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REsumMO

O presente estudo analisou, in vitro, o desenvolvimento de lesdes de carie
ao redor de diferentes materiais restauradores, utilizando modelos de inducéao de
natureza quimica e biolégica. Cavidades cilindricas foram preparadas em 130
fragmentos dentais bovinos, divididos aleatoriamente em seis grupos de acordo
com o tratamento restaurador: G1 — cimento provisério a base de oxido de zinco
(Coltosol, n=30); G2 — amalgama (Permite C, n=20); G3 - resina composta (Filtek
2250, n=20); G4 — cimento de iondmero de vidro (Fuji ll, n=20); G5 — cimento de
iondmero de vidro modificado por resina (Vitremer, n=20); e G6 — resina composta
modificada por poliacidos (Dyract AP, n=20). Dez espécimes de cada grupo
restaurado foram submetidos a 10 dias de ciclagens de pH (GQ, n=60), e outros
dez espécimes de cada grupo foram incubados com Strepfococcus mutans (GB,
n=60) por cinco dias. O grupo controle (dez espécimes do G1) nao foi submetido a
nenhum desafio cariogénico (GC). O volume mineral (%) das lesées de carie foi
calculado a partir de ensaios de microdureza, e a profundidade dessas lesdes foi
medida em microscopio de luz polarizada. A composi¢ido bioquimica do biofiime
formado sobre cada material restaurador no GB foi avaliada. Ambos os modelos
de inducdo utilizados desenvolveram lesdes de carie secundaria. Foi observado
efeito cariostatico superior para os cimenios ionoméricos convencional e
modificado por resina, em comparagdo com os demais materiais. Nao foram
observadas diferengas estatisticamente significativas nos niveis de F e Pl no
biofilme dental, mas observou-se uma relacdo inversa entre a quantidade de
fosforo inorgédnico no biofilme dental e o potencial de inibicac de carie dos

materiais restauradores.



ABSTRACT

This study evaiuated caries development around different restorative
materials, by means of chemical and biological models to produce caries-like
lesions. Cylindric cavities were prepared in 130 bovine slabs, which were randomly
divided into six groups, according to the restorative treatment: G1 — zinc oxide
temporary filling (Coltosol, n=30); G2 — silver amalgam (Permite C, n=20); G3 —
composite resin (Filtek 2250, n=20); G4 - glass ionomer cement (Fuji I, n=20); G5
- resin modified glass ionomer (Vitremer, n=20); and G6 — polyacid modified resin
(Dyract AP, n=20). Ten specimens of each group were submitted to ten days of
pH-cycling (GQ, n=60), or were incubated with Strepfococcus mutans for five days
(GB, n=60). Control group (from G1, n=10) was not submitied to any caries
induction (GC). After this period, mineral volume {%) was determined by means of
cross-sectional microhardness, and carious lesion depth was measured in
polarized light microscopy. Levels of water-insoluble glucans (WIG), inorganic
phosphorus (Pi) and fluoride (F') were quantified in the biofiims formed over the
tooth surfaces in GB group. Both caries induction models developed secondary
caries. Cariostatic effect was provided by glass ionomer cement and resin modified
glass ionomer, when compared to the other materials. There were no differences
at F" and WIG biofilm levels over restorative materials. However, there was an

inverse relation between biofilm phosphorus content and caries inhibition potential.



Introducao

1. INTRODUGAO

Os individuos que possuem altos niveis de atividade e risco de cérie
possuem maior probabilidade de desenvolver lesbes de carie secundaria,
freqiientemente apontadas como a principal razdo para a substituicdo das
restauracdes (PIMENTA ef al., 1995; OzeR & THYLSTRUP, 1995; MJOR & TOFFENETT,
2000; MJOR ef al., 2000). Materiais restauradores com propriedades cariostaticas
tém sido indicados a tais individuos, quando necessarios, para atuar como
adjuvantes locais no controle da doenca carie (BENELLI ef al., 1993; SERRA ef al,,

1999).

A influéncia dos diversos materiais restauradores na dindmica da carie
dental tem sido amplamente estudada, in vifro, em modelos que simulam um alto
desafio cariogénico, com ¢ objetivo de desenvolver lesdes com caracteristicas
comparaveis as encontradas in vivo (GILMOUR & EDMUNDS, 1998; GROSSMAN &
MATEJKA, 1999). Os modelos podem ser guimicos: estaticos — imersdo de
substratos dentais em solugdes ou géis acidos (DIONISOPOULOS ef al, 1996;
PEREIRA et al, 1998a,b), ou dinAdmicos — ciclos de desmineralizacdo e
remineralizagdo (TEN CATE & DuUlISTERS, 1982; FEATHERSTONE el al, 1986,
PIMENTA ef al., 1995, 1998; NOGUEIRA ef al, 2001) ou, ainda, ter natureza
microbiolégica ~ exposi¢do do substrato a uma ou mais especies de
microorganismos cariogénicos (GILMOUR et al, 1980, 1993, 1997; FRANCCI ef al.,

1999; Torn ef al., 2001). Embora todos esses modelos de inducdo de carie
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apresentem limitagbes, admite-se que a ciclagem de pH seja o método in vifro
mais préximo do desenvolvimento natural da lesdo, pois simula a dinamica dos
episodios fisico-quimicos de desmineralizagao e remineralizacao (Ten CATE ef al,,
1990; HERKSTROTER ef al., 1991) e forma lesdes histologicamente semelhantes as
lesdes in vivo (FEATHERSTONE ef al., 1986; PIMENTA et al., 1995, WHITE, 1995). No
entanto, sugere-se que a inclusdo de aspectos biologicos - utilizando-se
microrganismos como agentes produtores de acidos (BOwWDEN, 1995) — poderia
fornecer indicios complementares acerca da influéncia dos materiais
restauradores na aderéncia e metabolismo bacterianos, no gue diz respeito a agéo

cariostatica destes materiais (KAawal & TAKAOKA, 2001; vaN LoOVEREN, 2001).

De uma forma logica, espera-se que as iesdes formadas a partir desses
modelos de indugdo artificial de carie — que utilizam mecanismos distintos de
desmineraliza¢do - apresentem caracteristicas variaveis, em fungdo da
severidade do desafio cariogénico e das diferentes propriedades dos materiais
restauradores empregados. No entanto, poderia haver uma complementariedade
desses modelos quanto a andlise das propriedades cariostaticas dos materiais
restauradores, destacando a sua influéncia na fisico-quimica da carie (HATTAB et

al., 1989; FORss & SEPPA, 1990) e a sua atividade antibacteriana (MARSH, 1995).

Em virtude da falta de estudos que utilizem modelos de natureza distinta
para analisar as propriedades cariostaticas dos materiais restauradores (VAN
LoverReN, 2001), o presente trabalho se propbs a avaliar, in vitro, o

desenvolvimento de lesGes de carie secundaria ao redor de diferentes materiais
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restauradores, através do emprego de um modelo quimico dinamico e outro

bioldgico para a indugdo de lesdes artificiais de carie.



Revisdio dov L iteratura

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. DECLINIO E POLARIZACAO DA DOENGA CARIE

Nas dltimas décadas, a prevaléncia de carie dental — expressa através
do nGmero de dentes com histéria pregressa ou atual de carie — tem side menor,
particularmente em individuos jovens de paises ocidentais (DOWNER, 1996;
MARTHAELER, 1996; VEHKALAHTI, ef al., 1997), incluindo o Brasil (NARvAI et al,

1899; MARCENES éef al., 2001).

Existe um consenso de que essa redugdo é resultado da ampia
disponibilidade de flior em aguas de abastecimento e em dentifricios (GLASS,
1982; BRATTHALL ef al, 1996, PETERSON el al., 1996; DOWNER, 1996). Outros
autores destacam também a importancia da provisdo de medidas preventivas e
educativas através dos servicos de saude (FDI/OmMS, 1985; MARTHAELER, 1996),
das mudang¢as socio-econdmicas (NADANOVSKY & SHEIHAM, 1995), da redugao no
consumo de agticar (FDI/OMs, 1985; DOWNER, 1996), e do impacto das mudangas

ocorridas nos critérios de diagnostico de carie (MARCENES et al., 2001).

Contrariando a expectativa de muitos profissionais de que a doenca
carie tenderia a desaparecer em algumas décadas, DOWNER (1994) apontou para
os altos niveis de atividade e de risco de carie em determinados grupos de
criangas, adolescentes e adultos jovens. Essa distribuicdo polarizada da

experiéncia de carie (VEHKALAHTI ef al., 1997, SPENCER, 1997) — onde grupos

UMIcANMP
BIBLIOTECA CENTRAL
9 SEGAQ CIRCULANTE
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restritos de individuos passaram a concenfrar a incidéncia da doenga —
determinou a necessidade de adotar novas estratégias de prevencdo e controle,

especificas para tais grupos (WHITE & EAKLE, 2000).

Uma vez que o0$ procedimentos restauradores, isolados, ndo sao
capazes de curar a doenca carie (SERRA ef al., 1999), esses individuos podem

desenvolver lesbes de carie secundaria.

2.2. LEsOes DE CARIE SECUNDARIA

A carie secundaria € uma les@o que se desenvolve aoc redor de uma
restauracao (MJOR & ToFreNETTI, 2000; Kipp, 2001), através da difusdo de acidos
bacterianos nos micro-espagos da interface dentefrestauragdo (Hicks ef al., 2002).
Examinada histologicamente, esta consiste em duas lesdes separadas e inter-
relacionadas. uma lesao primaria externa, na superficie do esmalte, € outra na
parede cavitaria — formada em conseqliéncia da microinfiliragdo marginal

(PIMENTA et al., 1995; DIONYSOPOULOS ef al.,, 1998; ToRli ef al., 2001).

O tipo de material restaurador — quanto ac mecanismo de retengio
(mecénico ou adesivo) e a capacidade de liberar ions anticariogénicos (fluoretos,
metais pesados ou acidos) ~ € um dos fatores determinantes no desenvolvimento
deste tipo de lesdo (DIONYSOPOULOS ef al, 1996). Um outro fator consiste na
localizagdo das margens da restauracdo em locais de dificil acesso a higiene,
como as margens cervicais, onde a incidéncia desse tipo de lesao é mais elevada

(Kipp, 2001).
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A literatura freglientemente emprega o termo “carie recorrente” como
sendo sindnimo de carie secundaria (6ZER & THYLSTRUP, 1995; Hsu ef al, 1998;
MJOR et al., 2000; Kipp, 2001). Hicks et al., em 2002, definiram simplificadamente
carie secundaria ou recorrente como sendo as lesdes detectadas nas margens de
uma restauracgdo. E importante, no entanto, ndo confundir carie secundéaria com
carie residual — que se desenvolve a partir da permanéncia de tecido cariado

durante o preparo cavitario (Kipb, 2001).

A presenca de lesBes de carie secundaria é apontada come a principal
causa para a falha e a substituicao de restauragdes, tanto na dentigdo decidua,
quanto na permanente (PIMENTA ef al., 1995, OzER & THYLSTRUP, 1995, MJOR &
TorrFeNETTH, 2000; MJUOR et al, 2000). Muitas vezes, fendas e descoloragtes
marginais sao interpretadas como carie secundaria, o que, segundo HICKs et al.
(2002) e MJUOR & TOFFENETTI (2000) é errdneo, pois a lesdo s6 pode ser detectada
clinicamente quando estas fendas atingem uma espessura minima de 250um.
Defeitos e pigmentagdes marginais ndo sao suficientes para predizer a presenca

ou a auséncia de lesdes de carie secundaria (PIMENTA et al., 1995; Kibp, 2001).

O inicio desse tipo de lesao nao esta diretamente relacionado ao
tamanho de um defeito marginal (KibD & O’HARA, 1990; PIMENTA ef al., 1995), da
mesma forma que féssulas e fissuras profundas e inacessiveis ndo séo
determinantes do desenvolvimento da carie oclusal (EKSTRAND ef al.,, 1995). Em
principio, fendas marginais podem ser comparadas a fissuras oclusais profundas,

como sendo regides vulneraveis ao acumulo bacteriano, onde o controle de placa
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externo & capaz de prevenir o desenvolvimento das lesdes de carie (CARVALHO ef

al., 1992).

Em pacientes com alto risco ao desenvolvimento de cérie, maior
atencdo deve ser direcionada a possibilidade do ocorrer carie secunddaria, visto
que os procedimentos restauradores nao sdo capazes de curar a doenga (SERRA
et al., 1999). Alguns materiais restauradores, particularmente os que liberam fitor,
podem agir como adjuvantes locais no controle dessas lesdes (BENELLI ef al.,

1993).

2.3. ACAO CARIOSTATICA DOS MATERIAIS RESTAURADORES: ESTUDOS IN VITRO

A avaliagdo in vitro do efeito cariostatico dos diversos materiais
restauradores tem sido amplamente conduzida ha algumas décadas, a partir da
formacéao artificial de lesGes de carie com caracteristicas visuais e histolégicas
semelhantes as lesdes in vivo, produzidas em curtos periodos de tempo e sob

condigdes experimentais controladas (EDMUNDS ef al., 1988; WHITE, 1995).

Os principais modelos laboratoriais empregados tém natureza quimica
ou biolégica. Os modelos quimicos podem ser estaticos — imersdo do substrato
dental em géis (HATTAB ef al., 1989; ARENDS & VAN DER ZEE, 1990) ou em solugdes
acidas tamponadas (FORSS & SEPPA, 1990; DONLY & SEGURA, 2002); ou dindmicos
— representados pelas ciclagens de pH (TEN CATE & DUISTERS, 1982;
FEATHERSTONE ef al., 1986, PIMENTA ef al, 1995, 1998). Os modelos biologicos

utilizam microrganismos como agentes produtores de acidos, a partir de biofilmes
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cultivados em meios de cultura simples (DuMMER ef al, 1982; Gu.MOUR &
EDpmunDs, 1998) ou em aparatos complexos gue controlam o fluxo de nutrientes, a

atmosfera e a temperatura (PIGMAN ef al., 1952; MARSH, 1995; TORN et al., 2001).

Esses modelos auxiiam no entendimento da dinamica de
desmineralizacdo e remineralizacdo, permitindo o estudo de variaveis isoladas,
como a quantificacdo da profundidade e perda mineral da lesdo, além da

liberagéo, incorporacao e distribuicdo de flior (ARENDS & VAN DER ZEE, 1890).

2.3.1. MobeLo QuiMmico DinAmico: CicLAGEN DE PH

As ciclagens de pH simulam as variagbes dindmicas da saturacao
mineral € do pH, mimetizando a ocorréncia de altos desafios cariogénicos em
periodos ciclicos de desmineralizacao e remineralizagdo (TEN CATE & DUIUSTERS,
1982; HERKSTROTER ef al., 1991). Nesse modelo, lesbes subsuperficiais com 100 a
250um de profundidade com relagéo a superficie do esmalte podem ser formadas
em curtos periodos de tempo, como dias ou semanas, representando de 6 a 12

meses de progressao de lesao in vivo (WHITE, 1995).

