. Tendo isso em mente, cultivaram o fungo
na presenga do peptideo, em diferentes concentragdes (1000, 500 e 100 pg mi-1). Os
pesquisadores observaram através de microscopia optica a transicdo da levedura da
formade blastoporo para a forma hifal, além de analises de microscopia eletrénica de
varredurae de transmisséo. Os resultados obtidos demostram que a Nisina foi capaz
de inibir o crescimento de C. albicans em concentragdes a partir de 500 ug mi-1, em
uma relacao intimamente dependente do tempo e da dose aplicados. Além disso, a
Nisina também foicapaz de inibir significativamente a transformacéo de C. albicans de
blastoporo para a forma hifal. Portanto, determinaram que a Nisina possui também
potencial antifingico.

Em 2011, Pepperney e Chikindas realizaram um estudo onde avaliaram o
potencial de peptideos antibacterianos em relagdo a prevencado de céarie e sugeriram
candidatos a estudos posteriores e mais aprofundados, além de discutir
consideracdes praticas para o seu desenvolvimento em tratamentos envolvendo a
cavidade bucal. A Nisina demonstrou potencial antibacteriano e relevancia para novas
pesquisas. Concluiram que, se os tratamentos com peptideos antibacterianos forem
realizados concomitantemente a higiene oral satisfatoria e cuidados profissionais
frequentes, observa-se resultados satisfatorios tanto no tratamento quanto na
prevencao da carie dentéria.

Heunis e colaboradores, em 2013, optaram por avaliar a capacidade da Nisina
em relacao a infec¢gOes cutaneas causadas por Staphylococcus aureus. Para isso, 0s
pesquisadores desenvolveram um curativo antimicrobiano feito a partir de nanofibras
de Nisina, gerado por eletrofiagéo (Nisaplin) em uma mistura de poli (0xido de etileno)
e poli (D, L-lactideo) (50:50). Estes curativos reduziram significativamente S. aureus

in vivo e numeros de células viaveis em um modelo de infec¢cdo cutanea excisional,
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assim como foram capazes de estimular o fechamento de feridas excisionais, sem
nenhuma observacédo de feito adverso. Em suma, o resultado que os pesquisadores
obtiveram demonstrou que o curativo de nanofibra contendo Nisina para feridas tém o
potencial de tratar infeccbes de pele por S. aureus e potencialmente acelerar a
cicatrizacdo de feridas excisionais. Em 2014, Tong e colaboradores realizaram um
estudo comparativo das propriedades antibacterianas do fluoreto de sédio e da
clorexidina, com a Nisina. Em relacdo ao fluoreto,ambas as drogas apresentaram
efeito sinérgico sobre o patdgeno cariogénico Streptococcus mutans. JA comparada a
clorexidina, ambas demonstraram ampla gama de atividade antibacteriana sobre
bactérias gram-positivas e capacidades de alteracdo das membranas celulares das
bactérias em questdo relativamente semelhantes. Porém, em relacdo aos efeitos
adversos, a Nisina se mostrou superior. O uso recorrente de clorexidina pode causar
manchamento de lingua e dentes e hiperssensibilidade dentaria, enquanto a Nisina
nao demonstrou potencial para ambos os efeitos, devido as suas caracteristicas
inodora, insipida e baixa toxicidade aos tecidos bucais.

Em 2015, Shin e colaboradores realizaram uma pesquisa onde buscavam
avaliar os reais efeitos da aplicacdo da Nisina em diferentes bactérias presentes na
cavidade oral humana, além de analisar seu potencial de toxicidade. Para isso,
inocularam esse peptidio com saliva humana e mantiveram sob incubacdo por 22
horas a 37° C. Como resultado, puderam observar que a Nisina foi capaz de inibir o
crescimento bacteriano oral, além de diminuir a proliferacdo de mdiltiplas espécies
presentes no biofilme, reduzindo sua massa e espessura.

Nos ultimos anos, as bacteriocinas vem sendo alvo de grande interesse
cientifico, inclusive com o registro de novas patentes (Siragusa et al., 1999). Sabe- se
gue as potencialidades da Nisina sdo interessantes tanto em relacdo a inibicao e
controle de crescimento de microorganismos, quanto na inibicdo de MMPs que
degradam as fibrilas colagenas presentes na interface adesiva. Além disso, a
utilizacdo da Nisina pretende minimizar os efeitos adversos presentes em outras
solugdes desinfectantes atualmente utilizadas. Portanto, sua aplicacao na odontologia
tende a se demonstrar promissora no que diz respeito a eliminacdo de bactérias
potencialmente nocivas aos tratamentos restauradores e diminuicdo da degradacéao
de colageno presente na interface adesiva, ampliando sua longevidade e eficiéncia,
diminuindo, assim, a necessidade de trocas de restauracdes por céries recidivas ou

degradacéao da camada hibrida.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo geral

Avaliacdo da desinfeccao cavitaria causada pela aplicagdo de solugBes contendo
diferentes concentracdes de Nisina pura previamente a aplicacdo do sistema adesivo

e apos a utilizacdo do condicionamento acido.

3.2 Objetivos especificos

a) Analisar as alteracfes na resisténcia de unido causadas pela aplicacdo das
solugdes de Nisina pura em diferentes concentracdes em espécimes envelhecidos
e ndo envelhecidos por meio de teste de microtracao.

b) Avaliar a capacidade antibacteriana das solu¢cdes de Nisina frente ao
Streptococcus mutans por meio da formagé&o de halo de inibigdo no teste dedifuséo
em Agar.

c) Avaliar a penetrabilidade das diferentes solugdes contendo Nisina no tecido

dentinario.

d) Avaliar a atividade gelatinolitica através da zimografia in situ para observar a acao

da Nisina em relacdo a inibicdo das metaloproteinases.

3.3 Hipo6teses nulas

As hipoteses nulas testadas foram:

HO1 - A solucdo de Nisina em diferentes concentracbes aplicada previamente ao

sistema adesivo ndo interfere na resisténcia de unido longitudinalmente

HO2 — A solugdo de Nisina em diferentes concentragbes n&o possui agéo
antimicrobiana frente ao Streptococcus mutans

HO3 — As diferentes concentra¢des de Nisina n&o interferem na penetrabilidade no

substrato dentinéario.
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HO4 — A solucdo de Nisina em diferentes concentracdes nédo interfere na acao das

metaloproteinases da camada hibrida
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4 CALCULO AMOSTRAL

Os dados foram obtidos através de estudo bibliografico da literatura disponivel
atualmente. Foi utilizado o programa G*Power 3.1 (DriverPack solution) disponivel na
internet, para fazer o calculo amostral onde foram obtidos os efeitos de F de 1,25; a
de 0,05 e o B de 0,8 e 0 numero de grupos 2. O valor critico de F foi de 5,98 e o total
do numero de exemplares foi de 9 e o poder de 0,84. Dessa forma como o nimero
total de exemplares foi de 10 pelo calculo (ampliando um espécime por grupo
considerando possivel perda), se justifica o nimero de exemplares que sera utilizado
por subgrupo no presente estudo (n=10), considerando a primeira divisdo em dois

grandes grupos e divisdes posteriores em subgrupos contendo 10 elementos.
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5 MATERIAL E METODO

5.1 Comité de ética

Esta pesquisa foi submetida ao Comité de ética e Pesquisa do Instituto
de Ciéncia e Tecnologia de Sao José dos Campos — UNESP, através da
Plataforma Brasil do Ministérioda Saude, CAAE: 58831821.6.0000.0077
conforme Anexo A, B e C.

