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RESUMO

Este estudo objetivou avaliar o efeito de materiais para modelagem na dureza, angulo de
contato, rugosidade superficial, e na formacao de biofilme bacteriano em resinas compostas.
Foram confeccionados 80 espécimes em formato de discos nas propor¢des de 8§ mm x 1,5
mm, utilizando duas resinas compostas (Vittra APS e Filtek Z350 XT). Quanto aos materiais
utilizados para modelagem, os espécimes foram divididos aleatoriamente em: auséncia de
material para modelagem (grupo controle), Wetting Resin (Ultradent Products), Scotchbond
Multipurpose (3M ESPE) e Single Bond Universal (3M ESPE). A microdureza Knoop (n =
10) foi medida por um microdurémetro com aplicacdo de carga de 100 gramas por 15
segundos. A hidrofobicidade foi determinada através da medi¢do do angulo de contato (n = 3)
com agua destilada. Foi mensurado a rugosidade média aritmética (Ra) (n = 10) da superficie
por meio do rugosimetro. Para adesdo bacteriana (n = 3), os espécimes foram preparados,
imersos em saliva artificial e incubados em meios de cultura com suspensdes bacterianas de
Streptococcus mutans a 37 °C em atmosfera de 5% de CO; por 24 horas contendo 5% de
sacarose. A contagem de bactérias aderidas vidveis foram determinadas com diluigdes
seriadas (x10° Ufc/mL) e a biomassa foi determinada por coloragio com cristal violeta, por
meio da absorbancia lida por um espectrofotometro. Os valores quantitativos foram tabulados
e submetidos a andlise estatistica com a = 0,05. O grupo controle apresentou os maiores
valores de dureza Knoop para Vittra e Z350 XT, e o Single Bond Universal valores inferiores
para ambas resinas. Vittra apresentou valores inferiores na dureza em relacdo a Z350 XT,
quando submetida aos tratamentos Wetting resin e Scotchbond (p = 0,001). Scotchbond e
Single Bond Universal apresentaram maiores angulos de contato para resina Vittra (p =
0,003). O controle obteve o menor valor de angulo de contato para a resina Vittra. Nao houve
diferenca estatistica entre os materiais para modelagem para a resina Z350 XT (p = 0,606),
que por sua vez foi inferior a Vittra quando submetida ao Scotchbond. O Single Bond
Universal e controle tiveram os menores valores de Ra e o Wetting resin os maiores valores
para ambas as resinas (p = < 0,001). Nao houve diferencga estatistica para rugosidade (p =
0,967) e formacao de biofilme na UFC/ml de S. mutans (p = 0,434) entre as resinas. A Z350
XT apresentou maior acimulo de biomassa total (p = 0,034). Por fim, embora os adesivos
apresentaram redu¢do na dureza, o uso desses materiais elevou a propriedades do angulo de
contato e manteve a rugosidade e adesdo bacteriana das resinas compostas. Vittra e Z350 XT

sdo similares para as propriedades testadas.



Palavras-chave: resinas compostas; molhabilidade; dureza; aderéncia bacteriana;

Streptococcus mutans.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of modeling liquids on hardness, contact angle, surface
roughness, and biofilm formation in the resin composites. 80 disc-shaped specimens were
made in the proportions of § mm x 1.5 mm, using two resin composites (Vittra APS and
Filtek Z350 XT). As for the modeling liquids, the specimens were randomly divided into:
absence of material for modeling (control group), Wetting Resin (Ultradent Products),
Scotchbond Multipurpose (3M ESPE) and Single Bond Universal (3M ESPE). Knoop
microhardness (n=10) was measured by a microdurometer with a load of 100 grams applied
for 15 seconds. Hydrophobicity was determined by measuring the contact angle (n=3) with
distilled water. The arithmetic mean roughness (Ra) (n=10) of the surface was measured using
a rugosimeter. For bacterial adhesion (n=3), specimens were prepared, immersed in artificial
saliva and incubated in culture media with bacterial suspensions of Streptococcus mutans at
37 °C in an atmosphere of 5% CO2 for 24 hours containing 5% sucrose. Colony-forming unit
couting were determined with serial dilutions (x10° CFU/mL) and the biomass was
determined by staining with crystal violet, through the absorbance read by a
spectrophotometer. Quantitative values were tabulated and submitted to statistical analysis
with a = 0.05. The control group had the highest Knoop hardness values for Vittra and Z350
XT, and the Single Bond Universal lower values for both resins. Vittra showed lower
hardness values compared to Z350 XT, when subjected to Wetting resin and Scotchbond (p =
0.001). Scotchbond and Single Bond Universal had higher contact angles for Vittra (p =
0.003). The control obtained the lowest contact angle value for the Vittra. There was no
statistical difference between the modeling materials for Z350 XT (p = 0.606), which in turn
was inferior to Vittra when submitted to Scotchbond. Single Bond Universal and control had
the lowest Ra values and Wetting resin the highest values for both resins (p = < 0.001). There
was no significant difference for surface roughness (p = 0.967) and biofilm formation in the
CFU/ml of S. mutans (p = 0.434) between the resins. The Z350 XT showed the greatest
accumulation of total biomass (p = 0.034). Finally, although the adhesives showed a reduction
in hardness, the use of them increased the contact angle properties and maintained the surface
roughness and bacterial adhesion of the resin composites. Vittra and Z350 XT are similar for

tested properties.

Key-words: composite resins; surface properties; hardness; wettability; Streptococcus mutans
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1 INTRODUCAO E REFERENCIAL TEORICO

Por meados de 1960 iniciou-se a utilizagdo de resina composta como material
restaurador para reconstru¢do da estrutura dentaria perdida. Desde entdo, as resinas tem
evoluido constantemente.!? A resina composta é o material restaurador mais comumente
utilizado tanto para procedimentos minimamente invasivos como para reabilitagdes estéticas
mais complexas.” No entanto, este material possui adversidades que podem afetar a
longevidade da restauracdo, podendo estas serem inerentes ao material,® outras dependentes
da habilidade do profissional que as executam e podem ser reduzidas ou controladas por meio
da escolha correta da composi¢cdo do material e das técnicas utilizadas. Esses procedimentos

influenciam diretamente na contragdo do polimero*?

e, consequentemente, na tensdo de
contragdo residual que pode interferir nos resultados clinicos como ocorréncia de tensao na
interface dente/restauragdo, reducdo da adesdo, infiltragdo marginal, sensibilidade pos-
operatoria e/ou céries secundarias.®’

A resina composta ¢ constituida por quatro componentes basicos que consiste em (1)
fase inorganica composta por particulas de carga, como vidro, quartzo e/ou silica, que tem a
funcdo de dar resisténcia ao material e diminuir a contracdo de polimerizagdo; (2) fase
organica formada pela matriz polimérica preenchida por mondmeros, o qual € responsavel
pela reducdo volumétrica durante a polimerizagdo; (3) o agente de unido normalmente ¢ o
silano, que adere as particulas de carga a matriz organica, e (4) iniciador-acelerador
responsavel pelo sistema de polimerizagdo.'’”

