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RESUMO




Becci ACO. Efeito da adicdo de clorexidina nas propriedades adesiva e
antibacteriana de um cimento de ionébmero de vidro de alta viscosidade [Dissertagao

de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013.

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a resisténcia de unido a dentina e a
composi¢cao microbiana do biofilme formado sobre um CIV de alta viscosidade ao
qual foi adicionado diacetato de CLX em diferentes concentragdes. A CLX foi
misturada ao p6 do CIV nas concentragdes de 0,5%, 1% e 2%. O CIV sem CLX foi
usado como controle. No primeiro estudo, foram utilizados 80 terceiros molares, que
tiveram uma superficie de dentina exposta na face oclusal. Metade dos dentes foi
mantida higida e a outra metade foi submetida a inducao artificial de carie. Em cada
superficie dentinaria, foi confeccionado um espécime cilindrico com 1mm de
diametro x 1 mm de altura (n=10 por grupo). Estes foram mantidos a 37°C com
100% de umidade por 24 horas, e submetidos ao teste de microcisalhamento. Os
resultados foram analisados pelos testes de Kruskall-Wallis e Mann Whitney
(a=0,05). No segundo estudo, voluntarios (n=8) usaram dispositivos palatinos
contendo espécimes (4 mm de diametro x 1 mm de altura). Os materiais foram
testados por todos os voluntarios na ordem crescente de concentracdo de CLX por
um periodo de 7 dias e com intervalo de descanso de 15 dias entre elas. O biofilme
formado sobre os espécimes foi coletado e analisado. Os dados referentes as
contagens de microrganismos anaerobios totais, estreptococos totais, estreptococos
do grupo mutans e lactobacilos foram submetidos a analise de variancia de medidas

repetidas complementada pelo teste de Tukey. O nivel de significAncia adotado foi



de 5% . Nao houve diferenga estatistica na resisténcia de unido entre a dentina
higida e afetada (p>0,05). Os grupos CIV, CIV+CLX 0,5% e CIV+CLX 1%
apresentaram resisténcia de unido estatisticamente semelhante (p>0,05), e superior
ao CIV+CLX 2% (p<0,025). Houve diferenca entre as médias de contagem de
microrganismos apenas para o lactobacilos (p<0,05), sendo estas significativamente
maiores para o grupo CIV+CLX 2% do que para os grupos CIV e CIV+CLX 0,5%.
Pode-se concluir que: a adicdo de CLX nas concentracbes de 0,5% e 1% nao
alterou a resisténcia de unido de um CIV de alta viscosidade a dentina sadia e
afetada por carie, mas nao foi capaz de melhorar sua atividade antibacteriana. A
adicdo CLX na concentragdo de 2% ao CIV piorou suas propriedades de adesao e

antibacteriana.

Palavras chave: clorexidina; cimentos de iondmeros de vidro; biofilmes; dentina
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Becci ACO. Effect of chlorhexidine on the adhesive and antibacterial properties of a
high-viscosity glass ionomer cement [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the bond strength to dentin and the
microbial composition of the biofilm formed over a high-viscosity GIC to which
chlorhexidine diacetate (CHX) was added at different concentrations. CHX was
mixed with GIC powder at 0.5%, 1% and 2% (w/w). GIC without CHX was used as
control. In the first study, eighty human third molars were used. They had an area of
dentin exposed on the occlusal surface. Half of the specimens were kept sound and
the other half was subjected to artificial caries induction. In each dentin surface a
cylindrical specimen with 1 mm in diameter and 1 mm in weight (n=10 per group) was
made. They were kept at 37°C and 100% humidity for 24 hours and tested for
microshear. The results were analyzed using Kruskal-Wallis and Mann Whitney tests
(a = 0.05). In the second study, volunteers (n=8) wore palatal appliances containing
specimens with 4mm in diameter and 1mm in weight. The material with increasing
concentrations of chlorhexidine were tested by all volunteers for a period of 7 days
each, with a wasout period of 15 days. After each step, the biofilm formed on the
specimens were collected and analyzed. Data from total anaerobic microorganisms,
total streptococci, mutans streptococci and lactobacilli were analyzed by repeated
measures ANOVA followed by Tukey test. The significance level was set at 5%.
There were no statistical significant differences between bond strength of sound and

caries-affected dentin (p> 0.05). Groups GIC, GIC+CHX 0.5% and GIC+CHX 1%



showed bond strength statistically similar (p> 0.05) and higher than GIC+CHX 2%
group (p < 0.025). Microbial counts showed statistical significant differences among
groups only for lactobacilli (p<0.05). GIC+CHX 2% presented higher mean counts
than GIC and GIC + CHX 0.5% (p<0.05). In conclusion, the addition of CHX
diacetate 0.5% and 1% did not change bond strength of a high-viscosity GIC in either
caries-affected or sound dentin, but was not able to improve its antibacterial activity
as well. The adition of 2% CHX to GIC showed inadequate adhesion and

antibacterial properties.