5.2 Delineamento experimental

5.2.1 Unidades experimentais

Espécimes de dentina obtidos de molares humanos higidos e recém extraidos.

5.2.2 Fatores de estudo

Solucéo de Nisina em 4 diferentes concentracdes + controle Single Bond e

controle Positivo (Clorexidina — Riohex Gard 0,12%, Rioquimica):

« Controle (Single Bond 2 — sem aplicacédo da solucédo contendo Nisina - SB)

» Controle Positivo (Digluconato de Clorexidina 0,12% - CP)
* Nisina 0,5% - NO5
* Nisina 1,0% - N1

 Nisina 1,5% - N1,5

5.3 Variavel de resposta

a) Resisténcia de unido através da microtragdo (Mpa)

b) Atividade antibacteriana através de halo de inbicdo
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c) Penetrabilidade da solucéo através da contagem de pixels vermelhos utilizando

o0 programa ImageJ

d) Atividade gelatinolitica através da contagem de pixels verdes analisadas no

programa imageJ em obtidas na zimografia in situ

5.4 Materiais utilizados

Quadro 1 - Materiais utilizados, marca comercial, fabricante e composi¢ao

Material Marca_ Fabricante Composicao
Comercial
i Bisco Inc., i
Acido Etch-37% Schaumburg, Acido fosférico 37%
fosforico IL, USA
Bis-GMA, HEMA,
3M ESPE, dimetacrilato, 4gua, etanol,
Sistema Single Bond 2 St. fotoiniciador, nanoparticulas
Adesivo Paul, MN, de silica, copolimero
EUA funcional de metacrilato de
acidos poliacrilico e
polialcendico
3M ESPE,
Resina Filtek-Z 350XT St. Bis-GMA, UDMA, TEGDMA,
Composta Paul, MN, Bis-EMA, zirconia/
USA particulas de silica.
Nisina Pure Nisin Handgry, Nisina pura.
pura Belgium

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.5 Selecdo das amostras

Os espécimes foram obtidos de 100 molares humanos extraidos e doados por

consentimento livre e esclarecido dos pacientes, para teste de microtracao, divididos

em dois grandes grupos (I e C) contendo 50 espécimes cada, e subdivididos (SB, CP,

NO5, N1 e N1,5) com 10 espécimes por grupo. Além disso, espécimes adicionais foram
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obtidos para andlise de teste de penetrabilidade (12 dentes divididos em 4 grupos,
sendo eles CP, NO5, N1 e N1,5, cada grupo contendo 3 espécimes) e zimografia in
situ (15 dentes divididos em 5 grupos SB, CP, NO5, N1 e N1,5, cada grupo contendo
3 espécimes). Os dentes precisavam estar higidos e livres de alteragbes em esmalte
e dentina e foram armazenados em agua destilada a 4° C até o momento do uso.

5.5.1 Preparo das amostras

Os dentes foram armazenados em agua destilada a temperatura de 4°C até o
momento da sua utilizacdo, e entdo fixados a uma base de resina acrilica com seu
longo eixo paralelo a superficie através de cera pegajosa. Entéo, para a remocao
do esmalte oclusal e consequente exposicao do tecido dentinario, com o auxilio de
uma cortadeira de precisdo sob constante refrigeracéo (Labcut, Extec, Enfield, CT,
EUA) os espécimes foram seccionados a aproximadamente 4 milimetros acima da
juncdo amelo-cementaria.
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Figura 2 — Preparo das amostras

Legenda: a) resina acrilica autopolimerizavel; b) representacéo do preparo da resina acrilica
autopolimerizavel; ¢) molde de silicone; d) representacdo do preenchimento do molde com a resina
acrilica; e) fixagéo 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)
representacao do corte paraleloaproximadamente 4 mm acima da jungdo amelo-cementaria para
expor a dentina. Fonte: Elaborada pelo autor.

A dentina exposta foi polida em uma politriz (Pantec Polipan 2, Panambra, S&o Paulo,
SP, BR) com lixa d’agua de granulagdo P600 (Fepa-P, Panambra, Sdo Paulo,
SP,Brasil) e o tecido pulpar removido cuidadosamente com curetas, evitando
possiveis danos a superficie da pré-dentina. Portanto, espécimes contendo espessura

minima de 2 milimetros foram obtidos e divididos em grupos de acordo com as suas
variagoes.
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Figura 3 - Finalizag&o do preparo das amostras

——

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

5.6 Divisdo dos grupos experimentais

Para a realizacdo dos procedimentos restauradores, os dentes foraminicialmente

divididos em dois grandes grupos, sendo eles:

* |: Corte imediato
+ C: Ciclagem termomecanica

Entdo, estes grupos foram subdivididos de acordo com a concentracdo da

solucdo a ser aplicada:

« SB — Sem aplicagdo da solugdo contendo Nisina (somente protocolo
restaurador padréo utilizando adesivo Single Bond Convencional).

« CP — Sem aplicacdo da solucdo contendo Nisina e com aplicacdode
Digluconato de Clorexidina 0,12%

* NOS5 - aplicacao de solugéo de Nisina 0,5%

* N1 - aplicacao de solucéo de Nisina 1%

* N1,5 - aplicacao de solugéo de Nisina 1,5%
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As concentracfes utilizadas foram definidas com base em estudos prévios
presentes na literatura. Durante a execucao do projeto piloto, foram utilizadas
concentracdes de 1%, 3% e 5%, assim como o protocolo estipulado por Su et al., em
2018, foi observada relevada acdo antimicrobiana porém com diminuicdo da
adesividade. Durante os testes iniciais, foi observada diminuicdo significativa da
resisténcia de unido e aumento do desvio padrdo em elevadas concentracdes,
justificando a eliminacéo dos grupos 3% e 5% e sua substituicdo pelos grupos 0,5% e
1,5%. Além disso, espécimes adicionais foram obtidos para a realizacao dos testes de
penetrabilidade e zimografia in situ.

Figura 4 — Divisédo dos grupos — Teste de microtracao
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 5- Divisao dos grupos - Teste de pentrabilidade e Zimografia in situ
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.7 Confeccéo das solucbes

A Nisina pura (Ci43H230N42037S7) (Handary, Belgium) é um peptido
antibacteriano amplamente utilizado na induUstria alimenticia e, atualmente,
encontramos sua comercializacdo em um p6 que se demonstra sollvel em etanol ou
agua, portanto, foi dissolvida em diferentes concentracfes (0,5%, 1% e 1,5% - peso)
em agua. As particulas de Nisina pura (Handary, Belgium) foram minuciosamente
pesadas com o auxilio de uma balanca de precisdo (Mettler, Toledo, Suica). Estas,
entdo, foram misturadas a 4gua destilada, sempreapoiadas em vibrador (Maxi Mix Il
VortexMixer, Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, Alemanha) para garantir a
incorporacdo completa da substancia. Ap6s o preparo, as solucdes foram
armazenadas em frascos a temperatura ambiente. No momento do uso, as particulas

foram levadas para agitacdo novamente.

