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RESUMO

O objetivo desse estudo foi formular um adesivo experimental com hidrocloreto de
polihexametileno guanidina (PHMGH) e avaliar suas propriedades fisico-quimicas,
atividade antibacteriana, e citotoxicidade. O adesivo foi formulado com 66,66% de
bisfenol glicidil metacrilato, 33,33% de 2-hidroxietil metacrilato e um sistema
fotoiniciador. PHMGH foi incorporado a resina nas concentragdes de 0,5%, 1% e 2%, em
massa. Um grupo sem adicdo de PHMGH foi utilizado como controle. Os grupos
resultantes foram: Gcrre, Gosw, Gi%, Gaw. Os adesivos experimentais foram avaliados
quanto grau de conversao (GC) por espectroscopia de infravermelho (n=3), dureza Knoop
e amolecimento em solvente (AKHN) (n=5), resisténcia coesiva (UTS) (n=10),
resisténcia de unido a microtragdo (u-TBS) imediato (24h) e longitudinal (1 ano) (n=20),
citotoxicidade contra células de polpa humana (n=3) e atividade antibacteriana contra
biofilme de Streptococcus mutans sobre as amostras e contra bactérias plancténicas
(n=3). Para anélise estatistica utilizou-se ANOVA de duas vias e teste post hoc de Tukey
para p-TBS, teste post hoc de Tukey e ANOVA de uma via para antimicrobiano, teste T
pareado para dureza Knoop e ANOVA de uma via para 0s demais ensaios.O GC variou
de 61,52 (+0,26) para 0 GcrrL @ 63,61 (£1,37) para G2y (p>0,05%). Nao houve diferenca
estatistica quanto AKHN e UTS (p>0,05%). Nenhum grupo com PHMGH apresentou
diferenga estatistica em u-TBS imediato comparando a Gerre (p>0,05). Quanto a p-TBS
longitudinal os grupos com PHMGH apresentaram maiores valores de adesdo quando
comparados ao Getre (p<0,05%). Os valores de viabilidade celular variaram de 138,16
(£16,53) para Gertre € de 121,31 (£17,32) para 0 Gow, sem diferenca entre oS grupos
(p>0.05). A partir de 1%, houve reducdo de formacdo de biofilme e viabilidade de
Streptococcus mutans na forma planctonica (p<0,05). Conclui-se que a incorporacéo de
guanidina a resina adesiva a partir de 1% proporcionou atividade antibacteriana sem
efeito citotoxico, e induziu estabilidade da resisténcia de unido ao longo do tempo.

Descritores: Hidrocloreto de Guanidina, Carie Dentaria, Resinas Adesiva.



ABSTRACT

The aim of this study was to formulate and evaluate the physical-chemical properties,
antibacterial activity, and cytotoxicity of an experimental adhesive containing
polyhexamethylene guanidine hydrochloride (PHMGH). The adhesive was formulated
with 66.66% of bisphenol glycidyl methacrylate and 33.33% of 2-hydroxyethyl
methacrylate, besides a photo initiator system. PHMGH was added to the resin at 0.5%,
1% and 2%, in mass. Samples without PHMGH were used as control. The resulting
sample groups were Gerre, Gosw, Gios, Gas. The experimental adhesives were evaluated
in terms of degree of conversion (DC) by infrared spectroscopy (n=3), Koop hardness
(KHN) and softening in solvent (AKHN) (n=5), ultimate tensile strength (UTS) (n=10),
immediate (24h) and longitudinal (1 year) microtensile bond strength (pu-TBS)
(n=20), cytotoxicity against human fibroblasts (n=3) and antibacterial activity against a
Streptococcus mutans biofilm over the samples, and planktonic bacteria (n=3). Statistical
analysis was carried out using Two-way ANOVA and post hoc Tukey tests for pu-TBS,
post hoc Tukey and one-way ANOVA for antibacterial activity, Test studentt for Knoop
hardness, and one-way ANOVA for all other experiments. The DC varied from
61.52 £ 0.26 for Gerre to 63.61 £1.37 for Gay (p>0.05%). No significant statistical
difference was observed in terms of AKHN and UTS (p>0.05%). No PHMGH containing
groups presented statistical difference in immediate u-TBS in comparison to the Getre
(p>0.05). However, PHMGH containing groups presented higher longitudinal p-TBS
adhesion compared to Gertre (p<0.05%). The cell viability values varied from
138.16 £ 16.53 for Gerre to 121.31 + 17.32 for Gag, without difference among groups
(p>0.05). For PHMGH content higher than 1%, a reduction in the biofilm and viability of
Streptococcus mutans in planktonic form was observed (p<0.05). Thus, it can be
concluded that the incorporation of guanidine in the adhesive resin, in concentrations
above 1% in mass, produce antibacterial activity without cytotoxicity, also improving the
stability of long-term adhesion.