Keywords: chlorhexidine, glass ionomer cements, biofilms, dentin
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INTRODUCAO




INTRODUCAO GERAL

Condutas que adotam uma intervengdo minimamente invasiva como a técnica
de tratamento restaurador atraumatico (TRA), inicialmente restrita a regides onde
ndo existia acesso ao tratamento odontoldgico convencional (Frencken, Makoni'®,
1994), tem sido empregadas em clinicas modernas e bem equipadas para o
atendimento principalmente de criangas pequenas (Tuzuner et al.?, 2011). Neste
caso, a finalidade desta técnica é também eliminar os procedimentos de anestesia e
o barulho causado pelos instrumentos rotatérios (Massara et al.'®, 2002), que s3o os

principais responsaveis pela ansiedade e medo.

De acordo com a abordagem atual de remogao de carie, o TRA consiste na
retirada apenas da dentina mais amolecida, a dentina infectada, permanecendo
entdo a dentina afetada. No entanto, estudos clinicos mostram que bactérias
residuais alocadas sob a restauragdo se mantem viaveis por até dois anos, o que
pode determinar o desenvolvimento de lesdes de carie secundarias e falhas nas
restauracdes com o passar do tempo (Deepalakshmi et al.”, 2010; van Amerogen®,

1996, Weerheijm,Groen?®, 1999).

O material convencionalmente usado como restaurador nessa técnica € o
cimento de ionémero de vidro (CIV). A reagdo de presa desse material é
essencialmente uma reagdo acido-base e as suas maiores vantagens sdo: seu
potencial remineralizador atribuido a liberacdo de flior (Dunne et al.®, 1996;
Exterkate et al.’, 2005; Herrera et al."®, 1999; Wiegand et al.?’,2007), coeficiente de
expansao térmica compativel com a estrutura dentaria, biocompatibilidade, baixa
citotoxicidade e ades&o ao esmalte e a dentina (Cardoso et al.?,2010; Moshaverinia

et al."””, 2011). Os CIVs interagem quimicamente com os tecidos mineralizados
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dentais, formando ligagdes ibnicas entre os multiplos grupos carboxilicos do acido
polialcendico com o célcio abundantemente disponivel (Cardoso et al.?, 2010). Outra
importante propriedade dos ClIVs é a molhabilidade de superficie, que quando
comparada a maioria dos compostos hidrofobos, mostra-se superior. Uma alta
molhabilidade €& desejavel aos materiais restauradores para que estes se espalhem
melhor sobre a estrutura dental e subseqlentemente realizem uma forte unido

(Moshaverinia et al.”, 2011).

Cimentos de ionbmero de vidro com propriedades fisicas melhoradas tém sido
desenvolvidos especialmente para serem usados na técnica do TRA. No entanto,
pesquisas mostram que esses materias mais viscosos liberam menor quantidade de
ions fluor do que os CIVs convencionais e os modificados por resina (Gao et al.",
2000, Smales,Yip?', 2002). Porém o efeito dessa menor liberagdo na capacidade de
inibir a carie dentaria nos tecidos adjacentes ainda nédo esta bem elucidado. Além
disso, o uso dos ClVs para selar cavidades com dentina cariada remanescente,
principalmente quando sujeitas a muito estresse mecanico, é questionavel em
decorréncia de limitacbes associadas as suas propriedades fisicas e possibilidade
de microinfiltracdo (van Amerongen?®, 1996; Xie et al.?®, 2000). Os CIVs apresentam
ainda aumentada rugosidade superficial em relagdo a outros materiais
restauradores, o que favorece a formacdo de biofilme, além disso, cada
microrganismo possui diferente sensibilidade ao fltior (Hamilton,Bowden'?, 1988), o

que aumenta o interesse na sua associagdo com materiais que apresentam

capacidade de inibir o crescimento bacteriano (Yesilyurt et al.?°, 2009).

