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Resumo

Silva, MER. Influéncia da incorporagdo de nanoparticulas de trimetafosfato de sodio
associado ou nao a clorexidina nas propriedades microbiolégicas, fisico-mecanicas e
de redugdo da desmineralizacdo de cimento de iondmero de vidro. 2015. 84 f.
Dissertagcado (Mestrado em Ciéncia Odontoldgica, area de Saude Bucal da Crianga) —
Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba
2015.

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da incorporagdo de nanoparticulas de
trimetrafosfato de sddio (TMP) e clorexidina (CHX) nas propriedades microbioldgicas,
fisico-mecanicas e na capacidade de redug¢ao da desmineralizagcdo de um cimento de
ionbmero de vidro modificado por resina (CIV) indicado para restauragao.
Inicialmente, foram determinados nove grupos de estudo: 1) CIV; 2) CIV + CHX
1,25%; 3) CIV + CHX 2,5%; 4) CIV + TMP 7%; 5) CIV+ CHX 1,25% + TMP 7%; 6) CIV
+ CHX 2,5% + TMP 7%; 7) CIV+ TMP 14%; 8) CIV + CHX 1,25% + TMP 14%; 9) CIV
+ CHX 2,5% + TMP 14%. Para determinar a atividade antimicrobiana desses CIV
contendo ou ndo TMP e CHX foi realizado o teste de difusdo em agar com
Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus, Actinomyces israeli e Candida
albicans. Ap6s 24h, os halos de inibicdo obtidos pelos CIV foram mensurados com o
auxilio de um paquimetro digital. Corpos-de-prova dos CIV foram confeccionados
utilizando matrizes especificas e avaliadas as seguintes propriedades fisico-
mecanicas para cada grupo de materiais do estudo: resisténcia a compresséo e a
tracao diametral e dureza de superficie, além de determinar a liberacao total de
fluoreto (F) e de TMP. Foram preparados 80 blocos a partir de incisivos bovinos e
selecionados pelo teste de dureza de superficie do esmalte (DS;). Os corpos-de-
prova dos CIV foram adaptados aos blocos de esmalte recém-preparados e
submetidos as ciclagens de pH. A seguir, foi analisada a dureza de superficie final do
esmalte (DS;) para o calculo da porcentagem da perda de dureza de superficie
(%PDS) e verificar a capacidade do material em reduzir a desmineralizagdo. Os
dados foram submetidos aos testes de ANOVA e Bonferroni ou Student-Newman-
Keuls, considerando p<0,05. Os resultados mostraram que a adicdo de clorexidina
aumentou significantemente a agao antimicrobiana dos CIV para todos os grupos em
que foi associada. As propriedades fisico-mecanicas dos CIV, em especial a

resisténcia a compressao, foram reduzidas pela associacao de CHX e TMP apés 24



horas da confecgdo dos corpos-de-prova, entretanto, em 7 dias, houve aumento
nestas propriedades. Houve aumento na dureza do material com a adi¢do de TMP ao
CIV. Os valores totais de liberacdo de F e TMP dos cimentos n&do foram afetados pela
incorporagao de CHX. Considerando a analise de dureza pds-ciclagem de pH, os
blocos de esmalte dos grupos contendo TMP 14%, independente da concentragao de
CHX, apresentaram as menores perdas de dureza de superficie. Conclui-se que o
cimento de ionbmero de vidro associado com CHX 1,25% e TMP 14% apresentou os
resultados mais promissores, apresentando efeito positivo na desmineralizagéo,
aumento da atividade antimicrobiana, na liberagao de flior, com minima reducao das

propriedades fisico-mecanicas.

Palavras-chave: Cimento de ionémero de vidro, fosfatos, clorexidina, acéao

antimicrobiana, forgca compressiva, resisténcia a tragao, dureza, fluoreto de sédio.



Abstract

Silva, MER. Influence of the incorporation of sodium trimetafosfate nanoparticles
associated or not with chlorhexidine on the microbiological, physical-mechanical and
enamel demineralization reduction properties of glass ionomer cement. 2015. 84 f.
Dissertagcado (Mestrado em Ciéncia Odontologica, area de Saude Bucal da Crianga) —
Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba
2015.

The aim of this study was to evaluate the influence of the association of sodium
trimetaphosphate  nanoparticles (TMP) and chlorhexidine (CHX) on the
microbiological, physical-mechanical and enamel demineralization reduction of glass
ionomer cement (GIC). Initially, nine groups of the study were defined: 1) control - GIC
Fuji LII; 2) GIC+ 1.25% CHX; 3) GIC + 2.5% CHX; 4) GIC + 7%TMP; 5) GIC+ 1.25%
CHX + 7%TMP; 6) GIC + 2.5% CHX + 7%TMP; 7) GIC+ 14%TMP; 8) GIC + 1.25%
CHX + 14%TMP; 9) GIC+ 2.5% CHX + 14% TMP. The antimicrobial activity of GIC
containing or not CHX/TMP was determined by agar diffusion test against
Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus, Actinomyces israelii and Candida
albicans. After 24h, the inhibition zones obtained by the GIC were measured with a
digital caliper. GIC specimens were prepared using specific stainless steel molds in
order to evaluate the following physical-mechanical properties for each material group:
compressive and diametral tensile strength and superficial hardness, besides to
determine total fluoride and TMP release. Eighty enamel blocks were prepared from
extracted bovine incisors and selected through the initial surface hardness test (SH1).
GIC specimens were adjusted to the enamel blocks and submitted to pH-cyclings.
After that, final superficial hardness (SH2) was determined in order to obtain the
percentage of superficial hardness loss (%SHL) and observe the capacity of the
materials in reducing enamel demineralization. Data were submitted to ANOVA and
Bonferroni or Student-Newman-Keuls statistical tests, considering p<0.05. The results
showed that the addition of chlorhexidine increased the antimicrobial activity of GIC for
all groups. The physical-mechanical properties of GIC, especially compressive
strength, were jeopardized by the association of CHX and TMP after 24h of the
specimen’s preparation, however, after 7 days, improvements on these properties
were observed. F and TMP release were not affected by the CHX incorporation.

Considering superficial hardness analysis after pH-cycling, groups containing 14%



TMP, regardless of the CHX concentration, have the lowest superficial hardness loss.
It was concluded that the glass ionomer cement containing 1.25% CHX and 14% TMP
presented the most promising results, presenting positive effect on the
demineralization, increasing antimicrobial activity and fluoride release, with minimal

interference on the physical-mechanical properties.

Keywords: glass ionomer cement, phosphates; chlorhexidine; antimicrobial action,

compressive strength, tensile strength, hardness, sodium fluoride.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da incorporagdo de nanoparticulas de
trimetrafosfato de sddio (TMP) e clorexidina (CHX) nas propriedades microbioldgicas,
fisico-mecéanicas e na capacidade de redugao da desmineralizagcdo de um cimento de
iondbmero de vidro modificado por resina (CIV). Inicialmente, foram determinados nove
grupos de estudo: 1) CIV; 2) CIV + CHX 1,25%; 3) CIV + CHX 2,5%; 4) CIV + TMP
7%; 5) CIV+ CHX 1,25% + TMP 7%; 6) CIV + CHX 2,5% + TMP 7%; 7) CIV+ TMP
14%; 8) CIV + CHX 1,25% + TMP 14%; 9) CIV + CHX 2,5% + TMP 14%. Para
determinar a atividade antimicrobiana desses CIV foi realizado o teste de difusdo em
agar com Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus, Actinomyces israelii e
Candida albicans. Corpos-de-prova dos CIV foram confeccionados e as seguintes
propriedades fisico-mecéanicas avaliadas: resisténcia a compressdao e a tracao
diametral e dureza de superficie, além de determinar a liberagao total de fluoreto (F) e
de TMP. Além disso, corpos-de-prova dos CIV foram adaptados a blocos de esmalte
selecionados pelo teste de dureza de superficie (DS+) e submetidos as ciclagens de
pH. A seguir, foi analisada a dureza de superficie final (DS;) para o calculo da
porcentagem da perda de dureza de superficie (%PDS). Os dados foram submetidos
aos testes de ANOVA e Bonferroni ou Student-Newman-Keuls (p<0,05). Os
resultados mostraram que a adicdo de clorexidina aumentou a acdo antimicrobiana
dos CIV. As propriedades fisico-mecanicas dos CIV foram afetadas pela associagao
de CHX e TMP apds 24 horas da confecgcao dos corpos-de-prova, entretanto, aos 7
dias, houve aumento nestas propriedades. Os valores totais de liberacdo de F e TMP
dos cimentos ndo foram afetados pela incorporacdo de CHX. Os blocos de esmalte
dos grupos contendo TMP 14%, independente da concentragdo de CHX,
apresentaram as menores perdas de dureza de superficie. Conclui-se que o CIV
associado com CHX 1,25% e TMP 14% apresentou os resultados mais promissores,
apresentando efeito positivo na desmineralizagdo, na atividade antimicrobiana, na

liberacao de fluor, com minima reducao das propriedades fisico-mecanicas.

Palavras-chave: Cimento de iondmero de vidro, fosfatos, clorexidina, agao
antimicrobiana, forga compressiva, resisténcia a tragcdo, microdureza, fluoreto de

sodio.
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Introducao

Nos ultimos anos, a Odontologia vem buscando por técnicas e materiais
que possibilitem a auséncia ou a minima remoc¢ao de esmalte e/ou dentina cariados, a
fim de conservar o remanescente dentario e evitar danos pulpares. Assim, diferentes
alternativas restauradoras como o selamento de lesdes de carie em esmalte
[Martignon et al., 2006; Bakhshandeh et al., 2012; Ekstrand et al., 2012] ou ainda a
remogao parcial de carie em dentina [Casagrande et al., 2009; Duque et al., 2009;
Castilho et al., 2013] tem surgido. Entretanto, esse residuo cariogénico poderia
contribuir para uma adesdo inadequada do material restaurador no angulo cavo
superficial e resultar em formacao de gaps marginais. Esse espago entre material e
restauracéo leva a maior retengcdo do biofilme dental ou facilita a passagem de
nutrientes para as bactérias remanescentes do processo carioso, possibilitando sua
sobrevivéncia [Kemoli e Van Amerongen, 2011]. Dessa forma, € necessario o estudo
de materiais odontolégicos com propriedades antimicrobianas, que atuem sobre a
microbiota remanescente e no ingresso de novos microrganismos na interface dente-
restauracao, e propriedades anticariogénicas, que promovam a remineralizacao e
previnam o desenvolvimento de carie secundaria.