O substrato dental é exposto a volumes previamente calculados de
solugdo Aacida tamponada (FEATHERSTONE ef al, 1986; SHINKAI ef al, 2001),
contendo quantidades conhecidas de ions calcio, fosfato e, algumas vezes, fllor,
durante um periodo relativamente curto — geralmente de 3 a 6 horas, a depender
da proposta do estudo (TEN CATE & DUIJSTERS, 1982; FEATHERSTONE ef al., 1986;

WHITE, 1995). A renovacao dessa solugido pode ser diaria ou em intervalos de
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alguns dias. Apés o periodo de desmineralizacdo, o substrato dental é transferido
para uma solugdo remineralizante por um periodo superior, simulando a acéo da

saliva natural (TEN CATE & DUIUSTERS, 1982).

Os periodos de desmineralizacdo e remineralizagdo geralmente
totalizam 24h, e sao repetidos durante alguns dias (2 a 14), constituindo ciclos
(FEATHERSTONE ef al., 1986). A perda mineral é diretamente proporcional ac
ndmero de ciclos, em qualquer sistema quimico, e independe da posicéo da janela
de exposicdo do esmalte (AMAECH!I ef al,1998b). Durante a imersio, os dentes
sdo armazenados em temperaturas de 37°C ou 20°C (BoYLE et al., 1998), sendo
gue altas temperaturas podem aumentar a velocidade de difusdo dos Acidos

através do esmaite (AMAECHI ef al., 1998b).

Estudos In Vitro

Em 1982, TeN CATE & DuuSTERS desenvolveram uma metodologia
empregando ciclos de pH para estudar as alteragGes minerais em lesdes de carie
artificial. Fragmentos de esmalte bovino foram expostos por 14 dias a uma solucio
desmineralizadora contendo calcio, fosfato e tampédo acetato com pH 5,0. Apés a
formacdo das lesGes, os fragmentos foram submetidos alternadamente as
solugdes RE (1,5mM Ca, 0,9mM PO4, 150mM KCI, tampé&o cacodilato em pH 7,0}
e DES (2,0mM Ca, 2,0mM PO4, 75mM de acetato, em pH 4,3), com e sem a
presenca de 2,0 ppm F’, respectivamente. Verificou-se que a presenca de fitor

promoveu a paralisacdo das lesdes de carie, as quais assemelharam-se

14



Revisto dav Literatura

histologicamente as lesdes formadas in vivo em areas de agua fluoretada a 1,0

ppmF.

Baseados em resuliados de experimentos in vivo, FEATHERSTONE ef al.,
em 1986, desenvolveram um modelo de ciclagens de desmineralizacdo e
remineralizacac in vifro para estudar o efeito cariostatico de um dentifricio
fluoretado associado a bochechos de fluoreto de sodio a 0,05% ou a aplicagdes de
fllor-fosfato acidulado. Pacientes com extractes indicadas por razdes ortoddnticas
submeteram-se a um més de tratamento. Apbs esse periodo, os dentes foram
extraidos, € a desmineralizacdo foi avaliada por ensaios de microdureza do
esmalte seccionado longitudinalmente. O dentifricio fluoretado permitiu a perda
mineral de apenas 5 a 15% em volume, e, quando associado a bochechos com
fluoreto de sddio, promoveu uma completa protecédo contra a desmineralizagao.
Esses resultados foram reproduzidos em um regime de ciclagens de pH de 14
dias baseado nos estudos de TEN CATE & DuUIJSTERS (1982), com tratamento diario
com fldor por cinco minutos. Os dentes permaneciam individualmente imersos em
40mL de solugéo DES (2,0mM Ca, 2,0mM PO, 75mM de acetato, em pH 4,3) por
6h, e depois por 17h em 20mL de solugdo RE (1,5mM Ca, 0,9mM PQ,, 150mM

KCI, tampéo cacodilato em pH 7,0).

Atraves de um modelo quimico dindmico de ciclagens de pH baseado
no estudo de FEATHERSTONE ef al. (1986), SERRA & CURY, em 1992, simularam
condi¢des naturais de alto desafio cariogénico, avaliando as diferencas na

formacédo de lesdes de céarie ao redor de restauragdes com cimento de iondmero
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de vidro (CIV) ou resina composta (RC). A avaliacdo através de ensaios de
microdureza Knoop demonstrou gue o CIV apresentou valores de dureza préximos
ao grupo controle — na faixa de 330 a 370, ac contrario da RC — entre 170 e 230,
nas posicdes mais préoximas a restauragao. Assim, o material ionomérico foi capaz
de reduzir a progressdo das lesdes artificiais adjacentes, porém nao conseguiu

inibir o inicio dessas lesbes.

Estudando o desenvolvimento de lesdes de carie secundaria, SERRA,
em 1995, avaliou o efeito cariostatico de materiais restauradores contendo fiGor.
Cavidades classe V foram preparadas em blocos de esmalte, divididos
aleatoriamente em nove grupos. Restaurados, os blocos foram submetidos a um
regime de ciclagens de pH por 14 dias, baseados nos estudos de FEATHERSTONE
et al. (1986), e a 200 ciclos térmicos. As lesdes de carie foram avaliadas através
de ensaios de microdureza. Os resultados demonstraram que o CiV apresentou
maior potencial cariostatico que os hibridos de iondmero de vidro/resina composta.

As resinas compostas avaliadas nao mostraram efeito cariostéatico.

PIMENTA ef al, em 1998, avaliaram a inibicdo da desmineraliza¢o in
vitro ao redor de restauracbes de amalgama, com diferentes tratamentos das
paredes cavitarias. Terceiros molares humanos restaurados foram submetidos a
um regime de ciclagens de pH baseado nos estudos de FEATHERSTONE ef al.
(1986) por 14 dias, totalizando 10 ciclos de 24h. Os dentes permaneceram em
100mL de solugdo DES (2,0mM Ca, 2,0mM PQ,, 74mM acetato, em pH 4,3) por

6h e na solucdo RE (1,5mM Ca, 0,9mM POy, 0,1mM Tris, em pH 7,0) por 18h, a
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37°C. Simuitaneamente ao desafio cariogénico, 200 ciclos térmicos foram
realizados. Em ensaios de microdureza Knoop, o grupo controle obteve os valores
de dureza mais elevados (=355,0), diferindo do amalgama adesivo (=290,0), do
amalgama com tratamento cavitéario com fidor (£285,0) e do amalgama forrado
com cimento de iondmero de vidro (=280,0) — os quais nao diferiram entre si. Os
menores valores de microdureza foram encontrados para os espécimes sem
forramento (=260,0) ou forrados com verniz (=230,0). Os autores concluiram que o
usoc do sistema adesivo sob a restauracdc de amalgama reduziu
significativamente a formacao das lesdes de carie em comparagdo aos demais

tratamentos, embora nenhum destes tenha evitado a desmineralizacéo.

SHINKAI et al., em 2001, avaliaram a influéncia de um cimento de
ionémero de vidro modificado por resina (CIVMR) no desenvolvimento de lesdes
cariosas artificiais em esmalte e dentina radicular, ao redor de restauracdes
metalicas. A por¢ao cervical de 12 terceiros molares humanos foi seccionada em
quatro blocos, distribuidos em 4 grupos (n=12): C1 — auséncia de cimentagao e de
desafio cariogénico; C2 — auséncia de cimentacdo e desafio cariogénico; Gl —
cimentacdo com CIVMR; e ZP — cimentagcdo com fosfato de zinco. Os grupos C2,
Gl e ZP foram submetidos a um regime de ciclagens de pH de oito dias: os
espécimes foram imersos por 7h em solugdao DES (2,2mM Ca, 2,2mM PQ,, 0,05M
acetato e 1,0 ppm F em pH 4,5, na proporgdo de 6,25mL/mm? e por 17h em
solugdo RE (1,5mM Ca, 0,9mM PQO,, 0,156M KC! em pH 7,0, na proporgao de

3,125mL/mm?). Foram obtidos valores de microdureza Knoop, para o esmalte
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seccionado longitudinalmente, os quais foram convertidos em volume mineral (%).
Para a dentina, houve uma reducao significativa do conteddo mineral nos grupos
submetidos a ciclagem, quando comparados ao conirole, e os grupos Gl e ZP
revelaram maior efeito cariostatico que o C2. No esmalte, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos C2, Gl e ZP. Em conclusao, os
autores ndo encontraram diferencas entre 0 material ionomérico e o cimento de
fosfato de zinco no desenvolvimento das lesfes de carie em esmalte ou dentina

radicular sob restauragdes metalicas.

DeLBem & CuRY, em 2002, avaliaram o efeito do tempo de aplicagéo
topica de fldor neutro ou acidulado na resisténcia do esmalte a desmineralizacao
in vitro e na incorporagao do flior ao mesmo. Cento e noventa e dois blocos
dentais humanos foram subdivididos em 4 grupos tratados (n=36) e 1 grupo
controle (n=48). Nos grupos tratados, o flGor neutro e o aciduiado foram aplicados
no esmalte durante um ou quatro minutos. Vinte e quatro biocos de cada grupo
foram submetidos a um regime de ciclagens de pH, enquanto os demais blocos
foram mantidos em ambiente amido. A ciclagem, baseada no estudo de
FEATHERSTONE ef al. (1986), foi conduzida por 10 dias, onde os espécimes foram
imersos por 6h em solucdo DES (2,0mM Ca, 2,0mM PO; em 75mM de tampéo
acetato, pH 4.3, 20mL por bloco) e por 18h em solugdo RE (1,5mM Ca, 0,9mM
PQ4, 150mM KCI em tampao Tris, pH 7.0, 10mL por bloco). Durante o fim de
semana, 0s espécimes permaneceram na solugdc RE, e as solugdes foram

renovadas apés ¢ quinto ciclo. Ensaios de microdureza superficial e em corte

18



Revisdo dov Litevaturos

longitudinal foram determinados em uma das metades dos blocos, e a
incorporagdo de flior foi determinada na outra metade. O flhor acidulado
promoveu maior incorporacdo de fluor no esmalte do que o neutro, e também
menor desmineralizagdo. O tempo de aplicacac topica foi significativo em termos
de incorporacdo de flior, mas ndo quanto a resisténcia do esmalte a

desmineralizagao.

HARA et al, em 2002, avaliaram o efeito cariostatico de materiais
restauradores na dentina radicular. Novenia e cinco fragmentos radiculares
bovinos restaurados com RC com ou sem fluor, CIV, resina modificada por
poliacidos (RCMP) e CIVMR foram submetidos a um regime de ciclagens de pH
de dois dias. Os espécimes foram individualmente submetidos a uma solugao
desmineralizante (2,0mM Ca, 2,0mM POy, solugdo tampao com 74mM de acetato,
em pH 4,3) por 30 min e depois foram transferidos para uma solucdo
remineralizante (1,5mM Ca, 0,9mM PQO4, 20mM de tampao Tris, em pH 7,0) por
3h. Passado esse tempo, foram novamente imersos na solugdo DES por mais 30
min e depois permaneceram na solugdo RE por 20h. Valores de microdureza da
superficie de dentina foram determinados, mostrando um efeito cariostatico maior
para o CIV, seguido pelo CIVMR. A RCMP e a RC analisadas nao demonstraram

efeito cariostatico.
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2.3.2. MoDELO B1oLOGICO DE CULTURA SIMPLES

Os modelos bioldgicos de indugao de carie empregam microrganismos
cariogénicos como agentes produtores de acidos (BOwbDEN, 1985) para formar
lesbes com caracteristicas semelhantes as naturais (DUMMER ef al, 1982,
Giimour & EDMUNDS, 1998; GROSSMAN & MATEJKA, 1999). Ha uma grande
diversidade de sistemas, variando de cuituras simples (mono ou di-culturas)
(GiLmouR & EDMUNDs, 1998: GROSSMAN & MATEJKA, 1999) até a formacédo de
biofilmes complexos — contendo varios microrganismos -~ em aparatos que
controlam a atmosfera, o fluxo de nutrientes e a temperatura (PIGMAN ef al., 1952,

ToRrl et al., 2001).

A inclusdo de aspectos biologicos em um modelo laboratorial de carie
torna-se importante quando se pretende estudar os agentes antimicrobianos
presentes em colutdrios e dentifricios (BUGGENHEIM ef al., 2001), ou o potencial
antibacteriano dos ions fllor ou dos materiais restauradores (TEN CATE &
MUNDORFF-SHRESTHA, 1995; GILMOUR & Epmunns, 1998). No entanto, os modelos
biologicos in vitro ndo sao capazes de refletir a complexidade da resposta
metabdlica da microflora oral aos substratos, ou reproduzir os efeitos da
distribuigdo espacial na interacdc das espécies de um biofiime naturalmente
formado (MARsH, 1995). Além disso, tforna-se dificil descrevé-los
matematicamente, uma vez que os componentes protéicos do meio de cultura e
polimeros microbianos podem modificar a difusdo dos acidos no esmalte

(GALLAGHER et al., 1983).
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A vantagem desse tipo de modelo bioldgico de indugao de carie in vitro
consiste na simplicidade, no baixc custo e na formacao de lesdes similares as
lesbes in vivo e as produzidas em sistemas quimicos (DUMMER ef al, 1982;
GiLMOUR et al., 1993; GiLMOUR & EDMUNDS, 1998). Segundo MARSH, (1995), os
biofilmes formados a partir de monoculturas de microrganismos sao versdes ultra-
simplificadas da composicao, estrutura e metabolismo do biofilme dental natural,
pois ndo sdo capazes de refletir as interagdes bacterianas, tais como competicao
ou sucessao microbiana (BOWDEN, 1995). Em tais sistemas, as condi¢des do meio
de cultura e as cepas dos microrganismos utilizados sao fatores criticos ao

desenvolvimento da lesdo (DUMMER et al., 1982; EDMUNDS ef al., 1988).

Embora a inclusdo de aspectos naturais, como biofilme dental e saliva,
seja relevante em sistemas bioldgicos in vitro, estes fatores sao
microbiclogicamente complexos e conseqlentemente pouco caracterizados, e
podem inserir variaveis indesejadas ao estudo in vitro (MARsH, 1995). Um exemplo
disso é a dificuldade de padronizacao e reproducéo do indculo, uma vez que é
impossivel manipular a sua composi¢do para propésito experimental (MARSH,

1995).
Estudos In Vitro

GILMOUR et al., em 1990, induziram lesdes artificiais de carie ao redor de
restauracdes de RC em pré-molares humanos, variando a finalizagédo do preparo

cavitario (bisel + condicionamento acido; apenas condicionamento acido; auséncia
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de condicionamento acido). Os autores utilizaram uma Unica cepa de S. mutans
(NCTC 10832), isolada de sitios intra-orais. Culturas de estoque congeladas desse
microrganismo foram reativadas e um volume de 0,2mL dessas culturas puras foi
inoculado em tubos contendo 20mL de meio suplementade com 5% de sacarose.
Os tubos foram incubados a 37°C, renovando-se o meio a cada 24h, durante cinco
dias, para pré-condicionar os microorganismos a sacarose. Apos esse periodo, 0s
dentes restaurados foram imersos em tubos contendo 20mL do mesmo meio de
cultura e inoculados com 0,.2mL da cultura do microrganismo pré-condicionado.
Apés 24h em 37°C, os espécimes eram transferidos para novos tubos e
novamente inoculados, repetindo-se o processo por 10 dias. Visualizadas em
microscopia de luz polarizada, as lesdes formadas apresentaram zonas
semelhantes as lesdes incipientes in vivo, e a limitada profundidade da lesdo de
parede assemelhou-se as lesdes induzidas em modelo quimico. Lesbes de parede
foram mais freqlientes ao redor das restauragdes de resina composta sem bisel e

sem condicionamento acido.

