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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo investigar as propriedades antimicrobianas de substancias
utilizadas em métodos quimiomecanicos e seus efeitos na dentina e em células pulpares. Uma
lesdo de carie artificial em dentina foi desenvolvida em cavidades padronizadas realizadas em
dentes bovinos com amostras de Streptococcus mutans (ATCC 25175) e Lactobacillus casei
(ATCC 7463). As cavidades foram tratadas de acordo com os grupos: G1 - Tampao Fosfato-
Salino (PBS); G2 - Clorexidina (CHX); G3 — Papacarie®; G4 - Agua ozonizada (O3) e G5 -
Terapia Fotodindmica (PDT). O depdsito microbiano coletado foi diluido e cultivado para
obtengdo de colonias isoladas na técnica pour-plate. A atividade de metaloproteinases
dentinarias gelatinases (MMP-2 e MMP-9) foi avaliada pelo ensaio de zimografia
qualitativamente. A viabilidade celular foi avaliada em células pulpares apds 24, 72 ¢ 120h ¢ a
osteodiferenciacdo apos 10 dias. A CHX e PDT apresentaram reducdo bacteriana em
comparagao aos demais grupos (p<0,05). O tratamento feito com PBS, CHX e PDT apresentou
atividade gelatinolitica apds o tratamento para as MMP-2 e MMP-9. A viabilidade celular
reduziu em 120 h para todos os grupos em relagdo ao controle. CHX, O3 e PDT induziram
maior osteodiferenciacdo em relacdo ao PBS e ao Papacarie. Concluiu-se que CHX e PDT
promoveram leve diminui¢do da carga bacteriana na lesdo cariosa artificial. Todos os
tratamentos causaram, em parte, atividade gelatinolitica, por meio da expressao de MMP-2 e
MMP-9. Apesar de diminuirem a viabilidade celular, nenhum tratamento interferiu com a
diferenciagdo das células pulpares. A utilizagdo dos métodos quimiomecanicos testados
resultou em baixa reducao bacteriana nas lesoes cariosas artificiais. Concomitantemente, alguns
desses tratamentos podem ativar metaloproteinases e interferir com fungdes essenciais de
células pulpares.

Palavras-chave: Antimicrobianos. Carie dentaria. Fotoquimioterapia. Lactobacillus casei.
Metaloproteinase. Mineralizagdo. Ozdnio. Papaina. Streptococcus mutans. Viabilidade celular.



ABSTRACT

This work aimed to investigate the antimicrobial properties of substances used in chemo
mechanical methods and their effects on dentin and pulp cells. An artificial caries lesion was
developed in standardized cavities performed in bovine teeth with strains of Streptococcus
mutans (ATCC 25175) and Lactobacillus casei (ATCC 7463). The cavities were treated
according to the following groups: G1 - Phosphate Buffer Saline (PBS); G2 - Chlorhexidine
(CHX); G3 — Papacarie®; G4 - Ozonized water (O3) and G5 - Photodynamic Therapy (PDT).
A microbial sample was collected, diluted, and cultivated to obtain isolated colonies through
pour-plate technique. The activity of dentin gelatinase metalloproteinases (MMP-2 and MMP-
9) was qualitatively evaluated by zymography assay. Cell viability was evaluated in pulp cells
after 24, 72, and 120h and osteodifferentiation after 10 days. CHX and PDT caused bacterial
reduction compared to the other groups (p<0.05). PBS, CHX, and PDT showed gelatinolytic
activity through the expression of MMP-2 and MMP-9. Cell viability was reduced at 120 h for
all groups in comparison to control. CHX, O3, and PDT induced greater osteodifferentiation
compared to PBS and Papacarie®. It was concluded that CHX and PDT promoted a slight
decrease in bacterial load in the artificial carious lesion. All treatments caused, in part,
gelatinolytic activity, through the expression of MMP-2 and MMP-9. Despite decreasing cell
viability, no treatment interfered with the differentiation of pulp cells. The use of chemo
mechanical methods has a slight biological significance in reduction of bacterial load in
artificial carious lesions. In addition, some of these treatments can activate metalloproteinases
and interfere with essential pulp cell functions.

Keywords: Cell viability. Disinfectants. Dental caries. Lactobacillus casei. Metalloproteases.
Mineralization. Papain. Photodynamic therapy. Streptococcus mutans. Ozone.
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1 INTRODUCAO

Dentre as doengas que afetam os tecidos dentais, a céarie dentdria ¢ a mais prevalente,
mundialmente, e, geralmente, resulta na reducao da qualidade de vida (PERES et al., 2019;
WATT et al., 2019). A céarie dentaria ¢ uma doenca que resulta de uma disbiose da microbiota
bucal e ¢ caracterizada pela desmineralizacao da estrutura dentaria (MACHIULSKIENE et al.,
2019).

No estudo epidemioldgico realizado pelo Ministério da Saade em 2010 (MINISTERIO
DA SAUDE, 2010), apesar do Brasil apresentar uma diminui¢éo de individuos livres de carie,
os indices apontam que, para criancas e adolescentes, o principal problema refere-se a carie nao
tratada, enquanto, em adultos e idosos, a perda dentaria em decorréncia da carie ¢ o problema
mais prevalente. O componente obturado do indice CPO — que avalia o numero de dentes
cariados (C), perdidos (P) e obturados (O) — cresceu em termos relativos, evidenciando o maior
acesso da populagdo ao servico odontologico. No entanto, quando nao tratadas, as lesdes
cariosas progridem para cavitagdes, desconforto, dor e, eventualmente, perda dentéria.

A dentina ¢ um tecido vital, pois contém processos odontoblasticos capazes de captar
sinais de estimulos fisicos, quimicos e bioldgicos. Quando na presenca de danos, como o
processo cariogénico, este tecido possui uma reagdo de defesa, que consiste na deposi¢cdo de
conteudo mineral dentro dos tubulos dentinarios, chamada esclerose tubular. Outra forma de
reacdo da dentina aos danos ¢ a producao da dentina reacional, que se inicia-se mesmo antes de
ocorrer a progressao da lesdo cariosa para a dentina (KIDD; FEJERSKOV, 2004). Ou seja, a
dentina ¢ um tecido capaz de responder aos danos decorrentes da lesdo cariosa, como também
de se remineralizar (YOSHIHARA et al., 2020). Em ultima andlise, essas reagdes sao relevantes
para a protecao do tecido pulpar subjacente.

As lesdes cariosas em dentina consistem em duas camadas e estas apresentam diferentes
propriedades. A mais externa, ou primeira, ¢ altamente desmineralizada e nao passivel de
remineralizagdo. E denominada dentina infectada e apresenta distor¢do na estrutura dos tubulos
dentinarios, desnaturacao das fibras colagenas e uma extensa invasao bacteriana. A mais interna
apresenta desmineralizacao intertubular, sendo, portanto, passivel de remineralizacdo e
recuperagao do dano decorrente do processo cariogénico. Esta dentina ¢ considerada afetada,
apresentando deposicao de cristais de minerais nos tubulos dentindrios, minima destruicao da

matriz de coldgeno e possui uma penetracdo bacteriana significativamente menor quando
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comparada a dentina infectada. (BANERJEE, 2018; HAMAMA; YIU; BURROW, 2014;
KUBOKI; LIU; FUSAYAMA, 1983).

Para fins de conservagao da estrutura dental, a remog¢ao menos invasiva — ou seletiva —
do tecido cariado foi proposta para a paralisacao das lesdes de carie, particularmente naquelas
que acometem profundamente a dentina. Considerando-se a Odontologia Minimamente
Invasiva (OMI), a camada interna da lesdo cariosa, ou seja, a dentina afetada, deve ser mantida
para, consequentemente, reduzir o risco de exposicao pulpar e induzir uma reagao protetora do
complexo dentina-polpa (SCHWENDICKE; PARIS; TU, 2015).

Ao colocar em pratica esta filosofia, os aspectos funcionais e estéticos das restauragoes
também devem ser considerados. Uma abordagem minimamente invasiva, removendo-se
principalmente a dentina infectada, ira conservar significativamente a estrutura dentdria para
reter e suportar uma restauracdo com margens adequadas. Atualmente, com o advento de e
materiais adesivos, o uso de resinas compostas ¢ considerado uma parte integral da OMI, visto
que este material ndo requer cavidades auto retentivas quando comparado ao seu predecessor,
o amalgama (FRENCKEN et al., 2012; SCHWENDICKE et al., 2016).

Mesmo apods o diagnostico clinico e radiografico de lesdes cariosas em dentina, ha
dificuldade de se determinar o limite entre a dentina infectada e a afetada, i.e., delimitar a
minima remocdo possivel do tecido irreversivelmente comprometido, previamente ao
tratamento restaurador. De forma geral, os parametros utilizados consistem em avaliar a cor da
lesdo cariosa por meio de inspecao visual e a dureza da dentina com auxilio de um escavador,
a qual deve se apresentar em lascas ou com textura similar ao couro (IWAMI et al., 2004).
Entretanto, nenhum desses parametros ¢ critério clinico seguro para se definir o limite de
remogao da dentina infectada, visto que sao subjetivos e dependentes do operador (NEVES et
al., 2011).

Pela subjetividade dos parametros de diferenciagao da dentina afetada e infectada e pela
consisténcia umida e menos rigida da dentina proxima a polpa dentaria, o risco da remogao
excessiva de tecido dentinario cariado ¢ maior em lesdes cariosas profundas (BARROS et al.,
2020; INNES et al.,, 2016). Este procedimento apresenta alto risco de exposi¢do ou
complicagdes pulpares, que podem resultar em capeamento pulpar, pulpotomia ou tratamento
endododntico radical — todos estes tratamentos podem levar a diferentes progndsticos e culminar,
inclusive, na perda precoce do dente (ELHENNAWY et al., 2018). O risco de exposi¢ao pulpar
em lesdes cariosas profundas ¢ estimado em 40% para dentes permanentes e em 53% para
dentes deciduos (RICKETTS; SCHWENDICKE, 2018), justificando a aplicagao de novos

métodos para minimizar a remogao do tecido cariado.
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O método quimiomecanico ¢ considerado um dos mais conservadores € convenientes
para remogao da lesdo de carie dentaria (HAMAMA; YIU; BURROW, 2014). Este método ¢
caracterizado pelo uso complementar de substincias quimicas, ao contrario de se utilizar
exclusivamente instrumentos manuais, reduzindo a subjetividade da escavagdao da dentina
contaminada. Algumas dessas substancias auxiliariam ainda na quebra do colageno da dentina
ja amolecida, maximizando também a remocao do biofilme de micro-organismos localizado na
cavidade (BANERIJEE, 2018).

Estudos clinicos e revisdes sistematicas ja demonstraram que a remog¢ao incompleta do
tecido cariado, em dentina, reduz o risco de exposi¢ao pulpar quando este método ¢ comparado
a remocao completa do tecido (ALI et al., 2018; BARROS et al., 2020). Por conseguinte, as
técnicas de antissepsia permitem maior preservagao tecidual comparada a escavagao do tecido
cariado. Sao exemplos: a aplicagdao de ozonio, da Terapia Fotodinamica (PDT), e a aplicagao
local de antissépticos, como a Clorexidina (CHX) (NOACK; WICHT; HAAK, 2004). Estas
terapias sdo conservadoras e possuem aceitabilidade pelos pacientes, diminuindo o risco de
recorréncia das lesdes cariosas, ¢ a necessidade de retratamento (BANERJEE, 2018;
CUSICANQUI MENDEZ et al., 2018). Por outro lado, estudos apresentam resultados in vitro
e in vivo conflitantes no que diz respeito a eficacia dos tratamentos quimiomecanicos (GOYAL
et al.,, 2015; HAUSER-GERSPACH et al., 2009a; KAPDAN; OZTAS; SUMER, 2013;
MODIMI et al., 2016; MULLER; GUGGENHEIM; SCHMIDLIN, 2007). Além disso, a
investigacao dos efeitos dessas substancias na superficie dentinaria — a luz da aplicacao de
futuras técnicas adesivas — ainda sdo pouco conhecidos. Finalmente, apesar de ser desejavel
que os tratamentos apresentem propriedades bactericidas ou bacteriostaticas, ¢ também
necessario que tenham minima influéncia no tecido pulpar subjacente, preservando assim sua
capacidade reparadora.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades antimicrobianas de
diversas substancias quimicas para antissepsia de lesdes cariosas profundas in vitro, avaliando-
se a eficacia na redugdo dos micro-organismos presentes nas lesdes cariosas e os efeitos sobre

a estrutura dentinaria e em células pulpares.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carie dentaria e remocao do tecido cariado

A carie dentaria é uma doenca dinAmica, multifatorial e ndo transmissivel. E mediada
pelo biofilme bucal em disbiose, modulada pela dieta, e determinada por fatores bioldgicos,
comportamentais, psicossociais € ambientais. Resultante deste processo patogénico, ha perda
mineral dos tecidos dentdrios, € consequentemente, o surgimento da lesdo cariosa
(MACHIULSKIENE et al., 2019).

A lesdo cariosa afeta de forma diferente os tecidos dentarios. Enquanto o esmalte ¢
avascular e acelular, e por conseguinte, incapaz de responder as injurias decorrentes do processo
carioso, o contrdrio acontece na dentina. A dentina, tecido derivado do componente
mesenquimal, apresenta prolongamentos de odontoblastos em seus tibulos dentinarios. Ainda
constituida majoritariamente por hidroxiapatita, a dentina apresenta prolongamentos celulares
de odontoblastos e matéria organica, como o colageno, em sua constituicao (KATCHBURIAN,
2017).

A formacao do biofilme bucal ¢ um processo dindmico que envolve adesao,
crescimento, dispersdao ¢ uma nova adesdo de micro-organismos a superficie (FEJERSKOV;
KIDD, 2011). Com relacao ao aspecto microbioldgico, bactérias endogenas presentes no
biofilme bucal, como por exemplo o Streptococcus mutans, produzem éacidos organicos,
resultante do processo de metabolizacdo de carboidratos. Estes acidos sdo responsaveis pela
diminui¢do do pH, e consequentemente, resultam na desmineralizacao dos tecidos dentarios,
seja o esmalte, ou a dentina (FEATHERSTONE, 2004; FEJERSKOV, 2004). Lactobacillus,
por sua vez, desempenham um papel fundamental na progressao da carie dentaria na dentina,
que nao esta associada exclusivamente a producdo de acidos, mas também a capacidade das
bactérias de se ligarem ao coladgeno presente no substrato dentinario (CAUFIELD et al., 2015).
O papel do biofilme bucal no processo de progressdo da carie dentaria possui extrema
importancia clinica. A tomada de decisdes clinicas quanto a remogao total ou parcial do tecido
cariado ¢ capaz de paralisar a perda mineral, ou reverté-la em ganho mineral. Independente do
estagio de uma lesdo cariosa, esta pode ser paralisada (KIDD; FEJERSKOV, 2004). Devido a
capacidade de remineralizacdo por parte da dentina afetada, esta deve ser preservada,
principalmente considerando-se o prognostico do dente, a perda bioldgica e os custos dos

tratamentos odontoldgicos em longo prazo (SCHWENDICKE et al., 2016a).
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Black, em 1908, propds os principios que regem o preparo cavitario e afirmou que uma
vez que o preparo cavitario estivesse em uma forma adequada, nenhuma dentina cariada deveria
permanecer. Sendo assim, preconizou-se que o tecido cariado deveria ser removido até atingir
a dentina higida. Para a abordagem de lesdes cariosas profundas, ele afirmou que seria melhor
expor a polpa dental do que deixa-la recoberta com apenas uma camada de dentina amolecida
(BLACK, 1908). No entanto, esse pressuposto data de mais de um século atras, quando tanto a
Odontologia quanto os principios € as pesquisas que embasavam os procedimentos eram
diferentes. Sendo assim, a remog¢ao completa do tecido cariado — remog¢ao nao seletiva — nao ¢
uma técnica recomendada atualmente (INNES et al., 2016; MACHIULSKIENE et al., 2019).

Uma revisao sistematica recente demonstrou que a remocgao seletiva do tecido cariado
resulta na manutencao da vitalidade pulpar, quando comparada a remocgao gradual (stepwise) e
a remog¢ao ndo seletiva, total, do tecido cariado. Apesar das analises microbiologicas, de
qualidade da restauracdo e de deposicdo dentindria serem similares em todas as técnicas, a
remogao seletiva em dentes permanentes, realizada em tUnica sessao, resulta em uma maior
preservacao da estrutura dentaria e na manutengao da vitalidade pulpar (BARROS et al., 2020).

Com relagdo as abordagens do tratamento operativo da cérie dentéria, atualmente
considera-se a filosofia minimamente invasiva, cujo objetivo principal ¢ a preservacao dos
tecidos dentais. O diagndstico precoce da carie, os tratamentos nao operatorios e a realizagao
de procedimentos restauradores conservadores alinham-se ao objetivo principal da OMI
(FRENCKEN et al., 2012). De acordo, consensos preconizam a remogao seletiva do tecido
cariado como parte de um tratamento minimamente invasivo (INNES et al., 2016;
MACHIULSKIENE et al., 2019).

