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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades fisico-quimicas e antibacteriana
da incorporacédo de quitosana com triclosan e da incorporagao de quitosana pura em
flocos em uma resina adesiva experimental. Uma resina adesiva experimental foi
formulada proporcionando 66,66% de Bis-GMA e 33,33% de HEMA. Foram
adicionados 1% de Canforoquinona e 1% de EDAB, em mol, em todos os grupos. A
formulacdo de quitosana com triclosan foi realizada na propor¢cdo 1:1 em peso,
utilizando acetona como solvente. Para a confec¢éao dos grupos foram adicionados a
resina adesiva 2% ou 5%, em peso, de quitosana com triclosan (2%QT e 5%QT);
2% ou 5%, em peso, de quitosana em po (2%Q e 5%Q), e confeccionado um grupo
controle para cada ensaio somente com a matriz polimérica. As particulas foram
caracterizadas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia
Ramam. Os materiais experimentais foram avaliados quanto ao Grau de Converséo
(GC) por espectroscopia Ramam, a Radiopacidade, ao Amolecimento em Solvente
(AS), a Resisténcia de Unido a Microtracdo imediata e longitudinal e a Atividade
Antibacteriana contra Streptococcos mutans. Os dados foram analisados por
ANOVA de uma via e Tukey, quando necessario, com nivel de significancia de 5%.
A andlise por MEV indicou um aglomerado homogéneo do triclosan sobre as
particulas de quitosana. Os espectros obtidos por Espectroscopia Ramam
apresentaram bandas de espalhamento referente a quitosana e triclosan conforme o
esperado e relatado na literatura e ndo indicaram ligacao entre as duas substancias.
Os valores de GC variaram de 84,12% a 86,61%, sem diferenca estatistica
significativa (p=0,458); os valores de Radiopacidade variaram de 21,7 a 27,9 pixels,
sem diferenca estatistica significativa (p=0,861). Quanto ao AS, 2%Q e 5%Q
apresentaram diferenca estatistica de 0%, 2%QT e 5%QT, sendo que o0 grupo 2%Q
apresentou o maior percentual de reducdo da dureza apés duas horas de imerséo
em etanol. Os grupos 2%QT e 5%QT nao apresentaram diferenca estatistica
significativa quando comparados a 0% (p <0.05). No ensaio de Resisténcia de Unido
a Microtracao, 0% e 2%Q apresentaram reducao significativa da propriedade através
do tempo (p <0.05). As resinas adesivas experimentais apresentaram atividade
antibacteriana contra Streptococcos Mutans somente quando associacdo de
quitosana com triclosan (p <0.05). A adicdo de 2% e 5% de quitosana com triclosan
em uma resina adesiva experimental ndo alterou as propriedades fisico-quimicas
avaliadas e conferiu atividade antibacteriana contra Strepcoccos mutans.

Palavras-chave: Adesivos dentinarios. Antibacteriano. Quitosana. Triclosan.



ABSTRACT

The purpouse of this study was to evaluate the physicochemical and antibacterial
properties of chitosan with triclosan incorporation and chitosan powder pure
incorporation in an experimental adhesive resin. An experimental adhesive resin was
formulated with 66.66% Bis-GMA and 33.33% HEMA. 1% Canphorquinone and 1%
EDAB were added, in mol, in all groups as photoinitiaton system. The chitosan with
triclosan formulation was made in the ratio 1:1 by weight, using acetone as the
solvent. Study groups were formulated by adding to the adhesive resin 2%wt or
5%wt by of chitosan with triclosan (2% QT and 5% QT); 2%wt or 5%wt of chitosan
powder (2% Q and 5% Q), and a control group without chitosan or triclosan addition.
The particles were characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM) and
Ramam Spectroscopy. Experimental materials were evaluated by Degree of
Conversion (DC) with Raman spectroscopy, Radiopacity, Softening in Solvent (SS),
Microtensile Bond Strenght (immediate and longitudinal analyses) and and
Antibacterial activity against Streptococcus mutans. Data were analyzed by one-way
ANOVA and Tukey, when necessary, with a significance level of 5%. SEM analysis
indicated a homogeneous clustering of triclosan on chitosan particles. The spectra
obtained by Ramam Spectroscopy showed scattered bands related to chitosan and
triclosan as expected and reported in the literature and did not indicate link between
the two substances. DC values ranged from 84.12% to 86.61%, with no statistically
significant difference (p = 0.458); the values of Radiopacity ranged from 21.7 to 27.9
pixels, with no significant statistical difference (p = 0.861). As for SS, 2% Q and 5% Q
presented a statistical difference of 0%, 2% QT and 5% QT, and the 2% Q group had
the highest percentage of hardness reduction after two hours immersion in ethanol.
The 2% QT and 5% QT groups did not present a significant statistical difference
when compared to 0% (p <0.05). In the Microtensile Bond strength test, 0% and 2%
Q showed a significant reduction of property over time (p <0.05). The experimental
adhesive resins showed antibacterial activity against Streptococcus mutans only
when association of chitosan with triclosan (p <0.05). The addition of 2% and 5%
chitosan with triclosan in an experimental adhesive resin did not alter the
physicochemical properties evaluated and conferred antibacterial activity against
Strepcoccos mutans.

Keywords: Dental Adhesive. Antibacterial. Chitosan. Triclosan.
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1 INTRODUCAO

Diversos fatores contribuem para longevidade de restauracfes; esses
abrangem questdes fisicas e quimicas relacionadas ao material utilizado, as
condicdes clinicas e técnica do procedimento e ao operador - influenciando na
adaptacdo marginal da restauracao - e a higienizagdo do paciente (OGLIARI, 2015).
Uma falha existente na interface dente restauracdo muitas vezes resulta na
penetracdo bacteriana ou infiltracdo de componentes de saliva, causando caries
adjacentes (SADEK et al., 2003). O desenvolvimento de lesGes de carie adjacente
proximas as margens das restauracdes é uma das causas mais significativas para a
substituicdo de restauracdes (TYAS et al., 2000; OPDAM et al., 2014; SCHIMIDT;
IWASAKY, 2014; OGLIARI, 2015). Na tentativa de minimizar tais problemas, ha um
esfor¢o continuo para desenvolver propriedades antibiofiime de materiais dentarios
(MENEZES et al., 2012).

Biofilmes orais formam-se ndo sé no tecido duro dental, mas também sobre
materiais dentarios. A incorporacdo de uma quantidade adequada de agente
antibacteriano poderia fornecer aos materiais dentarios uma melhoria na atividade
antibiofilme, inibindo a aderéncia de bactérias, ou eliminando microrganismos nos
biofilmes formados in vitro, sem influenciar significativamente as suas propriedades
mecanicas (WANG; SHEN; SAAPASALO, 2014).

