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RESUMO

Os sistemas adesivos podem ter suas caracteristicas, principalmente o efeito antimicrobiano de
alguns deles, modificadas quando aplicados em diferentes substratos. Assim, este estudo
avaliou a capacidade antimicrobiana de sistemas adesivos sobre diferentes cepas bacterianas de
Streptococcus mutans e Lactobacillus specie de lesGes de carie em dentina de dentes deciduos.
Por meio do teste de contato direto, subcultivo e da técnica de difusdo em agar os sistemas
adesivos: Clearfil SE Bond, Clearfil SE Protect (contendo MDPB) e Adper Single Bond 2 foram
avaliados sobre 57 cepas diferentes de bactérias (Streptococcus mutans e Lactobacillus specie)
extraidas de dentes deciduos. Para avaliacdo do crescimento bacteriano no subcultivo e
comparacao entre os sistemas adesivos e controles, foram aplicados os testes de Kruskal-Wallis
(rank medio) seguido do Student-Newman-Keuls. Considerando a técnica de difusdo em agar,
as zonas de inibicdo foram mensuradas em milimetros pelo método visual e a anélise descritiva
foi realizada. Os resultados demonstraram que todas as cepas utilizadas na técnica de difusdo
em agar foram sensiveis ao primer do Clearfil SE Protect (p< 0,0001). No entanto, quando
realizados os testes de contato direto e subcultivos, ndo houve diferenca significante
estatisticamente entre os sistemas adesivos (Clearfil SE Protect versus Adper Single Bond 2:
p=0,3312; Clearfil SE Protect versus Clearfil SE Bond: p=0,8714; Clearfil SE Bond versus
Adper Single Bond 2: p=0,4181). Foi possivel concluir que todos os sistemas adesivos testados
apresentaram capacidade antimicrobiana sobre as diferentes cepas, independente das

caracteristicas especificas de cada dente e individuo.

Palavras-chave: Cérie dentaria. Adesivos dentinarios. Produtos com acdo antimicrobiana.

Streptococcus mutans. Lactobacillus.



ABSTRACT

The antimicrobial effect of some adhesive systems may have its characteristics modified when
applied to different substrates. This study evaluated the antimicrobial effect of adhesive system
on different bacterial strains of Streptococcus mutans and Lactobacillus species of carious
lesions in dentin of primary teeth. The direct contact test, subculture and agar diffusion
technique were performed with the adhesive systems - Clearfil SE Bond, Clearfil SE Protect
containing MDPB and Adper Single Bond 2 on 57 different strains of bacteria (Streptococcus
mutans and Lactobacillus species) extracted from primary teeth. The Kruskal-Wallis test (mean
rank) followed by Student-Newman-Keuls test was applied for evaluation of bacterial growth
in subculture and comparison between adhesives systems and control. Considering agar
diffusion technique, the zones of inhibition were measured in millimeters by the visual method
and the descriptive analysis was performed. The results showed that all strains used in the agar
diffusion technique was sensitive to primer Clearfil SE Protect (p <0.0001), and the minimum
value of inhibition zone was 12 mm similar to that observed for chlorhexidine 0.12% (11 mm).
However when performed the contact direct test and subcultures, there was no statistically
significant difference among adhesive systems (Clearfil SE Protect vs. Adper Single Bond 2: p
= 0.3312; Clearfil SE Protect versus Clearfil SE Bond: p = 0.8714; Clearfil SE Bond vs. Adper
Single Bond 2: p = 0.4181). It was concluded that Streptococcus mutans and Lactobacillus
species were statistically similar sensibility against the tested adhesives, which was independent

of the tooth, the individual and the type of adhesive system.

Palavras-chave: Dental caries. Dentin-bonding agents. Products with antimicrobial action.

Streptococcus mutans. Lactobacillus.
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1 INTRODUCAO

A evolucdo significativa apresentada nos sistemas adesivos dentais e resinas compostas,
nas ultimas décadas, fez com que a dentina se tornasse um substrato para as restauragdes, pois
até entdo, os sistemas adesivos restringiam-se apenas ao esmalte. Com os avan¢os dos sistemas
adesivos foi possivel garantir retencédo e adesividade igualmente na regido de esmalte e dentina,
além de longevidade as restauracdes de resina composta (MONTEIRO VIEIRA et al., 2014;
NAKABAYASHI, 1982).

Além disso a Odontologia atual se baseia na filosofia da minima remocéo de tecido
dental higido e visa a obtencdo de resultados satisfatorios, tanto do ponto de vista estético
guanto bioldgico. Além disso, preconiza acBes preventivas e mediadas pela realizacdo de
diagndsticos precoces por meio de programas educativos (CLAVIJO et al., 2007; DE
QUEIROZ MOTA, DE SOUSA LEITE; TARGINO, 2014; DURAND; MONTEIRO JUNIOR;
MAIA, 2008; GONDIM, 2006; IMPARATO, 2010; MOURA et al., 2011).

Entretanto, se as aces e medidas ndo forem suficientes para impedir que o processo de
evolucdo da doenca carie aconteca a niveis avangados, o tecido terd que ser substituido por um
material restaurador (GONDIM, 2006; IMPARATO, 2010).

O sucesso ou insucesso clinico das restauraces depende da habilidade do cirurgido-
dentista, da técnica abordada, do tipo de produto usado no tratamento e da capacidade deste em
resistir a recidiva de microrganismos cariogénicos, seja pela liberacdo de fluoretos seja por
outros efeitos antibacterianos (BARATIERI et al., 2002; CARVALHO et al. 1998; DELFINO
et al., 2006).

A atividade antimicrobiana dos materiais restauradores é importante quando se
relaciona este efeito as propriedades indesejaveis de contragdo de polimerizacdo e alteragdes
volumétricas advindas das varia¢des térmicas nas resinas (CARVALHO etal., 1995; HALLER,;
TROJANSKI, 1998; LINS et al.,, 2005). Estes fenbmenos que ocorrem com o material
determinam a formacdo de “espacgos” entre a restauragdo e o dente, criando um ambiente
favoravel ao acimulo e proliferagdo de microrganismos (MJOR, 2005; TYAS, 2005),
microinfiltragdo quimica e molecular; manchamento da margem da restauragdo, caries
secundarias ou mesmo patologias pulpares irreversiveis (DIEDRICH, 2015; GORDAN et al.,
1997; WATTS; HIND, 1999).

Com relacédo a microinfiltragdo por bactérias e a respeito da permanéncia destas abaixo

das restauracbes apds o preparo cavitario, ambos 0s casos podem desencadear o
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desenvolvimento da doenca cérie (AMBIKATHANAYA et al., 2013; FEUERSTEIN et al.,
2007; SHAFIEI; MEMARPOUR, 2012). Devido a cérie dentéria estar associada a inumeros
fatores, faz-se necessario a identificacdo das bactérias cariogénicas mais prevalentes, sendo as
principais espécies 0s Streptococcus mutans e Lactobacillus species (KURAMITSU; WANG,
2006; NISHIKAWARA et al., 2007; SALONEN et al., 1990; THIBODEAU; O'SULLIVAN;
TINANOFF, 1993). Elas estdo intimamente ligadas aos indices de carie de um individuo,
apresentando uma associagdo positiva entre 0s seus niveis e a alta prevaléncia da doenca
(LLENA-PUY; MONTANANA-LLORENS; FORNER-NAVARRO, 1999; ROETERS et al,
1995; THIBODEAU; O'SULLIVAN, 1996).

Assim, para que os efeitos nocivos causados pela carie dentaria sejam controlados existe
a necessidade do conhecimento do potencial antibacteriano dos materiais restauradores
(BARATIERI et al., 2002; IMAZATO et al., 1997; MENEZES; SANTOS; PEIXOTO, 2012).
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2 REVISAO DA LITERATURA

Um dos principios fundamentais que deve ser respeitado ao realizar o preparo cavitario
é 0 de que a dentina deve permanecer Umida para a formacdo adequada de uma camada entre
dentina e o sistema adesivo: a camada hibrida (PASHLEY et al., 2007). Caso isto ndo ocorra,
pode haver o rompimento da linha de unido do material ao dente e consequentemente, a
formacéo das fendas conforme as forcas forem geradas durante o fendbmeno da contracdo de
polimerizacdo das resinas ou até mesmo durante os esfor¢cos mastigatorios (GWINNETT; YU,
1995; SANO et al., 1999; SARRET, 2005).

Com relacdo ao procedimento de desmineralizacdo da dentina durante o ataque acido,
pode ocorrer preenchimento incompleto com formacdo de espagos, 0s quais podem ser
ocupados por agua, levando a uma degradacdo hidrolitica da camada hibrida. Clinicamente
pode acarretar em sensibilidade p6s-operatoria, formacao de nichos de estagnacdo de biofilme
e possivelmente a recorréncia da lesdo cariosa (GWINNETT; YU, 1995; SANO et al., 1999).

O rompimento da camada formada entre dentina e esmalte desencadeia a formacéo das
fendas entre esmalte e resina, 0 que ndo necessariamente determina o desenvolvimento de
lesBes cariosas secundarias, mas pode servir como um nicho retentor de biofilme bacteriano e
dessa forma ser um fator que favoreca sua instalacéo e progresséo, principalmente em pacientes
de alto risco a carie (BERGENHOLTZ et al., 1982; FEUERSTEIN et al., 2007; KARANIKA-
KOUMA et al., 2001).

