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INTRODUCAO:

O infiltrante resinoso disponivel comercialmente no mercado atual possui algumas limitacdes, como
incapacidade de selar todas as porosidades das lesdes iniciais de carie e ainda permitir o acimulo de biofilme em
sua superficie, por se tratar de um material resinoso (NEDELIKOVIC et al., 2016; YIM et al., 2014). Na tentativa de
avaliar a otimizag¢do do infiltrante disponivel comercialmente, este estudo teve como objetivo avaliar a incorporacao
de dois componentes ao infiltrante.

O primeiro deles foi o metacrilato de dimetilaminohexadecil (DMAHDM), que é um mondmero
antibacteriano, que vem se mostrado altamente eficiente contra as bactérias relacionadas a cérie (YU et al., 2020a).
O segundo componente incorporado ao infiltrante foram as nanoparticulas de fosfato de calcio amorfo (NACP) que
possuem uma alta capacidade remineralizadora, atuando na neutralizacdo de acidos e liberacdo de ions clcio e
fosfato no ambiente circundante evitando, assim, a formagado de cérie secundaria adjacente a restauracao(MELO et
al., 2016).

Diante dos beneficios relatados para o DMAHDM e o NACP, é valido investigar se a associacdo destes
agentes poderia promover efeitos terapéuticos ao infiltrante resinoso. As hipdteses nulas testadas foram: 1) A
incorporagdo de DMAHDM e/ou NACP n3o interfere nas propriedades fisicas do infiltrante experimental; 2) A
incorporagdo de DMAHDM e/ou NACP n3o interfere no potencial antimicrobiano do infiltrante experimental.

METODOLOGIA:
1 Formulagao dos infiltrantes experimentais

Os infiltrantes foram manipulados em laboratério com iluminagao de cor amarela e temperatura
controlada a 252C. Os infiltrantes experimentais tiveram como base monomérica a mistura de 75% em
peso de TEGDMA e 25% em peso de BisEMA, além de 0,5% em peso de canforquinona e 1% de etil 4-
dimetilaminobenzoato (EDAB). Esta composicdo monomérica foi dividida em um grupo experimental (E)
puro (G1), E + 3 % DMAHDM (G2), E + 1,5 % NACP (G3) e E + 3 % DMAHDM + 1,5 % NACP (G4). Foi
utilizado o infiltrante experimental de controle (G1), e este mesmo experimental acrescido de 3 % de
DMAHDM e/ou 1,5 % de NACP. Os componentes dos grupos foram pesados em balancga analitica,
manipulados e misturados em agitador magnético até sua completa homogeneizacdo. Os infiltrantes
foram armazenados em frascos de polietileno preto e mantidos sob refrigeracao.

2 Grau de conversao

O grau de conversdo foi analisado através de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada
de Fourier associado a Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR; MIRacle, Pike Technologies, Inc. Madison,
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WI, EUA). O material ndo polimerizado foi dispensado (n=6; 110 ul) com pipeta de precisdo (Microraman
M25, Gilson Medical Eletronics S.A., Franca) diretamente sobre o cristal do dispositivo de ATR, acoplado
ao FTIR, e foi obtido o primeiro espectro (32 varreduras, resolucdo de 4'cm). Em seguida foi realizada a
fotoativacdo por 40s (1000mW/cm2 de irradiancia; Valo, Ultradent) e imediatamente apds esta, foi
obtido o novo espectro, do material polimerizado. O grau de conversao foi calculado a partir da razao
das bandas de absor¢do em 1610 cm™ e 1637 cm?, a partir da formula: DC = (1 - 4rea do pico final / drea
do pico inicial) x 100%).

3 Sorgao e Solubilidade

Em uma matriz de silicone de adi¢cdo (Express XT —3M ESPE), foram adicionados os materiais para
a confecgdo dos discos (5 mm x 1 mm, n=08) e fotopolimerizados sob fonte de luz de LED durante 40
segundos (1000mW/cm? de irradidncia; Valo, Ultradent), confeccionando-se 12 amostras para cada
grupo. Em seguida, os discos foram depositados em eppendorfs destampados, armazenados em frasco
plastico transparente devidamente vedado contendo silica gel e mantidos em estufa a 372C. Foram
seguidas as especifica¢des ISO 4049/2009, exceto em relacdo a dimensdo das amostras, para realizacdo
dos testes de sorcdo (SO) e solubilidade (SOL). Para calcular os valores de SO e SOL, foram utilizadas as
formulas:

_ (M2 -M3) oL - (M1—M3)

SO 7 7

4 Ensaio de cristal violeta

Foram confeccionados corpos de prova (n=06 por grupo) em forma de disco (5mm de diametro
x 2 mm de espessura), da mesma maneira descrita anteriormente. Os corpos de prova foram polidos em
lixa de carboneto de silicio de granulagdo #1200 e #2000 para padronizar a rugosidade superficial.