J& existem materiais restauradores com caracteristicas antimicrobianas que
poderiam reduzir a formacao de biofilme na interface das restauragbes. Thome et
al. (2009) desenvolveu e avaliou uma resina composta antibacteriana pela
incorporacdo de mondmero MDPB; Chai et al. (2011) avaliou a incorporacdo de
mondmero antibacteriano DMAE-CB a um adesivo dental experimental; Rolland et
al. (2011) comparou a atividade antibacteriana dos adesivos comerciais Clearfil SE
Bond (SE; Kuraray Medical, Japan) e Clearfil Protect Bond (PB; Kuraray Medical)
gue contém mondmero MDPB; Zhand et al. (2013) desenvolveu e avaliou uma
resina adesiva com a incorporacao de dois agentes antibacterianos combinados -
mondmero MDPB e nanoparticulas de prata; Stanislawczuk et al. (2013) avaliou a
incorporacao de clorexidina a uma resina adesiva experimental..

A literatura também relata a eficdcia antimicrobiana na incorporacdo de
triclosan a adesivos dentais (MELINTE et al., 2013; DEGRAZIA et al.,, 2017, no
prelo; GENARI et al., 2017). O triclosan - 5-Chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy)phenol - €



uma substancia amplamente utilizada em produtos de cuidado pessoal (CHENG,;
WANG; DING, 2011); é um agente antibacteriano de amplo espectro de acéo
(JONES; JAMPANI; LEE, 2000) eficaz em relacdo a diversas bactérias presentes na
cavidade oral e no biofilme, constatada, por experimentos in vitro (PINTO;
GONGALVES, 2013), incluindo Streptococcos Mutans (MOREIRA et al., 2009;
AQUINO et al.,, 2009); bactérias gram positivas e gram negativas; e bactérias
anaerobias (MOREIRA et al.,, 2009), devido a sua atuacdo, bloqueando a
biossintese bacteriana de &acidos graxos (NUDERA et al.,, 2007). Moreira et al.
(2009) confirma a eficacia terapéutica de triclosan como agente antimicrobiano; o
estudo de Rathke et al. (2010) relata que uma pequena quantidade de triclosan é
suficiente para produzir efeitos antibacterianos — a adicdo de 0,3% em peso de
triclosan a uma resina composta mostrou efeito contra Strepcotoccos mutans.

O triclosan apresenta baixa toxicidade e n&o provoca desequilibrio na
cavidade bucal (SABA-CHUJFI et al., 1998; GEBRAN; GEBERT, 2002) sendo,
dessa forma, promissor para 0os mais diversos usos em odontologia. Entretanto,
devido a sua rapida liberagcdo, sua substantividade é considerada baixa, devendo,
portanto, ser associado a produtos que aumentem sua adsor¢cdo nos sitios bucais
(AQUINO et al., 2004). O estudo de Detomini e Girotto (2009) avaliou a liberacéo de
triclosan em uma resina polimérica durante 14 dias, indicando uma liberacdo mais
acentuada até 2,5 horas, atribuida a lixiviacdo mais rapida na superficie da amostra,

tornando-se gradativamente constante no restante do ensaio.

Figura 1 - Estrutura quimica do Triclosan.

Fonte: DEGRAZIA, 2016b, p. 1135.

Recentemente, uma substancia chamada quitosana vem sendo muito
utilizada na area biomédica e em engenharia de tecidos (PENG et al., 2016). A
quitosana - poly (b-(1-4)-N-acetyl-D-glucosamine) - € um polissacarideo derivado do

processo de desacetilacdo da quitina — poly (b-(1-4)-N-acetyl-glicosamine) -



abundantemente encontrado na natureza como arcabouco esquelético de
crustdceos e insetos. Por ser um material de baixa citotoxicidade e
imunogeneticidade, biocompativel, biodegradavel (OUERGHEMMI et al., 2016) e
renovavel, a quitosana é atraente para diversos usos, e sua aplicacdo na
Odontologia € particularmente interessante pelas suas propriedades antimicrobianas
bacteriostatica (VIRGA et al., 2002) e bactericida (BUSSCHER et al., 2008; COSTA
et al., 2013), apresentando-se como um agente eficaz contra bactérias da cavidade
oral, incluindo Streptococcos mutans (COSTA, 2015; TAVARIA et al.,, 2013;
OLIVEIRA, 2004). O espectro de acao da quitosana abrange fungos filamentosos,
leveduras e bactérias, sendo, no entanto, mais eficaz contra bactérias gram-
positivas (TAVARIA et al., 2013).

Além das excelentes propriedades anteriores, a quitosana ainda apresenta
propriedades mucoadesivas (DEBNATH et al., 2017; GIUNDECHI et al., 2002),
devido as suas cargas positivas, que permitem uma interacdo ibnica com as cargas
negativas de residuos de &cido sidlico do muco (GIUNDECHI et al., 2002) e
caracteristicas antiaderentes. Tarsi et al. (1997) demonstrou que a quitosana
consegue influenciar a adesao de S. mutans. Neste estudo foi testada a capacidade
de uma quitosana de baixo peso molecular em prevenir a adesao de Streptococcos
mutans a hidroxiapatita (HA). Os resultados mostraram que a presenca de quitosana
pdde prevenir a ligacdo do Streptococcos mutans a HA, confirmando assim a
possibilidade de utilizagcdo da quitosana como agente preventivo da formacdo de
biofilmes.

Em Odontologia, a quitosana foi aplicada como solucao irrigadora de canais
radiculares apresentando eficacia contra E. Faecalis (ELSAKA; ELNAGHY, 2012) e
em primers autocondicionantes para cimentacdo de pinos radiculares (ELSAKA;
ELNAGHY, 2012). Entretanto, ainda nao foi avaliada a sua incorporacéo em resinas
adesivas para sistemas adesivos dentinarios. A associacdo das substancias
triclosan e quitosana, poderia fornecer a um material dentario um largo espectro
antibacteriano, eliminando microrganismos cariogénicos, além de uma melhoria na
atividade antibiofilme, devido a propriedade antiaderente da quitosana. Ainda, a
baixa substantividade do triclosan pode ser compensada pela propriedade de
mucoaderéncia da quitosana. Portanto, a formulacdo de sistemas adesivos com a
incorporacdo das duas substancias torna-se necessaria para a obtencdo de um

material que alie sinergicamente as propriedades da quitosana e triclosan.



Figura 2 — Estrutura quimica da quitosana.
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Fonte: LARANJEIRA; FAVERE, 2009, p. 672.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Formular e avaliar uma resina adesiva com a incorporacao de quitosana com

triclosan e com a incorporacao de quitosana em flocos.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) caracterizar particulas de um composto de quitosana com triclosan;
particulas de quitosana e particulas de triclosan;

b) avaliar as propriedades fisico-quimicas da incorporacdo de quitosana
com triclosan e de quitosana em flocos em uma resina adesiva
experimental;

C) avaliar a atividade antibacteriana da incorporacdo de quitosana com
triclosan e de quitosana em flocos em uma resina adesiva

experimental.
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3 MATERIAIS E METODOS
O presente estudo tem carater experimental, in vitro e controlado. O
delineamento do estudo esta especificado no fluxograma abaixo:

Figura 3 - Fluxograma - Delineamento do estudo.
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Fonte: da autora, 2018.