Figura 6 - Desenvolvimento das solugdes

Legenda: a) balanca 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.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.8 Aplicacao de solucao e técnica restauradora

Em todos os dentes, a dentina foi condicionada com gel de acido fosférico com
concentracdo de 37%. Em seguida, lavada por 15 segundos e o0 excesso de agua
removido com papel absorvente. A aplicacdo da solucdo contendo diferentes
concentragdes de Nisina foi realizada de acordo com o respectivo grupo, de maneira
ativa e durante 30 segundos, seguido de remocao do excesso com papel absorvente,
com excec¢do dos grupos SB em que a aplicacdo do adesivo foi imediatamente apods
o condicionamento acido e no grupo CP em que foi aplicada a solugéo de clorexidina
apos o condicionamento acido por 30 segundos, sem aplicacdo da solu¢édo contendo
Nisina.

Entdo, foi realizada a aplicacdo do sistema adesivo Single Bond Convencional em
todos os grupos ativamente por 20 segundos, seguido de secagem com jato de ar leve
por 5 segundos e fotopolimerizacdo com aparelho fotopolimerizador de LED com
comprimento de onda entre 440nm e 480nm e densidade de poténcia de 1200
mW/cm?2 (Radii-cal, SDI, Victoria, Australia), emitindo luz azul, por 10segundos. Apés
a aplicacdo do sistema adesivo, foram adicionados 3 incrementos de 1,5 mm de
espessura de resina composta Filtek 2250, fotoativados por 20 segundos a uma

distancia padronizada, utilizando mesmo aparelho fotopolimerizador.
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Figura 7 - Aplicacédo da solucéo e técnica restauradora

Legenda: a) espécime previamente polido; b) condicionamento acido (lavagem e secagem); c)
aplicacdo dasolugéo contendo Nisina pura (evaporacao da 4gua destilada com jato de ar); d)
aplicacdo do sistema adesivo (evaporacdo do solvente com jato de ar); e) fotopolimerizagéo; f)
restauracdo finalizada utilizando técnica incremental e resina composta Z350 Filtek.

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.9 Envelhecimento

Os espécimes pertencentes ao grupo Corte Imediato, ndo sofreram
envelhecimento. Ja em relagdo aos espécimes do subgrupo Ciclagem
Termomecéanica, foi necessario submeté-los a desgaste termomecéanico visando
mimetizar o envelhecimento da resina nacavidade oral. Portanto, os espécimes deste
grupo foram submetidos a desgaste termomecanico utilizando a maquina de ciclagem
Termomecénica ER37000 (Erios). As amostras foram submetidas a 120.000 ciclos
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mecanicos e 5.000 ciclos térmicos com banhos em agua por 30 segundos para cada
temperatura (5 +2 C, 37 £+ 2 C e 55 + 2 C). Estes valores foram definidos com base

em testes preconizados na literatura e sdo equivalentesa 6 meses clinicos.

Figura 8 - Maquina de desgaste termomecéanico ER 37000

€ lerios

gaste Termomecanico - ER 37000

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 9- Espécime acoplado no  dispositivo da maquina de ensaios
termomecanicos

Legenda: espécime posicionado no centro do suporte, onde recebe carga mecénica e fluxo de agua
sobrea superficie da restauracéo, mimetizando o envelhecimento bucal.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.10 Teste de resisténcia a microtracao

Para avaliar a resisténcia de unido as tensées de microtracao, foi utilizada uma
maquina de ensaio universal EMIC DL2000 com célula de carga de 10 kg. Esta
maquina possui um terminal de computador acoplado, preparado para a leitura dos
dados transmitidos pelo ensaio mecanico, através de seu programa. Os corpos-de-
prova foram fixados e seccionados com auxilio de cortadora de precisdo Labcut sob
irrigacdo com agua, em prismas de sec¢ao quadrangular, denominados “palitos”, com
dimensbes de aproximadamente 1 mm x 1 mm. Esses palitos foram fixados
individualmente no dispositivo de microtracdo metalico para realizacdo do teste de

microtracdo na maquina de ensaio, a uma velocidade de 0,5 mm/min.

Figura 10 - Teste de microtracao

Legenda: a) amostra fixada sobre resina acrilica; b) corte longitudinal da amostra; c) corte transversal
da amostra; d)paquimetro medindo palito; e) palito colado no dispositivo de metal na maquina de
testes universais; f) palito fraturado.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A resisténcia de unido foi calculada em MPa através da seguinte formula:

o=F/A
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Onde, 0 é a forgca de unidao a microtragao, F € a forca aplicada e A é a area de uniao

entre resina — adesivo — dentina.

No momento da fratura, o teste é interrompido automaticamente e 0s

fragmentos obtidos, definidos através de visualizagdo microscopica, como:

fratura coesiva da resina: a falha ocorreu predominantemente dentro da resina

composta,cerca de 75%;

fratura de dentina coesiva: uma falha ocorreu predominantemente no interior da

estruturadental, cerca de 75%;

fratura adesiva: a falha ocorreu na interface adesivo-estrutura dentaria ou entre o
adesivoe a resina composta, em mais de 75% da area analisada;
fratura mista: ndo houve predominancia maior que 75% de qualquer tipo de falha

dafratura.

Figura 11 - Tipos de fratura

Materia| ' Substrato dental A - Fratura adesiva

B - Fratura mista

Matarial \f Substrato dental
' 4 ’
>-—2 »
s ——— i\ —— 1 C - Fratura coesiva
Material Substrato dental \ em Dentina
» ’
v 4 2
™ =LA B8 = 1 D - Fratura coesiva
Material Substrato dental em Resina

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 12 - Fratura dos palitos

4=mmmm Resina

4 |nterface
e S bstrato

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

5.11 Atividade antibacteriana

O teste para avaliar atividade antibacteriana foi realizado no Instituto de
Pesquisa e Desenvolvimento (P & D), da Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP),
em Sao José dos Campos, sob supervisdo da bidloga Priscila Maria Sarmeiro Correa
Marciano Leite. Utilizando amostras de Streptococcus mutans (ATCC 700610)
cultivados aerobicamente em caldo Brain Heart Infusion (BHI; Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, EUA) recolhidas através de centrifugacdo e lavadas com solucao salina estéril
tamponada com fosfato (PBS) 3 vezes seguidas, foi avaliada a atividade bacteriana
das solu¢cdes com diferentes concentracbes de Nisina, com adicdo de solucbes
aplicadas sobre placas de agar, para observar a formacéo de halo de inibicdo. Apds a
lavagem, as bactérias foram suspensas em BHI e diluidas em uma concentracéo de
1,0x107 unidades formadoras de col6nia (UFC/ML).
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5.11.1 Teste de difusdo em agar

As suspensodes bacterianas (1,0 x 107 UFC / mL; 100 mL) foram colocadas em
placas contendo agar BHI através de uma pipeta e foi feito o espalhamento na placa
comuma alga de Drigalski. Gotas contendo as solu¢des a base Nisina foram injetadas
numa placa de agar inoculada com bactérias e incubados a 37 °C durante 24 h. Depois
deste periodo, foi observada a formacao de halo de inibi¢céo e os resultados analisados
de acordo com o preconizado pelo NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards Institute, 2005), onde a formacao de halo indica que o microorganismo é
sensivel ao agente testado e a ndo formacdo de halo indica que o microorganismo &

resistente ao agente testado. O teste foi realizado em triplicata.

