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PREFACIO

Esta tese sera apresentada na forma de dois artigos intitulados:

Artigo 1 - *“Atividade antibacteriana de sistemas adesivos dentinarios
autocondicionantes com e sem fotoativacdo sobre bactérias cariogénicas” — Sera

submetido para publicacdo no Journal of Dentistry.

Artigo 2 - “Influéncia da dentina humana na atividade antibacteriana de sistemas
adesivos dentinarios autocondicionantes” — Serd submetido para publicacdo no

Journal of Dentistry.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

BisGMA - Bisfenol A diglicidilmetacrilato

BHI — Brain heart infusion — Infusao de cérebro e coracédo
CCT - Colecéo de Culturas Tropical

CHX - Solucéo de digluconato de clorexidina 0.2%
CHXd- Solugéo de digluconato de clorexidina 0.2% - disco de dentina
CHXp - Solucéo de digluconato de clorexidina 0.2% - disco de papel
CSEB - Clearfil SE Bond

CSEB-P+A - Clearfil SE Bond - primer + adesivo
CSEB-A - Clearfil SE Bond — adesivo

CSEB-P - Clearfil SE Bond — primer

CPB - Clearfil Protect Bond

CPB-P+A - Clearfil Protect Bond — primer + adesivo
CPB-A - Clearfil Protect Bond — adesivo

CPB-P - Clearfil Protect Bond — primer

CQ - D,1-canforoquinona

C3SB - Clearfil Tri-S Bond

DP - Disco de papel

EDTA — Acido etileno diamino tetra-acético

HEMA - 2-hidroxietilmetacrilato

L. acidophillus — Lactobacillus acidophillus

MDP - 10-metacriloiloxidecil dihidrogenio fosfato
MDPB - Brometo 12-metacriloiloxidodecilpiridinio

mL - mililitros

mm — milimetros

p — Nivel de significancia estatistica

PEM-F - Mono fluoro fosfazeno modificado

pH — Potencial hidrogénidnico

Phenyl-P — Metacriloxietil fenilhidrogénio fosfato
Piro-EMA - Metacrilato funcionalizado com acido fosfdrico
S. mutans - Streptococcus mutans

TEGDMA - Trietilenoglicol de dimetacrilato



THB - Tolueno hidroxibutilato

UDMA - Dimetacrilato uretano

UFC - Unidades formadoras de col6nia
X1 - Xeno 11

XII-A - Liquido A do Xeno IlI

XI11-B - Liquido B do Xeno Il
XI1-A+B - Xeno Il - liquido A+B

ML - microlitro

% - porcentagem

°C - Grau Celsius

4-META - Acido 4-metacriloxietil trimetilico anidro
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Gondim JO. Atividade antibacteriana de sistemas adesivos dentinarios
autocondicionantes sobre bactérias cariogénicas [Dissertagdo de Mestrado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2006.

Resumo

A incorporagdo de agentes antibacterianos aos sistemas adesivos dentinarios
autocondicionantes tem sido proposta com o intuito de eliminar bactérias residuais
presentes na dentina, prevenindo, assim, a recorréncia de carie. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar a atividade antibacteriana dos sistemas adesivos dentinarios
autocondicionantes: Clearfil Protect Bond (CPB), Clearfil SE Bond (CSEB), Xeno Il

(XI) e Clearfil Tri-S Bond (C3SB), com e sem fotoativacdo, sobre bactérias
cariogénicas, bem como a influéncia da dentina humana na atividade antibacteriana
destes sistemas adesivos, utilizando o método de difusdo em &gar. A solucdo de
digluconato de clorexidina a 0,2% foi utilizada como controle positivo. O componente
adesivo do CPB e do CSEB, o liquido A do XIIl e 0 C3SB ndo apresentaram atividade
antibacteriana quando aplicados sobre discos de papel. O conjunto primer e adesivo do
CPB ndo fotoativado promoveu a maior inibicdo contra S. mutans (p<0,05), enquanto
que com a fotoativagédo, ndo houve diferenca entre esses componentes juntos e o primer
isoladamente. Para o L. acidophillus, o primer do CPB apresentou a maior atividade
antibacteriana nas duas condicGes de fotoativacdo (p<0,05). Quando os materiais foram
aplicados sobre discos de dentina, somente a CHX promoveu efeito inibitério, o qual foi
de menor intensidade do que quando aplicada sobre discos de papel (p<0,05). A CHX
apresentou maior atividade antibacteriana sobre S. mutans quando comparado com L.

acidophillus (p<0,05). Pode-se observar que a fotoativagdo reduziu significantemente a
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atividade antibacteriana dos sistemas adesivos autocondicionantes, que a presenca do
MDPB no sistema adesivo dentinario é importante para a atividade antibacteriana sobre
bactérias cariogénicas, e que a dentina atua como barreira de protecdo eliminando ou

reduzindo a acdo antibacteriana de materiais odontologicos.

Palavras-chave: Adesivos dentinarios, bactérias; agentes antibacterianos; dentina;

permeabilidade da dentina.



Gondim JO. Antibacterial activity of self-etching denting bonding systems against
cariogenic bacteria [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de

Odontologia da UNESP; 2006.

Abstract

The incorporation of antibacterial agents in self-etching dentin bonding systems
has been introduced in attempts to eliminate dentin residual bacteria, preventing
secondary caries. Therefore, the aim of this study was to evaluate the antibacterial
activity of cured and uncured self-etching dentin bonding systems Clearfil Protect Bond
(CPB), Clearfil SE Bond (CSEB), Xeno Il (XIII) and Clearfil Tri-S Bond (C3SB),
against S. mutans and L. acidophillus, by the agar disc-diffusion test, as well as to
evaluate the influence of human dentin on their antibacterial activity. A 0.2% aqueous
solution of chlorhexidine (CHX) was used as a positive control. CPB and CSEB bond
component, liquid A of Xeno Il and C3SB did not show any antibacterial activity when
applied onto paper discs. The primer and bond set of uncured CPB presented the
strongest inhibitory activity against S. mutans (p<0.05), however after light-activation,
no difference was observed between these components together and when primer was
applied individually. Independently of light-activation conditions, CPB primer showed
the strongest antibacterial activity against L. acidophillus (p>0.05). When the materials
were applied onto dentin discs, only CHX presented inhibitory activity, which was less
intense than when it was applied onto paper discs (p<0.05). CHX showed stronger
antibacterial activity against S. mutans than against L. acidophillus (p<0.05). In
conclusion, light-activation significantly reduced the antibacterial activity, the presence

of MDPB in adhesive systems is important to the inhibitory effect against cariogenic
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bacteria, and the dentin acted as a protection barrier reducing or inhibiting the

antibacterial activity of dental materials.

Keywords: Dentin-bonding agents; bacteria; anti-bacterial agents; dentin; dentin

permeability.
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Introducéo

Nos ultimos anos tem sido introduzida na Odontologia uma conduta de
minima intervencdo e invasdo aos tecidos dentarios. Apesar disso, 0 cirurgiao
dentista ainda dispensa grande parte do seu tempo clinico substituindo
restauracdes, e este “ciclo restaurador repetitivo” leva ao enfraquecimento
progressivo da estrutura dentaria.

Os materiais resinosos, apesar de toda a evolucédo tecnoldgica, continuam a
apresentar algumas propriedades indesejaveis, como a contracdo de polimerizacéo
e as alteragbes volumétricas decorrentes de variacBes térmicas.'* Estes fatores
determinam a formacdo de fendas entre o material restaurador e o dente, criando
um ambiente propicio para 0 acimulo e proliferacdo de microrganismos que
podem levar ao desenvolvimento de cérie secundaria ou recorrente, a qual
constitui um dos principais motivos para substituicdo de restauragdes, tanto em
dentes deciduos quanto em dentes permanentes.”®°

Um outro fator relacionado com o desenvolvimento de cérie secundéria é a
permanéncia de microrganismos ndo so sobre a superficie da dentina, mas também
no interior de tbulos dentinarios, em profundidades variaveis, apos a remogao de
tecido cariado.!”?? O uso de corantes evidenciadores como auxiliares na remogéo
da cérie, assim como os parametros clinicos de dureza e coloracdo do tecido

17,2
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remanescente, ndo garantem a total remocdo de microrganismos da dentina,
até mesmo, o condicionamento das paredes cavitarias com acido fosférico durante
0 procedimento restaurador, apesar de ser efetivo na reducdo do numero de
bactérias remanescentes, néo é capaz de elimina-las completamente.?%%4?8

Para atingir as bactérias que se encontram no interior dos tdbulos

dentinarios, as substancias antibacterianas utilizadas devem, de preferéncia, ndo s6



atuar sobre a superficie do preparo cavitario, mas também devem, em alguma
extensdo, permear a dentina. Neste sentido, € importante a adicdo de agentes
antibacterianos a composicdo dos sistemas adesivos dentinarios, principalmente,
nos autocondicionantes, visto que, em situacdes clinicas, estes materiais séo
aplicados diretamente sobre a dentina recém preparada, sem 0 prévio
condicionamento com é&cido fosférico e lavagem da cavidade para remocao da
smear layer. Assim, com o intuito de minimizar ou eliminar os prejuizos causados
pelos microrganismos associados a cérie secundaria, agentes antibacterianos, tais

19,36 ﬂ lJor.’5,18,21

como: clorexidina, antibiéticos®® e mondmeros resinosos com ag&o

antibacteriana 2>

tém sido incorporados a composicdo dos materiais adesivos.

O brometo 12-metacriloiloxidodecilpiridinio, conhecido por MDPB, é um
mond&mero resinoso composto por uma aménia quaternaria dodecilpiridinio e um
grupo metacriloil.'* A incorporagdo deste mondmero a materiais resinosos
representa uma grande evolucdo, pois diferentemente dos outros agentes
antibacterianos, 0 MDPB apresenta acdo antibacteriana sem ser liberado para o
meio.** A presenca do grupo metacriloil no MDPB permite sua co-polimerizacdo
com outros mondmeros resinosos e, com a fotoativacdo do material, a porgéo
antibacteriana da molécula permanece aprisionada na matriz polimérica. Mesmo
imobilizado nesta matriz, o MDPB continua, embora em menor grau, exercendo
sua acdo pelo contato direto com 0s microrganismos, causando sua morte ou
inativacéo.®**

Existem poucos dados na literatura que avaliam a influéncia da dentina nas
propriedades  antibacterianas  dos  sistemas  adesivos  dentinarios

autocondicionantes.'®®** A principal caracteristica desse tecido é a presenca de

tibulos que percorrem toda sua espessura e, a permeabilidade dentinéria é uma
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conseqiiéncia direta da sua existéncia. O tubulo dentinario é composto por dentina
peritubular, processo odontoblastico, coldgeno e fluido dentinario, os quais, de
alguma forma, influenciam na permeabilidade dentinaria. Quando exposta ao
meio bucal, a estrutura tubular da dentina funciona como uma via de transporte de
substancias da cavidade bucal para a polpa e vice-versa. Como consequéncia da
disposicao anatdmica e fisiologia do complexo dentino-pulpar, a permeabilidade
dentinaria varia de dente para dente e de regido para regido no mesmo dente,
sendo menor na dentina superficial, que apresenta tibulos de menor diametro (0,9
Um) e em menor quantidade por unidade de &rea (20.000 por mm?) e, & medida
que se aproxima da cavidade pulpar, a permeabilidade dentindria aumenta visto
que aumentam tanto o nimero de t(bulos por unidade de area (45.000 por mm?)
como também o seu diametro (2,5 pm).>*® Em ensaios experimentais in vitro,
quando o resultado da pesquisa depende da difusdo do material pelos tabulos
dentinérios, é importante mensurar a permeabilidade ou conduténcia hidraulica da
dentina, uma vez que esta propriedade pode influenciar nos resultados.

