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Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar a concentracao de flior no esmalte dentdrio humano
adjacente a diferentes materiais restauradores ap6s desafio cariogénico in vitro com Streptococcus
mutans. Para isso, 72 terceiros molares humanos, recém-extraidos receberam preparos classe V
padronizados e foram restaurados conforme os grupos: RC-Z: resina composta convencional Z250;
RC-F: resina composta modificada por polidcidos Freedom; CIV-V: iondmero de vidro modificado
por resina Vitremer: CIV-F: cimento de iondmero de vidro convencional Fuji IX. Foram cortados
espécimes de 4 X4 X 2 mm e subdivididos em Grupo controle (n = 6 mantidos em umidade relativa
100% a 37 °C durante todo o experimento) e Grupo experimental (n = 12). No Grupo experimental,
os espécimes foram submetidos ao desafio cariogénico com cultura de S. mutans ATCC 35688
em caldo contendo sacarose a 5%, sendo este caldo substituido a cada 48 horas. Apds 14 dias,
os espécimes foram imersos em solu¢do remineralizante por 14 dias, sendo entdo desidratados,
metalizados e submetidos a espectroscopia por dispersdo de raio X (EDS). Os resultados foram
submetidos a analise estatistica Kruskall-Wallis e Student-Newman-Keuls (0. = 5%) e demonstraram
que somente RC-Z apresentou diferenca entre o Grupo controle e experimental (p = 0,0037). No
Grupo experimental, houve diferenca entre RC-Z e RC-F (p =0,0450), RC-Z e CIV-V (p=0,0107);
RC-Z e CIV-F (p < 0,0001), demonstrando que a concentracdo de flior no esmalte adjacente a
CIV-V e CIV-F foi superior a dos materiais resinosos, que ndo apresentaram alta concentragdo de
flior no esmalte ap6s desafio cariogénico, em comparagao aos outros materiais.

Palavras-chave: Streprococcus mutans; cdrie; esmalte; fliior.

Abstract: The purpose of this study was to evaluate the concentration of fluoride on human
tooth enamel adjacent to different direct restorative materials after in vitro cariogenic challenge with
Streptococcus mutans. For that, 72 freshly-extracted human third molars received standard class V preps
and were restored according to the groups: RC-Z: Z250 conventional composite resin; RC-F: Freedom
polyacid-modified composite resin; CIV-V: Vitremer resin-modified glass-ionomer: CIV-F: Fuji IX
conventional glass-ionomer cement. Specimens of 4 x4 X 2 mm were cut and subdivided into control Group
(n=06keptin 100% relative humidity at 37 °C during all the experiment) and experimental Group (n= 12).
In the experimental Group, specimens were submitted to cariogenic challenge with S. mutans ATCC 35688
in 5% sucrose broth, being this broth replaced every 48 hours. After 14 days, specimens were immersed
in remineralizing solution for 14 days, being then dehydrated, gold-sputtered and submitted to X-ray
diffraction spectroscopy. Results were statistically analyzed by Kruskall-Wallis and Student-Newman-Keuls
(0.=5%) tests and showed that only Group RC-Z presented difference between control and experimental
Group (p = 0.0037). In the experimental Group, there were differences between RC-Z and RC-F
(p = 0.0450), RC-Z and CIV-V (p = 0.0107); RC-Z and CIV-F (p < 0.0001), showing that the fluoride
concentration on enamel adjacent to CIV-V and CIV-F was higher than the resinous materials, which
did not present high fluoride concentration on enamel after cariogenic challenge, in comparison to the
other materials.

Keywords: Streptococcus mutans; caries; enamel; fluoride.
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Introducao

A utilizag@o de fldor* na Odontologia, sob a forma de
fluoretos, € considerada uma das medidas preventivas ao
desenvolvimento da cdrie dentdria, tendo grande impor-
tancia na queda dos indices de cdrie primdria. No entanto,
a cdrie secunddria, que se desenvolve sob ou ao redor de
restauracdes pré-existentes, ainda representa um problema
real nos consultérios odontoldgicos, sendo a principal causa
de substituicdo de restauragdes. Desta forma, o fldor foi
incorporado a vdrias categorias de materiais restauradores,
incluindo as resinas compostas, dando origem as resinas
compostas modificadas por polidcidos, na tentativa de re-
duzir os indices de cérie secundéria'*.