Figura 13 - Teste de difusdo em Agar

Legenda: a) pipetagem das solugdes; b) placas distribuidas de acordo com os respectivos grupos;
c) placas contendo as diferentes solugdes de Nisina + clorexidina
Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.12 Teste de penetrabilidade

Para teste de penetrabilidade foram utilizados 3 dentes paracada grupo. Os
espécimes foram preparados de acordo com a técnica da Zimografia in situ Mazzoni
et al. (2021) para a observacdo em Microscopia Confocal Laser (MCL). Porém, um
grdao de Rodamina B foi aplicado nas solu¢cdes de Nisina e de Digluconato de
Clorexidina. As mesmas foram aplicadas posteriormente ao condicionamento acido e
anteriormente a aplicacdo do adesivo. Entdo, os espécimes foram preparados da
mesmamaneira que a utilizada para o teste de microtracdo. Nenhum espécime deste
grupo sofreu envelhecimento termomecanico. As fatias seccionadas foram coladas em
uma lamina de vidro e desgastadas com lixas 1200 ate 4000 (Fepa-P, Extec, Enfield,
CT, USA), na politriz circular (Ecomet 3 - Buehler USA) visando obter uma espessura
de 0,5 mm. Os espécimes foram avaliados por exame sob um microscopio confocal
multi-féton, ex: 488 nm e em: Ip530 nm (Zeiss, LSM 780, Carl Zeiss, Oberkochen,

Alemanha).

Seccoes opticas de 10 um de espessura foram adquiridas a partir de diferentes planos
focais, e as imagens empilhadas foram analisadas, quantificadas e processadas com
o software ZEN 2010 (Carl Zeiss, Alemanha). Dessa forma foi possivel observar a
penetracdo das diferentes solucdes de Nisina e de Clorexidina por meio da presenca
da Rodamina nos tabulos dentinarios na superficie da dentina.

5.13 Zimografia in situ

Os espécimes também foram preparados para a observacdo em Microscopia
ConfocalLaser (MCL) utilizando a técnica da zymografia “in situ” de acordo com
Mazzoni et al. (2012). Porém, foi aplicado um grdo de Rodamina B no adesivo com a
finalidade de identificar a interface adesiva e facilitar a observagao da atividade
gelatinolitica. A zimografia “in situ” foi realizada com utilizagdo da gelatina conjugada
com Fluoresceina (EnzCheck kit, Sigma Aldrich, EUA) como substrato para MMP
seguindo as instru¢des dofabricante (E-12055, Molecular Probes, Eugene, OR, EUA).

A solucéo de gelatina foi diluida 1:8 com a solucéo tampéao de diluigdo (NaCl 150 mM,
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CaCl2 5 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 8,0), e adicionou-se um agente antidesvanecedor
(Meio de Montagem com DapiH-1200, Vectashield, Vector Laboratories LTD,
Cambridgeshire, Reino Unido). Foi colocada uma quantidade de 50 pl da mistura
fluorescente de gelatina sobre cada espécime e coberta com uma laminula. As
laminas foram protegidas contra a luz e incubadas em camaras umidificadas a 37°C
por 3 h, 24 h e 48 h. Em suma, a hidrdlise dosubstrato de gelatina conjugada com
fluoresceina, indicativa de atividade enzimatica gelatinolitica endégena. As imagens
foram obtidas na microscopia confocal laser onde também foram analisadas e
processadas com o software Zen 2010 (Carls Eiss, Alemanha). Para a zimografia in
situ foram utilizados 3 dentes para cada grupo.

Observou-se uma intensa fluorescéncia na base da camada hibrida (CH) ap6és
24 h de incubacédo, indicando que a gelatina conjugada com fluoresceina foi
hidrolisada nesses locais pelas metaloproteinases (MMPs). As MMPs que estao
presentes digerem a gelatinacom fluoresceina e se tornam verdes, sendo possivel

assim identificar as areas com maiore menor atividade.

5.14 Analise ilustrativa por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para avaliagdo em MEV foram utilizados palitos fraturados no teste de
resisténcia a microtragao, posicionados em “stubs” de aluminio, cobertos com
ouro/paladio (Desk Il — Denton Vaccum) e examinados em microscopio eletrénico de

varredura (JMS 5310 — Jeol) onde foi possivel realizar a andlise do padréo de fratura.
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6 RESULTADOS

6.1 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 unidao (MPa) foram analisados estatisticamente,
sendo avaliados quanto a sua normalidade. Como estes apresentaram distribuicdo
normal, realizouse o teste de analise de variancia (ANOVA) paramétrica dois fatores
e o teste de Tukey, sendo adotado o nivel de significancia de 5% para a tomada de
decisbes. Dessa forma observaram-se diferencas estatisticamente significantes para
o fator Ciclagem Termomecanica, considerando um nivel de significancia de 5%

(Tabela 1).

Tabela 1 - Andlise de variancia (ANOVA) - Resisténcia de unido

Fatores SQ GL QM F P

Grupos 48,27 1 48,27 5,964 0,0016
Interagéo 144,23 4 36,06 4,455 0,0024
Ciclagem 154,98 4 38,75 4,787 0,0015

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

Aplicou-se o teste de Tukey (5%) com a finalidade de observar as diferencas
significativas entre os fatores avaliados. Inicialmente, avaliamos as diferencas entre
os dois grupos | e C buscando identificar as consequéncias do envelhecimento frente

a resisténcia de uniao.



42

Os resultados se encontram na tabela abaixo.

Tabela 2 — Teste de Tukey — Resisténcia de uniédo

Grupos Valores de MPa+Dp

| 26,04+2,114

C 25,24+1,088

Legenda: Analise descritiva para os diferentes grupos em ordem decrescente quanto a resisténcia de
unidao(MPa).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Na Tabela 3 encontram-se os valores de média e desvio padréo referentes a variacédo

dos subgrupos de acordo com as diferentes concentracdes de Nisina aplicadas.