Atualmente, os materiais com ag¢ao anticarie sdo os que apresentam e
liberam fluoreto, calcio ou fosfato para o meio bucal. Dentre os materiais mais
utilizados por sua acado anticarie € o cimento de ionédmero de vidro (CIV) que se
destaca pela prevencdo da desmineralizagdo e promogado da remineralizacdo de
esmalte e dentina e na inibicdo do crescimento de bactérias causadoras da carie
dentaria [Ten Cate e van Duinen, 1995, Forsten, 1998]. Essas qualidades foram
atribuidas a liberacédo do fluor, que é depositado nos tecidos dentarios ao redor da
restauragcdo, tornando-os mais resistentes ao ataque acido. Apesar de existirem
diferengcas no padrdo de liberacdo de fluor entre cimentos de ionémero de vidro
convencionais e modificados por resina [Gao e Smales, 2001], uma caracteristica
comum ¢é o fato da maior liberagao de flior ocorrer nas primeiras 24 horas e cair
rapidamente nas duas semanas subsequentes e se estabilizar apds 5-6 semanas
[Forss, 1993; de Araujo et al.,1996; Yip et al., 1999]. Entretanto, em longo prazo seria
interessante manter essa propriedade anticariogénica dos CIV, fornecendo ions que
participassem do processo desmineralizagdo-remineralizagdo e promovessem a

saturagcao mineral do esmalte/dentina, como os fosfatos inorgéanicos.
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A associacao de fosfatos a redugao da carie dentaria teve inicio na
década de 60 [Nizel e Harris, 1964; Harris et al., 1967; Gonzalez, 1973], quando
foram adicionados em dietas [Harris et al., 1967; Henry e Navia, 1969], gomas de
mascar [Finn et al., 1978; Vogel et al., 2000] e mais tarde em dentifricios [Stadtler et
al.,, 1996; Takeshita et al., 2009]. Os fosfatos tém uma grande afinidade pela
hidroxiapatita (HA) impedindo o desprendimento de ions e reduzindo a area de
superficie disponivel para dissolugdo [Barbour et al., 2008]. Isto produz um efeito
anticarie no esmalte [Stadtler et al., 1996; Takeshita et al., 2009, Takeshita et al.,
2011]. O TMP (trimetafosfato de sodio) € um fosfato de cadeia ciclica condensada
onde sua propriedade de ligacdo com a HA € menor do que os polifosfatos, porém o
mesmo permanece ligado ao esmalte por um maior periodo de tempo, apresentando
superior efeito anticarie devido a baixa habilidade de causar desagregacdo de
microcristais de HA, ao mesmo tempo exercendo efeitos comparaveis a outros
polifosfatos [McGaughey e Stowell, 1977]. Além disso, o uso de fosfatos inorganicos
tem mostrado aumentar o potencial anticarie do fluoreto [Takeshita et al., 2009;
Danelon et al., 2014; Pancote et al., 2014, Manarelli et al., 2011, 2013, 2014]. Em
estudo in vitro, diferentes concentracbes de TMP foram adicionadas a uma resina
composta observando um melhor efeito anticarie para 14,1% de TMP associado ao
fluoreto. Estes resultados estiveram relacionados a uma maior capacidade do material
em liberar fluor e TMP com pouca alteragao na dureza da resina [Tiveron et al., 2013].

Além da acao anticarie, uma proposta para aumentar a longevidade da
restauracao é a adicao de um componente antimicrobiano ao CIV, como a clorexidina,
que auxiliaria na reducgao/eliminacao da microbiota remanescente e no controle do
biofime adjacente a restauracdo. A clorexidina tem mostrado aumentar o efeito
antibacteriano in vitro quando associada aos CIV [Takahashi et al., 2006; Turkun et
al., 2008]. Em estudo in vitro / in vivo, Castilho et al. [2013] incorporaram digluconato
de clorexidina a 1.25% a um CIV modificado por resina para forramento e verificaram
nao haver alteracdo das propriedades mecéanicas do cimento e demonstraram
eliminagdo completa de estreptococos grupo mutans apds trés meses da remocgao
parcial de carie em criangas. Entretanto, outros estudos mostraram que algumas
formas e concentracdes de clorexidina podem alterar as propriedades mecéanicas do
cimento [Jedrychowski et al., 1983, Palmer et al, 2004; Botelho et al., 2004, Turkun et
al., 2008].
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Uma maneira de diminuir o impacto da incorporagcdo de agentes
antimicrobianos nas propriedades mecanicas do cimento de ionédmero de vidro seria
reduzir o tamanho das particulas, tornando-as nanoparticulas. Ainda ndo existem
trabalhos associando nanoparticulas de TMP e clorexidina com cimento de ionémero
de vidro. O unico estudo encontrado com fosfato inorganico e clorexidina foi
desenvolvido por Cheng et al. [2012]. Esses autores desenvolveram nanocompositos
contendo nanoparticulas de fluoreto de calcio e fosfato de calcio amorfo (ACP) e
particulas pequenas de clorexidina e observaram que estes afetaram a atividade
metabdlica do biofilme, a producao de acidos pelos microrganismos, sem interferir nas
propriedades mecanicas quando comparado a um composito sem fluor e um CIVMR.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi verificar se a incorporagcdo de
nanoparticulas de trimetafosfato de sodio e clorexidina aumentam a agao
antimicrobiana e a capacidade de reduzir a desmineralizagdo do esmalte, sem
interferir nas propriedades fisico-mecanicas de um cimento de ionémero de vidro

modificado por resina indicado para restauracédo dentaria.

Materiais e Métodos

Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de trimetafosfato de sédio (TMP)
(ANEXO C)

A moagem do trimetafosfato de soédio (TMP — Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA) foi realizada no Instituto de Quimica da Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar). O TMP foi primeiramente pesado na quantidade necessaria para o
estudo, e a seguir, armazenado em frascos de polietileno. Bolas de zircbnia foram
adicionadas ao TMP em associacdo com isopropanol até recobrir as bolas. Os frascos
foram vedados com veda rosca, na rosca da tampa do frasco de polietileno. Em
seguida, os frascos foram levados ao moinho de bolas sendo submetidos a moagem
por 48 horas [Danelon et al., 2014].

Apds o TMP ter sido submetido ao processo de moagem, o mesmo foi
submetido a filtragdo em peneiras granulométricas para a sua separacao das bolas de
zirconia. O frasco de polietileno contendo o TMP foi lavado com isopropanol e o
material filtrado sera vedado com papel aluminio e submetido a secagem em estufa a

temperatura de 85°C para evaporagao do solvente (isopropanol). Apds a secagem do
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TMP, o mesmo foi submetido a trituragao até atingir particulas com diametro médio de
22,7nm, em almofariz de agata, pesado e armazenado em frasco de polietilieno. A
difracdo de raios-X foi utilizada para a identificacdo da estrutura cristalina e para

estimativa do tamanho médio de TMP moido por 48 horas.

Preparo do cimento de ionémero de vidro (CIV) (ANEXO D)

O cimento de iondmero de vidro modificado por resina utilizado para os
experimentos laboratoriais foi o Fuji Il LC (GC America, USA). TMP e diacetato de
clorexidina (CHX) (Sigma-Aldrich), foram inseridos no p6é do CIV em concentragdes
definidas, conforme mostra a Tabela 1. As concentragcdes de TMP foram escolhidas
baseadas nos resultados obtidos por Tiveron et al. [2013] e as de clorexidina
conforme resultados de Turkln et al., [2008]. Para a mistura de cada concentragao de
TMP e CHX foi utilizado um frasco de 5g do p6 do CIV, descontando-se as
quantidades em miligramas desses agentes da quantidade de p6 do CIV, para manter
a proporgédo pé-liquido indicada pelo fabricante (3,2g p6 para 1,0g de liquido). Os
espécimes de CIV foram fotoativados (Blue Light Star Il, Microdont) com 1000

mW/cm? de intensidade de luz por 40 segundos.

Avaliagao das propriedades microbiolégicas dos CIV
Teste de difusdo em agar (ANEXO E)

Os ensaios foram realizados com as espécies Streptococcus mutans
(ATCC 25175), Lactobacillus acidophilus (IAL#523), Actinomyces israelii (ATCC
12102) e Candida albicans (ATCC 6093) que foram reativadas, a partir das suas
culturas originais, em placas de BHI-Agar (Brain Heart Infusion, Difco Laboratories,
Detroit, Ml) e incubadas a 37° C para S. mutans, L. acidophilus e A. israelii em estufa
a 5% CO2 e em aerobiose para C. albicans por 24 a 48h. Em seguida, 5 coldnias de
cada cepa foram inseridas em caldo BHI individualmente e incubadas a 37°C por 18 a
24 h. Os procedimentos foram seguidos a partir da metodologia do teste de difusédo
em agar descrita por Duque et al. (2005). Uma aliquota de 300uL de cada suspensao
bacteriana (D.O de 0,5; Assonm) foi homogeneizada com 15 mL de BHI-A a 45° C. Apos
a secagem do meio de cultura, cilindros de plastico com 3 mm de diametro
devidamente desinfetados foram utilizados para confeccionar pog¢os no agar (n = 10).
Os CIVs foram manipulados com ou sem CHX e TMP e de acordo com as instrugdes

do fabricante, e foram inseridos nos pogos, preenchendo-os até a borda com auxilio
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de uma seringa Centrix e fotopolimerizadas (Blue Star Il — Microdont). As
concentracdes de CHX incorporadas aos cimentos foram de 1,25 e 2,5% [Castilho et
al., 2013; Turkun et al., 2008].