Mesmo com os riscos de exposi¢ao pulpar e complicagdes pds-operatdrias, o tratamento
de lesdes cariosas em dentina, empiricamente, envolve a remoc¢do completa da dentina afetada
e infectada previamente ao selamento da cavidade (SCHWENDICKE; PARIS; TU, 2015).

Do contrario, a abordagem de lesdes cariosas profundas deve consistir no selamento da
dentina afetada ou amolecida, mesmo com a proximidade de micro-organismos a polpa dental.
Este protocolo ¢ recomendado para evitar exposicao e alteracdo do tecido pulpar (GANAS;
SCHWENDICKE, 2019). Apenas as margens periféricas da lesdao cariada devem ser mantidas
na dentina mais firma, ou rigida, permitindo um adequada inser¢ao e selamento do material
restaurador (RICKETTS; SCHWENDICKE, 2018).

Hé uma indicagdo de que os cirurgidoes-dentistas ndo apoiam a remocao seletiva do
tecido cariado, mesmo para lesdes profundas, mas aceitam a exposicdo pulpar como

consequéncia da escavagao completa (SCHWENDICKE et al., 2016a). A remogao seletiva, seja
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essa incompleta ou parcial, evita que o dente adentre um ciclo restaurador, reduzindo a
necessidade de intervengdes endodonticas e permitindo que o dente seja mantido com menores
custos (SCHWENDICKE; PARIS; TU, 2015). Uma vez que o dente adentra ao ciclo
restaurador, tratamentos endodonticos sdo realizados e estes sdo considerados mais invasivos
biologicamente. Além do mais, esta ¢ uma terapia considerada complexa, de alto custo e que
requer maior tecnologia e treinamento. No sistema publico de saude brasileiro, o tratamento
endodontico ¢ realizado na atencdo secundaria e o acesso limitado a este setor pode ser
considerado na alta prevaléncia de perda dentdria no Brasil (WEBER; ALVES; MALTZ, 2011).

Entretanto, ainda ha uma resisténcia clinica ao se considerar os principios da OMI, como
a manutencao da dentina cariada e/ou a remocao seletiva do tecido cariado. A rejeicao ao
procedimento ¢ motivada pelo medo de que os micro-organismos possam causar dano pulpar
ou que apo6s o selamento da lesdo cariosa esta poderia progredir e/ou causar danos a restauragao.
Em alguns casos a remogao seletiva ¢ negligenciada, sendo considerada antiprofissional por
parte dos clinicos. No entanto, o processo de tomada de decisdo clinica deve levar em
consideragdo as informagdes particulares de cada caso e basear-se em evidéncias

(SCHWENDICKE et al., 2013, 2016b; WEBER; ALVES; MALTZ, 2011).

2.2 Aspectos da Dentina

Posteriormente ao condicionamento acido da dentina e/ou aplicacdo dos sistemas
adesivos convencionais (etch and rinse) ou universais, as fibras coldgenas presentes na matriz
organica da dentina tornam-se susceptiveis a degradacao pelas metaloproteinases de matriz
(MMPs) (MAZZONI et al., 2007). Na verdade, o ambiente acido, ou seja, com baixo pH,
criado na dentina seja pela acdo de bactérias ou pelo condicionamento acido, induzem a
ativagdo das MMPs enddogenas (TTADERHANE et al., 2001).

As MMPs sao endopeptidases Ca/Zn dependentes e participam da degradagao da matriz
extracelular (MEC). Em condigdes fisioldgicas ideais, as MMPs estao envolvidas nos processos
de transcrig¢do, ativacdo de precursores enzimaticos e interagem com componentes da MEC.
Além da interacao com a MEC, as MMPs podem atuar na quebra de moléculas celulares e em
outras proteinas nao constituintes da MEC, regulando o comportamento celular, diferenciagao
celular e modelagao tecidual. Por desempenhar um importante papel na homeostase e estarem
envolvidas nos processos citados acima, as MMPs podem influenciar processos fisiologicos e
patologicos, como artrite, cancer, aterosclerose, ulceras e fibrose (STERNLICHT; WERB,
2001; VISSE; NAGASE, 2003). Uma vez atuando na MEC, o controle de possiveis
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degradacdes ¢ essencial para a manutengdo da remodelacdo tecidual, angiogénese e
remodelagdo 6ssea (JAIN; BAHUGUNA, 2015).

Na dentina, as MMPs possuem um papel fundamental na organizagdo da MEC, na
modulagdo da progressao de lesdes cariosas, regulagdo da mineralizagdo e, consequentemente,
na formacdo da dentina secundaria (JAIN; BAHUGUNA, 2015; TJADERHANE et al., 2001).
As MMPs que se encontram na dentina sao secretadas pelos odontoblastos durante a produgao
da matriz e, possivelmente, estao envolvidas do processo de dentinogénese (PALOSAARI et
al., 2003). Uma vez finalizado o processo de mineraliza¢ao da dentina, as MMPs permanecem
quiescentes, aprisionadas na matriz calcificada. Com o desenvolvimento da carie dentinaria,
elas sdo novamente expostas e potencialmente, ativadas devido a produgdo de acidos por

bactérias bucais (MAZZONI et al., 2015).

Durante a progressao da carie dentaria, as formas ativas das MMPs desenvolvem agao
proteolitica. Neste processo estdo envolvidas as seguintes formas ativas de MMPs: MMP-1 e
MMP-8 (colagenases); MMP-2 ¢ MMP-9 (gelatinases); MMP-3 (estromelisina) e MMP-20
(enamelisina) (CHAUSSAIN-MILLER; GOLDBERG; MENASHI, 2006; TTADERHANE et
al., 2001). Apds o dinamico processo de desmineralizagdo, diversas modificagdes ocorrem na
estrutura da dentina, como a redugdo de minerais ¢ o aumento de porosidades devido as
mudangas na estrutura do coldgeno e na distribuicdo de proteinas ndo colagenases. Estas
mudangas alteram mecanicamente e fisicamente a dentina (MAZZONI et al., 2015;

TIADERHANE et al., 2001).

A ativacdo de MMP-2, MMP-8 e MMP-9 em lesdes cariosas resultam na degradacao
do colageno, incluindo o coladgeno fibrilar e nao fibrilar, fibronectina, laminina e glicoproteinas
da membrana basal (SANTOS et al., 2017). O coldgeno ¢ uma das principais proteinas
encontradas na dentina e constitui 90% da matriz organica A instabilidade do colageno tem
consequéncias potenciais na patogénese da carie de dentina e inicia-se com a degradagao da
matriz de colageno posteriormente a desmineralizagdo pelo condicionamento &cido. Essa
degradacao ¢ caracterizada pela reducdo ou desaparecimento das fibrilas de coldgeno da dentina

(HEBLING et al., 2005).

Os efeitos da degradacdo de colageno tém consequéncias particulares nos
procedimentos adesivos dos materiais restauradores. A camada hibrida, descrita pela primeira
vez por Nakabayashi et al. (1991) ¢ apresentada com a estrutura formada pela interpenetragao
dos mondmeros que compoem os sistemas adesivos e as fibrilas de colageno desmineralizadas

pelo condicionamento acido. Esta estrutura ¢ responsavel pela retengdo micromecanica das
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restauracoes de compositos e sua funcionalidade depende diretamente da integridade das
fibrilas de colageno e da qualidade da matriz polimérica que a compde (DELGADO et al., 2015;
NAKABAYASHI; NAKAMURA; YASUDA, 1991).

A degradacdao da interface adesiva entre o compdsito e a dentina € um processo
complexo, que envolve a hidrolise do composito e do colageno, ambos componentes da camada
hibrida. A dentina, ap6s o condicionamento acido, apresenta MMPs -2, -3, -8, -9 e -20, assim
como também catepsinas, em suas formas ativadas. As MMPs, expostas e ativadas pelo
condicionamento acido, podem degradar lentamente o colageno fibrilar presente na camada
hibrida, resultando em uma perda da resisténcia de unido de 36 - 70%, entre 12 e¢ 14 meses

(SCHEFFEL et al., 2014).

Sendo assim, as pesquisas tém se voltado para inibidores de MMPs (TIMPs) endogenos
e exogenos, que poderiam promover a prevencao da carie dentdria e/ou a remineralizacao da
dentina. A maioria dos TIMPs sdo capazes de quelar os 16ns calcio ou substituir estes com ions
zinco no sitio ativo das MMPs. Demais agentes sdo capazes de interagir com os fragmentos
peptidicos das MMPs, prevenir o acesso as MMPs e inibir a atividade das MMPs revestindo o
substrato. A CHX, por exemplo, um agente terapéutico reconhecido com um TIMP atua na
inibicado da atividade de MMPs pela sua propriedade quelante, atuando nos ions calcio
(MAZZONI et al., 2015). Por outro lado, at¢ o momento, o efeito de outras substancias
antimicrobianas/tratamentos quimiomecanicos além da CHX sob a atividade de MMPs na

dentina ainda ¢ pouco conhecido.

2.3 Agentes antimicrobianos e método quimiomecanico

O método quimiomecanico para remocao do tecido cariado foi desenvolvido para
superar as limitacdes da escavagdo tecidual convencional, pois este pode consistir em uma
técnica para melhor preservacao do tecido dentinario saudavel. Este método pode ser uma
alternativa eficaz, pois ¢ atraumatico e as substancias utilizadas possuem agdes bactericidas e
bacteriostaticas, além de degradar o coldgeno da dentina infectada sem dor ou efeitos colaterais
ao tecido subjacente (BANERIJEEE, 2018). Multiplos agentes quimicos tém sido utilizados na
pratica clinica, embora com eficacia questionada com relagdo as suas propriedades

antimicrobianas e aos possiveis efeitos a estrutura dentinaria (BIN-SHUWAISH, 2016).
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2.3.1 Clorexidina (CHX)

A Clorexidina (CHX) ¢ um agente antisséptico que possui um amplo espectro de
atividade para as bactérias bucais e por isso ¢ amplamente utilizado. Este agente catidnico
apresenta propriedades de inibi¢do da formacao biofilme dental, devido, principalmente, as suas
substantividade e acdo antimicrobiana. A agdo antimicrobiana da CHX depende da absorcao
das moléculas cationicas pelas paredes celulares das bactérias, resultando em um desequilibrio
osmotico e na perda de componentes intracelulares (GENDRON et al., 1999; MCDONNELL;
RUSSELL, 1999). Em baixas concentragdes, a CHX ¢ bacteriostatica e resulta em lise celular
e da membrana citoplasmatica. Por outro lado, em altas concentragdes, a CHX ¢ bactericida e
causa a coagulacdo dos componentes intracelulares, que resulta em um vazamento
(MCDONNELL; RUSSELL, 1999). Nos tecidos bucais, suas importantes propriedades como
substantividade e efeito residual fazem com que seu deslocamento ocorra pelos ions calcio,
mantendo concentracdes altas de CHX ap6s 24 horas de aplicacdao. Logo, hd um maior contato
da substancia com o0s micro-organismos, prolongando os efeitos antimicrobianos

(LAMARQUE et al., 2019).

Além de ser um agente antisséptico popular na Odontologia, a CHX ¢ tida como um
inibidor potente das MMPs (GENDRON et al., 1999). Devido a sua propriedade quelante, a
CHX ja teve sua capacidade de inibi¢ao nas MMP-2, -9 e -8 comprovada. Os agentes inibidores
de MMPs promovem a formag¢dao de uma rede mais estavel de colageno na dentina e,
consequentemente, garantem a estabilidade da camada hibrida (MAZZONI et al., 2015). No
entanto, ainda ha uma preocupagdo com relagao aos efeitos da CHX na forca de adesdo. In
vitro, em espécimes de dentina humana, a CHX 2% manteve a durabilidade da camada hibrida
e forca de adesdo imediata, possivelmente pela sua atividade nas MMPs (CARRILHO et al.,
2007; HEBLING et al., 2005). In vivo, a aplicagao da CHX causou baixos valores na forca de
adesdo imediata, ap6s a extracdo dos dentes tratados. Em outro grupo, os dentes foram extraidos
seis meses apos o tratamento com a CHX e estes apresentavam uma maior forca de adesao
quando comparado aos dentes que tiveram a avaliacao imediata apds tratamento (GUNAYDIN;
YAZICI; CEHRELI, 2016). Apesar de uma revisdo sistematica recente concluir que a
desinfeccao de cavidades com a CHX ¢ positiva e apresenta adequada preservacao da adesao

em dentina, a certeza desta evidéncia ndo foi avaliada (COELHO et al., 2021).

2.3.2 Terapia Fotodinamica
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A Terapia Fotodindmica (PDT) tem sido considerada uma opg¢ao terapéutica para
tratamento de doengas locais causadas por micro-organismos. A PDT consiste na utilizacao de
moléculas fotossensibilizantes (PS), que absorvem um determinado comprimento de onda do
espectro de luz visivel. Esta associagdo gera dois tipos de reagdes fotoquimicas (KHARKWAL
etal., 2011).

Para a reagao do tipo I, a molécula PS no estado de excitagdo tripleto reage com as
biomoléculas — acidos nucleicos, lipidios e proteinas — e transfere uma carga elétrica que produz
radicais. Estes, por sua vez, reagem com as moléculas de oxigénio formando espécies reativas
de oxigénio (ROS). Na reagdo do tipo II, a molécula PS no estado de excitacao tripleto transfere
energia ao oxigénio também neste estado, gerando o oxigénio singleto. Ambos produtos dessas
reagoes sao citotoxicos para os micro-organismos (KHARKWAL et al., 2011; SCHERER et
al., 2017). Reagdes do tipo III e IV também ja foram propostas. Nelas, o efeito citotoxico ocorre
pela falta de oxigénio nas estruturas intracelulares. Para a reacdo tipo III, as moléculas PS,
antioxidantes, diminuem a concentragao de radicais gerando o oxigénio singleto. No tipo IV,
os PS ndo se ligam a uma molécula, mas ap0s a irradiacao o processo de fotoisomeracao ocorre,
facilitando a ligagdo do PS a molécula (SCHERER et al., 2017).

A PDT possui diversas aplicagdes dentro da Odontologia e uma delas € no tratamento
da carie dentaria. Esta terapia ¢ apontada como um potencial coadjuvante no controle dos
micro-organismos relacionados a carie sem, no entanto, causar resisténcia (ARAUJO et al.,

2015; DE OLIVEIRA et al., 2019a; DINIZ et al., 2015).

Comparada aos agentes antimicrobianos convencionais, a PDT resulta em uma rapida
morte bacteriana, fazendo-se desnecessario o uso de agentes quimicos em altas concentragoes,
longos tratamentos e, consequentemente, diminui a possibilidade de resisténcia bacteriana. Os
corantes apresentam vantagens como um baixo custo e exercem um significativo efeito
fototoxico em micro-organismos, mesmo quando aplicado em baixas concentragdes
(LAMARQUE et al., 2019). Quanto as moléculas PS, o azul de metileno ¢ um corante
fenotiazina catidnico com baixo peso molecular e possui absor¢ao de luz no comprimento de
onda de 660 nm. Em associagdo com o laser, ¢ um efetivo agente antimicrobiano para bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (ALEJANDRA et al., 2017), frequentemente investigado em
biofilmes cariogénicos in vitro e in vivo (COSTA-SANTOS et al., 2019a).

Sendo assim, a PDT apresenta-se como uma ferramenta alternativa a remocgao total da
lesdo cariosa, visto que € ndo invasiva, ¢ segura, possui um bom custo-beneficio e ¢ uma técnica

simples (ALVES et al., 2019a). Considerando a filosofia de OMI de preservacao da estrutura
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dental, a PDT pode ser considerada uma terapia coadjuvante promissora para remog¢ao dos
micro-organismos em lesdes cariosas, particularmente nas lesdes profundas (COSTA-

SANTOS et al., 2019b; MENDEZ et al., 2018).

2.3.3 Papaina

A papaina ¢ uma enzima proteolitica, que apresenta propriedades antibacterianas e anti-
inflamatorias. Esta enzima ¢ obtida do latex das folhas e frutos dos mamdes verdes adultos.
Similar as pepsinas humanas, a papaina age como um agente anti-inflamatorio capaz de acelerar
0 processo cicatricial e tida como incapaz de causar danos ao tecido saudavel (BUSSADORI,;

CASTRO; GALVAO, 2005).

Disponivel comercialmente desde 2003, o Papacarie® (Formula e Agdo, Sdo Paulo,
Brasil) tornou-se objeto de diversos estudos (ABDUL KHALEK et al., 2017; ALVES et al.,
2019b; KOCHHAR et al., 2011). A substancia possui apresentacao comercial na forma de gel
€ sua composi¢do consiste em papaina e cloraminas. Esta interagdo tem sido sugerida como

responsavel por propriedades relacionadas a antissepsia (BUSSADORI et al., 2011).

A composicdo do Papacarie®, obtida em sua bula, prega apenas a facilitagdo na remogao
da dentina desmineralizada, amolecendo a por¢ao necrosada do tecido cariado, sem mencgao a
atividade antibacteriana. Estudos que reportam resultados positivos associam os beneficios da
utilizacao do Papacarie considerando ao tempo de procedimento, conforto para o paciente,
custo e diminuicdo da dor pos-operatoria (DENG et al., 2018; GOYAL et al., 2015).
Determinados estudos sugerem o gel como um protocolo alternativo para tratamento de lesdes

cariosas em criancas (MATSUMOTO et al., 2013; SILVA et al., 2019).