Foi utilizada uma cepa de Streptococcus mutans (UA159) para promover a formacdo do biofilme
bacteriano sobre os corpos de prova de cada grupo. Os corpos de prova foram posicionados em aparatos
e colocados nos pocgos de placas de poliestireno para microculturas. Cada pog¢o continha 300 ul de
suspensdo bacteriana a 108 UFC/mL (ajustado a 0,1; 660 nm), 150 pl de solucdo de sacarose a 20%, e
2.550 pul de meio dgar Brain Heart Infusion (BHI). Foi utilizado o periodo de incubacdo de 48h para
formacao e desenvolvimento do biofilme (YU et al., 2020b) (figura 05b), com troca do meio apds 24h.

Passadas as 48 h, o biofilme foi lavado com solugdo salina tamponada de fosfato (PBS) e os
aparatos foram colocados em uma placa de 24 pogos contendo 1 mL de alcool metilico 100% por 15
minutos, para fixacdo (YU et al., 2020b). Em seguida, os discos foram novamente lavados com PBS e
transferidos para outra placa de 24 pogos, contendo 1 mL de solugdo de cristal violeta a 0,1% por cinco
minutos. Os biofilmes foram lavados com PBS para remover o corante residual. Entdo, os discos foram
transferidos para uma nova placa de 24 pocos e adicionados a cada poc¢o 2 mL de solucdo de etanol a
95% e a placa agitada horizontalmente a 80 rpm durante 45 minutos a temperatura ambiente (YU et al.,
2020b). A solucdo de etanol (100 pL) de cada poco foi diluida com solucdo de etanol a 95% para 200 uL
e transferida para uma placa de 96 pocos. Um leitor de microplacas (ASYS-UVM 340) foi utilizado para
medir a absorbéancia da solugcdo em DO 595 nm (YU et al., 2020b).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds obtencdo dos resultados, foi realizada analise exploratéria e foram aplicados os testes
estatisticos apropriados. Para normalidade, foi aplicado o teste Shapiro-wilk (p>0,05). Para grau de
conversao e sorcao, os dados atenderam aos pressupostos de normalidade e homoscedasticidade
(Levenes’s p>0,05), entdo foram aplicados os testes ANOVA post-hoc de Tukey. Para Solubilidade e
Quantificacdo da Biomassa do biofilme, os dados apresentaram normalidade de distribuicdo (Shapiro-
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wilk p>0,05), mas ndo homoscedasticidade (Levene’s p<0,05), portanto, foi aplicado o teste Anova de
Welch com post-hoc de Games-Howell. Valores de média e desvio-padrao estdo expressos na Tabela 01.

Tabela 01. Média e desvio padrdo (dp) de Grau de conversdo (%), Sor¢do (ug/mm?3), Solubilidade
(ug/mm?3) e Acimulo de Biomassa, por grupo.

Variavel Infiltrante
G1 G2 G3 G4 p valor
Grau de conversdo (%) 59,94 (0,62) B 62,46 (2,38) A 57,43 (1,90) CD 56,59 (1,45) D <0,001
Sorcdo (ug/mm?3) 77.3 (4.45) D 112 (4.09) B 95.6 (3.82) C 120 (3.83) A <0,001
Solubilidade (pg/mm?3) 3.49(1.77) D 38.4(5.19) B 18 (2.46) C 64.4 (14.8) A <0,001

Acumulo de biomassa
0.591 (0.242) A 0.253(0.0237)AD  0.469 (0.0440) AB 0.309 (0.0105) AC 0,002
(absorbancia)

Letras diferentes indicam diferencga estatistica entre as colunas.