Para cada experimento, também foram utilizados como controle positivo
CHX a 2% e como controle negativo, pogos sem nenhum material. As placas foram
mantidas por 2h na temperatura ambiente para permitir a difusdo dos cimentos e
incubadas a 37° C por 24h. Duas medidas de cada halo de inibigdo foram mensuradas
com o auxilio de um paquimetro digital e as médias calculadas. Os testes foram

realizados em triplicata.

Avaliacao das propriedades fisico-mecénicas dos CIV
Avaliacao da resisténcia a compressao (ANEXO F)

Doze corpos-de-prova foram confeccionados utilizando matrizes
padronizadas com 2 mm de didmetro x 4 mm de altura de acordo com as
especificagdes da 1ISO 9917-1. Apds os periodos de armazenamento (como descrito
anteriormente), os espécimes foram submetidos ao ensaio de resisténcia a
compressao em maquina de ensaio universal Instron, a uma velocidade de 1mm/min,
em posicdo vertical, até que ocorresse a fratura. Os valores obtidos nos testes de
compressao foram calculados (kgf/cm?) dividindo a forga pela area e convertidos em
MPa.

Avaliacao da resisténcia a tracdo diametral (ANEXO G)

Doze corpos-de-prova foram confeccionados por meio de matrizes
padronizadas com 6 mm de didametro x 3 mm de altura, de acordo com as
especificagdes da ISO 9917-1. Apds os periodos de 24h e 7 dias de armazenamento
em estufa a 37°C em umidade relativa, os espécimes foram submetidos ao ensaio de
resisténcia a tragdo diametral (TD), a uma velocidade de 1 mm/min, em posigéo
horizontal, até que ocorresse a fratura. Para tanto, foi utilizada uma maquina de
ensaio universal Instron (DL3000, Instron Co., Canton, MA, USA). Os valores de
tracdo diametral (kgf/cm?) foram calculados usando a equacdo: TD=2Fr/mDT, onde Fr

€ aforca, D é o diametro e T é a altura do espécime e convertidos em MPa.
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Avaliacado da dureza de superficie do material (ANEXO H)

Seis corpos-de-prova dos CIV (5 mm de didmetro e 2 mm de
espessura), mantidos 24h ou 7 dias em recipiente plastico e em ambiente com
umidade relativa e a 37°C, foram submetidos ao teste de dureza de superficie. Este
foi determinado utilizando microdurémetro (Micromet 5114 hardness tester, Buehler,
Lake Bluff, IL, Estados Unidos da América), sob carga estatica (Knoop) de 100
gramas e tempo de 10 segundos. Foram realizadas 5 impressdes na superficie de
topo do material distantes 500um entre si (Silva et al., 2007). A seguir, os corpos-de-
prova foram armazenados em estufa a 37°C (100 % umidade) e em 7 dias foi repetido

o teste da dureza.

Liberacédo de fluoreto (F) e TMP dos CIV
Confeccao dos corpos-de-prova (ANEXO I)

Seis corpos-de-prova de cada material (5 mm de didmetro e 2 mm de
espessura) foram confeccionados em matrizes metalicas. A fotoativacéo foi realizada
com 1000 mW/cm? de intensidade de luz por 40 segundos, nas superficies superior e

inferior do corpo-de-prova (fotopolimerizador Blue Light Star Il - Microdont).

Ciclagem de pH paraliberacdo de F e TMP dos CIV (ANEXO I)

Os corpos-de-prova de cada material foram colocados em tubos de
ensaio de polipropileno com tampa, suspensos por um fio de aco inoxidavel. Cada
tubo continha 2 mL da solugdo de desmineralizagdao (DES) ou de remineralizagao
(RE) (Silva et al., 2007). Inicialmente, os corpos-de-prova foram armazenados 6 horas
em solugdo DES (Ca e P 2,0 mmol/L em tampé&o acetato 0,075 mol/L, em pH 4,7). Em
seguida, as amostras foram transferidas para novos tubos contendo solugdo RE (Ca
1,5 mmol/L, P 0,9 mmol/L, KCI 0,15 mol/L em tampao cacodilato 0,02 mol/L, em pH
7,0) permanecendo por 18 horas. Os tubos foram deixados sob agitagdo constante
(mesa agitadora TE-420 Orbital - Tecnal), a temperatura de 37°C. Estes
procedimentos foram repetidos durante 15 dias. Os corpos-de-prova foram lavados
com agua deionizada e secos com papel absorvente antes de serem imersos em
nova solugao. As solugdes foram recolhidas diariamente, identificadas e armazenadas

em tubos de ensaio de polipropileno a 4° C para leitura do F e TMP liberado.
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Analise de F e TMP nas solugbes DES e RE

Para a dosagem de F das solugbes DES e RE, o eletrodo especifico
combinado para ion fluoreto (9609 BN, Orion Research, Inc., Beverly, MA, EUA) foi
calibrado com solugbes padrao de 1, 3, 6, 12 e 24 ug F/mL. Para as dosagens foram
pipetadas 0,5 mL das solugdes DES e RE e acrescido 0,5 mL de TISAB Il (Tampéo
ajustador de forga ibnica total). As leituras foram realizadas sob agitacdo constante
em agitador magnético (TE-081, Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil). Esses valores foram
convertidos para pg/cm? (ANEXO J).

O TMP liberado pelos materiais foi dosado apds hidrélise em meio acido
seguido da determinacgéo do fosforo (P) liberado. Para isto, aliquotas de 0,2 mL das
solugcdes DES e RE foram acrescidas de 0,2 mL de acido cloridrico (HCI) a 1,0 mol/L
e aquecidas em banho fervente, a 100°C, por 1 hora. Apos a hidrolise, a concentragédo
de P nas solugdes foi determinada pelo método colorimétrico (Fiske & Subbarow.,
1925), em placas de 96 pocos (Placa para cultura de células de fundo chato - Modelo
92096 - TPP, Suiga). Aliquotas de 0,02 mL das solugdes DES e RE foram utilizadas
para as leituras em leitor de placas (PowerWave 340, Biotek), no comprimento de
onda de 660nm .

A concentracdo de P determinada nas solucbes DES e RE apés
hidrolise acida foi subtraida da quantidade de fosforo existente nas solugbes DES
(57,5 +7,6 uyg P/mL) e RE (26,9 +2,7 uyg P/mL) e o valor final considerado como a
proveniente de TMP presente nas solucbes. Esses valores foram convertidos para
ug/cm? (ANEXO K). As concentracdes de F e TMP das solucdes DES e RE foram
determinadas separadamente. Posteriormente, os resultados das solugbes DES e RE
foram somados (DES + RE), completando um periodo de 24 horas e um ciclo da

metodologia utilizada (ciclagem de pH), nos 15 dias analisados.

Avaliagcdo da capacidade dos CIV em reduzir a desmineralizagdo de esmalte
Preparo dos corpos-de-prova (ANEXO L)

Inicialmente, o projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica em Uso de
Animais (CEUA) protocolo FOA-00884-2013 (ANEXO B). Blocos de esmalte
(4x4x3mm) foram obtidos de incisivos bovinos e a superficie de dentina foi planificada
utilizando uma lixa de granulagao de 320, e a superficie de esmalte foram planificadas
com as lixas de granulagcdo 600, 800 e 1200, carga de 4 libras, sob refrigeracao a
agua e polidas com feltro (Polishing Cloth Buehler 40-7618, Buehler, Lake Bluff, IL,
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USA) e suspensdo de diamante (Metadi Monocrystalline Diamond Suspension, 1
micron, Blue Color Polish Spray, Water Base 40-6530 — Buehler, Lake Bluff, IL, USA),
com carga de 4 libras. O desgaste resultou na remog¢ao de aproximadamente 120 pm
em profundidade do esmalte. Apdés o polimento, secg¢des transversais foram
realizadas a uma distancia de 1mm da borda do bloco, em cortadeira sob refrigeragcéo

de agua deionizada, obtendo-se blocos com 4x3x3mm.

Ciclagem de pH (ANEXO M)

Oito corpos-de-prova de cada material (3x2x1mm) foram justapostos as
bordas seccionadas dos blocos de esmalte e fixados com auxilio de cera pegajosa.
Os conjuntos blocos/corpos-de-prova foram submetidos a cinco ciclagens de pH, a
uma temperatura de 37°C, sendo imersos nas solu¢cdes de desmineralizacdo — DES
(6 horas — Ca e P 2,0 mmol/L em tamp&o acetato 0,075 mol/L, 0,04 ppm F em pH 4,7
-2,2 mL/mm2) e remineralizacédo - RE (18 horas — Ca 1,5 mmol/L, P 0,9 mmol/L, KCI
0,15 mol/L em tampéo cacodilato 0,02 mol/L, 0,05 ppm F em pH 7,0 — 1,1 mL/mm2).

Os blocos foram lavados com jatos de agua deionizada por 30
segundos, apds remogdo das solugbes DES e RE. Decorrido o 5° dia, a solugdo RE
foi trocada, e os blocos permanecem nesta solugdo por 48 horas (Rodrigues et al.,
2008; Vieira et al.,2005)

Avaliagcdo da dureza do esmalte (ANEXO N)

Para o teste de dureza superficie inicial (DS4) sera utilizado o
microdurébmetro Buehler (Lake Bluff, USA and Mitutoyo Corporation, Kanagawa,
Japan), com penetrador tipo Knoop, carga estatica de 25 gramas e tempo de 10
segundos [Argenta et al., 2003]. Serdo realizadas 5 impressdes no esmalte
separadas entre si por uma distancia de 100um e a uma distancia de 300um da borda
seccionada [Rodrigues et al., 2008], sendo selecionados para os grupos de estudo
mais o grupo placebo 80 blocos de esmalte com dureza de superficie de 320 a
380kgf/mm?.