91231 os  adesivos dentinarios

De acordo com alguns autores,
autocondicionantes por si sO apresentam atividade antibacteriana por possuirem
um baixo pH, isto &, a liberacdo de ions hidrogénio (H") presentes em sua
composigdo parece ser capaz de inibir o crescimento bacteriano. Tem sido

232 o g efeito

mostrado também que a presenca da dentina diminui a citotoxicidade
antibacteriano® de alguns materiais odontolégicos (iondmeros de vidro, sistemas
adesivos dentinarios) visto que atua como meio sélido tamponante, pois é capaz
de neutralizar prétons derivados de acidos contidos nos materiais. Além disso,

algumas bactérias apresentam a capacidade de produzir e adquirir resisténcia aos

4cidos, aumentando, assim, sua sobrevida em ambientes de baixo pH.>* Assim,
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para determinar a atividade antibacteriana de sistemas adesivos dentinarios,
fatores como: composicdo do adesivo, presenca e tipo de agente antibacteriano,
pH, espessura da dentina, permeabilidade ou condutéancia hidraulica da dentina e a

cepa bacteriana, devem ser levados em consideragéo.
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Proposicao

Geral

Avaliar o efeito antibacteriano de sistemas adesivos dentinarios

autocondicionantes sobre bactérias cariogénicas, por meio de teste de difusdo em

agar.

1.

2.

Especifica
Avaliar o efeito antibacteriano de sistemas adesivos dentinarios

autocondicionantes com e sem fotoativacao sobre bactérias cariogénicas.

Avaliar a influéncia da dentina humana na atividade antibacteriana de
sistemas adesivos dentinarios autocondicionantes sobre bactérias

cariogénicas.
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Atividade antibacteriana de sistemas adesivos dentinarios autocondicionantes

com e sem fotoativacdo sobre bactérias cariogénicas

Titulo reduzido: Atividade antibacteriana de sistemas adesivos dentinarios

autocondicionantes

Autores: Juliana O. Gondim®, Cristiane Duque?, Elisa M. A. Giro™”
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UNESP, Rua Humaita, 1680, Araraquara, SP, Brasil.
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Atividade antibacteriana de sistemas adesivos dentinarios autocondicionantes

com e sem fotoativacdo sobre bactérias cariogénicas

Resumo

Objetivo. Avaliar a acdo inibitéria dos sistemas adesivos dentinarios
autocondicionantes Clearfil Protect Bond (CPB), Clearfil SE Bond (CSEB), Xeno IlI
(XI1) e Clearfil Tri-S Bond (C3SB), com e sem fotoativacdo, sobre S. mutans e L.
acidophillus, usando o método de difusdo em &gar.

Métodos. Uma aliquota de 10 pL de cada material teste foi aplicada sobre discos de
papel distribuidos em placas de Petri contendo bactérias semeadas em BHI agar. Os
componentes dos sistemas adesivos (primer e adesivo) também foram avaliados
separadamente. Apos incubagdo das placas, os halos de inibicdo ao redor dos
espécimes foram mensurados.

Resultados. O componente adesivo do CPB e do CSEB, o liquido A do Xlll e o
C3SB nao apresentaram atividade antibacteriana. O conjunto primer e adesivo do
CPB ndo fotoativado promoveu a maior inibicdo contra S. mutans (p<0,05),
enquanto que com a fotoativacdo, ndo houve diferenca entre esses componentes
juntos e o primer isoladamente. Para o L. acidophillus, o primer do CPB apresentou
a maior atividade antibacteriana nas duas condicGes de fotoativacéo (p<0,05).
Conclusao. O sistema adesivo Clearfil Protect Bond promoveu a maior atividade
antibacteriana sobre as cepas testadas, independente da condicdo de fotoativacao,
sendo esta atividade atribuida ao primer, componente que contém o agente

antibacteriano.

Palavras-chave: Adesivos dentinarios; bactérias; agentes antibacterianos.
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Antibacterial activity of cured and uncured self-etching denting bonding

systems against cariogenic bacteria

Abstract

Obijective. This study evaluated the antibacterial activity of cured and uncured self-
etching dentin bonding systems Clearfil Protect Bond (CPB), Clearfil SE Bond
(CSEB), Xeno I (XII) and Clearfil Tri-S Bond (C3SB), against S. mutans and L.
acidophillus, by the agar disc-diffusion test.

Methods. An aliquot of 10 puL of each test material was pipetted onto paper discs
placed on the inoculated BHI agar surface. The components primer and bond of the
adhesive systems were also evaluated individually. The size of inhibition zones
produced around the specimens were measured after incubation.

Results. CPB and CSEB bond component, liquid A of Xeno Il and C3SB did not
show any antibacterial activity. The primer and bond set of uncured CPB presented
the strongest inhibitory activity against S. mutans (p<0.05), however after light-
activation, no difference was observed between these components together and when
primer was applied individually. Independently of light-activation conditions, CPB
primer showed the strongest antibacterial activity against L. acidophillus (p>0.05).
Conclusion. The Clearfil Protect Bond adhesive system showed the strongest
antibacterial activity against bacterial strains evaluated in spite of the light-activation
conditions. This effect can be attributed to CPB primer, a component that contains

the antibacterial agent.

Key-words: Dentin-Bonding Agents; Bacteria; Anti-Bacterial Agents
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Introducéo

Apesar dos materiais resinosos terem passado por uma grande evolucédo
tecnologica nos ultimos anos, algumas caracteristicas indesejaveis, como a contragdo
de polimerizacdo e a alteracdo volumeétrica provocada pelas variagdes térmicas,
ainda continuam presentes. Estas caracteristicas podem resultar em defeitos na
interface adesiva, com consequiente infiltragdo marginal.*

As falhas decorrentes da contragdo de polimerizagcdo dos materiais adesivos,
bem como a permanéncia de microrganismos no tecido dentinario apds a remocdo da
carie, sdo os principais fatores relacionados com o desenvolvimento de cérie
secundaria ou recorrente, a qual determina a substituicdo prematura de restauragdes
dentérias.?®

A cavidade bucal abriga uma variedade muito grande de microrganismos,
sendo os Streptococcus mutans e os Lactobacillus as principais bactérias associadas
com o inicio e o desenvolvimento da cérie dentéaria. Streptococcus mutans sdo
comumente encontrados no biofilme formado nas margens de restauracoes,
principalmente em resina composta, propiciando maior potencial para a instalagéo de
cérie secundéria.” Na tentativa de minimizar ou, até mesmo, eliminar os efeitos
indesejaveis causados por estes microrganismos tem-se incorporado agentes

10-12

antibacterianos tais como: clorexidina,®® flGor, antibidticos* e mondémeros

resinosos antibacterianos,**® & composicéo de materiais restauradores, bem como
de sistemas adesivos dentinarios.

O brometo 12-metacriloiloxidodecilpiridinio (MDPB) é um monémero
resinoso com acdo antibacteriana resultante da combinacdo do brometo de

hidroxidodecilpiridinio com o cloreto de metacriloil.** Sua vantagem em relacdo aos

outros antibacterianos é o fato de ser co-polimerizado com outros monémeros, ndo
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sendo liberado para 0 meio apos a fotoativacao, o que resulta em maior longevidade
da restauracéo, visto que suas propriedades mecénicas néo sio alteradas.'**°

Estudos sobre atividade antibacteriana sugerem que o crescimento bacteriano
pode ser inibido pelo baixo pH dos sistemas adesivos.”>% Entretanto, esse efeito
parece ser reduzido quando o material entra em contato com a dentina, que além de
apresentar propriedade tamponante, atua como barreira fisica impedindo a difuséo de
componentes do material.”*?* Também, deve ser considerado o fato de que alguns
microrganismos apresentam a capacidade de desenvolver uma resposta de tolerancia
quando submetidos a pH &cido, em niveis subletais, 0 que eleva sua sobrevida em
ambientes de baixo pH.**?

Pesquisas tém demonstrado que bactérias permanecem no interior de alguns
tibulos dentinarios ap6s a completa remocao de tecido cariado, ressaltando que o
aspecto clinico de tecido dentindrio sadio ndo corresponde aos achados
microbioldgicos.>® O condicionamento prévio da dentina com 4&cido fosférico
quando sdo utilizados adesivos dentinarios convencionais, apesar de ser efetivo na
reducdo do numero de bactérias remanescentes, também nédo é capaz de elimina-las

por completo.?®*

Portanto, a incorporacdo de agentes antibacterianos na
composicdo dos sistemas adesivos dentindrios faz-se muito importante,
principalmente, quando sdo utilizados os sistemas adesivos autocondicionantes, visto
que, clinicamente, estes sdo aplicados diretamente sobre a dentina sem o prévio
condicionamento acido e lavagem da cavidade para remoc¢do da smear layer. Assim,
o0 presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antibacteriana de sistemas
adesivos dentinarios autocondicionantes, contendo ou ndo agentes antibacterianos,

com e sem fotoativacdo, sobre bactérias cariogénicas, utilizando o método de difuséo

em &gar.
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Material e método

As caracteristicas e principais componentes dos materiais utilizados neste
estudo estdo apresentados na Tabela 1. A atividade antibacteriana foi avaliada para
as seguintes bactérias: Streptococcus mutans (UA-159), fornecido pela Faculdade de
Odontologia de Piracicaba (UNICAMP), e Lactobacillus acidophillus (ATCC #
IAL-523), da Colecdo de Culturas Tropicais (CCT) — Fundacdo Tropical de
Pesquisas e Tecnologia “André Tosello”, Campinas, SP. Os sistemas adesivos
selecionados, bem como os seus componentes individualmente, foram submetidos
ao teste de difusdo em &gar. Digluconato de Clorexidina a 0,2% (CHX) e discos de
papel filtro sem nenhum material (DP) foram utilizados como controles positivo e
negativo, respectivamente.

Para a realizacdo do teste de difusdo em &gar, inicialmente as cepas
bacterianas padréo foram reativadas em 5mL de BHI caldo (Brain Heart Infusion,
BHI™, Difco Laboratories, Detroit, EUA) por 24 horas em estufa a 37°C, em
condigdes de microaerofilia. A partir dessa cultura, foi realizada uma nova
replicagdo em 5mL de BHI caldo e manutencgéo por 24 horas a 37°C, em condigdes
de microaerofilia, o que permitiu a obtencdo de indculos contendo 10° UFC/mL,
correspondente ao nivel 8 da escala de McFarland. Para verificar e padronizar a
quantidade de microrganismos presentes nos indculos utilizados para o experimento,
foram realizadas diluicdes seriadas até 10°°.