Este estudo foi realizado no Laboratorio de Materiais Dentarios (LAMAD) da
Faculdade de Odontologia da UFRGS; Laboratorio de Bioquimica e Microbiologia
(LABIM) da Faculdade de Odontologia da UFRGS; Laboratério de Microbiologia da
UFRGS e no Centro de Microscopia e Microanalise da UFRGS. O numero amostral
de cada ensaio foi estabelecido de acordo com outros estudos realizados pelo grupo
de pesquisa, levando em um nivel de significancia de 5% e um poder de estudo de
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80% (COLLARES et al., 2013a; COLLARES et al., 2013b; LEITUNE et al., 2013a;
LEITUNE et al.,, 2013b; LEITUNE et al.,, 2013c; PORTELLA et al., 2014).

3.1 REAGENTES

Bisfenol A Glicerolato Dimetacrilato (Bis-GMA), Metacrilato de 2-hidroxietila
(HEMA), Canforoquinona (CQ) e 4-dimetilaminobenzoato de etil (EDAB) foram
adquiridos de Aldrich Chemical Co (Milwaukee, EUA). Para realizar a fotoativacao do
mondmero foi utilizada uma unidade de luz LED (Radii Cal, SDI, Australia) e o valor
da irradiacdo da luz foi aferido através de um radidmetro digital (Ophir Optronics,
Danvers, MA, EUA).

3.2 FORMULACOES

Uma resina adesiva experimental contendo 66,66% de Bis-GMA e 33,33%
de HEMA, em peso, foi formulada. Foram adicionados 1% de Canforoquinona e 1%
de EDAB, em mol, como sistema fotoiniciador. Entédo, foi preparada uma mistura de
quitosana de baixo peso molecular (75-85% desacetilada) (Sigma Aldrich), em
flocos, com triclosan puro (Sigma Aldrich) na propor¢cdo de 1:1 em peso e etanol
absoluto e, apGs evaporacédo total do solvente, foram confeccionados os grupos de
estudo. Para a confeccdo dos grupos do estudo foram adicionados a resina
experimental: 2% e 5% em peso, de quitosana com triclosan; 2% e 5% em peso de
quitosana de baixo peso molecular em flocos e foi confeccionado um grupo controle
para cada ensaio apenas com a matriz polimérica. A composi¢cdo e a nomenclatura

dos grupos obtidos estdo especificadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicéo e nomenclatura dos grupos de estudo

Composicao Nome do Grupo
1% Quitosana: 1% Triclosan 2%QT
2,5% Quitosana: 2,5% Triclosan | 5%QT
2% de Quitosana 2%0Q
5% de Quitosana 5%Q

Somente matriz polimérica 0% (controle)
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Todos materiais foram pesados em balanca de alta precisdo (AUW220D;
Shimadzu, Quioto, Japéo).

3.3 CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS

Foi realizada caracterizacdo das particulas de quitosana e triclosan em po,
particulas de quitosana de baixo peso molecular em flocos e particulas de triclosan

puro.
3.3.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O ensaio de MEV foi realizado no Centro de Microscopia e Microanélise da
UFRGS (ANEXO A). As caracteristicas morfolégicas das particulas foram avaliadas
por microscopia eletronica de varredura (MEV) (EVO MAL10, Zeiss, Oberkochaen,
Germany) com voltagem de 10 kV. As amostras foram fixadas em um porta-
amostras com uma fita de carbono condutora e revestidas por uma fina camada de

ouro.
3.3.2 Espectroscopia Raman

As particulas foram analisados por Espectroscopia microRaman usando o
equipamento Senterra (Bruker OptikGmbH, Ettlingen, Baden-Wirttemberg,
Alemanha) realizando 10 coadicfes por 5 s de irradiacdo, usando um laser de diodo
de 100 mW, com um comprimento de onda de 785 nm e tamanho de abertura de 25
x 1000 ym. As amostras em p6 foram dispensadas em uma matriz com 1mm de
espessura sobre uma placa de vidro e os espectros foram obtidos com uma
resolucdo espectral de ~ 3,5 cm-1 a 413 a 1775 cm-1 de alcance. A aquisicdo dos
dados e tratamento dos espectros foram desenvolvidos através do pacote

computacional OPUS 6.5, préprio do equipamento.

34 AVALIAQAO DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS ADESIVOS
3.4.1 Grau de Conversao

Os espécimes de cada grupo (n = 3), foram analisados por Espectroscopia
microRaman usando o equipamento Senterra (Bruker OptikGmbH, Ettlingen, Baden-

Wirttemberg, Alemanha) realizando 5 coadi¢cdes por 3s de irradiacdo, usando um
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laser de diodo de 100 mW, com um comprimento de onda de 785 nm e tamanho de
abertura de 25 x 1000 ym. Os espectros foram obtidos com uma resolugéo espectral
de ~3,5cm-1a413 a 1775 cm-1 de alcance.

Os espectros foram coletados no adesivo em trés pontos individuais e a
porcentagem de ligagbes duplas carbono-carbono nao reagidas (%C=C) foi
determinada através do quociente das intensidades de absorbancias entre as
ligacbes duplas de carbono alifaticas (pico em 1640cm™) e o padrdo interno, antes e
apos a fotoativacdo das amostras. A absorbancia do estiramento simétrico da
ligacdo dupla aromatica entre carbonos (pico em 1610 cm™) foi usada como padrédo
interno. O grau de conversao (GC) foi determinado por meio da subtracédo da %C=C,

de 100%. Para a obtencao do grau de conversao foi utilizada a equacao 1..

Equacéo 1

ABSORBANCIA (1640cm) / ABSORBANCIA (1610 ¢cm!) POLIMERO
GC=1- X 100

ABSORBANCIA (1640cm™) / ABSORBANCIA (1610 cm') MONOMERO

A aquisicdo dos dados e tratamento dos espectros foram desenvolvidos

através do pacote computacional OPUS 6.5, proprio do equipamento.