No entanto, a alta viscosidade de alguns mondomeros constituintes, como o principal
deles — BisGMA,'° dificultam a manipulagio e inser¢do da resina composta,'! bem como a
obtengdo da escultura desejada.'> No intuito de melhorar essa adversidade relacionada ao
manuseio da resina composta, foram propostos liquidos especificos para modelagem.'® Essas
resinas liquidas possuem em sua composi¢do mondmeros diluentes como o trietileno glicol
dimetacrilato (TEGDMA) e uretano dimetacrilato (UDMA).!'* No entanto, muitos cirurgides
dentistas tem como pratica “molhar” a resina em adesivos com o mesmo objetivo de reduzir a

15,16 3 estrutura

viscosidade da camada superficial da resina composta e facilitar sua adaptacao

dentaria. Nesse sentido, surge outra preocupacao referente ao efeito dos mondmeros

hidrofilicos e dos solventes presentes nos adesivos'’ que sdo expostos na camada superficial.
Outro ponto importante ¢ o efeito benéfico do liquido para modelagem na redugdo de

18,19

defeitos presentes na restauracao, mas pouco se sabe ainda acerca de seu efeito na adesdo

bacteriana. O microrganismo Streptococcus mutans € considerado um dos principais agentes
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etiologicos da carie dentaria.?® Este se adere nas superficies duras formando as placas
bacterianas cariogénicas e inicia a producdo de acidos e enzimas degradantes que influenciam
na longevidade das restauracdes.”! Estudos relatam que as caracteristicas dos materiais
influenciam na adesdo, de maneira que os materiais hidrofilicos atraem mais biofilme oral do

2

que os hidrofobicos,?? e as superficies rugosas mais do que as superficies lisas.”>* No

entanto, existem controversas que relatam a insignificancia entre rugosidade da superficie e
quantidade de adesdo bacteriana.?%2°
Tendo em vista a utilizagdo cada vez mais frequente dos liquidos para modelagem e de
diferentes resinas na construgao de restauragdes estéticas, ¢ de suma importancia compreender
as propriedades fisicas, como microdureza 2’-*® e molhabilidade® que afetam a capacidade de
combinar resinas compostas com liquidos para modelagem. Logo, considerando o uso desses
materiais pelos profissionais ¢ a escassez de informagdes das possiveis influéncias que
permitam realizar a pratica com segurancga, os objetivos deste estudo in vitro foram avaliar a
dureza, angulo de contato, rugosidade superficial e adesdo bacteriana de Streptococcus
mutans de resinas compostas submetidas a diferentes materiais para modelagem. Assim, as
hipdteses nulas foram testadas da seguinte forma:
1. Os valores de dureza nao se diferem entre os diferentes liquidos para modelagem.
2. Os valores de angulo de contato ndao se diferem entre os diferentes liquidos para
modelagem.
3. Os valores de rugosidade da superficie ndo se diferem entre os diferentes liquidos para
modelagem.
4. A quantidade de adesdo de S. mutans ndo se diferem entre os diferentes liquidos para

modelagem.
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2 METODOLOGIA

2.1 Delineamento experimental

e Unidade experimental

Discos de resinas compostas.

e Fatores em estudo
Tipo de resina composta em 2 niveis: Vittra e Filtek Z350 XT.
Material para modelagem em 4 niveis: controle, Wetting resin, Scotchbond e Single

Bond Universal.

e Variaveis respostas
Microdureza Knoop (N/mm?), angulo de contato (0), rugosidade de superficie (Ra),

formacao de biofilme.

e Mz¢todos de analise
Microdurémetro, gonidmetro, rugosimetro, contagem da adesdo bacteriana (UFC/ml),

espectrofotometro por densidade oOptica.

e Andlise dos dados
Nas metodologias quantitativas foram avaliados quanto a distribuicdo normal e
igualdade de variancia, por meio de testes estatisticos de normalidade e
homogeneidade (Shapiro-Wilk e de Levene), seguidos pelos testes paramétricos

(Analise de variancia — ANOVA dois-fatores e Teste de Tukey).

e Distribui¢do dos grupos experimentais
Os espécimes foram divididos aleatoriamente em 8 grupos experimentais, de acordo
com a combinag¢do dos "fatores em estudo": resina composta (dois niveis) e o tipo de

material para modelagem (quatro niveis) (Figura 1).



Controle

Resina Viftra
(n=40)

Scothbond
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Controle

Resina Filtek

Scothbond

Single Bond
Universal

Figura 1. Divisdo dos grupos experimentais.

2.2 Confeccao dos espécimes

Para a realizagdo deste estudo, foi utilizado uma matriz de teflon com orificio interno
com formato cilindrico e dimensdes de 8 mm de diametro x 1,5 mm de espessura (Figura 2).
A resina composta foi inserida em Unico incremento e o conjunto foi pressionado contra a
placa de vidro, em um movimento retilineo com objetivo de tornar a superficie plana. Em
seguida, a finalizagdo foi realizada com auxilio de um pincel n°4B (Kota, Cotia, Sdo Paulo,
Brasil) e cobertos pelos liquidos para modelagem determinados aleatoriamente para cada

condi¢do experimental, que serdo descritos a seguir.

(A) (B

Figura 2. Matriz de teflon utilizado para confec¢do dos espécimes; A. Dimensdes internas de

8 x1,5mm; B. Resina composta inserida na matriz.