Uma aliquota de 250 pL de um dos in6culos bacterianos foi espalhada sobre
a superficie de placas de Petri contendo 15mL de BHI &gar. Ap6s a secagem dessa
superficie, em cada placa foram inseridos sete discos de papel esterilizados, dos
quais um serviu como controle negativo sem aplicagdo de nenhum material, um

recebeu 10 pL de digluconato de clorexidina 0,2% (controle positivo) e sobre os
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outros cinco foram pipetados 10 pL dos materiais teste, de forma que foram
necessarias 16 placas para se obter oito réplicas de cada grupo experimental para
cada microrganismo e condicdo de fotoativacdo (Tabela 2). No grupo que recebeu
fotoativacdo, todos os materiais, incluindo os controles positivo e negativo, foram
irradiados por 10 segundos, utilizando um aparelho de luz haldégena (Optilux 500,
Kerr Company, Orange, EUA), previamente avaliado quanto a intensidade de luz
emitida com um radidmetro, ndo devendo esta ser inferior & 400mW/cm? para
promover adequada conversdo de mondémeros em polimeros. Quando utilizado o
CPB-P+A e 0 CSEB-P+A, foram aplicados 10 pL do primer e ap6s 20 segundos
foram aplicados 10 pL do adesivo, o qual foi seguido da condigéo de fotoativacao.

As placas foram mantidas por duas horas a temperatura ambiente para pré-
difusdo dos materiais e incubadas em estufa a 37°C em condicGes de microaerofilia
por 24 horas para S. mutans e por 48 horas para L. acidophilus. Os halos de inibicéo
produzidos ao redor dos discos de papel contendo os materiais testados foram
mensurados em milimetros (mm), com o auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo
Sul Americana, SP, Brasil), em duas regides, sendo considerado o maior diametro
tanto no sentido horizontal quanto no vertical. A partir desses valores foi calculado o
didmetro médio de cada halo de inibicdo. Deste foi subtraido o diametro do disco de
papel (6 mm), e o resultado foi dividido por dois, obtendo-se, assim, a largura do
halo de inibicdo de cada espécime (Anexo 1). Para o grupo controle positivo (CHX)
foi feita a média dos valores de dois espécimes.

A andlise estatistica foi realizada utilizando testes ndo paramétricos de Mann-
Whitney para avaliar a influéncia da condi¢do de fotoativagdo sobre a atividade

antibacteriana de cada material. Os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram
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usados para comparar 0os materiais dentro de cada condicdo de fotoativacdo. Para

todos os testes aplicados foi considerado o nivel de significancia de 5% (o = 0,05).

Resultados

Os valores das larguras dos halos de inibi¢do para cada espécime, de acordo
com a cepa bacteriana, material testado e condicdo de fotoativagcdo estéo
apresentados no Anexo 2 e, os valores das medianas, minimos e maximos, nas
Tabelas 3 e 4. Independente do tipo de microrganismo e da condi¢do de
fotoativacdo, nenhum halo de inibicéo foi observado para os componentes adesivos
do Clearfil Protect Bond (CPB-A), Clearfil SE Bond (CSEB-A), liquido A do Xeno
11 (X111-A) e para o Clearfil Tri-S Bond (C3SB).

Streptococcus mutans:

O Clearfil Protect Bond (primer + adesivo) ndo fotoativado promoveu o
maior halo de inibicdo (p<0,05), seguido do CPB-P e da CHX que n&o apresentaram
diferenca entre si (p>0,05). Com a fotoativagdo, ndo houve diferenca entre 0s
componentes do CPB em conjunto (CPB-P+A) e o primer isoladamente (CPB-P), 0s
quais mostraram inibicdo semelhante a CHX (p>0,05). Em relacdo ao efeito da
fotoativacdo na atividade inibitdria, os materiais, no geral, apresentaram uma menor
atividade antibacteriana quando fotoativados (p<0,05), exceto o primer do CPB, no
qual ndo foi observada diferenca estatistica com e sem a aplicacao da luz (Tabela 3).

Lactobacillus acidophillus:

O primer do CPB apresentou a maior atividade antibacteriana nas duas
condigdes de fotoativacdo (p<0,05). Em relacdo ao efeito da fotoativacdo, ndo houve

diferenca estatisticamente significante para os materiais testados, exceto para 0s
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conjuntos primer + adesivo do CPB e do CSEB que, quando ndo fotoativados,

apresentaram maior atividade inibitoria (p<0,05) (Tabela 4).

Discussao

Neste trabalho foi avaliada a atividade antibacteriana de sistemas adesivos
dentinérios contra S. mutans e L. acidophillus por estes serem os principais
patdgenos diretamente relacionados ao desenvolvimento da cérie dentaria.” O
metodo de difusdo em &gar foi utilizado por ser amplamente empregado para
determinacdo da atividade inibitoria de substancias liquidas, além de ser simples, de
facil execucdo e facilitar a comparacio com outros estudos.*>*82422:29

A avaliacdo da atividade antibacteriana dos sistemas adesivos dentinarios
autocondicionantes foi realizada empregando-se o primer seguido do adesivo e cada
componente individualmente, com a intencdo de, uma vez identificada a acéo
antibacteriana, determinar qual o componente responsavel por esta propriedade.

A solucdo de digluconato de clorexidina 0,2% foi utilizada como controle
positivo por ser um agente antibacteriano potente com amplo espectro de acéo,
muito utilizada como método auxiliar no controle quimico do biofilme dentéario e na
desinfeccdo de preparos cavitarios, recomendada, portanto, como substancia de
referéncia para comparagdo entre estudos in vitro de avaliagdo da atividade
antibacteriana de materiais para uso odontolégico.?%%*°

Os materiais testados foram avaliados com e sem fotoativagdo. Assim,
corroborando com Imazato et al.** (2002) pdde-se observar, pelos resultados obtidos,
que os materiais quando ndo fotoativados apresentaram uma maior atividade

antibacteriana, sendo demonstradas diferencas estatisticamente significantes para 0s

grupos: CPB-P+A, CSEB-P, CSEB-P+A, XIlI-B e XIII-A+B quando a bactéria
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avaliada foi o S. mutans, e para os grupos CPB-P+A, CSEB-P+A, quando avaliada a
acao sobre L. acidophillus (p<0,05). Entretanto, mesmo com a fotoativacdo, foi
verificada alguma atividade antibacteriana para esses materiais. A polimerizacdo de
materiais adesivos leva ao aprisionamento na matriz polimérica e a uma diminuicéo
na liberacdo de componentes antibacterianos polimerizaveis, como também dos
mondmeros 4cidos promotores da adesdo.”* Assim, a formacao de halos de inibicao
de microrganismos quando os sistemas adesivos dentinarios foram fotoativados pode
ser explicada pelo fato de que ndo ocorre uma completa conversdo de monémeros
em polimeros e mondmeros residuais podem ser, entdo, liberados para o meio.*
Somado a isto, a luz ndo é capaz de atravessar adequadamente o espécime de papel
impregnado pelos componentes adesivos, 0 que impede que grande parte dos
monodmeros forme cadeias poliméricas.?* O efeito antibacteriano pode, também,
dever-se a liberacdo dos monbémeros residuais presentes na camada inibida pelo
oxigénio.*

A atividade antibacteriana dos sistemas adesivos depende de vérios fatores,
como: 0 pH, a presenga de componentes antibacterianos na composicao quimica e a
viscosidade do material. O carater acido do primer dos sistemas adesivos
autocondicionantes tem sido apontado como um dos principais fatores relacionados
a inibicdo bacteriana.?>#3%** O MDP (10-metacriloiloxidecil dihidrogénio fosfato) é
um mondmero &cido responsavel por promover a adesdo e conferir aos sistemas
adesivos a propriedade autocondicionante, ou seja, a capacidade de condicionar
através da smear layer e incorporé-la a interface adesiva. Esta substancia esta
presente tanto no componente primer como no adesivo do CPB e do CSEB, e no
C3SB (frasco unico). Entretanto, no presente trabalho, como ja demonstrado por

22,29,30

alguns autores, somente 0os componentes primer do CPB e do CSEB, e este
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quando associado ao adesivo, apresentaram efeito antibacteriano contra as cepas
bacterianas testadas. Apesar de conter o MDP, a auséncia da atividade antibacteriana
exibida pelo C3SB, assim como pelos componentes adesivos do CPB e CSEB, pode
ter ocorrido devido a presenca de moléculas hidréfobas em sua composicdo, as quais
podem dificultar sua difusdo no meio &gar.?

O flior tem sido adicionado aos sistemas adesivos e aos materiais
restauradores e sua atividade estd mais relacionada a inibicdo do processo de

desmineralizacdo e favorecimento da remineralizacdo do que a sua atividade

22 2
l. 1.2

antibacteriana.’> Corroborando com os estudos de Schmalz et al.”* e Turkun et a
0 Xeno I, no presente estudo, apresentou reduzida atividade inibitdria,
principalmente sobre L. acidophillus, efeito este atribuido ao liquido B deste sistema

.22 observaram

adesivo que contém, entre outros componentes, o fliior. Schmalz et a
que a remocao do componente flior anulou o efeito antibacteriano do Prime&Bond
NT. Entretanto, o Xeno Ill, apesar de conter flGor e de possuir o menor pH (pH=1),
qguando comparado aos demais materiais testados, apresenta maior viscosidade,
sendo esta conferida pelo mondémero UDMA presente em sua composi¢do quimica.
Desta forma, acredita-se que a viscosidade possa também modular sua atividade
antibacteriana.”®

Dentre os sistemas adesivos dentinarios avaliados nesta pesquisa, 0 CPB
apresentou a maior atividade antibacteriana. Efeito semelhante foi observado em
outros estudos.’*1%#29% O primer deste sistema adesivo apresenta, além do MDP,
outro mondmero resinoso denominado MDPB, agente antibacteriano composto de

amonia quaternaria com grupo metacriloil.*

A vantagem do MDPB em relagéo aos
demais antibacterianos é o fato de ser co-polimerizado com outros mondémeros, ndo

sendo liberado para 0 meio depois de fotoativado, e continuar exercendo atividade
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antibacteriana, embora em menor extensdo, quando 0 microrganismo entra em
contato com a superficie do material.**'®*3% Na tentativa de elucidar a real

contribuicido do MDPB, Imazato et al.'®

compararam o potencial antibacteriano do
primer do Clearfil Protect Bond e do mesmo primer apds remocao desse monémero
resinoso de sua composicdo e observaram que na sua auséncia, 0 primer ndo exerceu
efeito antibacteriano contra S. mutans e Lactobacillus. Este achado demonstra que o
efeito antibacteriano do CPB depende ndo s6 da acidez do material, mas,
principalmente, da presenca do agente antibacteriano MDPB.