A adigdo de clorexidina, um anti-séptico de amplo espectro de ac¢ao, aos

ClVs, tem sido pesquisada ha algum tempo, e, estudos in vitro apontam um
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aumentado efeito antibacteriano desses cimentos quando comparados com os ClIVs
na sua formulacdo original (Hoszek, Ericson', 2006; Palmer et al.'®, 2004;
Ribeiro,Ericson?®, 1991; Takahashi et al??., 2006; Tirkun et al.?®, 2008). Contudo, a
grande maioria desses trabalhos avaliou a agcao antibacteriana por meio de testes de
difusdo em &gar usando microrganismos isolados. As condigbes de estudo sao
muito diferentes daquelas encontradas na cavidade bucal, e, cada vez mais,
aumenta o interesse por estudos que avaliem a atividade antibacteriana usando
modelos experimentais in situ, nos quais o biofilme se forma sob condicbes mais

proximas da realidade.

Além disso, o efeito antibacteriano da CLX parece ser concentragao
dependente (Hoszek,EricsonM, 2008) e altas concentragbes desta podem
determinar alteragées nas propriedades fisicas e mecanicas dos ClVs (Palmer et
al.'®, 2004; Takahashi et al.??, 2006; Tirkun et al.?>, 2008). Assim, até o momento,
nao foi determinada a concentragao ideal de CLX que pode ser adicionada ao CIV,
sendo poucos os trabalhos que avaliaram a propriedade de adesdo dessa
associagdo de materiais & dentina (Takahashi et al.??, 2006) e nenhum trabalho fez

esta avaliagdo em dentina afetada por carie.

Portanto, € de extrema importancia determinar a concentracdo 6tima deste
agente antimicrobiano para se obter uma adequada ac¢ao antibacteriana sem alterar

as propriedades fisicas e de adeséo dos ClVs.



PROPOSICAO
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PROPOSICAO GERAL

Avaliar as propriedades adesiva e antibacteriana de um CIV de alta

viscosiade ap6s adi¢ao de diferentes concentragdes de diacetato de clorexidina.

Proposicéao especifica

Estudo 1: Influéncia da adicdo do diacetato de clorexidina na resisténcia de unido

de um cimento de iondmero de vidro de alta viscosidade a dentina sadia e afetada

por carie.

Avaliar a resisténcia de unido a dentina de um CIV de alta viscosidade
apo6s a adicao de diacetato de clorexidina em diferentes concentragdes , em fungao

do substrato (dentina higida e cariada) .

Estudo 2 : Analise do biofilme formado in situ sobre o Cimento de iondmero de vidro

com diferentes concentracoes de diacetato de clorexidina

Analisar a composi¢cao microbiolégica do biofilme formado in situ sobre
um CIV de alta viscosidade apds a adicdo de diacetato de clorexidina em diferentes

concentragoes.



Influéncia da adicao do diacetato de

clorexidina na resisténcia de unidao de

um cimento de ionémero de vidro de
alta viscosidade a dentina sadia e

afetada por carie.

EsTUuDO |
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Influéncia da adicéo do diacetato de clorexidina na resisténcia de unido de um cimento

de iondmero de vidro de alta viscosidade a dentina sadia e afetada por carie.

Influence of the addition of chlorhexidine diacetate on bond strength of a high-viscosity glass

ionomer cement to sound and caries-affected dentin.
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Resumo

Introducgdo: A adi¢do da clorexidina (CLX) ao cimento de iondmero de vidro (CIV) visa
melhorar a sua propriedade antibacteriana, contudo pode interferir na adesdo a dentina.
Objetivo: avaliar a influéncia da adigdo de diacetato de CLX em diferentes concentragdes a
um CIV de alta viscosidade, na sua adesdo a dentina sadia ¢ afetada por carie. Materiais e
Métodos: Foram utilizados 80 terceiros molares, que tiveram a superficie de dentina exposta
na face oclusal. Metade dos dentes foram mantidos higidos e a outra metade foi submetida a
inducdo artificial de carie. A CLX foi misturada ao pd do CIV nas concentragdes de 0,5%, 1%
e 2%. O CIV sem CLX foi usado como controle. Em cada superficie dentindria foi
confeccionado um espécime com 1 mm de diametro e 1 mm de altura. Estes foram mantidos a
37°C com 100% de umidade por 24 horas, e, submetidos ao teste de microcisalhamento. Os
resultados foram analisados pelos testes de Kruskal-Wallis ¢ Mann Whitney (0=0,05).
Resultados: Nao houve diferenga estatistica entre os valores de resisténcia de unido para
dentina higida e afetada (p>0,05). Para as duas condi¢des do substrato, os grupos CIV,
CIV+CLX 0,5% e CIV+CLX 1% apresentaram resisténcia de unido estatisticamente
semelhante (p>0,05), e superior ao CIV+CLX 2% (p<0,025). Houve predominancia de
fraturas mistas ¢ coesivas do material para todos os grupos. Conclusdes: A adigdo de CLX
nas concentragdes de 0,5% e 1% nao influenciou negativamente na resisténcia de unido de um