3.4.2 Radiopacidade

O ensaio de radiopacidade foi realizado no Laboratério de Bioquimica e
Microbiologia da Faculdade de Odontologia da UFRGS (ANEXO B). Para avaliar a
radiopacidade dos adesivos formulados foram confeccionados corpos de prova (n=5)
com 6+0,1mm de didmetro e 1,0+0,01mm de espessura, com auxilio de uma matriz
de polivinilsiloxano (ADSIL, VIGODENT; Rio de Janeiro, Brasil). Foram obtidas
imagens radiograficas em um sistema digital, usando um tempo de exposi¢cdo de
0,4s e uma distancia focal de 40cm. A fonte de raios X utilizada sera operada a 70kV
e 8mA. Foram realizadas cinco radiografias, alocando aleatoriamente um corpo de
prova de cada grupo junto a uma escala de aluminio em cada placa de fosforo. As
imagens foram salvas em formato tiff e a densidade de pixels de cada corpo de
prova e de cada degrau da escala de aluminio foram aferidas em software
especifico, avaliando-se uma éarea padronizada no centro de cada espécime. As

médias dos niveis de cinza de cada grupo foram comparadas entre si e com 0s
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niveis de cinza equivalentes na escala de aluminio para obtencdo dos valores da

radiopacidade.
3.4.3 Amolecimento em solvente

Para avaliacdo do amolecimento em solvente do adesivo, cinco amostras por
grupo (n=5), foram confeccionadas com auxilio de uma matriz de polivinilsiloxano
(ADSIL, VIGODENT; Rio de Janeiro, Brasil) com 6+0,1mm de diametro e
1,0+£0,01mm de espessura. Os corpos de prova foram fotoativados por 30 segundos
em cada lado com LED (Radii; SDI, Bayswater, Australia) e foram embutidos em
resina acrilica e polidos em politriz elétrica rotativa com sistema de polimento
multiplo usando lixas de carbeto de silicio com granulacdo 600, 1200 e 2000,
seguidas de disco de feltro com pasta de 6xido de aluminio. Os corpos de prova
foram armazenados por 24 horas e entdo a microdureza Knoop inicial foi obtida
através de um microdurdmetro digital (HMV-2, Shimadzu, Kyoto, Jap&o) com uma
carga de 10g por 10s. Cinco edentacdes foram realizadas na superficie de cada
corpo de prova e a dureza foi dada pela média das mensuracfes, de acordo com a

equacgao 2.
Equacéo 2

KHN= [ (14228 ¢) / (d2) ] (2),

em que: 14228 é o valor de uma constante, ¢ é a carga aplicada em gramas e d é a
maior diagonal deixada pela penetracdo em micrometros. O valor médio das
endentacdes de cada amostra foi o valor da dureza Knoop inicial (KHN1).

Entéo, os corpos de prova foram armazenados em etanol (96%) durante duas
horas para avaliagdo da dureza Knoop final (KHN2). A diferengca entre KHN1 e
KHN2, em porcentagem, foi calculada para obter o resultado final do amolecimento

em solvente.

3.4.4 Resisténcia de unido a microtracao

Para a andlise de Resisténcia de Unido a Microtragdo imediata e longitudinal
foram utilizados 120 incisivos bovinos extraidos (n=12), limpos e armazenados em
agua destilada a 4°C, em analise imediata (7 dias) e longitudinal (6 meses). Esses

dentes foram obtidos através de doacdo de mandibulas por um frigorifico (ANEXO
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C). A superficie dentinaria foi exposta em recortador de gesso e a smear layer foi
formada pelo polimento da dentina com lixas de carbeto de silicio com granulagéo
600, durante 1 min. Essa superficie foi condicionada com acido fosforico, 37%, por
15 s, lavada por 10 s e seca com papel absorvente. Um primer comercial (3M ESPE
Adper Scotchbond 3008) foi aplicado ativamente por 20 segundos com o0 uso de
micro aplicadores e apés foi realizada a evaporacdo dos solventes com jato de ar
por 10s. Os adesivos formulados foram aplicados separadamente com auxilio de
outro micro aplicador e fotopolimerizados por 20s com um equipamento de LED
(Radii; SDI, Bayswater, Australia) com irradiacdo de 1200 mW/cm? Uma
restauracdo com resina comercial (Z350 XT, 3M ESPE, St. Paul, EUA) foi construida
em dois incrementos, de aproximadamente 2 mm, em cada superficie dentinaria e
fotoativada por 20 s por incremento, totalizando 40 s).

As amostras foram cortadas perpendicularmente a interface adesiva, com o
auxilio de um disco em cortadeira de precisdo (ISOMETTMLowSpeedSaw,
Buehler®, Lake Bluff, EUA), com irrigacdo constante de agua destilada,
produzindo palitos com area de interface adesiva de aproximadamente 0,7 mm? . Os
palitos foram armazenados em &agua destilada, a 37°C, por 24 h e 0s ensaios de
resisténcia de unido a microtracdo foram realizados apos sete dias (imediato) e ap6s
seis meses (longitudinal) de armazenamento. Esses palitos foram fixados em um
dispositivo préprio para ensaios de microtragdo, com auxilio de um adesivo a base
de cianoacrilato. O teste de microtracédo foi realizado em uma maquina de ensaios
mecanicos universal (EZ-LX/EZ-SX Series, SHIMADZU, Quioto, Jap&o), com uma
velocidade de carregamento de 1 mm/min equipada com uma célula de carga de
500 N. Os valores de forca foram registrados em Newtons (N) e calculados em
megapascal (MPa) utilizando a area de interface de cada palito. O resultado de cada
amostra foi obtido através da média dos palitos, ja que o dente foi considerado como

unidade amostral.

3.5 ANALISE DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A analise da atividade antibacteriana foi realizada no Laboratorio de
Microbiologia da UFRGS (ANEXO D). Para avaliar a atividade antibacteriana dos
adesivos formulados, os corpos de prova foram confeccionados com auxilio de uma
matriz de polivinilsiloxano (ADSIL, VIGODENT; Rio de Janeiro, Brasil) com 1 mm de
espessura por 5 mm de diametro. Os corpos de prova foram fotoativados por 30
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segundos em cada lado com LED (Radii; SDI, Bayswater, Australia). Trés corpos de
prova por grupo permaneceram em agua destiladas por 6 meses a 37°C. As
amostras (n=6) foram fixadas em matrizes de teflon (6 mm x 6 mm x 8 mm) fixadas
na tampa de uma placa com 48 pocos. Todos os materiais foram esterilizados em
autoclave, com excecédo da tampa com os corpos de prova, esterilizados por plasma
de perdxido de hidrogénio. 200 uL de estoques congelados de Streptococcus
mutans (NCTC 10449, INCQS 00446, Fundagao Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude, Brasil) em skim milk foram adicionados a 3 mL de
BHI caldo com 1% de sacarose e incubados por 24h a 37°C. Em seguida, 100 pL
desse caldo com as bactérias foram plagueados em BHI agar e incubados durante
48h a 37°C. As colbnias foram transferidas para caldo BHI com 1% de sacarose. As
solucbes foram levadas ao vortex por 15s e incubadas durante 24h a 37°C. Apés
esse periodo, as solu¢des foram novamente levadas ao vortex e foram adicionados
100 pL (6,46 (x0,01) log UFC/mL) desse caldo em cada poc¢o da placa de 48 pogos
juntamente a 900 pL de BHI caldo com 1% de sacarose. Ainda, foi realizado um
controle negativo sem nenhum corpo de prova; apenas com BHI caldo, sacarose e
Streptococcos mutans. A placa foi fechada com a tampa contando os teflons e as
amostras e o conjunto foi incubado por 24h a 37 °C. Para a andlise de formacéo de
biofilme sobre as amostras, as mesmas foram removidas da placa e agitados
durante 1 min em solugao salina. Em seguida, 100 pL do conteudo de cada um dos
pocos foi diluido em solucéo salina. As diluicdes de 107, 102, 10°, 10*, 10° e 10
® foram plaqueadas com 2 gotas de 25 pL cada uma em &gar BHI sobre uma placa
de Petri dividida em seis espacos. As placas foram armazenadas a 37°C e, apos 48
h, o numero de colbnias foi contado utilzando-se microscopio éptico e os valores
foram transformado em unidades formadoras de colbénia (UFCs) por mL,
considerando as diluicbes. Para a analise de atividade contra células planctbnicas,
100 pL do caldo de cada poco foi diluido em solugéo salina e foi realizada diluicdo
em série, plagueamento e contagem assim como foi realizado para a andlise de