A incorporagdo de agentes antibacterianos solUveis em meio aquoso, como a
clorexidina, a materiais resinosos, além de levar a uma rapida perda do efeito
antibacteriano a medida que estes agentes sdo liberados, acarreta também em uma

progressiva deterioracdo do material.®®

Assim, a nédo liberacdo do MDPB para o
meio aquoso é de grande importancia, pois o torna seguro, sem efeito tdxico, e
efetivo, visto que sua atividade antibacteriana ndo decresce com o passar do tempo e
ndo prejudica as propriedades mecénicas dos materiais a base de Bis-GMA,
aumentando assim a longevidade da interface de unido e, consequentemente, da
restauracdo.1>%9%

Outro fator importante a ser considerado é a capacidade dos microrganismos,
em especial aqueles dos grupos Streptococcus e Lactobacillus, de produzir &cido e
de sobreviver em ambientes de baixo pH. Bactérias aciduricas, quando submetidas a
choques é&cidos, desenvolvem mecanismos de adaptacdo por meio de sintese
protéica, aumentando assim sua resisténcia e tempo de sobrevida.?** Desta forma,
materiais odontologicos que apresentam baixo pH, ao invés de exibirem efeito

antibacteriano, podem estimular o desenvolvimento de cepas bacterianas mais

resistentes, dificultando sua eliminagao.
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Devido as limitacbes das pesquisas laboratoriais, 0s resultados obtidos nao
podem ser extrapolados para uma condic¢éo clinica, porque podem néo refletir o real
efeito do material quando aplicado numa situacdo in vivo. Entretanto, estes testes
estdo situados na base da piramide de evidéncia cientifica, dando suporte a todos os
outros tipos de estudo, direcionando e servindo de referéncia para estudos clinicos.
Uma das limitacGes do presente estudo esté relacionada ao fato de ndo reproduzir as
condices fisiologicas do complexo dentino-pulpar representadas pela presenca de
substrato dentinario (estrutura tubular heterogénea permeéavel com fluido dentinario
e pressdo intra-pulpar), visto que, o efeito antibacteriano dos monémeros acidos dos
sistemas adesivos autocondicionantes pode ser comprometido tanto pela acéo
tamponante do complexo dentino-pulpar como pela barreira fisica de protecdo

22233 E importante, portanto, a realizagio de

exercida pela prépria dentina.
trabalhos in vitro que reproduzam, cada vez melhor, as condic¢Ges fisioldgicas da
dentina e se possivel trabalhos clinicos, com o intuito de avaliar com maior

fidelidade a atividade antibacteriana dos sistemas adesivos dentinarios.

Concluséo

O Clearfil Protect Bond promoveu a maior atividade inibitoria sobre 0s
microrganismos testados, nas duas condi¢fes de fotoativacao, sendo esta atividade
atribuida ao primer, componente que contém o agente antibacteriano MDPB.

A fotoativacdo reduziu significantemente a atividade antibacteriana dos

sistemas adesivos testados.
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Tabela 1 - Apresentacdo e principais componentes dos materiais utilizados na

pesquisa
Material Classificacdo Composicédo pH Lote
(Fabricante)
. . . Primer: HEMA, MDP,
Clearfill Protect Sistema adesivo dimetacrilato hidréfilo, MDPB, 19
Bond autocondicionante agua 41137
(fﬁgagia'\"aeﬁga' de 2 passos Adesivo: HEMA, MDP, 28
.Ja az) ’ dimetacrilato hidréfobo, N,
P dietanol N-toluidina-p, CQ, Silica
coloidal silanizada, BisGMA,
fluoreto de sddio
. . . Primer: HEMA, MDP,
Clearfill SE Bond | - Sistemaadesivo |y oracrilato hidrefilo, N, dietanol | -2
(Kuraray Medical | autocondicionante N-toluidina-p, CQ, agua 51308
Inc., Okayama, de 2 passos 2,8
Japan) P Adesivo: HEMA, MDP, ’
dimetacrilato hidréfobo, N,
dietanol N-toluidina-p, CQ, Silica
coloidal silanizada , BisGMA,
Clearfill Tri-S Sistema adesivo HEMA, BisGMA, MDP, 2,4
Bond autocondicionante dimetacrilato hidréfobo, Silica 61113
(Kuraray Medical de passo dnico coloidal silanizada, CQ, Etanol,
Inc. Okayama, agua
Japan)
. . Liquido A: HEMA, agua, etanol,
Xenolll Sistema adesivo THB, sflica amorfa 1,0
(Dentsply, autocondicionante (misturado) | 0504002710
Konstanz, de Dasso Gnico Liquido B: Piro-EMA, PEM-F,
Germany) P UDMA, THB, CQ, etil-4-
dimetilaminobenzoato
Clorexidina 0,2%
(Farméacia Escola Soluc¢do Solucdo aquosa de Digluconato de 59 -
Ara_rEaJcI]\LlErSaP,SP Antibacteriana clorexidina 0,2%
Brasil)

BisGMA: bisfenol A diglicidilmetacrilato; THB: tolueno hidroxibutilato; CQ: D,1-canforoquinona;
HEMA: 2-hidroxietilmetacrilato; MDP: 10- metacriloiloxidecil dihidrogenio fosfato; MDPB: brometo 12-
metacriloiloxidodecilpiridinio; PEM-F: mono fluoro fosfazeno modificado; Piro-EMA: metacrilato

funcionalizado com &cido fosférico; UDMA: dimetacrilato uretano.



Tabela 2 — Distribuicdo dos espécimes de acordo com o material, espécie bacteriana

e condicao de fotoativacao
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Condigdo de Material
Microrganismos | fotoativagdo | CHX DP CPB CPB CPB CSEB CSEB CSEB C3SB XIII Xl Xl | Total
P A P+A P A P+A A B A+B

Sem

S. mutans fotoativacéo 16 16 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 112
UA 159 Com

fotoativacéo 16 16 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 112
Sem

L. acidophilus | fotoativagdo 16 16 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 112
1AL-523 Com

fotoativacdo | 16 16 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 112

Total 64 64 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 448

CHX = Clorexidina; DP=Disco de papel; CPB-P+A = Clearfil Protect Bond — primer + adesivo; CPB-P =

Clearfil Protect Bond — primer; CPB-A = Clearfil Protect Bond — adesivo; CSEB-P+A = Clearfil SE Bond -

primer + adesivo; CSEB-P = Clearfil SE Bond — primer; CSEB-A = Clearfil SE Bond - adesivo; C3SB =

Clearfil Tri-S Bond; XIlI- A+B = Xeno Il - liquido A+B; XIII-A = liquido A do Xeno I1I; XI1I-B = liquido B

do Xeno IlI.



Tabela 3 - Largura da zona de inibicdo (mm) obtida para S. mutans (mediana,

minimo e maximo) segundo o material e a condi¢do de fotoativacao
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Material

Condic&o de fotoativacao

Sem fotoativacdo

Com fotoativacao

Clorexidina (CHX)
Disco de papel (DP)

Clearfil Protect Bond - primer (CPB-P)
Clearfil Protect Bond - adesivo (CPB-A)
Clearfil Protect Bond - primer+adesivo
(CPB-P+A)

Clearfil SE Bond - primer (CSEB-P)
Clearfil SE Bond - adesivo (CSEB-A)
Clearfil SE Bond — primer+adesivo
(CSEB-P+A)

Clearfil TriS Bond (C3SB)

Xeno I A (X 111-A)

Xeno 111 B (X 111-B)

Xeno 11 A+B (X 111-A+B)

4,65 (3,88-5,00) B b
0

5,05 (3,65-6,56) A b
0

6,92 (6,20-7,74) A a

4,06 (3,40-4,56) A ¢
0
3,39 (3,01-3,68) A d

0

0
3,05 (2,38-4,80) A d
2,24 (1,06-3,26) A e

5,00 (4,40-5,88) A a
0

4,75 (3,84-5,54) A a
0

5,04 (4,08+6,13) B a

1,96 (1,68-2,23) B ¢
0
2,43 (1,73-3,19) B b

0

0
2,17 (1,79-3,98) Bb ¢
1,43 (0,73-1,51) B d

*Valores seguidos por letras mailsculas iguais nas linhas e letras minGsculas iguais nas colunas ndo

sdo diferentes estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05).



Tabela 4 - Largura da zona de inibicdo (mm) obtida para L. acidophillus (mediana,

minimo e maximo) segundo o material e a condi¢do de fotoativacao

Condic&o de fotoativacao

Material Sem fotoativacdo Com fotoativacgdo
Clorexidina (CHX) 5,06 (4,03-5,44) A c 4,47 (4,03-5,93) Ad
Disco de papel (DP) 0 0
Clearfil Protect Bond - primer (CPB-P) 7,15 (6,99-8,37) Aa 6,93 (6,34-7,64) A a
Clearfil Protect Bond - adesivo (CPB-A) 0 0
Clearfil Protect Bond - primer+adesivo 6,52 (6,21-7,00) A b 6,12 (5,62-6,59) B b
(CPB-P+A)
Clearfil SE Bond - primer (CSEB-P) 6,37 (5,84-7,46) A b 5,59 (3,65-7,48) Abcd
Clearfil SE Bond - adesivo (CSEB-A) 0 0
Clearfil SE Bond - primer+Adesivo 6,52 (6,19-7,05) A b 5,62 (5,19-6,13) B ¢
(CSEB-P+A)
Clearfil TriS Bond (C3SB) 0 0
Xeno 1 A (X 111-A) 0 0
Xeno 111 B (X I1I-B) 0,70 (0,18-1,14) Ad 0,58 (0,23-0,96) A e
Xeno Il - A+B (X I1I-A+B) 0,96 (0,58-2,02) A d 0,72 (0,49-1,81) Ae

*Valores seguidos por letras maitsculas iguais nas linhas e letras minGsculas iguais nas colunas ndo

sdo diferentes estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05).
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Influéncia da dentina humana na atividade antibacteriana de sistemas adesivos
dentinarios autocondicionantes
Resumo
Objetivo. Avaliar a influéncia da dentina humana na atividade antibacteriana de
sistemas adesivos dentinarios autocondicionantes sobre S. mutans e L. acidophillus,
utilizando o método de difusdo em Agar.

Material e método. Os materiais Clearfil Protect Bond (CPB), Clearfil SE Bond

(CSEB) e Xeno 1 (XII), bem como o primer do CPB e do CSEB, e o liquido B do
X111, em separado, foram aplicados sobre discos de dentina de 400 pum de espessura,
posicionados em placas de Petri contendo bactérias semeadas em BHI Agar. A
solugdo de digluconato de clorexidina 0,2% (CHX) foi utilizada como controle
positivo. Apds incubacdo, por 24 h (S. mutans) ou por 48 h (L. acidophillus), a
largura das zonas de inibi¢cdo em torno dos espécimes foi mensurada.