A pesquisa com materiais restauradores que liberam fltor
intensificou-se na dltima década'>%°. No entanto, faltam
estudos que avaliem estes materiais em situacdes de desafio
cariogénico, simulando a realidade encontrada no ambiente
bucal’. Além disso, mais estudos experimentais e clinicos
sd0 necessdrios para desenvolver regimes de prevencio
eficazes em relacdo a lesdes de cdrie secunddria e entender
a complexa relacdo entre a restaurag¢@o, o ambiente bucal e
a superficie dentéria®.

Estudos envolvendo métodos de simulacdo de cérie
tém se tornado freqiientes nos tltimos anos, pois o estudo
da formacao e evolucdo das lesdes cariosas, bem como seu
comportamento sob as mais variadas condicdes, fornece
subsidio as mais variadas situacdes clinicas encontradas na
Odontologia*’.

Diversos métodos in vitro sdo utilizados, dentre eles a
imersdo em solugdo tampao acida, que pode ou ndo conter
calcio e fosfato, ou a utilizacdo de gel acidulado, dentre
outros. A imersdo em solucdo tampdo 4cida apresenta a
tendéncia de produzir erosdo. Além disso, estes modelos sdao
estdticos e ndo simulam as condi¢des in vivo*’. Modelos de
ciclagem de pH sdo utilizados em estudos por serem dinami-
cos, pois a cdrie dentdria representa um processo de alterar
fendmenos de desmineralizacdo com remineralizacdo, os
quais sdo funcdo direta das condi¢des que mantém um pH
critico no ambiente bucal'. No entanto, este modelo descarta
a participacdo bacteriana, fundamental na cariologia.

Modelos microbiolégicos de inducio de lesdo de carie
secunddria envolvem a imersdo de amostras em cultura de
Streptococcus mutans, espécie altamente relacionada ao
desenvolvimento de cérie de superficie lisa em seres huma-
nos, somente ou em cultura de S. mutans em associacio a
outros microrganismos, como Lactobacillus acidophillus.
E necessdria a troca constante do meio de cultura para que
nao haja acimulo dos subprodutos e interferéncia no pro-

* Termo genérico para definir as formas quimicas (fon fldor ou
fluoreto) e ionizavel (idnica ou covalente) do elemento flior.
Defini¢do em Ramires I. Manual: fldor e fluoretacdo da dgua de
abastecimento publico. 2005. 155p.
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cesso. Apds a desmineralizac@o bacteriana, as amostras sdo
imersas em uma solucdo remineralizante. Apesar de nao ser
um método dindmico, o modelo microbiolégico pode ser
utilizado por ser um modelo de alto desafio cariogénico no
qual ha participag@o bacteriana

O objetivo deste estudo foi avaliar a concentracdo de fltior
no esmalte adjacente a diferentes materiais restauradores
diretos apds desafio cariogénico utilizando Streptococcus
mutans.

Material e método

A metodologia utilizada neste estudo foi submetida
e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Local da
Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos
(FOSJC - UNESP), sob o protocolo 069/2005 - PH/CEP.

Setenta e dois terceiros molares humanos recém-extrai-
dos, ndo-impactados, com 1/3 de raiz formada, armazenados
em soro fisioldgico e congelados foram utilizados. O tecido
pulpar corondrio foi removido retrogradamente com limas
do tipo Hedstréen (Maillefer) n° 45, 50 e 60 esterilizadas.
As cavidades pulpares e os condutos radiculares foram
irrigados retrogradamente com 10 mL de hipoclorito de
sodio 0,5% para remog¢ao dos residuos. Os dentes foram
mantidos em soro fisioldgico, em freezer (-18 °C)', até o
momento de uso. As coroas dos dentes foram analisadas em
lupa estereoscépica (aumento de 10x) e iluminacao direta,
tendo como critério de inclusdo do espécime auséncia de
alteracdo de cor, trincas e/ou fraturas. Os dentes receberam
polimento corondrio utilizando tagas de borracha, montadas
em peca de mado em baixa velocidade e pasta de pedra-pomes
e dgua por 15 segundos'. A seguir, as amostras foram lavadas
abundantemente com spray de ar e dgua até a remocao da
pasta. Isto feito, as amostras foram mantidas em umidade
relativa 100% em estufa de cultura (Fanem Ltda. — Modelo
002 DB, Brasil) a 37 °C'.