GILMOUR ef al. (1993) induziram lesbes artificiais de carie ao redor de
restauracoes de amalgama e de resina composta em pré-molares humanos,
utilizando o modelo bioldgico utilizado em 1990, mas aumentando os dias de
incubacgdo para 15. Os autores variaram material restaurador, procedimentos de
finalizacdo para a resina composta (bisel + condicionamento acido; apenas
condicionamento acido; auséncia de condicionamento acido; auséncia de qualquer

finalizacdo), aplicagao ou nao de verniz para 0 amalgama e estresse térmico. O
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exame dos espécimes em microscépio de luz polarizada revelou a presencga de
lesdes externas semelhantes para os dois materiais testados, embora menores
lestes de parede cavitaria adjacentes a resina composta. A aplicagéo de verniz e
o estresse térmico tiveram efeitos irrelevantes no desenvolvimento das lesdes

artificiais.

Um modelo de indugao de carie ariificial com S. mutans foi utilizado por
NAGAMINE ef al., em 1994, para avaliar a inibigdo de lesbes de carie ao redor de
restauragbes com trés CIVMR, um CIV convencional e uma resina composta.
Apos 20 dias de incubacado, secgBes de 60um foram avaliadas por
microrradiografia. Nao ocorreram diferencgas significativas nas profundidades das
lesdes entre os cimentos de ionémero de vidro convencional e modificado por

resina composta.

VALENZUELA ef al. (1994) utilizaram um modelo biolégico de monocuiltura
de S. mutans (cepa Ingbritf), para induzir carie ao redor de restauracbes de
amalgama convencional, amalgama contendo fltior e cimento de ionbémero de
vidro, em secc¢des de pré-molares humanos. Os espécimes foram imersos em um
meio de cultura contendo 5% de sacarose e 500ug/mL de bacitracina, em pH 6,5,
inoculado com o microrganismo. Os tubos foram incubados em jarras anaerdbicas
a 37°C, por oito semanas, e a renovagado dos meios era realizada a cada sete
dias. ApOs a observacdo em microscopios de luz transmitida e luz polarizada, a

profundidade das lesdes foi mensurada em micrometros. Os resultados mostraram
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que o cimento de ionémero de vidro mostrou os menores valores de profundidade
de lesao (11um), seguido do amalgama contendo flilor (46um), e do amaigama
convencional (160um). Os autores concluiram que ¢ amalgama contendo fllor

inibe o desenvolvimento de lesbes de carie secundaria de maneira similar aos

cimentos de iondmero de vidro.

GILMOUR et al., em 1997, compararam a efetividade de um CiV
convencional e de uma resina composta contendo flor (RCF) no controle do
desenvolvimento de lesGes de carie secundaria em pré-molares humanos,
formadas através do modelo bioldgico descrito por GILMOUR ef al. (1990). As
profundidades das lesdes externas e de parede foram medidas em microscopio de
luz polarizada. As lesdes externas adjacentes a RCF foram cerca de 1/3 mais
profundas quando comparadas as lesbes adjacentes ao CIV. Além disso, as
lesbes de parede foram significativamente mais prevalentes no grupo restaurado
com a RCF do que no grupo restaurado com o material ionomerico. Os autores
concluiram que o CIV foi efetivo no controle do desenvolvimento das leses
artificiais de cérie, em fungéo da integridade marginal e da liberacéo de fluoretos,

sendo gue 0 mesmo ndo ocorreu para a resina composta contendo flior.

Hsu ef al, em 1998, estudaram o efeito cariostatico de materiais
restauradores contendo fiior apoés o seu envelhecimento in vitro. Os autores
testaram versdes fluoretadas e nao fluoretadas de amalgama e resina composta, e
um CIV, em restauragdes classe V recentes ou envelhecidas por duas semanas.

Apds a termociclagem, grupos de cinco dentes foram imersos em 150ml. de meio
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de cultura TSB-YE suplementado com 1% de sacarose e 1% de glicose e
inoculado com 2,0mL de uma suspensdo de S. mutans (10449 sorotipo c). Os
meios eram renovados a cada 48h, por oito dias. Apds o desafio, seccbes de 100
+ 20um foram obtidas e visualizadas em microscépio de luz polarizada embebidos
em agua, onde foram medidas a profundidade e a area das lesbes. Uma zona
acido-resistente de inibicao de carie foi observada ao longo das paredes cavitarias
ao redor das restauragdes com amalgama contendo flior e CiV. Por outro lado,
uma camada mais fina e fracamente acido-resistente foi observada ao redor dos

materiais que nao liberaram fltor.

GILMOUR & EDMUNDS, em 1998, examinaram a aparéncia histolégica de
lesGes de carie adjacentes a restaura¢gdes de amaigama, RCF e CIV, em pre-
molares humanos. Essas lesdes foram formadas utilizando a metodologia descrita
por GiLMOUR ef al (1990). Através de visualizacdo em microscopia de luz
polarizada, os autores constataram um padrao histologico similar entre as lestes
de carie produzidas in vitro e as lesdes in vivo. Nao foi observada a presenca de
lesbes de parede adjacentes ao material ionomérico, ao contrario da RCF,
sugerindo um efeito positivo da liberagéo de fllor e do selamento marginal. A
resina fluoretada nao parece ter tido efeito em relacao a reducao da carie,
atentando para o fato de que um material que contém flGor ndo necessariamente

possui acao cariostatica nos tecidos dentais adjacentes.

Em 1999, GrRossMAN & MATEJKA descreveram e compararam a

ocorréncia, a frequéncia e o padrao de desenvolvimento de lesbes artificiais de
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carie secundaria em pré-molares humanos restaurados ou ndo com amalgama.
De um total de 132 dentes, 12 ndo foram restaurados e os outros 120 foram
divididos aleatoriamente em 20 grupos com diferentes combinagdes de materiais
restauradores: dois amalgamas de prata, seis materiais de base e dois vernizes.
Os dentes foram envelhecidos por periodos de trés meses a um ano. Oitenta
dentes restaurados e o grupo controle foram imersos individualmente em meio de
cultura BHI contendo 3% de sacarose e inoculado com S. mutans (ATCC 25175),
por 36 dias a 37°C. Os 40 dentes remanescentes foram submetidos a um modelo
quimico estatico, utilizando um regime de incubag&o similar, mas acidificando o
BHI com lactato até um pH 4,0. A maior profundidade, a maior largura e a area
das lesdes de parede e externa foram medidas em microscépio de luz polarizada.
Microscopicamente, foram observadas tipicas lesGes externas em forma de faixa,

que se expandiam para formar a lesdo de parede.

FRANCCI ef al, em 1999, mediram a liberagdo de flior de diversos
materiais restauradores adesivos e avaliaram o efeito desse ion na resisténcia da
dentina a desmineralizagdo, e no metabolismo bacteriano. Cavidades
padronizadas foram preparadas em dentina bovina e divididas em seis grupos, de
acordo com os materiais restauradores utilizados (CIV, RC ou CIVMR). Para cada
grupo, 12 espécimes foram avaliados quanto a liberagédo de fillor nas primeiras
24h apos a restauracgéo, e depois foram submetidos a uma solugao de acido latico
(pH 4,3) por 3h, na qual o caicio liberado foi mensurado. Os outros 12 espécimes

de cada grupo foram armazenados por 24h em agua deionizada, e imersos em
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uma suspensao de S. mutans (em meio de cultura THB, contendo 50mM de
glicose, com Agso= 0,2) por 6h, na qual foram medidos a liberacéo de célcio e o
pH. A elevacdo da resisténcia da dentina a desmineralizacéo foi diretamente
proporcional a quantidade de fiGor liberado pelo material restaurador,

considerando-se os desafios quimico € biolégico.

ItoTA ef al.,, em 2001, avaliaram o efeito de dois adesivos contendo Bis-
GMA e um adesivo sem Bis-GMA na inibicdo de carie secundaria ao redor de
cavidades classe V, restauradas com RCMP e RC, em pré-molares humanos. Os
autores incubaram os dentes em meio de cultura BHI contendo 1% de sacarose e
S. mutans (IFO 13955) a 37°C, por 14 dias. Através de microrradiografias,
observaram a presenca de lesdes externas na superficie do esmalte adjacente as
restauracées em todos os espécimes. No entanto, notaram a formacéo de uma
fina camada radiopaca adjacente as restauracdes com a RCMP, e mais espessa

para a associacao deste material com o adesivo sem Bis-GMA.

ZANIN et al, em 2003, incubaram fragmentos dentais bovinos
abrasionados com trés diferentes microrganismos (S. mutans, S. sobrinus e S.
sanguinis) por 3, 5 e 7 dias, em BHI contendo 5% de sacarose. Os autores
avaliaram a contagem microbiana € a extensao das lesdes de céarie — através de
ensaios de microdureza do esmalte seccionado longitudinalmente. A extenso da
lesé@o foi diretamente proporcional ao periodo de incubac&o, com o S. mutans
mostrando-se mais cariogénico. No entanto, ndo houve correlagcado entre a

guantidade de UFC/mg de biofilme dental e a extensao da lesao de cérie.
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3. PROPOSICAO

Considerando a literatura consultada e a escassez de estudos que
utiizem modelos de natureza distinta para induzir a formacéo de lesdes de carie e
investigar as propriedades cariostaticas dos materiais restauradores, o presente

estudo in vitro se propds a:

» Avaliar o desenvolvimento de lesdes de carie secundaria — considerando o
contetido mineral e a profundidade, através da utilizagc de um modelo
quimico dinamico e outro biologico para a inducgdo de lesbes artificiais de

carie.

= Analisar a influéncia dos materiais restauradores na composi¢ao bioguimica

do biofiime dental formado no modelo biolégico, considerando as

concentragdes de fitor, foésforo e polissacarideo insolivel em agua.

29



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL.

Este estudc in vifro teve um delineamento experimental totalmente

aleatorizado. Os fatores em estudo neste trabalho foram:

» Tratamento Restaurador em 6 niveis (amalgama, resina composta,
cimento de iondémero de vidro convencional, cimento de ionémero de
vidro modificado por resina composta, resina composta modificada por

poliacidos e cimento provisério a base de dxido de zinco).

= Indugdo Artificial de LesGes de Cérie em 3 niveis (modelos guimico e

biolégico e auséncia de indugao).

As unidades experimentais foram 130 fragmentos dentais bovinos,
distribuidos aleatoriamente em seis grupos — de acordo com o tratamento
restaurador, e depois em trés grupos — em fungao do modelo de indugao de carie
(FIG.1). As varidveis de resposta foram: Desenvolvimenio de Lesbes Cariosas
Aftificiais Adjacentes a Restauracbes - avaliada através de ensaios de
microdureza do esmalte seccionado longitudinalmente e microscopias de luz
polarizada, e Influéncia dos Materiais Restauradores na Composi¢&o do Biofiime
Dental ~ avaliada através dos niveis de fluor, fésforo inorganico e glucanos

insoldveis.
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BOVINOS :

61 § | (62 (G3) (G4) (G5) . (G6)
COLTOSOL | PERMITE C FILTEK Z-250 FUJI 1T VITREMER DYRACT AP
‘ | n=L10+ 10 n=10+ 410 104+ 50 n=106+ 10 n=i0+10

(GB)
INDUCAO BIOLOGICA
(n=60)

CONTROLE NEGATIVO

MICRODUREZA DO ESMALTE SECCIONADO MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA ANALISE DO BIOFILME DENTAL
LONGITUDINALMENTE (n=130) (n=130) (n=60)

Figura 1. Fluxograma do delineamento experimental.
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4.2. FASE PREPARATORIA

4.2.1. SELECAO E CORTE DOS DENTES

Cento e trinta incisivos bovinos inferiores higidos, mantidos em solugao
de timol a 0,1% (AMAECHi ef al, 1998b) a 4°C, foram limpos com curetas
periodontais (FIG.2a) e lamina de bisturi #15, seguindo-se do uso de tagas de
borracha, pedra pomes e agua, sob baixa rotagdo® Os dentes com trincas e

manchas na superficie do esmalte foram excluidos.

Figura 2: (a) Limpeza dos dentes bovinos. (b, ¢) Delimitacao e corte dos fragmentos
vestibulares.

Com o auxilio de um paquimetro digital®, limites de 6,0mm de
comprimento e 6,0mm de largura foram demarcados na regido central da face
vestibular desses dentes, determinando uma area de 36,0mm? de superficie de

esmalte (FIG.2b). Seguindo essas marcagdes, os cortes foram feitos

a Kavo do Brasil
b Digital Caliper, MAHR



manualmente, com discos diamantados dupla-face®, em baixa rotagdo e sob

refrigeracao (Fi1G.2c).

Os fragmentos obtidos foram fixados com cola quente a cilindros de
resina acrilica (FIG.3a), e polidos em politriz* com o objetivo de ajustar a dentina e
abrasionar o esmalte superficial (FiG.3b), padronizando o substrato dental
(MeLBERG, 1992; TEN CATE ef al, 1995). A face dentinaria de cada fragmento foi
lixada com lixa a base de oOxido de aluminio® de granulacio 600, em baixa
velocidade e sob refrigeracdo a agua. Em seguida, o fragmento foi fixado em
posicdo confraria, com a dentina voltada para o cilindro de acrilico, € uma fina
camada superficial de esmalte (£+100um) foi removida com uma lixa de mesma
granulagao (600). Finalmente, foi utilizada a lixa 1200, e realizado um polimento

final com pasta de diamante? de 1um sobre feltro' refrigerado com 6leo mineral™.

Figura 3: (2) Fixag8o dos fragmentos em cilindros de resina; (b) Ajuste da dentina e

abraséo do esmalte superficial em politriz; (c) Preparo das cavidades.

« KG Sorensen Ind e Com Lida.