Keywords: Guanidine Hydrochloride, Dental caries, Detin adhesives.
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1.INTRODUCAO

A odontologia operatdria, responsavel por uma parte de cuidados em saude bucal
realizados diariamente pelo cirurgido dentista, compreende a prevencédo, diagndéstico e
opcOes de tratamentos deixados pela doenca cérie (LYNCH et al., 2014). Uma forma
comum de se tratar as lesdes deixadas era restaura-las com amalgama de prata, visto que
jaerautilizado como principal material pela maioria dos paises, por ser de facil manuseio,
desempenho previsivel e baixo custo (WILSON et al., 1997). No entanto, juntamente com
boas qualidades, limitacGes inerentes ao material existem, como baixa estética, alta
rigidez, e a necessidade de fazer preparos invasivos (LYNCH et al., 2014). Ao longo dos
anos, pesquisas foram realizadas buscando biomateriais com melhor desempenho estético
e menos invasivos, levando ao desenvolvimento da odontologia adesiva (BRUDEVOLD
etal., 1956; FUSAYAMA et al., 1979; NAKABAYASHI et al., 1982)

A introducdo de materiais dentarios a base de resina em meados do século passado
foi uma revolucdo na odontologia restauradora. Os compdsitos dentarios sao
esteticamente agradaveis, pois possuem aparéncia semelhante a um dente, séo estaveis no
ambiente oral, sdo relativamente féceis de manusear e sdo fotopolimerizaveis
(JANDT;SIGUSCH, 2009) (KLAUS et al., 2009). Com o0 avan¢o das pesquisas em
estratégias mais conservadoras, 0s adesivos e resinas compostas passaram a se difundir
na pratica clinica odontol6gica, por serem materiais que possam ser utilizados em
preparos expulsivos, de preenchimento direto, estéticos, e com possibilidade de reparo
(DEMARCO et al., 2017; DEMARCO et al., 2012; FERRACANE, 2011). A unido do
material restaurador a estrutura dentaria se deve ao imbricamento micromecéanico entre o
adesivo e as fibras de coldgeno que ocorre da penetracdo desse material resinoso nas
fibras pré-condicionadas (NAKABAYASHI et al., 1982). E justamente nessa interface
que pode ocorrer a degradacdo por enzimas colagenoliticas, por fluido oral ou por
bactérias (CADENARO et al., 2019). A microinfiltracdo e a formacéo de fendas nessa
interface enfraquecida fornecem um caminho eficaz para a invasdo de biofilmes da placa
oral e o desenvolvimento de caries nas margens da restauracdo, que € a principal causa
de falhas de restauracdes a longo prazo (DEMARCO et al., 2017; FERRACANE, 2013;
KERMANSHAHI et al., 2010; OPDAM et al., 2014). A substituigéo de restauragfes com
falhas constitui cerca de 50 a 70% de todo o trabalho de odontologia operatéria
(DELIGEORGI et al., 2001; MJOR et al., 1990; MURRAY et al., 2002), que € o
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procedimento mais comum na odontologia geral. Portanto, melhorar a durabilidade da
adesdo e impedir a invasdo bacteriana sdo questdes fundamentais para inibir a cérie
adjacente e aumentar a longevidade de restauracgdes (LIU;ZHAO, 2005). O tratamento da
carie dentaria consome de 5 % a 10 % do orcamento da satde nos paises industrializados.
Assim, prevenir e tratar a carie dentaria constitui um grande desafio global a saide publica
(OMS., 2003).

A incorporagdo de agentes antimicrobianos na formulagdo de adesivos
odontoldgicos, passou a ser entendida como aperfeicoamento das propriedades bioldgicas
do material (COLLARES et al., 2017; DEGRAZIA et al., 2016). Materiais como
mondmeros a base de triazina (SCHIROKY et al., 2017), cloreto de etil trimitl aménio
(COLLARES et al., 2017) Apigenina e Farnesol (ANDRE et al., 2017) entre outros,
comecaram a ser incorporados e testados em adesivos odontoldgicos que demonstraram
capacidade antibacteriana superior ao serem comparada a adesivos sem a adicdo desses
compostos, criando assim uma interface adesiva ativa, capaz de agir contra bactérias,
formando uma restauracdo de resina mais estavel e um selamento marginal mais
duradouro (CHENG et al., 2013).