Resultados. O CPB, o CSEB e o XIlII, assim como o componente primer do CPB e
do CSEB, e o liquido B do XIII ndo apresentaram atividade antibacteriana. A CHX
quando aplicada sobre os discos de dentina promoveu efeito inibitério sobre S.
mutans e L. acidophillus de menor intensidade do que quando aplicada sobre discos
de papel (p<0,05). A CHX apresentou maior atividade antibacteriana sobre S. mutans
quando comparado com L. acidophillus (p<0,05).

Concluséo. Independente do tipo de microrganismo, a dentina na espessura de
400um atuou como barreira fisico-quimica de protecdo impedindo a atividade
antibacteriana dos sistemas adesivos dentinarios autocondicionantes testados.

Palavras-chave: Adesivos dentinérios; bactérias; agentes antibacterianos;

permeabilidade da dentina.
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Influence of human dentin on the antibacterial activity of self-etching denting

bonding systems

Abstract

Obijective. This study evaluated the influence of human dentin on the antibacterial
activity of self-etching dentin bonding systems against S. mutans and L. acidophillus
by the agar disc-diffusion test.

Methods. Clearfil Protect Bond (CPB), Clearfil SE Bond (CSEB) and Xeno llI
(XI111), as well as CPB and CSEB primer, and liquid B of Xeno Il were pipetted onto
400 pm thickness dentin discs which were placed on the inoculated BHI agar
surface. A 0.2% aqueous solution of chlorhexidine (CHX) was used as a positive
control. After incubation, the size of inhibition zones produced around the specimens
were measured.

Results. CPB, CSEB and XIllI, as well as CPB and CSEB primer, and liquid B of
XII did not show any antibacterial activity. The CHX applied onto dentin discs
presented less inhibitory activity against S. mutans and L. acidophillus than when it
was applied onto paper discs (p<0.05). CHX showed stronger antibacterial activity
against S. mutans than against L. acidophillus (p<0.05).

Conclusion. Regardless the bacterial strains evaluated, the 400 um thickness dentin
acted as a protection barrier, inhibiting the antibacterial activity of self-etching
dentin bonding systems tested.

Key-words: Dentin-bonding agents; bacteria; anti-bacterial agents; dentin

permeability
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Introducéo

Embora os fatores etioldgicos da doenca carie e 0s metodos para sua
prevencdo sejam amplamente estudados, a sua recorréncia ainda é a principal causa
de substituicdo de restauracées dentarias.® Durante a remogdo de tecido cariado,
inevitavelmente, microrganismos permanecem no interior do tecido dentinario, visto
que os parametros clinicos, de dureza e coloracdo da dentina, assim como os corantes
evidenciadores ndo asseguram a sua completa eliminacdo.®® Como os adesivos
dentinérios ndo tém se mostrado completamente efetivos em eliminar a infiltracdo na
interface dente/restauragdo, a incorporacdo de agentes antibacterianos nestes
materiais tem sido proposta como uma tentativa de prevenir a recorréncia de cérie.®
14

Dentre o0s agentes antibacterianos incorporados aos materiais adesivos,
destaca-se 0 mondmero resinoso brometo 12-metacriloiloxidodecilpiridinio,
conhecido como MDPB.>'®** O MDPB apresenta como vantagem principal a
capacidade de co-polimerizar com outros monémeros resinosos ficando imobilizado
na matriz polimérica, 0 que o torna seguro e com acdo antibacteriana prolongada,
visto que ndo é liberado para 0 meio. Esta caracteristica também assegura adequada
sobrevida da restauragdo, uma vez que o MDPB, ao contrario dos agentes
antibacterianos sollveis, ndo prejudica as propriedades fisicas e mecanicas dos
materiais aos quais é incorporado.”'*

A incorporagdo do MDPB aos sistemas adesivos dentinarios
autocondicionantes tem sido apontada como extremamente vantajosa, visto que na
pratica clinica, estes materiais sdo aplicados diretamente sobre a dentina com algum
grau de contaminag&o e, diferentemente dos sistemas adesivos convencionais de dois

ou trés passos, ndo apresentam a etapa de condicionamento acido, a qual é capaz de
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reduzir significantemente o nimero de microrganismos residuais.’®'’ Apesar de os
adesivos autocondicionantes serem de natureza acida, esta caracteristica parece nédo
ser suficiente para eliminar totalmente bactérias residuais presentes na dentina, pois
este tecido atua como meio sélido tamponante dos mondmeros 4cidos.*® Além disso,
alguns tipos de bactérias podem desenvolver mecanismos de prote¢do, aumentando
assim sua sobrevida em ambiente 4cido.®?° Desta forma, os sistemas adesivos
autocondicionantes contendo MDPB parecem atuar mais efetivamente sobre
bactérias que estdo na superficie da dentina e, em alguma extensdo, sobre as
bactérias que permanecem no interior dos tibulos dentinarios. Assim, o objetivo do
presente trabalho é avaliar in vitro a influéncia da dentina humana na atividade
antibacteriana de sistemas adesivos dentinarios autocondicionantes, contendo ou néo

MDPB, sobre bactérias cariogénicas.

Material e método

Neste estudo foram utilizados somente aqueles materiais que apresentaram
atividade antibacteriana pelo método de difusdo em &gar com discos de papel, em
estudo realizado pelos mesmos autores (dados ndo publicados). As caracteristicas e
composicao dos materiais testados estdo apresentadas na Tabela 1.

Foram utilizados 84 dentes terceiros molares humanos higidos, obtidos junto
ao banco de dentes da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP, ap0s
aprovacido do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
(Processo 54/05 — Anexo 3). Os dentes foram mantidos em solucéo de timol 0,1%, a
4°C, para prevenir contaminacao bacteriana, até a obtencdo dos espécimes, e foram
utilizados dentro de um periodo maximo de 6 meses, contados a partir da data da sua

extragéo.
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Um disco de dentina de aproximadamente 500 um de espessura foi obtido na
altura do terco cervical de cada dente, com auxilio de maquina para corte de tecidos
duros (ISOMET 1000 - Buehler, Lake Buff, EUA) equipada com disco diamantado
(Series 15 LC Diamond, Buehler, Lake Buff, EUA), sob refrigeracdo com agua. Os
discos tiveram a superficie oclusal marcada com uma ranhura realizada com uma
ponta diamantada esférica n°1011(KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil).
Posteriormente, esses discos foram manualmente lixados com lixa de carbeto de
silicio de granulacdo 320 (Doble A, Argentina) até obter-se discos de 400 um de
espessura, os quais foram armazenados em solugédo salina tamponada com fosfato
(PBS, pH 7,2), a uma temperatura de -4°C, até a leitura da sua permeabilidade

(Anexo 4, Figura Al).

1. Determinacio da permeabilidade dentinéria

Os discos de dentina foram bilateralmente condicionados com solugdo de
EDTA 0,5 M, pH 7.2, por 30 segundos, e lavados abundantemente com &gua
deionizada, para remover a smear layer criada durante o desgaste. Em seguida, esses
discos foram posicionados individualmente em um dispositivo denominado camara
pulpar in vitro, modificado a partir do dispositivo original desenvolvido por Hanks et
al. (1988),% o qual permitiu a padronizacéo de uma éarea de dentina de 0,28 cm? para

a avaliacdo da permeabilidade.

A cémara pulpar artificial foi conectada a um aparelho especifico para a
leitura da permeabilidade dentinaria (Flodec - De Marco Engineering, Genebra,
Suica) por meio de um tubo de polietileno de 0,5mm de didmetro (sonda nasogastrica
n° 08). No sistema foi introduzida uma pequena bolha de ar e aplicada uma presséo

hidrostatica de 15 cm de H,O. A movimentacdo da bolha foi registrada por um
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sensor infravermelho do aparelho e transformada em valor de permeabilidade
dentinaria por um software especifico (De Marco Engineering, Geneva, Suica). De
posse dos resultados dessa leitura, os discos de dentina foram distribuidos de forma a
constituirem 14 grupos experimentais com seis discos cada um (sete grupos para o S.
mutans e sete para o L. acidophillus - Anexo 5), de tal forma que a permeabilidade

dentinéria média dos grupos ndo diferisse estatisticamente (ANOVA, p>0,05).

2. Determinacdo da Atividade Antibacteriana

A atividade antibacteriana foi testada in vitro sobre os microrganismos
cariogénicos: S. mutans (UA-159) fornecido pela Faculdade de Odontologia de
Piracicaba (UNICAMP), e L. acidophillus (ATCC # IAL-523), da Colecdo de
Culturas Tropical (CCT) — Fundacdo Tropical de Pesquisas e Tecnologia “André
Tosello”, Campinas, SP. Os sistemas adesivos selecionados (CPB, CSEB e XIlI),
assim como o componente primer do CPB e do CSEB e o liquido B do XIII em
separado, foram submetidos ao teste de difusdo em Agar, por meio da sua aplicacédo
sobre discos de dentina. A solucdo de Digluconato de Clorexidina a 0,2% (CHX) foi
utilizada como grupo controle positivo aplicada sobre discos de dentina (CHXd) e
sobre discos de papel (CHXp).

Os discos de dentina de 400 um de espessura tiveram seu diametro reduzido
com o auxilio de pontas diamantadas n°1090 (KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil) e
lixa de carbeto de silicio de granulometria 320 até serem obtidos discos com 8 mm
de didmetro. A superficie oclusal dos discos foi desgastada com lixa de mesma
granulometria por 5 segundos para a formacéo de smear layer® e, em seguida, eles
foram circundados com material de impressdo a base de poliéter (Impregum Penta

Soft, 3M ESPE, Seefeld, Alemanha) usando seringa Penta Elastdmera (3M ESPE,
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Seefeld, Alemanha), de forma a delimitar uma area de 6 mm de didmetro para a
aplicacdo dos materiais a serem testados. Os discos preparados permaneceram 24
horas, em solugdo salina a 0,9%, para a presa do material de impressao e, em
seguida, foram esterilizados em autoclave a 120°C por 20 minutos (Anexo 4, Figura
A2).

Para a realizacdo do teste de difusdo em &gar, as cepas bacterianas padrao
foram reativadas em 5mL de BHI caldo (BHI™, Difco Laboratories, Detroit, EUA) e
mantidas 24 horas em estufa a 37°C, em condic¢Ges de microaerofilia. Em seguida, foi
realizada uma nova replicagdo em 5mL de BHI caldo e manutencdo por mais 24
horas a 37°C, em condic6es de microaerofilia, com o objetivo de se obter um indculo
de 10° UFC/mL, correspondente ao nivel 8 da escala de McFarland. Para verificar e
padronizar a quantidade de microrganismos presentes nos inoculos utilizados para o
experimento foram realizadas diluicBes seriadas até 10°®.