4 Maxgrind - Solotest

e Lixa d"agua Waterproof, Garborundum, Brasil
o Metadi® Buehter

f Metadi® Buehler

h Arotec
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Para cada 10 fragmentos dentais, foi utilizado um disco de cada lixa, e 0
mesmo disco de feltro. Intercalando as lixas, os espécimes foram submetidos a
banhos de ultrassom' em agua destilada deionizada por cinco minutos, e apos o
polimento final foram novamente submetidos aos banhos, em solugéo detergente,
por trés minutos. Ao final desta etapa, foram obtidos fragmentos dentais bovinos
nas dimensdes de 6,0mm de comprimento por 6,0mm de largura e 5,0mm de

altura.
4.2.2. CONFECCAQ DAS CAVIDADES

Na regido central do fragmento, foram confeccionadas cavidades
cilindricas medindo 2,.0mm de diametro e 2,0mm de profundidade, utilizando
pontas diamantadas pré-fabricadas com stop' em alta rotagao® e sob refrigeragao
(FIG.3c). Essas pontas foram substituidas a cada 10 preparos e utilizadas para o
posterior acabamento em baixa rotagao. Através de uma reavaliagdo em lupa
este‘sreosc()picaE (40x), os fragmentos com trincas, manchas ou fraturas do angulo

cavo-superficial foram excluidos do estudo.
4.2.3. PROCEDIMENTOS RESTAURADORES

Inicialmente, os 130 fragmentos dentais bovinos foram distribuidos

aleatoriamente em seis grupos de acordo com o tratamento restaurador:

i Ultrasonic Cleaner T 14400, Odontobras
i KG Sorensen # 2294

k Kavo do Brasil

I Meiji 2000, Meiji, China
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(G1) Cimento provisorio a base de oxido de zinco — Coltosol™ (n=30).

(G2) Amalgama — Permite C" (n=20).

(G3) Sistema adesivo SingleBond® + Resina composta — Filtek™ Z250° (n=20).
(G4) Cimento de ionémero de vidro restaurador — GC Fuji Il (n=20).

{G4) londmero de vidro modificado por resina composta —~ Vitremer™4 (n=20).
(G5) Sistema adesivo Prime & Bond NT + Resina composta modificada por

poliacidos — Dyract AP' (n=20).

A seqiéncia das restauragbes foi determinada em sorieic aleatoric
prévio®. A descrigao dos materiais utilizados pode ser observada no Anexo I, e as
técnicas restauradoras no Anexo Il. Foi utilizado o aparelho fotopolimerizador
OPTILUX 500' para os materiais fotopolimerizaveis. Depois de restaurados, os
fragmentos permaneceram em ambiente Gmido, a 37°C, por 24h, e somente
entdo, receberam polimento com pontas abrasivas de borracha' — para as
restauragbes de amalgama, ou com uma seqiéncia de discos de lixa a base de
oxido de alu_minio", em baixa rotacdo e sob refrigeracdo — para os demais

materiais. Ao final desta etapa, os grupos restaurados — G1, G2, G3, G4, G5 e Gb6

m Colténe, Vigodent, RJ, Brasil

n 8,01, Australia

o 30 Dental Products, St Paul, MN, USA
» GC Corporation, Tokyo, Japan

1 3M Dentat Products, St Paul, MN, USA
r Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz

s Excel, Microsoft®

t Demetron Kerr, USA

v KG Sorensen Ind & Com | tda.

v Sof-Lex, 3M Dental Products, USA
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— foram subdivididos e reagrupados, aleatoriamente, nos seguintes grupos

(F1G.1):

{GC) (n=10): grupo controle, contendo 10 espécimes do G1.

(GB) (n=60): inducdo bioldgica, contendo 10 espécimes de cada grupo
restaurado.

(GQ) (n=60): inducdo quimica, contendo 10 espécimes de cada grupo

restaurado.

A area dos fragmenios a ser exposta a inducio de carie foi determinada

através de papéis adesivos e esmalte para unhas* (FIG.4):

» Para o GC e o GB: toda a superficie de esmalte contendo a restauragao
permaneceu exposta, com uma area de 36,0mm® (6,0mm de

comprimento x 6,0mm de altura) {(FIG.4b).

= Para o GQ, foi preservada uma circunferéncia de 4,0mm de diametro —
correspondente ao didmetro da restaurac@o (2,0mm) acrescido de
1,0mm de esmalte circundante. A area calculada dessa circunferéncia

correspondia a 12,56mm? (area do circulo = nr* = 3,14 x 2%) (FIG.4c).

* Contact®
x Colorama

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
37 SECAQ CIRCULANTF




Figura 4: (a) Restauracao com 2,0mm de diametro; (b) GCN e GB: protecio de foda a
superficie vestibular com papel adesivo e isolamento das demais faces; (¢) GQ: protegao
da restauracéo acrescida de 1,0mm de esmalte ao redor e isclamento das demais faces.

Diferentes areas foram deixadas expostas 4 indugdo de cérie, para os
grupos GB e GQ. A intencdo era a de nao favorecer a superficie do material
restaurador na inducgao biolbgica e propiciar uma &rea maior para a coleta de
biofilme posteriormente. Na indugdo quimica, visto que o volume das solucdes
desmineralizadora e remineralizadora € calculado em funcio da area exposta,

esta foi conservada em menores proporgdes.

4.2.4. PREPARO DOS RECIPIENTES

Os fragmentos restaurados e isolados foram fixados com cola quente a
fios ortoddnticos #6, de aproximadamente 8,0cm de comprimento (FIG.5a), e
estes foram fixados com cera #7 e cola quente a tampa de potes de vidro
(FIG.5b), em seqiiéncia numericamente identificada (FIG.5¢). Cada pote de vidro
continha 10 fragmentos dentais de um mesmo grupo, totalizando 13 potes: seis

potes para o GQ, seis potes para o GB e um pote para o GC. Todos os
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fragmentos foram imersos em 25mL de agua destilada deionizada estéril, e

embalados com filme plastico para a posterior esterilizagao.

Figura 5: (3) Fixacao dos fragmentos dentais em fios ortodénticos; (b) Fixacdo dos fios
ortodénticos nas tampas dos potes de vidro; (c) ldentificacdo dos fragmentos na tampa

dos potes.
4.2.5. ESTERILIZACAO DOS FRAGMENTOS DENTAIS

Os potes foram levados ao Centro de Energia Nuclear da Agricultura
(C.E.N.A. — USP) para serem submetidos A radiagdo gama (PARSELL ef al., 1996;
EpmunNDs ef al, 1988; AMAECHI ef al., 1998a) sob uma dose de 14,5kGy"
(RODRIGUES ef al., 2003) ~ durante aproximadamente 12,5h (FIG.6). A temperatura

da sala permaneceu constante (27°C).

w GAMMACELL 220 EXCEL (GC-220E)
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Figura 6. Aparelho de radiagdo gama para a esterilizagdo dos fragmentos dentais.

4.3. INDUCAO DAS LESOES DE CARIE

4.3.1. GRUPO CONTROLE NEGATIVO (GC)

Apods a esterilizacdo, a agua destilada deionizada do pote desse grupo
foi substituida por gaze umedecida, e os espécimes permaneceram em ambiente
Umido a 37°C, nao sendo submetidos a qualquer modelo de indugdo de carie

artificial.

4.3.2, MoDELO BioLocIco (GB)

O modelo bioldgico utilizado no presente estudo baseou-se nos estudos
de GILMOUR ef al. (1990, 1993, 1997) e foi modificada por ZANIN ef al. (2003).
Imediatamente apés a esterilizacado, as tampas dos seis potes do GB foram
transferidas para novos potes contendo 25,0mL de meio de cultura BHI estéril,

suplementado com 5% de sacarose. Esta ultima foi adicionada ao meio

¥y Merck, Darmstadt, Germany

40



previamente a esterilizagdo por autoclave (121°C por 15 minutos), pois em um
estudo piloto, verificou-se que ndo ha degradacdo deste carboidrato quando

submetido a tais condicOes de esterilizacao.

Para a padronizacado do indculo, cepas padrao de Strepltococcus mutans
(ATCC 25175) foram reativadas a partir de culturas de estoque (em BHI glicerol, a
-20°C). Diluictes seriadas dessas novas culturas em solugéo salina estéril — 10°,
107", 102, 1073, 10™ — tiveram os wvalores de absorbancia determinados em
espectrofotdmetro® a 660nm (BoECKH ef al, 2002), e depois foram plaqueadas
com alca de drigalsky em BHI agar e incubadas por 48 horas a 37°C, sob
atmosfera de 10% de CO,. As UFCs foram contadas em lupa acoplada a um
contador . A contagem determinou que o valor de absorbancia de 0,135

(Ass0=0,135) era correspondente a 1,0 a 2,0 x 10° UFC/mL.

Novas culturas do microrganismo foram reativadas (FIG.7a,b) em
triplicata, na proporgdo de 100uL da cultura de estoque para 10mL de BHI, e apos
18h de crescimento, foi utilizada para o preparo do indculo aquela que apresentou

cadeias médias de crescimento na coloracéo de Gram.

Ap6s homogeneizagdo , 1,0mL da cultura foi transferido para um
eppendorf estérit (EPP1), o qual foi centrifugado a 13,000g por 5 min a 4°C

(FIG.7c). O sobrenadante foi cuidadosamente descartado, e o precipitado foi

z Génesis 10uv, Spectronic Unicam
* Merck, Darmstadt, Germany

* Marconi, P

= Sanyo
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novamente suspendido em 1,0mL de solucdo salina estéril. Um volume de 250uL
dessa suspensao foi transferido para outro eppendorf (EPP2), contendo 750ul de
solucdo salina estéril. Depois de homogeneizar, 500ul. dessa solugdo foram
colocados em uma cubeta plastica (C1). Para obter o valor da absorbancia dessa
suspensdo, preparou-se uma cubeta com o *branco’, que continha 500uL de
solucdo salina estéril. Essas cubetas foram lidas em espectrofotdmetro a 660nm, e
a solucdo da C1 foi diluida ou concentrada, com o objetivo de alcangar a
absorbancia de 0,135 (FIG.7d). As proporgdes de suspensdo bacteriana e solugéo
salina foram repetidas posteriormente em um terceiro eppendorf (EPP3). Dessa
suspensdo bacteriana final, 100uL foram inoculados em cada pote (FIG.7¢)
(GILMOUR ef al., 1993), e estes foram incubados a 37°C, sob atmosfera de 10% de

CO, (FIG.7f).

O inoculo foi realizado somente no primeiro dia, embora os meios de cultura
tenham sido renovados a cada 24h durante cinco dias (EDMUNDS ef al., 1988)
(FIG.8a,b). Antes de serem descartados, os meios eram diariamente avaliados
quanto a contaminagao, através de coloracdo de Gram, e quanto ac pH,

utilizando-se fitas de pH.

Os valores de pH medidos no meio a ser descartado apds 24h de
incubagéo, através de fitas de pH, corresponderam a 4,0 para todos os grupos, em

todos os cinco dias de desafio biolégico.

* Merck, Darmstadt, Germany
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{b} Cultura pura
BHi

{a) S. mutans (ATCC 25175)
BHI, 20% Glicerol, -20°C

{g) Biofilme
formado no
quinto dia de
incubacio

(f) 24hs, 37°C,
10% CO,

5DIAS

{c¢) Preparo do
indculo

(d) INOCULO
1 a2 x 10° UFC/mL
A=0,135
{B) Branco
{C) Cultura concentrada

(e) Inéculo
S. mutans

100uL

BH! + 5% sacarose
25mbL

Figura 7. Esquema da indugé&o bioldgica.

Figura 8. (a) Troca dos meios a cada 24h. (b) A cultura bacteriana e 0 meio esteéril. (c)

Biofilme formado apds cinco dias de incubacéo.
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4.3.3. MopeLo Quimico (GQ)

Simultaneamente & indugao microbioldgica, os 60 espécimes do grupo
GQ foram submetidos a um regime de ciclagens de pH baseado nos estudos de
FEATHERSTONE ef al. (1986), DELBEM & CuRY (2002) & ARGENTA et al. (2002).
Estudos pilotos prévios foram realizados para determinar o nimero de ciclos, a
composicao das solucbes desmineralizadora e remineralizadora e o periodo para
a sua renovacao dessas. Isso porque a velocidade de formacgao de lesdo de carie

no dente bovino & maior que no dente humano (FEATHERSTONE & MELBERG, 1981).

Os fios ortoddnticos foram removidos das tampas dos potes de vidro e
fixados individualmente na tampa de 60 potes plasticos. A ciclagem iniciou-se com
a imersédo de cada especime em 39,25mL de solugdo remineralizadora por 18h, a
37°C. Apods esse periodo, os fragmentos dentais eram lavados por 30s em agua
destilada deionizada, secos com papel absorvente € imersos em 78,50mL de
solugdo desmineralizadora por 6h, a 37°C (FIG.9). O volume das solugdes DES e
RE foi calculado em fungéo da area exposta a ciclagem (12,56mm?), na proporcao

de 6,25mL/mm? e 3,125mbL/mm?, respectivamente (SHINKAI ef al., 2001).

No total, foram realizados 10 ciclos de 24h (FIG.9), renovando-se
diariamente a solucéo RE e apenas uma vez a solugéo DES, completado o quinto
ciclo (DEL.BEM & CuURY, 2002; PAES LEME et al., 2003). Durante o fim de semana, os

espécimes permaneceram por dois dias em solucao RE, a 37°C.
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& h em solucdo
Desmineraiizadora

& h

10 DIAS
18 h em solucéo

Reminerslizadora

18 h

30s de enxague com agua destilada deionizada e secagem com papel absorvente

SOLUGAO REMINERALIZADORA SoLUCAO DESMINERALIZADORA
(3,18mL/mm?) (6,39mL/mm?)
1,5mM Ca(OH),
0,9mM H3PO,4 85%

2,0mM Ca(CH),
2,0mM H3P04 85%

150mM KClI
- 20mM TRIS _75mM Acetato
0,05 ppm F~. 0,03 ppm F
pH 7.0
pH 4,3

Cristais de timol

Cristais de timol

Figura 9. Diagrama das ciclagens de pH e composi¢ao das solugdes DES e RE.

4.4, ANALISES

4.4.1. ANALISE BIoQUiMICA DO BIOFILME DENTAL

Terminado o desafio biolégico de carie, os biofilmes acumulados sobre
os fragmentos dentais foram lavados por trés vezes consecutivas e de forma

padronizada em solugéo salina estéril para a remocéo das células ndo aderidas
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(HAYACIBARA ef al., 2003) (FIG.10a,b). Utilizando espatulas plasticas estéreis, o
biofiime disposto sobre a face de esmalte vestibular e a restauracido foi
cuidadosamente removido de cada fragmento (FiG.10c), e acondicionado em
eppendorfs pré-pesados, estéreis e identificados (FIG.10d). O peso dos biofilmes
foi determinado utilizando-se uma balanca analitica’, e subtraindo-se o peso dos
eppendorfs vazios (Anexo ). As amostras foram fratadas com 0,5mL de HCI
0,5M para cada 10mg de peso Umido de biofilme dental, durante 3h, em
temperatura ambiente, sob agitacdo (CurY ef al, 2000). Apds esse periodo,
adicionou-se a essas amostras o mesmo volume de TISAB il (contendo 20g

NaOH/L, pH 5,0} (Cury et al,, 2001).