Uma revisdo sistematica de estudos controlados randomizados e ndo randomizados
(RCT/NRCT) realizada recentemente por nosso grupo de pesquisa — dados ainda nao
publicados (ANEXO 1) — mostra que, em determinados estudos, o tratamento com a papaina
apresentou concentracdes bacterianas elevadas quando comparado ao grupo controle, ou grupo
sem antisséptico em lesdes cariosas dentinarias (ASWATHI et al., 2017; GOYAL et al., 2015).
Sendo assim, o grupo controle apresentou eficicia similar a este tratamento. Sendo assim,

sugere-se que a eficacia antibacteriana do Papacérie® seja questionavel e variavel entre estudos.

2.3.4 Oz6nio
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O Ozo6nio (0O3), variedade alotropica do oxigénio, ¢ constituido por moléculas
triatdmicas deste elemento. Apresenta-se na natureza na forma de gas e ¢ obtido a partir da
dissociag¢ao do oxigénio molecular (O2) em atomos de oxigé€nio ativado, que entdo reage com
moléculas suplementares de O, mediante uma descarga elétrica, reagdes fotoquimicas ou
artificialmente por geradores elétricos. E um potente agente oxidante ¢ decorrente disto, é
considerado também um agente antimicrobiano. Devido as suas propriedades bactericida,
fungicida e virucida vem sendo estudado e utilizado no tratamento de lesdes cariosas, na
Estomatologia, Endodontia, Periodontia e Cirurgia (AZARPAZHOOH; LIMEBACK, 2008;
BAYSAN; WHILEY; LYNCH, 2000; STUBINGER; SADER, 2006).

O potencial oxidante do 0zdnio induz a destrui¢ao da parede celular e da membrana
citoplasmatica de micro-organismos, além de destruir glicoproteinas, glicolipideos, outros
aminoacidos e inibir o controle enzimatico da célula (NAGAYOSHI et al., 2004;
POLYDOROU et al., 2006; CELIBERTI et al., 2006; HODSON et al., 2007). Esta alta
atividade oxidante ¢ também tida como responsavel por degradar compostos organicos e abrir

os tubulos dentinarios (HOLMES; DALEY, 2003).

Em diferentes tipos de estudos, in vitro, in vivo e em revisoes sistematicas que avaliaram
a atividade antimicrobiana do 0zonio, os resultados sao controversos (BRAZZELLI et al., 2006;
HAUSER-GERSPACH et al.,, 2009a; MULLER; GUGGENHEIM; SCHMIDLIN, 2007;
SANTOS et al., 2020; WALKER et al., 2003). Apesar de ser bem tolerado pelos tecidos bucais,
sendo sugerido como uma terapia segura, a variabilidade nos resultados abordando o uso do
0z6nio como coadjuvante no tratamento da carie dentdria apontam que ainda ha necessidade de

mensurar os efeitos antimicrobianos desta terapia (SANTOS et al., 2020).

Nossos resultados apresentados na revisdo sistemdtica demonstram que quando
analisada uma mesma intervengdo (Papaina, Ozonio, PDT, CHX, Agentes Naturais ou
Carisolv), a concentragdo bacteriana ¢ variavel entre os estudos analisados, de forma que o
numero de bactéria total na amostra controle (ndo antisséptica) ¢ similar ou excedido apods o
tratamento. Sendo assim, os demais grupos apresentaram similaridade ao grupo controle —
tratamento ndo antisséptico — € em sua maioria nao apresentaram acao antisséptica. Para estudos
clinicos randomizados (RCTs) somente trés comparagdes geraram resultados conclusivos com
relacdo a redugcdao média do total de bactéria em lesdes cariosas dentinarias, sendo elas: CHX
versus PDT; Carisolv e Agentes Naturais versus controle nao-desinfetante. Com relagdo aos
estudos controlados nao randomizados (NRCTs), a CHX foi o tratamento mais efetivo, quando

comparada ao controle. No entanto, resultados inconclusivos foram obtidos ao se comparar a
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CHX com o ozdnio. Novos estudos poderiam agregar evidéncias cientificas para suportar ou
nao o uso destes métodos como coadjuvantes no tratamento da cérie dentaria € como afetam

quimicamente o tecido dentinario e pulpar.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar as propriedades antimicrobianas de diversas substancias quimicas para
antissepsia de lesdes cariosas profundas, como também investigar os efeitos destes tratamentos

sobre a estrutura dentinaria e em células pulpares.

3.2 Objetivos Especificos

e Induzir desmineralizagdo semelhante a lesiao de carie dentaria em cavidades
padronizadas, realizadas em dentes bovinos, utilizando uma amostra de Lactobacillus
casei (ATCC 7463) e Streptococcus mutans (ATCC 25175);

e Comparar o efeito antimicrobiano de: tampao fosfato-salino (controle); 4gua ozonizada;
terapia fotodinAmica com laser vermelho e azul de metileno 0,005 mg/ml; Papacarie®;
e digluconato de clorexidina (2%) aplicados as cavidades padronizadas em dentina
bovina, por meio de contagem de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de
Lactobacillus casei e Streptococcus mutans utilizando a técnica pour plate;

e Analisar a dentina superficial e profunda por meio de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), apds todos os tratamentos antimicrobianos realizados nos dentes
bovinos;

e Verificar e comparar os efeitos promovidos pelos tratamentos antimicrobianos na
atividade de metaloproteinases gelatinases da matriz dentinaria (MMP-2 e MMP-9), por
meio de zimografia;

e Mensurar a curto prazo a proliferacao celular de células pulpares de dentes deciduos
apos cada tratamento por meio do ensaio de MTT em 24, 48 ¢ 120 horas;

e Mensurar a capacidade de producao de depdsitos minerais (odontodiferenciagao), por

meio da coloragdo de vermelho de alizarina.
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4 METODOLOGIA

4.1 Calculo amostral

A determinacdo da quantidade definitiva de amostras que foram utilizadas neste estudo
ocorreu por meio do céalculo amostral. Este foi realizado utilizando-se o software G*Power
(Versao 3.1, Diisseldorf, Alemanha) e os valores de média e desvio-padrao foram obtidos por
meio de um trabalho publicado que realizou o teste antimicrobiano semelhante ao realizado
neste estudo (KAPDAN; OZTAS; SUMER, 2013). A probabilidade de realizar um erro do tipo
I (o) foi ajustada em 0,5 e do tipo II (B) em 20%. Logo, o n resultante para este trabalho foi de
seis amostras por grupo.

Foram utilizados um total de 75 dentes bovinos durante o estudo. Considerando-se cinco
grupos experimentais foram utilizados 30 dentes bovinos para o teste antimicrobiano, enquanto
30 espécimes foram preparados para o ensaio de zimografia e microscopia eletronica de
varredura (MEV), n igual a 6 para cada teste. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em

triplicatas, sendo utilizados 15 dentes bovinos para a preparagao dos discos dentinarios (n=3).

Para a obtencao de células pulpares, o calculo amostral também foi realizado no mesmo
software e com os mesmos parametros de probabilidade descritos anteriormente. Os valores de
média e desvio-padrao foram obtidos em um trabalho publicado que realizou o teste de
citotoxicidade de forma semelhante (DINIZ et al., 2015). Logo, o n para esta analise foi de
cinco dentes deciduos. Esse numero de dentes foi suficiente para a obtencao de tecido pulpar

para o isolamento celular em nimero adequado para o estudo.

4.2 Selecao, limpeza e armazenamento dos dentes

As pingas laterais bovinas foram extraidas no Abatedouro Frigorifico Dimeza Alimentos
(CNPJ: 09.021.512/0001/09), registrado pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (Inscricdo Estadual: 001.041.438.0029) e devidamente regulamentado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), mediante um termo de doacao dos dentes

(ANEXO A).

Para o estudo, foram selecionados 75 dentes com dimensdes coronais similares e estes
foram mantidos em solugdo de timol 0,1% para desinfeccao, sob refrigeragdo. Posteriormente,

todo o tecido gengival e 6sseo, como também restos de ligamento foram removidos com lamina
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de bisturi n° 15, montada em cabo de bisturi e/ou curetas periodontais. Em seguida, foram
limpos em baixa rotacdo com escova de Robinson e pedra-pomes. Apos a limpeza, os dentes
foram visualmente inspecionados com auxilio de uma lupa para verificar se estavam livres de
trincas ou defeitos estruturais. Em seguida, os dentes permaneceram em agua destilada, sob
refrigeragao (4°C), em recipientes plasticos até o inicio dos procedimentos experimentais,

evitando-se desidratacao.

4.3 Preparo dos dentes

Inicialmente, todos os dentes selecionados foram incluidos em bases de resina acrilica
quadrangulares, com auxilio de cera pegajosa, a fim de estabilizar o dente para o preparo inicial.
Com relacao a superficie incisal, os dentes foram seccionados no sentido mésio-distal com um
disco diamantado (Diamond Wafer Blade, série 15 HC, Buehler, EUA) em méaquina de corte
(Isomet 1000, Buehler, EUA), sob irrigacdo constante. A profundidade deste corte foi
determinada em seis milimetros, por meio de exame radiografico. O objetivo desta sec¢do foi
remover o esmalte, expondo o substrato dentinario, sem, no entanto, expor a camara pulpar
(FIGURA 1). Para a planificagcdo da superficie do substrato dental, todas as superficies
dentinérias foram lixadas na Politriz com lixas d’agua de carbeto de silicio, granulacao #600

(3M, Brasil), sob irrigagao.

Figura 1 - Preparo inicial dos dentes

| A ™

d

Legenda: a) Dente limpo e demarcado na altura do preparo;
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b) Dente embutido em base de acrilico sendo seccionado no sentido mésio-distal na Isomet;
c¢) Dente apo6s corte com superficie dentinaria exposta;
e) Superficie dentinaria apds planificacdo na Politriz.

Fonte: Autoria Propria, 2021.

Posteriormente, na superficie dentindria incisal foi realizada uma cavidade padronizada
com ponta diamantada tronco-conica invertida #2131 (Didmetro ponta ativa: 2,1 mm,
comprimento ponta ativa: 2,4 mm; KG Sorensen, Cotia, Sdo Paulo, Brasil). A profundidade e
largura da cavidade foi determinada pelo tamanho da ponta ativa, sendo que a penetracao da
ponta foi limitada por uma anilha acoplada a haste (FIGURA 2). O preparo foi realizado com
uma alta rotacdo adaptada a um microscopio (PEIXOTO et al., 2002), sob irrigagdao, de modo
que a ponta diamantada ficasse paralela a superficie incisal. As pontas diamantadas foram

trocadas e descartadas a cada cinco preparos.

Figura 2 — Dispositivos utilizados na padronizagdo do preparo cavitario

a b

Legenda: a-b) Anilha confeccionada para a ponta diamantada #2135;
¢) Anilha acoplada na haste na ponta diamantada #2135;
d) Ponta diamantada paralela a superficie incisal durante o preparo cavitario;
) Microscopio adaptado com alta rotacdo utilizado durante os preparos cavitarios.
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Fonte: Autoria propria, 2021.

Posteriormente ao preparo, toda a superficie coronaria dos dentes foi recoberta por esmalte
cosmético acido-resistente (Colorama®, Sdo Paulo, Brasil), exceto a cavidade presente na
superficie incisal (FIGURA 3). Os dentes foram alocados para cada grupo por ordem de
realizag¢do do preparo cavitario e, depois, os grupos foram randomizados no software Microsoft

Excel (Versao 16.48).

Figura 3 - Preparo Cavitario Padronizado

Legenda: a-b) Preparo cavitario realizado na superficie dentinaria incisal;
¢) Superficie coronaria dos dentes recobertas com esmalte cosmético acido-resistente.
Fonte: Autoria propria, 2021.

Em seguida, os dentes foram esterilizados por irradiagdo de raios gama (25kGy) e

mantidos sob refrigeragdo (-70°C) até o seu uso.

4.4 Analise Antimicrobiana
4. 4.1 Desenvolvimento do indculo e cultivo bacteriano

Para verificar a a¢do antimicrobiana das solucdes e seus efeitos sobre a morfologia da
dentina, lesOes cariosas artificiais foram produzidas nas cavidades preparadas na superficie

incisal dos dentes (n =30). Para este fim, foram utilizadas duas amostras de bactérias,
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Streptococcus mutans (ATCC #25175) e Lactobacillus casei (ATCC #7463), cultivadas,
respectivamente, em meio BHI (Kasvi, Sao José dos Pinhais, Parand, Brasil) e MRS (Merck,

Darmstadt, Alemanha).

Aliquotas das amostras foram mantidas congeladas em meio suplementado com 10% de
glicerol, a -70°C, durante todo o experimento. Para a expansao e reposi¢ao das aliquotas, as
bactérias foram cultivadas em agar (48 h) e depois transferidas para o caldo (24 h). Para estimar
a quantidade de bactérias para a padronizagdo do indculo, foi realizada a técnica de
plaqueamento em microgota. Ambas as amostras foram expandidas em meio caldo por 24 h,
em jarra de anaerobiose, € incubadas em estufa a 37 ° C. Apods o crescimento, as bactérias foram
transferidas para tubos de 50 mL e centrifugadas a 5.000 rpm, durante 5 minutos, em
temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as bactérias foram
resuspendidas em PBS para formagao do indculo. A concentracao bacteriana de cada indculo
foi determinada por meio da densidade 6ptica (OD) mensurada em placa de 96 pogos, em
espectrofotometro (MQX200, BioTeK, USA), nos respectivos comprimentos de onda (Tabela
1).

Posteriormente, o indculo foi submetido a diluigdo seriada de 10* a 10”7, plaqueado e
cultivado a 37°C, em estufa, por 24 H. Foi realizada a contagem de Unidades Formadoras de
Colonia (UFC) e os valores corrigidos para mL. Na Tabela 1 estdo dispostos os valores de
comprimento de onda, OD e a concentracgdo final de UFC/mL, para cada bactéria utilizada neste

estudo.

Tabela 1 - Padronizagao da concentragao bacteriana para indculo

Microorganismo | Comprimento de Onda (nm) | OD UFC/mL
S. mutans 650 0.5 6.56 x 10°
L. casei 600 1.0 1.8x10°

Fonte: Autoria propria, 2021.

4.4.2 Indugao da Lesao Cariosa Artificial

A desmineralizagdo da superficie dentinaria nos dentes ocorreu por sete dias para simular a
lesdo cariosa artificial. Para este fim, diariamente, as bactérias foram cultivadas para obtengao

do inoculo, substituido a cada 24 h.
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Os dentes foram posicionados em tubos Falcon (50 mL) e a base de acrilico permitiu que
estes ficassem suspensos com a superficie de interesse plenamente em contato com o indculo
bacteriano em meio de cultura (Figura 4). Para o crescimento das bactérias neste ambiente, foi
utilizada a concentragao bacteriana descrita acima ¢ foram utilizados, também, 5 mL de caldo
BHI suplementado com 5% de sacarose. A incubagdo ocorreu em jarras de microaerofilia, em
estufa, a 37°C. A cada troca do indculo, os dentes foram transferidos para novos tubos Falcon
estéreis, com auxilio de uma pinga. A fim de verificar contaminagdo, o meio de cultura puro
também foi incubado e a cada dois dias foi realizada a coloragdao de Gram do inoculo.

Apos os sete dias, um dente sobressalente foi submetido ao exame radiografico para

confirmacao da desmineralizagao.

Figura 4 — Dente posicionado dentro de tubo Falcon com a superficie de interesse em contato

com o inoculo.

Fonte: Autoria propria, 2021.

4.4.3 Antissepsia das cavidades e teste microbiologico

Apos a desmineralizacdo ter ocorrido por sete dias, o excesso de micro-organismos
aderidos a superficie dentéria da lesdo artificial cariosa foi removido com gaze estéril, exceto
na regiao interna da cavidade. Posteriormente, prosseguiu-se com a aplicagdo dos tratamentos

descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Distribui¢ao dos grupos e forma de aplicagdao do tratamento.



36

Distribuicao dos Tempo de Parametros
grupos Aplicacao
RG1: Tampao 01 minuto PBS

Fosfato-Salino

(PBS) (Controle)

G2: Digluconato de 02 minutos Clorexidina 2% (Clorhexidina; FGM, Joinville,

Clorexidina Santa Catarina, Brasil)?
G3: Terapia 05 minutos— Azul de Metileno 0,005 mg/ml (Chimiolux,
Fotodinamica (PDT) Pré- Aptivalux, Belo Horizonte, MG, Brasil);
Exposicao; Irradiagao por meio de laser diodo (Twin Flex II,
42 segundos - MM Optics, Sao Carlos, SP, Brasil), comprimento
Irradiacio de onda de 660 nm, poténcia 40 mW, densidade
de energia 60 J/cm?>®
G4: Agua Ozonizada 1 minuto Concentracao de 40 ug/mL — obtida com gerador
(O&LSS DIGITAL, Ozone & Life, Sao José dos
Campos, Brasil)°
GS5: Papacarie® 30 segundos ~ Formula & Agdo, Sdo Paulo, SP, Brasil!