O cloridrato de polhexametileno-guanidina (PHMGH) é uma macromolécula
catidnica com uma capacidade antimicrobiana mesmo em baixas concentragdes, capaz de
agir contra fungos (CHOI et al., 2017), virus, bactérias gram positivas e negativas (OULE
et al., 2012; ZHOU et al., 2015). O PHMGH apresenta maior atividade antimicrobiana
contra patégenos ESKAPE (Enterococcus faecium , Staphylococcus aureus , Klebsiella
pneumoniae , Actinetobacter baumannii , Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter), que
sd0 microorganismos resistentes a antibioticos clinicamente importantes (ZHOU et al.,
2015). Dessa forma por possuir caracteristicas incolores e inodoras foi utilizado na
industria alimentar (OULE et al., 2012) e em desinfetantes hospitalares, como o Akacid
Plus (ZHOU et al., 2015). Na odontologia foi estudado incorporado a selantes resinosos,
onde demostrou eficaz contra formacdo de biofilme de Streptococcus mutans
(GARCIA;RODRIGUES, 2019), e como solugdo irrigadora para tratamento da
periodontite cronica que demonstrou eficdcia em acdo imediata (VITT et al., 2019).
Embora o0 PHMGH revela-se um excelente antimicrobiano, e comparado a outros
compostos como clorexidina e compostos quaternarios de amonio, tenha efeito citotoxico
mais baixo contra células humanas (MULLER;KRAMER, 2008), quando utilizado em
altas concentragdes em desinfetantes umidificadores leva a complicagdes como a fibrose
pulmonar (LEE;YU, 2017; PARK, 2016). Desta forma torna-se relevante estudos
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incorporando antimicrobianos como PHMGH em resinas adesivas odontologicas como

um agente de controle microbiano para reducdo de cérie adjacente.
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2. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi formular um adesivo experimental com
hidrocloreto de poliexametileno guanidina (PHMGH) e avaliar suas propriedades fisico-

quimicas, atividade antibacteriana e citotoxicidade.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Tipo de estudo

O presente estudo trata-se de um estudo experimental, in vitro e controlado.

3.2 Local de realizacao

Os testes foram realizados no Laboratorio de Materiais Dentarios (LAMAD),
Nucleo de Pesquisa Basica em Odontologia (NPBO) e Laboratorio de Bioquimica e
Microbiologia (LABIM) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

3.3 Reagentes e formulacdo das resinas adesivas experimentais

Os adesivos foram formulados a partir da mistura em peso de 66,66 % de bisfenol
A glicerato dimetacrilado (Bis-GMA) e 33,33 % de 2-hidroxietil metacrilato (HEMA).
Foram adicionados como parte do sistema fotoiniciador 1 %, em mol, de canforoquinona
(CQ) e 1 %, em mol, de etil 4-dimetilamino benzoato (EDAB), além de 0,01 % em peso
de butil-hidroxi-tolueno (BHT). Nessa resina base foram incorporados p6 de hidrocloreto
de poliexametileno-guanidina nas concentragdes de 0,5 %, 1 % e 2 %. Um grupo controle
foi formulado apenas com a resina base (Gctr). Apos a formulacdo dos grupos, foram
realizados os ensaios para avaliacdo dos adesivos experimentais (Gosw, Giw € Gow)
(Figura 1).
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3.4 Fluxograma

Resina adesiva experimental
66,6 % BisGMA #
33,3 % HEMA#
Sistema fotoiniciador
1% canforoquinona *

1% EDAB * *mol
0,01% BHT* #massa
GerrL Gos% Gy Gz
(sem PHMGH) (0,5 % de PHMGH) (1% de PHMGH) (2% de PHMGH)
\ J
[ | |
Grau de Conversao Antimicrobiano Citotoxicidade
I
Amolecimento Analise de Bactérias Resistencia Coesi
em Solvente Planctonicas esistencia Loesiva

Resistencia de Uniao
a Mitrotracao

| |

| Imediato | | 1 ano |

Analise de Biofilme

3.5 Grau de conversdo

O grau de conversdao (GC) do foi avaliado por meio de espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier em um espectrometro (VERTEX 70, Bruker
Optics, Ettingen, Alemanha) equipado com ATR (reflectancia total atenuada) composto
por um cristal horizontal de diamante, formando um angulo de 45° com o espelho. As
resinas foram dispensadas diretamente sobre o cristal e foi utilizada uma matriz de
polivinilsiloxano (ADSIL, VIGODENT; Rio de Janeiro, Brasil) com 1 mm de espessura
por 4 mm de didmetro para que 0s espécimes tivessem as mesmas dimensdes.