Aliquotas de 250 pL dos in6culos bacterianos foram espalhadas sobre a
superficie de placas de Petri contendo 15mL de BHI agar. Apds a secagem dessa
superficie, em cada placa foram inseridos um disco de papel (6 mm de diametro e 1,5
mm de espessura) sobre o qual foram pipetados 10 pL da solucéo de digluconato de
clorexidina 0,2% (CHXp) e sete discos de dentina (8 mm de didametro e 0,4 mm de
espessura), sobre os quais, apds remocdo do excesso de umidade com o auxilio de
papel absorvente, foram pipetados 10 uL de CHX ou dos materiais testados. Quando
utilizados o CPB-P+A e o CSEB-P+A foram aplicados 10 pL do primer, ap6s 20
segundos foram aplicados suaves jatos de ar para promover a evaporagédo do solvente
e foram adicionados 10 puL do componente adesivo. Os materiais ndo foram
fotoativados. Para cada microrganismo foram utilizadas seis placas de Petri,

totalizando seis espécimes (n=6) para cada grupo e cepa bacteriana (Tabela 2).
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As placas foram mantidas por 2 horas a temperatura ambiente para pré-
difusdo dos materiais e incubadas em estufa a 37°C em condicOes de microaerofilia
por 24 horas para 0 S. mutans e por 48 horas para o L. acidophilus. Os halos de
inibicdo produzidos ao redor dos discos de dentina tiveram o seu maior didmetro
tanto no sentido horizontal quanto no vertical mensurados em milimetros (mm), com
0 auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo, Sul Americana, SP, Brasil). A partir
desses valores foi calculado o didmetro médio de cada halo de inibigdo. Deste foi
subtraido o didmetro do disco de dentina (8 mm), e o resultado foi dividido por dois,
obtendo-se, assim, a largura do halo de inibicdo de cada espécime. Para o controle
positivo (CHXp), o célculo do halo de inibicdo foi realizado de forma semelhante,
exceto que foi subtraido o didmetro do disco de papel de 6 mm.

A andlise estatistica para a compara¢do dos grupos quanto a largura dos halos
de inibicdo foi realizada por meio de testes ndo paramétricos de Mann-Whitney e, foi
realizada, também, a correlacdo entre permeabilidade dentinaria e largura dos halos
de inibicdo (Correlacdo de Spearman). Para todos os testes estatisticos foi

considerado o nivel de significancia de 5% (a = 0,05).

Resultados

Os valores das larguras dos halos de inibicdo para cada espécime, de acordo
com O grupo e 0 microrganismo, assim como os valores de permeabilidade
dentinéria, estdo apresentados no Anexo 5. O CPB, o CSEB e o XIlI, assim como o
primer do CPB e do CSEB, e o liquido B do XIlIl ndo apresentaram atividade
antibacteriana. A CHX quando aplicada sobre os discos de dentina promoveu efeito
inibitério contra S. mutans e L. acidophillus, efeito este menor quando comparado

com a CHX em disco de papel (p<0,05). A CHX apresentou maior atividade
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antibacteriana sobre S. mutans quando comparado com L. acidophillus (p<0,05)
(Tabela 3). Nao houve correlagdo entre o grau de permeabilidade dos discos de

dentina e o efeito antibacteriano produzido (r = -0,119; p>0,05).

Discussao

O S. mutans e o L. acidophillus sdo os principais microrganismos associados
com o desenvolvimento da cérie dentaria, tanto priméria quanto secundaria,® por
esta razdo, neste trabalho, a atividade antibacteriana dos sistemas adesivos
autocondicionantes foi testada sobre esses microrganismos. Na situacdo clinica, os
sistemas adesivos dentinarios sdo aplicados sobre a superficie da dentina com o
objetivo de promover a adesdo entre esse substrato e o material restaurador, e, para
que eles atuem inibindo os microrganismos que permanecem no interior dos tabulos
dentinarios precisam apresentar atividade antibacteriana e capacidade de difundir em
alguma extensdo através da dentina.'® Porém, na literatura h4 pouca informacéo
sobre a influéncia do tecido dentinario nas propriedades antibacterianas dos sistemas
adesivos autocondicionantes.***®** Neste trabalho foi empregado o método de
difusdo em &gar utilizando discos de dentina humana de 400 um de espessura para
avaliar a capacidade de difusdo dos materiais testados através do tecido dentinario, a
difusdio no 4&gar e, consequentemente, o efeito antibacteriano sobre os
microrganismos analisados.

Foram utilizados os sistemas adesivos CPB, CSEB, XIII, o primer do CPB e
do CSEB, e o liquido B do XIII, uma vez que o0s outros componentes destes sistemas
ndo apresentaram efeito inibitdrio sobre S. mutans e L. acidophillus pelo método de
difusdo em &gar usando disco de papel (dados ndo publicados). A solucdo de

digluconato de clorexidina 0,2% é um forte agente antibacteriano com amplo
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espectro de acdo e € usada como substancia padrdo ouro em diversas pesquisas que
avaliam a atividade antibacteriana de produtos odontolégicos.'®****> Como poucos

1824 neste

estudos mostram a influéncia da dentina na sua acdo antibacteriana,
experimento essa substancia foi aplicada tanto sobre discos de papel como sobre
discos de dentina.

O efeito antibacteriano dos sistemas adesivos dentinarios pode ser
influenciado por fatores inerentes ao material (pH, viscosidade, poder de difuséo,
presenca de agentes antibacterianos) e por fatores relacionados ao substrato
dentinario (espessura e permeabilidade).®*3° O baixo pH dos sistemas adesivos
autocondicionantes conferido pela incorporacdo de mondémeros acidos €é, segundo
alguns autores, um dos principais fatores relacionados a sua atividade
antibacteriana.’*®%*? O Phenyl-P, 0 4-META e o MDP sdo os principais
mondémeros &cidos contidos em sistemas adesivos autocondicionantes capazes de
desmineralizar e infiltrar o substrato dentinério simultaneamente, e, de acordo com
Ohmori et al.,® o MDP apresenta maior agdo contra microrganismos quando
comparado com o Phenyl-P. No presente trabalho, apesar de 0 MDP estar presente
no componente primer do CPB e do CSEB, nem o componente primer isoladamente
(pH=1,9), nem o primer associado ao adesivo (pH=2,8), apresentaram atividade
antibacteriana quando aplicados sobre os discos de dentina. Esta auséncia de
atividade antibacteriana pode dever-se ao efeito protetor da dentina contra agentes
acidos conferido pela sua capacidade tampéo, ou seja, quando em contato com a
dentina, a dissolucdo da apatita dentinaria pela acdo dos acidos pode ser neutralizada
pela ligagdo dos fons fosfato e hidroxila da dentina com os prétons H*, e quanto

maior a espessura de dentina remanescente, maior o efeito tamponante.®
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Schmalz et al."® avaliaram o efeito da dentina na atividade antibacteriana de
sistemas adesivos dentinarios, do TEGDMA e do HEMA, sobre S. mutans, S.
sobrinus e L. acidophillus por diferentes métodos de difusdo em 4gar.
Diferentemente dos resultados encontrados no presente trabalho, os sistemas
adesivos testados produziram zonas de inibicdo em torno de discos de dentina
bovina. Contudo, os resultados mostraram, também, que a dentina influencia o efeito
antibacteriano dos sistemas adesivos de forma a reduzi-lo ou elimina-lo,

corroborando com os resultados do presente trabalho e de outras pesquisas®*>*

que
demonstraram o papel de protecdo exercido pelo tecido dentinario. Algumas
diferencas metodoldgicas foram detectadas entre este trabalho e o realizado por
Schmalz et al.,*® as quais podem explicar as diferencas nos resultados obtidos, dentre
elas: o tipo e a espessura do disco de dentina e a quantidade de material aplicada. Os
discos de dentina usados neste experimento foram provenientes de dentes humanos e
apresentavam 400 pum de espessura, e a quantidade de material aplicada sobre cada

espécime foi 10 pL, enquanto Schmalz et al.™®

usaram dentina bovina com 200 um e
500 pum de espessura e aplicaram 20 puL do material. Neste trabalho, também foi
confeccionada uma barreira protetora, de forma a evitar o extravasamento do
material aplicado sobre os discos de dentina, o que poderia fornecer resultado falso-
positivo, cuidado este que ndo mencionado no trabalho realizado por Schmalz et al.*®

Apesar de a dentina ter acdo protetora, esse efeito é limitado,* pois ela
permite a passagem de toxinas resultantes do metabolismo bacteriano e de moléculas
hidrofilicas de pequeno tamanho, como as de TEGDMA e de HEMA, que, apesar de
ndo apresentarem efeito bactericida, sdo citotoxicas.'**** A permeabilidade
dentinaria varia de dente para dente e de regido para regido no mesmo elemento

|.36

dental. Alguns fatores podem estar relacionados com esta variacdo, tais como:

63



disposicdo anatdmica, didmetro, comprimento e densidade dos tdbulos dentinarios.*
Assim, a permeabilidade dos discos de dentina utilizados neste estudo foi medida
com o intuito de formar grupos experimentais apresentando médias de
permeabilidade dentinaria estatisticamente semelhantes, para evitar a influéncia deste
fator na comparacgéo dos grupos.

Como a viscosidade do material também pode interferir na sua difusdo

através dos tubulos dentinarios,’

a diferenca de viscosidade apresentada pelos
materiais avaliados neste estudo pode ter influenciado os resultados obtidos, visto
que somente o digluconato de clorexidina 0,2% (pH=5,9), material de baixa
viscosidade, conseguiu permear a smear layer e penetrar nos tdbulos dentinarios
exercendo efeito antibacteriano. Apesar de este efeito ter sido menor do que aquele
produzido quando o material foi aplicado sobre discos de papel, mostrando a
influéncia da dentina na atividade antibacteriana, ndo foi verificada correlacdo entre
o0 grau de permeabilidade dentinéria e a atividade antibacteriana exercida pela CHX.

O Xeno 11l (liquido A+B) e o liquido B separadamente ndo apresentaram
atividade inibitoria sobre as bactérias testadas. No teste de difusdo em agar sobre
discos de papel, o XIII mostrou o menor efeito inibitério quando comparado aos
outros materiais (dados ndo publicados). Este material, apesar de conter fluor e
apresentar o menor pH (pH=1), quando comparado aos demais materiais testados,
apresenta-se mais viscoso. Esta viscosidade deve-se a incorporacdo do UDMA,
mondmero resinoso com elevado peso molecular, & sua composicdo.** Entéo, sugere-
se que as caracteristicas fisicas deste material possam interferir na atividade
antibacteriana, dificultando sua difuséo através dos tubulos dentinarios.

O Bis-GMA é um componente presente na grande maioria dos materiais

resinosos e sua concentracdo na composicdo de um material pode influenciar na
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viscosidade, dificultando sua difusdo. Os materiais a base de Bis-GMA séo,
geralmente, mais viscosos que aqueles & base de HEMA e de UDMA.? O tipo de
solvente também pode influenciar na penetracdo dos materiais através do tecido
dentinario. A acetona e o etanol s@o solventes que apresentam afinidade por agua e
facilitam o carreamento do sistema adesivo pela dentina Umida e desmineralizada.
Assim, sdo véarios os fatores que, em conjunto, contribuem para a variagdo na
extensdo de penetracdo dos adesivos dentindrios no interior dos tubulos, e tem sido
relatada a formag&o de tags resinosos de até 198 um de comprimento.”