Legenda: *ZHOU et al., 2010; ® DINIZ et al., 2015; * DURMUS et al., 2019; ¢ Instrugdo do fabricante.
Fonte: Autoria propria, 2021.

As solugdes foram depositadas em volumes iguais com seringa de insulina (1 gota— 10ul)
e mantidas em contato com a cavidade, passivamente, de acordo com os tempos apresentados
na Tabela 1. Todas as cavidades foram lavadas com 1 mL de &gua destilada estéril e secas,

externamente, com gaze estéril.

Apos a lavagem dos tratamentos, um microbrush (KG Sorensen, Cotia, Sao Paulo, Brasil)

foi inserido e rotacionado no interior da cavidade para coletar o deposito microbiano. Em
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seguida, o microbrush foi imerso passivamente em 1 mL de PBS estéril e esta amostra foi
submetida a uma dilui¢do seriada (de 10! a 10#). A diluigdo de 10 foi pipetada em uma placa
de Petri e, em seguida, sobre ela, foram espalhados 20 mL de agar BHI (Kasvi, Sao José dos
Pinhais, Parana, Brasil), na técnica pour plate, para obtencao de colonias isoladas. As placas

foram colocadas em jarras de microaerofilia, que foram incubadas em estufa a 37° C por 48 h.

As placas foram fotografadas (Canon; Canon EOS Digital Rebel XT, Toquio, Japao) e as
imagens transferidas ao software Image J (NIH, MD, EUA), onde as colonias foram

quantificadas na superficie e no meio do agar, por meio da ferramenta de analise de colonias.

4.5 Zimografia

4.6.1 Extracdo da amostra

Para avaliagdo da atividade de MMPs foram utilizados novos dentes (n = 30), que foram
submetidos ao preparo, a inducao de lesdo cariosa artificial e aos tratamentos antimicrobianos
como descritos anteriormente. O objetivo de induzir a lesdo cariosa artificial foi causar a
desmineralizacdo superficial da estrutura dentinaria. No entanto, a acidificacdo do substrato
pelo processo carioso ou substancias exogenas pode levar a ativagdo de MMPs dentinarias.

Apos a realizagdo do tratamento antimicrobiano e lavagem da cavidade, o tecido
desmineralizado foi raspado completamente da cavidade com colher para dentina n°. 5.
Amostras individuais coletadas de trés dentes foram reunidas em pool, totalizando dois pools
por grupo. As amostras foram coletadas em 30 uL de PBS, em gelo, até posterior

armazenamento a -70°C.

4.6.2 Extracdo de proteinas

Para otimizar a extracdo das MMPs eventualmente presentes, 30 uL de tampao RIPA
(Tampao de Radioimunoprecipitagao) foram adicionados as amostras. As amostras foram
mantidas em gelo por 30 minutos e, posteriormente, centrifugadas a 12.000 x g, 4 ° C, por 15
minutos. O sobrenadamente foi coletado e o total de proteinas quantificado com o kit de ensaio
de proteinas Qubit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) e

espectrofotometro (NanoDrop, Thermo Fisher). Dessa forma sendo que 1 uL da amostra foi
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utilizado para determinar a concentracdo de proteina em pg/pul. na amostra (Tabela 1 -

Apéndice).

Observagdo: um estudo piloto de quantificacdo de proteinas foi realizado nas amostras
congeladas em PBS apos centrifugac¢do a 12.000 x g, 4 ° C, por 15 minutos. Entretanto, os
niveis proteicos estavam abaixo do desejavel para o carregamento dos géis. Dessa forma, foi

optado por adicionar o tampdo RIPA para auxiliar no isolamento proteico.

4.6.2 Preparacao de gel e corrida para atividade gelatinolitica

A fim de detectar a presenca e a atividade genatinolitica/proteolitica das MMPs, foi
preparado um gel de corrida/separagdo a 7,5%, contendo poliacrilamida 29:1 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) e gelatina A (1%) em tampao Tris-HCI 1,5 M (pH: 8,8) (Tabela 2 —
Apéndice). O gel de corrida foi colocado entre as placas de vidro com auxilio de uma
micropipeta e sobre ele foi acrescentado dgua destilada, impedindo o contato com o ar. Apos a
polimerizacao do gel, a agua foi removida com papel absorvente e foi preparado o gel de
empilhamento 4% em tampao Tris-HCl 0,5 M (pH: 6.,8) (Tabela 3 - Apéndice). O gel de
empilhamento também foi colocado entre as placas com auxilio de uma micropipeta até o limite
da placa de vidro. O pente foi posicionado e removido apos o tempo da polimerizagdo completa
do gel.

Seguidamente, as amostras foram preparadas para a corrida. Para este fim, todas as
amostras foram utilizadas na concentracao de 10 pg/uL, e a elas foram adicionados 6 uL de
tampao de amostra concentrado (5 x) (Tabela 4 - Apéndice) e PBS (se necessario), totalizando
o volume final de 30 pL para todas as amostras. ApoOs preparadas, as amostras foram mantidas
em estufa a 37° C por 15 minutos. Os pogos do gel foram lavados com tampao de corrida 1x
(Tabela 4 - Apéndice) e a amostras pipetadas nos respectivos pogos. Em um pogo remanescente
foram colocados 20 pL. de amostra padrdo (Ladder; Precision Plus Protein Kaleidoscope
Standard, Bio-rad Laboratories, CA, EUA), a fim de monitorar a corrida e identificar os pesos
moleculares das MMPs.

A eletroforese foi realizada em cuba, em gelo, a 110V, e a amperagem foi controlada
durante a corrida (todos Bio-Rad). O tempo médio da duragao da corrida foi de trés horas. Apds
terminada, o gel foi removido das placas e lavado duas vezes em solugdo de Triton X-100 2%
(Tabela 5 - Apéndice), por 30 minutos, em temperatura ambiente, sob constante agitagdo. Apos

esta solucdo ser removida, o gel foi lavado com agua destilada, e colocado em tampao de
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incubacgdo por 30 minutos (Tabela 6 - Apéndice), também, sob agitagdo suave. O tampao de
incubagao foi substituido 1x por tampao fresco e o gel incubado em estufa a 37° C por 24 h.

A fim de verificar a atividade de degradagao, o gel foi corado com solugdao de Coomassie
Blue R-250 0,1% filtrada (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) durante uma hora, sob
agitacdo. Posteriormente, uma solucdo aquosa descorante com 50% de metanol foi utilizada
para remocao do excesso de corante até o aparecimento das bandas de lise.

Para a anélise de dados, o gel foi escaneado e as imagens importadas para o software Image
J. As bandas foram quantificadas na forma invertida da imagem e identificadas com base no

peso molecular do ladder.

4.7 Microscopia Eletronica de Varredura

Apos a coleta da lesdo cariosa artificial para o ensaio de zimografia, os dentes utilizados
foram destinados a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Primeiramente, foi realizada
a fixa¢do inicial com solucdo de glutaraldeido (2,5%) em tampao fosfato (0,1M, pH 7,2-7.4),
overnight. Ap0s este periodo, os dentes foram mantidos em geladeira em tampao fosfato (0,1 M,
pH 7,2-7,4) até a realizacao das analises.

Para o processamento das amostras, como também analise microscopica, os dentes foram
encaminhados ao Centro de Microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais (CM-
UFMGQG). As amostras foram submetidas a fixacdo secundaria com tampao fosfato de sédio
(0,IM, pH 7,2). Posteriormente, as amostras foram desidratadas em uma série ascendente de
etanol a 25, 50, 75, 95 e 100%, por 20 minutos em cada banho. A imersao em etanol 100%
ocorreu por trés vezes, em banhos de 10 minutos de duracao cada. A secagem das amostras foi
realizada em aparelho de ponto critico de CO; (Leica EM CPD020; Leica, Wetzlar, Alemanha).
As amostras foram metalizadas com uma fina camada de ouro, com corrente de 50 mA, pelo
método sputtering (BALTEC MED 020; Baltec, Los Angeles, CA, EUA). A analise
microscopica ocorreu em microscopio eletronico de baixo vacuo (FEG — Quanta 200; FEI,

Hilsboro, OR, EUA).

4.7 Citotoxicidade

4.7.1 Isolamento das Células Pulpares de Dentes Deciduos Humanos

Como citado acima, para a obtengdo das células pulpares, foram utilizados 5 dentes
deciduos, de pacientes saudaveis, de até 11 anos de idade, que foram esfoliados ou apresentaram

necessidade de extragdo. Para este fim, este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de
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Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (CAAE:
37612820.1.0000.5149) (ANEXO B). A obtencao ocorreu mediante assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos responsaveis e Termo de Assentimento Livre
e Esclarecido (TALE) pelas criancas. Os dentes que apresentaram lesdes cariosas em sua

superficie foram excluidos deste estudo.

Apo0s a exodontia ou esfoliacdo espontanea (menos de 24 h fora da boca e manutengao em
leite), os dentes foram desinfetados por friccdo com gaze umedecida em éalcool 70%, durante
01 minuto, ¢ colocados num frasco contendo meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified
Essential Medium, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) suplementado com 20% de soro fetal
bovino, 1% de penicilina, 1% estreptomicina e 0,2% de anfotericina B (GIBCO/Invitrogen,

Grand Island, NY, EUA).

As células pulpares foram isoladas em uma capela de fluxo laminar, sob condigdes
estéreis. O tecido pulpar foi coletado por acesso direto a polpa dentaria devido a reabsor¢ao da
porc¢ao radicular do dente deciduo. Para o isolamento celular, o tecido pulpar foi fragmentado
com uma lamina de bisturi n° 15 C em uma placa de Petri contendo meio base (DMEM). Os
fragmentos foram depositados em um tubo Falcon estéril de 15 ml e incubados a 37°C por 60
minutos em meio base contendo um coquetel enzimatico (4 mg/ml de dispase e 3 mg/ml de
colagenase tipo I) (GIBCO/Invitrogen). O sobrenadante foi centrifugado a 0,5 x g por 5
minutos. O pellet foi suspendido em meio DMEM completo, suplementado com 20% de soro
fetal bovino, 1% de penicilina, 1% de estreptomicina, e10 pg/mL de gentamicina. Em seguida,
as cé€lulas foram individualizadas utilizando uma rede de poliestireno (poro de 70um) e
incubadas a 37° C em atmosfera umidificada de CO, 5% e 95% de ar. O meio de cultura foi
trocado a cada dois dias. Quando as células se tornaram subconfluentes (80%), foram colhidas
com solucdo de tripsina-EDTA a 0,025% e transferidas para novas garrafas para expansao. Para
este estudo forram utilizadas apenas as células obtidas entre a 4% ¢ 8? passagem. Aliquotas foram

congeladas para viabilizar o estudo durante sua execugao.

4.7.2 Confec¢ao dos discos

Foram confeccionados 15 discos de dentina bovina para adaptacdo em camara pulpar
artificial (n = 3 por grupo). Para este fim, os dentes foram seccionados na jungdo cemento-
esmalte utilizando-se um disco diamantado dupla-face (KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil)

acoplado a peca de mao. As coroas foram seccionadas transversalmente em uma cortadeira
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metalografica (Isomet Low Speed Saw; Buehler, Lake Bluff, Il, EUA), obtendo-se discos de
espessura de 1,0 mm £ 0,05. Apds o preparo, os discos foram imersos em EDTA 0,5 M, pH
7,2, por 30 segundos, para remog¢ao da smear layer (DINIZ et al., 2015). Posteriormente, os
discos foram submetidos a desmineralizacdo, de modo semelhante ao descrito acima para a
inducdo da lesdo cariosa, em microplacas. Apds sete dias de desmineralizacdo, os discos foram

esterilizados por irradiacao gama (25 kGy).

4.7.3 Cultura Celular

Para o teste nas camaras pulpares artificiais, as células foram plaqueadas em placas de 24-
pocos na densidade de 1 x 10* células/pogo para o ensaio de viabilidade celular e 5 x 103/pogo
para o ensaio de osteodiferenciacdo. Os discos de dentina foram adaptados na camara metalica,
com o objetivo de criar um arcabouco. O dispositivo metalico de camara pulpar (FIGURA 5)
foi colocado em cada um dos pocos das placas de 24-pogos, apds o plaqueamento, sendo que o

disco foi mantido em contato direto com o meio de cultura.

Figura S — Dispositivo de Camara Pulpar Artificial

Legenda: A) Dispositivo de cdmara pulpar aberto, composto por uma cémara superior, uma mola e um
compartimento central;
B-C) Anéis de elasticos onde, entre eles, os discos dentinarios foram posicionados;
D) Compartimento inferior;
F) Diagrama demonstrando a cultura celular em um pogo de microplacas com o disco
dentinario posicionado entre os anéis.
Fonte: DINIZ et al., 2015.
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4.7.4 Aplicacao das substancias antimicrobianas

As solucdes antimicrobianas foram depositadas em volumes iguais com auxilio de
micropipetas — 10 uLL — na superficie dos discos e foram mantidas indiretamente em contato
com as cé€lulas (de forma passiva pelos discos dentindrios bovinos interpostos), de acordo com
os tempos apresentados para cada substancia na Tabela 1. Imediatamente apos os tratamentos,
as células foram lavadas com 1 mL de PBS, removendo-se o excesso dos tratamentos
antimicrobianos. Os tempos experimentais para cada analise estdo apresentados nas proximas

sessoes.

4.7.6 Viabilidade Celular

A fim de verificar o efeito dos tratamentos antimicrobianos na viabilidade celular foi
realizado o ensaio de sal de metiltetrazolio — MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)
diphenyltetrazolium bromide) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. O ensaio de MTT foi realizado em trés tempos experimentais — 24,
72h e 120 horas do tratamento. As células foram supridas com meio base e 40 ul da solugdo de
MTT (5 mg/mL) foram depositados nas mesmas. As placas foram incubadas por 2-3 horas a
37° C em atmosfera umidificada com 5% CO, e 95% de ar. Ap0s este periodo, o meio de cultura
foi descartado e os cristais de formazan foram solubilizados com 300 pl dimetil sulfoxido
(DMSO) (Sigma- Aldrich). Apdés 15 minutos, a leitura de absorbancia ocorreu em
espectrofotometro a 540 nm (SpectraMax 190 Microplate Reader; Molecular Devices, San

Jose, EUA).

4.7.7 Mineralizagao

Nesta etapa foi realizada a indugdo da osteodiferenciacao das células da polpa dentaria.
Para este fim, as células foram semeadas (5x10°/po¢o) em placa de 24 pogos, em triplicata. As
células foram tratadas de acordo com os grupos experimentais e, em seguida, estimuladas por
10 dias com meio de diferenciagio DMEM suplementado com dexametasona 10 uM, 1,8 mM
de KH,PO, (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA), 20% de soro fetal bovino, 1% de

penicilina, 1% estreptomicina e 10 pg/mL de gentamicina (todos da GIBCO).

A coloragao de vermelho de alizarina foi utilizada para determinar a formacao de depositos
minerais. Apos o periodo de estimulagdo, as células foram lavadas com PBS e fixadas em
isopropanol 75% por 5 minutos e, posteriormente, foram reidratadas com 4gua destilada. A

matriz extracelular mineralizada foi corada com solugao de alizarina vermelho 1%, pH 4,2, por
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5 minutos. As células foram lavadas com PBS até ndo haver desprendimento de corante e secas.
A documentagao dos pogos foi realizada utilizando-se um leitor multimodo (Cytation 5 Cell,
Biotek Instruments). Para a analise quantitativa foi adicionada uma solugdo de 10% de acido
acético e metanol (4:1) nos pogos e esta foi mantida por 30 minutos, sob agita¢ao. A absorbancia

foi mensurada em espectrofotometro a 490 nm (Cytation 5 Cell).

4.8 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram tratados preliminarmente pelo teste de aderéncia Shapiro-
Wilk (p > 0,05). Os dados que apresentaram normalidade, foram submetidos foram submetidos
ao teste paramétrico ANOVA (p <0,05) seguido pelo posthoc de Tukey para comparagao entre
os grupos. Nesses casos os dados sao apresentados pela média + erro padrdo da média (SEM).
No caso de dados ndo paramétricos, foi aplicado o teste Kruskal-Wallis (p < 0,05) e os dados

apresentados pela média + desvio-padrao (SD).
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S RESULTADOS

5.1 Lesao Cariosa Artificial

A figura 6 demonstra a zona de desmineralizagdo da dentina apos o desenvolvimento da
lesdo cariosa artificial em comparagdo com um dente com apenas a cavidade padronizada.
Observa-se que a zona de desmineralizagdo aumentou, particularmente em profundidade, a

cavidade.

Figura 6 — Radiografia confirmando desmineralizagao de parte da dentina apods indugao da

lesdo cariosa artificial.

a) b)

Legenda: a) Dente apenas com cavidade padronizada realizada na superficie incisal;
b) Dente com lesdo cariosa artificial.
Fonte: Autoria propria, 2021.

5.2 Analise Antimicrobiana

A analise antimicrobiana demonstrou que houve semelhanga estatistica entre o grupo
controle, Papacarie e Ozonio. Os grupos CHX e PDT foram estatisticamente diferentes dos

demais grupos (p < 0,05), mas semelhantes entre si.