CIV de alta viscosidade a dentina sadia e afetada por cérie.

Descritores: Cimentos de ionomeros de vidro; clorexidina; propriedades fisicas; dentina
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Abstract

Introduction: The addition of chlorhexidine (CHX) to glass ionomer cements (GIC) aims to
improve their antibacterial property, but can interfere with their adhesion to dentin.
Objective: To evaluate the influence of the addition of chlorhexidine diacetate at different
concentrations to a high-viscosity GIC in its adhesion to sound and caries-affected dentin.
Materials and Methods: Eighty human third molars were used. They had an area of dentin
exposed on the occlusal surface. Half of the specimens were kept sound and the other half was
subjected to artificial induction of caries. CHX was mixed with GIC powder at 0.5%, 1% and
2% (w/w). GIC without CHX was used as control. In each dentin surface a specimen with 1
mm in diameter and 1 mm in height was made. They were kept at 37°C and 100% humidity
for 24 hours and tested for microshear. The results were analyzed using Kruskal-Wallis and
Mann Whitney tests (a0 = 0.05). Results: There was no significant difference between bond
strength of sound and caries-affected dentin (p> 0.05). For both substrate conditions, groups
GIC, GIC + CHX 0.5% and GIC + CHX 1% showed bond strength statistically similar (p>
0.05), and higher than GIC + CHX 2% (p < 0.025). Coesive and mixed failures were
predominant in all groups. Conclusions: The addition of chlorhexidine at 0.5% and 1% did
not determine negative changes in the bond strength of GIC to caries-affected and sound

dentin.

Keywords: Glass ionomer cements; chlorhexidine; physical properties; dentin



34

Introducéo

A técnica de minima intervengdo para o tratamento de lesdes de carie tem sido
amplamente utilizada nas tltimas décadas. Nessa técnica ¢ recomendada a remog¢do da
camada de dentina infectada, mais desorganizada e a preservag¢do da dentina afetada que tem

potencial de remineralizagdo.'*

Como a dentina cariada ndo € totalmente removida, o cimento de iondmero de vidro
(CIV) tem sido indicado como material restaurador devido as suas propriedades de adesao
quimica as estruturas mineralizadas do dente, coeficiente de expansao térmica similar a
dentina, adequada biocompatiblidade e liberagao de ions flior que contribuem no processo de
remineralizacdo.>* No entanto, a baixa resisténcia mecanica das formulagdes convencionais
desse material’ ¢ um fator limitante para o seu uso em cavidades sujeitas a muito estresse
mastigatério como as restauragdes de classe I extensas e de classe II. Isso levou ao

desenvolvimento de uma nova categoria de CIVs com propriedades fisicas melhoradas.

Esses CIVs apresentam maior molhabilidade do pd pelo componente liquido do que os

CIVs convencionais, o que resulta em uma manipulagdo mais facil e répida e em maior

viscosidade. © Como desvantagem, apresentam menor liberagdo cumulativa de ions fltor.”*”

Apesar de os efeitos dessa menor liberagdo de ions flior na inibicdo de lesdes de carie

10,11,12,13,14

residual ainda ndo serem conhecidos, varios pesquisadores tém proposto a

associacdo de agentes anti-sépticos aos CIVs, a fim de melhorar suas propriedades

antibacterianas.