As amostras foram fotoativadas utilizando-se equipamento de fotoativagdo LED
(Radii; SDI, Bayswater, Australia) com irradiacdo de 1200 mW/cm? por 20 s, com
padronizacdo da distancia de 1 mm entre a ponta do equipamento e as amostras. O
software Opus 6.5 (Bruker Optics, Ettlingen, Alemanha) foi utilizado para o

processamento dos espectros, usando a apodiza¢do Blackman-Haris 3-termos.
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3.6 Amolecimento em solvente

Para analise da amolecimento em solvente foram confeccionados corpos de prova
para cada grupo do adesivo experimental a partir de uma matriz de polivinilsiloxano de 4
mm de didmetro x 1 mm de espessura, cobertos com uma matriz de poliéster e
fotoativados com um diodo emissor de luz (Radii Cal., SDI Ltda, Australia) por 30 s em
cada lado. Os mesmos foram incluidos em resina acrilica e submetidos a polimento em
uma politriz elétrica rotativa com sistema de polimento multiplo (Model 3v, Arotec,
Cotia, SP, Brazil), utilizando lixas de carbeto de silicio de granulagdo 1200 e 2000 e disco
de feltro umedecido com liquido para polimento de 6xido de aluminio (Alumina, 6 pm,
Arotec, Cotia, SP, Brasil). Em seguida, os corpos de prova foram armazenados por 24 h
em um ambiente a 37 °C. A dureza Knoop foi avaliada através de um microdurémetro
digital (HMV2, Shimadzu, Kyoto, Japdo). Foram feitas 3 endentacbes com 10 g/ 5se
distancia de 100 um equidistantes na superficie de cada corpo de prova. O calculo da

microdureza Knoop sera realizado de acordo com a equacédo (3):

_[(14228 )]
. ‘[ (@) ]

Na qual: KHN é o valor de dureza Knoop, 14228 ¢ o valor de uma constante, ¢ €
a carga aplicada em gramas e d é a maior diagonal deixada pela penetracdo em um corpo.
O valor médio das endentacdes de cada amostra foi o valor da microdureza Knoop
inicial (KHN1). Os corpos de prova foram armazenados em alcool etilico 70% durante 2
h, sendo posteriormente lavados e secados para a microdureza Knoop (KHN2) ser
avaliada novamente. Foram consideradas as médias para cada corpo de prova e para cada

grupo. O porcentual da diferenca entre KHN1 e KHN2 foi calculado para cada amostra

3.7 Resisténcia Coesiva

Para andlise de resisténcia coesiva, espécimes de cada grupo do adesivo
experimental foram confeccionados em uma matriz metalica em formato de ampulheta

com 1 mm2 na area de constricdo. Os adesivos foram dispensados, cobertos com uma



16

matriz de poliéster e fotoativados com um diodo emissor de luz (Radii Cal., SDI Ltda,
Australia) por 30 s em cada lado. Apds 24 h, os espécimes foram tracionados em uma
maquina de ensaios mecanicos universal (Shimadzu, Téquio, Japdo) com velocidade de
1 mm/min. Os valores de forca foram registrados em Newtons (N) e calculada a
resisténcia em Megapascal (MPa) pela formula sendo RC (a resultante da resisténcia

coesiva):

forca (N)
area da constrigio (mm?2)