Concluida a ciclagem de pH, os materiais unidos aos blocos de esmalte
foram removidos, e os blocos submetidos ao teste de dureza de superficie final (DS3),
utilizando a mesma metodologia do teste de DS+, para o calculo da porcentagem de
perda da dureza de superficie (%PDS=[[DS, — DS1]/DS4]x100).
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Anélise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente considerando como
fator de variagcdo os materiais, e as variaveis, mensuracao dos halos de inibicdo, da
forga de resisténcia a compressao e de resisténcia a tragdo diametral (MPa), dureza
superficial dos materiais (KHN), concentragdo de F (ug F/cm?) e TMP (ug P/cm?)
liberados nas solucbes DES e RE e os valores de %PDS (perda da dureza de
superficie) do esmalte bovino. Todos os dados apresentaram distribuicdo normal
(Kolmogorov—Smirnov) e homocedasticidade (Teste de Cochran). Estas variaveis
foram submetidas a andlise de variancia (2-way ANOVA) seguida pelo teste de
Bonferroni ou teste de multipla comparacéo de Student-Newman-Keuls. O programa
BioStat 5.0 e SPSS versdao 17.1 foram utilizados para as analises estatisticas,

considerando nivel de significancia de 5%.

Resultados

Para a avaliacado das propriedades microbiolégicas dos CIV as Figuras 1
a 4 mostram as médias/desvio-padrao das medidas dos halos de inibicdo obtidos para
os CIV testados. Para todos os microrganismos testados, S. mutans, L. acidophilus,
A. israelii e C. albicans, houve aumento significante na acéo inibitéria do CIV quando
incorporada CHX, independente da concentracao (1,25 ou 2,5%). A presencga de
TMP, nas concentragdes 7 ou 14%, ndo comprometeu a agao antimicrobiana da
clorexidina. TMP nao teve acgao antimicrobiana quando incorporado isoladamente no
ClIv.

Na avaliagcdo das propriedades fisico-mecanicas dos CIV os grupos de
CIV contendo ou ndo TMP e CHX foram avaliados quanto aos testes mecanicos de
resisténcia a compressao, a tracao diametral e dureza de superficie apds 24h e 7 dias
de armazenamento dos espécimes em umidade relativa.

A Figura 5 mostra os resultados obtidos para o teste de compressao.
ApoOs 24h, pdde-se notar reducdo nesta propriedade mecanica apds a inclusao de
TMP, independente da concentragdo, sendo que a associacdo de CHX 2,5% e TMP
14% foi a que mais afetou a resisténcia a compressao do CIV. Em 7 dias, houve um
aumento na resisténcia a compressao para todos os grupos de materiais, notando-se
que a associacao de CHX 1,25 com TMP 7% apresentou resultados semelhantes ao
controle CIV e CIV com CHX 1,25%. A associacdo de CHX 1,25% e TMP 14% teve
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efeito semelhante as demais associacdes duplas, com excecdo da associagcao de
CHX 2,5% e TMP 14%. Entretanto, esse grupo de materiais recuperou sua resisténcia
a compress&o mostrando resultados similares aos demais grupos em 7 dias.

A Figura 6 mostra os resultados obtidos para os testes de resisténcia a
tracdo diametral. Os grupos contendo somente CHX nao diferiram do controle CIV,
independente do tempo avaliado. Os demais grupos diferiram do controle, para
ambos os tempos, com excec¢ao de CIV + TMP 7% para 24h e 7 dias e CIV + CHX
1,25% + TMP 7% para 7 dias. Em 7 dias, houve um aumento na resisténcia a tragao
diametral, embora nao significante para todos os grupos. Os resultados obtidos por
todos os grupos foram inferiores ao controle CIV, embora similares entre os grupos de
associacdes, mostrando que a concentracdo de CHX ou de TMP n&o influenciou na
resisténcia a tragao diametral.

A Figura 7 mostra os resultados obtidos para o teste de dureza
superficial dos CIV testados. Apds 24h de armazenamento, todos os grupos diferiram
do controle CIV. A partir da associacdo de CHX 2,5% nao houve diferenca entre os
grupos de associag¢des, mostrando que independente da concentracdo de TMP e
CHX, quando estes estado associados no CIV ha uma reducao da dureza superficial. O
mesmo foi observado em 7 dias. Somente o grupo controle e os grupos de CHX 2,5%,
TMP 7% e TMP 14% apresentaram aumento significante na dureza de 24h para 7
dias de armazenamento.

A Figura 8 mostra os resultados de liberacdo de fluoreto dos CIV. Os
maiores valores ocorreram no primeiro dia em todos os grupos. A média do fluoreto
total liberado durante os 15 dias foi maior nos grupos de CIV associado ao TMP 14%
seguido do TMP 7%. A partir do quarto dia todos os grupos apresentaram liberagao
constante. A associacdo de CHX e TMP concomitantes nao interferiu na liberagcao de
fluoreto pelos CIV. A maior liberagéo de F foi observada no grupo CIV + CHX 1,25% +
TMP14% .

A Figura 9 mostra os resultados de liberagao de fésforo (TMP) dos CIV.
Os maiores valores ocorreram no primeiro dia em todos os grupos. Houve um
aumento gradativo na liberacdo de TMP dos CIV a partir da associagao de CIV com
TMP 7%, independente da concentracdo de CHX. Os maiores valores de liberagcao
de TMP foram observados para os grupos TMP 14% isolado ou associado com CHX
2,5%.
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Para a avaliacdo da capacidade dos CIV em reduzir desmineralizacao
de esmalte na Figura 10 mostra a porcentagem de perda de dureza de superficie
(%PDS) observada nos espécimes de esmalte bovino, apés ciclagem de pH e na
presenga dos grupos de CIV justapostos. Pode-se notar que a menor perda de dureza
foi apresentada pelos grupos apresentando TMP 14% e a concentragédo de CHX nao
interferiu na capacidade de reduzir a desmineralizagdo do CIV. Os demais grupos

foram semelhantes ao grupo controle CIV.

Discussao

Lesbes de carie secundaria sdo consideradas como o principal motivo
de falhas nas restauragdes com materiais adesivos, entre eles, os cimentos de
iondbmero de vidro. Isso ocorre mais comumente na interface entre a restauragao e a
cavidade preparada. Com a tendéncia da realizacdo de abordagens mais
conservadoras para a remocgao de lesdes de carie, bactérias remanescentes
permanecem no tecido afetado e poderiam contribuir também para o desenvolvimento
de carie recorrente [Farrugia e Camilleri, 2015]. Assim, a introdugdo de agentes
antimicrobianos em materiais restauradores poderiam auxiliar na prevencao da
colonizagdo de microrganismos na interface dente-restauragédo provenientes tanto da
cavidade bucal quanto do préprio dente, apds procedimentos de remocgao parcial de
carie [Imazato, 2003].

Diversas tentativas de inclusao de agentes antimicrobianos, em especial
a clorexidina, em cimentos de iondmero de vidro tém sido relatadas na literatura
[Jedrychowski et al., 1983; Palmer et al., 2004; Botelho et al., 2004, Takahashi et al.,
2006; Turkun et al., 2008; Castilho et al., 2013]. Todas as formas de clorexidina,
incluindo acetato, diacetato, digluconato e hidrocloreto, mostraram aumentar a
atividade antibacteriana dos materiais contra bactérias cariogénicas. No presente
estudo foi escolhido o diacetato de clorexidina por sua apresentacdo em po6 e a
facilidade de insergao (pelo peso) no p6 do cimento de ionédmero de vidro. Além disso,
estudos tém demonstrado 6timas propriedades antibacterianas, fisicas e de adeséao
de cimento de iondbmero de vidro contendo diacetato de clorexidina [Takahashi et al.,
2006; Turkun et al., 2008]. Este estudo mostrou que a adi¢ao de clorexidina aumentou
a atividade inibitéria do cimento de ionémero de vidro frente a microrganismos

relacionado com o processo de carie, como S. mutans, L. acidophilus, A. israelii e C.
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albicans. Nao houve diferenca entre as concentragdes testadas quanto a atividade
antimicrobiana, demonstrando que a incorporagao de 1,25% no cimento teve o efeito
esperado, pelo menos, em curto prazo (24h). A utilizagdo de concentragdo mais baixa
desse agente antimicrobiano é interessante pelo potencial citotoxico da clorexidina
[Castilho et al., 2013; Lessa et al., 2010], além da possivel influéncia nas
propriedades mecanicas do cimento quando em maior concentragao [Jedrychowski et
al., 1983; Turkun et al., 2008, Marti et al., 2014]. Este estudo também demonstrou que
a associagao de clorexidina a 1,25% causou prejuizo as propriedades mecanicas
testadas, nos tempos 24h e 7 dias. O mesmo nao foi verificado para a concentragao
de 2,5% de clorexidina que afetou principalmente a resisténcia a compressio e a
dureza do material.