(c) Coleta do biofilme com
curetas estéreis

(b) Biofilme n&o aderido

“ (a) Lavagem em solugéo |
salina estéril (3x)

SOBRENADANTE 1
F,Pi
SOBRENADANTE 2

(d) Armazenamento em BT
eppendorfs identificados

Figura 10. Esquema da coleta e armazenamento do biofilme dental.

* Chyo, J5 110, YMC Co, Japan
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As amostras foram centrifugadas durante 5 min a 13,000g e a 4°C,
sendo o sobrenadante (SB1) armazenado em eppendorfs identificados, para a
posterior analise da concentragdo de fitor (F7) e foésforo inorganico (Pi) presentes
no biofilme dental (FIG.10 e 11). Ao precipitado (PPT1) foi adicionado 1,0mL de
NaOH 1,0M para cada 10mg de peso umido de biofilme dental. O precipitado foi
novamente suspendido e deixado 3h em temperatura ambiente, sob agitacdo. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas conforme descrito acima, tendo sido o
sobrenadante (SB2) armazenado em eppendorfs identificados, para a posterior

analise da concentragao de polissacarideos insoluveis em agua (Pl).

0,5mL de HCI 0,5M/10mg de biofilme

3h em T °C ambiente, sob agitacdo constante
0,5mL de TISAB II pH 5,0 (20g NaOH/L)/10mg
de bicfilme

1,0mL de NaOH
1,0M/10mg de biofilme
3 h em T °C ambiente

sob agitagao constante

é *Fosforo (Pi)

Figura 11. Esquema do tratamento do biofiime dental.
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4.4.1.1. FLUOR (F)

A concentracdo de fllor no SB1 foi determinada atraves de um
potenciémetro® com um eletrodo especifico para flior ORION 96-09, utilizando
uma curva de calibragao com padrdes de 0,025 a 2,0ppm F(TAB.1), preparados
com TISAB Il pH 5,0 (20g NaOH/L) e HCI 1,0M. As leituras das amostras foram
expressas em milivolt (mV) e transformadas em ugF/mL (ppm F°) através da
regressdo linear da curva de calibragdo, e calculadas em funcdo do peso do

biofilme em miligramas.

Tabela 1. Preparo da curva de calibrago para a dosagem de F~.

PONTOS DA CURVA DE CALIBRAGAO {(ppm F)

PADROES Branco 0,025 0,05 0,1 05 1,0 20 Unidade

0,1 ppm - 0,5 - - - - - mL
0,2 ppm - - 0,5 - - - - mi.
0.4 ppm - - - 0,5 - - - mbL
2,0 ppm - - - - 05 - - mi.
4,0 ppm - - - - - 0,5 - mL
8,0 ppm - - - - - - 05 mbL
HCI1,0M - 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 mkb
TISAB I 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 mL
HCI 0,5M 1,0 - - - - - - mL

4.4.1.2. FOSFORO INORGANICO (Pi)

A determinacdo da concentragdo de fésforo inorganico no SB1 foi

realizada utilizando-se a metodologia descrita por FISKE & SuBarow (1925) e a

z ORION EA-940, Orion Research Inc., Boston, MA 02129
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intensidade de cor, medida em um espectrofotdmetro a 660nm. Este método tem
como principio a transformacdo do fésforo dos fosfatos minerais em
fosfomolibdato, ¢ qual em seguida € reduzido peio &acido alfa-amino-naftol-
sulfénico (agente redutor), gerando um produto de cor azul, cuja intensidade da

coloragao & proporcional ao teor de fosforo inorganico presente na amostra.

Foram realizadas quatro curvas de calibragdo em duplicata — uma
duplicata para cada 20 amostras, com padroes de fosforo variando de 0,3 a

2,4ugPi/mL, a partir de uma solugdo padrao de fosforo a 3,0mg % (TAB.2):

Tabela 2. Preparo da curva de calibracio para a dosagem de Pi.

PONTOS DA CURVA DE CALIBRAGCAO (ppm Pi)

REAGENTES Branco 0,3 06 1,2 1,8 2,4 UNIDADE
H20 miliQ 400 390 380 360 340 320 ul
FOSFORO 3,0mg % 0 10 20 40 60 80 ul
Ac. MmoLiBDICO 83 83 83 83 83 83 ul
AGENTE REDUTOR 33 33 33 33 33 33 ul
VOLUME FINAL 516 516 516 516 516 516 e

Os volumes de amostra utilizados variaram de 0,15 a 0,25mL (SB1), aos
quais foi acrescentado o volume de agua miliQ necessario para completar 400uL,
além de 83ulL de acido molibdico. Apds a colocacdo do acido, a solugédo foi
imediatamente agitada, e, decorridos 10 min, foram adicionados 33ulL do agente
redutor. Agitou-se novamente, e, apos 20 min, a intensidade de cor foi medida no

espectrofotdmetro (660nm), previamente calibrado com os padrdes. Os valores de

* Analyser 800M
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absorbancia foram fransferidos para uma planitha no Excel®, onde foram

convertidos em pgPi/mg de biofilme dental.
4.4.1.3. POLISSACARIDEC INSOLUVEL EM AGUA (PI)

A concentracao dos polissacarideos insoltiveis nas amostras de placa
foi determinada utilizando-se o SB2. Foi empregado o método de dosagem de
carboidratos totais (DuBOIS ef al, 1956), que se baseia na capacidade de um
acucar (pentose ou hexose) formar compostos furfuricos quando na presenga de
um acido forte (H.50.). Esses compostos furflricos, na presenga de fenol,
adquirem uma coloracdo laranja cuja intensidade € proporcional ao teor de

polissacarideo da amostra.

Foi realizada uma curva de calibracdo em duplicata, com padrbes de
glicose variando de 5 a 25ug/mL, a partir de uma solugéo de glicose anidra, na

concentragdo de 100ug/mL (TAB.3).

Tabela 3. Preparo da curva de calibragéo para a dosagem de PI.

PONTOS DA CURVA DE CALIBRAGAO (ppm PI)

PADROES  Branco 5 10 15 20 25 UNIDADE
GLICOSE 0 5 10 15 20 25 ul
NaOH 4% 20 20 20 20 20 20 ul
H,0 miliQ 200 195 190 185 180 175 ul
FENOL 5% 200 200 200 200 200 200 ul
H,SO, 1000 1000 1000 1000 1000 1000 ul
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Ap6s a mensuragdo da intensidade de cor dos padrdoes em
espectrofotdmetro a 490nm, foi realizado um teste para o volume das amostras a
ser utilizado (10, 15 ou 20uL). As amostras foram entao preparadas com as
mesmas proporgdes de fenol e acido sulfurico, e medidas 20 min ap6s 0 seu
preparo, repetindo-se a curva a cada 15 amostras. No total, foram realizadas
quatro duplicatas de curva de calibracdo para a medida de 60 amostras. Os
valores de absorbancia foram transferidos para uma planilha no Excel®, onde

foram convertidos em ugPi/mg de biofilme dental damido.

4.4.2. ANALISE DAS LESOES DE CARIE

Apés a fase de indugdo de carie, os 130 fragmentos dentais foram
seccionados longitudinalmente através do centro de suas restauragdes € uma das
metades foi embutida em cilindros codificados de resina de poliestireno, expondo
a porgao interna do esmalte e da restauracdo. Essas metades embutidas foram
avaliadas quanto a microdureza do esmalte seccionado longitudinalmente. Das
metades remanescentes, foram retiradas fatias de 100 + 20um para posterior

analise em microscépio de luz polarizada.

4.4.2.1. MICRODUREZA DO ESMALTE SECCIONADO LONGITUDINALMENTE

As metades embutidas em resina foram seqilencialmente lixadas em
politriz a 300 rpm e sob refrigeracao, utilizando-se lixas de 6xido de aluminio nas
granulacdes 400, 600 e 1200, trocadas a cada 10 espécimes. O polimento foi

realizado com pastas de diamante de 6, 3 ¢ 1um sobre discos de feltro,
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refrigerados com éleo mineral. Intercalando a escala de polimento, os espécimes
foram imersos em banhos de ultrassom por 10 minutos, para a remogéo das

particulas de lixa e de diamante.

A desmineralizacdo do esmalte adjacente as restauragées foi avaliada
em microdurémetro’, com penetrador tipo Knoop e carga estatica de 25¢g aplicada
por 5s, visualizando-se as superficies dentais com o auxilio do monitor” do préprio
aparelho. Vinte e quatro impressdées em esmalte foram realizadas para cada
espécime — 12 em cada margem da restauragdo: em distancias de 50, 150, 250 e
350um da interface dente/restauracdo e em profundidades de 30, 60 e 90um,
partindo-se da superficie do esmalte (FIG.12). Os valores de microdureza Knoop

foram transformados em porcentagem de volume mineral, através da equagio: 4,3

(vVKHN ) + 11,3 (FEATHERSTONE ef al., 1983).

* Future-Tech - FM — Japan
™ Monitor 9M 1004, Teli, Japan
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50wm 150um 250um 350um

Figura 12. Corte, inclusdo e esquema das 24 impressodes realizadas nos fragmentos

dentais.

4.4.2.2. MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA

As metades nao incluidas em resina foram secionadas
longitudinalmente para a obtengéo de fatias dentais de aproximadamente 400um
de espessura (FiG.13a,b). Essas secgbes foram lixadas manualmente com lixas
de Oxido de aluminio (granulagées 600 e 1200) dispostas sobre placas de vidro e

refrigeradas com agua, até que a espessura final alcangasse 0,10 + 0,02mm (Hsu
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et al., 1998; GROsSMAN & MATEJKA, 1999), conferindo-se com paquimetro digital

(FIG.13c).

As secgdes foram embebidas em agua, dispostas sobre laminas de
vidro seladas com laminulas, e visualizadas em microscépio de luz polarizada’
com uma camera acoplada. As imagens, captadas com uma lente de 10x de
aumento, foram transferidas para o monitor de um computador, através do
software Image-Pro® Plus™ (FIG.13d) (AL-HELAL, et al., 2003). A distancia entre a
superficie do esmalte e o limite mais inferior da leséo foi medida nas distancias de
50, 150, 250 e 350um da margem da restauracao, utilizando uma ferramenta de
medida linear do programa de computador (FIG.13e). Os resultados foram obtidos
em micrometros, correspondendo a profundidade das lesbes de carie nestas

distancias.

*LEICA, MLST
* Version 4.1 for Windows™, Media Cybemetics
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(c) Desgaste manual
Lixas 600 e 1200
Seccdes de 100 a 120um

(b) Seccéo = 400um

(a) Corte das metades
ndo incluidas em resina

- 50um 153&*‘“ - 35Gpm "

o

(d) Seccbes embebidas em agua e
visualizadas em aumento de 10x

(e) Mensuracéo linear da
profundidade das lesbGes de carie

Figura 13. Esquema da analise das lesbes em microscépio de luz polarizada. (R)

restauracao, (E) esmalte, (L) lesdo de carie.

4.5, ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente foi realizada uma analise exploratéria utilizando o programa
estatistico SAS’, para observar se as variaveis de resposta apresentavam
distribuicdo normal e homogeneidade de variancias. Os dados que nao
apresentaram essas caracteristicas foram devidamente transformados. Todas as
analises foram realizadas considerando o nivel de significancia de 5%, utilizando

os soffwares SAS e Sanest.

* SAS Institue Inc, Cary, NC 27513, USA
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4.5.1. VOLUME MINERAL (%)

Os valores médios de porcentagem de volume mineral para o GB, o GQ
e o GC foram analisados pelo ANOVA em esquema de parcela sub-sub-dividida,
avaiiando os efeitos dos fatores: Grupo (GC, G1, G2, G3, G4, G5 e GB6), Distancia
da margem da restauragdo (50, 150, 250 e 350um) e Profundidade em relacéo a
superficie do esmalte (30, 60 e 90um), e a interacdo entre eles. O teste de Tukey

foi aplicado para comparar os niveis dos fatores («=0,05).
4.5.2. PROFUNDIDADE DA LESAO (uM)

Os dados de profundidade das lesdes foram analisados peio ANOVA em
esquema de parceia subdividida, avaliando os efeitos dos fatores: Material
Restaurador (Coltosol, Permite C, Filtek 2250, Fuji il, Vitremer e Dyract AP) e
Distancia da margem da restauragdo (50, 150, 250 e 350um), e a interagdo entre
eles. O teste de Tukey foi empregado para comparar os niveis dos fatores

(0=0,05).
4.5.3. ANAUSE DO BioFiLME DeNTAL (F, Pl E Pi)

Os dados de concentragéo de F', Pl e Pi no biofilme dental foram
analisados pelo ANOVA, apés sofrerem transformacées: inverso da raiz quadrada
(y=1/J§), logaritmica (y=log(x)) e inversa (y=1/x), respectivamente. O teste de
Tukey foi empregado para comparar os materiais restauradores dentro do GB

(=0,05).
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5. RESULTADOS
5.1. ANALISE DO BIOFILME DENTAL
Flgor (F)

O teste ANOVA revelou a inexisténcia de diferencas estatisticamente
significativas para a concentragdo de flGor no biofilme dental formado sobre os

diferentes materiais restauradores (p=0,1671) (GRAF.1) (Anexo V).

Grafico 1. Concentragdes de filor no biofilme dental (ugF7/g) em fungéo do
Material Restaurador (n=10).

ugF-/mg Biofilme

FUJI Y VITREMER DYRACT COLTOSOL FILTEK Z25G PERMITEC

CV: 26,79. Os tratamentos seguidos de letras distintas diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p<0.05).
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Fésforo Inorgénico (Pi)

Foram observadas diferencas estatisticamente significativas (ANOVA,
p=0,0001) para as concentracdes de fésforo inorganico no biofilme dentai sobre os

diferentes materiais restauradores testados (GRAF.2) (Anexo IV).

Grafico 2. Concentragdes de fosforo inorganico no biofilme dental (ugPi/mg) em

fungao do Material Restaurador (n=10).

ugPilmg Biofilme
<
W

i

COLTOSOL  FILTEKZ250 DYRACT PERMITE C FUJHI VITREMER

CV: 13,91. Os tratamentos seguidos de letras distintas diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey (p<0,05).

As maiores concentragdes desse mineral foram observadas no biofilme
formado sobre o cimento provisorio (Coltosol) e a resina composta (Filtek Z250).
Valores intermediarios foram encontrados para a resina modificada por poliacidos

(Dyract AP), para o amalgama (Permite C) e para o cimento de ionémero de vidro
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(Fuji II). A menor concentracéo de fosforo inorganico foi observada no biofilme

formado sobre o iondmero de vidro modificado por resina (Vitremer),
Polissacarideo Insolivel em Agua (Pl)

O teste ANOVA nao detectou nenhuma diferenca estatisticamente
significativa considerando-se a quantidade de polissacarideos extracelulares
insollveis em agua no biofilme formado sobre 0s materiais restauradores testados

(p=0,2669) (GRAF.3) (Anexo IV).

Grafico 3. Concentragdes de polissacarideo insolGvel em agua no biofilme dental

{(ugPl/mg), em fungdo do Material Restaurador (n=10).