Foram confeccionados oitenta discos de resina compostas, sendo quarenta para cada
resina (Vittra APS, FGM, Joinville, SC, Brasil e Filtek Z350 XT, 3M ESPE, St. Paul, MN,

EUA) (Figura 3) na cor A2 para esmalte, divididos em seus 8 grupos experimentais (n = 10).
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(A) (B)
Figura 3. Resinas compostas; A. Vittra; B. Filtek Z350 XT.

Assim sendo, apos a insercdo da resina composta na matriz de teflon e padronizacao
por meio da planificagdo das superficies das amostras, a finalizagao foi realizada da seguinte
forma:

Grupo controle — finalizagdo somente com o pincel, sem fazer uso de nenhum liquido
para modelagem;

Grupo Wetting resin — finalizacdo com o pincel e uma gota de resina liquida Wetting
resin (Ultradent Products Inc, Jordania do Sul, UT, EUA) (Figura 4);

Grupo Scotchbond — finalizagdo com o pincel e uma gota de adesivo do sistema
convencional de 3 passos, Scotchbond Multipurpose (3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) (Figura
5);

Grupo Universal - finalizagdo com o pincel e uma gota de adesivo do sistema

simplificado Single Bond Universal (3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) (Figura 6);

O pincel foi utilizado com a aplicagdo de uma gota pequena do material para
modelagem realizando seis movimentos na mesma direcdo para evitar a formagao de bolhas
de ar e obter uma superficie semelhante a observada clinicamente. Os adesivos foram agitados
antes da aplicagdo e o solvente foi evaporado usando ar por 5 segundos antes da fotoativagao.
A composicao dos principais materiais segundo informagdes do fabricante estd listada na

Tabela 1.

Figura 4. Resina liquida para modelagem.
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Figura 5. Adesivo convencional de 3 passos: Scotchbond.
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Figura 6. Adesivo do sistema simplificado: Single Bond Universal.

Tabela 1. Composicio dos materiais utilizados no estudo.

Produto

Composicao

Percentual de
carga

(volume/peso)

Marca

Filtek Z350 XT

BisGMA, UDMA, TEGDMA,
BisEMA, PEGDMA, particulas de
silica (20nm), zirconia (4-11nm),
clusters, combinagdo de particulas de
silica com 20nm e zirconia com 4-11,
canforoquinona, fotoiniciadores,

silano.

63,3/ 78,5

3M ESPE, St.
Paul, MN, EUA

Vittra APS

UDMA, TEGDMA, nanoesferas de
vidro 6xido de zirconia (70 a 82% em
peso), Etil 4-dimetilaminobenzo,
fotoiniciador (APS), canforoquinona,

estabilizador e silano (100-200 nm).

52-60/ 72-82

FGM, Joinville,
SC, Brasil
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Ultradent
Composite UDMA, TEGDMA (>10-<25%) ,

Wetting Resin DUDMA (>10-<25%), TMSPM 45%
(<10%), BHT (< 1%).

Products Inc,

Jordania do Sul,

UT, EUA
Adesivo BisGMA (60-70%), HEMA (30—
3M ESPE, St.
Scotchbond 40%), trifenil antimonio (< 0.5%), -
‘ o o Paul, MN, EUA
Multipurpose aminas terciarias, fotoiniciadores.
BisGMA (15-25%), mondmeros acidos
fosfatados (MDP), silano, agua, etanol,
Adesivo Single HEMA, resinas dimetacrilatos, 3M ESPE, St.
Bond Universal | copolimero de metacrilato de acidos Paul, MN, EUA

poliacrilicos e 4cido polialcendico,

iniciadores, carga.

A fotoativagdo foi realizada conforme as recomenda¢des do fabricante, com uma
unidade LED (irradiancia 1.000 mW/cm?; Valo, Ultradent Products Inc, South Jordan, UT,
EUA) (Figura 7) por 20 segundos. Os espécimes foram armazenados em eppendorfs (Figura
8) em agua destilada por 24 horas em uma estufa a 37 °C (Figura 9). Em seguida, os
espécimes foram polidos com uma série de discos de 6xido de aluminio com granulagdo
(média, fina e extrafina) (Sof lex, 3M ESPE, Saint Paul, EUA) (Figura 10) durante 20
segundos por disco. O disco foi substituido a cada cinco espécimes e todo o processo foi
realizado por um Unico operador treinado. Apods cada disco, uma lavagem por 20 segundos foi
realizada com jato de ar e agua e, no final do polimento, os espécimes foram imersos em um
banho ultrassénico (Ultrasonic Cleaner, Pasadena, CA, EUA) por 10 minutos para remover
detritos. Posteriormente, todos os espécimes foram armazenados individualmente em

eppendorfs a seco em estufa a 37 °C.
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Figura 7. Unidade LED.

Figura 8. Eppendorf utilizado para armazenar os espécimes. Figura 9. Estufa.

00

Figura 10. Discos de 6xido de aluminio com granulagdo (média, fina e extrafina) utilizados

no polimento dos espécimes.

23 Microdureza Knoop

Para mensuragdo da microdureza Knoop, foi utilizado microdurémetro (FM-7000,
FUTURE-TECH CORP, Kawasaki, Japao) (Figura 11), e indentador com geometria
piramidal e base quadrangular, obtendo mensuracdo de um losango. O espécime foi
posicionado com a superficie a ser examinada paralela ao plano horizontal da base do
aparelho. As indentagdes de superficie de cada espécime foram realizadas em cinco areas
diferentes, iniciando pelo centro do espécime, com distancia entre elas de 150 pm (Figura 11).
O teste foi realizado com for¢a controlada, aplicando uma carga de 100 gramas (0,98 N) de
for¢ca em um tempo determinado de 15 segundos em cada indentacdo. Para cada espécime, as
médias resultantes de cada indentacdo foram registradas e usadas posteriormente para analise

estatistica.’’
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(A) (B) ©)
Figura 11. A. Microdurémetro, modelo FM-7000, FUTURE-TECH CORP. B. Espécime
inserida no suporte posicionado paralelo a mesa do microdurometro; C. Representacdo das

cinco identagoes.