Grafico 1 — Analise antimicrobiana expressa em Logio UFC/mL para os grupos

experimentais.
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Legenda: Contagem total contabilizando coldnias na superficie e dentro do agar. UFC = unidades formadoras de
colonia; PBS = tampao fosfato-salino CHX= clorexidina; PDT = terapia fotodinamica. Dados apresentados pela
média + erro padrdo da média. Letras diferentes significam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
(p <0,05).

Fonte: Autoria propria, 2021.

5.3 Zimografia

A tabela 3 apresenta a atividade das MMPs gelatinoliticas para amostras coletadas
imediatamente apOs o tratamento. Considerando o total de cinco corridas, a atividade
gelatinolitica de MMPs foi identificada pela presenca das formas complexadas de MMP-9 (225
e 125 kDa), de MMP-9 em sua forma latente ou pro-forma (92 kDa), e de MMP-2 em sua forma
ativa (67 kDa). O grupo controle (PBS) expressou a forma complexada MMP-9 (225 kDa) em
duas corridas (++), enquanto atividade de MMP-9 latente (92 kDa) e MMP-2 (67 KDa) em sua
forma ativa em uma corrida cada (+). De cinco corridas, a CHX induziu expressao eventual (+)
de MMP-9 em sua forma complexada (225 kDa) e MMP-9 na forma latente (92 kDa). Os
demais grupos, Papacarie e Ozonio, apresentaram expressao de uma das formas complexadas
da MMP-9 apenas uma vez cada (+) (Tabela 3). O grupo PDT expressou ambas as formas

complexadas de MMP-9 em trés corridas (+++).

Tabela 3 - Atividade gelatinolitica apods tratamento para as MMP-2 ¢ MMP-9

PBS CHX | Papacarie Ozoénio PDT

Forma Complexada MMP-9 (225 kDa)  ++ @ + + +++
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Forma Complexada MMP-9 (125 kDa) + +++
MMP-9 (92 kDa) + +
MMP-2 (67 kDa) +

Legenda: (+) representa o numero de vezes que houve aparecimento de bandas de lise em cada gel para cada grupo
experimental, totalizando cinco corridas. Foram analisadas as bandas correspondentes as formas complexadas e
pro-forma para MMP-9 (MAZZONI et al., 2007) e forma ativa da MMP-2.

Fonte: Autoria propria, 2021.

Figura 7 - Representacao da atividade gelatinolitica

PBS CHX aPDT
250 kD
S0 kDa Forma Complexada MMP-9 (225 kDa )

150 kDa
Forma Complexada MMP-9 (125 kDa)
Pr6-Forma MMP-9 (92 kDa)

75 kDa
Forma Ativa MMP-2 (67 kDa)

50 kDa

20 kDa

15 kDa

10 kDa

Fonte: Autoria propria, 2021.

5.4 Microscopia Eletronica de Varredura

A figura 8 mostra fotomicrografias eletronicas representativas de diferentes regides da
cavidade, como borda, parede interna e do fundo. No dente higido (A) ¢ possivel observar a
presenca de smear layer € que os tibulos dentindrios ndo estdo majoritariamente expostos, pois
a estrutura dentindria ndo foi desmineralizada (a-d). Alguns micro-organismos podem ser
observados (c). Na lesdo cariosa artificial (B) apds 7 dias de inducao, observa-se densa massa
microbiana na parede lateral da cavidade (b). Em maior aumento, na borda interna da cavidade

observam-se tubulos dentinarios abertos (b), contendo, algumas vezes, bacilos e cocos em seu
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interior. Na parede lateral da cavidade, em maior aumento, numerosas células bacilares
embebidas em matriz extracelular (MEC) puderam ser observadas recobrindo o substrato

dentinario (d).

Figura 8 — Imagens representativas de um dente higido e da lesdo cariosa artificial
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Legenda: A) Imagens representativas para um dente com apenas a cavidade padronizada realizada na superficie
incisal: a) Cavidade (28x);

b) Parede lateral da cavidade (1000x);

¢) Fundo da cavidade (5000x);

d) Borda interna da cavidade (5000x).
Para a lesdo cariosa artificial (B):

a) Cavidade (28x);

b) Borda da cavidade (250x);

¢) Parede lateral da cavidade (250x);

d) Parede lateral da cavidade (5000x).
Fonte: Autoria propria, 2021.

A figura 9 ¢ constituida de fotomicrografias eletronicas representativas da dentina apos
os tratamentos antimicrobianos. Todos os dentes demonstraram algum grau de abertura dos
tubulos dentinérios, como também tibulos dentinarios obliterados. Mesmo apds a remogao
mecanica do biofilme desprendido da cavidade, foi detectada a presenga de bactérias — cocos e
bastonetes, respectivamente, Streptococcus € Lactobacillus — associadas a8 MEC do biofilme
em diferentes regides da cavidade, para todos os grupos experimentais. No grupo PBS, colecdes
de micro-organismos ¢ uma rede filamentosa de produtos do biofilme pdde ser observada nas
paredes lateral e de fundo da cavidade (c, d). Nos grupos CHX e a PDT, o biofilme apresentou-
se mais esparso e foi possivel visualizar o substrato dentinario subjacente (d). No grupo
Papacarie, observou-se que os tibulos dentindrios estdo qualitativamente mais abertos em
relagdo aos demais grupos. Adicionalmente, uma densa camada de células bacterianas aparece
aderida a dentina peritubular (b-d). O grupo do Ozo6nio apresenta biofilme bacteriano denso e

heterogéneo, contendo cocos e bacilos em seu interior (c,d).

Figura 9 — Imagens representativas da dentina para cada grupo experimental.
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Legenda: Imagens representativas da dentina para cada grupo experimental. (A) = Tampao Fosfato-Salino; (B) =
Clorexidina; (C) = Papacarie; (D) = Terapia Fotodinamica. Aumentos e regides similares para cada grupo.

a) Borda interna (1000x);

b) Borda interna (5000x);

¢) Parede lateral da cavidade (5000x);

d) Fundo da cavidade (5000x).

Cavidade demonstrada em um aumento de 28x com demarcagdo das regides analisadas (E).

Fonte: Autoria propria, 2021.

5.4 Viabilidade Celular

Grafico 2: Viabilidade celular em 24h, 72h e 120h apds cada tratamento antimicrobiano.

Para avaliar o efeito dos tratamentos antimicrobianos sob as células pulpares, as
substancias foram aplicadas sobre a superficie dentindria dos discos desmineralizados
artificialmente. Os discos “cariados” foram instalados em dispositivos metalicos de forma a
manter contato indireto com o meio de cultivo para simulagdo do complexo dentino-pulpar
(DINIZ et al. 2015). Apos 24 H, o ensaio de MTT demonstrou que o tratamento com Papacarie
resultou em maior viabilidade celular, quando comparado aos demais grupos, incluindo o grupo
controle (PBS). Apos 72 H dos tratamentos, ndo houve diferengas entre os em todos os grupos
experimentais. Apds 120 H, foi observada uma queda na viabilidade celular em todos os grupos
experimentais, em relacao ao controle (PBS), o qual proliferou significativamente em todos os
tempos experimentais (p < 0,05) (GRAFICO 2). Os grupos Ozbnio, CHX e PDT apresentaram
proliferagao celular entre 24 e 72 H. Entretanto, esses mesmos tratamentos antimicrobianos
tiveram queda significativa na viabilidade celular no tempo de 120 H em relagdo ao tempo de
72 H. A viabilidade celular no grupo Papacarie se manteve similar em todos os tempos

experimentais (p > 0,05).

Grafico 2 - Viabilidade celular para os tratamentos em 24, 48 ¢ 120 H.
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Legenda: Viabilidade de células pulpares de dente deciduo ao longo de 5 dias sob os diferentes tratamentos
antimicrobianos. PBS = tampdo fosfato-salino CHX= clorexidina; PDT = terapia fotodinamica. Dados
apresentados pela média + erro padrdo da média. Letras diferentes significam diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p < 0,05).

Fonte: Autoria propria, 2021.

5.5 Osteodiferenciagao

A figura 10 mostra fotomicrografias de campo colorido representativas da formagao de
depositos minerais para todos os grupos experimentais, por meio da coloracao de vermelho de
alizarina (AZR), seguida da andlise quantitativa de osteodiferenciacdo pela solubilizacao dos
nodulos. Apds os tratamentos antimicrobianos e posterior indugdo da osteodiferenciagdo nas
células pulpares, a capacidade de diferenciagcdo e formagao de depositos minerais foi similar
entre os grupos controle (PBS) e Papacarie (p > 0,05) (Figura 10). A mineralizagcdo nos grupos
CHX, Ozobnio e PDT foi semelhante entre si, embora significativamente maior que nos grupos

PBS e Papacarie (p < 0,05).

Figura 10 - Coloragdo de AZR para verificagao da osteodiferenciacao
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Legenda: Coloragdo de vermelho de alizarina para detecgdo de osteodiferenciagdo das células pulpares de dente deciduo apés 10 dias de indugdo. Fotomicrografias
representativas dos grupos experimentais demonstrando a marcagdo avermelhada e depositos minerais concéntricos na cor preta dispersos na monocamada. PBS = tampao
fosfato-salino CHX= clorexidina; PDT = terapia fotodinamica. Dados apresentados pela média + erro padrdo da média. Letras diferentes significam diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p < 0,05).

Fonte: Autoria propria, 2021.
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6 DISCUSSAO

No que diz respeito a remocao do tecido cariado em lesdes de dentina profundas, a
recomendacao para realizagdo da remogao parcial do tecido cariado ¢ um consenso, mesmo que
baseada em parametros clinicos subjetivos (MACHIULSKIENE et al., 2019; SCHWENDICKE
et al., 2016). No entanto, esta técnica pode ser interpretada como um ato de negligéncia por
parte de alguns clinicos, que, consequentemente, aceitam a exposi¢ao pulpar de lesdes cariosas
profundas como um resultado da escavagao completa do tecido cariado (SCHWENDICKE et
al., 2013, 2016b). Clinicamente, por ser uma doenga caracterizada pelo aspecto microbiolédgico,
ha receio de que bactérias remanescentes sejam agentes de lesdes secundarias nas cavidades.
Portanto, culturalmente, a eliminagdo de toda carga microbiana ¢ um eventual motivo para a
realizagdao da remocao total do tecido cariado (KIDD; FEJERSKOV, 2004; SCHWENDICKE
et al., 2016b). Evidéncias sobre os agentes antimicrobianos disponiveis no mercado poderiam
entdo encorajar os clinicos a realizar a remogao seletiva do tecido cariado, permitindo assim a
manuten¢do da dentina passivel de recuperagdo e remineralizagao.

De todos as substancias testadas, apenas a PDT e CHX apresentaram reducao
bacteriana, embora dentro de um mesmo /og. Entretanto, apesar de reduzirem a carga
microbiana presente na lesdo cariosa artificial com diferenga estatisticamente significativa em
relagdo ao grupo controle, a redugdao de ordem de magnitude, ou seja, igual a um log ou mais,
nao foi observada. Apesar da diferenca estatistica, do ponto de vista biologico, a reducao de
menos de 1 log de magnitude poderia ter pouco significado clinico quando se almeja eliminar
o biofilme presente dentro das cavidades dentarias. Os demais grupos foram similares ao
controle e ndao apresentaram atividade antimicrobiana.

O Papacarie tem sido apontado com um eficaz método auxiliar para diferenciagdo da
dentina infectada e afetada (BUSSADORI; CASTRO; GALVAO, 2005). No entanto, com
relagdo a atividade antimicrobiana, ele ndo foi eficaz em reduzir micro-organismos
cariogénicos nas condicdes experimentais deste estudo. Em teste de difusdo em &gar, o gel
também foi ineficaz e nao apresentou atividade antibacteriana em lesdes cariosas oclusais em
dentes deciduos ou em micro-organismos isolados (BORTOLETTO et al., 2005; GUPTA etal.,
2013). Clinicamente, apés a remocao de toda a dentina infectada e limpeza da cavidade, o
Papacarie apresentou atividade antimicrobiana estatisticamente significativa comparado ao

grupo controle — considerando a primeira amostra de dentina removida previamente a
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antissepsia (GOYAL et al., 2015; MODIMI et al., 2016; REDDY et al., 2015). No entanto, a
reduc¢do ocorreu dentro de um mesmo log (MODIMI et al., 2016; REDDY et al., 2015). Apesar
de resultados conflitantes na literatura, a atividade antimicrobiana do Papacarie parece estar
associada a remog¢ao mecanica da dentina infectada, ou seja, ao desempenho final do tratamento
quimiomecanico.

Apesar de ser descrito como um potente agente antimicrobiano, a literatura ¢
controversa com relagdo ao uso do Ozonio para redugdo da carga bacteriana em desenhos de
estudo com biofilmes artificiais. Em um modelo de biofilme polimicrobiano (Actinomyces
naeslundii, Veillonella dispar, Fusobacterium nucleatum, Streptococcus sobrinus, S. oralis €
Candida albicans) criado em discos de esmalte bovino, o tratamento com Oz6nio, em sua forma
gasosa e liquida, ndo foi eficaz em reduzir a carga bacteriana, corroborando os resultados deste
estudo para o biofilme obtido com co-cultura de S. mutans e L. casei. De fato, comparado ao
hipoclorito de sodio (NaOCl) em diversas concentragdes, o Ozonio foi similar a PDT, com
diferenga igual a um logio apenas para a CHX 2% (MULLER; GUGGENHEIM; SCHMIDLIN,
2007). Clinicamente, ja foi demonstrado que Ozo6nio em sua forma gasosa e CHX 1% ndo foram
eficazes em reduzir a quantidade de microoganismos presentes em lesdes cariosas oclusais. A
quantidade bacteriana apresentada ap0s o tratamento encontrava-se na ordem de 107 e todas as
redugdes apods tratamento ocorreram neste mesmo /log (HAUSER-GERSPACH et al., 2009b).
Ainda assim, em um modelo de biofilme in vitro, o Ozdnio apresentou diferenca
estatisticamente significativa com relagao ao controle, embora esta redugao tenha ocorrido em
ordem de magnitude similar (KAPDAN; OZTAS; SUMER, 2013).

Nossos resultados apontaram para redugdo bacteriana ap6s PDT. Os resultados da PDT
foram similares para modelos de biofilme simplificados, desenvolvidos com apenas
Streptococcus mutans (DINIZ et al., 2015). Outros estudos, com diferentes PSB — Eritrosina -
e fontes de luz - Luz Azul - tiveram redugcdo em ordem de magnitude em biofilmes
polimicrobianos (S. mutans, L. casei e C. albicans) em discos de hidroxiapatita (GONG et al.,
2019). No entanto, em lesdes dentinarias, micro-organismos sao mais resistentes a PDT (REIS;
REGIS; RODRIGUES, 2019). Diferentes parametros sdo apresentados na literatura cientifica
para a PDT e estes influenciam seus efeitos antimicrobianos. De acordo, revisdes sistematicas
recentes apontam esta terapia como coadjuvante para a eliminacdo de micro-organismos
cariogénicos e confirmam a necessidade de parametros apropriados para seu uso (CIEPLIK et
al., 2017; DE OLIVEIRA et al., 2019).

Apesar de modelos de biofilme variados serem desenvolvidos in vitro, com diferentes

complexidades e reprodutibilidades, estes sdo distintos do processo cariogénico in vivo, devido
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a alta complexidade do ambiente bucal (MASKE et al., 2017). A efetividade de agentes
antimicrobianos apresenta variagdes entre diversos modelos artificiais de biofilme. Modelos de
biofilmes devem mimetizar uma acumulacao bacteriana em superficies dentais, expondo estas
a um desafio cariogénico e, consequentemente, simulando um processo de lesdo cariosa
(FERNANDEZ; TENUTA; CURY, 2016). A presenca da MEC é uma das principais
caracteristicas do biofilme e consiste em um dos fatores responsaveis por suas caracteristicas
(JAKUBOVICS et al., 2021). Nas fotomicrografias obtidas por meio da MEV observa-se a
presenca de MEC, sugerindo-se entdo a formagao de um biofilme.

Streptococcus mutans sao 0S micro-organismos responsaveis por promover a adesao
bacteriana na superficie dentaria. Por sua vez, os Lactobacillus estao fortemente associados
com lesdes cariosas dentinarias, devido a fermentacdo de aclicares em produtos acidos,
diminuindo o pH e promovendo o desenvolvimento de biofilme (CCAHUANA-VASQUEZ;
CURY, 2010; KRZYSCIAK et al., 2014). Alguns estudos apontaram que a co-cultura de
Streptococcus mutans e Lactobacillus casei, modelo similar ao utilizado neste estudo,
aumentou significantemente a concentracao de Lactobacillus na formagado do biofilme, devido
a interagdo entre ambas espécies. Decorrente da baixa habilidade de adesao do L. casei isolado,
a adesdo bacteriana do biofilme poderia estar correlacionada a pela producao de glucanos de
alto peso molecular e presenca de fimbrias por parte dos Streptococcus mutans (WEN et al.,
2010, 2017). Outro fator ao se considerar a adesao bacteriana em dentina ¢ a ligagdo ao colageno
exposto, que se comporta como um substrato (LOVE; JENKINSON, 2002; WEN et al., 2010).
Esta interagdo bacteriana poderia entdo reduzir a sensibilidade do conjunto aos agentes
antimicrobianos, como a CHX, e estes possuirem uma ac¢do antibacteriana mais superficial
(HAUSER-GERSPACH et al., 2009; KARA et al., 2007, ZAURA-ARITE; VAN MARLE;
TEN CATE, 2001). A capacidade de difusdo dos agentes pelas camadas do biofilme também
pode influenciar na baixa sensibilidade dos micro-organismos com relacdo aos agentes
antimicrobianos (JAKUBOVICS et al., 2021). No entanto, a interagdo entre estes dois micro-
organismos em co-cultura ¢ pouco explorada (WEN et al., 2017).