200

150

ugPl/mg Biofilme
2

3

COLTOSOL  WITREMER  FILTEK 2250 FUJ DYRACT PERMITEC

CV: 12,86. Os fratamentos seguidos de leiras distintas diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey(p<0,05).
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5.2. ANALISE DAS LESOES DE CARIE
5.2.1. PORCENTAGEM DE VOLUME MINERAL

5.2.11. INDUCAO BIOLOGICA

A analise de variancia em esquema de parcela sub-sub-dividida
detectou diferencas estatisticamente significativas entre os niveis dos fatores
Grupe (p=0,00001), Distdncia da margem da restauragdo (p=0,00001) e
Profundidade com relagdo a superficie do esmalte (p=0,00001) (Anexo IV). Pode-
se observar interacdo entre os fatores Grupo e Distancia (p=0,0004) e Grupo e
Profundidade (p=0,00001) - indicando o efeito dos materiais restauradores sobre
a lesdo de carie formada nas diferentes posicdes em relacdo a margem da
restauragdio e a superficie do esmalte. Nao ocorreu interagao tripla (Grupo x
Distancia x Profundidade, p=0,2450). Os niveis do fator Grupo foram comparados
pelo teste de Tukey, em cada nivel dos fatores Distancia (TAB.4) e Profundidade

(TAB.5).

Os dados da tabela 4 mostram que os materiais ionoméricos (Vitremer e
Fuji ) ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas com relagéo ao
grupo controle nas quatro distancias avaliadas, demonstrando valores etevados de
conte(ido mineral. Entretanto, esses materiais ionoméricos também nao diferiram
dos demais materiais nas distancias de 150, 250 e 350um. Na posicdo mais
afastada da restauragéo (350um), o Vitremer e o Fuiji Il diferiram apenas da resina

composta (Filtek Z250). Esta resina composta apresentou valores mais elevados
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de contetido mineral na distancia de 50um, assemelhando-se ao grupo controle, o

que ndo ocorreu nas distancias seguintes.

Tabela 4. Volume mineral (médias + dp) considerando a interacéo entre os fatores

Grupo e Disténcia.

DISTANCIAS (um)

GRUPOS 50 150 250 350
CONTROLE (GC) 954438 aA 95,5444 aA 95,7+3,6 aA 95,7+3,9 aA

VITREMER (G5) 84,6+13,8abA 78,6+14,3abA 78,5+13,8abA 79,7+14,0 abA
FUJI Il (G4) 81,3t14,0 abA 78,3+13,5abA 76,4149 abA 75,1+14,5 abA
COLTOSOL (G1) 68,0:14,8 bA 69,2+15,5 bA 66,8£15,1 bA 66,2+15,3 bcA
DYRACT (G6) 67,0415,1 bA 65,2+14,5 bA 64,2+14,5 bA 64,6+16,9 bcA
PERMITE C (G2) 65,1114,3 bA 64,5+14,8 bA 66,0£16,1 bA  64,2415,9 bcA
FILTEK (G3) 73,8+14,8 abA  58,0x17,0 bB 58,8+155bB  58,2+154 cB

CV(parcela): 4,44 — CV(sub-parcela): 3,9 — CV(sub-sub-parcela): 6,04. Os frafamentos
seguidos de letras distintas diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05). As
fetras mintsculas indicam as diferencas entre os grupos, e as letras maitisculas indicam

as diferengas entre as disténcias.

Houve formacéo da lesdo de carie, evidenciada através da reducéo do
contetido mineral em todos os materiais {estados e todas as distancias avaliadas
(TAB.4). A resina composta (Filtek Z250) foi o Gnico material cujo comportamento
apresentou diferengas estatisticamente significativas considerando as distancias
avaliadas: a 50um da margem da restauracgdo, esse material demonstrou menor

perda mineral em comparacao as demais distancias.
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A tabela 5 evidencia a progressao da lesdo de carie, demonstrando a
ocorréncia de perda mineral para os grupos submetidos a inducéo de carie, em

todas as profundidades avaliadas.

Tabela 5. Volume mineral (médias + dp) considerando a interagio entre os fatores

Grupo e Profundidade.

PROFUNDIDADES (pm)

GRUPOS 30 60 90
CONTROLE (GC) 954438 aA 95,544,4 aA 95,7+3,6 aA

VITREMER (G5) 70,2+15,0 bB 83,5412,1 abA 89,9+9,0 abA
FUJL I (G4) 67,1+14,1 bB 83,1£13,0 bcA 87,2+8,5 abA
DYRACT (G6) 52,6410,2 cC 72,7+16,0 cdB 83,7£10,9 abA
COLTOSOL (G1) 52,148,3cC 69,7+10,5 cdB 81,418,1 bA
PERMITE C (G2} 47,646,1cC 68,1£8,7 dB 83,185 bA
FILTEK (G3) 47,0+11,9cC 67.0:11,6dB 80,9+£13,9 bA

CV(parcela): 4,44 — CV(sub-parcela): 3,9 — CV(sub-sub-parcela): 6,04. Os tratamentos
seguidos de lefras distintas diferem estatisticarmente pelo teste de Tukey (p<0,05). As
letras mintsculas indicam as diferengas entre os grupos, e as letras maitscufas indicam

as diferengas entre as profundidades.

Na profundidade de 30um — que apresentou desmineralizagdo mais
severa para esse modelo de inducdo — os materiais ionoméricos (Vitremer e Fuiji
Il) obtiveram valores intermediarios de conteddo mineral, diferindo do grupo
controle e dos demais grupos. A 60um da superficie do esmalte, o ionémero
modificado por resina (Vitremer) nao diferiu estatisticamente do grupo controle
nem do cimento de londmero de vidro (Fuji 1), O amalgama (Permite C) e a resina

composta (Fittek Z250) apresentaram maior desmineralizagdo, diferindo
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estatisticamente do grupo controle e dos materiais ionoméricos. Na profundidade
de 90um, a desmineralizacao foi significativamente menor do que nas outras
profundidades. Os materiais Vitremer, Fuji il e Dyract apresentaram valores
intermediarios de conteddo mineral, nao diferindo do grupo controle ou dos demais

materiais.

5.2.1.2. INDUGAO QuUIimMICA

De forma semelhante a inducao biologica, o teste ANOVA em esquema
de parcela sub-sub-dividida revelou que houve diferenca significativa entre os
niveis dos fatores: Grupo (p=0,00001), Distancia (p=0,00001) e Profundidade
(p=0,00001) (Anexo V). Pode-se observar interacdo entre os fatores Grupo e
Distancia (p=0,00008), e Grupo e Profundidade (p=0,00001). Porém, n&o houve
interacao tripla (p=0,9203). Os niveis do fator Grupo foram comparados pelo teste

de Tukey em cada nivel dos fatores Distancia (TAB.6) e Profundidade (TAB.7).

A tabela 6 mostra que, nesse modelo quimico, houve desmineralizacao
do esmalte adjacente a todos os materiais restauradores testados. Na posi¢éo
mais préxima a restauracdo (50um), o ionémero modificado por resina (Vitremer)
apresentou valores intermediarios de conteGdo mineral, diferindo apenas do
amalgama {Permite C) e da resina composta (Filtek Z250). O mesmo ocorreu para
o cimento ionomérico (Fuji I} nessa disténcia, embora este tenha diferido apenas

da resina composta. Na distdncia de 150um, o comportamento dos materiais

63



Resudtodos

ionoméricos (Vitremer e Fuji 1) fol similar & primeira distancia, com ambos

diferindo apenas do amalgama e da resina composta.

Nas posicdes de 250 e 350um da margem da restauragéo, apenas o
Vitremer nao diferiu estatisticamente do grupo controle. Este mesmo material
diferiu somente do amalgama e da resina composta a 250um, e do amalgama a

350pum.

Tabela 6. Volume mineral (médias + dp) considerando a interacao entre os fatores

Grupo e Distancia.

DISTANCIAS (um)

GRUPOS 50 150 250 350

CONTROLE (GC) 95,4+3,8 aA 95,544 4 aA 895,7£3,6 aA 95,743,9 aA
VITREMER (G5) 757+11,9abA 63,3:x13,8 abAB 60,5+15,9 abAB 57,6+15,1 abB
FUJI Il (G4) 70,8+14,2 abcA 57,8218,4 abAB  52,3:17,1 bcB  43,7+£12,4 beB
COLTOSOL (G1) 558+185bcdA 51,6156 bcA  44,8:11,8bcA  48,6411,9 beA
DYRACT (G6) 456+11,0bcdA  39,3+11,2bcA  38,8+10,4 bcA  39,9+11,4 bcA

PERMITE C (G2} 44.3:11,2cdA  32,846,9 cAB 31,544,2 cB 31,114,7 cB
FILTEK (G3}) 34,7+9,7 dA 30,2459 cA 32,848,9 cA 35,0+8,6 bcA

CV(parcela): 11,99 — CV(sub-parcela): 8,62 — CV(sub-sub-parcela). 12,23. Os tratamentos
seguidos de letras distintas diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05). As
letras mindsculas indicam as diferengas entre 0s grupos, e as letras maidsculas indicam
as diferengas entre as distancias.

Comparando a desmineralizacdo nas diferentes distancias para cada
material, fica claro que o efeito cariostatico do Vitremer e do Fuji It € maior nas
posi¢des mais proximas a restauracdo. Em adicdo, o amalgama demonstrou

reducdo da lesdo de carie no esmalte imediatamente adjacente a restauragao
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(50um), apesar de ter apresentado significativa desmineralizagéo com relagao ao

grupo controle.

Tabela 7. Volume minerai (médias + dp) considerando a interagao entre os fatores

Grupo e Profundidade.

PROFUNDIDADES (um)
GRUPOS 30 60 90
CONTROLE (GC)  95,443.8 aA 95,5444 aA 95,7+3,6 aA
VITREMER (G5)  63,7+9,8 bB 56,2+17.8bC  74,7+16,1 abA
FUJI Il (G4) 53,6+13,5bB  50,8+19,2bcC  64,720,1 bcA

COLTOSOL {G1)  38,0+6,9 cC 51,6:11,5bcB  68,1+15,0 bcA
DYRACT (G6) 38,5:9,3 ¢cB 37,2+9,6 cdB 51,2416,9 cA

PERMITE C (G2)  35,946,9 cA 30,5+5,3 dB 36,5+9,5 dA
FILTEK (G3) 32,646,7¢cA 29,046,4 dB 34,3+10,5 dA

CV(parcela): 11,99 — CV(sub-parcela): 8,62 ~ CV(sub-sub-parcela). 12,23. Os tratamentos
seguidos de letras distintas diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05). As
letras mindsculas indicam as diferengas entre os grupos, e as letras maitisculas indicam
as diferencas entre as profundidades.

Analisando a tabela 7, observa-se menor desmineralizagdo para o
Vitremer e o Fuji Il na profundidade de 30um, quando comparados aos demais
materiais restauradores. Na profundidade de 60um — onde a desmineralizagéo foi
mais severa para esse modelo de indug¢ao — a resina modificada por poliacidos
(Dyract AP), o améalgama e a resina composta perderam significativamente mais
mineral em relacdo ao Vitremer. O cimento provisorio (Coltosol) nao diferiu dos

materiais ionoméricos ou da resina modificada por poliacidos nessa profundidade.
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A 90um da superficie do esmalte, o Vitremer recuperou os niveis de
conteldo mineral, assemelhando-se ao grupo controle. Os materiais Fuji i,
Coltosol e Dyract AP apresentaram valores intermediarios de conteido mineral,
enquanto que o amalgama e a resina composta demonstraram grande perda

mineral mesmo nessa profundidade.

5.2.2. PROFUNDIDADE DAS L.ESOES DE CARIE

5.2.2.1. INDUCAO BIOLOGICA

A analise de variancia em esquema de parcela sub-dividida revelou a
existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre os niveis dos fatores
Material Restaurador (p=0,0134) e Distancia da margem da restauragao
(p=0,0465) (Anexo [V). A interacao entre esses fatores (p=0,0169) demonstrou
gue houve efeito dos diferentes tratamentos restauradores testados sobre os
valores de profundidade das lesdes de carie nas diferentes distancias avaliadas.
Os niveis do fator Grupo foram comparados pelo teste de Tukey em cada

distancia (TAB.8).

Na posi¢cao mais préxima & margem da restauracio (50um), o Fujilie o
Vitremer demonstraram significativamente menores valores de profundidade de
lesdo em relacdo ao Coltosol, embora ndo tenham diferido dos outros materiais.
Na distancia de 150um, somente o Vitremer diferiu estatisticamente do Coltosol.
Os demais materiais (Filtek Z250, Permite C, Dyract AP, Coliosol e Fuji II)

apresentaram valores intermediarios de profundidade de lesédo. A 250 e 350um da
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margem da restauracdo, ndo foram observadas diferencgas estatisticamente

significativas entre os materiais testados.

Tabela 8. Profundidade da lesdo de carie (um, medias + dp) considerande a

interacao entre os fatores Material Restaurador e Distéancia.

DISTANCIAS (um)

MATERIAL 50 150 250 350
RESTAURADOR

COLTOSOL (G1) 126,5+42,8aA 111,2:43,42AB 105,98+50,6 aB 120,1£39,7 aAB
FILTEK (G3) 101,7+23,4 abA 96,2+24 0 abA 108,1£28,9aA  98,9+20,6 aA
PERMITE C (G2) 101,5+40,6 abA 102,1+47.8 abA 102,4+ 29,4 aA 104,9+455 aA
DYRACT (G6) 85,9+22,2 abA 88,3x21,9abA 915+289aA  91,0428,6 aA
FUJI I (G4) 7424416 bA 73,2344 0abA 70,82443aA 7501484 aA
VITREMER (G5) 56,2+33,2bB 60,9227, 4 bAB 69,1+21,2aAB  79,11252 aA

CV (parcela): 36,71 - CV (sub-parcela). 14,80. Os tratamentos seguidos de letras distintas
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05). As lefras minGsculas indicam as
diferencgas entre os maleriais restauradores, e as letras maiusculas indicam as diferencas
entre as distancias.

Considerando as distdncias dentro de cada material restaurador, 0o
Vitremer demonstrou efeito cariostatico no esmalte imediatamente adjacente a
restauracdo, apresentando menores valores de profundidade de lesdo a 50um,
quando comparado & distancia de 350um. O Coltosol, por outro lado, obteve maior

profundidade de lesdo de carie a 50um da margem de restauracdo, quando

comparado a distancia de 250um.
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5.2.2.2. INDUCAO QuUIMICA

O teste ANOVA em esquema de parcela sub-dividida revelou a
presenca de diferencas significativas somente entre os niveis do fator Material
Restaurador (p=0,0047) (Anexo IV). Naoc houve interacao entre os fatores: Material
Restaurador e Distancia da margem da restauragéo (p=0,2004). Desse modo, nao
foi observado o efeito dos materiais restauradores sobre a formagéo da leséo de
carie nas quatro distancias avaliadas. Os niveis do fator Material Restaurador

foram comparados entre si pelo teste de Tukey (TAB.9).