RC =

3.8 Atividade antimicrobiana

A avaliacgdo da atividade antibacteriana do adesivo foi realizada pelo método de
aderéncia superficial. Foram confeccionados corpos de prova de cada grupo com 5 mm
de didametro e 1 mm de espessura que foram submetidos a esterilizacdo em plasma de
perdéxido de hidrogénio (58 %) por 48 min a 56 °C. Utilizando uma placa de 48 pocos de
fundo plano, as amostras fixadas em porta-amostras de teflon na tampa da placa foram
submersas em pogos contendo 900 pL de caldo BHI e 100 puLL de uma suspensdo de
Streptococcus mutans. Além disso, dois pogos contendo 900 pL de caldo BHI foram
inoculados com 100 pL da suspensdo, sem a colocagdo das amostras, constituindo um
Gcrre positivo. Os caldos e placas ficaram em contato por 24 h, a fim de analisar o efeito
antibacteriano. Os corpos de prova foram removidos da placa e agitados durante 1 min
em solucéo salina. 100 pL do conteudo de cada um dos pogos foi diluido em 900 pL de
solicdo salina (0,9%) as quais foram diluidos até 10 de dilui¢do, que foi plaqueado 2
goticulas de 25 puL em &gar BHI sobre uma placa de Petri dividida em seis. As placas
foram armazenadas a 37°C e, apds 48 h, o nimero de col6nias foi contado visualmente e
transformado em unidades formadoras de colénia (UFCs) por mL, considerando as
diluicdes.

Para a avaliagdo da viabilidade de bactéria planctonica, o ensaio foi realizado
utilizando as mesmas amostras e meio citados acima (n = 3). Para a primeira diluicéo,
foram diluidos 100 pL de cada pogo em 1 mL de solugio salina até a diluigao 10°°. Duas
gotas (25 puL de cada) de cada diluicdo foram colocadas em agar de infusdo de coracao
cerebral (BHI) em placas de Petri e incubadas durante 48 h a 37 °C para contar e calcular
a UFC / mL como referido acima.
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3.9 Citotoxicidade

Para o ensaio de citotoxicidade a linhagem celular foi obtida de um terceiro molar
humano, extaido depois de receber o consentimento informado do paciente (comité de
ética n.1.739.340). Foi preparado um eluato imergindo amostras (4 mm de diametro x 1
mm de espessura) de cada grupo experimental em 1 mL de meio tipo Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) durante 24 h. As células foram colocadas em uma concentracao
de 5 x 10° em placas de 96 pogos e tratadas com 100 pL do eludato. Apds 72 h, as células
foram fixadas com uma concentracdo de &cido tricloroacético a 10 % (TCA), incubadas
a 4° C durante uma hora, lavadas seis vezes com agua corrente e secas a temperatura
ambiente. Foi adicionado sulforodamida B (SRB, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) a 0,4
% para colorir as células e a placa serd incubada durante 30 min a temperatura ambiente.
As placas foram lavadas quatro vezes com acido acético a 1 % para remover 0 excesso
de corante ndo ligado e foram secas a temperatura ambiente. A solu¢do de Trizma foi
adicionada e a placa incubada por uma hora para permitir a solubilizacdo completa do
corante. No final deste processo as microplacas foram lidas em 560 nm em um
espectofotometro. Os resultados foram normalizados em relacdo & absorbancia
encontrada para po¢ds sem eluato (controle negativo) e expressos em porcentagem de

viabilidade celular.

3.10 Resisténcia da unido adesiva

Para avalicdo da resisténcia de unido da interface adesiva foram utilizados 160
dentes bovinos, 80 para o ensaio imediato (24 h) e 80 para longitudinal de um ano. Ap6s
a limpeza e remocéo da raiz, o esmalte vestibular foi removido e a dentina superficial foi
exposta com lixas de carbeto de silicio com granulagdo de 600 para formar a smear layer
por 30 s em seguida secos. A superficie dentinaria foi condicionada com &cido fosférico
37 % por 15 s, lavada pelo mesmo tempo de condicionamento e seca com filtro de papel
absorvente. Em seguida o primer foi aplicado de forma ativa por 20 s utilizando um micro
aplicador, volatilizado com jato de ar, e entdo os adesivos experimentais foram aplicados
separadamente com um novo micro aplicador, sendo que os excessos foram removidos.
A camada de adesivo foi fotoativada por 20 s com um equipamento de diodo emissor de
luz (Radii; SDI, Bayswater, Australia) com irradiagdo de 1200 mW/cm?  Dois
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incrementos de resina composta (Filtek Z350 XT Restaurador universal, 3M ESPE, EUA)
foram inseridos sobre a dentina e fotoativados por 20 s cada. Apds armazenamento em
agua destilada a 37 °C por 24 h, os dentes foram seccionados com uma cortadeira de
precisdo sob irrigacdo constante (Isomet Low Speed Saw, Buehler Ltd, EUA) em fatias
de 0,7 mm de espessura no sentido mesio-distal. Em seguida, cada fatia foi seccionada
perpendicularmente a interface adesiva, obtendo-se palitos a partir de cada fatia. Os
palitos foram armazenados de acordo com o tempo de armazenamento do grupo (24 h e
12 meses).