Modelos de co-cultura, entre S. mutans e Veillonella parvula por exemplo, podem
apresentar resisténcia antimicrobiana a CHX (KARA et al., 2007). Mesmo em biofilmes
complexos, como o de lesdo cariosa presente clinicamente, a efetividade dos agentes
antimicrobianos ¢é conflitante. Concomitante, em nossa revisdo sistematica de estudos
controlados randomizados e nao randomizados ainda nao publicada, foram comparados todos
os tratamentos utilizados neste estudo e o Carisolv. Apenas a PDT e CHX apresentaram

atividade antimicrobiana para micro-organismos associados a carie dentéria (Total de bactéria
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presente na lesdo cariosa, Streptococcus mutans € Lactobacillus), com efetividade similar
(FERREIRA et al., 2021) (ANEXO 1). No presente estudo in vitro, ndo foi realizada a remogao
mecanica do biofilme, mas a coleta do material microbiologico foi realizada pela passagem de
um microbrush nas cavidades. A remocao da camada externa, contaminada, da dentina, poderia
auxiliar na redu¢do da concentragao bacteriana em lesdes cariosas in vivo (BANERIJEE, 2018;
INNES et al., 2016; SCHWENDICKE et al., 2016a).

As MMPs dentindrias desempenham um importante papel na progressao da carie
dentaria, como também sao capazes de interferir na matriz de coldgeno e na destruicao da
interface adesiva (TTJADERHANE et al., 2013). O uso de inibidores de MMPs (TIMPs) pode
vir a aperfeicoar a integridade e estabilidade das restauragdes em longo prazo (MONTAGNER
et al., 2014). Com relacao aos efeitos no tecido dentinario, todos os tratamentos apresentaram
atividade em pelo menos uma das MMPs analisadas, incluindo o tratamento com CHX nas
condigdes experimentais testadas, desenvolvendo entdo atividade gelatinolitica, ainda que
eventual. Possivelmente, estes agentes nao possuem a capacidade constante de interferir no
mecanismo de troca de ions célcio e zinco.

Classicamente, diversos trabalhos apresentam a CHX como um potente inibidor de
MMP (TIMP) (HEBLING et al., 2005; MAZZONI et al., 2011). De fato, hd evidéncias do
potencial da CHX em minimizar a degradacao da camada hibrida, embora estudos também
tenham demonstrado que o efeito da CHX ¢ limitado visando a preservagdo da integridade
adesiva (MONTAGNER et al., 2014). Neste estudo, a avaliagdo imediata da CHX sobre o
tecido dentinario revelou atividade enzimatica de MMP em dois géis, embora em um deles a
MMP detectada estivesse em estado latente. De fato, ¢ de conhecimento que a efetividade
antimicrobiana e antiproteolitica da CHX esta relacionada a sua propriedade de substantividade
(CARRILHO et al., 2010; FRANCO et al., 2003). Considerando a investigacdo imediata da
atividade de MMPs no presente trabalho, estudos para avaliar o efeito prolongado da CHX (e
de antemao das outras substincias antimicrobianas de interesse) no tecido dentinario sdo
necessarios, para confirmar a inibicao total ou parcial da atividade de MMPs frente a esses
tratamentos.

E digno de nota que, em sua maioria, os trabalhos avaliam a atividade das MMPs apos
a realizacdao de tratamentos acidos com EDTA ou &cido fosférico (HEBLING et al., 2005;
MAZZONI et al., 2007, 2015). Devido a produgdo de 4cidos durante o processo de fermentagao
de carboidratos na patogénese da carie dentaria, a atividade de MMPs foi avaliada em amostras

coletadas apds o desenvolvimento da carie dentaria artificial, visto que estas endopeptidases
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estdo envolvidas neste processo (CHAUSSAIN-MILLER; GOLDBERG; MENASHI, 2006;
KIDD; FEJERSKOV, 2004).

Até o momento, nenhum outro trabalho parece ter avaliado o efeito de substancias
antimicrobianas como o Ozo6nio, Papacarie e PDT na atividade de MMPs dentinarias. No tecido
cardiovascular, o 0zonio apresentou um aumento na atividade da MMP-9 em sua forma ativa
(THAM et al., 2017). Por outro lado, no tecido dentinario, a probabilidade de ocorrer a
expressao dessas enzimas com atividade gelatinolitica nos grupos tratados por Ozonio ou
Papacarie parece ser baixa. Em contraste, o tratamento com PDT consistentemente levou a
ativacdo de alguma das formas complexadas de MMP-9 (3x cada uma). Estudos sobre os efeitos
da ativacdo dessas MMPs pela a PDT sobre o tratamento restaurador subsequente,
particularmente apds procedimentos adesivos, ainda ndo sdo bem conhecidos. Entretanto,
clinicamente, j& foi apontado que a PDT nao comprometeu o comportamento de restauragdes
de resina composta apds seis meses da intervengdo, quando foram avaliados os seguintes
parametros: retengdo, adaptacdo e descoloragdao marginal, ocorréncia de carie secundaria e
alteracdo de cor (ALVES et al., 2019).

Além da atividade das MMPs, as caracteristicas estruturais da dentina podem afetar a
longevidade das restauragdes. Fatores como a presenca de dgua neste tecido, a permeabilidade
ap6s a remocao da smear layer e a orientagdo dos tubulos dentindrios interferem nos
procedimentos adesivos (CARVALHO et al., 20012; ERHARDT et al., 2008). Por sua vez,
durante a progressao da carie dentaria o tecido dentinario sofre alteragcdes microestruturais, por
meio da redu¢dao do contetido mineral e da redistribui¢do das fibras colagenas (CARVALHO
et al., 2012). Os resultados da MEV mostram a desmineralizacdo na dentina, como também
uma diferenga na abertura dos tibulos dentinarios, principalmente para o grupo experimental
tratado com Papacarie. Diante de alteragdes como estas, a forca de adesdo na dentina afetada ¢
menor do que na dentina higida, embora sistemas adesivos como o efch-and-rinse tendem a
promover uma maior for¢a de adesao imediata neste tecido (CEBALLOS et al., 2003). Apesar
de relatos de caso em que a longevidade de restauracdes adesivas nao foi comprometida com a
adesdo na dentina afetada, ainda ha necessidade de mais estudos na literatura para compreender
a adesao neste tecido (BRESCHI et al., 2008; CARVALHO et al., 2009; JARDIM et al., 2020;
NAKRATHOK et al., 2020).

Apesar de reduzir a viabilidade de células da polpa dentaria a partir do 3° dia, os
tratamentos promoveram, em sua maioria, a osteodiferenciagao das células e a produgao de
nodulos minerais até o 10° dia. Em estudos prévios de citocompatibilidade da PDT realizados

com parametros similares ao deste estudo, observou-se reducao progressiva da viabilidade de
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osteoblastos e células pulpares ao longo de determinados tempos experimentais, como por
exemplo 24h, 48h e 72h apos o tratamento (ATES et al., 2017; DINIZ et al., 2014). Por outro
lado, corroborando nossos resultados para o ensaio de osteodiferenciacdo, também ja foi
demonstrada a capacidade da PDT em aumentar a atividade de osteoblastos humanos —
adjuvantes no processo de mineralizagdo — ap0s sete dias de cultivo celular (ATES et al., 2017).
Em contraste com os resultados deste estudo, o Papacarie apresentou redugao da viabilidade
celular ap6s 24 H de contato com células pulpares de camundongos quando aplicado na
concentragdo de 5% (BASTOS et al., 2019). Para a concentragao de 0,5%, entretanto, nenhuma
redugdo na viabilidade das células foi observada (BASTOS et al., 2019). No presente estudo, o
gel foi utilizado em sua forma comercial (concentracdo nao informada pelo fabricante), sem
nenhuma dilui¢do, devido a indicagdo clinica de que o material deve ser utilizado desta forma.
Embora uma maior viabilidade celular tenha sido observada apds 24 H de contato com o
Papacarie em comparacdo aos demais grupos testados, em nenhum tempo experimental o
material estimulou a proliferacao celular. Além disso, 0 mesmo foi numericamente o tratamento
com menor indu¢ao de osteodiferenciacdo. A reducao da viabilidade celular pode estar
relacionada ao tipo de célula, visto que, em um diferente estudo, a viabilidade celular de
fibroblastos nao foi afetada quando analisada pelo ensaio de Azul de Trypan (MARTINS et al.,
2009). At¢é o momento, este ¢ o primeiro estudo a avaliar o efeito do ozonio na
osteodiferenciacdo celular e sua citotoxicidade in vitro, impedindo a discussdao desses

resultados com estudos prévios da literatura.
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7 CONCLUSAO

e Em modelo de biofilme com co-cultura de S. mutans e L. casei desenvolvido em lesdes
cariosas artificiais, nenhuma substancia utilizada como antimicrobiano nos métodos
quimiomecanicos foi eficaz em reduzir, em ordem de magnitude, a carga bacteriana da
lesdo;

e Para atividade antimicrobiana superficial, a PDT e CHX 2% foram eficazes, enquanto
os demais grupos foram similares ao grupo controle;

e Todas as substancias avaliadas demonstraram algum grau de atividade gelatinolitica,
por meio da atividade de MMP-2 e MMP-9, sugerindo-se possivel implicacdo com o
substrato dentinario subjacente;

e Os tratamentos apresentaram, em curto prazo, moderada citotoxicidade em células da
polpa dentaria;

e A capacidade de osteodiferenciagao e producao de nddulos minerais das culturas de

células foram preservadas.
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APENDICE A

DECLARACAO DE DOACAO DE DENTES BOVINOS

O Abatedouro Frigorifico Dimeza Alimentos de Contagem, localizado na
Avenida Doutor Anténio Chagas Diniz, n° 555, Bairro Cidade Industrial, CEP 32210-
160, Contagem, Minas Gerais, com CNPJ 09.021..512/0001-09, registrado no
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, sendo a supervisora do controle
de qualidade a médica veterinaria Isabela Castro Oliveira e Assis, CRMV-MG 19994,
declara a doagdo de {§¢) dentes bovinos de animais abatidos a fins produtivos do
abatedouro & professora Ivana Marcia Alves Diniz, do Departamento de Odontologia
Restauradora da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais,
com fins a utilizagdo no desenvolvimento do projeto de pesquisa intitulado “Métodos

Antimicrobianos Coadjuvantes para Tratamento de Lesdes Cariosas Profundas: Um
estudo in vitro”.

Contagem, Minas Gerais, 23 de outubro de 2019.

Isabela Castro O. e Assis
CRMV/MG 19.994
Supenvisora Controle de Qualidade

Isabela Castro Oliveira e Assis
Meédica Veterinaria
CRMV MG 19994
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DAS PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS E CITOTOXICIDADE DE
SUBSTANCIAS UTILIZADAS NO TRATAMENTO QUIMIOMECANICO DE LESOES
CARIOSAS PROFUNDAS: UM ESTUDO IN VITRO

Pesquisador: Ivana Marcia Alves Diniz

Area Temética:

Versdo: 2

CAAE: 37612820.1.0000.5149

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 4.487.068

Apresentacdo do Projeto:

A fim de conservacgao da estrutura dentdria, a remogdo parcial do tecido cariado deve ser uma prerrogativa
em lesdes cariosas profundas. Entretanto, até o momento, ndo ha um critério clinice que defina o limite
seguro de remocdoc deste tecido, visto que os pardmetros a serem observados sédo subjetivos e
dependentes do operador. Diante desse desafio, o clinico pede remover mais tecido sadio que o desejavel,
fragilizando a estrutura dentéria e/ou precipitando tratamentos conservadores ou radicais da polpa dentaria.
Assim, o objetivo deste estudo & avaliar as propriedades antimicrobianas, a morfologia dentinaria e a
citotoxicidade de diversas substidncias quimicas passiveis de serem utilizadas como coadjuvantes no
tratamento restaurador da lesdo de cdrie. Para a andlise de eficacia antimicrobiana sera desenvolvido um
modelo in vitro de carie dentéria artificial, em dentes bovinos, que serd tratada seguindo os grupos: G1)
Tampéo Fosfato-Salino (controle sem tratamento); (G2) Digluconato de Clorexidina (2%); (G3) Azul de
Metileno; (G4) Laser Vermelho; (G5) Terapia Fotodindmica (aPDT); (G6) Agua Ozonizada e (G7)
Papacarie®. Posteriormente, estes dentes serdo preparados e analisados em Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), para descrigdo da morfologia da dentina e quantificagdo da abertura dos tdbulos
dentinarios no software Image J. Essas substdncias também serdo testadas em células-tronco da polpa
dentéria, in vitro, e analisadas em relagdo aos efeitos citotdxicos na viabilidade/proliferacéo e capacidade de
mineralizag&o. Para isso, serdo ulilizados 5 dentes deciduos para o isolamento de
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suas células pulpares. Para avaliar a citotoxicidade, 1 x 104 células serdo semeadas em camaras pulpares
artificiais (utilizando um disco de dentina bovino de 0,8 mm interposto) em placas de 24-pogos, em seguida
tratadas segundo o0s grupos experimentais e, apés 48 horas, submetidas aos ensaios de
viabilidade/proliferacdo e mineralizacdo. Para a viabilidade celular, as células serdo coradas com o kit
Live/Dead e avaliadas por microscopia de fluorescénica. A proliferacéo celular sera avaliada por meio do
teste de MTT (Metiltetrazélic). Para avaliar a mineralizacéo, as células serdo induzidas e sera realizada a
coloracéio com vermelho de alizarina. Para analises estatisticas, serdo realizados os testes de analise de
varidncia (ANOVA) e teste de Tukey, visando realizar uma comparagao entre 0s grupos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério:

Avaliar as propriedades antimicrobianas, os efeitos sobre a estrutura da dentina e a citotoxicidade dos
seguintes tratamentos utilizados como agentes quimicos no tratamento quimiomecénico da cérie dentéria:
Tampdo Fosfato-Salino (controle sem tratamento), Digluconato de Clorexidina (2%), Azul de Metileno (0,025
mg/ml), Laser Vermelho, Terapia Fotodindmica (aPDT), Agua Ozonizada e Papacarie®.

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O risco apresentado esta relacionado a cirurgia de extragdo dos dentes, caso o procedimento seja
necessario. Se tratando de dentes deciduos (de leite), eles podem esfoliar, ou seja, cair, e serem
armazenados em leite por 24 horas, e serem destinados a pesquisa. No TCLE foi acrescentado "As
extracdes ndo serdo realizadas com o propésito de obter material para este estudo, mas sim como indicagao
clinica. Em determinados casos, quando o dente de leite ndo esfolia (cai) sozinho, ha necessidade da
extracdo para que o dente permanente possa vir a nascer neste local. Isto sera realizado como parte do
plano de tratamento odontolégico que ele esta recebendo na AMR."

Beneficios:

Para minimizar o desgaste do tecido dentario e exposi¢do do tecido polpa dentaria (nervo do dente),
substancias podem ser utilizadas para diminuir o nimero de microorganismos (bactérias) presentes na cérie
dentaria. Queremos, entdo, minimizar o desgaste da dentina (parte dura do dente) ao remover o tecido
cariado, e para isso utilizaremos estas substincias. Vamos avaliar se essas substancias possuem
compatibilidade com as células da polpa dentaria em laboratério.
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Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante para a Odontologia. Término previsto para 30/07/2021. Trata-se do projeto de pesquisa
de uma dissertacdo de Mestrado. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo departamento em 17/08/2020. Foi
apresentado cronograma de execucgio e orcamento, ambos viaveis.

As pendéncias foram acatadas e alteradas.

A pesquisa propde utilizagdo de dentes bovinos e de dentes deciduos humanos. Fol anexado um Termo de
doagdo de dentes bovinos (anexo A do projeto detalhado) e foram realizadas as adequagbes no termo de
constituicdo de biorrepositério.

Em relacdo a recomendacéo do projeto de pesquisa ao CEUA, os(as) pesquisadores (as) justificaram: *Visto
que os dentes bovinos sdo destinados ao descarte, utilizamos como documentagdo um termo de doagdo
destes. O termo estd anexado aoc projeto (Projeto A — pagina 25). A Comissdo de Experimentagdo e Uso
Animal (CEUA) da UFMG é fundamentada nas normativas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), o qual desobriga a submissao de projetos realizados exclusivamente
com dentes bovines a apreciacdo ética. Uma vez que esses animais j& tdm como destino final o abate, a
utilizacéo de seus dentes ndo necessita avaliagdo prévia. As amostras foram coletadas em abatedouro
registrado, respeitando os principios de bem-estar. Segundo o site do CONCEA, a coleta de materiais
biolégicos apés ter sido realizado o abate como rotina da atividade do frigorifico, ndo ha necessidade de
passar pela avaliacao prévia da CEUA
(https:/fantigo.mctic.gov.br/mctic/opencms/institucional/concea/paginas/FAQs.html.
Acesso em 22 dez. 2020)."