Papagiannoulis, Kakaboura e Eliades (2002) realizaram um estudo clinico in vivo e in
vitro para investigar o potencial anti-cariogénico de uma resina composta liberadora de flGor
(RC) e de um cimento de iondmero de vidro (CIV). Da etapa in vivo participaram quatro
pacientes, com baixa atividade de carie e com extracdo indicada dos quatro primeiros pré-
molares (n=16). Os pré-molares receberam restauragdes com gap artificial de 40 pm de largura
em uma das margens. Apos seis meses, 0s dentes foram avaliados sob microscopia de luz
polarizada para anélise da presenca de lesdes cariosas. As regifes sem gap estavam livres de
lesGes e apenas algumas regides com gap apresentaram leséo cariosa adjacente, sendo que 0s
dentes restaurados com RC apresentaram menor comprimento e profundidade da lesdo cariosa.
Nesse estudo, o tamanho do gap nao foi por si s6 determinante para o desenvolvimento da leséo
de carie adjacente, mostrando que o inicio da lesdo ndo esta diretamente relacionado ao defeito

marginal, mas sim ao acimulo de placa com potencial cariogénico.
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Apesar das restauracdes modernas adotarem principios da Odontologia minimamente
invasiva no contexto da cariologia, o foco do tratamento restaurador é a reducdo do risco de
carie no individuo. Portanto, torna-se desejavel que o material restaurador e sistema adesivo
apresentem uma acdo cariostatica, a fim de que isso possa minimizar a colonizacdo de
microrganismos na interface dente/restauracdo, diminuir a instalacao e recidiva de cérie; e caso
essa atividade venha a se manter, possa inclusive condicionar o desenvolvimento de uma
microbiota menos cariogénica na superficie do material restaurador e dificultar a penetracéo de
bactérias na interface existente (IMAZATO et al., 2001; IMAZATO et al., 2006; LINS et al.,
2005; MEHDAWI et al., 2009).

Os sistemas adesivos utilizados juntamente com as resinas podem possuir acao
antimicrobiana contra os efeitos das bactérias cariogénicas presentes na cavidade bucal. Tais
materiais apresentam em sua composicdo mondmeros que possuem grupos hidrofilos,
geralmente um éacido, o fosfato hidrogénico ou o carboxilato. Estes conferem a quase todos o0s
agentes de unido um pH baixo, por exemplo, 0 adesivo Xeno Bond F (Dentsply) apresenta pH
de 0,85 e o Single Bond (3M ESPE) pH de 4,5 (IMAZATO et al., 2003; MEIERS; MILLER,
1996). Portanto, a comprovada acdo antibacteriana dos agentes de unido depende da
composicdo e da acidez (EMILSON; BERGENHOLTZ, 1993; MEIERS; MILLER, 1996;
IMAZATO et al., 1998).

Entretanto, de acordo com Emilson e Bergenholtz (1993) a atividade antibacteriana dos
agentes de unido associada ao baixo pH ndo é confiavel para os tratamentos restauradores, por
ser ineficaz na presenca das bactérias acido-tolerantes, como os Lactobacillus. Logo, o
beneficio de um baixo pH exibido pelos agentes de unido dentinario parecem ser limitados e de
acordo com os autores, pode ocorrer também uma variacao na acdo bacteriostatica dos agentes
de unido diante da polimerizacdo. Isso ocorre porgue ha a diminuic¢do do halo de inibicdo dos
materiais, ou seja, reducdo na diluicdo de componentes antibacterianos polimerizaveis.

Assim, com o0 intuito de diminuir ou acabar com 0s prejuizos causados pelos
microrganismos associados a céarie, agentes antibacterianos, tais como: clorexidina, fluor,
glutaraldeidos e mondmeros resinosos com acdo antimicrobiana, tém sido incorporados a
composicao dos materiais adesivos (IMAZATO et al., 2006; IMAZATO et al., 2008; XIAO et
al., 2009).
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2.1 AATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS SISTEMAS ADESIVOS

Os sistemas adesivos sdo produtos responsaveis por produzir a adesdo do material
restaurador as estruturas dentais. Sdo a combinacdo de monémeros resinosos de diferentes
pesos moleculares e viscosidades, diluentes resinosos e solventes organicos (acetona, etanol ou
agua) (CARVALHO et al., 2004).

Alguns experimentos incorporaram agentes antibacterianos como o digluconato de
clorexidina em resinas compostas e sistemas adesivos e obtiveram efeito antibacteriano.
Entretanto, esse efeito pode ter sua eficiéncia esgotada com o tempo, além de deteriorar as
propriedades mecanicas dos materiais restauradores (HIRAISHI et al., 2008).

Os primeiros estudos que tentaram incorporar esse agente antimicrobiano apresentaram
deficiéncia na resisténcia mecénica e adesiva, e o potencial preventivo desses sistemas adesivos
ainda é questionado (ABIDO, 2011; SHAFIEI; MEMARPOUR, 2012). Tal indagacao se refere,
principalmente, a sua atividade ap0s fotoativacdo, o que implica na inexisténcia no mercado de
um sistema adesivo autocondicionante com clorexidina (ESTEVES; REIS; RODRIGUES,
2010; FEUERSTEIN et al., 2007; IMAZATO et al., 1999; IMAZATO et al., 2008)

A clorexidina na verdade tem sido utilizada como agente de desinfeccdo antes da
realizacdo das restauracdes, pois possui a capacidade de reduzir, de forma significativa, 0s
niveis bucais de Streptococcus mutans e de Lactobacillus (GRANDE, 2008; SANT’ANNA et
al., 2001). Atualmente, o produto vem sendo indicado por seu efeito benéfico na preservacéo
da forga de unido dentina-resina ao inibir as metaloproteinases (MMPs) (BRESCHI et al., 2008;
PASHLEY et al., 2004).

Outros agentes de unido como o GLUMA Dentin Bond (Bayer), o Syntac
(Ivoclar/Vivadent) e o ProBOND (LD Caulk/Dentsply) apresentam em sua composi¢do o
glutaraldeido. Este por si s6 € um agente de fixacao bioldgico que desnatura proteinas do fluido
dentinario, fazendo com que haja a formagéo de um tamp&o (FELTON, BERGENHOLTZ e
FOX, 1989).

Felton et al. (1989) confeccionaram cavidades em dentes de primatas e aplicaram
compositos contendo o adesivo GLUMA. Os autores deixaram estas cavidades abertas durante
48 horas e observaram que apos este tempo o sistema adesivo aplicado foi eficaz na eliminagao
de bactérias que invadem os tObulos dentinarios. Outros estudos laboratoriais de cultura
bacteriana evidenciaram que os sistemas adesivos contendo glutaraldeido produzem halos de
inibicdo contra Streptococus, Lactobacillus e Actinomyces (MEIERS; MILLER, 1996;
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EMILSON; BERGENHOLTZ, 1993). Os resultados mostrados pelo uso do glutaraldeido
decorrem de seu efeito antibacteriano, uma vez que os adesivos que ndo possuem glutaraldeido
ou qualquer outro agente antimicrobiano na sua composicdo ndo demonstraram inibicédo
(NAKABAYASHI; NAKAMURA; YASUDA, 1991; THOME, 2009).

Entretanto, o efeito do glutaraldeido pode ser limitado ha poucos dias ap6s a aplicacgao.
Walter et al. (2007) observaram que todos os adesivos que continham glutaraldeido exibiram
zonas de inibicdo contra Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacilus
acidophilus e Actinomyces viscosus, porem esse efeito teve a duracdo inferior a uma semana.
Assim, diversas foram as tentativas de incluir este antimicrobiano nos sistemas adesivos, seja
no acondicionamento &cido ou no adesivo propriamente dito, porém os materiais com
glutaraldeido continuavam a prejudicar as capacidades mecanicas dos adesivos (ESTEVES;
REIS; RODRIGUES, 2010; THOME, 2009).

Outra alternativa para promover acdo cariostatica aos sistemas adesivos foi a
incorporacéo de ions fltor (ITOTA et al., 2002). Existe uma grande variedade de mecanismos
envolvendo os efeitos cariostaticos do fluor, como a reducéo da solubilidade da hidroxiapatita,
0 balanceio na taxa de desmineralizacdo/remineralizacdo e a estabilizacdo das estruturas
cristalinas do esmalte. Além disso, apresenta efeito anticariogénico por interferir no
metabolismo dos microrganismos e capacidade de tornar o elemento dentério mais resistente
aos ataques acidos promovidos pelas bactérias (JUNIOR et al., 2009; PIRES-DE-SOUZA et
al., 2007).

Alguns sistemas adesivos apresentam em sua composicao o fluoreto, como é caso do
Optibond Solo Plus (Kerr) e Clearfil SE Protect, os quais sdo efetivos na prevencgéo da lesdo de
parede cavitaria (ITTHAGARUN et al., 2001).

Entretanto, o efeito cariostatico do flior adicionado nos adesivos parece ser controverso.
Rodrigues et al. (2005) compararam in vitro a acdo cariostatica de iondmeros de vidro
convencionais e hibridos e de uma resina composta contendo fluoretos de calcio. Os autores
observaram que a resina composta ndo apresentou efeito cariostatico e 0s mesmos justificaram
esse resultado devido ao efeito cariostatico do fluoreto e do célcio s6 ocorrer quando 0s mesmos
entram em solucgdo na cavidade bucal.

Hara et al. (2005) também questionaram os efeitos cariostaticos de agentes adesivos,
contendo flor, em um estudo in vitro que comparou quatro agentes adesivos contendo fltor
(Optibond Solo, One-up Bond F, Prime & Bond NT e Tenure Quick) com um cimento de

iondbmero de vidro. Os autores relataram que, apesar dos sistemas adesivos liberarem fllor, os
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mesmos ndo foram capazes de inibir a formacéo de lesdes de carie secundéria como ocorrido
com o cimento de iondmero de vidro.

Peris et al. (2007) observaram que o fldor liberado de sistemas adesivos Optibond Solo
Plus e Clearfil SE Protect ndo foi capaz de promover um efeito cariostatico frente ao desafio
cariogénico in vitro e resultou em cérie secundéria ao redor de restauragdes realizadas em dentes
bovinos e consequentemente na reducdo da forga de unido (ITTHAGARUN et al., 2001; HARA
et al. 2005; RODRIGUES et al., 2005).

Segundo Esteves, Reis e Rodrigues (2010) a solu¢do mais adequada para alcangar um
sistema adesivo que possua uma efetiva acdo antibacteriana, sem prejuizos no processo de
adesdo ao esmalte e dentina € a imobilizagdo de mondmeros antimicrobianos na matriz resinosa
(ESTEVES; REIS; RODRIGUES, 2010). Partindo deste principio, Imazato et al. (1994)
preconizou a incorporacdo do monémero 12-brometo de metacriloxi-dodecilpiridinio (MDPB),
o qual foi inicialmente incorporado nos compasitos resinosos e desempenha semelhante acao a
clorexidina, pois aumenta a hidrofilia do adesivo e pode resultar em uma melhor estabilidade
da interface adesiva (IMAZATO et al., 2006).