formacéao de biofilme.
3.6 ANALISE DOS RESULTADOS

A normalidade dos valores obtidos de cada ensaio foi testada através do teste
Kolmogorov-Smirnov. Quando houve normalidade, o teste estatistico escolhido foi o

ANOVA de uma ou duas vias e, havendo diferenga, foi aplicado o teste de
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comparagdes multiplas de Tukey. Nos casos de ndo-normalidade, os dados
sofreram um procedimento estatistico de transformacédo dos dados em uma tentativa
de priorizar a realizagcdo da analise paramétrica. Quando ndo houve distribuicdo
normal dos dados, o teste realizado foi o de Kruskal-Wallis. O nivel de significancia

foi de 5% para todos os testes.
3.7 CONSIDERACOES ETICAS

Os dentes utilizados neste trabalho sdo bovinos, que sdo materiais biol6gicos
descartaveis. A obtencdo se deu através de um matadouro, do qual foram
aproveitados os dentes de animais com abatimento previamente marcado para fins
comerciais (ANEXO Ill). O presente estudo teve inicio a partir da aprovacdo do
projeto pela Comissdo de Pesquisa da Faculdade de Odontologia da UFRGS.
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4 RESULTADOS
4.1 CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS

As imagens geradas por analise por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) das particulas de triclosan indicaram um arranjo morfologico cristalino
(FIGURA 4), devido a sua composicdo quimica ordenada, a partir da repeticdo no
espaco da estrutura elementar. Na Figura 5, podem ser observadas as imagens
obtidas por MEV da quitosana de baixo peso molecular, em flocos. A quitosana, por
ser uma substancia organica, apresentou estrutura amorfa e desorganizada.

As imagens referentes a formulacdo de quitosana de baixo peso molecular
com triclosan (FIGURA 6) demonstraram uma aglomeracdo das particulas de

triclosan na superficie das particulas de quitosana.

Figura 4 — Imagem de amostra de triclosan, apos anélise por MEV, com aumento de
1000 vezes (1), 5000 vezes (2) e 10000 vezes (3).

2

Fonte: da autora, 2018.
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Figura 5 — Imagem de amostra de quitosana de baixo peso molecular, em flocos,
apos analise por MEV, com aumento de 200 vezes (1), 500 vezes (2), 1000 vezes
(3) e 1500 vezes (4).
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Fonte: da autora, 2018.

Figura 6 — Imagem de amostra da formulacdo em p6 de quitosana de baixo peso
molecular com triclosan, apds analise por MEV, com aumento de 200 vezes (1), 500
vezes (2), 1000 vezes (3) e 2000 vezes (4).
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Fonte: da autora, 2018.
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Os espectros de referéncia obtidos, gerados por microRaman, relativos as
particulas analisadas estdo apresentados na Figura 7. As bandas de espalhamento
apresentadas na imagem a sao referentes a quitosana. Os picos observados devem-
se principalmente a estiramentos simétricos da ligacdo C-O-C na regido dos 850-
900cm™, atribuidos a configuracdo estrutural alfa e beta da quitosana, assim como
também as ligacbes glicosidicas. Estiramentos antissimétricos da ligagdo C-O-C
foram identificados na regido dos 1150-1060cm™. Em 1270cm™ observa-se o
estiramento C-OH; na faixa de 1370cm™, CHs simétricos. E ainda, CH, simétrico em
1464cm™ (BEZERRA, 2011). O pico em 710cm™ visualizado na imagem b e ¢ é
atribuido a vibracdo de alongamento da cadeia (C-C) de anéis de benzeno
trissubstituidos do triclosan (ICONOMOPOULOU et al., 2005).



Figura 7 — Espectros gerados por microRaman.
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4.2 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO ADESIVO

Os resultados de grau de conversdo dos adesivos experimentais estado
descritos na Tabela 2. Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos,
nem quando comparados ao grupo controle. A média do grau de conversao das

amostras foi superior a 84% em todos 0s grupos.

Tabela 2 — Média e desvio padrdo do grau de conversdo (%) das resinas adesivas
experimentais. Letras iguais indicam auséncia de diferenca

estatisticamente significativa (p=0,458).

Grau de conversao (%)

0% 85,78 (+2,30) *
2%QT 84,45 (+1,19) A
5%QT 84,12 (+1,04) "
2%Q 86,61 (+2,59) *
5%Q 85,26 (+1,27)

A radiopacidade em pixels dos adesivos experimentais esta representada na
Tabela 3. A média dos resultados variou entre 21,7 pixels (2%QT) a 27,9 pixels
(5%QT). Nao houve diferenca estatistica significativa entre nenhum dos grupos
estudados.

Tabela 3 — Média e desvio padrao da Radiopacidade, em pixels, das resinas
adesivas experimentais. Letras iguais indicam n&o haver diferenca
estatistica (p=0,861)

Radiopacidade (pixels)

0% 26,8 (+3,4) *
2%QT 21,7 (+4,1)*
5%QT 27,9 (+4,9) *
2%Q 22,3 (+7,5)*

5%Q 24,4 (+5,8) A
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Os resultados de amolecimento em solvente das amostras estédo
representados na Tabela 4. A dureza knoop inicial (KHN1) dos adesivos nao
apresentou diferenca estatistica, quando comparadas ao controle, para 0S grupos
2%QT e 5%QT, ao passo que 0s grupos 2%Q e 5%Q apresentaram menor dureza
quando comparados ao controle e aos grupos contendo quitosana e triclosan. Apos
2 horas de imersédo em solvente, todas as amostras apresentaram amolecimento. A
porcentagem de reducdo entre dureza inicial (KHN1) e a dureza final (KHN2) -
%AKHN - variou conforme o grupo de estudo. Os grupos 2%QT e 5%QT néo
apresentaram diferenca estatistica significativa na %AKHN quando comparadas
entre elas e com o grupo controle. O grupo 2%Q apresentou a maior amolecimento
em solvente, uma %AKHN de 57,1 enquanto que o grupo 5%Q apresentou %AKHN
de 42,1; ambos os grupos diferiram estatisticamente entre si, e quando comparados

ao controle e aos grupos com quitosana e triclosan.