Tabela 3 - Andlise descritiva quanto a resisténcia de unido para os diferentes
subgrupos de acordo com a concentracao de Nisina (Mpa)

Grupos Valores de Mpa
SB 26,69+3,56"8
cP 25,09+3,434

NOS 26,95+3,128
N1 a
25,54+2,24
N1,5

24,44+1,4978

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 4 — Andlise descritiva quanto a resisténcia de unido para os diferentes
subgrupos pertencentes ao grupo | de acordo com a concentracao de Nisina (Mpa)

Grupos Valores de Mpa
SB 29,41+2,168
CP 25,06+1,8178
NO5 29,06+3,268
N1 25,53+3,1478
N1,5 23,58+3,294

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 5 - Andlise descritiva quanto a resisténcia de unido para os diferentes
subgrupos pertencentes ao grupo C de acordo com a concentracao de Nisina (Mpa)

Grupos Valores de Mpa

SB

23,97+3,56*
CP

24,58+3,434
NO5

26,84+3,12/8
N1

25,57+2,2478
N1,5

25,30+1,4978

Fonte: Elaborada pelo autor.

De acordo com os resultados obtidos, a maior média foi observada no grupo I,
com os subgrupos N1,5 =2 CP = N1 = SB = NO5, havendo diferenca estatisticamente
significante entre os subgrupos. Em relagéo ao grupo C, os resultados obtidos foram
SB =CP = N05=N1=N1,5. Portanto, os resultados demonstram que o fator ciclagem
termomecanica causou diminuicao significativa da resisténcia de unido. Além disso, a
concentragdo de Nisina utilizada alterou significativamente os valores de resisténcia,
com o grupo NO5 demonstrando resultados superiores que o SB na média geral, sendo
SB = NO5 no grupo | e NO5 = SB.
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O grafico abaixo apresenta a analise descritiva das médias de resisténcia de unido

(MPa) dos diferentes grupos de maneira interrelacionada.

Grafico 1 - Andlise comparativa da resisténcia de unido em todos os grupos
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Legenda: grafico das médias dos diferentes grupos evidenciando as diferencas obtidas entre os
subgrupos.
Fonte: Elaborada pelo autor.

O gréfico a seguir mostra a porcentagem de tipos de fratura dos palitos ap6s o
teste de microtragéo para cada grupo.
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Grafico 2 - Analise quantitativa dos tipos de fraturas

Tipos de Fraturas
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B Adesiva B Mista B Coesiva em resina 8 Coesiva em dentina

Fonte: elaborada pelo autor.

Observa-se que houve predominancia dos tipos de fraturas adesiva e mista, sobre 0s
tipos coesivas. As imagens obtidas pelo estereomicroscopio 6ptico (Stemi 2000-C,
ZEISS, Oberkochen, Alemanha) da andlise do padréo de fratura dos palitos fraturados
seguem abaixo.

A figura 14 mostra a imagem de um palito fraturado do grupo Controle -
SingleBond em um aumento de 132x, observa-se que houve fatura do tipo mista.

Figura 14 - Imagem de estereomicroscopia de palito com fratura mista pertencente ao
grupo SB

Fonte: Elaborada pelo autor.



46

A figura abaixo mostra a imagem de um palito fraturado do grupo Nisina 1% em
um aumento de 132x onde se observa uma fratura do tipo mista.

Figura 15 - Imagem de estereomicroscopia de palito com fratura mista pertencente ao
grupo N1

~ Adesivo

Fonte:Elaborada pelo autor.

A figura abaixo mostra a imagem de um palito fraturado do grupo Nisina 1,5% em um

aumento de 132x onde se observa uma fratura do tipo mista.

Figura 16 - Imagem de estereomicroscopia de fratura mista de palito pertencente ao
grupo N1,5

Fonte: Elaborada pelo autor
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6.2 Teste de difusdo em Agar

Apoés infeccdo da placa de Agar com a suspensdo bacteriana, posterior
aplicacdo das solugdes contendo diferentes concentragdes de Nisina e incubacgéo,
pode-se observar a formacdo de halo independentemente do aumento da
concentragdo, utilizando uma gota de digluconato de clorexidina para andlise

comparativa, como demonstrado nas imagens a segulir.

Figura 17 - Andlise antibacteriana

Legenda: Formacao de halos de inibicdo de acordo com as diferentes concentra¢des de Nisina (0,5%,
1%e 1,5% + digluconato de clorexidina 0,12%) - placa Unica.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 18 - Andlise antibacteriana em triplicata

Legenda: Formacao de halos de inibicdo de acordo com as diferentes concentracdes de Nisina (0,5%,
1%e 1,5% + digluconato de clorexidina 0,12%) em triplicata.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Pode-se observar nas figuras 17 e 18 a formacao de 4 halos de inibicdo bacteriana
apos incubacdo bacteriana por 24 horas. Foram aplicadas solu¢bes contendo as
diferentes concentragdes de Nisina além de digluconato de clorexidina 0,12% para
comparacao. O teste foi realizado em triplicata. A formacdo de halo de inibicéo
demonstra a capacidade de diminuicéo/inibicdo do crescimento de Streptococcus
mutans devido a acao da solucédo utilizada. Portanto, é possivel observar que com a
aplicacdo de uma solucdo contendo pequenas concentracfes de Nisina, no caso
especificamente 0,5%, ja existe uma inibicdo do crescimento bacteriano no local.
Sendo assim, pode-se observar que a concentracdo de Nisina n&o influencia
diretamente na dimensédo de formacédo do halo de inibicdo, comprovando que o
peptideo possui capacidade antibacteriana frente ao Streptococcus independente da
concentragéo aplicada. Por outro lado, também observou-se 0 mesmo comportamento

para o grupo Clorexidina.
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6.3 Teste de penetrabilidade

Os espécimes preparados foram analisados em microscopia confocal laser afim
de garantir a penetracdo das moléculas de Nisina através do substrato dental, mais
especificamente na dentina, através da presenca da Rodamina. O teste foi realizado
em triplicata. Pode-se observar que a Nisina possui capacidade de penetracdo no

tecido, e que esta tem relacdo com a concentracao aplicada.

Figura 19 - Imagem demonstrativa da penetrabilidade da Nisina no substrato dental
através da observagcdo da Rodamina - grupo CP

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 20 - Imagem demonstrativa da penetrabilidade da Nisina no substrato dental
através da Rodamina - grupo NO5

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 21 - Imagem demonstrativa da penetrabilidade da Nisina no substrato dental
através da observagédo da Rodamina - grupo N1

"" '_“?;?f‘ !i.“.%“

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 22 - Imagem demonstrativa da penetrabilidade da Nisina no substrato dental

através da observacéo da Rodamina - grupo N1,5

P — g Py
TN i K@

Fonte: Elaborada pelo autor.

A partir destas imagens, foi utilizado o programa ImageJ para célculo de pixels

vermelhos (Nisina corada com rodamina) e realizado analise estatistica obtendo-se

resultados quantitativos dessa penetracdo. Os resultados foram submetidos a teste

de variancia (ANOVA), considerando nivel de significAncia 5%. Os resultados obtidos

se encontram na tabela a seguir.