Apds os estudos que introduziram o MDPB como antibacteriano em resinas compostas,
realizou-se experimentos nos sistemas adesivos (IMAZATO et al., 1997). As pequisas iniciais
propriedades mecénicas de forca de compresséo, tensdo diametral, resisténcia, capacidade de
polimerizacdo e microdureza das resinas (IMAZATO; MCCABE, 1994; IMAZATO et al.,
1994).

Além disso o presente monémero tem como funcdo desinfetar a cavidade apds a
remocao de cérie, na tentativa de eliminar as bactérias remanescentes, sendo comercializado
como Clearfil SE Protect (Kuraray). O MDPB ¢ sintetizado pela combinacdo do agente
antibacteriano amonia quaternaria e o grupo metacrilol e diferentemente dos outros agentes
antimicrobianos, este produto apresenta acdo sem ser liberado para 0 meio e no estagio nao
polimerizado. O MDPB contido no primer atua como solucdo bactericida, desinfetando a
cavidade sendo o mecanismo antibacteriano decorrente da ligacdo catibnica aos componentes
da parede celular bacteriana, causando distirbios na fungdo da membrana e acarretando o
extravasamento de material citoplasmético (IMAZATO et al., 1994; IMAZATO et al., 1997).

A adicdo de MDPB resultou em produtos com propriedades fisicas e mecanicas
compativeis com outros materiais restauradores que nao contenham MDPB. Além disso, 0s

mesmos resultados fisico-mecanicos foram observados apds a fotopolimerizagdo do mesmo
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(ESTEVES; REIS; RODRIGUES, 2010). Com a fotoativagdo do adesivo, a porcéo
antibacteriana da molécula permanece aprisionada na matriz polimérica e mesmo imobilizada
nesta matriz, 0 MDPB continua, apesar de ser em menor grau, exercendo sua acéo pelo contato
direto com os microrganismos, ou seja, atuando como solucdo bactericida, desinfetando a
cavidade (IMAZATO et al., 1994; IMAZATO; IMAI; EBISU, 1998).

Ademais, o grau de polimerizagdo dos agentes de unido dentinarios € aproximadamente
70%, logo, as moléculas de MDPB residuais ndo polimerizadas podem mostrar efeito
bactericida mesmo ap0s a fotoativacao, entretanto, o efeito desta porcédo residual ndo deve ser
superestimado (IMAZATO et al., 1997; SACRAMENTO et al., 2008).

2.2 0 SUBSTRATO DENTINARIO E A DENTINA AFETADA

A dentina tem como principal caracteristica a presenca de tubulos que percorrem toda
sua espessura os quais sao formados por dentina peritubular, processo odontoblastico, colageno
e fluido dentinario. Tal aspecto faz com que a dentina possua permeabilidade e quando exposta
ao meio bucal, essa estrutura tubular da dentina funciona como uma via de transporte de
substancias da cavidade bucal para a polpa e vice-versa (FIGURA 1) (GARBEROGLIO;
BRANNSTROM, 1976; OZOK; WU; WESSELINK, 2002).
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Figura 1 - Aspecto da dentina
a) Esquema dos tlbulos dentinarios
b) micrografia da dentina peritubular e intercanalicular
Fonte: Odontopedial; DELFINO et al. (2010, 383)2

! Disponivel em: <http://www.odontopedia.info/index.php/T%C3%BAbulos_dentin%C3%Alrios>
2 Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/ce/v56n340/v56n340all.pdf>
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O fator que esta relacionado com o desenvolvimento da carie em dentina é a
permanéncia de microrganismos no interior desta e em profundidades variaveis dentro dos
tabulos dentinarios (IOST et al., 1995; KIDD; JOYSTON-BECHAL; BEIGHTON, 1993).

Morfologicamente, a estrutura dentinaria acometida por carie possui algumas regides
distintas entre si. Conforme a figura 2, a primeira mais externamente é a zona de destruigéo e a
zona de desmineralizacdo superficial ou avangada (a e b). Abaixo destas pode-se notar a zona
de invasdo bacteriana (c) e zona de desmineralizacéo profunda(d), que é provocada por acidos
e enzimas, e precede a invasao bacteriana. Por fim duas zonas, a de esclerose dentinaria (e),
mais préxima da polpa e zona de reacéo (f), que tenta paralisar a lesdo, obliterando os tabulos
(GUEDES-PINTO, 2003).

Figura 2 - Representacdo esquematica das areas de cérie em dentina.
Fonte: Patoral®

Clinicamente as lesbes de carie em dentina apresentam duas camadas de tecido cariado:
a camada de dentina infectada e a de dentina afetada. A primeira apresenta-se com aspecto
amarelado e amolecido, completamente destruida, infectada por bactérias, sem sensibilidade e
capacidade de remineralizacdo. A segunda camada, mais internamente, apresenta-se com
aspecto acastanhado e menos amolecido, com contedo mineral maior e consequentemente
mais endurecido; menor contaminagdo, tendo capacidade de captar minerais e sendo
considerada como tecido vital (FRENCKEN; HOLMAGREN, 2001; OSTROM, 1984,
THOMPSON et al., 2008).

E importante durante a intervenc&o clinica o conhecimento de como esté a dentina, pois
esta serve de guia na remocdo da cérie, j& que a zona mais profunda pode ser remineralizada,
mesmo tendo sido infectada. Além disso, pode haver coldgeno que ainda ndo foi quebrado de
forma irreversivel (GUEDES-PINTO, 2003).

3 http://patoral.umayor.cl/patoral/wp-content/uploads/2013/12/101.gif
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Com relacdo a permeabilidade, a dentina afetada pela carie apresenta-se mais permeéavel
na dentina intertubular e menos na dentina intratubular. Este fato est4d associado ao
condicionamento acido que ataca mais profundamente o substrato de dentina intertubular,
parcialmente desmineralizada devido a acdo do processo carioso de des-remineralizacdo e mais
porosa que a dentina normal (PASHLEY; CARVALHO, 1997), levando a uma maior
infiltracdo do sistema de unido. Quanto a infiltracdo do adesivo na dentina intratubular, ela é
dificultada pela presenca de depdsitos de minerais nos tibulos dentinarios, que séo resistentes
ao ataque acido (SAY etal., 2005; WANG et al., 2007), atuando como uma barreira que diminui
a infiltracdo do &cido e do sistema adesivo (OMAR et al., 2007).

Nakajima et al. (2000) e Yoshiyama et al. (2002) avaliaram o selamento de restauragéo
com resina composta em dentina livre de cérie, dentina infectada e dentina afetada, e puderam
observar que a forca de unido foi maior em dentina normal. Com o desenvolvimento da cérie,
ciclos de desmineralizacdo e remineralizacdo podem promover a producdo de grandes cristais
de fosfato de célcio, que sdo menos sollveis no condicionamento do que a hidroxiapatita da
dentina normal. Contudo, os autores sugerem que a lesdo seja circunscrita por dentina normal
ou esmalte e que se use condicionadores de alta concentracdo para que ocorra desmineralizacdo
da dentina afetada, pois isso contribui melhorando a forga de unido na mesma.

Por conta das caracteristicas citadas acima, os parametros clinicos de dureza, coloracdo
do tecido remanescente, condicionamento das paredes cavitarias com acido fosforico e o uso
de corantes evidenciadores como auxiliares na remocdo da carie ndo garantem a total remocéo
de microrganismos da dentina (IOST et al., 1995; KIDD; JOYSTON-BECHAL; BEIGHTON,
1993). Apesar de ser efetivo na reducdao do numero de bactérias remanescentes o uso do acido
fosférico ndo é capaz de elimina-las completamente (JENSEN; HANDELMAN, 1980;
KRAMER; ZELANTE; SIMIONATO, 1993; LUGLIE et al., 1997).

Assim sendo, para atingir as bactérias que se encontram no interior dos tabulos
dentinarios os sistemas adesivos estdo recebendo em sua composi¢do antimicrobianos. A
preferéncia tem sido por agentes de unido que ndo sO atuem sobre a superficie do preparo
cavitario, mas que também, em alguma extensdo, permeiem a dentina através de seus tibulos
dentinarios; visto que em algumas situagdes clinicas sdo aplicados diretamente sobre a dentina
recém preparada, sem o prévio condicionamento com acido fosférico e lavagem da cavidade

para remocao da smear layer (GONDIM, 2006).
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2.3 0S MICRORGANISMOS RELACIONADOS A DOENCA CARIE

A cérie dentéria € uma da doenca biofilme-agUcar induzida de carater multifatorial que
estd associada a fatores necessarios (acimulo de biofilme), determinantes (exposi¢do de
acucares e fluoretos) e moduladores (bioldgicos e sociais) (FERREIRA-NOBILO; SOUSA;
CURY, 2014). Podendo ser relacionada a bactérias especificas, a uma dieta rica em carboidratos
e a um hospedeiro susceptivel em funcio do tempo (FERREIRA-NOBILO; SOUSA; CURY,
2014; KEYES, 1962; MARSH, 1995; NEWBRUN, 1992). Fatores como higiene, colonizacgéo
bacteriana, composicao da saliva, entre outros, influenciam o metabolismo das bactérias sobre
os dentes, modulando a atividade da carie, modificando as proporcdes de microrganismos
acidogénicos e aciduricos (KAMIYA; TAIETE; GONCALVES, 2011; LEITES; PINTO;
SOUZA, 2005).

Se os fatores acima estiverem presentes pode ocorrer o desequilibrio entre os processos
de desmineralizacdo e remineralizagdo no esmalte levando ao desenvolvimento de cérie
(CIARKSON; MCKOUGHLIN, 2000).

As bactérias que causam a deterioracdo aderem-se aos dentes e produzem &cido latico
através do metabolismo de acgucar, consequentemente diminiu o pH da superficie dos dentes.
Em um pH inferior a 5,5, a hidroxiapatita (fosfato de célcio cristalino ou hidrofosfato de célcio)
comeca a dissolver e ocorre saida de ions célcio e fosfato para 0 meio bucal. Este processo
ocorre concomitantemente com periodos de remineralizacdo promovendo o equilibrio do
processo. No entanto, quando este equilibrio € alterado com a desmineralizacdo a saliva fica
subsaturada em relacdo a hidroxiapatita e a perda de minerais do dente torna-se superior a
reposicdo dos mesmos para a estrutura dentaria (BRAGA et al., 2012; CORRALO, 2003).