Tabela 9. Profundidade da lesdo de carie (um, médias + dp) considerando os

materiais restauradores em cada distancia.

DISTANCIA (um)

MATERIAL
RESTAURADOR 50 150 250 350

FILTEK (G3) 182,3433,2aA 179,1434,1aA 188,2+41,0aA 180,7£32,1 aA
PERMITE C (G2) 175,0464,0 abA 157,3t50,0 abA 159,4+ 48,2abA 154,5+45 4 abA
DYRACT (G6)  154,11:34,0 abA 156,2+32,5 abA 155,9+29,5 abA 153,9+30,4 abA
COLTOSOL (G1) 130,8+41,4 abA 149,9:56,5 abA 145,0+53,8 abA 141,5455,4 abA
FUJI Il (G4) 127,8+20,2bA  121,1£15,0 bA  130,8426,0 bA 124,7:26 4 bA
VITREMER (G5) 11462260 bA 124,5+22 1 bA 121,5+38,7bA 133,7+46,6 bA

CV: 12,91. Os tratamentos seguidos de letras distintas diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey (p<0,05). As letras mindsculas indicam as diferencas entre 0s materiais

restauradores e as lefras maitsculas indicam as diferencas entre as distancias.

Em todas as distancias, os materiais ionoméricos (Vitremer e Fuji 1)

apresentaram lesdes menos extensas em profundidade quando comparados a
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resina composta. Os materiais Permite C, Dyract AP e Coltosol apresentaram

valores intermediarios de profundidade de lesdo.
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5.3. MICROSCOPIAS DE LUz POLARIZADA

GC ~ CONTROLE NEGATIVO

A observagao da microscopia de luz polarizada dos especimes do grupo
controle negativo (sem indugao de carie) evidenciou a integridade do esmalte. A

profundidade da lesa@o neste caso € nula. (R) Restauragéo.

G1 - CoLTOSOL

Este cimento provisorio a base de 6xido de zinco apresentou formagéo
de carie nos dois modelos de indugio, embora a lesdo tenha sido menor no

modelo bioldgico em fungéo da menor severidade desse desafio.
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G2 - PERMITEC
O amalgama obteve a formacdo de lesdes severas em ambos 0s
modelos, mas a desmineralizagdo no modelo quimico parece ter sido ainda mais

severa, e parte da superficie e do corpo da lesdo foi perdida durante o desgaste

manual da secg¢do dental para a microscopia.

G3 - FILTEK Z250

A mesma severidade observada para o amalgama ocorreu para a resina
composta no modelo quimico. No modelo bioldgico, pode-se observar a
integridade da superficie da lesd@o, a qual nac foi perdida durante o desgaste

manual do espécime. Ainda nesse modelo, a profundidade de lesdo de carie €
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nitidamente menor no esmalte imediatamente adjacente a restauracéo, sugerindo

a ocorréncia do selamento marginal.

G4 — Fuall
Para o cimento de ionémero de vidro, nota-se uma zona de inibi¢cao de
lesdo de carie no esmalte imediatamente adjacente a restauragio. Apesar desse

efeito cariostatico, esse material nao foi capaz de evitar o desenvolvimento da

lesao.

G5 — VITREMER

O ionbmero modificado por resina composta demonstrou menores
profundidades de lesdo de carie nas posi¢des mais proximas a margem da

restauracdo, mas também nao evitou a formagao da lesao.
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G6 —~ DYRACT AP

A resina composta modificada por poliacidos, assim como o amaigama
e a resina composta, perdeu parte da superficie e do corpo da lesdo durante o
preparo do espécime em fungdo da severa desmineralizacdo oferecida pelo

modelo quimico.

Em todas as microscopias, pode-se observar o padrdo da lesdo de carie
subsuperficial e em forma de faixa continua, para ambos os modelos de inducéo

empregados.
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6. DiIscussAO

No presente estudo, os modelos quimico e biolégico foram capazes de
induzir a formacéo de lesdes de carie ao redor das restauragdes, em concordancia
com GROSSMAN & MATEJKA (1999) e FRrRANcc et al. (1999). Os materiais
restauradores comportaram-se de maneira semelhante em ambos os desafios
cariogénicos, embora estes tenham apresentado graus de severidade distintos.
Entretanto, n8o seria possivel comparar esses modelos experimentais, visto que

sao metodologias essencialmente diferentes.

Foi demonstrado um maior efeito cariostatico para os cimentos
ionomericos modificado por resina e convencional, revelado através dos maiores
contelidos minerais e das menores profundidades de lesao de carie, em ambos 0s
modelos de inducao. Entretanto, esses materiais ndo foram capazes de prevenir
completamente o desenvolvimento das lesdes. Esses resultados concordam com
diversos estudos in vifro que utilizaram, isoladamente, géis acidos (TANTBIROJN et
al., 1997; DyoNIsoPouLos ef al., 1998; PEREIRA ef al., 1998a; DONLY & SEGURA,
2002), ciclagens de pH (SERRA & CURY, 1992; SERRA, 1995; HARA et al, 2002),
culturas simples (NAGAMINE ef al., 1994; VALENZUELA et al.,, 1994; GILMOUR et al.,

1997; GiLmour & EpMuUNDs, 1998) e camaras de fluxo continuo (Torn ef al., 2001).

Este estudo caracterizou-se pela utilizacio simultdnea de um regime de
ciclagens de pH e um modelo de cultura simples para avaliar o potencial

cariostatico de materiais restauradores. Com 0 mesmo objetivo, FRANCCI et al.
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(1999) e GROSSMAN & MATEJKA (1999) utilizaram modelos biologicos — cultura

simples, e quimicos — solugbes acidas.

As propriedades cariostaticas dos materiais ionoméricos podem ser
explicadas pela elevada liberagéo de fllior nos primeiros dias apds a restauracio
(CARVALHO & CURY, 1999; PENG et al., 2000). Os fluoretos liberados estariam
agindo nos micro-espagos da interface dente/restauracdo e na superficie do
esmalte adjacente, inibindo a desmineralizacdo e ativando a remineralizacdo
(FEATHERSTONE ef al.,, 1986; TEN CATE of al., 1995; SERRA & CURY, 1992). Nesse
sentido, 0s materiais ionoméricos possuem implicacées clinicas relevantes,
especiaimente em pacientes carie-ativos, pois funcionam como agenies

terapéuticos locais no controle dessa doenca.

A quantidade de fllor liberado por um material restaurador esta
intimamente relacionada a acéo cariostatica do mesmo (DIONYSOPOULOS ef al,,
1998; DONLY & SEGURA, 2002), e é afetada diretamente pelas suas caracteristicas
fisico-quimicas (PRESTON ef al. 2003). Esse fato poderia explicar as diferencas
freqlentemente encontradas entre os efeitos cariostaticos de cimentos de
iondmero de vidro (CIV) convencionais e de resinas compostas contendo fltor
(RCF). Os primeiros liberam de 10 a 50 vezes mais flior que os (ltimos
(CArRVALHO & CuURY, 1999), uma vez que a fonte de flGor na RCF permanece
aprisionada na matriz resinosa, dificultando a absorgéo de agua e a conseqliente
liberacéo de fltor (PRESTON et al. 2003). Materiais como o cimento de iondémero de

vidro modificado por resina (CIVMR) e a resina composta modificada por
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poliacidos (RCMP) poderiam oferecer efeitos intermediarios (DIONYSOPOULOS et
al., 1998; PEREIRA ef al.,, 1998b; Hicks et al., 2000). No entanto, alguns autores
reportam semelhancas na liberagao de fllor entre os cimentos de iondmero de
vidro convencionais e aqueles modificados por resina (PENG ef al., 2000; ATTAR &

Turaut, 2003).

No presente estudo, o CIVMR testado ofereceu efeitos cariostaticos
superiores a RCMP e ao CIV, em concordancia com TANTBIROJN ef al. (1997),
Torl et al. (2001) e HARA et al. (2002). Esse resultado confirma a observacao de
gue um materiai que contém fllor nem sempre oferece propriedades cariostaticas
aos tecidos dentais adjacentes (GILMOUR & EDMUNDS, 1998). Segundo CARVALHO
& CuRY (1999), PENG ef al (2000) e ATTAR & TURGUT (2003), restauragdes
recentes de RCMP liberam menores quantidades de fluoretos quando comparadas
aos materiais ionoméricos (CIV e CIVMR). Quimicamente semelhantes as resinas
compostas, as RCMP possuem um padréo de liberagdo de flior semelhante as
RCF, sendo a unica diferencga atribuida a menor tamanho das particulas de fltor-

silicato de estroncio (=1um) (PeNG et al., 2000).

A lesao de carie secundaria pode se formar a partir de duas frentes de
desafio cariogénico — na superficie do esmalte e na parede cavitaria (PIMENTA et
al., 1995; HICKs et al, 2002). Dessa forma, a preven¢ao da microinfiltraciao —
diminuindo a difusdo de &cidos na interface dente/restauracdo — é uma das
maneiras de reduzir a formagéo de lesbes de carie secundaria, além da liberagao

de fluoretos (PIMENTA ef al, 1998). Sendo assim, a capacidade de selar as
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margens cavitarias também €& uma propriedade desejada para o material
restaurador. Hsu ef al. (1998) observaram a formacédo de uma zona dentinaria de
inibicdo de carie ao longo das paredes cavitarias adjacentes aos materiais
liberadores de fllor. Entretanto, também foi observada uma zona de inibigdo,
embora mais fina, ao redor dos materiais adesivos que n&o iiberaram flior. Esse
fato provaveimente esta associado a formacgao da camada hibrida, que € acido-

resistente (TORI ef al., 2001).

No presente estudo, dois materials apresentaram menor
desmineraliza¢do na posi¢éo mais proxima a restauracdo (50um), em comparacéo
com as demais distancias: a resina composta no modelo biolégico (TAB.4), e o
amalgama no modelo quimico (TAB.7). E possivel que o condicionamento &cido e
o sistema adesivo tenham oferecido alguma resisténcia ao desafio acido na
vizinhanca imediata da restaurag¢ao de resina composta (Hsu ef al., 1998; Toru et
al., 2001), sugerindo a ocorréncia de um selamento marginal eficiente. O
comportamento do amalgama também pode ter ocorrido em fungdo de um
selamento, provavelmente provocado pelos produtos da corrosdo deste material

(KiDD ef al., 1989).

Os efeitos cariostaticos obtidos com os materiais avaliados neste estudo
requerem algumas considera¢des importantes. De acordo com HARA et al. (2002),
cuidados devem ser tomados ao extrapolar os resultados do presente estudo para
outros materiais restauradores, mesmo que sejam da mesma classe, porque a

composicao de cada material é especifica e pode influenciar o efeito cariostatico.
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Além disso, o potencial cariostatico desses materiais foi analisado em intervalos
de uma a duas semanas apds os procedimentos restauradores. Esse periodo
corresponde aquele de maior nivel de liberagdo de fllor dos CIV e CIVMR

(CARVALHO & CURY, 1999; PeNG et al. 2000; ATTAR & TURGUT, 2003).

Com relagdo ao modelo bioldgico, o comportamento do cimento
restaurador provisorio sugere que este material, apesar de apresentar 6xido de
zinco em sua composicdo, ndo demonstrou efeito cariostatico significativo. Esse
fato contradiz os achados de OPPERMAN et al. (1980), que afirmaram gque o zinco
poderia funcionar come um agente antimicrobiano. Contudo, na indugéo quimica,
esse material apresentou menor desmineralizagdo em relagéo a resina composta
e ao amalgama, nas profundidades de 60 e 90um (TAB.8). E provavel que
componentes deste cimento possam estar interferindo na fisico-quimica do
desenvolvimento das lesdes in vifro. MAYER ef al. (1994) e DAVEY et al. (1997),
estudaram a incorporagao de zinco na hidroxiapatita e concluiram que o ion zinco
(Zn*z) pode substituir o calcio (Ca*®) e se incorporar & estrutura da apatita,
diferentemente dos ions magnésio (Mn*?) e ferro (Fe™), que apenas adsorvem a
apatita durante a precipitacdo. SHINKAI ef al. (2001) nao encontraram diferengas
quanto a agdo cariostatica de um cimento adesivo ionomérico e outro de fosfato
de zinco em esmalte ou dentina adjacentes a restauragdes metalicas. Qutros
estudos se fazem necessarios para desvendar o papel do zinco na formacéo de

lesbes de carie em modelos in vifro.

UNICAM®P
BIBLIOTECA CENTRAL
BECAO CIRCULANTE
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A analise em microscopia de luz polarizada permitiu a visualizagéo de
lesbes externas sub-superficiais em forma de faixa continua, em um padrao
semelhante aqueles encontrados por GILMOUR ef al. (1990), GILMOUR & EDMUNDS
(1998) e Torii ef al. (2001). A medida da profundidade dessas lesGes confirmou a
superioridade do efeito cariostatico dos cimentos ionoméricos modificado por
resina e convencional, detectada a partir dos ensaios de microdureza, para os dois
modelos aplicados. No modelo biolégico, o iondmero modificado por resina obteve
maior efeito cariostatico na posicio mais proxima a restauracao, ao contrario do
cimento restaurador provisério (TAB.6). Para o modelo quimico, a resina composta
obteve os maiores valores de profundidade de lesdo, alcangando até 190um da
superficie do esmalte (TAB.9). Hicks ef al (2000) encontraram valores de
profundidade de lesdo de carie superiores a 200um para a mesma resina

composta, utilizando, porem, um modelo quimico estatico por oito semanas.

Para as dosagens bioquimicas, a mensuragdo dos niveis de fllor no
biofilme dental foi considerada mais adequada do que no meio de cultura, por
refletir as alteragdes minerais do fluido imediatamente em contato com o dente
(DuckwoORTH & GILBERT, 1992). Apesar de se observar uma tendéncia numérica
que favorece os materiais restauradores contendo fltor, ndo foram encontradas
diferengas estatisticamente significativas entre as concentragtes desse ion nos
biofilmes formados sobre os diferentes materiais restauradores. Esse fato poderia
ser explicado pelo baixo pH do meio de cultura no momento da coleta do biofilme

(pH 4,0), uma vez que a acidez do fluido extracelular do biofilme dental esta
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associada com baixos niveis de flior (GUHA-CHOWDHURY et al., 1997; BALZAR
EKENBACK ef al, 2001). Além disso, o flllor pode ter difundido do biofilme em
dire¢cdo ao meio de cultura (Toru ef al., 2001). Em estudos posteriores, convem
dosar a concentracao de fllor no meio de cultura, ou utilizar metodologias mais
sensiveis para a dosagem do flior no biofilme dental. Técnicas de microdifusdo
(WHITFORD & REYNOLDS, 1979) ou de adicéo padronizada de fluoretos (TEN BoscH

& Boow, 1992) poderao ser lieis.