2.4  Analise da molhabilidade por meio do angulo de contato

Para essa metodologia foram utilizados trés espécimes de cada grupo experimental. Os
espécimes foram limpos em cuba ultrassonica (Ultrasonic Cleaner, Pasadena, CA, EUA) com
agua deionizada durante 10 minutos. Com uma microseringa (Figura 12) adaptada ao
goniometro (Ramé-Hart, Inc. Modelo NRL A-100 pertencente a FEMEC/UFU) (Figura 13),
foi depositado 0,5 pl de dgua destilada, na superficie do espécime formando uma gota séssil
conforme desmonstrado no esquema (Figura 14). Para padronizacdo da distancia, a camera
fotografica (Canon EOS Rebel T61, Sao Paulo, SP, Brasil) foi fixa na mesa a uma distancia de
aproximadamente 30 centimetros do espécime. A captura da imagem foi registrada em até 20
segundos’! de deposi¢do da gota no espécime. Todas as medi¢des foram feitas por um tnico
operador em ambiente fechado e em temperatura ambiente controlada (25 °C) e os calculos
foram feitos a partir dos contornos das gotas com auxilio do software de andlise de imagem

Imagel (Figura 15) (National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA).*
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Figura 12. Microseringa.

Figura 13. Goniometro Ramé-Hart, Inc. Modelo NRL A-100 pertencente 8 FEMEC/UFU.
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Figura 14. Esquema representativo da formacdo do angulo de contato com a superficie da

resina.
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Figura 15. Mensuragao do angulo de contato pelo software Imagel.

2.5  Mensuracio da rugosidade superficial

Foi realizado a andlise da rugosidade superficial por meio de um rugosimetro (Surftest
402, Mitutoyo, Kanagawa, Japao) (Figura 16), utilizando um cut-off de 0,8 mm com
velocidade de 0,25 mm/s.** O parAmetro (Ra) foi obtido através das trés medi¢des em cada

espécime ¢ ao final foi realizada a média aritmética das medicoes.

- .

. I
' e 1]

Figura 16. Surftest 402, Mitutoyo.

2.6  Etapas de preparacio para realizacio da parte labotorial com Streptococcus
mutans

Todas as etapas microbiologicas foram feitas no laboratorio de microbiologia do
instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia (ICBIM/UFU) em
condi¢des assépticas e com uso de capela de fluxo laminar desinfectado com alcool 70%.
Todo o teste tanto para contagem (UFC/mL) quanto para a coloragdo com cristal violeta foi

realizado em triplicata.
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2.6.1 Esterilizacao

Foi realizado a esterilizacdo das placas de poliestireno de 48 pocos (placa para
microculturas) (TPP, Trasadingen, Switzerland) através da exposicdo da superficie superior a
luz ultra-violeta por 30 minutos, e também, dos espécimes, dos meios de cultura e solucdes

por meio da autoclave, a 121 °C com pressao atmosférica, por 15 minutos.

2.6.2 Streptococcus mutans

Para a realizagdo do ensaio, foi utilizado a cepa de Streptococcus mutans (ATCC
25175) (Figura 17), a qual foi inoculada em placas de agar-sangue acrescido de 5% de
sacarose, ¢ posteriormente incubada a 37 °C por 24 horas em uma jarra de anaerobiose

(Figura 18) em condi¢des anaérobicas dentro da estufa bacterioldgica.

Figura 17. Streptococcus mutans. Figura 18. Jarras de anaerobiose.

2.6.3 Imersao em saliva artificial

Primeiramente, foi simulado a influéncia da pelicula adquirida na colonizagdo. Foi
inserido 1 mL de saliva artificial com pH = 7, através de pipeta e ponteiras descartidveis
estéreis, nos pocos de placa de cultura celular de 48 pogos (TPP, Trasadingen, Switzerland).
Os espécimes foram totalmente imersos e permaneceram por 1 hora a 37 °C.>* A solugdo de
saliva artificial foi feita em uma farmacia de manipulagdo (Biopharma, Uberlandia, MQG)
preparada de acordo com a composicdo e concentragdo descrito na Tabela 2. Finalizado 1
hora, os espécimes foram cuidadosamente lavados individualmente uma vez em 1 mL de

PBS.
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Tabela 2. Componentes da saliva artificial utilizada no estudo.

COMPONENTES:

Calcio 0.1169 g de hidroxido de calcio/L de 4gua deionizada

0.9 mM de fésforo e potassio  0.1225 g fosfato de potassio monobdsico/L de agua deionizada

20 mM tampao TRIS 2.4280 g tampao TRIS/L agua deionizada

2.6.4 Formacao do biofilme

Apoés as 24 horas, colonias isoladas foram retiradas da placa de 4gar-sangue para
serem inseridas em um tubo com 40 mL de meio Brain Heart Infusion (BHI) estéril. Esse
meio foi acrescido de 5% de sacarose e resultou em uma suspensao de Streptococcus mutans

ajustada para 10° UFC/mL (Unidades formadoras de colonia/mL) (Figura 19).

(A) (B)

Figura 19. A. Sele¢do da coldnia isolada da placa de 4gar-sangue com alga bacteriologica; B.

Coldnia de Streptococcus mutans sendo inserida com alga bacterioldgica em tubo de meio

BHI estéril.

Com auxilio da densidade padrdo de turbidez de 0,5 da escala de McFarland e do

vortex por 5 minutos a turvagdo foi ajustada (Figura 20).
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Figura 20. Compara¢do do meio BHI caldo com Streptococcus mutans com turbidez de 0,5 da

escala de McFarland.

Em seguida, 1,5 mL de caldo contendo a suspensdo bacteriana foi inserido com
auxilio da pipeta e de ponteira (Figura 21) na placa de 48 pogos, onde os espécimes estavam
previamente com a presenga da pelicula adquirida formada com a saliva artificial. Também
foi adicionado 1,5 mL de caldo BHI puro em 3 pogos para realizar o controle negativo e
garantir que ndo houve contaminacdo, conforme representado na Figura 22. As placas de 48
pocos foram incubadas em condi¢des anaerobicas por 24 horas a 37 °C em estufa para a

formagao e crescimento do biofilme (Figura 23).

Figura 21. Pipeta calibrada para dispensar 1000 pl, em seguida 500 pl e ponteiras

descartaveis esterilizadas.
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Figura 22. Esquema representativo da distribuicdo dos espécimes na placa de 48 pocos com

caldo BHI com Streptococcus mutans € os 3 pogos de controle negativo.

(A)
Figura 23. A. Placa de 48 pogos com caldo bacteridlogico; B. Placa de 48 pogos embalada

com plastico filme pvc e inserida em jarra anaerdbica na estufa por 24 horas.