Tabela 6 - Andlise de variancia (ANOVA) - Teste de penetrabilidade

Fatores SQ GL oM F P
Grupos 96807 1 24202 103,660 0,00
Interacéo 1214442 1 1214442 5201,648 0,00

Legenda: (SQ): soma dos quadrados (GL): grau de liberdade; (QM): quadrado médio; (F):razéo; (P):

valor. *p < 0,05
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 7 - Andlise estatistica da penetracédo de Nisina no substrato dental - Teste de
penetrabilidade (Pixels)

Grupos Valores de Mpa em pixels
CP 119,98+12,7A
NO5 124,13+12,47A
N1 176,37+7,048
N1,5 233,50+9,87¢

Legenda: Andlise estatistica dos resultados obtidos a partir da analise das imagens no programa
ImageJ, onde foi calculado a penetragdo de Nisina no substrato dental através da contagem de pixels
corados (Nisinacorada com rodamina).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Pode-se observar que a concentracdo de Nisina utilizada esta diretamente
relacionada a capacidade de penetracdo no substrato dentinario, a medida que os
resultados obtidos aumentam respectivamente nos grupos. Além disso, no grupo CP
os resultados ndo demonstraram diferenca estatistica em relacdo ao grupo NO5. Os
dados obtidos encontram-se no gréfico a seguir.

Grafico 3 — Teste de penetrabilidade

TESTE DE PENETRABILIDADE

250

223,5

176,37

200

119,98
124,13

150

100
50
cLO NO,5

Legenda: Resultados obtidos através da andlise quantitativa da presenc¢a de rodamina na interface
adesiva por meio de microscopia confocal laser.
Fonte: Elaborada pelo autor.

N1 N1,5
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6.4 Zimografia in situ

Para andlise da zimografia in situ, foi escolhida uma area especifica com limite
superior na base da camada hibrida, onde tem-se a representacéo do adesivo com a
rodamina em vermelho e altura 5 pumetros abaixo da camada hibrida. Essa marcacéo
foi realizada em todos os espécimes (marcacdo em branco). O teste foi realizado em
triplicata.Foi avaliada a atividade gelatinolitica através da zimografia in situ, onde
pixels verdes representam as metaloproteinases coradas apoés a hidrélise da gelatina
conjugada presente na interface. As imagens obtidas a partir da zimografia in situ
realizada com microscopia confocal laser, aumento de 63x em imersdo a 6leo estdo

dispostas a seguir.

Figura 23 - Zimografia in situ - grupo SB

Legenda: A) Rodamina B) Atividade gelatinolitica C) Zimografia in situ D) Imagens sobrepostas. - SB
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 24 - Zimografia in situ - grupo CP

Legenda: A) Rodamina B) Atividade gelatinolitica C) Zimografia in situ D) Imagens sobrepostas.- CP
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 25 - Zimografia in situ - grupo NO5

Legenda: A) Rodamina B) Atividade gelatinolitica C) Zimografia in situ D) Imagens sobrepostas.- NO5
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 26 - Zimografia in situ - grupo N1

Legenda: A) Rodamina B) Atividade gelatinolitica C) Zimografia in situ D) Imagens sobrepostas — N1
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 27 - Zimografia in situ - grupo N1,5

Legenda: A) Rodamina B) Atividade gelatinolitica C) Zimografia in situ D) Imagens sobrepostas — N1,5
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os dados obtidos (através de analise utilizando o ImageJ) demonstram a acgéo
da Nisina na inibicdo das metaloproteinases presentes na interface adesiva. Estes
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), para analise de

normalidade. Os dados estdo dispostos na tabela a seguir.

Tabela 8 Analise de variancia (ANOVA) - Atividade gelatinolitica

Fatores SQ GL QM F P
Grupos 92634 4 23159 395,35 0,00
Interacéo 1150065 1 1150065 19633,04 0,00

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

Na tabela 9 observam-se os resultados do teste de Tukey (5%) para fator atividade

gelatinolitica. Houve diferenca estatisticamente significante entre o0s grupos.

Tabela 9 - Andlise estatistica da atividade gelatinolitica no substrato dental (Pixels)

Grupos Valores de Mpa em pixels
SB 226,70+14,85P
CP 171,78+4,97¢
NO5 129,96+3,978
N1 120,31+3,748

+ a
NL5 109,54+4,21

Legenda: Andlise estatistica dos resultados obtidos a partir da analise das imagens no programa
ImageJ, onde foi calculada a atividade gelatinolitica dos espécimes na zimografia in situ.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Pode-se observar que houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos, onde SB > CP > NO5 = N1 > N1,5. Os resultados encontram-se no grafico a
sequir.

Grafico 4 - Zimografia in situ - Atividade gelatinolitica

Zimografia in situ - Atividade
25

226,
20
171,7
15
1259 120,3
109,5

1

50

0
SB cL NO,5 N1

N1,5
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’

Legenda: Resultados obtidos através da andlise quantitativa da zimografia in situ.

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.5 Microscopia Eletronica de Varredura

Os espécimes foram encaminhados a microscopia eletrénica de varredura
utilizando o mesmo padréo de amplificacdo para todas as imagens (3000) e 15, 20

ou 25 KV de poténcia, onde se obteve as imagens apresentadas a seguir.
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Figura 28 - Microscopia eletronica de varredura — SB

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

Figura 29 - Microscopia eletrénica de varredura - CP

)

Legenda:Fotomicrografia de MEV da superficie do grupo CP.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 30 — Microsopia eletronica de varredura — NO5

Legenda:Fotomicrografia de MEV da superficie do grupo Nisina 0,5%
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 31 - Microscopia eletronica de varredura - N1

Legenda:Fotomicrografia de MEV da superficie do grupo Nisina 1,0%.
Fonte: Elaborada pelo autor.



59

Figura 32 - Microscopia eletronica de varredura - N1,5

Legenda: Fotomicrografia de MEV da superficie do grupo Nisina 1,5%
Fonte: Elaborada pelo autor.
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7 DISCUSSAO

Na pratica clinica, € de extrema importancia que o protocolo restaurador
garanta resisténcia de adesédo consideravel dos materiais restauradores a dentina,
para evitar que as restauracdes nao retentivas se desloquem durante a funcao. O teste
utilizado para avaliar as propriedades fisico-mecanica apés a adicdo da Nisina neste
protocolo foi o de resisténcia de unido, pois é o teste mais importantequando se trata
das propriedades de um adesivo, o qual se obtido um resultado desfavoravel, invalida
a continuidade do trabalho, pois € a unido efetiva e duradoura entre 0os materiais
restauradores e a estrutura dentaria é imprescindivel.