A dosagem dos polissacarideos extracelulares insollveis em agua &
uma das maneiras de verificar a influéncia dos materiais restauradores na
composicdo do biofilme dental (HAYACIBARA ef al, 2003). Altas concentracbes
desses polimeros podem torna-lo mais cariogénico, facilitando a difusdo dos
carboidratos fermentaveis (MARsH, 1995; Cury et al, 2000) e diminuindo a
densidade de bactérias que se ligam ao calcio (ROSE et al., 1993). Isso pode gerar
quedas mais pronunciadas do pH na interface esmalte/biofilme (DIBDIN & SHELLIS,
1988). A sua sintese esta associada a presenca de sacarose (CURY et al.,, 2000), e
media a adesac especifica das bactérias ao dente e ao biofilme inicialmente
formado (SHILLING & BOWEN, 1992; MATTOS-GRANER ef al, 2000). Contudo,
diferencas estatisticamente significativas naoc foram encontradas enire as
concentragcdes desse polimero no biofilme dental formado sobre os materiais
restauradores testados. Esse resultado difere do estudo realizado por Kawal &
TAKAOKA (2001), que encontraram menores quantidades de glucanos aderidos &

superficie de ionbdmeros modificados por resina e resinas modificadas por
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poliacidos, quando comparados a uma resina composta, apos 24h de incubacao
com S.sobrinus (B13). Entretanto, parece existir, na literatura, um consenso de
gue a sintese de polissacarideos extracelulares é insensivel ao flior (HAMILTON,
1990; WaHAB ef al, 1993; KAwal & TAKAOKA, 2001). Estudos com biofilmes
mostraram que o fluoreto de sddic nao é capaz de inibir a formacao dos polimeros
extracelulares sacarose-dependentes, mesmo em concenfragdes altas, indicando
que as enzimas envolvidas na sintese desses aglcares séo resistentes & acédo do

flGor (HAMILTON, 1990).

Baseando-se nos resultados dos estudos in sifu (CURY ef al, 1997,
2000), admite-se que as baixas concentrag¢des de fllior, calcio e fésforo inorganico
no biofilme dental estejam diretamente associadas a uma maior cariogenicidade
deste, na presenca de sacarose. Segundo CURY ef al. (1997), essa reducdo dos
niveis minerais no fluido da placa poderia estar relacionada as constantes quedas
de pH durante a fermentagdo da sacarose, as quais dissociariam compostos
minerais do biofilme dental, liberando ions para a saliva. Uma outra possibilidade,
ainda segundo o autor, seria a precipitacdo desses minerais no esmalte dental

durante a remineralizagao.

Os resuitados do presente estudo, no entanto, foram contrarios aqueles
encontrados nos estudos intra-orais (CURY ef al., 1997, 2000). Os biofilmes dentais
formados sobre o cimento provisério € a resina composta — que apresentaram
maior desmineralizagdo no modelo biolégico — mostraram niveis significativamente

maiores de fosforo inorganico. Esse fato poderia ser explicado pela presenca de
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fosforo na composicao do meio de cultura, tornando-o supersaturado em relagao
ao biofilme dental e evitando a difusdo dos ions para fora do mesmo. Analises
bioquimicas realizadas por GILMOUR ef al. (1997) em um meio de cultura recém-
preparado detectaram a presenga de quantidades consideraveis de fosfato. Os
autores acreditam que a alta concentracao desse componente no meio de cultura
pode garantir uma condigéo de supersaturagio deste em relagéo a hidroxiapatita,
em pH neutro. Dessa forma, o meio de cultura recém-preparado, com pH em torno
de 7,0, estaria oferecendo uma oportunidade de remineralizacao diaria, a cada
renovacgdo do meic contaminado. Levando em consideragédo que o pH, no modelo
biolégico aplicado neste estudo, chegou a 4,0 depois de 24h de incubagéo, pode-
se sugerir gue esses ions seriam provenientes da desmineralizacdo do esmalte
dental, em concordancia com e KASHKET & YASKELL (1990) e RANKINE et al.

(1991).

A partir dos resultados do presente estudo, pode-se observar que a
liberagao de fluoretos e o selamento marginal sdo condigdes importantes para a
inibicdo das lesbes de carie secundaria, uma vez que existem duas frentes de
desafio cariogénico: na superficie do esmalte e na margem da restauracdo. O
ideal seria agregar essas propriedades em um s6 material, 0 que parece
acontecer com o cimento ionomérico modificado por resina composta. Este seria
um material adequado para o controle localizado da doenca em grupos de risco. A

resina composta ou o amalgama, no entanto, sdo capazes de promover apenas 0
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selamento marginal, mas néo inibem o desenvolvimento de iesdes cariosas nas

proximidades da restauracéo.

Segundo MaRrsH (1995), nao existe modelo experimental isolado que
seja capaz de desvendar todos os aspectos da doenga carie. A importancia dos
modelos in vitro reside na reducao da complexidade do problema em estudo para
permitir a percepg¢ao das relagbes de causa e efeito (TEN CATE & MUNDORFF-
SHRESTHA, 1995). No entanto, um modelo laboratorial sempre vai diferir da
situacdo natural, e, desse modo, jamais vai substituir a necessidade de estudos
clinicos em humanos (MARsSH, 1995). Os métodos de indugio de carie utilizados
no presente estudo simularam condigdes de alto desafio cariogénico, com
impactos essencialmente diferentes da situagao cfinica. Seria interessante
desenvolver modelos laboratoriais que induzissem a formacgéo de lesbes de carie

em periodos mais prolongados, aproximando-se da realidade do processo carioso.
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7. CONCLUSOES

Considerando as condigcdes experimentais e os resultados do presente

estudo, pode-se concluir que:

. Os modelos de indugao de carie quimico e bioldgico foram capazes de

induzir lesdes de carie secundaria.

. Os materiais ionoméricos Vitremer e Fuji II demonstraram efeito
cariostatico significativamente superior aos demais materiais, em um

padrao semelhante nos modelos de indugéo de carie empregados.

" Observou-se uma relagdo inversa entre a quantidade de fosforo

inorg&nico no biofilme dental e o potencial de inibi¢do de carie dos materiais

restauradores.
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ANEXO | — Descri¢ao dos materiais utilizados.

Anexo 1

MATERIAL FABRICANTE CARACTERISTICAS LOTE
SCOTCHBOND 3M Dental Products, St Gel de acido fosférico
CONDITIONER Paul, MN, USA 37% 2YF

S.D.l. Liga de amalgama de
PERMITE C Australia prata 803257
SINGLE BOND 3M Dental Products, St Sistema adesivo
Paul, MN, USA monocomponente 2GY
FILTEK™ Z250 3M Dental Products, St Resina composta
(A2) Paul, MN, USA microhibrida 2TA
GC FUJI i GC Corp., Tokyo, Cimento de londmero de  P: 0205291
(21 pale Yellow) Japan Vidro Restaurador L: 0205141
Pr. 1AP
VITREMER 3M Dental Products, St Cimenio de lonémero de P: 1AB
(A3,5) Paul, MN, USA Vidro Modificado por L: 1AM
Resina Composta FG: 1AN
Dentsply DeTrey, Sistema adesivo
PRIME & BOND® NT Konstanz monocomponente 0108001495
DYRACT AP Dentsply DeTrey, Resina composta
(A2) Konstanz modificada por poliacidos 0109000849
Colténe, Vigodent, Material provisério a base
COLTOSOL® RJ, Brasil de oxido de zinco LG88
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Anexo-I1

ANExo I — Descricdo dos procedimentos restauradores considerando cada

material, segundo a recomendacgao dos fabricantes.

PERMITEC

Ativar a capsula pré-dosada e iniciar a2 amalgamacio mecéanica por 8s.
Inserir 0 material na cavidade. Condensar manualmente. Brunir antes da
escultura. Escuipir. Brunir apbés a escultura. Realizar o acabamento e

polimento depois de 24 horas.

FILTEK™
Z-250

Aplicar o condicionador acido 3M Scofch Bond em esmalte e dentina por 15s.
Lavar por 15s e retirar o excesso de agua com papel absorvente . Aplicar
duas camadas consecutivas de 3M Single Bond™ com pince! saturado de
adesivo para cada camada. Secar levemente por 2-5 segundos.
Fotopolimerizar por 10s. Inserir a resina na cavidade e fotopolimerizar por

40s, sob tira matriz de poiiésterm.

GC FUJI Il

Manipular Pé/Liq (1:1). Inserir na cavidade com seringa Cenirix. Aguardar a
polimerizacdo quimica sob tira matriz de poliéster. Aplicar o Finishing Gloss e

fotopolimerizar por 20s.

VITREMER

Aplicar o condicionador acido 3M Scotch Bond em esmalte e dentina por 15s.
L.avar por 15s e retirar o excesso de agua com papel absorvente. Aplicar o
primer e esperar 30s. Secar levemente por 2-5s. Fotopolimerizar por 20s.
Manipular Po/Lig (1:1). Inserir o material na cavidade com seringa Centrix.
Fotopolimerizar por 40s sob tira matriz. Aplicar o Finishing Gloss e
fotopolimerizar por 20s.

DYRACT AP

Aplicar o Prime& Bond NT em esmalte e dentina por 20s e secar levemente
por 5s. Observar uma aparéncia brilhante. Fotopolimerizar por 10s. Inserir o
material na cavidade com seringa Centrix e fotopolimerizar por 30s sob tira

matriz de poliéster.

COLTOSOL

Inserir 0 material na cavidade e condensar. Aguardar a presa sob tira matriz

de poliéster.

Nota: Os materiais foram inseridos sob a técnica de incremento (nico.

* Amalgamador Ultramat 2 - S.D.L
" Filtro de papet Melita — Celupa Industrial Celulose e papel Guaiba Lida,
= K-Dent Quimidrol, Joinville, SC
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Anexo II1
Grupo pesoplacamg | Grupo peso placa mg

3,1 14,4

1,8 3,9

11,3 8,9

13,3 7,9

37 6,2

Dyract AP 36 Permite C 12
12,2 111

11,9 9,0

30 9.4

17,1 5,4

MEDIA 8.1 Média 8,7
Dp 5,6 ne 3,1
10,7 12,4

12,3 7,2

9,1 8,6

10,9 10,9

8,0 10,6

Fuji il 11,2 Vitremer 112
7.2 14,7
37 15,3

5,6 6,9
8,4 13,4
Média 8,7 RMédia 11,1
DP 2,7 op 2,9
47 6,8

6.1 8,1

8,2 2,7

43 59

90 6,6

Filtek Z250 30 Coltosol 8.1
8,5 8.2

47 75

4.4 3.3

11,1 6,0

Média 6,4 Miédia 6,3
op 2,6 DpP 1,9
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Anexo IV
QUADRO DAS ANALISES DE VARIANCIA
1. PORCENTAGEM DE VOLUME MINERAL
Indugao Biolégica
CAUSAS DA VARIACAD GLl. 5.0 O.M, VALOR F PROB . >»F
GRUPOC 3 98.6 16.4 24.8 0.00001
RESIDUC (A} 63 41,6 G.o
PARCELAS 3] 140.3
DTST 3 4.5 1.5 11.3 3.00001
GRU*DIS 18 6.7 0.3 2.8 0.00040
RESIDUC (B} 189 25.1 .1
SUBPARCELAS 279 176,77
PROT Z 118.6 58.3 580.3 0.00001
GRU*PRO 12 27.9 2.3 22.8 3.00001
DIS*PRO &6 0.9 0.1 1.6 G.13%822
GRU*DIS*PRO 36 4.2 0.1 1.1 (.24500
RESTDUC {C) 504 51.5 0.1
TOTAL 839 380.,2288505
MEDIA GERAIL = 5.288809
COEFICIENTE DE VARIACAD (A) = 4440 %
COEFICIENTE DB VARIACAQ (B) = 3.879 %
COEFICTENTE DE VARIACAD (C) = 6,047 %
Indugéo Quimica
CAUSAS DA VARIACAQD G. L 5.0 Q.M. VALOR F FROB.>F
GRUPO 3] 646.8 107.8 33.4 0.00001
RESIDUC (A) 63 203.2 3.2
PARCELAS 69 850.0
DIST 3 39.7 i3.2 31.8 0.00001
GRU*DIS 18 24.5 1.3 3.2 0.00008
RESIDUC (B} 189 78.7 0.4
SUBPARCELAS 279 983.2
PROF 2 53.7 26.8 96.1 0.00001
GRU*PRO 12 4.6 3.7 13.3 3.00001
DIS*ERO 6 3.3 0.5 1.9 0.06408
GRU*DIS*PRO 36 6.8 0.1 0.6 0.92039
RESTDUO (C) 504 140.9 0.2
TOTAL 83¢% 1242,8936338
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Anexo- IV

MEDIA GERAL = 4_323106
COEFICIENTE DE VARIACAQ (A) = 11.9%4 %
CCEFICIENTE DE VARTACAO (B) = 8.623 %
COEFICIENTE DE VARIACARC (C) = 12.234 %

2. PROFUNDIDADE DAS LESOES DE CARIE

inducdo Biolégica

CRAUSAS DA VARIACAOD G.L 5.0 Q.M VALOR F PROB.>F
MATERIAL 5 71983.9 143988.7 3.1 0.01340
RESIDUO (A) 54 243385.4 4507.1
FARCELAS 59 315379.4
DIST 3 1371.4 457.1 2.4 0.06066
MAT*DIS 15 5538.3 369.2 2.0 0.016%98
RESIDUO (B) 162 29684.1 183.2
TOTAL 239 351873.3

MEDIA GERAL = 91.425003

{l

COEFICIENTE DE VARIACAD (A) 36.716 %

COEFICIENTE DE VARIACAOC (B} = 14.806 %

Indugédo Quimica

DF SQUARES MEAN SCQUARE F VALUE PR > F
vopEL 77 3982621 51722 14.15 <0001
BRROR 162  59231.3  3es.6
CORRECTED TOTAL 233  457493.4
R—-SQUARE COEFFE VAR ROOT MSE PROFGQO MEAN
0.870531 12.91361 19.12134 148.0713

106



Anexo- IV
3. ANALISE DO BIOFILME DENTAL
Fldgor
DF SQUARES MEAN SQUARE B VALUE PR > F
MODEL 5 0.482 0.096 1.63 0.1671
ERROR 54 3.189 0.059
CORRECTED TOTAL 59 3.671
R-SQUARE COEFF VAR ROOT MSE FLUOR MEAN
0.131334 26.79178 0.243041 0.907149
Polissacarideo Insolivel em Agua
DF SQUARES MEAN SQUARE ¥ VALUE PR > F
MODEL 5 0.384 0.076 1.33 0.2669
ERROR 52 3.013 G.057
CORRECTED TOTAL 57 3.398
R-SQUARE COEFF VAR ROCT MSE PILOG MEAN
0.113242 12.86085 0.240744 1.8715802
Fésforo Inorgénico
DF SQUARES MEAN SQUARE F VALUE PR > F
MODEL 5 7.3 1.4 6.71 <.0001
ERROR 47 i0.2 0.2
CORRECTED TOTAL 52 i7.5
R-5QUARE COEFFE VAR ROOT MSE FOSFORG MEAN
0.416667 13.91194 0.466512 3.353323
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