Ha contudo uma microbiota cariogénica representada por bactérias capazes de colonizar
a superficie dentaria e produzir &cido, em uma velocidade superior a capacidade de
neutralizacdo do processo de desmineralizagdo (MANTZOURANI et al., 2009; TANNER et
al., 2011).

O Streptococcus mutans € a principal bactéria relacionada ao desenvolvimento da carie
e constitui uma das espécies com maior poder cariogénico. Além disso sdo fermentadores de
grande quantidade de carboidratos; possuem a capacidade acidogénica (producdo de acido
lactico) e apresentam a capacidade aciddrica (sobrevivéncia em pH éacido) (BEIGHTON et al.,
2004; HAMADA; SLADY, 1980; IMAZATO et al., 1994; KLEINBERG, 2002,
KURAMITSU; WANG, 2006; LEITES et al.,, 2006; MATTOS-GRANER et al., 1998;
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NISHIKAWARA et al., 2007; NOBRE DOS SANTOS et al., 2002; PARISOTTO et al., 2009;
TAKAHASHI; NYVAD et al., 2011; VACHIRAROJPISAN et al., 2004).

Além disso, sdo bactérias que possuem a capacidade de expressar diversos genes de
viruléncia, os quais influenciam em seu crescimento e no acimulo a superficie dos dentes. Tais
caracteristicas podem estar relacionadas, dentre outros mecanismos, a habilidade destes
microrganismos em sintetizar proteinas ligantes de glucano (GBPs), um grupo heterogéneo de
proteinas que promovem a adesao celular as superficies dos dentes (BANAS; VICKERMAN,
2003; HOSHINO; FUJIWARA; KAWABATA, 2012; LYNCH et al., 2007; MATSUMOTO-
NAKANO; FUJITA; OOSHIMA, 2006). Ainda em relacdo a viruléncia dos Streptococcus
mutans estes podem liberar proteinas antimicrobianas chamadas mutacinas as quais interferem
na invasdo e proliferacdo de outras bactérias no biofilme, aumentando seu potencial cariogénico
e conferindo significativa vantagem ecoldgica para esta cepa (BALAKRISHNAN et al., 2002;
HAMADA; OOSHIMA, 1975; KAMYIA; TAIETE; GONCALVES, 2011; KRETH et al.,
2006; NAPIMOGA et al., 2004; NGUYEN et al., 2009; NICOLAS; LAVOIE; LAPOINTE,
2007).

Na cavidade bucal os Streptococcus mutans sdo comumente encontrados em superficies
dentérias e em outros nichos como materiais restauradores, aparelhos ortodénticos, acrilicos e
dorso da lingua. Além disso, podem ser detectados apds a erupcao dentaria (ALMAS; AL-
SANAWI; AL-SHAHRANI, 2005; CAUFIELD et al., 1993; FUJIWARA et al., 1991; LI,
TANNER, 2015; MATTOS-GRANER et al., 1998; TANNER et al., 2002).

O numero de criancas infectadas com Streptococcus mutans aumenta com a idade frente
ao aumento da exposi¢do a novas fontes de infeccdo e mudancas nas condi¢des bucais, tais
como, aumento do numero de areas retentivas e mudancas nos habitos alimentares (aumento do
consumo de sacarose) (BRETZ, 2003; THORILD; LINDAU-JONSON; TWETMAN, 2002).
A idade em que as criangas sdo infectadas € importante, visto que filhos de mées altamente
infectadas adquirem Streptococcus mutans mais cedo, o que implica um desenvolvimento da
doenca carie também precoce, resultando em danos mais severos com o passar do tempo
(ALALUUSUA et al., 1990; BRAMBILLA et al. 1998; CEPHAS et al., 2011; LI; WANG;
CAUFIELD, 2000; Ll etal.,2007; MATTOS-GRANER et al., 2001; SODERLING et al. 2001).

O estabelecimento precoce na boca por bactérias cariogénicas esta claramente associado
ao maior risco a carie subsequente e pode, inclusive, ser usado como triagem para risco em
criangas pequenas. Este fator também pode indicar que a crianga foi exposta a uma dieta rica

em sacarose, o que teria facilitado a colonizacgdo de bactérias ligadas a carie e contribuido para
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um aumento do risco em desenvolver a doenga (LI; WANG; CAUFIELD, 2000; MATTOS-
GRANER et al., 2001).

Salienta-se ainda que outras bacterias presentes na boca estdo associadas ao potencial
cariogénico, tais como Lactobacillus specie (PARISOTTO et al 2009; RAMOS-GOMEZ et al.,
2002; TAKAHASHI; NYVAD et al.,, 2011), Actinomyces israelii, Streptococcus mitis,
Streptococcus milleri e Veillonella (KLEINBERG, 2002; MUNSON et al. 2004).

Acreditava-se que os fatores de viruléncia dos Lactobacillus: capacidade acidogénica,
acidurica e de degradar matriz protéica poderiam proporcionar a estas bactérias o crescimento
no pH baixo, observado no biofilme e nas lesdes cariosas (COTTER; HILL, 2003;
FITZGERALD et al., 1981). Entretanto, os estudos demonstraram que eles parecem nao
desempenhar papel preponderante como agente etiolégico do inicio da lesdo de carie. Na
verdade séo invasores secundarios e estdo nos estagios mais avangados da doenca e contribuem
para a progressao das lesdes cariosas sob circunstancias especificas, como quando ha frequente
e alto consumo de sacarose (LEITES et al., 2006; MALTZ, 1996; PARISOTTO et al., 2009;
TANZER; LIVINGSTON; THOMPSON, 2001; WEYNE, 1989).

Em relacdo as bactérias cariogénicas e a diversidade destas na cavidade bucal, Li et al.
(2007) avaliaram esta diferenca em criancas entre 2 a 8 anos de idade com carie precoce e grave
na infancia. Eles observaram que a riqueza de espécies foi significantemente maior nas criangas
sem a carie, sugerindo que a diversidade microbiana e complexidade bacteriana na placa dental
sdo significativamente mais baixas em criangas acometidas pela doenca.

Aas et al. (2008) buscaram detectar as espécies bacterianas associadas a carie em dentes
deciduos e permanentes em individuos de 2 a 21 anos de idade. Eles descobriram que 10 a 20%
dos individuos com cérie severa ndo tiveram niveis detectaveis de outras espécies produtoras
de acido. Também verificaram que espécies como Veillonella, Lactobacillus, Bifidobacterium,
Propionibacterium, Actinomyces e Atopobium também podem desempenhar um papel
importante na producéo de carie.

Em criancas, a presenca de Lactobacillus em caries coronais é incontestavel. No entanto,
elas encontram-se em menor quantidade do que Streptococcus mutans e ndo sdo encontrados
em caries incipientes. A presenca destes microrganismos também é dependente do tamanho da
cavidade: eles sdo0 mais numerosos nas médias e grandes cavidades (BADET; THEBAUD,
2008).

Qualquer que seja 0 método metabdlico utilizado pelo lactobacilo, o resultado sera uma

acidificacdo do meio ambiente. Estudos demonstraram n&o s6 as capacidades acidogénicas de
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lactobacilos, mas também a sua tolerancia ao acido (BADET; RICHARD; DORIGNAC, 2001;
BORGSTROM et al., 1997). Estas bactérias podem causar um decréscimo no pH do meio
ambiente até valores inferiores a 4,5 e sdo capazes de sobreviver em um pH até 2,2.

Ademais, altas contagens Streptococcus mutans, Lactobacillus species e baixo fluxo
salivar sdo caracteristicas de pacientes com alto risco ao desenvolvimento e progressdo da
doenca carie (OKADA et al.,, 2005; PAIVA; FERREIRA, 2009; PEGORARO, 1995;
TANZER; LIVINGSTON; THOMPSON, 2002). A presenca de Streptococcus mutans na saliva
é um forte indicador do risco de cérie e a alta contagem de Lactobacillus species na saliva revela
um grande nimero de lesbes cariosas abertas em plena evolucdo e uma elevada frequéncia na
ingestdo de aglcar (ALALUUSUA et al.,1984; LARMA, 1985; OKADA et al., 2005; PAIVA;
FERREIRA, 2009; TANZER; LIVINGSTON; THOMPSON, 2002).
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3 OBJETIVO

Avaliar a capacidade antimicrobiana de sistemas adesivos sobre diferentes cepas
bacterianas de Streptococcus mutans e Lactobacillus specie de lesdes de carie em dentina de

dentes deciduos.
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4 MATERIAL E METODO

Os materiais e métodos utilizados no presente estudo foram baseados nos trabalhos de
Feuerstein et al. (2007); Gondim (2006) e Sampath, Hegde e Hegde (2011).

4.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras bacterianas utilizadas neste estudo foram coletadas em dentina de dentes
deciduos de criancas que participaram da pesquisa desenvolvida na Faculdade de Odontologia
de Piracicaba (FOP/UNICAMP) com registro no Comité de Etica em Pesquisa da
FOP/UNICAMP com nimero 014/2008 (ANEXO A).

Os 45 participantes do estudo foram selecionados na triagem para o atendimento
odontoldgico na clinica de Odontopediatria da FOP/UNICAMP, na faixa de 8 a 11 anos de
idade, sem distincdo de raca ou sexo, que necessitavam de tratamento odontolégico e
apresentavam cavidades de cérie nas faces oclusal e/ou ocluso-proximal de molares deciduos.

O acesso a lesdo de cérie foi realizado com brocas em alta rotacéo (carbide #245) para
remocao de esmalte e brocas esféricas #2 a #8 em baixa rotacdo para remocao do tecido cariado.
Quando o tecido apresentou aspecto endurecido, verificado pela sensibilidade tactil do
operador, realizou-se a primeira coleta de uma pequena amostra de dentina afetada por cérie da
parede pulpar com uma cureta esterilizada. A quantidade de dentina removida foi padronizada
com o auxilio de um calcador ward n°® 4 modificado (na ponta ativa foi realizada uma
concavidade com broca diamantada esférica em alta rotag&o).