Apos esse periodo, os espécimes

foram retirados

(B)

com pinca esterilizada

(Golgran Instrumentos Cirurgicos € Odontolégicos, Sdo Caetano do Sul, Brasil) e transferidos

para eppendorfs com 1,5 mL de caldo BHI. Os eppendorfs contendo o meio foram agitados

em um vortex (Vortex Mixer VX 200 — Labnet mod: S0200, Ontario, New York, US) (Figura

24) por 60 segundos e posteriormente agitados em uma cuba ultrassonica por 15 minutos
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(Ultrasonic Cleaner USC-1450?- Indaiatuba, Sao Paulo, Brasil), (Figura 25) para o

desprendimento das células e liberacao das bactérias fracamente aderidas aos espécimes.

(A) (B)

Figura 25. Cuba ultrassonica A. Vista lateral com ultrassom fechado; B. Vista superior do

ultrassom sem a tampa, mostrando o posicionamento vertical dos eppendorfs.

2.7  Adesao bacteriana
O método usado para esta contagem é o processo de dilui¢do seriada 10!, 102, 103, 10°

4 ¢ 107 (Figura 26).
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Figura 26. Esquema representativo do processo da dilui¢do seriada.

Foi realizado em solu¢do com 4,5 mL de salina estéril em tubos de penicilina por
meio da transferéncia de aliquotas de 500 pL da solug¢do de tudo em tubo. Foi finalizado com
um volume de 100 puL. semeado em placas petri contendo BHI agar suplementado com 5% de
sacarose com auxilio de pipeta, ponteiras e algas drigalski (Figura 27) para espalhar. Em
seguida, foram levadas novamente para a estufa a 37 °C por 24 horas. A contabilizagdo das
unidades formadoras de colonias (UFC/mL) foram realizadas de modo manual com auxilio de

lupa (Figura 28).

(A) ©

Figura 27. A. Tubos de penicilina; B. Foram semeados solucao de 100 uL. em placas de petri

com auxilio da pipeta e ponteira; C. Alcas drigalski para espalhar e homogeneizar a aliquota
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responsavel para o crescimento e posteriormente contagem das colonias de Streptococcus

mutans.

(A) (B)
Figura 28. A. Placa de Agar BHI com colénias de Streptococcus mutans;

B. Placa posicionada contra a luz para a contagem manual das colonias bacterianas.

2.8  Anadlise quantitativa com solucio aquosa de cristal violeta

Apos as etapas de preparagdo dos estudos, citados no item 2.6, em que os espécimes
inseridos foram agitados no vortex e no ultrassom, o liquido foi inserido em placas com 48
pocos. Foi depositado BHI caldo puro para realizar o controle negativo em novos pogos, € em

seguida, foram incubados por 24 horas a 37 °C para a formagdo do biofilme bacteriano

(Figura 29).
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Figura 29. Esquema das etapas para analise da solu¢do aquosa de cristal violeta.
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Ap6s esse periodo, foi realizado a inspecdo visual, confirmando o crescimento da cepa
de Streptococcus mutans e a ndo contamina¢do dos controles negativos. Logo apos, foi
removido o sobrenadante dos pogos e lavado cada po¢o com 1 mL de PBS com auxilio da
pipeta e da ponteira para remocdo das células fracamente aderidas e que fosse mantido
somente o biofilme formado, para quantificacio da biomassa do biofilme (Figura 29). Foi
adicionado 1 mL em cada poco de solugao de coloragdo de cristal violeta 0,2% em etanol 2%
por 30 minutos (Figura 30), em temperatura ambiente com o objetivo de corar as células

aderidas.

Figura 30. Cristal Violeta inserido nos pocos, € permanece por 30 minutos.

Apo6s esse periodo, o corante foi aspirado e foram lavados em dgua corrente para
remocdo do corante ndo difundido. Optou-se por aguardar 10 minutos na capela de fluxo

laminar para completa evaporagdo dos vestigios de agua (Figura 31).
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(A) (B)
Figura 31. A. Placa de 48 pogos com o corante removido com agua corrente;

B. Processo de secagem natural dentro da capela de fluxo laminar.

O cristal violeta ligado ao biofilme foi descorado em 1 mL de 4cido acético a 30% por
20 minutos, resultando no sobrenadante (Figura 32). Posteriormente, foi realizado a leitura da
absorbancia, ou seja, a biomassa foi quantificada através do espectrofotometro (GloMax
Multi, Promega, Madison, WI, EUA) (Figura 33) utilizando o comprimento de onda de 600

nm.*

¢

/

Figura 32. Aplicacdo de 4cido acético 30%.
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(A) (B)
Figura 33. (A) Espectrofotometro GloMax Multi, Promega, Madison, WI, EUA; (B) Leitura

quantificada por absorbancia.

2.9  Analise estatistica

Os dados foram inicialmente avaliados quanto a distribuicdo normal (Shapiro-Wilk, p
> 0,05) e igualdade de variancia (teste de Levene). Em seguida, a andlise de variancia fatorial
dois-fatores (Two-way ANOVA) e os testes de comparagdes de Tukey foram utilizados. Os
testes foram utilizados com nivel de significancia oc = 0,05 e a andlise estatistica foi realizada
com utilizacdo do software Sigma Plot (Versao 13.1, Systat Software Inc., San Jose, CA,
USA).

3 RESULTADOS

3.1 Dureza Knoop

Ambos os fatores “tipo de resina” (p = 0,001) e “material para modelagem” (p <
0,001) afetaram a dureza (KHN), e a interacdo entre os fatores também foi significativa (p =
0,005). Os valores de dureza estao apresentados na Tabela 3.

Para o grupos que utilizaram a resina composta Vittra, o grupo controle demonstrou os
maiores valores de dureza Knoop. Quando a mesma resina Vittra foi utilizada, o Wetting
Resin apresentou os menores valores de dureza Knoop. O Scotchbond e Single Bond
Universal apresentaram valores intermedidrios, sendo que este ultimo ndo apresentou
diferenca estatistica quando comparado ao Wetting resin. A resina Z350 XT também

apresentou maior dureza Knoop quando submetida ao grupo controle, quando comparada aos
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demais grupos que também utilizaram esta resina. Ja os grupos que utilizaram a Z-350 XT
com Wetting resin e Single Bond Scotchbond, os valores de dureza Knoop encontrados foram
intermediarios, enquanto que Single Bond Universal apresentou os menores valores.