Além da acdo antimicrobiana, seria interessante aumentar o poder
anticarie do cimento de iondbmero de vidro, que ja dispbe da capacidade
remineralizadora resultante da presenca do ion fluoreto em sua formulacédo. Estudos
recentes demonstraram um aumento na capacidade de redugdo da perda mineral e
da remineralizacdo do esmalte quando o fosfato inorganico, trimetafosfato de sddio
(TMP), foi associado ao fluoreto em dentifricios [Takeshita et al., 2009], géis [Danelon
et al., 2014; Pancote et al., 2014], colutérios [Manarelli et al., 2011] ou vernizes
[Manarelli et al., 2013, 2014]. Recentemente, estudos mostraram similar efeito
sinérgico entre TMP e o fluoreto na reducdo da desmineralizagdo e inducdo da
remineralizagdo quando associados a resina composta [Tiveron et al., 2013; 2015],
embora concentragbes acima de 14% de TMP afetaram a dureza do material. No
presente estudo, a incorporacdo de TMP no cimento de iondbmero de vidro afetou as
propriedades fisico-mecanicas do material, principalmente na concentragao de 14%.
Entretanto, para ambas as concentragdes de TMP incorporadas no CIV foi verificado
aumento nestas propriedades de 24h para 7 dias, semelhante ao que ocorreu para o
cimento controle. Outros fosfatos também estdo sendo inseridos em cimento de
ionbmero de vidro, como o fosfopeptideo de caseina-fosfato de calcio amorfo (CPP-
ACP) e mostraram aumento na remineralizacdo do esmalte na area adjacente a
restauracdo apods ciclagem de pH e reducdo da resisténcia a compressao, tracao
diametral e prolongamento do tempo de cura do cimento [Al Zraikat et al., 2011]. A
inclusdo de diferentes componentes ao cimento de iondmero de vidro poderia

interferir na reacdo do acido poliacrilico e das particulas de vidro. Além disso,
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pequenas alteragcbes na proporcdo po-liquido também poderiam afetar as
propriedades fisico-mecénicas do material [Crisp et al., 1976; Billington et al., 1990].

Neste estudo, optou-se por incorporar dois agentes simultaneamente no
cimento de iondbmero de vidro, a clorexidina e o TMP, com o objetivo clinico futuro de
suprimir a infec¢ao residual e aumentar a longevidade da restauracédo em abordagens
minimamente invasivas. Foi verificado que a presenca de TMP nao interferiu na
atividade antimicrobiana da clorexidina e o mesmo foi observado pela clorexidina em
relacdo a reducdo de desmineralizagdo do esmalte pelo TMP, que obteve seus
melhores resultados com a concentragdo 14%. A inclusédo simultdnea desses agentes
no cimento néo teve efeito negativo sobre as propriedades mecanicas do material
quando comparado aos cimentos contendo somente TMP nas concentragdes
correspondentes 7 ou 14%, com excec¢ao da combinagao CHX 2,5% e TMP 14% para
os testes de resisténcia a compressao para o tempo de 24h. Essa combinagao foi
mais prejudicial para as propriedades mecanicas do material possivelmente pela
maior incorporagdo de TMP e CHX no p6é do material e a maior alteragdo na
composicao do po do cimento de ionbmero. Sendo assim, embora as propriedades
mecanicas dos cimentos de ionbmero de vidro possam ter sido alteradas pela
incorporagdo de TMP ou CHX, a inclusdo de ambos os agentes ndo aumentou
significativamente esse efeito deletério sobre o material.

Em relacédo a liberagcado de fluor pelos cimentos de ionébmero de vidro,
houve um aumento significativo com a inclusdo de TMP, demonstrando o mesmo
efeito observado quando inserido em outros veiculos, como dentifricios, colutérios,
vernizes, géis e até resina composta [Takeshita et al., 2009, Manarelli et al., 2011,
Manarelli et al., 2013, 2014; Danelon et al., 2014; Pancote et al., 2014; Tiveron et al.,
2013.]. O grupo de cimento de ionémero de vidro combinado com CHX 1,25% e TMP
14% apresentou a maior liberagao de fluor, praticamente o dobro observado pelo
grupo controle. Os cimentos de iondbmero de vidro liberam niveis mais elevados de
fluoreto nas primeiras 24 horas, diminuindo rapidamente esta liberagdo nos dias
subsequentes [Pedrini et al., 2003; Silva et al., 2007]. Esta maior disponibilidade de
fluoreto no meio mostrou um efeito na redugdo da desmineralizacdo do esmalte, ja
que os grupos que apresentaram melhores efeitos anticarie foram aqueles que
apresentaram maior liberagao de fluor. O mesmo foi observado para a liberacdo de
fésforo (TMP) dos materiais, que foi crescente a partir da incorporagao isolada TMP
7%, com excecgao para o grupo CIV + CHX 1,25% + TMP 14%, que teve liberacao de
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fésforo semelhante ao grupo com CHX 2,5% e TMP 7%. Essa variagao nao afetou a
capacidade de prevenir a desmineralizagdo deste grupo, que teve valores
semelhantes aos outros dois grupos com TMP 14%. Estudos tém mostrado que TMP
e fluoreto podem agir independentemente e simultaneamente no processo de
desmineralizagdo do esmalte [Takeshita et al., 2011; Danelon et al., 2014]. Neste
presente estudo, para que a proporcao po-liquido do material pudesse ser mantida, a
quantidade de pé do cimento correspondente aquela que foi inserida dos sais de
clorexidina e/ou TMP foi retirada e possivelmente componentes do pdé foram
reduzidos, inclusive o fluoreto. Entretanto, ndo houve influéncia na capacidade de
reduzir a desmineralizagdo comparando-se os grupos contendo TMP 14% isolado ou
com clorexidina nas duas concentragdes. O TMP devido a sua conformagao ciclica
permanece aderido ao esmalte por um periodo mais longo que os polifosfatos
lineares. Isso poderia explicar o efeito inibitério do TMP sobre a desmineralizagao,
mesmo isolado ou na presenca de baixas concentracdes de fluoreto.

O unico estudo encontrado na literatura que associou fosfato inorganico
e clorexidina doi desenvolvido por Cheng et al. [2012]. Nossos resultados corroboram
com os obtidos por Cheng et al.[2012], respeitando o fato de que os proprios agentes
anticarie (CaF, e ACP) e a metodologia empregada s&o diferentes da utilizada no
presente estudo, incluindo outros testes mecanicos (médulo de elasticidade e
resisténcia flexural) e outras analises microbiolégicas. Neste presente estudo, optou-
se pela utilizagcao de nanoparticulas de TMP com a intengao de reduzir a interferéncia
da incorporacao desse fosfato nas propriedades fisico-mecanicas e microbiolégicas
do CIV, como ocorreu em estudo desenvolvido com outro fosfato inorganico, o
hexametafosfato, também em escala nanométrica associado com CHX que manteve
a agao antimicrobiana de ambos os agentes sem alterar significantemente a
resistencia a tracao diametral de CIV [Hook et al., 2014]. Nosso estudo nao utilizou
particulas reduzidas de clorexidina, como no estudo de Cheng et al. (2012), pois em
estudo piloto nao foi verificada diferenca estatistica entre as propriedades mecanicas

e microbioldgicas do CIV contendo CHX microparticulada ou nao [Silva et al., 2014].

Conclusao

O cimento de iondmero de vidro associado com CHX 1,25% e TMP 14%

apresentou os resultados mais promissores, apresentando efeito positivo na
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desmineralizacdo, aumento da atividade antimicrobiana, na liberacdo de fluor,

causando minima reducao nas propriedades fisico-mecanicas.
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LEGENDA DE TABELA

Tabela 1. Grupos de materiais do estudo.
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Tabela 1. Grupos de materiais do estudo.

CIV — Cimento de lonémero de Vidro
CHX — Clorexidina
TMP — Trimetafosfato de Sédio nanoparticulado

CIv CIV + CHX 2,5%+ TMP 7%
CIV + CHX 1,25% CIV + TMP 14%
CIV + CHX 2,5% CIV + CHX 1,25%+ TMP 14%
CIV +TMP 7% CIV + CHX 2,5%+ TMP 14%
CIV + CHX 1,25% + TMP 7%
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Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

LEGENDA DE FIGURAS

Médias (desvios-padrao - barras) das medidas dos halos de inibigdo (mm)
obtidos para os grupos de cimentos de iondbmero de vidro contra
Streptococcus mutans. ?Letras distintas mostram diferenga estatistica
entre os grupos avaliados, segundo os testes ANOVA/Bonferroni
(p=<0,05).

Médias (desvios-padrao - barras) das medidas dos halos de inibigdo (mm)
obtidos para os grupos de cimentos de iondbmero de vidro contra
Lactobacillus acidophilus. ®Letras distintas mostram a diferencga estatistica
entre os grupos avaliados, segundo os testes ANOVA/Bonferroni
(p=<0,05).

Médias (desvios-padrao - barras) das medidas dos halos de inibigdo (mm)
obtidos para os grupos de cimentos de iondbmero de vidro contra
Actinomyces israelli. ®Letras distintas mostram a diferenga estatistica
entre os grupos avaliados, segundo os testes ANOVA/Bonferroni
(p=0,05).

Médias (desvios-padréo - barras) das medidas dos halos de inibigcdo (mm)
obtidos para os grupos de cimentos de iondmero de vidro contra Candida
albicans. ®Letras distintas mostram a diferencga estatistica entre os grupos
avaliados, segundo os testes ANOVA/Bonferroni (p<0,05).

Médias (desvios-padrédo — barras) dos valores obtidos de resisténcia a
compressdo para os ClV testados. °Letras distintas mostram diferenga
estatistica entre os grupos, de acordo com os testes de
ANOVA/Bonferroni (p<0,05).

Médias (desvios-padrao — barras) dos valores obtidos de resisténcia a
tracao diametral para os CIV testados. ®Letras distintas mostram diferenca
estatistica entre os grupos, de acordo com os testes de
ANOVA/Bonferroni (p<0,05).

Médias (desvios-padréo — barras) dos valores obtidos de microdureza dos
CIV testados. ?Letras distintas mostram diferenga estatistica entre os
grupos, de acordo com os testes de ANOVA/Bonferroni (p<0,05).