O tecido removido foi colocado na ponta ativa do calcador ward n° 4 modificado até
preencher a concavidade por completo, em seguida transferiu todo o contetdo para um tubo de
ensaio contendo solugdo salina a 0,9%. Logo apos esta fase clinica, as amostras de dentina
armazenadas em tubos de ensaio foram encaminhadas para o laboratério. Foram submetidas a
20 segundos de vibracdo em um sonicador (amplitude 30 e ciclo 0,25) e em seguida foram
diluidas em série decimal de 10 a 10 em solucdo salina estéril a 0,9%. Para o cultivo de
Estreptococos do grupo mutans, aliquotas de 25 pL de cada dilui¢do foram inoculadas, em

triplicata, em placas de Petri contendo meio de cultura Agar Mitis Salivarius e Bacitracina —
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MSB e para o cultivo de Lactobacilo, aliquotas de 25 puL de cada diluigdo foram inoculadas, em
triplicata, em placas de Petri contendo meio de cultura Rogosa Agar.

Ap0s a visualizacdo das col6nias bacterianas, cerca de 4 col6nias com morfologia tipica
de Streptococcus mutans crescidas em diferentes pontos da superficie do meio foram coletadas
e transferidas individualmente para outra placa de Petri (dividida em 4 quadrantes, sendo cada
colbnia espalhada em um quadrante) contendo meio de cultura Agar Mitis Salivarius e
Bacitracina — MSB, e incubadas a 37° C por 24 horas. As col6nias de Lactobacillus species
foram coletadas e transferidas para outra placa contendo Rogosa Agar. Apds esse periodo, 0
crescimento de cada quadrante da placa foi armazenado em um eppendorf contendo 700 pl de
meio - Skim Milk (5g p6/50ml &gua deionizada; Difco-BD, Sparks, MD, USA), agitado e
congelado a temperatura de -20°C.

As amostras bacterianas de Streptococcus mutans e Lactobacillus species armazenadas
em meio Skim Milk foram transportadas em gelo seco até a Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL-MG) para que as anélises microbiologicas pudessem ser realizadas.

4.2 CONDUTA JUNTO A UNIFAL/MG

Para a realizagéo do estudo solicitou-se o uso das instalac6es da instituicdo em especial
ao Laboratorio de Microbiologia e Imunologia Basica. Para dar prosseguimento ao
desenvolvimento do presente estudo foi enviado o projeto de pesquisa a0 Comité de Etica em
Pesquisas com Seres Humanos da UNIFAL-MG com aprovacdo de nimero 878.834 (ANEXO
B).

4.3 PROCEDIMENTO MICROBIOLOGICO

As 37 cepas de Streptococcus mutans, 19 cepas de Lactobacillus species, cepas padrédo
de Streptococcus mutans ATCC® 25175 e Lactobacillus acidophilus ATCC® 4356 foram
semeadas em placas de Petri contendo Agar Mitis Salivarius (MAS) para Streptococcus mutans
e Agar Rogosa para Lactobacillus e incubadas a 37°C em jarras com CO2 (overnight) por 48

horas (APENDICE A). Apos este periodo, as colbnias de ambas as cepas foram coletadas e
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transferidas individualmente para um tubo contendo 4 mL de caldo BHI, em seguida foram
incubadas a 37°C por 48 horas em jarras com CO; (overnight) (APENDICE B).

Ap0s o crescimento bacteriano, uma aliquota do meio de cultura foi transferida para
5mL de solucdo salina estéril 0,145 mol/L (8,5¢/L NaCl; salina a 0,85%) até conseguir uma
turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da Escala de Mc Farland, padronizando desta forma o in6culo

para os testes.

4.4 TESTE DE CONTATO DIRETO (TCD)

Foram utilizados para TCD os sistemas adesivos presentes na Tabela 1.

Tabela 1 - Componentes, composicdes e lote dos sistemas adesivos utilizados no presente
estudo. Alfenas/MG, 2016.
Sistemas adesivos Composicao Empresa/lote

Primer: 10-MDP, HEMA, &gua; Kuraray Medical,
Adesivo:. TEGDMA, UDMA, GPDM, Osaka, Japdo/lote n°
HEMA, Bis-GMA, dimetacrilato hidrofébica, 01241A(Primer) e

Clearfil SE Bond

silica coloidal 018764 (Adesivo)
Primer: MDPB, MDP, HEMA, dimetacrilato
hidrofilico, fotoiniciador, agua; Kuraray Medical,

Adesivo:  MDP, HEMA, Bis-GMA, Osaka, Japao/lote n°
dimetacrilato  hidrofébico, fotoiniciador, 180021 (Primer) e
silano com silica coloidal, superficie tratada 3H0018 (Adesivo)

Clearfil™SE Protect

com NaF
Adesivo: dimetacrilatos, HEMA, copolimero 3M ESPE,
. S . . . .. StPaul, MN, USA/
Adper Single Bond 2 de acido polialcandico, 5nm silano com silica lote
coloidal, etanol, agua, fotoiniciador n° N4000367BR%

Fonte: Do autor. ¢

Neste teste, 5 microplacas de 96 pocos foram manuseadas em ambiente estéril (capela
de fluxo laminar) e receberam em seu fundo chato os sistemas adesivos, 0s controles e as cepas

bacterianas, sendo estas distribuidas conforme a descri¢do: microplaca 1- cepas 01 a 12;

410-MDP: 10-methacryloyoxydecyl; Bis-GMA: bisphenyl A glycidyl methacrylate; GPDM: glycerol phosphate
dimethacrylate; HEMA: 2-hydroxyethyl methacrylate; TEGDMA: triethyleneglycol dimethacrylate; UDMA:
urethane dimethacrylate; MDPB: methacryloyloxydodecylpyridinium bromide.
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microplaca 2 - cepas 13 a 24; microplaca 3- cepas 25 a 37; microplaca 4 - cepas 38 a 50;
microplaca 5 - cepas 51 a 55 e as cepas padrdo de ambas as espécies (FIGURA 3).
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Figura 3 - Distribuicdo dos sistemas adesivos, controles do meio e cepas bacterianas
nas microplacas. Materiais: Al a A12 - Clearfil SE Bond; B1 a B12 -
Clearfil™SE Protect; C1 a C12 - Adper Single Bond 2; D1 a D12 - controle
de crescimento (caldo com bactérias, sem os adesivos); E1 a E12 - controle
de esterilidade (somente caldo, sem material e bactéria); F1 a F12, G1 a
G12 e H1 a H12 - ndo foram utilizados. Cepas bacterianas: 1A a 1D - cepa
1;2A a2D -cepa2; 3Aa3D -cepa3; 4A a4D - cepa 4; 5A a 5D- cepa 5;
6A a 6D -cepa6; 7TAa 7D -cepa7; 8Aa8D -cepa8; 9A a 9D - cepa 9;
10A a 10D -cepa10; 11Aa 11D - cepalle 12A a 12D - cepa 12.

Fonte: Do autor

Os sistemas adesivos foram aplicados no fundo do poco com aplicadores descartaveis
extra finos (KG Sorensen, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) seguindo as instrugdes do fabricante e de
acordo com o tempo de fotopolimerizag&o preconizado (Fotopolimerizador Optilight LD MAX
da Gnatus).

Todos os pocgos, conforme o figura 3, receberam 180 pL de caldo BHI e 10 pyL da
suspensdo bacteriana preparada de acordo com o descrito no item 4.3. (APENDICE C). As
placas foram tampadas, colocadas em jarra de CO: e incubadas a 37°C por 48 horas.

Ap0s o periodo de incubacdo um subcultivo foi realizado para cada cepa bacteriana.
Aliquotas de 10 pL foram retiradas de cada pogo e inoculadas em placas Petri contendo agar
BHI (FIGURA 4) e apds esse processo, foram levadas para incuba¢do com CO- por 48 horas
a fim de verificar a viabilidade das bactérias, observando a presenca ou auséncia de colonias

bacterianas.
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Figura 4 - Distribuicdo das aliquotas retiradas de cada pogo: CSB-Clearfil
SE Bond; CSP-Clearfil SE Protect; ASB- Adper Single Bond 2;
C- Controle de crescimento; X- Controle de esterilidade.

Fonte: Do autor

4.5 TECNICA DE DIFUSAO EM AGAR

Foi utilizada a técnica de difusdo em agar (BAUER et., 1966) para 0s sistemas adesivos
Clearfil SE Bond, Clearfil SE Protect e Adper Single Bond 2 os quais foram colocados sobre
discos de papel de filtro estéreis com 5 mm de didmetro, de acordo com a sequéncia e tempo
de fotopolimerizagio preconizado pelo fabricante (APENDICE D). Além disso, os
componentes isolados do Clearfil SE Bond e do Clearfil SE Protect, o primer e 0 bond, também
foram testados (FIGURA 5).

Primer do Clearfil SE Bond

Bond do Clearfil SE Bond

Primer + bond do Clearfil SE Bond
Primer do Clearfil SE Protect

Bond do Clearfil SE Protect

Primer + bond do Clearfil SE Protect
Adper Single Bond

Agua destilada

Clorexidina 0,12%

0 NGV A WN =

Figura 5 - Disposicao dos discos impregnados com os sistemas adesivos, componentes e
controles (8 e 9) na placa ap6s a inoculacdo da cepa bacteriana testada.
Fonte: Do autor

o
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Foram preparadas suspensdes bacterianas conforme o item 4.3 e inoculadas em agar
BHI com auxilio de “swab” e ap6s secagem do indculo os discos impregnados com os sistemas
adesivos e componentes foram colocados sobre o meio de cultura (APENDICE D).
Paralelamente foi colocado um disco impregnado com solucgéo de digluconato de clorexidina
a 0,12% e outro com agua destilada, ambos, respectivamente, usados como controle positivo e
negativo (FIGURA 5). As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas com CO2 e apds o
crescimento bacteriano foi feita a medida dos halos de inibi¢do em volta dos discos utilizando
uma régua milimetrada para obtencdo dos halos de inibicdo em volta dos discos contendo

adesivos e componentes.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

Apds os testes microbioldgicos os dados obtidos foram tabulados no software Excel
2010 por Windows sendo gue toda a analise descritiva e ndo-paramétrica foi realizada no
programa BioEstat 5.0 a um nivel de significancia de 5%. Para avaliacdo do crescimento
bacteriano no subcultivo, dos sistemas adesivos e controles foram aplicados os testes de
Kruskal-Wallis (posicdes médias das observacdes de cada grupo — rank médio) seguido do
Testes Student-Newman-Keuls. O Teste ndo paramétrico de Friedman foi utilizado para
comparar a média encontrada para as cepas de Streptococcus Mutans com a média obtida para
as cepas de Lactobacillus specie.
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5 RESULTADOS

Com a realizagdo do TCD, obteve-se visualmente para cada cepa a comprovacao do
crescimento bacteriano (turvagdo do meio) e a efetiva esterilidade do meio mostrado pela ndo
turvacédo dos pogos E1 a 12 (FIGURA 6).
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Figura 6 - Aspecto visual de uma microplaca apds TCD. Presenca de turvagdo
dos meios nos pogos Al a 12; B1 a 12; C1 a 12; D1 a 12 e auséncia
de turvacdo nos pocos E1 a 12.
Fonte: Do autor

Os 57 subcultivos realizados ap6s o TCD evidenciaram que todas as cepas colocadas
junto ao Clearfil SE Protect demonstraram auséncia de crescimento em meio de cultura agar
BHI. No entanto, para o Clearfil SE Bond o crescimento bacteriano esteve presente em 1 cepa
de Lactobacillus (FIGURA 7) e para o Adper Single Bond 2 houve crescimento bacteriano para
5 cepas de Lactobacillus e 2 cepas de Streptococcus mutans (FIGURA 7).