Tabela 4 — Amolecimento em solvente: dureza knoop antes (KHN1) e apés (KHN2) 2
horas de imersdo em etanol 96%, e a porcentagem de reducdo entre
KHN1 e KHN2 (AKHN%). Letras mailsculas iguais indicam ndo haver
diferenca estatistica significativa nas colunas (p <0,05). Letras minusculas

iguais indicam ndo haver diferenca estatistica significativa nas linhas (p

<0,05).
KHN1 KHN2 %AKHN
0% 25,0 (+0,9)*? 20,6 (+0,8)° 17,3 (+2,8)"
2%QT 22,1 (+0,3)*B2 19,2 (x0,5)° 13,2 (x2,1)
5%QT 24,0 (+0,1)*B2 19,3 (+1,5)° 19,5 (+6,9)"
2%Q 16,4 (+1,4)B? 7,0 (+0,9)° 57,1 (+4,7)¢
5%Q 19,0 (+0,9)%2 11,0 (+0,5)° 42,1 (+3,5)°

Os resultados de resisténcia de unido a microtracdo imediata obtidos nesse
estudo (Tabela 5), ndo mostraram alteracdo substancial da propriedade com a
incorporacdo de diferentes quantidades de particulas nos adesivos experimentais.
Os grupos estudados ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre eles,
nem quando comparadas ao grupo controle (0%) nos dois ensaios (imediato e

longitudinal). Ao comparar a resisténcia de unido a microtracdo imediata (sete dias)
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e em seis meses, 0s grupos 0% e 2Q% apresentaram significativa reducédo da
propriedade nesse periodo; ao passo que 0s grupos 2%QT, 5%QT e 5%Q néao

apresentaram diferenca estatistica quando feita a mesma comparacao.

Tabela 5 — Média e desvio padrdo, em MPa, da Resisténcia de Unido a Microtracéo
dos adesivos experimentais, no ensaio imediato (7 dias) e longitudinal (6
meses). Letras mailsculas iguais indicam n&do haver diferenca estatistica
significativa nas colunas (p <0,05). Letras minusculas iguais indicam ndo

haver diferenca estatistica significativa nas linhas (p <0,05).

Imediato Longitudinal
0% 45,4 (+12,7)** 34,1 (+10,0)*°
2%QT 40,2 (+10,2)** 34,1 (+10,3)*?
5%QT 35,1 (+12,7)*® 35,0 (+14,5)**
2%Q 36,2 (+10,2)® 27,0 (#5,7)*°
5%Q 37,2 (#10,9)** 30,5 (+9,3)*?

4.3  ANALISE DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os adesivos experimentais apresentaram atividade antibacteriana contra
Streptococcos Mutans quando h&d associacdo de quitosana e triclosan, no ensaio
imediato e longitudinal, sendo que quanto maior a concentracdo de quitosana e
triclosan, maior eficacia. Os grupos contendo somente quitosana nao apresentaram
atividade antibacteriana. Os resultados da analise da atividade antibacteriana estao
descritos na Tabela 6.
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Tabela 6 — Valores de média e desvio-padrdo de unidades formadoras de col6nia

por mililitro (UFC/mL), com transformacé&o logaritmica, frente a avaliacao

da atividade antibacteriana das resinas adesivas experimentais. Valores

seguidos por letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica

na mesma coluna (p<0,05). Valores seguidos por letras minusculas

diferentes indicam diferenca estatistica na mesma linha (p <0,05).

Biofilme Células plancténicas
Imediato 6 meses Imediato 6 meses
log UFC/mL log UFC/mL log UFC/mL log (UFC/mL)

0%
2%QT
5%QT
2%Q
5%Q

Controle negativo

4,90 (+0,11)%?
3,71 (+0,10)“?
3,03 (+0,19)°?
5,07 (+0,08)"®

5,11 (+0,09)"®

4,87 (+0,12)"?
3,77 (+0,13)“?
2,99 (+0,11)?
5,15 (+0,09)"®

5,14 (+0,09)"®

8,21 (+0,10)"?
8,22 (+0,14)"®
8,23 (+0,10)"?
8,29 (+0,12)"®
8,30 (+0,08)"®

8,23 (+0,13)"?

8,22 (+0,09)™®
8,22 (+0,13)"®
8,24 (+0,15)"®
8,28 (+0,12)"®
8,30 (+0,08)"®

8,23 (+0,13)"®
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5 DISCUSSAO

Resinas adesivas antibacterianas sao desenvolvidas com o objetivo de
reduzir o acumulo de biofilme na interface dente/restauracdo e, ainda, fornecer
atividade antibacteriana em longo prazo (COLLARES et al., 2017; AGNELLI, 2011).
Contudo, ao modificar um material, podem ocorrer interferéncias nas propriedades
do mesmo, tornando necesséario ensaiar, além das propriedades antimicrobianas,
suas propriedades fisico-quimicas. No presente estudo, a incorporagdo de quitosana
associada ao triclosan em diferentes concentracbes nas resinas adesivas
experimentais (2%QT e 5%QT) mostrou efeito antibacteriano contra Streptococcos
mutans, imediato e em seis meses, e favoreceu, ou manteve estaveis, as
propriedades fisico-quimicas ensaiadas — Grau de Conversao (GC), Radiopacidade,
Amolecimento em Solvente (AS) e Resisténcia de Unido a Microtracdo. A atividade
antibacteriana foi maior quanto maior a concentracdo de quitosana com triclosan.
Quando analisadas as resinas adesivas contendo somente quitosana (2%Q e 5%Q),
os resultados de DS foram inferiores aos resultados das amostras 2%QT e 5%QT,
enquanto as demais propriedades fisico-quimicas avaliadas ndo demonstraram
diferenca estatistica significativa entre os grupos, nem quando comparados ao grupo
controle. Ainda, 2%Q e 5%Q nao apresentaram atividade antibacteriana contra
Streptococcos Mutans.