Fluoreto total liberado (ug/cm?) pelos CIV nas solugdes DES e RE em
funcao do tempo (15 dias). Barras verticais mostram o desvio padrao das
médias. ®Letras distintas mostram diferenca estatistica entre os grupos,
de acordo com os testes de ANOVA/Student-Newman-Keuls (p<0,05).

Fésforo (TMP) total liberado (ug/cm?) pelos CIV nas solugcdes DES e RE
em fungado do tempo (15 dias). Barras verticais mostram o desvio padrao
das médias.?Letras distintas mostram diferenca estatistica entre os
grupos, de acordo com os testes de ANOVA/Student-Newman-Keuls
(p=<0,05).
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FiguralO. Médias das porcentagens (desvios-padréo — barras) obtidas para a perda
de microdureza superficial de esmalte bovino em contato com os CIVs
testados. ?Letras distintas mostram diferenga estatistica entre os grupos,
de acordo com os testes de ANOVA/Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 1. Médias (desvios-padréo - barras) das medidas dos halos de inibigdo (mm)
obtidos para os grupos de cimentos de iondbmero de vidro contra Streptococcus
mutans. Letras distintas mostram a diferenga estatistica entre os grupos avaliados,
segundo os testes ANOVA/Bonferroni (p<0,05).
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Lactobacillusacidophilus
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Figura 2. Médias (desvios-padréo - barras) das medidas dos halos de inibigdo (mm)
obtidos para os grupos de cimentos de iondmero de vidro contra Lactobacillus
acidophilus. ®Letras distintas mostram a diferenca estatistica entre os grupos

avaliados, segundo os testes ANOVA/Bonferroni (p<0,05).
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Actinomyces israelli
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Figura 3. Médias (desvios-padrao - barras) das medidas dos halos de inibicao (mm)
obtidos para os grupos de cimentos de iondmero de vidro contra Actinomyces israelii.
Letras distintas mostram a diferenga estatistica entre os grupos avaliados, segundo

os testes ANOVA/Bonferroni (p<0,05).

52



Marjully Eduardo Rodrigues da Silva

Candida albicans
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Figura 4. Médias (desvios-padréo - barras) das medidas dos halos de inibigdo (mm)
obtidos para os grupos de cimentos de iondmero de vidro contra Candida
albicans.?Letras distintas mostram a diferenga estatistica entre os grupos avaliados,
segundo os testes ANOVA/Bonferroni (p<0,05).
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Figura 5. Médias (desvios-padrao — barras) dos valores obtidos de resisténcia a
compressdo para os ClV testados. °Letras distintas mostram diferenga estatistica

entre os grupos e tempos de acordo com os testes de ANOVA/Bonferroni (p<0,05).
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Figura 6. Médias (desvios-padrao — barras) dos valores obtidos de resisténcia a
tracao diametral para os CIV testados. ?Letras distintas mostram diferenca estatistica

entre os grupos e tempos, de acordo com os testes de ANOVA/Bonferroni (p<0,05).
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Figura 7. Médias (desvios-padrdao — barras) dos valores obtidos de dureza dos CIV
testados. ?Letras distintas mostram diferenga estatistica entre os grupos e tempos, de
acordo com os testes de ANOVA/Bonferroni (p<0,05).
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Figura 8. Fluoreto total liberado (ug/cm?) pelos CIV nas solu¢des DES e RE em
funcado do tempo (15 dias). Barras verticais mostram o desvio padrao das médias.
Letras distintas mostram diferencga estatistica entre os grupos, de acordo com os
testes de ANOVA/Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 9. Fosforo (TMP) total liberado (ug/cm?) pelos CIV nas solucdes DES e RE
em fungdo do tempo (15 dias). Barras verticais mostram o desvio padrdo das
médias.?Letras distintas mostram diferenga estatistica entre os grupos, de acordo com
os testes de ANOVA/Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 10. Médias das porcentagens (desvios-padrao — barras) obtidas para a perda
de dureza superficial de esmalte bovino em contato com os ClIVs testados. °Letras

distintas mostram diferenga estatistica entre os grupos, de acordo com os testes de

ANOVA/Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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ANEXO A
INSTRUCOES AOS AUTORES

Guidelines for Authors
www.karger.com/cre_guidelines

Aims and Scope

'Caries Research' is an international journal, the aim of which is to promote research in
dental caries and related fields through publication of original research and critical
evaluation of research findings. The journal will publish papers on the aetiology,
pathogenesis, prevention and clinical control or management of dental caries. Papers
on health outcomes related to dental caries are also of interest, as are papers on other
disorders of dental hard tissues, such as dental erosion. Aspects of caries beyond the
stage where the pulp ceases to be vital are outside the scope of the journal. The
journal reviews papers dealing with natural products and other bacterial inhibitors
against specific criteria, details of which are available from the Editor.

Submission

Manuscripts written in English should be submitted online:

Should you experience problems with your submission, please contact:
Prof. David Beighton

(Editor-in-Chef, Caries Research)

Department of Microbiology

The Henry Wellcome Laboratories for Microbiology and Salivary Research
KCL Dental Institute, Floor 17, Guys Tower

London Bridge SE1 9RT (UK)

Tel. +44 2071887465

Fax +44 2071887466

david.beighton@kcl.ac.uk

During the online submission you will be asked to list complete mailing addresses,
including e-mail addresses of three potential reviewers for your manuscript.

Copies of any 'in press' papers cited in the manuscript must accompany the
submission. Manuscripts reporting on clinical trials must be accompanied by the
CONSORT checklist (see below).

Plagiarism Policy

Whether intentional or not, plagiarism is a serious violation. We define plagiarism as a
case in which a paper reproduces another work with at least 25% similarity and
without citation.

If evidence of plagiarism is found before/after acceptance or after publication of the
paper, the author will be offered a chance for rebuttal. If the arguments are not found
to be satisfactory, the manuscript will be retracted and the author sanctioned from
publishing papers for a period to be determined by the responsible Editor(s).
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Conditions

All manuscripts are subject to editorial review. Manuscripts are received with the
explicit understanding that the data they contain have not previously been published
(in any language) and that they are not under simultaneous consideration by any other
publication.

Submission of an article for publication implies the transfer of the copyright from the
author to the publisher upon acceptance. Accepted papers become the property of
Caries Research and may not be reproduced by any means, in whole or in part,
without the written consent of the publisher.

It is the author's responsibility to obtain permission to reproduce illustrations, tables,
etc., from other publications. Authors of papers describing research on human
subjects are required to state that they have adhered to the Declaration of Helsinki.

Types of Papers

Original papers or Short Communications are reports of original work (including
systematic reviews and meta-analyses). Both have the structure outlined below but for
Short Communications the abstract should be less than 100 words and the manuscript
should not exceed 3 printed pages, equivalent to about 9 manuscript pages (including
tables, illustrations and references).

Reviews can have a freer format but should nevertheless commence with a Title page,
an Abstract and an Introduction defining the scope.

Current topics are concise articles that present critical discussion of a topic of current
interest, or a fresh look at a problem, and should aim to stimulate discussion.

Letters to the Editor, commenting on recent papers in the journal, are published
occasionally, together with a response from the authors of the paper concerned.

Preparation of Manuscripts

Text should be one-and-a-half-spaced, with wide margins. All pages and all lines must
be numbered, starting from the title page. A conventional font, such as Times New
Roman or Arial, should be used, with a font size of 11 or 12. Avoid using italics except
for Linnaean names of organisms and names of genes.

Manuscripts should be prepared as a text file plus separate files for illustrations. The
text file should contain the following sequence of sections: Title page; Declaration of
interests; Abstract; Introduction; Materials and Methods; Results; Discussion;
Acknowledgements; References; Legends; Tables. Each section should start on a new
page, except for the body of the paper (Introduction to Acknowledgements), which
should be continuous. Lines in the manuscript must be numbered consecutively from
the title page until the last page. Submissions which do not conform to these simple
guidelines will be returned to the author.

Title page: The first page of each manuscript should show, in order:

« the title, which should be informative but concise;

61



Marjully Eduardo Rodrigues da Silva

« the authors' names and initials, without degrees or professional status, followed by
their institutes;

« a short title, maximum length 60 characters and spaces, for use as a running head;
« alist of 3-10 key words;

« the name of the corresponding author and full contact details (postal address,
telephone and fax numbers, and e-mail address).

Declaration of Interests:Potential conflicts of interest should be identified for each
author or, if there are no such conflicts, this should be stated explicitly. Conflict of
interest exists where an author has a personal or financial relationship that might
introduce bias or affect their judgement. Examples of situations where conflicts of
interest might arise are restrictive conditions in the funding of the research, or if an
author or their employer holds patent(s) on a product used in the study, or payment to
an investigator from organisations with an interest in the study (including employment,
consultancies, honoraria, ownership of shares, travel grant). Investigators should
disclose potential conflicts to study participants and should state whether they have
done so.

The possible existence of a conflict of interest does not preclude consideration of a
manuscript for publication, but the Editor might consider it appropriate to publish the
disclosed information along with the paper.

Abstract: The abstract should summarise the contents of the paper in a single
paragraph of no more than 250 words (to ensure that the abstract is published in full
by on-line services such as PubMed). No attempt should be made to give numerical
results in detail. References are not allowed in the abstract.

Introduction: This section should provide a concise summary of the background to the
relevant field of research, introduce the specific problem addressed by the study and
state the hypotheses to be tested.

Materials and Methods (or Subjects and Methods): All relevant attributes of the
material (e.g. tissue, patients or population sample) forming the subject of the research
should be provided. Experimental, analytical and statistical methods should be
described concisely but in enough detail that others can repeat the work. The name
and brief address of the manufacturer or supplier of major equipment should be given.