A Tabela 2 mostra o rank médio do crescimento bacteriano em subcultivo nos diferentes
grupos, sendo observado que ndo houve diferenca estatisticamente significante entre o
crescimento bacteriano dos subcultivos dos pocos que continham os diferentes sistemas
adesivos (Clearfil SE Protect versus Adper Single Bond 2: p= 0,3312; Clearfil SE Protect
versus Clearfil SE Bond: p= 0,8714; Clearfil SE Bond versus Adper Single Bond 2: p=0,4181)
e o controle de esterilidade (Clearfil SE Bond versus Controle de esterilidade: p=0,8714;
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Clearfil SE Protect versus Controle de esterilidade: p= 1,00; Adper Single Bond 2 versus
Controle de esterilidade: p= 0,3312).

Tabela 2 - Rank médio do crescimento bacteriano em subcultivo de acordo com
0S grupos testados. Alfenas/MG, 2016.

Grupos Rank médio Teste ?
Controle de crescimento 249,5 a
Adper Single Bond 2 127 b
Clearfil SE Bond 1145 b
Clearfil SE Protect 112 b
Controle de esterilidade 112 b

Teste de Kruskal-Wallis seguido do Teste de Student-Newman-Keuls a nivel de significancia de
5%; *Letras diferentes nas colunas sdo diferentes estatisticamente.
Fonte: Do autor

Streptococcus mutans

Lactobacillus specie

Figura 7 — Representacdo do subcultivo em agar BHI apds TCD. Placa 1 (Lactobacillus specie) -
auséncia de crescimento bacteriano observado no controle de esterilidade (X) e Clearfil
SE Protect (CSP); Placa 2 (Streptococcus mutans) - auséncia de crescimento bacteriano
observado no Clearfil SE Bond (CSB), controle de esterilidade (X) e Clearfil SE Protect
(CSP).
Fonte: Do autor

Houve a perda de viabilidade de 8 cepas durante a pesquisa e a técnica de difusdo em
agar foi realizada com 49 cepas, sendo 29 cepas de Streptococcus mutans e 20 cepas de
Lactobacillus specie.

Os resultados da atividade antimicrobiana para a determinacdo em meio solido dos halos
de inibicdo dos adesivos e seus componentes sobre diferentes cepas de Streptococcus mutans e
Lactobacillus specie estdo apresentados na Tabela 3 (Aspecto visual: APENDICE E). Neste
ensaio, ficou demonstrado que todas as cepas utilizadas foram sensiveis ao Primer do Clearfil
SE Protect visto que o valor minimo do halo de inibig&o foi de 12 mm, préximo ao encontrado
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para a Clorexidina 0,12% (11 mm). Além disso, 0 mesmo primer diferiu estatisticamente de
todos os outros materiais, inclusive a clorexidina, mostrando o maior valor médio do halo que
foi de 22 mm. Quanto ao Clearfil SE Protect (primer+bond), este obteve o segundo maior valor
médio do halo de inibicdo (14,59 mm), ndo diferindo estatisticamente do obtido para a
clorexidina 0,12% (16,43 mm), porém, ndo houve halo de inibicdo para algumas cepas
bacterianas. Ainda na Tabela 3, ndo foi observada diferenga estatisticamente significante
(p=0,0588) entre o valor da média dos halos de inibicdo dos microrganismos Streptococcus

mutans e Lactobacillus.

Tabela 3 - Halos de inibicdo em milimetros em volta dos discos contendo adesivos e
componentes sobre diferentes cepas de Streptococcus mutans e Lactobacillus specie.
Alfenas/MG, 2016.

Halos de inibicéo

Adesivos, componentes Desvio

isolados e controles Média Mediana Padrdo Minimo Maximo Teste!
Primer Clearfil SE Protect 22,00 22 4,026 12 30 a*
Clorexidina 0,12% 16,43 15 2,993 11 23 b
Clearfil SE Protect 14,59 0 5,168 0 24 b
Adper Single Bond 2 5,73 0 6,522 0 18 c
Clearfil SE bond 3,00 0 6,265 0 24 cd
Primer Clearfil SE bond 2,89 0 5,448 0 21 cd
Bond do Clearfil SE 1,06 0 4,205 0 18 q
Protect

Bond do Clearfil SE Bond 0 0 0 0 0 **
Cepas

Streptococcus Mutans 9,871921 11 9,251885 0 30 0=0,05882
Lactobacillus specie 8,685714 9 8,874088 0 30 ’

*p < 0,0001. ** Teste ndo aplicado. Nota: Letras diferentes nas colunas sdo diferentes
estatisticamente e letras iguais ndo séo estatisticamente diferentes. Teste de Kruskal-Wallis
seguido do Teste de Student-Newman-Keuls para o grupo dos adesivos, componentes isolados
e controle. 2O Teste ndo paramétrico de Friedman foi utilizado para comparar as médias das
29 Cepas de Streptococcus mutans com as médias das 20 cepas de Lactobacillus specie.
Fonte: Do autor.
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6 DISCUSSAO

Embora haja uma grande diversidade de bactérias na boca, os S. mutans e 0s
Lactobacillus séo as principais bactérias associadas, respectivamente, com o desenvolvimento
e progressdo da cérie dentaria, tanto primaria quanto secundaria (KURAMITSU; WANG, 2006;
NISHIKAWARA et al., 2007; SVANBERG; MJOR; ORSTAVIK, 1990).

Outras bactérias estdo ligadas a doencga carie, no entanto, os S. mutans e Lactobacillus
sdo considerados 0s microrganismos com maior poder cariogénico, em virtude da elevada
capacidade acidogénica (BEIGHTON et al., 2004; KLEINBERG, 2002; LEITES et al., 2006;
ROETERS et al., 1995; THIBODEAU; O'SULLIVAN, 1996) e, principalmente, os S. mutans,
devido a capacidade de expressar genes de viruléncia, os quais influenciam em seu crescimento
e na aderéncia a superficie dos dentes (BANAS; VICKERMAN, 2003; HOSHINO;
FUJIIWARA; KAWABATA, 2012; LYNCH et al.,, 2007, MATSUMOTO-NAKANO;
FUJITA; OOSHIMA, 2006). Pesquisas salientam que os Lactobacillus exibem certos tragos
cariogénicos, tais como o alto potencial acidogénico, libertando grandes quantidades de acido
latico, diminuindo o pH do meio e inibindo o crescimento de organismos menos acido tolerantes
(COTTER; HILL, 2003; BYUN et al., 2004; YANG et al., 2010).

Apesar de todo o conhecimento sobre as bactérias cariogénicas é importante entender
que a distribuicdo dessas espécies se mostra relativamente constante nas diferentes sociedades
ao redor do mundo, sendo necessario estar atento, durante o tratamento, as particularidades
encontradas em diferentes etnias, grupos socioeconémicos, dietas, experiéncias passadas de
carie e habitos (HAFFAIJEE et al., 2004; HERRERA et al., 2008; LAFAURIE et al., 2007,
VADIAKAS, 2008). De acordo com Byun et al. (2004) é possivel visualizar também uma
variabilidade de espécies, por exemplo, no caso de Lactobacillus presentes nas les6es de carie,
cada amostra (dentina cariada de um dente) houve a identificacdo de até 9 espécies ou filotipos
diferentes (L. gasseris, L. salivarius, L. casei, L. crispatus e outros).

Alguns estudos relacionadas ao tratamento da céarie tem destacado a capacidade
terapéutica dos materiais restauradores na eliminagéo das bactérias cariogénicas (DIEDRICH,
2015; DA SILVA et al., 2010; ESTEVES; REIS; RODRIGUES, 2010; GIAMMANCO et al.,
2009; GRANDE, 2008; KAWAI; TSUCHITANI, 2000; MEHDAW!I et al., 2009; MENEZES;
SANTOS; PEIXOTO, 2012; RODRIGUES et al., 2005; SACRAMENTO et al., 2008;
THOME, 2009; SAMPATH; HEGDE; HEGDE, 2011; SHAFIEl; MEMARPOUR, 2012;
STANISLAWCZUK, 2008; WALTER et al., 2007; XIAO et al., 2009). Nesse sentido, a
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avaliagdo da capacidade antimicrobiana de sistemas adesivos diretamente sobre
microrganismos de lesdes de cérie de dentina de diferentes dentes deciduos in vivo é muito
relevante, pois o interessante é que o material que tenha capacidade antimicrobiana néo seja
seletivo apenas para algumas populacdes de S. mutans e Lactobacillus, mas que tenha agéo
sobre todas as populacGes dessas espécies, independente do dente e do individuo.