A clorexidina (CLX) tem sido utilizada em associacdo aos CIVs, principalmente nas

10,13

formas de digluconato e de diacetato.'>'*'"> Contudo, o seu efeito antibacteriano é

concentracio-dependente'' e, em altas concentracdes a CLX pode interferir nas propriedades

) o 10,11
fisicas e mecéanicas do CIV. ™
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Para que o sucesso clinico de uma técnica restauradora seja alcangado ¢ importante
ressaltar que o material modificado deve apresentar propriedades fisicas adequadas, e nao ter
a sua propriedade de adesdo as estruturas dentarias alterada, uma vez que o efeito
anticariogénico depende de uma combinagdo da liberagdo do agente antibacteriano e do
tempo de retencdo do material na cavidade.!" Como os trabalhos estudando a adesio da
associacdo do CIV com a clorexidina a dentina sio escassos'> e ndo existem trabalhos
testando essa propriedade na dentina afetada por carie, este estudo teve como objetivo avaliar
a influéncia da adicao de diacetato de CLX em diferentes concentragdes na resisténcia de

unido de um CIV de alta viscosidade a dentina sadia e afetada por cérie.
Materiais e Métodos
Selecdo e distribuicéo dos dentes

Oitenta terceiros molares humanos higidos extraidos foram obtidos junto ao Banco de
Dentes da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP, com aprovacdo do Comite de
Etica em Pesquisa — CEP (Parecer 68.388, de 07 de agosto de 2012). Apds a remogdo dos
restos teciduais, profilaxia e lavagem, foram selecionados apenas os dentes sem defeitos
anatomicos ¢ estruturais. Estes foram armazenados em solugdo de timol a 0,1% sob
refrigeragdo (4°C) até o momento da sua utilizagdo. Os dentes foram aleatoriamente divididos
em oito grupos (n=10) de acordo com a condi¢do do substrato (dentina afetada por carie e
dentina sadia) e com a concentracao de diacetato de clorexidina adicionada ao material (0%,
0,5%, 1% e 2%). O material usado foi um CIV de alta viscosidade (Ketac Molar Easymix -

3M-ESPE Dental Products, St. Paul, MN, EUA), Tabela 1.
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Obtencédo da superficie de dentina

Os dentes foram cortados transversalmente no ter¢o oclusal da coroa, com a finalidade
de produzir uma superficie plana em dentina. O corte foi realizado com o auxilio de cortadeira
metalografica (ISOMET 1000, Buehler Ltd., Lake Bluf, IL, EUA) equipada com disco
diamantado (n.11-4254, Buehler LTD., Lake Bluf IL, EUA), com velocidade de 300 rpm ¢
forca de 200 gf, sob refrigeragdo constante. As superficies foram inspecionadas em lupa
estereoscopica (Modelo SZX7, Olympus, Sao Paulo, Brasil) com 40 vezes de aumento para

comprovar a auséncia de remanescentes de esmalte sobre a superficie dentinaria.

Inducéo artificial de lesdo de carie

Metade dos dentes selecionados (n=40) teve uma das raizes perfurada e transfixada
com um fio ortodontico para permitir que os mesmos ficassem suspensos. Estes foram
impermeabilizados com duas camadas de esmalte 4cido resistente, deixando apenas a
superficie dentindria exposta, e foram esterilizados com 6xido de etileno. Em seguida, os
dentes foram suspensos em solugdo cariogénica (caldo BHI suplementado com 2% de
sacarose, 1% de glicose e 0,5% de extrato de levedura; 25 mL/ dente) e inoculada com 10°
UFC/mL de Streptoccocus mutans ATCC 25175 (Coleg¢do de Culturas Tropical Fundacao
André Toselo). O conjunto foi incubado em microaerofilia por 14 dias a 37 °C, com trocas da
solucdo cariogénica a cada 48 horas, sem a inoculagdo de novos microrganismos. Apos o
periodo de incubagdo, o biofilme foi removido com gaze e o material isolante com o auxilio
de laminas de bisturi. Os dentes foram abundantemente lavados em agua deionizada e foi
constatada uma superficie de dentina escurecida e amolecida ao toque com sonda exploradora

. ~ 1
aplicada sem pressdo'’.
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Remocao do tecido cariado e obtencao dos troqueis

Nos dentes artificialmente cariados, a dentina infectada foi manualmente removida
com lixas de carbeto de silicio de granulagao 320, até a obtengdo de uma dentina endurecida e
resistente ao toque com sonda exploradora afiada sem pressao (dentina afetada). Na tentativa
de obter uma profundidade dentinaria semelhante entre os dentes afetados por carie e os
dentes mantidos higidos, os ultimos também foram desgastados com a mesma lixa.