Para inativar lesdes de cérie, o material deve selar a superficie da cavidade
adequadamente, para privar bactérias viaveis de nutrientes e evitar o ingresso de
acidos, e, simultaneamente, deve conter componentes capazes de inativar as bactérias

.,% os resultados in

presentes na lesdo.®® No trabalho realizado por Kuramoto et a
vitro indicaram que os sistemas adesivos autocondicionantes, principalmente quando
contém o agente antibacteriano MDPB, sdo capazes de paralisar lesdes de cérie ativa.

O MDPB é um mondmero resinoso com acgdo antibacteriana composto de
amodnia quaternaria com grupo metacriloil.® O primer do sistema adesivo CPB
apresenta, além do MDP, o MDPB e, mesmo contendo este agente antibacteriano, o
sistema adesivo CPB néo apresentou atividade antibacteriana quando aplicado sobre
discos de dentina de 400 pum de espessura. Este resultado é, provavelmente,
decorrente da acdo tampao exercida pelo tecido dentinario sobre o qual o material foi
aplicado, visto que a incorporacdo do MDPB aos sistemas adesivos néo interfere na
sua acidez e fluidez, permitindo a sua difusdo pelos tdbulos dentinarios para alcangar
e matar as bactérias presentes.?

Em experimento in vivo, foi observado que adesivos experimentais contendo

MDPB foram capazes de matar bactérias existentes na cavidade preparada de forma
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semelhante a clorexidina, e em maior extensdo que outros sistemas adesivos
autocondicionantes.*® Apesar desses sistemas apresentarem baixo pH (pH = 1,3), sua
acidez nédo foi suficiente para inativar totalmente as bactérias existentes no interior
dos tdbulos dentinarios e a total eliminacdo dos microrganismos do grupo
experimental deveu-se a presenca do MDPB em sua composicdo. Em analise
histoldgica, Imazato et al.*® mostraram que quando aplicado um sistema adesivo
experimental contendo MDPB néo foram observados invasdo bacteriana em direcéo
a cavidade pulpar e sinais de inflamacao da polpa, num periodo de acompanhamento
que variou de 7 a 75 dias, sugerindo que este agente antibacteriano é capaz de
destruir ou inativar bactérias presentes na cavidade dentéria e eliminar os efeitos dos
seus produtos toxicos que levam a resposta inflamatéria da polpa. Diferentes
resultados foram obtidos para os grupos controle e experimentais utilizando sistemas
adesivos autocondicionantes sem MDPB, nos quais foi observada invasdo bacteriana
em direcéo & cavidade pulpar resultando em resposta inflamatoria.*

Tem sido mostrado que o primer contendo MDPB, mesmo em pequenas
concentrac@es, € mais efetivo em matar microrganismos provenientes de amostras de
tecido dentinario humano cariado quando comparado com um primer de pH similar,
entretanto, sem este agente antibacteriano. Isto evidencia que a atividade
antibacteriana exercida é principalmente derivada da ac&o do agente antibacteriano.*

Neste trabalho, a clorexidina 0,2% foi o Unico material a apresentar atividade
antibacteriana sobre S. mutans e L. acidophillus, quando aplicada sobre discos de

dentina de 400 um de espessura. Hebling et al.,*°

mostraram que a clorexidina reduz,
in vivo, a velocidade de degradacéo da interface de unido quando aplicada associada
a um sistema adesivo convencional simplificado, apds condicionamento do substrato

dentinario com &cido fosférico. Como este agente antibacteriano quando adicionado
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a materiais resinosos pode comprometer as propriedades mecanicas do material, por
ser solivel e interferir na formacdo de polimeros,® sugere-se a realizagdo de
pesquisas avaliando a sua aplicacdo sobre dentina, previamente a utilizacdo de
sistemas adesivos dentinadrios autocondicionantes, na expectativa de se conseguir
uma associacdo de efeitos (antibacteriano e inibidor de metaloproteinases), sem
interferir com as propriedades do sistema adesivo.

A metodologia empregada na presente pesquisa apresenta algumas limitagdes
em reproduzir as condi¢bes fisioldgicas do complexo dentino-pulpar, como a
presenca de fluido intratubular e a pressdo intra-pulpar. Schmalz et al.®
demonstraram que a presenca de pressdo no interior da camara pulpar artificial
associada com substrato dentinario reduz a agressividade do material sendo capaz de
minimizar a citotoxicidade de sistemas adesivos sobre células derivadas da polpa
dental. Portanto, mesmo j& tendo sido relatada a acdo antibacteriana do sistema
adesivo dentinario contendo MDPB e o efeito protetor exercido pela dentina, é
importante que sejam realizadas pesquisas clinicas em seres humanos para avaliar o

real efeito inibitdrio que os sistemas adesivos dentinarios apresentam sobre

microrganismos cariogénicos.

Conclusao

Independente do tipo de microrganismo utilizado, a dentina em uma
espessura de 400 um atuou como barreira fisico-quimica de protecdo, impedindo a
acdo antibacteriana de sistemas adesivos dentinarios autocondicionantes e reduzindo

significantemente a atividade antibacteriana da clorexidina.
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Tabela 1 - Apresentacdo e principais componentes dos materiais utilizados na

pesquisa
Material Classificacdo Composicédo pH Lote
(Fabricante)
. . . Primer: HEMA, MDP,
Clearfill Protect Sistema adesivo dimetacrilato hidréfilo, MDPB, 1,9
Bond autocondicionante agua 41137
(fﬁgagia'\"aeﬁga' de 2 passos Adesivo: HEMA, MDP, 2.8
.Ja az) ’ dimetacrilato hidrofobo, N,
P dietanol N-toluidina-p, CQ, Silica
coloidal silanizada, BisGMA,
fluoreto de sddio
. . . Primer: HEMA, MDP,
Clearfill SE Bond | Sistema adesivo dimetacrilato hidréfilo, N. dietanol 1,9
(Kuraray Medical | autocondicionante N-toluidina-p, CQ, agua 51308
Inc., Okayama, de 2 passos 2,8
Japan) P Adesivo: HEMA, MDP, ’
dimetacrilato hidrofobo, N,
dietanol N-toluidina-p, CQ, Silica
coloidal silanizada , BisGMA,
Xenolll Sistema adesivo Liquido A: HE,MA’ agua, etanol, 1,0
THB, silica amorfa
(Dentsply, autocondicionante (misturado) | 0504002710
Konstanz, de passo Gnico Liquido B: Piro-EMA, PEM-F,
Germany) P UDMA, THB, CQ, etil-4-

dimetilaminobenzoato

Clorexidina 0,2%

(Farmécia Escola Solugéo Solucéo aquosa de Digluconato de 59 -
“UNESP, Antibacteriana clorexidina 0,2%
Araraquara, SP,
Brasil)

BisGMA: bisfenol A diglicidilmetacrilato; THB: tolueno hidrdxibutilato; CQ: D,1-canforoquinona;

HEMA: 2-hidroxietilmetacrilato; MDP: 10-metacriloiloxidecil dihidrogenio fosfato; MDPB: brometo

12-metacriloiloxidodecilpiridinio; PEM-F: mono fluoro fosfazeno modificado; Piro-EMA: metacrilato

funcionalizado com acido fosférico; UDMA: dimetacrilato uretano.
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Tabela 2 — Distribuicdo dos espécimes de acordo com o material e a espécie

bacteriana selecionada

Material
Microrganismos CHXp CHXd CPB CPB CSEB CSEB Xl X1 Total
P P+A P P+A B A+B

Streptococcus mutans 42d
UA 159 6 6 6 6 6 6 6 6 6p
Lactobacillus acidophilus 42d
ATCC # IAL-523 6 6 6 6 6 6 6 6 6p
84d
Total 12 12 12 12 12 12 12 12 12p

CHX = Digluconato de clorexidina 0,2%; CPB-P = Clearfil Protect Bond — primer; CPB-P+A = Clearfil Protect
Bond — primer + adesivo; CSEB-P = Clearfil SE Bond — primer; CSEB-P+A = Clearfil SE Bond — primer +

adesivo; XI1I-B = Liquido B do Xeno-1lI; XIlI-A + B = Liquido A e B do Xeno Ill; d = dentina; p = papel.



Tabela 3 - Larguras das zonas de inibicdo (mm) obtidas sobre S. mutans e L.

acidophillus (mediana, minimo e maximo) segundo o grupo de estudo
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Microrganismo

Grupo S. mutans L. acidophillus

Clorexidina em disco de papel (CLXp) 6,34 (5,68-7,17) Aa 5,45(4,50-6,31) Ba
Clorexidina em disco de dentina (CLXd) 2,80(1,12-3,70) Ab 1,02(0,78-1,61) Bb
Clearfil Protect Bond - primer (CPB-P) 0 0

Clearfil Protect Bond - primer+adesivo (CPB- 0 0

P+A)

Clearfil SE Bond - primer (CSEB-P) 0 0

Clearfil SE Bond — primer+adesivo (CSEB- 0 0

P+A)

Xeno 111 B (X 111-B) 0 0

Xeno Il A+B (X 1l11-A+B) 0 0

*Valores seguidos por letras maidsculas iguais nas linhas e letras mindsculas iguais nas colunas néo

sdo diferentes estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05).
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Considerac0es finais
Com base nos trabalhos que mostram que as técnicas que visam a
completa remocdo de tecido cariado ndo sdo efetivas em eliminar totalmente as

1723 & além disso, com a conduta atual de minima

bactérias presentes na dentina
invasdo aos tecidos dentarios, pressupfe-se que uma maior quantidade de
microrganismos permaneca na dentina. Neste contexto, o selamento hermético da
cavidade é primordial para garantir a longevidade da restauracdo, e, 0s sistemas
adesivos dentinarios, apesar de apresentarem boas propriedades fisicas e mecanicas,
ainda permitem algum grau de infiltragdo marginal.

O processo de simplificacdo das técnicas operatorias das restauracoes
adesivas resultou no desenvolvimento de sistemas adesivos autocondicionantes, que
apresentam na sua composicdo mondmeros resinosos com grupamentos funcionais
acidos, com consequente reducdo do pH do material. O baixo pH desses sistemas
adesivos é, de acordo com alguns autores, capaz de inibir o crescimento

bacteriano.®®

Entretanto, as principais bactérias cariogénicas, S. mutans e
Lactobacillus, tém a capacidade de sobreviver em meios com baixos valores de pH,?’
e de desenvolverem mecanismos de adaptacdo capazes de aumentar a sua sobrevida
em meio 4cido.®** Além disso, de acordo com os resultados obtidos no presente

trabalho, e em comum com outros autores,**

a acidez auxilia, mas nédo assegura a
completa eliminagdo dos microrganismos, uma vez que outros fatores como a
viscosidade do material, a adicdo de agentes antibacterianos e a espessura e
permeabilidade do substrato  dentinario, podem interferir no efeito
antibacteriano,'21330:31:34

A presenca de mondmeros de alto peso molecular como o BisGMA e o

UDMA aumentam a viscosidade do material, reduzindo assim a sua difuséo pelos



tubulos dentinarios, o que pode dificultar o contato com bactérias localizadas em
maior profundidade na dentina.3*%

Todos esses fatores tornam a adicdo de agentes antibacterianos aos sistemas
adesivos dentinarios de extrema importancia para auxiliar na eliminagédo da infeccao
residual.’® Agentes antibacterianos sol(veis, tal como a clorexidina, quando
adicionados aos materiais resinosos podem comprometer as propriedades mecanicas
do material, resultando em menor longevidade da interface de wunido e,
consequentemente, da restauracdo.’® De acordo com Jedrychowski et al.'® as
alteracGes nas propriedades fisicas dos materiais resinosos contendo clorexidina
devem-se a interrupcdo na formacdo de polimeros causada pela presenca desse
agente no interior da matriz. Dessa forma, a incorporacéo de agentes antibacterianos
ndo sollveis aos adesivos dentinarios parece ser mais viavel, pois estes exercem sua
acdo antibacteriana sem interferir na longevidade da interface de unido e,
consequentemente, na longevidade da restauracéo.

