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1. INTRODUCAO

A formacéao de biofilme em materiais restauradores pode levar ao surgimento
de lesdes cariosas. Em especial, fossulas e fissuras séo os locais frequentemente
afetados por céarie dentaria devido a sua irregularidade estrutural e complexidade
morfolégica (LUIGI et al., 2018). Selantes de fossulas e fissuras convencionais
tém sido utilizados para impedir a invasdo de microrganismos e o acumulo de
biofilme em pacientes com alto risco de carie oclusal. No entanto, € necessario
melhorar as propriedades dos selantes para simplificar os procedimentos clinicos
ou evitar possiveis falhas, como o acumulo de biofilme (PAPAGEORGIOU et al.,
2017). Portanto, justifica-se a busca de agentes antibacterianos alternativos que
possam inibir com maior eficacia a formacdo de biofime e o seu acumulo,
impedindo a progressao de lesdes de carie nessas areas.

Estudos demonstraram que mondmeros metalicos reticulados, como
metacrilato de zinco (ZM), di-n-butildimetacrilato-estanho (SN) e metacrilato de
prata (AG), em uma formulacdo adesiva dental exibem atividade antibacteriana
contra Streptococcus mutans (HENN et al. 2011; COCCO et al. 2017). Estudos
prévios ja haviam demonstrado também que compostos organo-estanicos tém
efeito antimicrobiano ((DYLAG et al. 2010; SALAM et al. 2012). No entanto, estes
mondmeros metalicos ainda ndo foram testados quanto a incorporacdo em um
selante de féssulas e fissuras. Além disso, carecem estudos que avaliem o efeito
anti-biofilme destes materiais em modelos multiespécies de bactérias e fungos.
Logo, o objetivo deste estudo consiste na formulacdo e avaliacdo biolégica de um
selante de féssulas e fissuras a base de resina autoadesiva, potencialmente
antimicrobiana, contendo metacrilato de zinco (ZnM) ou di-n-butildimetacrilato-
estanho (SnM), de acordo com a ISO 6874-2015.

2. METODOLOGIA

Para a formulacdo dos selantes experimentais a base de resina auto-
adesiva foi utilizado mondmero &cido e outros mondmeros com silica
nanométrica. Metacrilato de zinco ou di-n-butil-dimetacrilato-estanho (Gute
Chemie, Karlsruhe, Alemanha) foram adicionados em duas concentragbes nas
formulacGes dando origem a quatro grupos experimentais: ZnM 2,5%; ZnM 5%
SnM 2,5%; SnM 5%. Uma composicdo sem a incorporacdo de mondmeros
metdlicos foi testada como controle. O grau de converséo foi avaliado utilizando
espectroscopia de infravermelho transformada por Fourier (Prestige21; Shimadzu,
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Toquio, Japdo) equipado com um dispositivo de refletancia total atenuado (n=3).
Para o teste de resisténcia de unido ao microcisalhamento (USBS), as amostras
foram posicionadas em uma maquina de teste universal e submetidas ao teste
HSBS, com os resultados expressos em Mpa (n=10).

Para os ensaios de modelos de biofilme monocultura e multiespécies, foram
utilizados Streptococcus. mutans UA159, S. oralis ATCC 35307 e Candida
albicans SC5314 em ambiente de microaerofilia (5% de CO>) e a 37°C. Para os
modelos de biofilme de espécies mistas, apenas o selante SnM a 5% foi testado,
pois apresentou a maior eficacia contra o ensaio de monocultura de biofilme de S.
mutans. Ao final dos periodos experimentais (44-91h), os biofilmes foram
analisados quanto a biomassa (peso seco) e viabilidade bacteriana (unidades
formadoras de colbnias, UFC).

Para o ensaio de citotoxicidade, fibroblastos de camundongo L929 foram
mantidos em DMEM e incubados a 37°C e em ambiente de 5% de CO,, em
placas de 96 pogos por 24h (n=6). A absorvancia a 450 nm foi medida através de
um leitor de microplacas (SpectraMax M5; Molecular Devices, Sunnyvale, CA), e
este ensaio foi realizado duas vezes. Os ensaios de lixiviagdo foram realizados
apés 24h, 7 e 14 dias utlizando espectrometria de massa plasmatica
indutivamente acoplada (ICP-MS). Selantes contendo 5% de SnM foram
escolhidos devido aos seus melhores resultados obtidos. A analise estatistica foi
realizada utilizando o software IBM SPSS Statistics 20, ANOVA e post hoc de
Tukey. O teste t de Student foi aplicado para analisar o Sn lixiviado. Os resultados
biologicos foram analisados através do teste T. As diferencas estatisticas foram
consideradas considerando p <0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Materiais autoadesivos representam um conceito atraente para materiais
dentarios, em especial na odontopediatria, uma vez que o protocolo nao requer
pré-tratamento das superficies dentarias. Logo, representa uma técnica menos
demorada. Neste estudo, os selantes autoadesivos de fossas e fissuras foram
preparados com sucesso e a incorporacdo de monémeros de ZnM ou SnM néo
afetou suas propriedades fisicas e mecanicas (Tabela 1).