Na sequéncia, os dentes foram lavados em cuba ultrasonica, incluidos em resina
acrilica autopolimerizével, usando como matriz um tubo cilindrico de PVC com 20 mm de
diametro externo por 18 mm de altura, de forma que a superficie de dentina ficasse
centralizada e paralela a base do tubo. Apds a completa polimerizagao da resina acrilica, todos
os dentes foram novamente lixados manualmente com lixas de carbeto de silicio 320
lubrificadas com agua, por 15 segundos, com o objetivo de produzir uma camada de smear
layer. Todos os procedimentos foram realizados por um tnico operador previamente treinado.
Confecc¢ao dos corpos - de - prova

Na superficie dentindria de cada dente foi confeccionado um corpo-de-prova.
Inicialmente, foi realizada a delimitagdo da area adesiva utilizando-se fita adesiva dupla face
acido resistente (3M do Brasil, Sumar¢, SP, Brasil) com uma perfuragcdo (diametro de 1,0
mm) confeccionada com o auxilio de um perfurador de lengol de borracha (modelo
Ainsworth, Wilcos do Brasil Industria e Comércio Ltda, Petropolis, RJ, Brasil). Em seguida,
as superficies de dentina foram condicionadas com &cido poliacrilico por 10 segundos e
depois lavadas com jato de agua-ar por 10 segundos e secas com bolinhas de algodao. Uma
matriz cilindrica transparente de silicone de 1 mm de altura com orificio de 1 mm de didmetro
obtido de uma sonda uretral descartavel (Embramed, Sao Paulo, SP, Brasil) foi posicionado
de forma que seu diametro interno fosse coincidente com a perfuragdo da fita adesiva e este

foi utilizado como matriz para a confec¢ao dos corpos-de-prova. O material foi manipulado
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em temperatura ambiente controlada (24 £ 1 °C), conforme as recomendagdes do fabricante
(3M — ESPE Dental Products, St. Paul, MN,USA) e inserido nos microtubos com o auxilio de
uma seringa Centrix (DFL, Industria e Comércio S.A, Jacarepagua, RJ, Brasil). Os corpos-de-
prova foram protegidos com vaselina na sua por¢do superior € o conjunto (troquel +
microtubo + corpo-de-prova) foi armazenado em estufa a 37°C com 100% de umidade
durante 24 horas. Em seguida, os microtubos foram removidos com o auxilio de uma lamina
de bisturi naumero 15 (Embramed, Jurubatuba, SP, Brasil). Os corpos - de - prova foram
observados em lupa esterecoscopica com 40 vezes de aumento para certificacao de auséncia de

defeitos na interface adesiva.

Determinacao da resisténcia de unido por meio de teste de microcisalhamento

O ensaio mecanico de microcisalhamento foi realizado em maquina para testes
mecanicos (DL-Digital Line, EMIC, Parana, Brasil), previamente ajustada para forgas de
tracdo. Para a execu¢do do teste, foi usado um fio metalico de 0,2 mm de didmetro lacando
simultaneamente o corpo-de-prova o mais proéximo possivel da unido material/dentina e o
prolongamento da célula de carga. Os movimentos de tracdo foram realizados a uma
velocidade de 0,5 mm/min. Os testes foram iniciados por meio de um programa
computadorizado especifico (Tesc-Test Script, EMIC Equipamentos de Ensaio Ltda, Sdo José
dos Pinhais, Parand, Brasil) e prosseguiram até a fratura. Os valores de tensdo maxima em
MegaPascal suportada pela unido dentina/material foram anotados.
Anélise dos padrdes de fratura

O padrao de fratura de cada espécime foi avaliado por um unico examinador treinado,
com o auxilio de microscopio de luz (Modelo SZX7 Olympus, Sao Paulo, Brasil) e aumento
que permitisse a analise adequada (aproximadamente 40x). As fraturas foram classificadas

como adesivas (falha entre substrato e material restaurador), coesivas em dentina ou em
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material (falha em dentina ou em material, respectivamente) e mistas (combinagao de falhas
adesiva e coesiva). O operador desconhecia o grupo ao qual pertencia cada corpo-de-prova.
Analise dos resultados

Os dados de resisténcia de unido (em MPa) foram avaliados quanto a normalidade e
homogeneidade de variancia. Como estas condi¢gdes nao foram obedecidas, foi aplicado o
teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis complementado pelo teste de Mann-Whitney. O
nivel de significancia adotado para tomada de decisdo foi de 5%. A andlise dos padrdes de
fratura foi feita de forma descritiva.