Entretanto, a adicAo de agentes antibacterianos, principalmente
confeccionados em uma solucdo a base de &gua, pode interferir diretamente na
reducdo da resisténcia mecanica destas restauracfes, visto que 0s materiais
restauradores sdo, em sua maioria, hidréfobos. Zhao e colaboradores (2020),
realizaram avaliacdo da resisténcia de unido de restauracfes contendo diferentes
concentracdes de Nisina (1%, 2% e 3%), porém o peptideo foi adicionado ao sistema
adesivo e ndo aplicado diretamente sobre a superficie dentinaria, como neste trabalho.
Como resultado, foi observada uma diminuicdo significativa na resisténcia de uniao
em todos os grupos. Entretanto, no presente estudo, a incorporacdo de uma solucao
contendo 1,5% de concentracdo de Nisina ndo influenciou na resisténcia de unido.
Jacom aplicacdo contendo 0,5% de concentracdo de Nisina, foi observado resultado
superior ao controle (SB), enquanto nos grupos CP e N1 houve diminuicdo da
resisténcia. Além disso, o envelhecimento também foi responséavel por alterar de
maneira significativa a forca de unido dentina-resina, rejeitando parcialmente a
hipétese HO1 testada.

Diversos trabalhos mostram a efetividade da atividade antibacteriana da
Nisina, com sua ampla atividade de espectro e baixa citotoxicidade, demonstrando,
assim, enorme potencial preventivo em relagdo a manutencdo da integridade da
interface adesiva (Shin et al., 2016) e inibicdo de crescimento bacteriano oral, comoa
Candida albicans (Le Lay et al.,2008) e Enterococcus faecalis (Turner et al., 2004),
demonstrando sua atuacdo também na reducdo da formagdo de biofilme
bucal.Streptococcus constituem parte fundamental da microbiota necessaria para a
formacéo da lesdo de carie dental, sendo, portanto, o principal agente etiolégico da

doenca (Gou, 2018; Cleveland, 2010). Sendo assim, a aplicacdo de um peptidio
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antibacteriano, como a Nisina, eficaz no combate ao desenvolvimento do
Streptococcus, também se demonstra Util na desinfecgéo da cavidade preparada.

Dentre os agentes microbianos mais relacionados ao desenvolvimento das
lesbes de carie, o Streptococcus mutans € um dos principais. Portanto, essa bactéria
foi utilizada para avaliar as propriedades antibacterianas das solucdes desenvolvidas.
Os compostos de Nisina possuem possuem propriedades antimicrobianas capazes de
inibir ou até mesmo causar lise bacteriana através de atividade por contato e, durante
a execucao deste trabalho, os resultados do teste de difusdo em agar confirmaram
este mecanismo. Shin e colaboradores (2015) avaliaram a capacidade de desinfeccao
da Nisina frente a agentes microbianos, especialmente Streptococcus mutans, onde
obtiveram como resultado uma diminuigéo significativa no crescimento de colonias a
partir do contato com o peptideo. Assim como neste trabalho, nos locais onde houve
aplicacdo das solucbes contendo Nisina sobre a superficie impregnada com
Streptococcus, foi observada a formacéo de halo de inibicdo independentemente da
concentracdo utilizada, o que condiz com os resultados obtidos pelos pesquisadores
em relagdo ao comprovado potencial da Nisina como agente antimicrobiano,
rejeitando a hipétese 02.

A capacidade de uma subsancia de penetrar no substrato dental é um fator de
extrema importancia para sua aplicabilidade clinica, principalmente quando se
relaciona a inibicdo da acdo de MMPs. A maior parte da degradacdo da camada
hibrida ocorre justamente em sua base, por conta das fibrilas colagenas possivelmente
expostas (Nakabayashi, 1982; Tay, 1996). Portanto, avaliar a capacidade da Nisina
de penetrar nessa area se demonstrou de extrema relevancia para a evolug¢édo do
trabalho. Neste estudo, a Nisina demonstrou a capacidade de penetracdo relativa a
concentracéo aplicada. Portanto, nos grupos CP e NO5 n&o foi observada diferenca
estatistica, enquanto nos grupos N1 e N1,5, houve diferenca. O grupo com maior
resultado de penetrabilidade foi N1,5 e os menores CP=N05, demonstrando que existe
uma relacdo entre a penetrabilidade e a concentragéo utilizada, rejeitando a hipotese
3.

A camada hibrida continua sendo o elo mais fraco em toda a formacgédo do
sistema dentina-resina. Neste trabalho, foi utilizada a zimografia in situ com dupla
fluorescéncia para permitir a localizacao do peptideo utilizado e das MMPs ativas. Os
resultados obtidos foram analisados a partir da delimitacdo de um espaco a partir da

base da camada hibrida, até 5um abaixo, levando em consideracdo que esta € a area
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com a provavel maior acdo das MMPs devido a possibilidade de fibras colagenas
expostas apds condicionamento &cido que podem nao ter sido envolvidas pelos
mondmeros presentes no adesivo. Estudos in vitro e in vivo, como de Carrilho e
colaboradores (2012), ja observaram a aplicacdo de substancias capazes de inibir a
acao das MMPs na base da camada hibrida, como a Clorexidina 0,02%. Os resultados
obtidos nestes estudos demonstram que a aplicacdo de um agente com acao sobre
as MMPs tem diversos beneficios para a manutencdo da integridade da interface
adesiva, reduzindo avelocidade da degradacdo e aumentando a longevidade das
restauragdes. Durante o teste de zimografia in situ, foi possivel observar a inibicdo
destas MMPs através da andlise da atividade gelatinolitica. O grupo SB apresentou 0s
maiores valores, com resultados decrescentes nos grupos SB>CP>NO05=N1>N1,5
confirmando a capacidade da Nisina de inibir a acdo das metaloproteinases e
rejeitando a hipétese 04.

As imagens obtidas pelo MEV demonstram que a Nisina nao interferiu no
substrato dentinario de maneira a prejudicar sua estrutura. Pode-se observar durante
andlise dos tipos de fratura, que estes se mantiveram normais mesmo apos a
aplicacao da substancia, o que também impacta positivamente em estudos posteriores
que aprofundem a utilizacédo deste peptideo.

Estudos futuros sdo necessarios para avaliar a aplicacdo das solucdes
contendoNisina durante as etapas do protocolo restaurador, bem como sua
concentracdo ideal, no entanto, o presente estudo deixa claro que as solu¢des de
Nisina (Handary, Belgium) apresentaram atividades antibacterianas em relagdo aos
Streptococcus mutans no teste de difusdo em agar, alteraram a resisténcia de uniao
em maiores concentracdes e foram capazes de inibir a acdo das metaloproteinases.

Embora os resultados obtidos por este estudo ndo possam ser aplicados
diretamente em uma situacao clinica, podemos sugeri-lo para o desenvolvimento de
novas estratégias a fim de garantir a desinfeccéo das cavidades a serem restauradas,
muantendo a resisténcia de unido da interface adesiva ao longo do tempo,
aumentando assim a durabilidade das restaura¢cdes adesivas, além de inibir a acédo de
degradacédo das metaloproteinases, sendo um indicador para novas pesquisas sobre

0 assunto.
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8 CONCLUSAO

De acordo os resultados obtidos neste estudo, a aplicacdo de solucdes

contendo diferentes concentracdes de Nisina apds o condicionamento acido:

+ Arresisténcia de unido foi afetada pelo periodo de avaliacéo, ou seja, os resultados
observados nos grupos ciclados foram menores do que nos gruposcom corte
imediato.