Para a caracterizacdo das substancias utilizadas desse estudo, foram
realizados os ensaios de Analise por Microscopia Eletrénica de Varredura e Analise
por Espectroscopia Ramam. O triclosan é uma substancia antibacteriana e
antisséptica que, por ser um composto quimico derivado do fenol, apresenta
estrutura quimica cristalina, revelada nas imagens analisadas por MEV (Figura 3).
As estruturas cristalinas sao formadas por células unitarias que sdo sua unidade
basica formadora, pois constituem o menor conjunto de atomos. No caso do
triclosan, a unidade basica € o composto C;,H7CI30, (Figura 1) A quitosana é obtida
pela desacetilacdo da quitina, polissacarideo encontrado abundantemente na
natureza e que constitui os exoesqueletos de insetos e crustaceos. A desacetilagéo
da quitina ocorre em meio alcalino, e raramente é completa (AZEVEDO et al., 2007).
As propriedades da quitosana ndo dependem apenas do seu grau de desacetilacéo,
mas, também da distribuicdo média dos grupos acetil ao longo da cadeia principal,
além do seu peso molecular (KUBOTA; EGUCHI, 1997; RINAUDO; DOMARD,
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1989). A desacetilacéo feita normalmente no estado sélido promove a obtencéo de
uma estrutura irregular, devido a natureza semicristalina do polimero inicial
(AZEVEDO et al., 2007). No presente estudo, foi analisada por MEV a estrutura da
quitosana de baixo peso molecular, em flocos. Por ser um polimero organico,
proveniente da desacetilacdo da quitina, polimero semicristalino, a quitosana
apresenta-se em organizacdo amorfa com superficie porosa (Figura 4). Han, Kimura
e Okuda (1999) demonstraram que ha uma grande variacdo no tamanho e
morfologia dos poros na superficie das particulas de quitosana.

Quando a quitosana € associada ao triclosan, as imagens obtidas por
andlise em MEV (Figura 5) indicam um aglomerado de triclosan na superficie das
particulas de quitosana, que, por sua vez, apresentam maiores dimensfes quando
comparada as particulas de triclosan. Pelo fato de o triclosan ser um composto nao
ibnico (MOREIRA et al., 2009), ele ndo interage quimicamente com a quitosana, um
polimero catiénico protonado (AZEVEDO et al., 2007). Esses resultados também
podem ser evidenciados por Espectroscopia Ramam. A partir da analise espectros
obtidos apresentados na figura 7, podemos inferir que a quitosana e o triclosan nao
realizam interacdo quimica quando associados. Os espectros obtidos quando
analisamos as particulas independentemente (FIGURA 7 — IMAGEM a E b) se
sobrepde na analise das particulas associadas (FIGURA 7 — IMAGEM c) e néo ha
identificacdo de nenhum novo pico de absorbéncia que poderia ser atribuido a
ligacdo quitosanal/triclosan.

Grau de conversdo (NAVARRA et al.,, 2016), Amolecimento em Solvente
(COLLARES et al., 2017) e Resisténcia de Uniao (HORI, 2012) sédo parametros
fundamentais para avaliar o desempenho clinico e a estabilidade de adesivos. Os
resultados de grau de conversdo dos adesivos experimentais ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas e variaram entre 84,12% e 86,61, indicando um
alto e satisfatério grau de conversdo dos mondmeros adesivos, conforme estudos
recentes (NAVARRA et al.,, 2016; DEGRAZIA et al.,, 2016), contribuindo para a
formacdo de uma interface adesiva estavel (NAVARRA et al., 2009). Quanto menor
0 numero residual de ligacbes duplas entre carbonos apds a polimerizagao,
melhores sdo as propriedades mecéanicas do polimero (COLLARES et al., 2011).
Uma alta taxa de conversdo de monémeros em polimeros implicaria em uma rede
polimérica mais forte, com melhores propriedades fisico-quimicas e, portanto, menos

suscetibilidade aos processos de degradacdo (COLLARES et al., 2011). Ainda, a
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degradacdo hidrolitica de resinas adesivas esta relacionada a densidade de ligacdes
cruzadas presentes no polimero. Quanto maior e mais homogénea a sua
distribuicdo, melhores sao as propriedades quimicas (COLLARES et al., 2011). No
presente estudo houve amolecimento em solvente (AS) em todos 0S grupos,
entretanto 0s grupos 2%Q e 5%Q apresentaram uma redugdo da dureza
consideravelmente maior que os demais grupos (0%, 2%QT e 5%QT), apos duas
horas de imersdo total em etanol (96%), sendo que 2%Q apresentou o0 maior
amolecimento. Ainda, a KHN1 dos grupos 2%Q e 5%Q foram menores quando
comparadas as demais resinas experimentais. O grau de conversdo esta
diretamente associado as propriedades mecanicas dos polimeros, entretanto, ndo
necessariamente esta relacionado a densidade de ligacfes cruzadas (COLLARES et
al., 2017). Conforme observado, ndo houve relacdo entre GC e AS; a incorporacéo
de quitosana com triclosan favoreceu a dureza e a degradacéo das resinas adesivas
experimentais, enquanto que os resultados de grau de conversdao ndo mostraram
diferenca estatistica, ou seja, apesar de uma alta conversdo de mondmero em
polimeros, nos polimeros contendo somente quitosana parece nao ter formado, ou
ter perdido ligagBes cruzadas apds duas horas de imersdo em etanol. Os grupos
2%QT e 5%QT apresentaram KHN1 e amolecimento em solvente semelhante ao
grupo controle e superior aos grupos contendo apenas quitosana, ao passo que 0
grau de conversao das resinas experimentais ndo apresentou diferenca estatistica
entre 0s grupos. Possivelmente o0s resultados obtidos nesses ensaios sao
influenciados pelas estruturas das substancias utilizadas.

Polimeros de estrutura organizada, que apresentam um grande nimero de
ligacbes cruzadas sdo mais resistentes a degradacdo e absorcdo de solventes,
engquanto que os polimeros lineares apresentam mais espaco e caminhos para que
as moléculas solventes se difundam dentro de sua estrutura (COLLARES et al.,
2017). Dessa forma, a estrutura desorganizada da quitosana seria um fator
consideravel para o acentuado amolecimento em solvente encontrada nos adesivos
contendo somente essa substancia; enquanto a associagdo da quitosana com o0
triclosan, ainda que sem ligacbes covalentes, manteve estavel a referida
propriedade mecéanica do polimero, mantendo-a semelhante ao resultado obtido
para o grupo controle, devido a morfologia cristalina do triclosan e a uma alta massa

molar, que favorece propriedades fisico-quimicas.
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Satisfatorio grau de conversdo e estabilidade colaboram para uma
efetividade de resisténcia de unido nas resinas adesivas, aumentando a durabilidade
da restauracdo (HORI, 2012). Nos valores de resisténcia de unido imediata e
longitudinal, ndo houve diferenca estatistica entre o0s adesivos experimentais,
apenas o0s grupos 0% e 2%Q apresentarem queda significativa na resisténcia de
unido em seis meses. A literatura demonstra que a resisténcia adesiva tende a cair
com o tempo (HORI, 2012). No presente estudo, a resisténcia de unido das resinas
adesivas experimentais foi condizente com adesivos comerciais previamente
testados em estudos (HORI, 2007; FAVARAO et al., 2017; SINHORETI et al., 2017)
e com os valores de grau de conversao encontrados, 0os quais demonstraram uma
satisfatoria polimerizacdo dos mon6meros adesivos e consequentemente melhora
nas propriedades de degradacdo. A resisténcia de unido das resinas adesivas
experimentais néo teve relagdo com Amolecimento em Solvente, assim como Grau
de Conversao.