Resultados

Os valores de resisténcia de unido em funcdo das variaveis concentragdo de diacetato
de CLX e condi¢do do substrato estdo apresentados na Tabela 2. Na dentina afetada, dois
espécimes (um do grupo CIV e outro do grupo CIV+CLX 2%) fraturaram durante a remogao

da matriz plastica e foram excluidos das analises.

A condicdo do substrato (dentina higida e afetada por carie) ndo influenciou os valores
de resisténcia de unido imediata (p>0,05). Para ambas as condig¢des, a adicdo de diacetato de
clorexidina ao CIV nas concentragdes de 0,5% e 1% mostrou resultados de resisténcia de
unido estatisticamente semelhantes ao do grupo controle sem adi¢cdo de clorexidina (CIV)
(p>0,05), e, todos os grupos apresentaram resisténcia de unido superior ao grupo no qual foi

adicionado o diacetato de CLX na concentragdo de 2% (p<0,025), (Tabela 2).

A distribuicdo dos tipos de fratura para cada grupo de estudo pode ser observada na
Figura 1. As fraturas coesivas e mistas foram predominantes para todos os grupos,

independente da condi¢ao do substrato. Nenhuma falha coesiva foi observada na dentina.

Também pode ser observado que quando o diacetato de CLX foi adicionado ao CIV

houve um aumento da porcentagem de fraturas do tipo adesiva na dentina afetada por carie, e
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este foi proporcional ao aumento da concentracdo. Para a dentina sadia, aumento da

porcentagem de fraturas adesivas ocorreu apenas quando se utilizou o diacetato de CLX a 2%.
Discusséo

A adesdo ¢ o fenomeno pelo qual duas superficies se mantém unidas por meio de
interacdes quimicas ou quimico-fisicas. Os CIVs t€ém como uma de suas caracteristicas
o . . . .14
principais a adesdo as estruturas dentais sem nenhum pré tratamento da superficie.” No

entanto, esta propriedade pode ser afetada pelas condi¢des do substrato.'”'®!?

Estudos prévios mostram que os valores de resisténcia de unido ao cisalhamento dos
CIVs a dentina sadia é baixo, geralmente entre 1 e 3 MPa e raramente excedem 5 MPa. >
Esses valores tendem a ser mais altos nos testes de microtracdo devido a diferencas na
distribuicado do stress e redugdo da area adesiva, quando comparado com os testes de

. 23,24
cisalhamento.”™

No presente estudo, optou-se pela utilizacao do teste de microcisalhamento,
com o intuito de se obter espécimes com area reduzida, sem que houvesse a necessidade de

grande manipulagdo dos mesmos, como ocorre durante a sua obten¢do para o teste de

microtragdo. Apesar disso, as medianas de resisténcia de unido foram inferiores a 5 MPa.

A influéncia da adicao de diacetato de CLX em diferentes concentragdes na resisténcia
de unido de um CIV de alta viscosidade foi avaliada, neste estudo, em dentina sadia e afetada
por cérie. Os resultados mostraram que a condi¢do do substrato ndo influenciou de forma
significativa a resisténcia de unido imediata do material, independente da adi¢do ou ndo do

diacetato de CLX.

Poucos trabalhos, at¢é o0 momento, avaliaram a resisténcia de unido do CIV a dentina

cariada. Assim como demonstrado no presente estudo, Way et al.”> (1996) usando CIV

126

modificado por resina e Palma-Dibb et al.” (2003) usando CIVs convencionais € modificados
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por resina, também nao observaram diferenga significativa na resisténcia de unido a dentina

cariada e a dentina sadia. Por outro lado, Choi et al.?

(2006) usando um CIV convencional e
outro modificado por resina verificaram resisténcia de unido a microtragdo significativamente
inferior em dentina cariada. Apesar de o mecanismo de adesdo dos CIVs as estruturas
dentarias ainda nao estar bem elucidado, estes autores consideram que a perda de ions calcio
na dentina cariada desfavorece a adesdo, uma vez que em um primeiro momento a uniao

quimica dos CIVs aos tecidos mineralizados dentarios envolve a quelagdo dos grupos

,1e , . . L. Ly . . . . 2
carboxilicos do 4cido polialcendico com o célcio da hidroxiapatita.”’