* A solucdo de Nisina aplicada possui acdo antimicrobiana em relagdo ao
Streptococcus mutans.

* A solucédo de Nisina possui capacidade de penetracao no substrato dentinario.
* A solucéo de Nisina é capaz de inibir a acdo de metaloproteinases.
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ANEXO A — 12 Folha do comité de ética

Figura x — Parecer consubstanciado do CEP — 12 folha

INSTITUTO DE CIENCIA E
TECNOLOGIA - CAMPUS DE W
SAO JOSE DOS CAMPOS -
UNESP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO DE SOLUGAO DE DESINFECGAO CAVITARIA A BASE DE
NISINA E SUAS IMPLICAGOES NA RESISTENCIA DE UNIAO DE RESTAURAGOES

ESTETICAS
Pesquisador: CESAR ROGERIO PUCCI
Area Tematica:
Versao: 2

CAAE: 58831821.6.0000.0077
Instituicdo Proponente: Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S3o José dos Campos - UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.582.542

Apresentagao do Projeto:

Texio extraido do documento: "PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1751751 (1), projeto de
pesquisa denominado "Desenvolvimento de solugdo de desinfecgdo cavitana a base de nisina e suas
implicacdes na resisténcia de unido de restauracdes estéticas”

Objetivo da Pesquisa:

Texto extraido do documento: "PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETC_1751751(1)". "O objetivo
deste estudo serd avaliar a capacidade de desinfecclo cavitria ao aplicarmos solugdes contendo diferentes
concentragdes de nisina. um peptidec ampiamente utilizade para conservacio de alimentos, sobre a
superficie dentinaria e sua relagdo com a resisténcia de unido entre resina e dentina®

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Segundo o Autor (texio extraido do texto: "PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1751751 (1)"
RISCOS: Nao ha riscos para os pacientes, pois serdo utilizados dentes ja extraidos, podendo somente em
sua manipulacdo sofrer quebra ou perda do espécime

BENEFICIOS: Se os resultados forem satisfatérios, a solugdo podera ser produzida em larga escala e
disponibilizada. através de patente, para consultdrios odontoldgicos, visando a desinfecgdo dos preparos
cavitarios, diminuindo a possibilidade de carie recidiva.

Endereco; AVENg* F Josi Longo T77 - Ramal 028

Bairro:  Jardim S&o Dunes CEP: 12 245000

UF: sP Municiplo:  SAQ JOSE DOS CAMPOS

Telefone: (120047 5074 Fax  (12)3947-9000 E-mall: cophictitunesn b

Pigru U1 o

Fonte: Elaborado pelo autor.
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ANEXO B -22 Folha do comité de ética

Figura x — Parecer consubstanciado do CEP — 22 folha

INSTITUTO DE CIENCIA E
TECNOLOGIA - CAMPUS DE W
SAO JOSE DOS CAMPOS -
UNESP

Continuacho do Parecer 5582 542

Comentarlos e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Tamanho da Amostragem 80, Sele¢cio das amosiras 03/1072022 3 30/10/2022
Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

"Vide campo Conclusdes ou Pendéncias”

Recomendacgdes:

"Vide campo Conclusdes ou Pendéncias”

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

As recomendagdes solicitadas pelo CEP foram reformuladas, apesar de ter sido inserido no formulério de
resposta de pendéncia:-

1 - Nao avaliamos pesquisas ja em desenvolvimento. Verificar as datas do Cronograma de Execugdo no
arquivo anexado “PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1751751"Inicia em 13/05/202 a termina
em 31/10:2022

Resposta Alterado o cronograma para 01/09/2022 a 30/08/2023

CEPH:- Atendido

2 - Tamanho da Amostra (80) no arquivo "PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1751751". No
projeto de Pesquisa cita (70 molares humanos) "ProjetoCEP_RaquelPintoCampos®, Esta relacionada ao
numero de individuos participantes ou nimero de dentes humanos? Arrumar no texto, alguns momentos cita
40 dentes humanos.

Resposta:- Alterado no projeto e informagBes basicas para 80(citenta) dentes

CEPH - atendido

3. Termos de Cessdo de matenal biolégico de Fabio da Silva Matuda esta sem assinatura. Resposta:-
Documento reformulado, com a insergdo de assinatura
CEPH:- atendido

Endereco: . Ay Eng® Francisco José Longo 777 - Ramal 9028

Bairro: Jaraim Sao Dimas CEP: 12245000
UF: SP Municipio: SAD JOSE DOS CAMPOS
Telefone: (1253047 8078 Fax: (12)3947-9000 E-mail: cophdi@unesp br

Pignu 2 & 4

Fonte: Elaborado pelo autor.



ANEXO C — 32 Folha do comité de ética

Figura x — Parecer consubstanciado do CEP — 12 folha

INSTITUTO DE CIENCIA E
TECNOLOGIA - CAMPUS DE mm
SAO JOSE DOS CAMPOS -
UNESP

Continuagho do Parecer 5582 542

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Colegiado acata o parecer do(a) Relator(a).

O (a) pesquisader(a) ira receber e-mail da Secretana do CEPh-ICT-CAMPUS DE SJCAMPOS-UNESP, para
envio de relatérios parciais/final, para ndo incorrer na penalidade de ndo o fazendo, em nao ter novas
submissdes avaliada pelo Comité de Etica, até que sane a pendéncia de envio do relatério, na forma de
notficagiio através do sistema da Plataforma Brasil. Obs:- No site https.//www2.ict unesp. br/ — Sobre 0 ICT —
Comissdes e Comités - Comite de Etica Envolvendo Seres Humanos, encontrara o formulario para envio do
Relatério parcialffinal,

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacglo
Informacdes Basicas| PEB_INFORMAGOES_BASICAS DO_P | 121072022 Aceito
do Projeto ROJETO 1751751 pdf 07:00:29 | a a
Qutros formularioresppend.doc 12107/2022 |CESAR ROGERIO Aceito
07:00;12 |PUCCI

TCLE / Termos de | TermodeCessao.pdf 17/06/2022 |CESAR ROGERIO Aceito

Assentimento / 11:37:46 |PUCCI

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto_CEP .docx 17/06/2022 |CESAR ROGERIO Aceito

Brochura 11:37:02 |PUCCI

| Investigador

Cronograma Cronograma_CEP.docx 17/06/2022 | CESAR ROGERIO Aceito
11:35:06 | PUCCI

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 101032022 | CESAR ROGERIO Aceito
18:07:48 |PUCCI

TCLE / Termos de | TermodeCessaol. pdf 100052021 |CESAR ROGERIO Aceito

Assentimento / 15:42.46 |PUCCH

Justificativa de

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP;

Nio

Endereco: Ay Eng® Francisco José Longo /77 - Ramal 9028

Bairro: Jaraim Sio Dimas CEP: 12245900
UF: SP Municipio: SAD JOSE DOS CAMPOS
Telefone: (123047 5078 Fax:  (12)3947-0000 E-mail; coph sd@unesp br

Pign 0l 4

Fonte: Elaborado pelo autor.
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