A radiopacidade dos adesivos experimentais ndo foi influenciada pela
adicdo das substancias estudadas. A radiopacidade é uma das propriedades
desejaveis da maioria dos materiais dentarios e € uma caracteristica importante nos
procedimentos adesivos em odontologia. Para obter o diagnostico ideal, é
interessante que 0s materiais restauradores apresentem uma radiopacidade igual ou
superior a densidade radiografica da dentina, que por sua vez tem uma
radiopacidade semelhante a de Aluminio. (HEINTZE; ZIRMELLI, 2011; PORTO et
al., 2014). De acordo com a Organizagao Internacional de Padronizacéo, o material
restaurador deve ser pelo menos tdo radiopaco quanto a mesma espessura de
Aluminio (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2000). No
presente estudo, ndo houve diferenca estatistica significativa para radiopacidade
entre 0S grupos, nem quando comparadas ao grupo controle e todas as
concentracbes de resina adesiva experimental testadas apresentaram resultado
inferior a 1mmEg/Al (58 pixels), ou seja, apresentaram radiolucidez quando
comparadas a dentina. Isso se explica pela pequena quantidade de contetudo
inorganico nas resinas experimentais. A incorporagcdo de constituintes inorganicos,
com alto numero atbmico, na resina adesiva poderia fornecer uma radiopacidade
satisfatoria, entretanto ha uma grande dificuldade na formulacdo de um adesivo
radiopaco devido a instabilidade das particulas, que tendem a aglomerar e precipitar
(KLAPDOHR; MOSZNER, 2005). Ainda que os resultados de radiopacidade obtidos
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para as resinas adesivas estudadas ndo seja satisfatorio conforme preconiza a ISO
para materiais restauradores, os mesmos encontram-se conforme o0s resultados
relatados na literatura para adesivos comerciais disponiveis no mercado (PORTO et
al., 2014) e indicam que a formulacdo de quitosana com triclosan, bem como a
quitosana de baixo peso molecular pura, incorporadas a matriz polimérica, ndo
provocam alteracao da referida propriedade fisico-quimica.

Quanto a analise antibacteriana (TABELA 5), os grupos com a associacao
de quitosana e triclosan (2%QT e 5%QT) apresentaram atividade antibacteriana
contra Streptococcos Mutans imediata e longitudinal, reduzindo UFC quando
comparada ao grupo controle. Ainda, uma maior concentragdo de quitosana e
triclosan apresentou melhores resultados. O triclosan desempenha sua atividade
antibacteriana, através da inibicdo da proteina carreadora enoil-acil redutase (ENR),
blogueando a biossintese bacteriana de acidos graxos necessarios para funcoes
vitais e estruturacdo da membrana celular (NUDERA et al., 2007). Uma molécula de
triclosan desabilita permamentemente uma molécula de ENR (STEWART et al.,
1999), o que explica a grande acéo antibacteriana mesmo em baixas concentracdes
(DEGRAZIA et al., 2017, no prelo; ICONOMOPOULOU et al., 2005; STEWART et
al., 1999). No presente estudo, as resinas adesivas experimentais contendo
somente quitosana (2%Q e 5%Q) ndo desempenharam atividade antibacteriana e
apresentaram uma maior formacdo de biofilme na superficie polimérica quando
comparada ao grupo 0%, possivelmente devido a superficie porosa da particula de
quitosana. A presenca de uma alta porcentagem de grupos amino reativos
distribuidos na matriz polimérica da quitosana permite inUmeras modificacdes
quimicas e fisicas (p6, flocos, microesferas, nanoparticulas, membranas, esponjas)
(LARANJEIRA; FAVERE, 2009). Debnath et al. (2017) e Mishra; Ramesh; Manickam
(2017) comprovaram a eficacia antibacteriana contra Streptococcos mutans, de
quitosana em fase liquida incorporada a um cimento de ionémero de vidro; Elsaka
(2012) comprova a eficacia antibacteriana contra Streptococcos mutans quando uma
solucdo de quitosana é incorporada a uma resina adesiva experimental. Contudo, o
mecanismo de acdo antimicrobiana da quitosana ainda € controverso (AZEVEDO et
al., 2007) e conforme os resultados obtidos nesse estudo, quitosana de baixo peso
molecular em flocos incorporada a uma resina adesiva ndo desempenha atividade

contra Streptococcos mutans.
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O estudo de Detomini e Girotto (2009) mostrou uma degradacdo da
superficie de uma resina composta ao longo do tempo, quando h& incorporagéo de
particulas de triclosan, devido a lixiviacdo da substancia. Contudo, nesse estudo,
nao foram observados resultados que poderiam ser atribuidos a lixiviagdo do
polimero contendo quitosana e triclosan. Quando ha associacdo do triclosan com
quitosana as propriedades da resina adesiva experimental parecem ser
beneficiadas. Todos resultados foram todos positivos para os grupos 2%QT e
5%QT; a associacdo de quitosana com triclosan ndo apresentou resultados
diferentes significativamente da matriz polimérica de controle, ou seja, houve
estabilidade das propriedades fisico quimicas dos adesivos experimentais, além de

atividade antibacteriana contra Streptococcos mutans.
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6 CONCLUSAO

Baseado nos resultados desse estudo, a incorporacdo de um pé de quitosana
e triclosan a um adesivo experimental foi bem sucedida; ndo provocou nenhuma
alteracdo significativa das propriedades fisico-quimicas avaliadas do material e
apresentou atividade antibacteriana contra Streptococcos mutans, sendo que quanto
maior a concentracdo de quitosana e triclosan, maior o efeito antibacteriano;
enquanto que o0s adesivos experimentais contendo quitosana pura nao
desempenhou atividade contra Streptococcos mutans e apresentou propriedades

fisico-quimicas inferiores aos demais grupos experimentais.
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A equipe do Laboratdrio de Materiais Dentirios de UFRGS.
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Afirmamos que tais carcagas sio provenientos de animals de corte, abatides
exclusivamente pars consumao de carne, e que seriam descartadas.

Atenciosamente,
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ANEXO D - Carta de Concordancia do Departamento de Microbiologia do ICBS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, IMUNOLOGIA E PARASITOLOGIA

Venho por meio deste documento, comunicar que o projeto abaixo
relacionado encontra-se em desenvolvimento em meu LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA (222-C), localizado no Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia da UFRGS.

PROJETO:

INFLUENCIA DA QUITOSANA COM TRICLOSAN NAS PROPRIEDADES DE
UMA RESINA EXPERIMENTAL

Aluna: Isadora Martini Garcia

Prof. Fabricio Mezzomo Collares

Faculdade de Odontologia da UFRGS, Qepartamento de Odontologia
Conservadora, Laboratério de Materiai¢ Dentarios.

Sem mais
Atenciosamente
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Prof Dra Amanda de Souza da Motta #
Aot O, A de Sourm e Mt

Madica Vetarinaria

Prof Associado do Demip

amanda.motta@ufrgs.br
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