Os dentes receberam preparos classe V padronizados em
suas superficies vestibulares e linguais. Todos os preparos
foram realizados 5 mm acima da jun¢d@o cimento-esmalte,
no centro da superficie vestibular ou lingual. Estes preparos
foram realizados com ponta diamantada (KG Sorensen,
Referéncia 2294, Brasil), cuja ponta ativa contém 2 mm
de diametro e 1,5 mm de profundidade, limitados por um
stop, 0 que resultou em preparos cavitdrios padronizados,
com margens localizadas totalmente em esmalte. Esta ponta
diamantada foi acoplada a uma caneta de alta rotagdo (Kavo
Super Torque 625, Brasil), com refrigeracdo constante de
ar e d4gua. Cada ponta diamantada foi utilizada para realizar
5 preparos.

Todos os espécimes foram divididos aleatoriamente em
quatro grupos, conforme o material restaurador: RC-Z, no
qual os espécimes foram restaurados utilizando sistema
adesivo Prime & Bond 2.1 (Dentsply — Brasil) e resina com-
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posta Z250 (3M ESPE, St. Paul, Minessota, USA); RC-F,
no qual os espécimes foram restaurados utilizando o sistema
adesivo Prime & Bond 2.1 e resina composta modificada
por polidcidos Freedom (SDI, Florida, USA); CIV-V, no
qual os espécimes foram restaurados utilizando ionome-
ro de vidro modificado por resina Vitremer (3M ESPE);
CIV-F, no qual os espécimes foram restaurados utilizando
cimento de iondmero de vidro convencional Fuji IX (GC
International, USA).

Os materiais restauradores foram utilizados na cor
A 3,5, em incremento unico’, sendo ativados com o foto-
polimerizador Optilight Plus (Gnatus, Brasil), previamente
regulado em 500 mW.cm™ de poténcia'®. Os espécimes
foram entdo mantidos em umidade relativa 100% em estufa
bacterioldgica a 37 °C.

Vinte e quatro horas ap6s os procedimentos restaura-
dores', os espécimes receberam acabamento e polimento
com o sistema Sof-lex (3M ESPE) de discos de 6xido de
aluminio. Para a aplicac¢do destes materiais restauradores, as
recomendacdes de cada fabricante foram seguidas.

Os dentes restaurados foram cortados, utilizando discos
diamantados dupla face (KG Sorensen — Referéncia 7020),
acoplados a caneta de baixa rotacdo e refrigeragdo de
ar/adgua, em espécimes de 4 X 4 X 2 mm, contendo a restau-
racao no centro. Cada espécime foi entao analisado em lupa
estereoscOpica (aumento de 10X) para avaliacdo da super-
ficie restaurada. Os espécimes que apresentaram trincas ou
fendas na superficie restaurada foram eliminados do estudo
e substituidos por outros.

Para certificacio de que os corpos-de-prova ndo apresen-
tavam lesdo de cdrie inicial ou qualquer alteracdo do esmalte,
foram radiografados com o auxilio de radiografia digital e
examinados por um unico avaliador. Corpos-de-prova com
alteracdo radiografica visivel na superficie do esmalte foram
excluidos do estudo.

A seguir, os corpos-de-prova foram colocados em placa
de cultura de células (Costar Cambridge, Massachussets,
USA), identificados e esterilizados, utilizando dose de
20 kGy de radiagcao gamma, por meio da Empresa Brasileira
de Radiagdo (EMBRARAD), para ndo alterar a microdureza
nem a resisténcia a desmineraliza¢do do esmalte®!!. Apds a
esterilizag@o, os espécimes foram subdivididos em Grupo
controle (n = 6), mantido em umidade relativa 100% em
estufa bacterioldgica a 37 °C, sem ser submetido aos pro-
cessos de desmineralizagdo ou remineralizacdo, e grupo
experimental (n = 12).