Inicialmente, realizou-se o TCD, o qual simula o efeito do contato direto e estreito entre
0 microrganismo e materiais a serem testados, independentemente da sua solubilidade e da
difusibilidade de componentes para a area circundante (SAMPATH; HEGDE; HEGDE, 2011).
O teste foi importante, pois mensurou a cinética de crescimento bacteriano por meio da qual
pode ser verificado o efeito dos materiais pelos meios visuais (MAZUREK et al., 2012). No
entanto, a fim de evitar uma possivel contaminacdo das placas de titulacdo contendo as cepas,
devido ao descolamento dos sistemas adesivos da parede lateral da microplaca e, em virtude da
turvacéo inicial provocada pela reacdo do meio de cultura (Caldo BHI) com o sistema adesivo
CSB e CPB, a leitura em espectrofotdmetro ndo foi realizada no TCD. Optou-se pelo Método
de subcultivo (passagem de col6nias para meios estéreis), o qual confirmou e demonstrou
visualmente o que houve no contato estreito e direto entre sistemas adesivos e bactérias (TCD).
Tal metodologia é a mais simples para se obter a viabilidade em curto prazo de organismos e é
a mais frequentemente utilizada em bactérias (INFORMATIVO CEFAR DE
MICROBIOLOGIA, 2006).

Considerando o TCD-Subcultivo, ndo houve diferenca na reducdo da concentracdo
bacteriana apds o contato com os diferentes sistemas adesivos testados, tanto para S. mutans
quanto para Lactobacillus sp. O tempo de contato do sistema adesivo com 0 meio contendo
bactérias pode ter influenciado o resultado. Se o TCD fosse prolongado por mais de 48 horas,
como no estudo de Feuerstein et al. (2007) em que o CSP manteve sua propriedade
antibacteriana até 7 dias, talvez diferencas na reducdo dos microrganismos seriam visiveis. O
mesmo poderia acontecer se o subcultivo fosse realizado aos 60 minutos do TCD como mostra
0 estudo de Banzi et al. (2014) em que a diferenca na reducdo bacteriana entre os sistemas
adesivos foi registrada até 60 minutos e ao longo das 48 horas ndo permaneceu.

Esse comportamento variado da capacidade antimicrobiana dos diferentes sistemas
adesivos com relacdo ao tempo de aplicacéo tanto nas primeiras horas quanto ap6s uma semana
pode ser justificado considerando a composicdo e acidez desses sistemas (KARANIKA.-
KOUMA et al., 2001). Os monémeros que promovem aderéncia sdo considerados como um
dos elementos relevantes do efeito antibacteriano dos iniciadores ou solu¢des dos adesivos,
uma vez que eles conferem propriedades &cidas devido a fosforico, carboxilico ou por¢des
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acrilicas nas moléculas (PENMETSA et al., 2014), o que pode comprovar a capacidade
antimicrobiana dos sistemas adesivos CSB e ASB. Com relacdo ao CSP, a agdo do
antimicrobiano MDPB no TCD pode ser demonstrada quando o tempo de avaliagdo da
capacidade antimicrobiana for estendido, ou seja, quando 0s componentes e a acidez dos outros
sistemas adesivos forem decompostos ao longo do tempo (baixa atividade antimicrobiana).
Infelizmente neste estudo o tempo ndo foi suficiente para verificar o potencial do CSP contendo
MDPB.

Diante do resultado obtido do TCD, realizou-se a técnica de difusdo em agar para
verificar a acdo de cada componente na atividade antibacteriana, sendo considerada padréo, de
facil execucdo, simples, préatica e possivel de comparacdo com outros estudos (ESTEVES;
REIS; RODRIGUES, 2010). Porém a técnica apresenta algumas limitacdes, pois mede apenas
0S componentes que sdo solUveis em agua, isto é, as propriedades inibidoras do material sélido
colocado na superficies de agar depende da hidrofilia deste, do seu coeficiente de difusdo em
gel de agar, bem como da sua capacidade em molhar a superficie do agar (PINTO et al., 2003;
PRATI et al., 1993). Consequentemente, materiais que difundem mais facilmente, para além
do seu efeito inibitorio direto, proporcionam zonas de inibicdo maiores (PINTO et al., 2003;
PRATI et al., 1993).

A partir desta técnica pode-se evidenciar que o primer do CSP exibiu atividade
antibacteriana superior aos outros componentes (isolados e/ou juntos), inclusive a clorexidina
(controle positivo). Acredita-se que este efeito se deva ao mondémero MDPB presente no primer
do CSP, o qual agiu contra as diferentes cepas bacterianas acido-tolerantes avaliadas neste
estudo.

A fim de explicar a real contribuicdo do MDPB, Imazato et al. (2006) comparou o
potencial antibacteriano do CSP com este mondémero e do mesmo apds a remoc¢ao do MDPB.
Observaram que na sua auséncia, o primer nao exerceu efeito antibacteriano contra S. mutans e
Lactobacillus, demonstrando assim que o efeito antibacteriano do CSP nédo dependia somente
da acidez do material, mas, principalmente, da presenca do mondmero antibacteriano MDPB.

Guerra et al. (2014) realizou ensaios microbioldgicos sobre o CSP, encontrando que o
componente primer deste adesivo supera a clorexidina em relacdo aos halos inibitérios. No
entanto, neste estudo quando se avaliou os sistema adesivo CSP (primer e bond juntos), este
apresentou efeito inibitorio inferior a clorexidina, o mesmo foi encontrado por Poggio et al.
(2012). Esse resultado pode ser explicado pela fato da clorexidina possuir taxas de difuséo
maiores que o primer (Guerra et al. (2014), entretanto, Turkun et al. (2006) ao comparar o CSP

com a clorexidina, cloreto e peroxido de hidrogénio, encontrou por meio da mesma técnica uma
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maior eficiéncia do CSP (ESTEVES; REIS; RODRIGUES, 2010). Apesar destes resultados
encontrados na literatura, no presente estudo a clorexidina e CSP sdo estatisticamente
semelhantes.

Martins (2014) traz uma explicacdo plausivel para a semelhanca no efeito
antimicrobiano de CSP e Clorexidina. De acordo com o autor ambos possuem principio
antibacteriano semelhante, isto €, 0 MDPB presente no CSP é bactericida antes de polimerizar
e, apos polimerizacdo, tém um efeito bacteriostatico por contato; a clorexidina tem atividade
antibacteriana de largo espectro em elevadas concentracGes e bacteriostatica em baixas
concentragOes. Além da sua capacidade antimicrobiana, a clorexidina é um forte inibidor das
MMPs e tal como esta molécula, o0 MDPB demonstra capacidade de inibir as MMPs,
responsaveis pela degradacdo da matriz de colageno.

Dos trés sistemas adesivos avaliados nesta pesquisa 0 CSP (primer e bond juntos)
apresentou os maiores halos inibitorios, sendo este efeito antimicrobiano encontrado por outros
autores (FEUERSTEIN et al., 2007; IMAZATO, S. et al., 1997; IMAZATO, S. et al., 1998;
IMAZATO, 2003; LOBO et al., 2005; SAMPATH; HEGDE; HEGDE, 2011; SCHMALZ,
ERGUCU; HILLER, 2004; TURKUN et al. 2004).

No entanto, o Adper Single Bond 2 pela difusdo em agar apresentou uma atividade
antibacteriana inferior ao CSP, mas superior ao CSB. Este adesivo possui silica coloidal e
HEMA como compostos em comum ao CSB e CSP, é comercializado em frasco Unico (5°
geracdo de sistemas adesivos fabricados ou agentes de unido dentinaria convencionais), no
qual esta presente o primer e bond; ndo possui agente antimicrobiano em sua composi¢ao como
ocorre no CSP (CARVALHO et al. 2004; MAZUREK et al., 2012). No entanto, é disponivel
no mercado nacional em maior escala, com custo reduzido, tém mostrado melhor desempenho
e maior credibilidade a longo prazo em relacéo aos sistemas adesivos autocondicionantes (6°
geragdo: CSP e CSB), por isso, sendo amplamente utilizado no setor publico do pais
(CARVALHO et al. 2004; MAZUREK et al., 2012).

Esteves, Reis e Rodrigues (2010) compararam o controle positivo clorexidina com o
acido fosforico a 37%, que de acordo com 0s autores representava 0s sistemas adesivos
convencionais, e verificou que ndo houve diferencas significativas na inibicédo do crescimento
bacteriano. Os resultados destes autores também reforgam a ideia de que o baixo pH pode inibir
a atividade bacteriana, sendo assim, é necessario estar atento ao uso do Adper Single Bond 2
e analogos quanto ao tratamento restaurador, pois como ja mencionado, este adesivo
apresentou eficiéncia frente as diferentes cepas, embora possua um pH de 3,5. Logo,

Streptococcus e Lactobacillus podem produzir &cido e sobreviverem nos ambientes de pH
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proporcionado por estes adesivos (ABRANCHES et al., 2006; BANAS, 2004; BOWEN; KOO,
2011; GONDIM et al., 2006; HARPER; LOESCHE, 1984; KLEIN et al., 2009; LEMOS et al.,
2010; SVENSATER et al., 1997).

A utilizacdo do Adper Single Bond 2 deve ser muito bem avaliada, pois ao invés de
exibirem efeito antibacteriano, podem estimular o desenvolvimento de cepas bacterianas mais
resistentes, dificultando sua eliminagdo (SAMPATH; HEGDE; HEGDE, 2011). Bactérias
aciduricas quando submetidas a choques acidos desenvolvem mecanismos de adaptacao por
meio de sintese protéica, aumentando assim sua resisténcia e tempo de sobrevida
(ABRANCHES et al., 2006; BANAS, 2004; BOWEN; KOO, 2011; GONDIM et al., 2006;
HARPER; LOESCHE, 1984; KLEIN et al., 2009; LEMOS et al., 2010; SVENSATER et al.,
1997).

Quando o CSB foi avaliado, este apresentou estatisticamente o mesmo efeito
antimicrobiano que o Adper Single Bond 2, porém um efeito inibitorio baixo quando
comparado ao CSP. Baseren et al. (2005), Kidd, Joyston-Bechal, Beighton (1993) e Mjor
(2005) salientam que o componente primer do CSB nao apresenta efeito antibacteriano contra
cepas bacterianas. Rolland et al. (2011) afirmam que o primer do CSB exibe propriedades
antimicrobianas inferiores ao primer do CSP, particularmente contra estreptococos. A
explicacdo para esta diferenca antibacteriana parece estar relacionada a presenca do MDPB no
primer do CSP.

Em relacdo ao componente bond do CSP,este apresentou efeito inibitério somente para
trés cepas e o0 bond do CSB néo apresentou nenhum efeito inibitorio. De acordo com Gondim
et al. (2008) e Cehreli et al. (2003) o bond destes agentes de unido ndo apresentam efeito
inibitério sobre S. mutans e L. acidophillus.