Os termos (TCLE e TALE) foram adequadamente modificados.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Este parecer fol elaborado com base nos seguintes documentos, anexados a Plataforma Brasil:

- Informagbes Basicas do Projeto;

- Cana-resposta as diligéncias;

- TALE;

- TCLE;

- Termo de constituicéo de biorrepositério;

- Parecer consubstanciado aprovado pelo departamento, contendo carimbo e assinatura da chefe do
departamento;

- Projeto Detalhado / Brochura Investigador;
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- Folha de Rosto.

Recomendacdes:

Recomenda-se a aprovagido do projeto de pesquisa "AVALIACAO DAS PROPRIEDADES
ANTIMICROBIANAS E CITOTOXICIDADE DE SUBSTANCIAS UTILIZADAS NO TRATAMENTO
QUIMIOMECANICO DE LESOES CARIOSAS PROFUNDAS: UM ESTUDO IN VITRO" da pesquisadora
responsavel Prof® Dr* lvana Marcia Alves Diniz.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Projeto de pesquisa aprovado.

Consideracgdes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagdo vigente (Resolucdo CNS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteracéio do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagéo relatérios parciais do
andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um
sumario dos resultados do projeto (relatério final).

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo

Informagbes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 22/12/2020 Aceito

(doProjeto  IROJETO 1612960pdf [ 16:11:32

Projeto Detalhado / |projeto.pdf 22/112/2020 |Ivana Mércia Alves Aceito

Brochura 16:10:38 [Diniz

L Investigador

Outros CartaResposta.pdf 22/112/2020 |Ivana Marcia Alves Aceito
16:10:12__|Diniz

Declaracao de biorrepositorio.pdf 22/12/2020 [Ivana Marcia Alves Aceito

Manuseio Material 16:09:53 |[Diniz

Bioldgico /

Biorepositério /

Biobanco

TCLE / Termos de  |tale.pdf 22/112/2020 |Ivana Marcia Alves Aceito

Assentimento / 16:09:39 | Diniz

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de  |tcle.pdf 2211212020 |Ivana Marcia Alves Aceito

Assentimento / 16:09:22 [Diniz

[Justificativa de
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Auséncia tcle.pdf 22/12/2020 |Ivana Marcia Alves Aceito
16:09:22 [Diniz

Parecer Anterior Parecer.pdf 02/09/2020 |Ivana Mércia Alves Aceito
17:33:48 | Diniz

Folha de Rosto FolhadeRosto.pdf 02/09/2020 |Ivana Marcia Alves Aceito
17:32:06 [ Diniz

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nio

BELO HORIZONTE, 30 de Dezembro de 2020

Assinado por:

Crissia Carem Paiva Fontainha
(Coordenador(a))
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APENDICE C

Tabela 1 — Concentracao de proteina nas amostras para Zimografia

Grupos experimentais Pool-Ripa
PBS 2,66
CHX 3,12
Papacarie 2,92
Ozobnio 2,86
PDT 2,30

Tabela 2 — Constituintes do Gel de Corrida

Gel 7,5%
Agua Destilada 2 mL
Acrilamida 2 mL
Tris 1,5 M (pH: 8,8) 2 mL
Gelatina 1% 2mL
SDS 10% 80 pL
APS 80 pL
TEMED 10 uL

Tabela 3 - Constituintes do gel de empilhamento

Gel 4%
Agua Destilada 2,7mL
Acrilamida 670 uL
Tris 0,5 M (pH: 6,8) I mL
SDS 10% 40 uL
APS 40 uL
TEMED 5 uL

Tabela 4 - Tampao da Amostra 5x

78
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Concentracao Final Para 250 mL
SDS 4% 10g
Glicerol 20% 50 mL de 100%
Azul de Bromofenol 0,025 ¢
Tris-HCI1 125 mM, pH: 6,8 491 ¢g
Tabela 5 - Tampao de Corrida 10x
Tris-Base 303¢g
Glicina 144 g
SDS 10g
Agua Destilada 1L
Tabela 6 - Solu¢do de Triton X-100 2%
Triton X-100 10 mL
Agua Destilada 500 mL
Tabela 7 - Tampao de Incubagao
Para 250 mLL
Triton x 100 1% 2,5 mL (100%)
Tris-HC1 50 mM pH: 7,5 12,5 mL (1IM)
CaCl2 50 mM 625 uL (2M)
Fonte:
Tabela 8 - Solu¢ao Descorante
Metanol 400 mL
Acido Acético 100 mL
Agua Destilada 500 mL
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ANEXO 1 — Artigo submetido ao periodico Plos One (Fator de Impacto: 2.740; Qualis: A1)

Efficacy of disinfection after dentin caries removal: a systematic review with GRADE

approach

Disinfection after caries removal: a systematic review with GRADE approach

Luiza de Almeida Queiroz Ferreira!, Ivana Marcia Alves Diniz!", Rogéli Tiburcio Ribeiro da
Cunha Peixoto!, Natalia Aparecida Gomes', Camila de Sousa Caneschi', Loukia Maria

Spineli?, Carolina Castro Martins’”

"Department of Restorative Dentistry, School of Dentistry, Universidade Federal de Minas
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Abstract

This systematic review aimed to compare the efficacy of antibacterial agents used before the
restoration of dentin carious lesions in randomized and non-randomized controlled trials
(RCTs/ NRCTs). We searched eight databases from inception to October 2020. Paired
reviewers independently screened studies, extracted data, and assessed the risk of bias. The
primary outcome was the reduction in the number of total bacterial in dentin, and the secondary
outcomes were reduction in the number of Lactobacillus and Streptococcus mutans. Pooling of

trials in a pairwise or network meta-analysis was impossible due to trial scarcity in the
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comparisons. We used the ratio of ratio of post-treatment to baseline means between two
interventions in the logarithmic scale as a proper effect measure. Certainty of evidence was
assessed with the Grading of Recommendations, Assessment, Development and Evaluation
approach. We included 13 RCTs and 8 NRCTs, with nine interventions. The number of bacteria
at baseline was similar or exceeded that after the intervention, particularly in NRCTs for three
outcomes. The evidence was inconclusive for the majority of comparisons. Among RCTs,
chlorhexidine (CHX) resulted in an average of 1.14 times [95% confidence interval (CI): 1.08
— 1.21] more total bacterial than photodynamic therapy. The control resulted in eight times
(95% CI: 4 — 17) more total bacterial on average than Carisolv (SHAA). Among NRCTs, the
natural agents resulted in five times more total bacterial on average than CHX (95% CI: 2 —
11). The certainty of the evidence was very low for all comparisons showing uncertainty
whether one treatment could be more effective than another for dentin disinfection. The
disinfectant agents reduced the count of bacteria in most treatments or were similar to the non-
disinfectant control. So far, the removal of infected carious dentin would be enough to reduce

bacterial count.

Introduction

After the selective removal of carious tissue, a set of procedures may be carried out
before the restoration of the dental cavity, such as dentin disinfection [1]. Ultimately, the use
of disinfectants before dental fillings may encourage the maintenance of the affected dentin —
still prone to remineralization — and which the limit with the infected dentin is hard to detect
clinically. Even though multiple disinfectant techniques and products are commercially
available to be used before dental fillings, their effectiveness is still questionable, such as ozone,
naturally based disinfectants, and papain gel [2].

Although several systematic reviews have tried to determine the reasonability of using
adjunctive antimicrobial therapies as part of the minimally invasive treatment, the substantial
methodological and statistical heterogeneity of the studies have impaired a more robust
conclusion [3-5]. Heretofore, no previous study has compared the effectiveness of
antimicrobial agents addressed to carious lesions considering the certainty of the evidence,
except for one study, which found low certainty for the antimicrobial outcome [6]. Moreover,
multiple disinfectants' effect in reducing the bacterial load was never assessed in any systematic
review of randomized or non-randomized controlled trials (RCTs/NRCTs). This systematic

review of RCTs and NRCTs aimed to analyze the efficacy of several disinfectant agents in
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reducing the number of bacteria in deep carious lesions before dental fillings. Furthermore, the
interpretation of results followed the certainty of the evidence assessed using the Grading of

Recommendations Assessment, Development, and Evaluation (GRADE) approach.

Material and Methods

This systematic review was registered a priori at the PROSPERO database
(#CRD42020168101) and had one change from the original proposal of a possible subgroup
analysis that was not feasible in the end. We report the review according to the Preferred

Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses [7].

Eligibility Criteria

The PICO question is:

e Population (P): patients (adults or children) with dentin carious lesion;

e Intervention (I): antibacterial agents [ozone, chlorhexidine (CHX), papain gel, sodium
hypochlorite and amino acids (Carisolv - SHAA) and photodynamic therapy (PDT)];

e Comparison (C): negative controls (no use of an antimicrobial treatment) or placebo;

e Outcome (O): reduction of the number of bacteria in dentin before and after treatment.

The inclusion criteria comprised RCTs and NRCTs conducted with patients at any age; with
deep carious lesions, carious lesions compromising dentin or with the need of restorative
treatment; testing any antimicrobial agent before dental filling; and measuring the bacterial
count before and after the treatment. We excluded studies with a single treatment arm, studies
evaluating antimicrobial therapies efficacy in reducing dental biofilm or microorganisms in
saliva; studies that evaluated the performance of antimicrobial therapies in preventing dental
caries, or as a treatment for enamel carious lesions and periodontal diseases; studies evaluating
mouthwashes or substances not directly applied in the dental cavity.

Information Sources

We searched MedLine through Ovid, Embase through Ovid, Cochrane Central Register
of Controlled Trials (CENTRAL), Cochrane Database of Systematic Reviews, Web of Science
and SCOPUS from inception to October 2020, with no restrictions regarding language and date.
We also searched ongoing trials in the WHO International Clinical Trials Registry Platform
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(ICTRP) and the grey literature in ProQuest Dissertation & Theses Database. The search
strategies are presented in table A in S1 text. We organized the references list in Endnote

Software (Version X9; Clarivate Analytics).

Study Selection

Paired reviewers (LAQF, IMAD, RTRCP, NAG, CSC) independently select studies
based on titles and abstracts, and later by reading the full texts using the Rayyan platform [8].
Before each screening stage, the reviewers underwent two calibration and training exercises.
For screening of titles and abstracts, the reviewers trained with 100 studies. For full-text
screening, the reviewers trained with five studies. Disagreements during the calibration and

screening were solved by discussion and consensus.

Data Extraction and Risk of Bias Assessment

Paired reviewers independently extracted data and assessed the risk of bias of included
studies, using a standardized data abstraction form, previously created and tested. We collected
author, year, the language of publication, funding, conflict of interests, country, setting, design
of the study, percentage of males and females, initial and final sample, number of drop-outs,
number of intervention arms, number of follow-ups, age, type of dentition, type of carious
lesion (Black’s Classification) [9], complementary exams (X-Ray, Vitality Tests), depth of the
lesion, method of carious tissue removal, isolation, anesthesia, number of dentin samples, and
bacterial data. We extracted the formulation, concentration, type of carious removal, and dentin
limit for every treatment when reported by studies.

For each outcome, we assessed the risk of bias using the Cochrane Risk of Bias Tools
for Randomized Trials (RoB 2.0) and The Risk of Bias in Non-Randomized Studies of
Interventions (ROBINS I). For ongoing studies, we contacted the three authors regarding the
stage of their clinical trials and if they already had data published. Only one author responded
that the study was not complete. We also contacted two authors asking for full-text papers when
the study was not available, with no response. Nine authors were contacted to provide means
and standard deviations (SD) that were not available in the manuscript. Four authors replied by
sending the requested data.

Outcomes

The primary outcome was the reduction of total bacterial in deep carious lesions

assessed by Real-Time Polymerase Chain Reaction (RTq-PCR) or Colony Forming Unit (CFU)

assays. The secondary outcomes were reduction of counts of total Lactobacillus and
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Streptococcus mutans. We collected mean, standard deviation (SD), standard error (SE), 95%
CI — whether reported — for baseline and after treatment for each microorganism; and pain

measurement; and side effects data, when reported.

Data Synthesis and Statistical Analysis

We planned to perform a Bayesian random-effects network meta-analysis (NMA) to
accommodate multi-arm trials and include consistency equations for all outcomes, where
applicable. Incorporating both designs (RCTs and NRCTs) in the NMA was not plausible since
we could not investigate the impact of the design on the NMA results via a meta-regression
(lack of sufficient trials from both designs in each comparison). The networks of all outcomes
were characterized by scarce trials in the observed comparisons, rendering the evaluation and
defense of the transitivity assumption conceptually and statistically challenging. Therefore, we
abstained from applying NMA since we would not be able to defend the credibility of the
indirect effects. Furthermore, we did not perform a pairwise meta-analysis for the few
comparisons with two or three trials due to substantial clinical and methodological
heterogeneity in the included trials. Alternatively, for each outcome, we estimated the treatment
effect and variance for every comparison in each trial. This analysis corresponds to the fixed-
effects model that considers the underlying treatment effects as unrelated and independent for
the same comparison [10]. We used the ratio of ratio of means (RoRoM) in the logarithmic
scale as a proper effect measure. That is the ratio of ratio of post-treatment to baseline means
between two compared interventions [11]. Herein, a positive log RoRoM (or RoRoM > 1)
favors the second intervention in the comparison, a negative log RoRoM (or RoRoM < 1) favors
the first intervention in the comparison, and log RoRoM equal zero (or RoRoM = 1) indicates
no association between the compared interventions and the investigated outcome. We created
a panel of forest plots on the within-trial estimated log RoRoMs for each observed pairwise
comparison in the investigated outcomes. We used different line colors, line types and point
shapes to depict the trial design (RCT versus NRCT), method of bacterial counting (CFU versus
g-PCR), and the risk of bias (some concerns versus high risk), respectively. In the S1 file under
Statistical methods (p. 19), we provide detailed information on the initial analysis plan and the
analysis actually performed. We used descriptive statistics to summarize frequencies of
collected study characteristics using the SPSS software version 25 (SPSS, Inc). We used the R-
package ggplot2 to obtain all figures [12] and the R-package pcnetmeta [13] to create the

network plots.
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Certainty of Evidence

For each comparison, we assessed the certainty of the evidence through the Grading of
Recommendations, Assessment, Development, and Evaluation (GRADE) approach. The
certainty of evidence starts with high for RCTs and NRCTS when using ROBINS-I [14]. We
assessed the risk of bias, inconsistency, indirectness, imprecision, and publication bias for all

comparisons; and large effect, dose-response, and magnitude of the effects also for NRCT [15].

Results

Studies Included in the Systematic Review

Thirteen RCTs and 8 NRCTs were included (Figure 1; Table B in S1 file shows reasons
for exclusion of studies). All studies were published in English (100%), conducted in Europe
(28.6%), Asia (38.1%), and South America (33.3%). The majority of trials were published
between 2011-2020 (85.7%) (Table C in S1 file shows study characteristics).

RCTs lacked blinding for the outcome accessor, and 87.5% of NRCTs had a serious risk
of bias, presenting potential cofounding (S1 and S2 Figures in S1 File).

Figure 1. Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)

flowchart of study screening selection.
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Primary outcome: total bacterial across the interventions

Network plot

There were eight RCTs in the (connected) network: seven two-arm, and one four-arm
RCT (Figure 2a). Out of 11 pairwise comparisons, three RCTs informed papain gel versus
control. All other observed pairwise comparisons included only one RCT. Control was the most
prevalent treatment in the network (6 RCTs), followed by papain gel and CHX (3 RCTs each),
and PDT (2 RCTs). The remaining interventions (Laser, Natural Agents, SHAA and Ozone)

have been investigated in one RCT each.

There were five NRCTs in the (connected) network (Figure 2b): four two-arm and one
three-arm NRCT. Out of six pairwise comparisons, two NRCTs informed CHX versus control.
All other pairwise comparisons included only one NRCT. Control and CHX were the most
prevalent treatments in the network (3 NRCTs), followed by papain gel (2 trials). The remaining
interventions have been investigated in one NRCT each (Natural Agents, SHAA and Ozone).

The network data for secondary outcomes are presented in the S1 File (p. 25-28).

Figure 2. Network plot for the primary outcome. The size of the nodes is proportional to the
number of observed treatment comparisons that included that node. The thickness of the edge

is proportional to the number of trials that investigated that comparison.