Este estudo avaliou a incorporagdao de um composto antibacteriano, o monémero quaternario de
amonio dimetilaminohexadecil (DMAHDM) e um remineralizante, o fosfato de calcio amorfo (NACP), a
um infiltrante resinoso experimental, na busca pelo desenvolvimento de um infiltrante otimizado com
atividade antimicrobiana e remineralizante. As hipdteses nulas testadas foram rejeitadas, pois 1) a
incorporacao de DMAHDM e NACP influenciaram nas propriedades fisicas testadas e 2) a incorporacao
de DMAHDM influenciou no potencial antibacteriano do material.

A avaliacdo do grau de conversdao de um componente é fundamental para determinar a eficiéncia
da polimerizacdo do material e avaliar as propriedades fisicas, mecanicas e clinicas do produto final. O
grau de conversao é definido como a porcentagem de monémeros que se transformaram em polimeros
durante o processo de polimeriza¢do. Para grau de conversao, foi observado que o grupo G2, contendo
DMAHDM, apresentou os maiores valores, porém, ndo diferindo estatisticamente do grupo controle. Por
outro lado, o grupo G3, contendo NACP, apresentou média inferior, sem diferenca estatistica do grupo
controle, e o grupo G4, contendo os dois agentes terapéuticos associados, apresentou a menor média
entre os grupos, ndo diferindo apenas do G3.

O grau de conversdao afeta diretamente as propriedades mecanicas do infiltrante, como
resisténcia a tracdo, dureza, tenacidade e mddulo de elasticidade (LEPRINCE et al., 2013). Um alto grau
de conversdo esta associado a uma maior ligacdo entre as cadeias poliméricas, resultando em um
material mais resistente e durdvel (LEPRINCE et al., 2013). Também estd associado as propriedades
fisicas do componente, onde a dureza estd relacionada a capacidade do material em resistir as forcas da
mastiga¢ao e abrasdao no meio bucal. Um alto grau de conversdo resulta em um material mais duro, o
gue melhora a resisténcia a deformacao e ao desgaste (FERRACANE, 2006).

Com base nos resultados, o G3 (NACP a 1,5%) teve o menor grau de conversdo, o que significa
gue apos a fotopolimerizacdo, mais monomero TEGDMA ndo curado foi liberado no extrato (Dai et al.,
2022). Esse menor valor de grau de conversao pode ter contribuido para o aumento nos valores de
sorcdo e solubilidade. Pois sua rede polimérica pode ter sido prejudicada, favorecendo a infiltracao de
agua entre as cadeias, lixiviagdo de mon6meros ndo reagidos e o maior contato com as particulas
bioativas, permitindo a liberacdo idnica (FERRACANE, 2006).

Para Sorcdo e Solubilidade, foi observado aumento significante em todos os grupos contendo os
agentes terapéuticos. G2 e G3, que contém DMAHDM e NACP isoladamente, respectivamente,
apresentaram médias significativamente superiores ao infiltrante experimental puro, G1. G4 apresentou
maiores médias, indicando que sor¢cdo e solubilidade sdo ainda maiores quando ha associa¢cdo dos
compostos.
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A adicdo dos agentes terapéuticos também resultou em aumento significativo nos valores de
solubilidade, principalmente quando associadas concomitantemente ao EP. A solubilidade esta
relacionada a lixiviagcdo de componentes do volume do material, também pode estar relacionada a
dissolucdo de particulas em meio aquoso, além do desprendimento das particulas da matriz por conta
da nao silanizagao (FERRACANE, 2006). Essa degradacdo esta relacionada a processos de oxidagado e
hidrélise, que ocorrem na presenca de dgua (FERRACANE, 2006). E observada tendéncia de elevacdo da
hidrofilicidade de materiais de matriz resinosa conforme o aumento na taxa de particulas bioativas
incorporadas (Jardim et al., 2020; Yang et al., 2013).

Os valores de sorcao estdo relacionados a quanto o infiltrante é hidrofilico. No presente estudo,
a elevacdo dos valores pode ser explicada pela adicdo dos componentes ao EP. O DMAHDM se encaixa
na categoria de QAS, que sdo mondmeros de sal de amonio quaterndrio (VIDAL et al., 2018). Uma vez
gue o DMAHDM é uma molécula polar e hidrofilica e a polaridade do compdsito parece ditar a absorcao
de dgua, pode ser racional que, quanto mais moléculas de DMAHDM, mais hidrofilico € o compdsito,
logo, essa hidrofilicidade associada a heterogenicidade do compdsito contendo QAS pode aumentar a
sorcao de agua (VIDAL et al.,, 2018). Outro fator relacionado pode ser a menor qualidade da rede
polimérica formada na presenca das particulas ndo-silanizadas, como foi o caso do NACP (FONSECA et
al., 2017). Esses resultados podem implicar em prejuizo na resisténcia do material resultante (FONSECA
et al., 2017), o que pode repercutir em comprometimento do desempenho clinico, por conta do meio
no qual o material restaurador serd inserido, a cavidade oral.