A incorporacdo do agente antibacteriano MDPB aos sistemas adesivos parece
ser promissora visto que os trabalhos laboratoriais e em animais mostram sua
eficacia em eliminar bactérias.""*3?°3! Seu mecanismo de acio se d& por contato
entre os radicais de amonia quaternaria do material e 0s componentes da parede
celular da bactéria, 0 que provoca alteragcdo funcional ao nivel de membrana com
consequente extravasamento do contetdo citoplasmatico, culminando com a morte
celular.” Imazato et al.*® mostraram que o Clearfil Protect Bond contendo 0 MDPB
foi efetivo na erradicacdo de bactérias na dentina, enquanto que na auséncia do
agente antibacteriano, algumas bactérias permaneceram vivas. Estes resultados
contribuem para mostrar que a acidez do sistema autocondicionante por si sé ndo é

efetiva em eliminar bactérias na dentina contaminada.
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Outra vantagem da incorporacdo do MDPB a sistemas adesivos, esta
relacionada com a sua capacidade de co-polimerizar com outros monémeros
resinosos formando ligacfes covalentes e proporcionando uma interface de unido
estavel e vida util prolongada da restauracéo.>*> Em estudo realizado por Imazato et
al.’* foi observado que apds trés meses de estocagem em agua, as propriedades
mecanicas de resinas compostas contendo MDPB permaneceram inalteradas, sendo
também observado no estudo de Imazato, McCabe’ que a adicdo deste agente néo
interfere no processo de polimerizacdo da resina composta, podendo ocorrer,
inclusive, uma leve melhora no grau de conversdo de monémeros em polimeros e na
profundidade de polimeriza¢do quando comparado ao controle sem MDPB.

Embora existam evidéncias cientificas a nivel laboratorial que mostram o
efeito antibacteriano dos sistemas adesivos que contém o agente antibacteriano
MDPB, ainda sdo necessarios outros estudos que comprovem sua real atividade
antibacteriana sobre o substrato dentinario e, estudos clinicos em humanos, nos quais
esses materiais sejam utilizados em situacfes de remocao parcial ou total do tecido
cariado. Desta forma, podera ser avaliada com maior precisdo a capacidade
antibacteriana destes materiais e, consequentemente, podera se afirmar com maior
seguranca a sua real contribuicdo em eliminar a contaminacao bacteriana residual na

dentina.
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Concluséao

1. A presenca do mondmero antibacteriano MDPB no sistema adesivo
dentinario parece ser importante para a atividade antibacteriana sobre
bactérias cariogénicas. A fotoativacdo reduziu a atividade antibacteriana dos
sistemas adesivos dentinarios testados.

2. A fotoativagdo reduziu significantemente a atividade antibacteriana dos
sistemas adesivos testados.

3. A dentina atua como barreira fisico-quimica de protecdo eliminando ou

reduzindo a agdo antibacteriana de materiais odontoldgicos.
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Anexo 1

Determinacao da atividade antibacteriana

Figura Al. (A) - Obtencdo do inéculo; (B) — Aplicacdo de 250 pl da suspensdo bacteriana em placa de Petri
contendo BHI agar; (C) — Distribuicdo da suspensdo bacteriana com o auxilio de al¢a de vidro; (D) —
Insercdo dos discos de papel; (E) — Aplicacdo dos materiais teste; (F) — Aplicacdo de luz haldégena nos
grupos que foram submetidos a fotoativacdo; (G) — Incubacdo das placas em ambiente de microaerofilia;
(H) - Mensuragdo das larguras dos halos de inibigao.
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Anexo 2
Tabela Al - Largura dos halos de inibi¢do, em milimetros, em torno dos discos de papel
para S. mutans e L. acidophillus

Microrganismos
Material Espécime S. mutans L. acidophillus.
Sem Com Sem Com
fotoativacao fotoativacao fotoativacao fotoativacdo
1 3,88 5,88 4,03 4,19
2 4,33 5,04 5,44 4,24
3 4,92 4,40 5,15 4,84
CHX 4 4,84 5,43 4,97 4,27
5 5,57 5,13 5,15 4,67
6 4,62 4,82 4,65 4,03
7 4,68 5,15 4,73 5,93
8 5,00 5,05 5,19 5,59
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
DP 4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
8 0 0 0 0
1 5,21 4,84 7,54 6,50
2 5,90 4,73 8,37 6,62
3 5,10 4,99 7,09 7,64
CPB-P 4 3,65 4,12 7,33 6,93
5 6,56 4,51 6,99 7,18
6 4,38 3,84 7,19 7,29
7 4,78 5,54 7,12 6,94
8 5,00 4,78 7,07 6,34
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
CPB-A 4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
8 0 0 0 0
1 6,74 5,09 6,59 5,95
2 6,90 6,13 6,46 6,33
3 6,55 6,07 6,54 6,13
CPB-P+A 4 6,94 5,47 6,49 6,58
5 7,74 4,56 7,00 5,91
6 6,20 4,40 6,21 5,62
7 7,01 5,00 6,65 6,59
8 6,94 4,08 6,51 6,12
1 5,99 6,26 5,99 6,26
2 5,84 6,98 5,84 6,98
3 6,24 7,48 6,24 7,48
CSEB-P 4 6,58 5,65 6,58 5,65
5 6,62 5,54 6,62 5,54
6 6,03 4,05 6,03 4,05
7 6,51 4,05 6,51 4,05
8 7,46 3,65 7,46 3,65

Continua
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Microrganismos

Material Espécime S. mutans L. acidophillus.
Sem Com Sem Com
fotoativacdo fotoativacdo fotoativacdo fotoativagdo
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
CSEB-A 4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
8 0 0 0 0
1 6,40 5,73 6,40 5,73
2 6,19 5,28 6,19 5,28
3 6,85 5,47 6,85 5,47
CSEB-P+A 4 7,05 5,77 7,05 5,77
5 6,32 5,52 6,32 5,52
6 6,49 6,13 6,49 6,13
7 6,70 5,84 6,70 5,84
8 6,55 5,19 6,55 5,19
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
C3sB 4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
8 0 0 0 0
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
XI1-A 4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
8 0 0 0 0
1 3,33 2,31 0,78 0,42
2 3,06 1,97 0,40 0,38
3 3,04 2,06 0,48 0,26
XI111-B 4 2,94 1,90 0,18 0,23
5 2,38 1,79 1,14 0,92
6 2,58 3,21 1,07 0,96
7 3,24 3,98 0,68 0,80
8 4,80 2,28 0,73 0,74
1 3,26 1,16 0,58 1,81
2 2,19 1,50 0,82 0,72
3 2,30 1,41 0,61 1,43
XII1-A+B 4 2,81 1,51 0,66 1,29
5 1,06 1,46 1,67 0,55
6 2,55 1,49 2,02 0,49
7 2,04 1,24 1,10 0,58
8 1,70 0,73 1,21 0,73
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Obhtencan dos discos de dentina

Figura A2. (A) — Dente fixado em bloco madeira
com godiva de baixa fusdo. Linha de referéncia
para corte inicial 2 mm acima da jungdo amelo-
cementaria; (B) — Maquina para corte de tecidos
duros - Isomet; (C) — Inspecdo da presenca de
cornos pulpares; (D) — Discos com espessura final
de 400 pm.

Confeccio dos esnécimes de dentina

Figura A3. (A) — Marcacdo para obtencédo de discos
com 8 mm de didmetro; (B) — Discos de dentina
apos desgaste; (C) — Espécime: disco de dentina
com barreira de protecdo; (D) — Insercdo do disco
de papel e dos espécimes (Discos de dentina)




93

Anexo 5

Valor da permeabilidade dentinaria de cada disco de dentina, seguido do respectivo valor
da largura do halo de inibi¢do

Microrganismo
Grupo Disco S.mutans L. acidophillus
Permeabilidade Halo de Permeabilidade Halo de
dentinaria inibicdo dentinaria inibicdo
1 - 7,17 - 4,50
2 - 5,68 - 5,20
CLXp 3 - 6,15 - 5,38
4 - 6,84 - 5,68
5 - 6,54 - 6,31
6 - 6,09 - 5,53
1 0,1638 2,74 0,1715 0,78
2 0,2333 3,41 0,2381 1,15
CLXd 3 0,4289 2,65 0,4258 0,96
4 0,5646 2,87 0,5668 1,61
5 0,6150 3,70 0,6168 1,08
6 0,7801 1,12 0,7529 0,96
1 0,1598 0 0,1536 0
2 0,2359 0 0,2357 0
CPB-P 3 0,4073 0 0,4093 0
4 0,5551 0 0,5492 0
5 0,6092 0 0,6108 0
6 0,7212 0 0,7293 0
1 0,2055 0 0,2045 0
2 0,4540 0 0,4586 0
CPB-P+A 3 0,4668 0 0,4667 0
4 0,5579 0 0,5692 0
5 0,6544 0 0,6585 0
6 0,7048 0 0,7060 0
1 0,1870 0 0,1685 0
2 0,4808 0 0,4808 0
CSEB-P 3 0,4970 0 0,4987 0
4 0,5243 0 0,5427 0
5 0,5907 0 0,5975 0
6 0,7416 0 0,7492 0
1 0,2801 0 0,2872 0
2 0,3284 0 0,3233 0
CSEB-P+A 3 0,3448 0 0,3474 0
4 0,5295 0 0,5388 0
5 0,5952 0 0,6010 0
6 0,7713 0 0,7884 0
1 0,1190 0 0,1195 0
2 0,2931 0 0,2915 0
XI-A 3 0,3872 0 0,3933 0
4 0,4914 0 0,5044 0
5 0,5747 0 0,5788 0
6 0,7120 0 0,7065 0
1 0,1245 0 0,1273 0
2 0,2920 0 0,3030 0
XII1-A+B 3 0,3820 0 0,3750 0
4 0,5141 0 0,5035 0
5 0,5850 0 0,5873 0
6 0,6701 0 0,6954 0
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