Nao houve diferenga estatistica entre o tipo de resina, Vittra ou Z-350 XT, quando os
espécimes foram submetidos aos controle ou Single Bond Universal. A resina Z350 XT
apresentou maiores valores de dureza quando comparados a resina Vittra ao serem tratados

com os liquidos para modelagem Wetting resin e Scotchbond.

Tabela 3. Média + desvio padriao da dureza Knoop (KHN) de acordo com tipo de resina e

material para modelagem (n = 10).

Vittra 7350 XT
Controle 73,74 +£ 2,62 Aa 74,55 +£ 2,79 Aa
Wetting resin 49,60 + 3,69 Bc 57,43 +£3,51 Ab
Scotchbond 54,19+ 3,72 Bb 59,10+ 3,75 Ab
Single Bond Universal 52,82 +£3,75 Abc 52,28 £3,33 Ac

* Letras maitsculas distintas na coluna indicam diferenca estatistica entre as resinas

compostas. Letras minusculas nas linhas comparam os liquidos para modelagem (p < 0.05).

3.2 Angulo de contato

Apenas o fator “material para modelagem” (p = 0,003) interferiu nos resultados do
angulo de contato, enquanto “tipo de resina” nao (p = 0,606). A interagdo entre os fatores foi
significativa (p = 0,028). Os resultados de angulo de contato estdo apresentados na Tabela 4.

Os maiores valores de angulo de contato foram encontrados nos grupos Scotchbond e
Single Bond Universal para a resina composta Vittra, enquanto o grupo controle obteve os
menores valores. O Wetting resin apresentou valor intermedidrio de angulo de contato, sem
diferenca estatistica dos demais tratamentos. Nao houve diferenca estatistica entre os liquidos
para modelagem para a resina Z350 XT.

Dentro do grupo controle e do Scotchbond, o tipo de resina ¢ importante, no qual para
0 grupo controle, a resina Z350 XT apresentou maior angulo de contato, e para o grupo
Scotchbond a resina Vittra apresentou maior angulo de contato. Dentro do Single Bond

Universal e Wetting resin, ndo teve diferenca estatistica entre as resinas.
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Tabela 4. Média + desvio padrido do angulo de contato (¢) de acordo com tipo de resina e

material para modelagem (n = 3).

Vittra 7350 XT
Controle 67,64 + 0,66 Bb 77,33 +£1,76 Aa
Wetting resin 76,63 + 3,3 Aab 74,56 + 0,88 Aa
Scotchbond 90 £3,22 Aa 78,73 +£3,12 Ba
Single Bond Universal 84,80 £ 2,54 Aa 79,63 +£ 2,64 Aa

Letras maiusculas distintas na coluna indicam diferenga estatistica entre as resinas

compostas. Letras minusculas nas linhas comparam os liquidos para modelagem (p < 0.05).

3.3 Rugosidade

Apenas o fator “material para modelagem” (p = < 0,001) afetou a rugosidade, que nao
foi modificado pelo “tipo de resina” (p = 0,967). A interacdo entre os fatores avaliados
também nao foi significativa (p = 0,219). Os resultados de rugosidade (Ra) estdo apresentados
na Tabela 5.

Independentemente do tipo de resina, o controle e o Single Bond Universal resultaram
nos menores valores de Ra. O Wetting resin apresentou os maiores valores de Ra. Valores
intermediarios de Ra foram observados para o Scotchbond, sem diferenca dos demais

tratamentos.

Tabela 5. Média + desvio padrao da rugosidade (Ra) de acordo com tipo de resina e material

para modelagem (n = 10).

Vittra 7350 XT
Controle 0,27+0,14 Aa 0,26 + 0,09 Aa
Wetting resin 0,52+ 0,22 Ab 0,44 + 0,09 Ab
Scotchbond 0,38 = 0,30 Aab 0,40 = 0,07 Aab
Single Bond Universal 0,24 £0,27 Aa 0,39 £0,12 Aa

% ., . . . . . r e .
Letras maiusculas distintas na coluna indicam diferenga estatistica entre as resinas

compostas. Letras mintusculas nas linhas comparam os liquidos para modelagem (p < 0.05).

34  Formacio de biofilme
Ambos os fatores “tipo de resina” (p = 0,335) e “material para modelagem” (p =

0,434) nao afetaram a formac¢do de biofilme (UFC/ml) dos espécimes, assim como a interagao
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entre os fatores também ndo foi significante (p = 0,412). Dessa forma, ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos tanto para o uso de liquidos para modelagem quanto para o tipo de
resina.

Um valor de OD600 < 0,1, foi considerado como auséncia de formac¢ao de biofilme,
correspondendo ao controle negativo (sem bactérias) na cdmara de fluxo. Apenas o fator “tipo
de resina” (p = 0,034) afetou a biomassa (polissacarideos e bactérias), que ndo foi modificado
pelo fator “material para modelagem” (p = 0,925), e a interacdo entre os fatores ndo foi
significativa (p = 0,208). Os valores para ambos os métodos estdo representados na Tabela 6.

Independentemente do material para modelagem, os espécimes da resina Vittra
apresentaram menor acimulo de biomassa total por densidade Optica, quando comparados a

resina Z350 XT.

Tabela 6. Média + desvio padrao da formacgdo de biofilme por UFC/ml (log 10) e biomassa
por densidade optica (600nm) de acordo com tipo de resina e material para modelagem (n =
3).