@ (b)

Chlothexidine Chiorhexidine

v

Natural agents
gel

Distribution of the outcome

The average number of total bacterial (before and after intervention) was considerably

variable, particularly across the NRCTs (range: 3.10 — 7.82x107 in NRCTs, and 1.20x103 —
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5.86x10% in RCTs). Even for the same intervention, the average number of total bacterial was
substantially variable across the corresponding trials (S5 Figure in S1 text). Overall, the average
number of total bacterial at baseline was similar or exceeded that after receiving the
intervention. The difference in the average number of total bacterial before and after the
intervention was profound in the NRCTs. Similar observations were made concerning the SD
of total bacterial (range: 1.20 — 4.10x10° in NRCTs, and 7.00x10? — 6.70x107 in RCTs) (S6
Figure in S1 text). The coefficient of variation was consistently below one in all NRCTs,
indicating a lower variability of the total bacterial relative to the mean. However, it exceeded
one in three RCTs investigating the control, ozone and SHAA at baseline, and one RCT

investigating CHX before and after the intervention (S7 Figure in S1 text).

Panel of forest plots

Two RCTs [16,17] did not report the SD in either arm and were excluded from the
analysis. Comparisons investigated in both trial designs were associated with inconsistent
evidence in magnitude and conclusiveness (Figure 3). Overall, RoRoMs were estimated with

greater precision in NRCTs than RCTs, as indicated by the range of values on the x-axis.

Figure 3. Forest plots showing RoRoMs for total bacterial.

Of the 11 observed comparisons investigated in RCTs, only three provided conclusive
evidence about the average reduction in the total bacterial: CHX versus PDT (1.14, 95% CI:
1.08 — 1.21), SHAA versus control (0.13, 95% CI: 0.06 — 0.26) and natural agents versus control
(0.14, 95% CI: 0.02 — 0.93). Hence, compared to SHAA and natural agents, the control resulted
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on average in eight (i.e., 1/0.13) and seven (i.e., 1/0.14) times more total bacterial, respectively,

while CHX yielded slightly more total bacterial than PDT (Table 1).

Table 1. Clinical interpretation for each comparison considering three outcomes (total

bacterial, Lactobacillus, and Streptococcus mutans).

Study

Patri et al. 2017' [38]

Mohan et al. 20172
[19]

Total bacterial

Control presents an
average of 20 x more
bacteria than CHX *
Control presents an
average of 4.5 x
more bacteria than
Natural Agents*

Natural Agents
presents an average

of 4.77
bacteria than CHX*

X more

Control presents an

average of 4 x more
bacteria than CHX *
CHX presents an
average of 5e+00 x
more bacteria than
Laser*

CHX presents an
average of 1.6 x
more bacteria than
Natural Agents*

Control presents an

average of 7.1 x

Clinical interpretation

Lactobacillus

Control presents an
average of 14e-02 x
more Lactobacillus
than CHX*
CHX presents an
average of 2.9e-03 x
more Lactobacillus
than Laser*
CHX presents an
average of 1.7e-02 x
more Lactobacillus
than Natural Agents*
Control presents an

average of 25¢-02 x

Streptococcus mutans

Control presents an
average of 12.5 x more
Streptococcus mutans
than CHX*

CHX  presents an
average of 4 x more
Streptococcus mutans
than Laser*

CHX  presents an
average of 2.8 x more
Streptococcus mutans
than Natural Agents™
Control

presents an

average of 33.3 x more



Joshietal. 2017'[39]

Krunic et al. 20192
[40]

Hauser-Gerspach

2009' [18]

Steiner-Oliveira et

al. 20152[41]

Moimaz et al. 2019!
[32]

more bacteria than
Natural Agents*
Laser presents an
average of 3.09¢+01
X more bacteria than
Natural Agents™
CHX presents an
average of 1 x more
bacteria than
control*

Ozone presents an
average of 2.05 x
more bacteria than
CHX*

CHX presents an
average of 1x more
bacteria than Ozone*
PDT presents an
average of 1.14 x
more bacteria than

CHX*

more Lactobacillus
than Natural
Agents*

Laser presents an
average of 1.68e+05
x more Lactobacillus
than Natural Agents*
Control presents an
average of 1 x more
Lactobacillus  than
CHX*

Ozone presents an
average of 2.04 x
more Lactobacillus

than CHX*

Control presents an
average of 1,61e-01
x more Lactobacillus
than papain gel*
Papain Gel presents
an average of 1.08
more Lactobacillus
than SHAA*

Control presents an

average of 1.72 x

89

Streptococcus mutans
than Natural Agents*

Laser presents an
average of 1.39 x more
Streptococcus mutans
than Natural Agents*

Control presents an
average of 1.12 x more

Streptococcus mutans

than CHX*

PDT  presents an
average of 1.19 x more
Streptococcus mutans
than CHX*

Control presents an
average of 1.39 x more
Streptococcus mutans
than papain gel*

SHAA presents 2.26

more  Streptococcus
mutans than papain
gel*

Control presents an

average of 1.61 x more



Goyal et al. 20152
[20]

Ashwati et al. 2017!
[42]

Modimi et al. 2016!
[33]

Melo et al. 20152

[43]

Ali et al. 20182 [44]

Reddy et al. 2015!
[34]

Control presents an
average of 1.01 x
more bacteria than
Papain Gel*

Papain Gel presents
an average of 1.01 x
more bacteria than

control*

Control presents an
average of 1.1 x
more bacteria than
PDT*

SHHA presents 7.6 x
more bacteria than
control*

Papain Gel presents
an average of 1.03 x
more bacteria than

SHAA group*

more Lactobacillus
than SHAA*

Papain Gel presents
an average of 1.36 x
more Lactobacillus

than control*

Control presents an
average of 1.1 x
more Lactobacillus
than Papain Gel*

Control presents an
average of 1.20 x
more Lactobacillus

than PDT*

Papain Gel presents
an average of 1.03 x
more Lactobacillus

than SHAA*

90

Streptococcus mutans

than SHAA*

Control presents an
average of 1.6 x more
Streptococcus mutans
than Papain Gel*
Control presents an
average of 1.51 x more

Streptococcus mutans

than PDT*

Full Summary of Findings (SoF) for certainty of evidence is presented at supplementary

material; (*) All comparisons had very low certainty of evidence; (1) NRCT; (2) RCT. Light

gray cells indicate conclusive results according to the analysis for NRCTs. Dark gray cells

indicate conclusive results for RCTs. White cells indicate inconclusive results with the 95%CI

crossing the line of null effect.

Three in five comparisons investigated in NRCTs yielded conclusive results, with CHX

versus control having the most significant treatment effect (0.05, 95% CI: 0.02 - 0.11), followed
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by CHX versus natural agents (0.21, 95% CI: 0.09 — 0.51) — both comparisons favored CHX.
The control and natural agents resulted on average in 20 (i.e., 1/0.05) and five (i.e., 1/0.21)
times more total bacterial than CHX (Table D in S1 file). Reducing the correlation to 0.6
increased the SE of log RoRoM, as expected, and led to inconclusive results only for CHX

versus ozone [18] (S8 Figure in S1 file).

Secondary outcomes: Lactobacillus and Streptococcus mutans

The average number of total Lactobacillus (before and after intervention) was
considerably variable within and across interventions but to a lesser extent than in the primary
outcome (S9 Figure in S1 file). Like the primary outcome, NRCTs exerted greater variability
in the number of Lactobacillus (range: 29.6 — 1.92x10° in NRCTs, and 2.0x10? - 6.94x10* in
RCTs). Overall, the average number of total Lactobacillus at baseline was similar or exceeded
that after receiving the intervention, and the difference between baseline and post-intervention
average number of total Lactobacillus was more profound in the NRCTs. Similar observations
were made concerning the SD of total Lactobacillus (range: 52.0 — 4.72x10* in NRCTs, and
3.00x10% — 1.50x10° in RCTs) (S10 Figure in S1 file). Opposing the primary outcome, the
coefficient of variation was below one in 67% of the trial-arms in NRCTs both at baseline and
post-intervention, indicating a lower variability of the total Lactobacillus relative to the mean.
A similar percentage of trial-arms in RCTs yielded a coefficient of variation below one.
Specifically, this was the case for two trials investigating the control and the unique trial
comparing natural agents (at baseline). Also, for PDT, papain gel and the trial investigating the
control at both time-points (S11 Figure in S1 file).

Overall, data on the distribution of the average and SD of S. mutans were in line with
that of the Lactobacillus (range of average: 1.04x10? — 1.67x10° in NRCTs, and 2.0x10% —
2.37x10% in RCTs; range of standard deviation: 8.76x10 — 4.80x10* in NRCTs, and 5.00x10? —
5.00x107 in RCTs) (S12-14 Figures in S1 file).

Panel of forest plots

For Lactobacillus, one RCT [16] did not report the SD in either arm and was excluded
from the analysis. Comparisons investigated in both trial designs (CHX and papain gel vs.
control) were associated with inconsistent evidence in magnitude and conclusiveness (Figure
4). Overall, RoRoMs were estimated with more precision in NRCTs than RCTs (range of
standard error of log RoRoM: 0.04 — 4.19 in NRCTs, and 0.10 — 23.32 in RCTs), as indicated

by the range of values on the x-axis. One RCT [19] was responsible for this wide range of SE
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(range: 6.24 — 23.32) that lowered our confidence in the credibility of the corresponding 95
%(Cls. This trial had substantial SD in either arm at post-treatment, which exceeded the overall
average count. None of the observed comparisons provided conclusive evidence, as all 95%
CIs crossed the vertical line of no difference (Table E in S1 file). Reducing the correlation to
0.6 increased slightly the SE of log RoRoM, as expected (range of SE of log RoRoM: 0.05 —
4.31 in NRCTs, and 0.12 — 23.39 in RCTs) (S15 Figure in S1 file).

Figure 4. Forest plots showing RoRoMs for Lactobacillus
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For S. mutans, one RCT by Mohan PVM [19] yielded the particularly large SE of log
RoRoM for all comparisons (range: 12.74 — 30.92) that lower our confidence in the credibility
of the corresponding 95% Cls. This trial had substantial SD in either arm at post-treatment that
exceeded the overall average count at baseline that greatly exceed the baseline SD in all arms.
(Figure 5). Overall, RoRoMs were estimated with more precision in RCTs than NRCTs (range
of SE of log RoRoM: 0.06 — 1.00 in NRCTs, and 0.07 — 0.11 in RCTs, excluding Mohan PVM),
as indicated by the range of values on the x-axis. PDT and papain gel versus control, as well as
CHX versus PDT and control yielded conclusive results in favor of the former intervention in
each comparison (0.66, 95% CI: 0.56 — 0.78; 0.84, 95% CI: 0.76 — 0.93; 0.60, 95% CI: 0.47 —
0.78; and 0.89, 95% CI: 0.81 — 0.98 respectively) (Table F in S1 file). Reducing the correlation
to 0.6 increased the SE of log RoRoM, as expected (S16 Figure in S1 file).



Figure 5. Forest plots showing RoRoMs for Streptococcus mutans
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One study [20] measured pain and mean pulse rate/minute during the treatments. The

control resulted in less pain compared to papain gel during and after procedures (S17-18 Figure
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in S1 file, Table G in S1 file). No study reported side effects of treatments.

Grade Approach and clinical interpretation

Summary of findings (SoF) table shows the reasons for a rating down the certainty of
the evidence, that was very low for all outcomes (Total bacterial, Lactobacillus, Streptococcus
mutans, and pain (Tables H-K in S1 file). The certainty was rated down due to risk of bias,

indirectness, imprecision, and publication bias. Table 1 shows the clinical interpretation for

total bacterial, Lactobacillus, and Streptococcus mutans.

Discussion

Summary of Results

The present systematic review of multiple agents did not include an NMA. Therefore,
we cannot offer a hierarchy of interventions from the best to the worst for each outcome.

Furthermore, the evidence supporting direct comparisons was very low. Most of the time, the

30
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disinfectant treatments or even the non-disinfectant control reduced the count of bacterial in

accordance with other studies [2—5].

Comparison with literature

The non-disinfectant group consisted only in removing carious tissue, and our analysis
demonstrated that this treatment alone could reduce the bacterial load. Even if it relies on
subjective parameters, the selective removal of carious tissue is recommended for managing
deep lesions. This procedure is based on removing infected dentin, which presents heavy
bacterial contamination [21,22]. This procedure aims to remove only tissue not capable of
remineralization, thus allowing the recovery of pulp tissue and the survival of fillings [22].

Disinfectants can be used to help overcome the indistinct affect/infect dentin limits
during selective removal [22]. CHX is the most common disinfectant used for cavity cleansing
and is considered a golden standard [23]. At low concentrations, CHX is bacteriostatic and
destroys the cell’s walls and cytoplasmatic membrane. In high concentrations, CHX causes
coagulation of intracellular components, resulting in bactericidal activity [24]. Ozone is a
potential microbicide agent can oxidase cell walls or cytoplasmic membranes of
microorganisms [25,26]. However, heretofore, there is controversial evidence regarding its use
as an antimicrobial agent [6,27].

Concerning NRCTs, our data favored CHX as the most effective treatment compared to
the non-disinfected control and natural agents. Nevertheless, we obtained inconclusive results
comparing CHX vs. ozone. In this regard, previous reports also showed some discrepancies
when comparing CHX and ozone treatment, where conflicting results were narratively
synthesized from the analyzed literature. Altogether, the results of two studies in a meta-
analysis showed that CHX was significantly better than ozone in reducing bacterial load in the
dentin tissue, although no comparison was made concerning a non-disinfected group [6].

The antimicrobial effect of PDT results from the association between a photosensitizer
and a light source with a proper wavelength. Different reactions can occur from this association,
resulting in Reactive Oxygen Species (ROS), singlet oxygen, or even causing cytotoxicity by
the lack of oxygen inside the cells [28,29].

Regarding the analysis of RCTs, our data showed that PDT presented a slight reduction
of total bacterial in carious lesions compared to CHX. Results of this comparison is similar to
the narrative synthesis presented by Cieplik et al. 2017 [5], where the reduction of PDT

occurred for total bacterial, Streptococcus and Lactobacillus compared with 2% CHX. In
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previous reports, PDT presented controversial results about the total viable bacteria compared
to the conventional drilling control group [4,5]. Accordingly, a meta-analysis of four studies —
where two were in vitro — showed the efficacy of PDT in reducing microorganisms’ numbers
[4]. Otherwise, another descriptive systematic review found five studies where PDT associated
with mechanical caries removal reduced cariogenic bacteria in dentin lesions, whereas one
study pointed to PDT as an ineffective agent [5].

SHAA and papain gel are capable of breaking the collagen present in infected dentin,
softening the carious tissue. They aim to overcome the limit between infected and affected
dentin, facilitating removing the first [22,30]. Bacterial load was greater in the SHA A/natural
agents when compared to a non-disinfected control. Different results were found comparing the
SHAA and papain gel with the control group with a rotatory instrument. No differences were
found between any treatment regarding the non-disinfected group [31]. In our review,
concerning Lactobacillus, two studies found that the control presented more bacteria than the
papain gel or SHAA, according to other studies [32,33]. However, all comparisons for
Lactobacillus were inconclusive when comparing both active treatments, SHAA, and papain
gel. The efficacy of these treatments was similar in reducing the dentin bacterial load. For S.
mutans, our results were conclusive and pointed to a reduction of S. mutans in the papain gel
group versus the non-disinfectant control. These results align with previous studies [32,34].
Systematic data from the comparison of the Papacarie — a brand of Papain Gel — and a non-
disinfected control using conventional drilling method concluded that the gel successfully
reduced the bacterial load in deciduous teeth. However, the meta-analysis was restricted to two

studies [3].

Certainty of Evidence

There were serious and very serious problems due to risk of bias. Several RCTs did not
present information about the randomization process or blinding of the outcome assessor; the
last is critical for the CFU analysis, for example. Eighty seven percent of NRCTs had serious
risk of bias and potential confounding factors. There were very serious problems due to
indirectness in all comparisons. Most of the trials included only permanent or deciduous teeth.
There was great heterogeneity concerning the methods of carious tissue removal, being either
rotatory or manual instruments. Some studies used relative isolation or rubber dam or analyzed
only teeth with occlusal cavities. Hence, the applicability is limited to the general dental

practice. The inclusion of a single trial in each comparison did not achieve the Optimal
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Information Size (OIS) of at least 400 participants, inputting imprecision [35,36]. Finally, 9.5%
of comparisons were rated down due to possible publication bias considering industry-

sponsored studies.

Strengths and limitations

Ranking the treatments according to their efficacy was impossible due to the
unfeasibility of an NMA, as already mentioned. We could not perform any moderator analysis,
as initially aimed in the protocol, as we had one trial per comparison. Notwithstanding, the
collected data stemmed from immediate cleansing of the cavities and not a long-term analysis
on how these treatments would affect the adjacent dentin or the survival of dental fillings. This
review is strong as we interpret it based on the certainty of evidence and the average bacterial

count for the clinical practice.

Implications for clinical practice and research

Due to very low certainty, we cannot affirm that there is one better treatment than the
other [37]. The disinfectant treatments majorly reduced the bacterial load in dentin carious
lesions but with similar results for the non-disinfected control. So far, the removal of infected
carious dentin would be enough to reduce bacterial count. Further studies should focus on how
the disinfectant treatments chemically affect the dentin or pulp tissues regarding deep cavities
and their proximity with the pulpal tissue. A complete description of the methodology is
required to indicate how the antimicrobial treatments should be performed operatively. Follow-
up trials could bring new data on long-term survival of restorations and occurrence of secondary

caries.
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