No Grupo experimental, os espécimes foram submetidos
ao desafio cariogénico utilizando cultura de Streptococcus
mutans (ATCC 35688), semeada em meio de cultura pro-
posto por Gibbons, Nygaard'? (1968). A amostra padrio de
S. mutans foi mantida em sangue de coelho, desfibrinado,
a -10 °C. Para a semeadura, a amostra foi descongelada
e repicada em caldo infusdo cérebro-coragdo (BHI Brain
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Heart Infusion, Difco) e incubada por 24 horas, em mi-
croaerofilia, a 37 °C. Foram feitos trés repiques antes da
inoculacdo em meio sélido. A partir do crescimento em meio
s6lido, os microrganismos foram transferidos para tubo de
ensaio contendo 10 mL de solugdo fisioldgica esterilizada
(NaCl 0,85%), com o auxilio de alga de platina e as sus-
pensdes foram padronizadas em 10° células.mL, com o
auxilio de espectrofotometria (Shinadzu modelo UV-1203,
Kyoto, Japan). Os parimetros de densidade 6ptica e com-
primento de onda utilizados para S. mutans foram, respec-
tivamente, 0,620 e 398 nm".

Em ambiente estéril (cAmara de fluxo laminar) e com
auxilio de micropipetas de 1 mL e 1 uL. (Labmate, HTL,
USA) e pinga esterilizada, foram colocados em cada poco
da placa de cultura de células: 1 espécime; 2 mL de meio de
cultura para S. mutans; e 0,1 mL da suspensdo de S. mutans.
Os corpos-de-prova foram incubados a 37 °C em microa-
erofilia. A cada 48 horas, o meio de cultura foi trocado em
ambiente estéril (cAmara de fluxo laminar), utilizando-se
micropipeta de 1 mL. A turvacdo do meio, apds a troca, de-
notou crescimento bacteriano. Para certificar que ndo houve
contaminag¢do, a cada troca de meio, foi obtido o esfregaco
e realizada a coloracao de Gram, que evidenciou a auséncia
de contaminacgao.

Os espécimes ficaram imersos em cultura de S. mutans
por 14 dias, conforme descrito por Itota et al.'* (2005) e
Seeman et al.’ (2005). Apés este periodo, os espécimes
foram imersos em solu¢@o remineralizante durante 14 dias,
conforme descrito por Seeman et al.'>, (2005), com pH igual
a 6,8 e mucina em sua composi¢ao'®!,

Findados os 28 dias de metodologia microbioldgica de
inducdo de lesdo de cdrie secunddria (14 dias de imersao
em cultura de S. mutans e 14 dias de imersdo em solucao
remineralizante), os espécimes foram submetidos a andlise
por espectroscopia por dispersao de raio X (EDS).

A andlise por EDS das lesdes de cdrie formadas foi
realizada no Laboratério de Integragdo e Testes (LIT),
Qualificacdo e Confiabilidade de Componentes, do Insti-
tuto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) em Sdo José
dos Campos, SP e no Instituto de Geociéncias da Univer-
sidade de Sdo Paulo (IGc-USP) em Sio Paulo, SP. Para
isso, os espécimes foram desidratados, sendo imersos em
solugdes crescentes de dlcool a 70% por 15 minutos, 80%
por 15 minutos, dlcool 90% por 15 minutos e 100% por
30 minutos'®! e secos com papel de filtro. No LIT-INPE e
no IGc-USP, os espécimes foram colocados em um stubs,
sob fita de aluminio (3M Adhesives, Ltd., USA), submetidos
a vacuo em um metalizador (Fisions Instruments, USA), no
qual formou-se o plasma, e uma fina camada de ouro foi
depositada sobre cada corpo-de-prova.

Em seguida, os stubs contendo os espécimes foram co-
locados sob microscopio eletronico de varredura (Link Isis
Oxford Instrument PLC. Leica, USA) para serem submetidos
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novamente a vidcuo. Com a fotomicrografia do espécime
disposta no monitor acoplado ao microscépio eletrénico de
varredura, trés janelas de 1 X 1 mm, sendo separadas por
1 mm, cobrindo a drea desmineralizada, foram selecionadas,
conforme demonstrado na Figura 1. Apds a selecdo da drea
desmineralizada, um feixe de elétrons de 20 KeV e 20kV de
voltagem de acelerag@o atingiu a janela e, apds 50 segundos,
o programa Isis Suite Revision 3.35 providenciou o cdlculo
da energia liberada pelo fltior (resultados em KeV) e a por-
centagem relativa deste respectivo elemento quimico*-*. No
caso do Grupo controle, a drea selecionada para a andlise
por EDS foi a de trés windows no esmalte higido adjacente
a restauracao.