A resisténcia da unido adesiva foi avaliada com uma maquina de ensaios
mecanicos universal (Shimadzu, Téquio, Japdo) com velocidade de 1 mm/min e equipada
com uma célula de carga de 500 N. Os valores de for¢a foram registrados em Newtons

(N) e a resisténcia calculada em Megapascal (MPa) pela formula:

RU = forca (N)

area adesiva (mm?2)
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4. RESULTADOS

Os dados de GC estdo apresentados na Tabela 1. Os valores variaram de 61,52
(£0,26)% em G2y para 63,61 (¥1,37)% no Gerre. N&o houve diferenca estatistica entre
0s grupos (p>0,05).

Os resultados de KHN 1, KHN 2 e AKHN % estdo apresentados na Tabela 1. Os
valores de KHN 1 variaram de 17,27 (= 1,38) para Gi% a 18,80 (= 1,20) Gctre, Sem haver
diferenca estatistica etre os grupos (p>0,05). Todos os grupos reduziram a dureza apés
imersdo em solvente (p<0,05). Os valores de AKHN % variaram de 47,44 ( £5.21) para
Gosw a 57,26 (£5.67) para Getre, sSem diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05).

Os valores de atividade antibacteriana estdo apresentados na Figura 1. Os valores
de UFC/mL (log) variaram de 1,46 (x 0,28) para Go% e 5,34 (£ 0,05) para GcTre.
Conforme a concentracdo de PHMGH aumentou, maior foi a atividade antibacteriana
contra formacéo de biofilme (p<0,05). Em relacdo a viabilidade de bactérias planctonicas,
os valores variaram de 7,21 (x 0,10) para G2% e 8,25 (x 0,02) para Gcrre Sem haver
diferenca estatistica entre GetrL € Gosw (p>0,05). Gi% € Goyw induziram reducdo de
bactérias plancténicas viaveis em relacdo a Gerre € Gos% (p<0,05)

Os valores de citotoxicidade variaram de 121,32 (+ 17,32) % para Gz a 153,58
(£ 1,52) % para Gctre .- Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05).
Confrome Figura (2).

A tabela 2 mostra os valores de UTS e pu-TBS. Para UTS variaram de 72,39
(£9,10) MPa G2y a 73,75 (£6,01) Mpa para Getre. Ndao houve diferenga estatistica entre
0s grupos (p<0,05). os resultados de p-TBS imediato, ndo apresentaram diferenca
estatistica entre grupos com PHMGH em relgacdo a Gcerre (p<0,05%). Os valores
variaram de 42,35 (+ 19,00) MPa G2y a 46,00 (£ 19,22) MPa Gctre. ApOs 1 ano de
amarzenamento, os resultados de u-TBS variaram de 16,35 (+ 6,75) a 33,28 (x12,93) e 0
maior valor foi observado para Gzy (p>0,05%), havendo diferenca estatistica entre as
amostras com PHMGH e Gcrtre.Os grupos Giy € Gy ndo apresentaram diferenga
estatistica para p-TBS entre imediato e 1 ano de armazenamento no entanto para Getre
e Gosy indicaram haver redugdo da resisténcia de adesdo do esaio imediato para o

longitudinal.
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5. DISCUSSAO

Nesse trabalho, foi formulado um adesivo experimental com uma molécula
catibnica conhecida pela sua atividade antimicrobiana. Todas as concentragdes com
PHMGH testadas tiveram efeito contra Streptococcus mutans, e as amostras de resina a
partir de 1% de PHGMH induziram a estabilidade de resisténcia de unido ao longo do
tempo. Além disso, todos adesivos experimentais apresentaram alta viabilidade celular,
sem efeito citotoxico contra células de polpa humana.