Estatisticamente 0 comportamento ou a sensibilidade de uma espécie foi considerado
igual ao da outra. Imazato et al. (2006) testaram o efeito antibacteriano do CSP contendo 5%
de MDPB contra S. mutans, Lactobacillus casei e Actinomyces naeslundii e encontraram que
apenas o primer com MDPB foi capaz de eliminar quase todas as bactérias inoculadas nos
blocos de dentina e que as zonas de inibicdo produzidas pelo primer com MDPB foram
significantemente maiores para as trés bactérias testadas, quando comparadas ao produto sem
0 agente antibacteriano.Em pesquia anterior Imazato et al. (2001) havia afirmado ao descrever
seu estudo que o adesivo CSP possui acdo antibacteriana contra uma variedade de lactobacilos,
estreptococos e bactérias a partir de caries, mas que era menor a sensibilidade dos lactobacilos

aos efeitos bactericidas do CSP quando comparada aos estreptococos.
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Ozer et al. (2003), Schmalz et al. (2004) demonstraram que a presenca do MDPB é
efetiva contra uma gama de bactérias intra-bucais, no entanto, ndo especificaram se houve uma
menor sensibilidade de uma espécie com relacdo a outra. Yoshikawa et al. (2007) avaliaram a
habilidade do MDPB em inibir o crescimento de microrganismos associados a lesdes ativas de
carie e demonstraram que todos os isolados de Streptococcus mutans, Lactobacillus specie,
entre outras bactérias cariogénicas, foram sensiveis & inibi¢do pelo MDPB.

Com relacdo aos sistemas adesivos que ndo possuem antimicrobiano, Herrera et al.
(2000a) compararam a efetividade destes em isolados de cavidades de céarie de diferentes
individuos e salientam que a acdo é dependente da composicao de cada produto. Herrera et al.
(2000b) em outro estudo também testaram a efetividade antibacteriana de sistemas adesivos,
porém, os indculos foram preparados a partir de cepas de referéncia adquiridas em laboratérios
de colecdes de cultura. Novamente encontraram que o efeito antibacteriano apresentou-se
dependente do material e com resultados similares aos obtidos em estudos anteriores. No
entanto, apesar dos sistemas adesivos terem sido diferentes aos do presente trabalho, os
pesquisadores trazem a ideia do efeito antimicrobiano sobre diferentes cepas. Os autores
encontraram que 0 mesmo sistema adesivo que agiu em S mutans também agiu em
Lactobacillus species, e aquele que ndo agia em uma espécie também nao agia na outra, sendo
que este efeito ocorria até mesmo dentro da propria cepa.

N&o ha davidas de que a propriedade antibacteriana de adesivos dentinarios depende
dos componentes que foram originalmente incorporadas para promover a adesdo (SCHMALZ
et al.; 2004). De acordo com Fecury et. al. (2007) existe uma grande variedade de sistemas
adesivos disponiveis comercialmente, o que dificulta a selecdo do material mais adequado a ser
utilizado na clinica. Os autores salientam que é impossivel destacar aquele que apresente maior
eficacia em todas as situacOes, pois sao materiais totalmente diferentes um do outro.

O que tem sido estabelecido é que os sistemas adesivos podem contribuir para a
eliminacdo imediata das bactérias residuais nas paredes cavitarias, porém os sistemas adesivos
perdem as propriedades antibacterianas no prazo de 14 dias, ou seja, eles ndo fornecem uma
solugéo para a invasdo bacteriana ao longo da microinfiltragdo marginal das restauracoes
adesivas (FEUERSTEIN et al., 2007) e nenhum deles é totalmente eficiente na eliminacdo de
bactérias residuais presentes no interior dos tubulos (ESPEJO, 2008; WALTER et al., 2007).

Ressalta-se ainda que, na situacao clinica, os sistemas adesivos dentinarios séo 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 0s microrganismos que permanecem no

interior dos tabulos dentinarios precisam apresentar capacidade de difundir em alguma extenséo
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através da dentina (SCHMALZ; ERGUCU; HILLER, 2004). Além disso outra limitagdo
encontrada neste tipo de estudo é que o efeito in vitro pode ndo ser o mesmo apresentado in
Vivo, pois as bactérias sdo mais susceptiveis a agentes antibacterianos quando estdo em meios
de cultura do que quando estdo crescendo na forma de biofilme sobre a superficie dental
(ESTEVES,; REIS; RODRIGUES, 2010; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2000). Outras
limitacGes fizeram parte deste estudo, dentre elas a variabilidade das bactérias, dificuldade de
proporcionar um ambiente proximo ao encontrado in vivo, quantidade de adesivo colocada no
pOCoO.

Ademais, a utilizagdo de sistemas adesivos com antimicrobiano em sua composigéo
demonstra um avanco cientifico que, contudo necessita de maiores comprovagdes in vivo,

principalmente em decorréncia das necessidades clinicas individuais de cada individuo.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados encontrados neste estudo pode-se concluir que:

b)

Com relagéo ao Teste de Contato Direto-Subcultivo:
Todos os sistemas adesivos testados apresentaram capacidade antimicrobiana
sobre as diferentes cepas, independente das caracteristicas especificas de cada

dente e individuo.

Com relacdo a Técnica de difusdo em agar-Halos inibitoérios:

O Clearfil SE Protect promoveu a maior atividade inibitdria sobre as diferentes
cepas avaliadas, sendo esta atividade atribuida ao primer, componente que
contém o agente antibacteriano MDPB;

Apb6s a fotopolimerizagdo o Clearfil SE Protect apresentou resultados
estatisticamente semelhantes a clorexidina 0,12% e superiores ao Clearfil SE
Bond e Adper Single Bond 2.

Com relacdo ao Clearfil SE Bond e Adper Single Bond 2, pode-se considerar
que houve uma atividade antimicrobiana baixa, pois durante o registro dos halos
inibitorios estes adesivos apresentaram as menores médias. Talvez isso se deva
a baixa difusibilidade destes componentes em agar BHI.

Streptococcus Mutans e Lactobacillus specie apresentaram estatisticamente
semelhante sensibilidade frente aos adesivos testados, o que independeu do
dente, do individuo e do tipo de sistema adesivo.
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APENDICES

APENDICE A — REISOLAMENTO DAS AMOSTRAS BACTERIANAS

As amostras bacterianas de Streptoccus mutans e Lactobacillus species foram
selecionadas para o reisolamento.

Placas Petri contendo meio de cultura Mitis Salivarius (azul) e Agar Rogosa
(amarelo) foram preparadas e identificadas.

Levadas até a estufa a Verificou-se apos

colocadas em jarras 37°C por 48 horas para Streptoccus mutans (A) € Lactobacnlus
de anaerobiose. species(B).

As bactérias foram
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APENDICE B - ARMAZENAMENTO E MANUTENCAO DAS CEPAS REISOLADAS
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Durante toda a pesquisa as bactérias foram armazenadas em tubos de ensaio
contendo caldo BHI e mantidas sob baixa temperatura. Antes da realiza¢do de cada
teste e/ou técnica as cepas eram recuperadas para cultura de 24hs.



APENDICE C - MICROPLACA APOS O TESTE DE CONTATO DIRETO

¥
D

P
¥

4
\ ~

\v
@ -

{ WI& “:' !{' 9

\

D@
\.

o

N
N\

S
N

N

@ OO

~
~
~

N
N
~

O
)“‘\’.‘,‘A‘\»‘é\l )
R

A

P
é’/%
~ 4

i
& M6 O
\

~

» @ )\?t \4'\‘\‘ n\. n‘:Q )
¢ MO
.

(;*. DO

(& )
& &

¥4

,.

N
We
=\

3
3
)
)
)
)

’
e
\
f
~
\
-
\

Aspecto visual da microplaca apds a realizacdo do Teste de Contato Direto e antes
da incubag&o por 48 horas. A regido com Clearfil SE Bond e Clearfil SE Protect
(A e B) apresentou uma certa turvagdo inicial, aparentemente uma reacdo aos
componentes dos produtos. Tal comportamento sera abordado na discussao.
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APENDICE D - DETALHAMENTO DA TECNICA DE DIFUSAO EM AGAR

A semeadura das bactérias em toda a superficie Os papéis de filtro foram divididos

do agar foi realizada de 10 em 10 cepas. respectivamente conforme cada sistema adesivo,
componente e controle (seta). Em cada grupo
testado utilizou-se aplicadores descartaveis extra
finos.

Com auxilio de uma pinca os papéis de filtro Todos os sistemas adesivos  foram
foram manuseados e a impregnagdo por cada fotopolimerizados conforme indicagdo do
grupo teste realizada. fabricante.

Aspecto visual de uma cepa ao final do TCD
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APENDICE E - HALOS DE INIBICAO PROVOCADOS PELOS SISTEMAS ADESIVOS
AVALIADOS

Primer do Clearfil SE bond
Bond do Clearfil SE bond
Primer + bond do Clearfil SE bond
Primer do Clearfil Protect bond

Bond do Clearfil Protect bond

Primer + bond do Clearfil Protect bond
Adper Single Bond

Agua destilada

Clorexidina 0,12%

O ONOOOUVBHWNR

A-Disposicao dos papéis de filtro durante a realizagao da técnica da difusdo em agar; B-Aspecto
visual de duas cepas de Streptococcus mutans; C- Aspecto visual de uma cepa de Streptococcus
mutans (C1) e uma cepa de Lactobacillus specie (C2).
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ANEXOS
ANEXO A - COMITE DE ETICA EM PESQUISA UNICAMP
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CERTIFICADO
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clinico das restauracoes de resina composta em dentes deciduos”, protocolo n® 014/2008, dos pesquisadores Eliana
Rodrigues, Aline Rogéria Freire de Castilho, Andre Sousa de Moraes, Andréia Bolzan de Paula, Cristiane Duque e Regina
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ANEXO B - COMITE DE ETICA EM PESQUISA UNIFAL/MG
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Pesquisador: Geovane Evangelista Moreira

Area Temdtica:

Versao: 2
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Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS - UNIFAL-MG
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
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Idem versao anterior.
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- Dispensa do TCLE: OK
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