Statistical methods should be described with enough detail to enable a knowledgeable
reader with access to the original data to verify the reported results. When possible,
findings should be quantified and appropriate measures of error or uncertainty (such
as confidence intervals) given. Sole reliance on statistical hypothesis testing, such as
the use of P values, should be avoided. Details about eligibility criteria for subjects,
randomization and the number of observations should be included. The computer
software and the statistical methods used should be specified. See Altman et al.:
Statistical guidelines for contributors to medical journals [Br Med J 1983;286:1489-93]
for further information.

Manuscripts reporting studies on human subjects should include evidence that the
research was ethically conducted in accordance with the Declaration of Helsinki
(World Medical Association).In particular, there must be a statement in Materials and
Methods that the consent of an appropriate ethical committee was obtained prior to the
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start of the study, and that subjects were volunteers who had given informed, written
consent.

Information detailing the power and sample size calculations must be included in the
manuscript.

Randomized clinical trials should be reported according to the standardised protocol of
the CONSORT Statement. The CONSORT checklist must be submitted together with
papers reporting clinical trials.

Randomized clinical trials must be registered at clinicaltrials.gov or similar national
authority and the trial number included in the manuscript.

Trials beginning after 1 July 2012 must be registered before recruitment of the first
patient. Caries Research will accept 'retrospective registration' of trials that began
before 1 July 2012 (retrospective meaning registration occurs after patient enrolment
begins). When submitting a paper on a clinical trial, the trial registration number should
be stated at the end of the abstract in the following format: Trial registration: [name of
the trial registry, the registry URL and the trial registration number].

In studies on laboratory animals, the experimental procedures should conform to the
principles laid down in the European Convention for the Protection of Vertebrate
Animals used for Experimental and other Scientific Purposes and/or the National
Research Council Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

Unless the purpose of a paper is to compare specific systems or products, commercial
names of clinical and scientific equipment or techniques should only be cited, as
appropriate, in the 'Materials and Methods' or 'Acknowledgements' sections.
Elsewhere in the manuscript generic terms should be used.

In any manuscript involving microradiography, the following information must be
included: the radiation source and filters used and the kV used (this determines the
wavelength of radiation and hence the validity of using Angmar's equation).

Manuscripts on experimental enamel caries should show that the lesions retain a
relatively well-preserved surface layer, i.e. are not surfacesoftened lesions. Proof of
surface integrity can be provided either as illustrations in the paper or as
supplementary material for the reviewers. Transverse microradiography, polarized light
microscopy of a section immersed in water or backscattered scanning electron
microscopy of a polished cross-section can be used to provide the necessary proof. To
allow the nature of experimental changes to be assessed, microradiographs or
micrographs should be provided to show part of the experimental lesion and the
adjacent control (e.g. figure 2 of Zaura et al.: Caries Res 2007;41:489-492). Again,
these images can be provided as part of the paper or as supplementary material for
review purposes.

Results: Results should be presented without interpretation. The same data should not
be presented in both tables and figures. The text should not repeat numerical data
provided in tables or figures but should indicate the most important results and
describe relevant trends and patterns.
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Discussion: This section has the functions of describing any limitations of material or
methods, of interpreting the data and of drawing inferences about the contribution of
the study to the wider field of research. There should be no repetition of preceding
sections, e.g. reiteration of results or the aim of the research. The discussion should
end with a few sentences summarising the conclusions of the study. However, there
should not be a separate 'Conclusions' section.

Acknowledgements: Acknowledge the contribution of colleagues (for technical
assistance, statistical advice, critical comment etc.) and provide the position(s) of
author(s) employed by commercial firms. This section should describe the source(s) of
funding that have supported the work inlcuding relevant grant numbers. Please also
include this sentence: "The funders had no role in study design, data collection and
analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript." If this statement is not
correct, you must describe the role of any sponsors or funders, and amend the
sentence as needed. Additionally, the roles of all authors must be described (For
example: Conceived and designed the experiments: AA, BB. Performed the clinical
examination: AA, CC. Performed the experiments: DD, FF. Analyzed the data: BB, FF.
Wrote the paper: AA, CC, FF, EE).

Legends: The table headings should be listed first, followed by the legends for the
illustrations.

Tables: Tables should be numbered in Arabic numerals. Each table should be placed
on a separate page. Tables should not be constructed using tabs but by utilising the
table facilities of the word-processing software.

[llustrations:

« lllustrations should be numbered in Arabic numerals in the sequence of citation.
Figure numbers must be clearly indicated on the figures themselves, outside the
image area.

o Black and white half-tone illustrations must have a final resolution of 300 dpi after
scaling, line drawings one of 800-1200 dpi.

o Figures with a screen background should not be submitted.

« When possible, group several illustrations in one block for reproduction (max. size
180 x 223 mm).

Color lllustrations
Online edition: Color illustrations are reproduced free of charge. In the print version,
the illustrations are reproduced in black and white. Please avoid referring to the colors

in the text and figure legends.

Print edition: Up to 6 color illustrations per page can be integrated within the text at
CHF 960.00 per page.

References

Reference to other publications should give due acknowledgement to previous work;
provide the reader with accurate and up-to-date guidance on the field of research
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under discussion; and provide evidence to support lines of argument. Authors should
select references carefully to fulfil these aims without attempting to be comprehensive.

Cited work should already be published or officially accepted for publication. Material
submitted for publication but not yet accepted should be cited as 'unpublished results',
while unpublished observations communicated to the authors by another should be
cited as 'personal communication', with credit in both cases being given to the source
of the information. Neither unpublished nor personally communicated material should
be included in the list of references. Abstracts more than 2 years old and theses
should not be cited without a good reason, which should be explained in the covering
letter accompanying the paper.

References should be cited by naming the author(s) and year. Where references are
cited in parenthesis, both names and date are enclosed in square brackets. Where the
author is the subject or object of the sentence, only the year is enclosed in brackets.
One author: [Frostell, 1984] or Frostell [1984].

Two authors: [Dawes and ten Cate, 1990] or Dawes and ten Cate [1990].

More than two authors: [Trahan et al., 1985] or Trahan et al. [1985].

Several references cited in parenthesis should be in date order and separated by
semi-colons: [Frostell, 1984; Trahan et al., 1985; Dawes and ten Cate, 1990].

Material published on the World Wide Web should be cited like a reference to a print
publication, and the URL included in the reference list (not in the text), together with
the year when it was accessed.

The reference list should include all the publications cited in the text, and only those
publications. References, formatted as in the examples below, should be arranged in
strict alphabetical order. All authors should be listed. For papers by the same authors,
references should be listed according to year. Papers published by the same authors
in the same year should be distinguished by the letters a, b, c, ... immediately following
the year, in both the text citation and the reference list. For abbreviation of journal
names, use the Index Medicus system. For journals, provide only the year, volume
number and inclusive page numbers.

Examples

(a) Papers published in periodicals: Lussi A, Longbottom C, Gygax M, Braig
F: Influence of professional cleaning and drying of occlusal surfaces on laser
fluorescence in vivo. Caries Res 2005;39:284-286.

(b) Papers published only with DOI numbers: Theoharides TC, Boucher W,
Spear K: Serum interleukin-6 reflects disease severity and osteoporosis in
mastocytosis patients. Int Arch Allergy Immunol DOI: 10.1159/000063858.

(c) Monographs: Matthews DE, Farewell VT: Using and Understanding
Medical Statistics. Basel, Karger, 1985.

(d) Edited books: DuBois RN: Cyclooxygenase-2 and colorectal cancer; in

Dannenberg AJ, DuBois RN (eds): COX-2. Prog Exp Tum Res. Basel, Karger,
2003, vol 37, pp 124-137.
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(e) Patents: Diggens AA, Ross JW: Determining ionic species
electrochemically. UK Patent Application GB 2 064 131 A, 1980.

(H World Wide Web: Chaplin M: Water structure and behavior.
www.Isbu.ac.uk/water, 2004.

Supplementary Material

Supplementary material is restricted to additional information which is directly pertinent
to the contentand conclusion of the paper. Please note that all supplementary files will
undergo editorial review and should be submitted together with the original
manuscript. The editors reserve the right to reject or limit the scope and length of
supplementary material. Supplementary material must meet production quality
standards for web publication without the need for any modification or editing. In
general, supplementary files should not exceed 10 MB in size. Acceptable file formats
are word or pdf, excel spreadsheets (only if the data cannot be converted properly to a
pdf file), video files (.mov, .avi, .mpeg), and audio files (.wav), either free standing or
incorporated into html or ppt files in each case to illustrate the sound.
Accepted supplementary material will be published as submitted and no proofs will be
provided to the authors.

Digital Object Identifier (DOI)

S. Karger Publishers supports DOls as unique identifiers for articles. A DOl number
will be printed on the title page of each article. DOIs can be useful in the future for
identifying and citing articles published online without volume or issue information.
More information can be found at www.doi.org

Author's Choice™

Karger's Author's Choice™ service broadens the reach of your article and gives all
users worldwide free and full access for reading, downloading and printing at
www.Karger.com. The option is available for a one-time fee of CHF 3,000.00, which is
a permissible cost in grant allocation. More information can be found
at www.karger.com/authors_choice.

NIH-Funded Research

The U.S. National Institutes of Health (NIH) mandates under the NIH Public Access
Policy that final, peer-reviewed manuscripts appear in its digital database within 12
months of the official publication date. As a service to authors, Karger submits your
manuscript on your behalf to PubMed Central (PMC) immediately upon publication. It
usually receives a PMCID within approximately a month and will appear in PMC after
12 months. For those selecting our premium Author's Choice™ service, the usual
embargo will be overridden, accelerating the accessibility of your work. More details on
NIH's Public Access Policy are available here.

Self-Archiving

Karger permits authors to archive their pre-prints (i.e. pre-refereeing) or post-prints
(i.e. final draft post-refereeing) on their personal or institution's servers, provided the
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following conditions are met: Articles may not be used for commercial purposes, must
be linked to the publisher's version, and must acknowledge the publisher's copyright.
Authors selecting Karger's Author's Choice™ feature, however, are also permitted to
archive the final, published version of their article, which includes copyediting and
design improvements as well as citation links.