A incorporacdo de diferentes agentes a matriz resinosa pode alterar o GC, podendo
levar a sua reducdo devido a diferenca entre o indice de refracdo da resina e da carga
adicionada ou pela reducgéo da transmissdo de luz pelo material (KHAN et al., 1992).
Nesse estudo, ndo houve diferenca estatistica significativa no GC entre os grupos e todos
apresentaram valor acima de 50%, valor o qual foi observado para os adesivos comerciais
em estudo prévio (GAGLIANONE et al., 2012). Um alto GC de polimeros é desejado
por estar relacionado a melhores propriedades mecanicas e melhor estabilidade hidrolitica
(COLLARES et al., 2011). Contudo, valores altos de GC podem né&o estar relacionados
a alta densidade de ligacGes cruzadas o que € essencial para o bom desempenho do
polimero (SCHULZ et al., 2008). Por isso, as resinas adesivas experimentais também
foram avaliadas quanto ao amolecimento em solvente, UTS e u-TBS. Todos 0s grupos
apresentaram reducdo da dureza Knoop apés imersdo em solucéo aquosa de etanol a 70%.
Isso ocorre porque quando as forcas de atracdo de cadeias poliméricas sdo ultrapassadas
pelas forcas de atracdo de cadeias poliméricas com as moléculas de solvente, o polimero
é permeado e sua dureza reduz (COLLARES et al., 2011; FERRACANE, 2006). Poderia-
se esperar que a incorporacdo de PHMGH apresente uma maior reducdo da dureza, uma
vez que apresenta um cloridrato em sua estrutura tornando o polimero de carater
higroscépico (DEGRAZIA etal., 2017) . No entanto, ndo houve diferenca na AKHN entre
0s grupos, indicando que a incorporagdo de PHMGH em qualquer concentracdo testada
ndo alterou a resisténcia ao amolecimento em solvente dos adesivos experimentais.

No ensaio de andlise antimicrobiana com Streptococcus mutans foram feitas duas
andlises: atividade antibacteriana contra formacao de biofilme sobre as amostras de resina
polimerizada e atividade contra bactéricas plancténicas. O PHMGH possui capacidade
antimicrobiana agindo na parece celular bacteriana e na duplicacdo do DNA (ZHOU et
al., 2010), fazendo com que a atracdo da parede celular bacteriana tenha afinidade pela

molécula catiénica de PHMGH e assim levando a lise da bactéria (OULE et al., 2008).
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Os compostos antibacterianos classicos na Odontologia como compostos quaternarios de
amoOnio possuem geralmente acdo apenas na parede e na membrana bacteriana
(MAKVANDI et al., 2018). Todas as concentracgdes testadas de PHMGH induzem efeito
antibacteriano em relacéo a formacéo de biofilme comparado ao Gerrr. Quanto maior a
concentracdo de PHMGH, maior o efeito contra a formacao de biofilme. Quando avaliado
o efeito sobre a viabilidade de bactérias planctdnicas, houve reducdo de bactérias a partir
de 1% de PHMGH incorporado. Esse resultado pode sugerir lixiviacdo do agente
antibacteriano da resina para 0 meio ou reducdo da viabilidade das bactérias apds
entrarem em contato com a superficie do material (DRAGO et al., 2018).

O método de coloracdo por SRB foi utilizado para avaliar atividade citotoxica.
Esse método é capaz de corar células em baixo estado metabdlico e que ainda sao viaveis,
ao contrario do método MTT (VAN TONDER et al., 2015) sugerido pela ISO 10993-5,
que depende essencialmente da atividade metabdlica celular. No presente ensaio, apos 72
h de contato entre os eluatos e os fibroblastos de polpa humana, ndo foi observada
diferenca estatistica entre os grupos quanto a viabilidade. E ainda, os valores foram acima
de 100 % para todos os grupos. Sugere-se que ndo houve lixiviacdo de PHMGH para o
DMEM ou que a quantidade liberada ndo induziu efeito citotoxico contra as células.
Contudo, estudo anterior sugere que composto de PHMGH quando usado em
umidificadores de ambiente pode estar associado a fibrose pulmonar (LEE;YU, 2017).
Por isso, mesmo com os resultados positivos desse estudo, o uso de PHMGH deve ser
visto com cautela e mais ensaios sobre biocompatibilidade devem ser realizados, levando
em consideracédo diferentes concentragdes de exposigéo.