Formacao de biofilme (UFC/ml) Biomassa/Densidade ()ptica

Vittra 7350 XT Vittra 7350 XT
Controle 1,38 £0,31 Aa 1,72+ 0,25 Aa 3,83 +£0,35 Aa 4,34 +£ 0,42 Ba
Wetting resin 1,75+0,23 Aa 1,78+ 0,10 Aa 3,94 +£0,53 Aa 4,36 £0,31 Ba
Scotchbond 1,60 £ 0,54 Aa 1,92 +£0,06 Aa 3,91 £0,37 Aa 4,89 + 0,59 Ba
Single Bond
1,75+ 0,25 Aa 1,60+ 0,07 Aa  4,00+£0,15 Aa 4,61 +0,11 Ba
Universal

* . . . . . ;. .
Letras maitisculas distintas na coluna indicam diferenga estatistica entre as resinas

compostas. Letras minusculas nas linhas comparam os liquidos para modelagem (p < 0.05).
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4 DISCUSSAO

A crescente exigéncia dos pacientes € a busca por um sorriso harmonioso, levaram os
clinicos a alcancarem restauracdes cada vez mais estéticas.”> No intuito de facilitar a
construcdo de restauracdes com resinas compostas, os agentes umectantes podem ser
utilizados tanto na técnica de estratificacdo (adicdo entre as camadas), bem como, para
facilitar a escultura final.!®!° O presente estudo é um dos poucos que buscaram identificar os
efeitos dos materiais para modelagem em diversas propriedades fisicas das resinas, quando
usado na camada superficial. As propriedades das resinas compostas tém sido constantemente
avaliadas a fim de se investigar a longevidade desse material quando exposto a diversas
simulacdes de condi¢des bucais.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, os valores de dureza foram distintos
entre os diferentes tipos de liquidos para modelagem, os quais foram significativamente
inferiores quando comparados a resina com auséncia de material para modelagem. O grau de
reducdo variou entre os materiais, portanto, a primeira hipdtese nula foi rejeitada. Esse achado
estd de acordo com outros estudos.?®*® Embora as alteragdes na estrutura e propriedades das
resinas compostas estejam mais relacionadas aos componentes da matriz polimérica, o
tamanho e o tipo de particula de carga também podem influenciar na resisténcia a degradagao
deste material, principalmente na dureza.®>” Isso justifica os maiores valores de dureza Knoop
encontrados para os grupos controles independente das resinas testadas, uma vez que
apresentam maior contetido de carga inorginica ao comparar com 0s outros grupos.

Embora se espera que a camada superficial finalizada com os materiais para
modelagem possa ser removida pelo procedimento de acabamento e polimento, pode ser que
os mesmos sejam difundidos para camadas mais profundas da resina. Portanto, sugere-se que
houve um aumento do contetido orgénico total, ao incorporar os liquido para modelagem
sobre a resina, justificando os menores valores para dureza na presenga dos modeladores.
Assim, ao ser avaliada, a superficie pode ndo ser composta somente pelo material para
modelagem, mas também ter influéncia da resina utilizada. Ao se comparar os valores de
dureza quando a resina foi tratada com Wetting resin e Scotchbond foram encontrados
maiores valores para a Z350 XT comparados com a Vittra (~72% de peso de carga), uma vez
que a Z350 XT (~78% de peso de carga) apresenta maior conteudo de particulas de carga, no
que se refere a peso, segundo as informacdes contidas nos catdlogos dos fabricantes.’® Vale
lembrar que o Wetting resin apresenta 45% de carga, e por isso maior viscosidade comparado

aos adesivos, o que confere uma superficie irregular, € que pode influenciar na indentacao
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durante o teste de dureza Knoop. Ja o Single Bond Universal apesar de possuir carga, nao ¢
informado qual tipo e quantidade de particula e o Scotchbond ndo apresenta contetido
inorganico, o que nos leva a acreditar que isso pode refletir nos menores valores de dureza
quanto utilizados como material para modelagem em ambas as resinas. Além disso, os
adesivos possuem em sua composi¢ao, 0o HEMA, monoémero hidrofilico que causa a absor¢ao
de 4gua® e poderia ocasionar menores valores de dureza.

Em termos de resistir as for¢cas mastigatorias, a microdureza ¢ uma das propriedades
mecanicas in vitro mais importante das resinas compostas. Apesar dos baixos valores de
dureza atribuidos aos grupos que utilizaram os materiais para modelagem, héd relatos na
literatura que encontraram efeito benéfico do conjunto resina modelada ao utilizar os mesmos
adesivos utilizados no presente estudo. Além disso, sugeriram melhora na coesdo e
estabilidade do material, evitando a hidrélise rapida e reducdo na ocorréncia e propagacao de
fissuras sob diferentes condi¢des de carregamento mecanico e comportamento de fratura.!#-
42 Mais estudos sdo necessarios, principalmente sob condi¢des in situ e in vivo para detectar
essa controvérsia.

Os maiores valores de angulo de contato encontrados foram quando utilizou a resina
composta Vittra com os respectivos liquidos para modelagem, adesivo Scotchbond (90 +
3,22) e Single Bond Universal (84,80 + 2,54). Dessa forma, a segunda hipotese nula foi
rejeitada. Esses valores sugerem um ambiente mais hidrofébico, ou seja, com menor afinidade
pela dgua. O Scotchbond obteve um maior angulo de contato comparado ao Single Bond
Universal, um fator relevante, pois ambos possuem o mondmero BisGMA, que ¢ um
composto de grupamento hidrofébico!® (Tabela 1). No entanto, a porcentagem desse
mondmero € consideravelmente maior para o Scotchbond Multipurpose (60 — 70%),
justificando a menor molhabilidade desse compdsito, que atuou como uma barreira protetora.
Outra plausivel explicagdo é que esses adesivos nio possuem o diluente TEGDMA!, que ¢é
um mondmero hidrofilico (contem éteres hidrofilicos), e leva a sorcdo de agua pelo
polimero.** Entretanto, esse mondmero acrescido na composi¢io da resina composta
apresenta uma fungdo significativa, visto que aumenta a polimerizagdio e diminui a
viscosidade da resina para facilitar o manuseio e escultura.'*

Seguindo este mesmo raciocinio, espera-se que a presenca do mondmero BisGMA
hidrofobico justifique o maior angulo de contato para o grupo controle da resina Filtek em
comparagio a Vittra'®. Isso porque a resina Vittra nio possui BisGMA nem BisEMA em sua
composi¢do, e sim mondmeros metacrilicos como UDMA e TEGDMA.!'* Esses mondmeros

possuem na estrutura molecular grupamentos carboxilicos e hidroxilas que sdo mais
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propensos a hidrolise*’, aumentando sua molhabilidade. Além disso, a presenga do iniciador
APS (Advanced Polymerization System) pode indicar uma natureza complexa e influenciar na
quimica do material, embora seja um componente confidencial da empresa. Os demais grupos
que utilizaram a resina Vittra apresentaram maiores angulos de contato, justamente pela
caracteristica dos materiais para modelagem utilizados na superficie. Esperava-se que os
mesmos grupos de materiais para modelagem apresentassem o mesmo comportamento para a
resina Z350 XT. Porém, algum tipo de reagdo quimica ou interacdo com a resina pode ter
acontecido para que obtivesse menores valores de angulo de contato comparados a Vittra.