O EP apresentou o menor valor de sor¢ao de dgua e solubilidade e diferiu dos demais grupos.
Uma variedade de processos quimicos e fisicos esta diretamente relacionada a sor¢do e a solubilidade.
Estes processos podem produzir efeitos deletérios, como alteragdes volumétricas, fisicas e quimicas na
estrutura e fungao dos polimeros (FERRACANE, 2006; VIDAL et al., 2018). A alta absorc¢do de agua incha
a rede de polimeros e faz com que os monOmeros ndo reagidos sejam lixiviados. Os achados
concordaram que a incorporacdo de QAS aumentou a sorcdo e a solubilidade (VIDAL et al., 2018).

A biomassa do biofilme foi avaliada pelo método de coloracdo dos biofilmes com cristal violeta.
O cristal violeta é um corante basico, que se liga a moléculas de superficie carregadas negativamente e
polissacarideos na matriz extracelular (WANG et al., 2016). Neste ensaio, o cristal violeta é utilizado
como indicador do crescimento bacteriano (WANG et al., 2016). A intensidade da cor associada as
bactérias é medida pela espectrofotometria (MATARACI; DOSLER, 2012). Maiores médias de absorbancia
indicam maior quantidade de biomassa, ou seja, menor atividade antibacteriana, enquanto a reducao
da intensidade da cor esta associada a atividade bactericida (MATARACI; DOSLER, 2012).

Observamos que o grupo G2 apresentou a menor média, indicando que a aderéncia do biofilme
as amostras foi menor que nos demais grupos, demonstrando maior potencial antimicrobiano. G2 diferiu
estatisticamente de G3 e G4, contudo, ndo apresentou diferenca estatistica de G1, o que se deve ao alto
desvio-padrao deste grupo. O grupo G3, contendo apenas NACP, apresentou média superior aos grupos
G2 e G4, que contém DMAHDM, o que indica uma maior concentracdo de numero de células bacterianas
vivas.

Sendo G1 (EP) o maior valor, indica que ele possui a menor eficiéncia antibacteriana e G2
(DMAHDM) o menor resultado, indica que seu potencial antibacteriano é eficiente, logo, o G4 (DMAHDM
+ NACP) sendo um dos valores intermediarios, indica que pode ser que a adicdo do NACP
(remineralizante) possa ter diminuido ligeiramente a capacidade antibacteriana do componente, visto
gue foi feita uma diluicdo maior dos componentes do infiltrante.

Os dados mostram que o DMAHDM diminuiu substancialmente a biomassa do biofilme. Segundo
o estudo de Wang et al., que utilizou 3% de DMAHDM, assim como o grupo G2, a biomassa de biofilmes
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em compdsitos com DMAHDM foi muito menor do que em compdsito sem DMAHDM. Estes resultados
também se encontram claros nos estudos de Wu et al. e Zhou et al., em ambos foram feitos ensaios de
coloragdo vivo/morto. No estudo de Wu et al. os resultados mostraram que nos compostos contendo
0.75%, 1.5%, 2.25% e 3% de DMAHDM respectivamente, o nimero de bactérias mortas crescia conforme
a porcentagem de DMAHDM aumentava, enquanto no grupo controle, onde possuia apenas 20% de
NACP o biofilme se encontrava principalmente vivo (WU et al., 2015).

No estudo de Zhou et al. foi mostrado que os grupos contendo 3% de DMAHDM e 3% de
DMAHDM + 30% NACP possuiam bactérias mortas substanciais para todas as espécies testadas,
enquanto o grupo contendo apenas 30% NACP e o grupo controle estavam cobertos por bactérias vivas
(ZHOU et al., 2020).

CONCLUSOES:

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que a incorporacdio do DMAHDM a 3% ao
infiltrante experimental resultou em aprimoramento do grau de conversao e potencial antibacteriano
contra S. mutans, enquanto a incorporac¢ao de NACP a 1,5%, isolado ou associado ao DMAHDM, resultou
em prejuizo as propriedades fisicas e antimicrobiana do infiltrante.
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