Para avaliar a eficicia do sistema adesivo em camadas hibridas, o ensaio de
resisténcia da unido adesiva a microtracdo (u-TBS) foi realizado. N&o foi encontrado
diferenca nos resultados de p-TBS imediato dos grupos com PHMGH em relacdo a
Getre. Em relacéo a avaliacdo a longo prazo, ap6s um ano de armazenamento em agua
destilada, os grupos contendo PHMGH apresentaram melhor desempenho. Em 1 ano de
armazenamento a P-TBS esta relacionada com resultados in vivo (VAN MEERBEEK et
al., 2010) em relacdo a degradacdo hidrolitica do polimero e da matriz de coladgeno. A
degradacdo da resina adesiva esta diretamente relacionada com a presenca de agua
remanescente durante o proedimento adesivo, hidrélise dos monémeros e sorcéo de agua.
Essa degradacédo geralmente acontece quando as ligacdes covalentes entre os mondmeros
se rompem, levando a perdas prematuras da resisténcia adesiva interferindo na
longevidade da restauracgdo (LIN, 2017) (COLLARES et al., 2011; KHAN et al., 1992).
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A interacdo quimica entre a resina adesiva e 0 substrato pode degradar sendo mais
relevante do que a degradacdo colagenolitica para longevitade do procedimento
restaurador (VAN MEERBEEK et al., 2010). Dessa forma o PHMGH pode ter agido
reduzindo a acdo de enzimas colegenoliticas e proteases, auxiliando na longevidade da
camada hibrida e na manutencdo da adesdo. Sabe-se da importancia que materiais
antimicrobianos podem exercer prevenindo a degradacdo dos materiais por reduzir a
quantidade de produtos bacterianos, como &cidos e enzimas (LIN, 2017). Portando seria
interessante observar na presenca de um ambiente propicio a carie dentaria o

comportamento do material formulado.
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6. CONCLUSAO

A adigdo de PHMGH melhorou o comportamento mecanico do adesivo. Esse
material proporcionou atividade antibacteriana contra S. mutans, sem alterar a viabilidade
de células pulpares. O conjunto de propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do
polimero formado junto com uma maior estabilidade da resisténcia de uni&o ao longo do

tempo tornam 0 PHMGH um composto promissor para materiais a base de resina.
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Graficos e Tabelas

Tabela 1: Valores de média e desvio-padréo de GC (%), dureza knoop inicial (KHN1),
dureza knoop final (KHN2), variacao de dureza (AKHN)

Grupos GC KHN1 KHN2 AKNH (%)
CarmL 6361 (x1,37) A 1880 (x120)Aa 7,99 (£0,90)b 57,26 (+5,67) A
Go 5% 63,06 (+1,23) A 18,64 (+142)Aa  982(x1,44)b 47,44 (£521) A

= 61,78 (+0,77) A 1727 (+138)Aa 8,70 (+2,08)b 50,00 (+8,29) A
Gav 6152 (+0,26) A 18,18 (+113)Aa  9,08(+2,08)b 50,23 (+9,98) A

*Letras iguais indicam ndo haver diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05)
*Letras diferentes indicam estatistica entre os grupos (p<0,05)

Bactérias em Biofilme m Bactérias Plancténicas

A A
B B

A

] .
B B
! |
C

, :
0

GCTRL G0,5% G1% G2%

—
o

[+2]

Viabilidade de S.Mutans(log UFC/ml)

Figura 1. Valores de média e desvio-padrdo de viabilidade de Streptococcus Mutans
(long UFC/ml).

*Letras iguais indicam ndo haver diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05)
*Letras diferentes indicam estatistica entre os grupos (p<0,05)
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Figura 2: Valores de média e desvio-padrao de viabilidade celular (%) na analise de
citotoxicidade dos adesivos experimentais
*Letras iguais indicam néo haver diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05)

Tabela 2: Valores de média e desvio-padrao de Resistencia Coesiva (UTS) e resisténcia

de unido (UTBS) em megapascais dos adesivos experimentais.

Grupos UTS UTBS Imediato uTBS Longitudinal
GeTRL 73,75 (£6,01) # 46,00 (+ 19,22) ABa 16,35 (+ 6,75) Bb
Go,5% 71,09 (£9,60) # 57,10 (+12,10) Aa 33,64 (+ 16,35) Ab

G1% 74,88 (£6,12) # 42,55 (+ 21,40 )Ba 29,64 (£ 9,71) Aa
G2 72,39 (£9,10) # 42,35 (+ 19,03) ABa 33,28 (+ 12,93) Aa

* Simbolos iguais indicam auséncia de diferenca estatistica na mesma coluna (p>0,05).
*Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica entre os
grupos ( p<0,05)

*Letras mindsculas diferentes indicam diferenca estatistica na mesma linha para 0 mesmo
ensaio ( uTBS imediato e longitudinal)
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