Tabela 1. Propriedades mecénicas do selante experimental 20

a base de resina auto-adesiva * Sn5% " Control
— 15 *

Grunos Resisténcia Grau de

P flexural (MPa) conversao (%) 10
Controle 56,53 (£11)* 50,24 (8,7) s
SN25% 49,98 (£12)° 58,77 (1) .
Sn5% 59,24 (+160 57,16 (2,1)

T T T

Zn 2.5% 48,71 (£15)® 55,60 (0,7)a 24h 7d 14d
Zns5 % 61,21 (£7)° 59,91 (1,86)a Figura 1. Liberacdo de estanho dos materiais

experimentais controle e Sn5%.

Além disso, a inclusdo de monOGmeros de metacrilatos metélicos
funcionalizados capazes de copolimerizar em um material compdsito ativado por
luz pode representar uma estratégia de desenvolvimento para obter um materail
gue promova uma atividade antimicrobiana de longo prazo (CHENG et al., 2013).
No entanto, 0os ensaios de lixiviagao mostraram que houve lixiviagdo de Sn do
selante apdés 7 dias. Entretanto, quando comparada a concentracdo de Sn
lixiviado do selante apés 7 dias e 14 dias, as médias ndo mostraram diferencas
significativas (p> 0,05) (Figura 1). Como as concentragfes de Sn representam
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uma forma de lixiviagdo de polimeros em forma de metal, pode-se hipotetizar que
o efeito antibiofilme possa ocorrer ndo apenas pelo contato com o material, mas
também pela estrutura do biofilme ligada ao material (RUYTER, 1995).

Embora a adicdo de metacrilatos de Zn e Sn ndo melhore as propriedades
fisicas, quimicas e mecénicas, o metacrilato de Sn fornece um efeito protetor
antibiofilme, reduzindo o peso seco de biofilme obtido nos modelos de espécies
Unicas e de espécies mistas. Além disso, o selante contendo Sn 5% apresentou
valores mais altos de pH, estatisticamente diferentes do controle (p <0,05)
(Tabela 2). O modo de acé&o dos compostos Sn foi descrito em termos de ligagcéo
de hidrogénio com os centros ativos dos constituintes celulares, resultando em
uma interferéncia nos processos celulares normais (BAUL, 2008). No entanto,
como o Sn 5% inibiu o crescimento de microrganismos, pode-se supor que a
produgdo de enzima microbiana esteja sendo afetada; portanto, os
microrganismos sdo menos capazes de metabolizar nutrientes (BAUL, 2008).

Tabela 2 — Média e desvio padréo do pH e peso seco nos ensaios de formacéo de biofilme

Espécies Isoladas Espécies mistas
Grupos S. mutans S. oralis C. albicans S. mutans e S. mutans e
(n=4) S. oralis C. albicans
pH Peso pH Peso pH Peso pH Peso pH Peso
Seco seco seco seco Seco
Zn 2.5% 4,55 2,18 - - - - - - - -
(+0,03)* (0,23)*
Zn 5% 4,65 2,15
(+0,05)* (+0,01)*
Sn 2.5% 5,44 0,74 - - - - - - - -
(+0,09)° (+0,35)°
Sn 5% 6,68 0,31 6,5 0,1 6,8 0.02 6,3 0,46 6,6 0,41
(+1,06)° (+0,04)° (+0,4)? (0,1)2 (£0,1)? (+0,02)? (£0,9)? (£0,3)? (0,3)? (0,4)7
Controle 4,54 2,11 5,7 1,0 6.8 0.65 5,0 3,9 4,4 2,64
(+0,001)? (+0,43)* 0,9)° 0,4)° (x0,1)? (20,1)° (20,7)° (20,7)° (0,2)° (0,7)°

Letras mintsculas semelhantes nas colunas indicam diferencas néo significativas entre os materiais experimentais (p < 0,05).

s

Além disso, € importante enfatizar que os selantes de fissuras e fissuras
autoadesivos preparados por nosso grupo de pesquisa ndo mostraram efeito
citotoxico contra fibroblastos (Figura 2). Outros estudos também encontraram os
mesmos resultados quando da adicdo de metacrilato de Sn 1% (COCCO et al.,
2017) e metacrilato de Zn 5% em sistemas adesivos (HENN et al.,, 2011). No
entanto, estudos adicionais devem ser realizados para avaliar os efeitos de
Nnossos materiais experimentais em outras linhas celulares, como fibroblastos
gengivais humanos, fibroblastos de polpa dentaria/células-tronco e células
epiteliais gengivais.
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Figura 3. Citocompatibilidade dos materiais experimentais apds 24h de exposic¢ao celular.

4. CONCLUSOES

Todos o0s materiais apresentaram propriedades quimicas, fisicas e
mecanicas satisfatdrias com relagédo a ISO 6874-2015. Os selantes autoadesivos
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de fossulas e fissuras modificados com Sn 5% demonstraram efeitos
antibacteriano e antifangico nos modelos de biofilme de espécies Unicas e mistas.
Sn 5% pode representar um agente potencial para prevenir a formagcdo dos
principais biofilmes que causam a doenca carie dentaria.
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