Page Charges

There are no page charges for papers of seven or fewer printed pages (including
tables, illustrations and references). A charge of CHF 650.00 will be levied for each
page in excess of the allotted seven printed pages. The allotted size of a paper is
equal to approximately 21 typescript pages (including tables, illustrations and
references).

Proofs

Unless indicated otherwise, proofs are sent to the first-named author and should be
returned with the least possible delay. Alterations other than the correction of printer's
errors are charged to the author. No page proofs are supplied to the author.

Reprints

Order forms and a price list are sent with the proofs. Orders submitted after this issue
is printed are subject to considerably higher prices.
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ANEXO B
COMITE DE ETICA DE USO DE ANIMAIS
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ANEXO C

Preparo do trimetafosfato de sédio nanoparticulado

®U@ 0
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ANEXO D

Preparo do cimento de ionbmero de vidro

CIV Fuji 1 LC Esferas de Zircania

CHX

CIV+ CHX
Mainho de Bola em Mainho de Bola CIV+TMP
agitagéo CIV+ CHX + TMP

oV
NP 14%
\—/
““é;m;;:* CIV+THP 1% CIV+TMP T5% + CIV+TMP 1%
: + CHX125% THX2.5% +THX2.5%
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ANEXO E

Teste de difusdo em agar

Cultiva micrabiano em placas de Transferéncia de coldnias para 300yl de cada cultura microbiana

!

agar BHI caldo e incubagéo por 24h

Mistura em BHI Agar e aguardo

Manipulagéo dos CIVs Confecgéo dos pogdes com da geleifcaga (20 min)

l cilindro plastico

/
74
/
/2
/ | ‘

Insergdn do material nos pogos
com auxilio de uma seringa
Centrix

Formagéo dos halos de inibigéo
no agar
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ANEXO F

Teste de resisténcia a compressao

Manipulagéo do material Insergéo do material nas matrizes  Corpos-de-prova de 24h e 7 dias
e fotoativagéo

Forga aplicada sobre os corpos-
de-prova em maquina de ensaios
Instron

Velocidade Imm/min
Posigéo vertical
Carga de SOON
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ANEXO G

Teste de resisténcia a tracdo diametral

Manipulagdo do material Insergéo do material nas matrizes Corpos-de-prova de 26h e 7 dias
e fotoativagéo

Forca aplicada sobre os corpos-

de-prova em maquina de ensaios
Instron

Velocidade Imm/min

Posigén horizontal
Carga de 500N
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ANEXOH

Teste de dureza de superficie dos materiais

Insergéo do material na matrix e

Manipulagéo do material fotoativagan

Corpos-de-prava de 24h e 7 dias Armazenamento em ambiente
imido

Estufaa 37°C 5 edentagiies com 500um de Minrudurﬁm’el.ru Shimadzu
distancia entre cada uma Carga estitica de 100g
Armazenamenta de 24h e 7 dias Velocidade de 10 segundos
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ANEXO |

Preparo dos corpos-de-prova e ciclagem de pH

Insergén do material (3mm de diametro e Fotopalimerizagén do material com
2mm de espessura) e fio de ago na matrix o fin de ago

Manipulagéo do material

Tubos em grade para agitagéo Corpos-de-prova inseridos em tubo B corpos-de-prova de cada
de ensain com 2ml de solugéo grupo
DES/RE

Agitadora: tubos ficaram
em agitagdo constante por

15 dias em 37°C
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ESQUEMA REPRESENTATIVO DA CICLAGEM DE pH

CICLAGEM DOS MATERIAIS PARA DOSAR A CONCENTRACAO DE F E

TMP DAS SOLUGCOES DES E RE
Agitacao g s g
- s . mL/c-a-p
costarte | o
DE‘SH’HHEFG“ZG;GO

B

_ 6 horas

18 hu_ras SO’UQ&O de
Remmerahzagao

2mL/c-d-p

| Solugdes sem fluoreto |
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ANEXO J

Analise de liberacao de F

DOSAGEM DAS SOLUCOES DES / RE

Padedo || Padrde
Eletrodo especifico m W W Para cada dosagem foram

combinado para ion Solugiies padréio para calibragio pipetadas 0,5 ml das
fluoreto do eletrodo solugies DES/RE + 0,5 ml
de TISSAB II

Leituras realizadas sob
agitagdo constante
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ANEXO K

Analise de liberagao de TMP dos materiais

DOSAGEM DE TMP DAS SOLUCOES DES / RE

/ /

Banho fervente em
0,2 ml de solugéo 100°C por | hora 0.2 ml da solugéo foi utilizada Placa de 96 pogos com

DES / RE + para leitura as solugdes
0.2 ml de HCL

Leitor de microplacas (Eon
Microplte Spectrophotometer, Bio
Tek, Winooski, LSA)
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ANEXO L
OBTENCAO E PREPARO DOS BLOCOS DE ESMALTE

Confeccao dos blocos de esmalte bovino

1. Coroa do dente bovino incisivo central inferior,
separada da raiz através de disco diamantado de duas
faces (KG Sorensen D 91), montado em motor de
bancada (Nevoni), mantido sob refrigeracdo (agua
destilada/deionizada).

2. Seccgao da coroa utilizando disco diamantado
(série 15 HC Diamond - n. 11-4244 Buehler)
separando a superficie vestibular da lingual.

3. Face vestibular fixada na placa de acrilico.

4. Seccdo da face vestibular no sentido
longitudinal, na por¢édo mais plana, utilizando-se
2 discos diamantados (série 15 HC Diamond —n.
11-4243 Buehler), montados em cortadeira sob
refrigeracdo com agua destilada/deionizada e
separados por um disco espagador de aluminio
com 4 mm de espessura. Em seguida, foi
realizado o corte no sentido transversal.

5. Fragmento vestibular do dente bovino, fixado sobre
placa de resina. Ao lado, bloco de esmalte dentario.
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Planificacdo da dentina e polimento do esmalte

6. Bloco de esmalte fixado em disco de resina acrilica
pré-fabricada (C 3 cm de didmetro por J 8 mm de
espessura), com auxilio de cera pegajosa (Kota Ind. e
Com. LTDA), com a superficie dentinaria voltada para
cima.

7. Ajuste da dentina para obtencdo de superficies
paralelas entre esmalte e dentina, utilizando Politriz e
lixas de granulacdo 320 (Polishing Cloth Buehler 40-
7618, Buehler, Lake Bluff, IL, USA), 2 pesos, durante 20
segundos sob baixa rotacao e refrigeracao.

8. Blocos fixados com a superficie do esmalte voltada
para cima, a qual foi polida para analise de dureza.

9. Seccao transversal de 1Tmm / bloco em cortadeira
elétrica, obtendo-se blocos com 4x3x3 mm.
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SEQUENCIA DO POLIMENTO DE ESMALTE

1. Pedra-pomes, agua deionizada e taca de borracha montada em contra-angulo em

baixa-rotagao.

2. Na Politriz (Polishing Cloth Buehler 40-7618, Buehler, Lake Bluff, IL, USA) usou lixa
de granulagdo 600, 800 e 1200 (30 segundos — 2 pesos) e refrigeracdo a agua.
Limpeza em lavadora ultrassbnica e agua destilada/deionizada por 2 minutos, entre

cada lixa.
3. Na Politriz (Polishing Cloth Buehler 40-7618, Buehler, Lake Bluff, IL, USA) deu
acabamento final com disco de papel feltro TEXMET 1000 (Buehler Polishing Cloth) (1

minuto — 2 pesos) e suspensao de diamante 1 micron base-agua (Buehler);

4. Limpeza em lavadora ultrassénica utilizando solugdo detergente (Ultramet Sonic

Cleaning Solution - Buehler) diluida 20:1 em agua destilada/deionizada (2minutos);

5. Lavagem durante 30 segundos com jato de agua destilada/deionizada.
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ANEXO M
CONFECCAO DOS CORPOS-DE-PROVA, CICLAGEM DE pH (DES>RE)

1. Confecgdo dos espécimes de todos os grupos de
cimento de iondmero de vidro modificado por resina.
Remocao dos corpos-de-prova da matriz apos 40

segundos de fotoativagao.

2. Uniao do bloco de esmalte bovino ao corpo-de-prova
com auxilio de cera pegajosa.
Bloco de esmalte e espécies isolados com esmalte de

unha e fixados a haste metalica com cera.

3. Lavagem de 30 segundos a cada troca de solugoes,

com agua deionizada.

4. Estufa para cultura bacteriolégica (Olidef cz Ribeirao
Preto — SP, Brasil) utilizada para manter os blocos de
esmalte nas solucbes de Des e Re em temperatura

37°C, durante o periodo da ciclagem.
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ESQUEMA REPRESENTATIVO DA CICLAGEM DE pH

CICLAGEM DES>RE

- 3 = o 26,4 mL/bloco
'Soiuﬁ ode _° 37°C

Desmineralizacao

. 6 horas

5 ciclos

18 horas Sofugﬁo de

Remineralizacao 13,2 mL/bloco
7 dias

37°C
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ANEXO N
ANALISE DE DUREZA SUPERFICIAL INICIAL E FINAL

Microdurébmetro Micromet 5114 Hardness Tester
(Buehler, Lake Bluff, USA e Mitutoyo Corporation,
Kanagawa, Japan), com penetrador tipo Knoop,
acoplado ao Software para analise de imagem Buehler
OminMet (Buehler, Lake Bluff, USA).

2. Bloco de esmalte sendo submetido a determinagao de
dureza no microdurébmetro, carga estatica de 25 gramas
e tempo de 10 segundos, para analise da dureza de

superficie.

3. Fotomicrografia das impressdes para analise de
dureza de superficie inicial e final (SHi, SHf) (Aumento:
100x).
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