O espectrometro de dispersao de raio X (Link Isis Oxford
Instrument PLC, Leica, USA) foi calibrado a cada quatro
stubs (cada um contendo 8 espécimes), utilizando amostras-
padrio de Cr,0,, titanio e silica e CaSiO,*, com desvio
padrao de 1%. O tempo de medida foi de 25 segundos, sendo
trés medidas realizadas para cada espécime. Uma média
aritmética foi obtida para cada espécime.

Os dados foram submetidos a andlise estatistica
ndo-paramétrica utilizando os testes de Kruskal-Wallis e
Student-Newman-Keuls, em nivel de significancia de 5%,
utilizando o programa Biostat 4.0. A hipétese nula (H)
foi que ndo haveria diferencga estatistica entre os grupos de
materiais restauradores, bem como entre os Grupos controle
e experimental.

Resultado

Os resultados do Grupo controle estdo demonstrados na
Tabela 1 e os do Grupo experimental na Tabela 2.

H, foi rejeitada, uma vez que houve diferenga estatisti-
camente significante entre os materiais restauradores dentro
do Grupo controle e dentro do Grupo experimental.

Os materiais restauradores do Grupo controle foram
analisados estatisticamente entre si e os resultados demons-
traram que os materiais apresentaram diferenca estatistica
significante na concentracéo de fldor entre os grupos RC-Z e
CIV-V (p=0,0261); RC-Z e CIV-F (p = 0,0008), com maior
concentracio de flior no esmalte dos espécimes restaurados
com 0s materiais ionoméricos.

Quando os materiais restauradores foram analisados
dentro do Grupo experimental de indugdo de carie por
S. mutans, foi possivel observar que houve diferenga estatis-
tica significante na concentracdo de flior entre os materiais
RC-Z e RC-F (p = 0,0450); RC-Z e CIV-V (p = 0,0107);
RC-Z e CIV-J (p < 0,0001).

Discussao

A liberacdo de fltior por materiais restauradores ¢ am-
plamente discutida na literatura'*°. A metodologia mais
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Figura 1. Representaciio esquemdtica das medidas obtidas por
EDS.

freqlientemente encontrada € a avaliacdo da liberagdo de
fldor por meio de eletrodos*?. Embora seja uma metodologia
facil de ser executada e reprodutivel, seus resultados devem
ser analisados com cuidado, uma vez que se trata de uma
metodologia in vitro, com limitagdes. Além disso, a liberagao
de flior pelo material restaurador ndo significa sua incorpo-
racdo imediata pelo substrato dentdrio. Desta forma, a andlise
da superficie de esmalte adjacente ao material restaurador
nos parece fornecer dados mais substanciais.

Em adi¢do a EDS, outras metodologias sdo encontradas
na literatura para a andlise quimica da superficie de amostras,
dentre elas a WDS (Wavelength Dispersion Spectroscopy
- espectroscopia por dispersdo de ondas), a qual mede a
concentragdo de elementos quimicos leves, dentre eles o
fldor, na superficie de amostras bioldgicas ou nio. Para
isso, € necessdrio que as amostras sejam metalizadas com
carbono (e ndo ouro) e submetidas a vicuo por mais uma
vez®, se comparada a técnica da EDS. Uma vez que os es-
pécimes do presente trabalho eram relativamente pequenos
e finos, optou-se pela técnica da EDS, que embora possa
parecer menos sensivel que a técnica da WDS, preserva
mais as amostras, pois o vacuo pode causar a quebra dos
espécimes finos.