A camada final da restauracdo tem um efeito determinante sobre a estética,
estabilidade de cor e rugosidade superficial da resina composta.** Restauracdo bem polida e
lisa reduz o acimulo de placa e, consequentemente, diminuem o risco de carie secundaria e

25 Qs achados deste trabalho mostraram diferengas na rugosidade superficial

manchamento.
entre os liquidos para modelagem, o que leva a terceira hipdtese nula ser rejeitada. O grupo
controle e Single Bond Universal apresentaram os menores valores de Ra, enquanto o Wetting
resin apresentou os maiores, decorrente da maior viscosidade do material. Diferentemente, os
adesivos sa0 menos Viscosos € consequentemente resultaram em menores valores de
rugosidade.’> No entanto, em relagio ao tipo de resina composta nio houve diferenca
estatistica, justificado pela maior quantidade de pequenas particulas de carga para ambas.
Particulas de carga menores conferem boas propriedades mecanicas e fisicas para as resinas
compostas, como exemplo menor rugosidade superficial.?®**¢ A resina 7350 XT ¢
nanoparticulada com particulas a partir de uma mistura de silica com tamanho de 20 nm e
zirconia com tamanho de 4-11 nm e a Vittra ¢ nanohibrida com cargas de silicato de zirconia,
com particulas de 100-200 nm. Todas as informacdes foram consideradas conforme o
fabricante (Tabela 1).

A quantidade de adesdo de S. mutans ndo se diferiu entre os diferentes tipos de
liquidos para modelagem. Portanto, a quarta hipdtese nula foi aceita para a metodologia de
UFC/ml. Existem muitos estudos in vitro e in vivo que demonstram a influéncia das

2325 agsim

caracteristicas da superficie como a rugosidade superficial, na adesdo bacteriana,

como outros sugerem auséncia desse efeito.’® Porém, neste estudo, ndo teve diferenca

estatistica entre os materiais para modelagem e os tipos de resina na adesdo bacteriana por

UFC/ml. A presenga da pelicula adquirida decorrente da saliva artificial pode ter mascarado
. . . 47

as diferencas entre as superficies respectivas dos grupos testados.”” Da mesma forma, as

caracteristicas morfologicas, como tamanho da particula de carga, forma e distribuicdo da

composi¢do da matriz inorganica para ambas as resinas podem ter influenciado neste
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resultado, levando em consideracdao que todos os grupos passaram pelo mesmo procedimento
de polimento.?°

Por outro lado, apesar do tipo de resina nao ter apresentado diferencas entre si na
rugosidade superficial e formacdo de biofilme na UFC/ml de S. mutans, a Z350 XT
apresentou maior acumulo de biomassa total. Esse resultado sugere ter influéncia da presenca
do monomero BisGMA, que ¢ liberado no ambiente oral frente a alguns fatores como a
polimerizacdo, hidrolise e degradacdo mecanica.*® Apesar de reduzir o crescimento e a
viabilidade de S. mutans,?® curiosamente, o nimero de células mortas no biofilme aumentou
significativamente na presenca de BisGMA. Isso pode ser explicado pela capacidade que este
mondémero tem de diminuir a resisténcia ao estresse acido e por consequéncia aumentar o
acimulo de polissacarideo intracelular e o transporte de aglicar em S. mutans no meio
contendo sacarose. Assim, neste estudo a composicao dos materiais pareceu exercer maior
influéncia na superficie do que a rugosidade. A andlise por coloragdo com cristal violeta
também inclui a matriz extracelular de polissacarideos (que protege ¢ envolve as colonias
bacterianas), ou seja, identifica uma medida das bactérias vivas, mortas e fragmentadas.*” Em
contrapartida, a andlise por UFC quantifica somente o nimero de bactérias vidveis, com
capacidade de multiplicagdo e com metabolismo ativo.*%!

Considerando os resultados do presente estudo, quanto ao angulo de contato,
rugosidade superficial e adesdo bacteriana, os adesivos podem ser utilizados como agentes
umectantes para facilitar a constru¢do das restauracdes sem prejudicar essas propriedades
fisicas das resinas compostas. Apresentam ainda como vantagem a facilidade no uso e a
disponibilidade para os clinicos em seus consultorios odontologicos. Quanto a resina
composta, sdo necessarios mais estudos que avaliem outros tipos para detectar se a
composicao dos mondmeros realmente € o fator mais influente. No presente estudo in vitro foi
avaliado de forma pioneira o angulo de contato e adesdo bacteriana desses materiais para
modelagem, contribuindo para o avango dos estudos nessa area. Portanto, mais estudos devem
ser realizados para avaliar o efeito de diferentes liquidos para modelagem, e poder assim
estimar outros parametros fisicos e quimicos, tais como a quantidade de liquido ideal,
oscilacdo de ph presente na cavidade oral, dentre outros. Além dessas possibilidades, estudos
com uma variedade de espécies de bactérias, principalmente sob condigdes in situ e in vivo,
uma vez que neste estudo foi utilizado somente uma cepa de bactéria para adesdo e formagao

de biomassa bacteriana, ndo simulando de forma adequada a microbiota bucal.
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5 CONCLUSAO

Apesar das limitagdes desse estudo in vitro, € possivel concluir que:

l. O uso dos adesivos Scotchbond e Universal aumentou o angulo de contato das resinas
compostas ¢ manteve a rugosidade superficial e adesdo bacteriana de S. mutans.

2. 7350 XT apresentou maiores valores de dureza e maior acimulo de biomassa total.
Vittra e Z350 XT tiveram comportamentos similares para angulo de contato, rugosidade e
adesdo bacteriana por UFC/ml.

3. Dessa forma, os adesivos podem ser utilizados como agentes umectantes para facilitar
a construcao das restauragdes em resinas compostas sem prejudicar as propriedades fisicas de
angulo de contato, rugosidade e formagado de biofilme das resinas compostas, com excecao da

dureza.
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