Os materiais restauradores utilizados no presente estudo
procuraram abranger representantes de diferentes categorias
de materiais estéticos diretos: resina composta convencional
(Grupo RC-Z), resina composta modificada por polidcidos
(Grupo RC-F), iondmero de vidro modificado por resina
(Grupo CIV-V) e cimento de iondmero de vidro conven-
cional (Grupo CIV-J). Dentre estes materiais, o Unico que
ndo apresenta flior em sua composicdo € a resina composta
7250. No entanto, Francci et al.” afirmaram em seu estudo
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Tabela 1. Resultados em % da massa do Grupo controle

Grupo Meédia %F Desvio padrdo
RC-Z 0,26 +0,3
RC-F 2,19 + 1,97
CIV-V 2,42 + 1,05
CIV-F 3,91 +1,79

RC-Z: resina composta convencional Z250; RC-F: resina compos-
ta modificada por polidcidos Freedom; CIV-V: iondmero de vidro
modificado por resina Vitremer; CIV-F: cimento de iondmero de
vidro convencional Freedom.

Tabela 2. Resultados em % da massa do Grupo experimental

Grupo Média %F Desvio padrdo
RC-Z 1,71 +0,93
RC-F 3,26 +2,39
CIV-V 3,77 +2,32
CIV-F 5,18 + 2,65

RC-Z: resina composta convencional Z250; RC-F: resina compos-
ta modificada por polidcidos Freedom; CIV-V: iondmero de vidro
modificado por resina Vitremer; CIV-F: cimento de iondomero de
vidro convencional Freedom.

que esta resina, segundo seu préprio fabricante, nao contém
fldor em sua composi¢do. Mas correspondéncias pessoais
com o fabricante revelaram que flior, em pequenas concen-
tragdes, € adicionado como catalisador.

Em relacdo aos resultados obtidos no presente estudo,
pode-se observar que os grupos restaurados com materiais
ionoméricos (CIV-V e CIV-F) apresentaram maior con-
centracdo de flior no esmalte adjacente, tanto nos Grupos
controle quanto nos Grupos experimentais. Os resultados
corroboram o trabalho de Francci et al.’, o qual relatou o
efeito positivo da liberacao de fldor por cimentos de iond-
mero de vidro, incluindo Fuji IX, na resisténcia a desmine-
ralizacdo dentdria, quando os espécimes restaurados foram
colocados em desafio cariogénico com S. mutans, embora
a metodologia utilizada diferisse consideravelmente do
presente trabalho.

O iondmero de vidro modificado por resina Vitremer
(grupo CIV-V) apresentou resultados melhores que outros
cimentos de iondomero de vidro convencionais no estudo
de Herrera et al.”s, com metodologia diferente da aplicada
no presente estudo, uma vez que os espécimes foram asso-
ciados a diferentes microrganismos relacionados ao desen-
volvimento de lesdes de cdrie, dentre eles Streptococcus
spp, Lactobacillus spp, Actinomyces spp, Porphyromonas
spp e Clostridium spp. Os autores concluiram que a acio
antibacteriana dos materiais ionoméricos nao € limitada a
microrganismos do esmalte, como os estreptococos, mas
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também contra microrganismos envolvidos em cdrie ce-
mentaria, como Actinomyces spp e periodontopatégenos,
como Porphyromonas spp, afirmando que estudos in vivo
envolvendo materiais restauradores pudessem logo corro-
borar os resultados obtidos.

Em relacéo aos resultados obtidos neste estudo, pode-se
observar maior concentragdo de flior no esmalte adjacente
as restauracdes de materiais ionoméricos (CIV-V e CIV-F),
tanto no Grupo experimental como no Grupo controle,
confirmando os resultados encontrados na literatura!?>?,
nos quais as resinas compostas modificadas por polidci-
dos ndo apresentaram alta libera¢do de flior no esmalte
adjacente e os cimentos de iondmero de vidro apresentam
maior liberagao de fldor do que outros materiais resinosos?,
embora diferentes fatores devam ser avaliados, quando se
considera o desenvolvimento de cdrie dentdria secunddria,
tais como dieta, higiene oral, suplementagdo de fldor, etc.,
e ndo somente o conteddo de flior no dente? ou do material
restaurador.

Conclusao

Com as limitacdes da metodologia aplicada neste estudo,
pode-se concluir que houve maior concentracido de fldor
no esmalte adjacente aos materiais ionoméricos (CIV-V e
CIV-F) apds desafio cariogénico in vitro com S. mutans,
quando comparados aos materiais resinosos, incluindo a
resina modificada por polidcido, a qual demonstrou baixa
concentracdo de flior no esmalte adjacente, em relacdo aos
demais materiais.
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