Além disso, a superficie da dentina afetada é mais porosa e capaz de reter tragos de
acido latico envolvido na lesdo de carie.”*** Os CIVs reagem rapidamente com esses 4cidos®’
e esta pode ser a razdo pela qual a adesdo de alguns cimentos ¢ diferente na dentina sadia e
afetada por carie. No presente estudo, a dentina amolecida foi removida até se obter uma
superficie bem resistente ao toque usando sonda exploradora afiada. Portanto, considera-se
que a perda de ions célcio nessa dentina ndo tenha sido suficiente para determinar reducgdo
significativa na resisténcia de unido com o CIV. Comparando a resisténcia de unido do CIV a
dentina sadia e a dentina apds processo de erosdo, Cruz et al.’® (2012) também ndo
observaram diferencas estatisticamente significantes. Embora a dentina que passou por
processo de erosdo seja altamente desmineralizada, com baixo conteudo de calcio e de
hidroxiapatita, esta condi¢cdo ndo afetou a adesdo do material, mas pode estar relacionada a

alteragdes nos padrdes de fratura.”’

Cimentos de iondmero de vidro de alta viscosidade, como o Ketac Molar Easymix
foram especialmente desenvolvidos para serem usados na técnica do Tratamento Restaurador
v .. . . 6
Atraumatico. Esses materiais apresentam propriedades fisicas com desempenho elevado

quando comparados aos CIVs convencionais, no entanto tem demonstrado uma menor
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liberacdo de fltior com relagdo aos CIVs convencionais.*” Uma vez que o efeito desta menor
liberacao de flaor sobre as bactérias residuais ainda ndo esta bem elucidado, tem sido proposta
a associacdo desses CIVs com agentes antimicrobianos como a clorexidina, ciprofloxacino,

. .o 10,11,12,13,14
metronidazol e minociclina 7

a fim de se aumentar as suas propriedades
antibacterianas. Neste estudo, o diacetato CLX foi escolhido por ser a forma mais pesquisada,
mais estavel, ndo propensa a decomposicdo e por ser facilmente adicionada ao po do CIV".
Misturado ao CIV nas concentragdes de 0,5% e 1% apresentou resultados de resisténcia de
unido a dentina semelhantes aos do CIV sem nenhuma associacdo e superiores aqueles
apresentados pela concentragdo de 2%. Estes resultados sdo compativeis com aqueles obtidos
no estudo de Takahashi et al.'* (2006), no qual diferencas estatisticamente significantes na
resisténcia de unido de um CIV adicionado de véarias concentragdes de CLX so6 foram
encontradas nos grupos com CLX 2% e 3%. Os autores demonstraram que a incorpora¢do do
diacetato de CLX 1% foi otima para aumentar a atividade antibacteriana, sem afetar as
propriedades mecénicas e capacidade de adesdo. Jedrychowski et al.'® (1983) também
relataram que a for¢a de unido de um CIV convencional a dentina nao foi comprometida pela

adicao de CLX 1% e que grande deterioragdo pode ocorrer com a adicdo de concentracdes

superiores a 5%.

A adi¢do de CLX em altas concentragdes parece interferir com a liberacdo de fluor.
Segundo Hoszek & Ericson'' (2008), CIVs adicionados de CLX em concentra¢des de 3%
liberam até 30% a menos de flior em 60 dias do que o CIV sem CLX. Uma possivel
explicacdo ¢ que as moéleculas de CLX podem interagir com os ions fliior, resultando na
precipitagio de sais com baixa solubilidade e levando a menor liberagio do mesmo.'' Este
fator, associado as propriedades catidnicas dos sais de CLX, que interferem na reacdo do
acido poliacrilico com as particulas de vidro,'? pode prejudicar as propriedades mecanicas do

material quando elevadas concentracdoes de CLX sdo adicionadas. Sugere-se, entdo, que as
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propriedades mecanicas do material dependem da concentragdo de CLX adicionada ao
mesmo, € que concentracdes iguais ou superiores a 2% podem provocar uma reducdo

significativa na resisténcia de unido do CIV com a dentina sadia e afetada por carie.

Analise dos Padroes de Fratura

Neste estudo, as fraturas coesivas e mistas foram predominantes. Para Cruz et al.*

(2012), os padrdes de fratura estdo relacionados as propriedades de todos os componentes da
adesdo: material, interface de unido e substrato, além da mecanica do teste utilizado. Maior

10,23,26 .
e tem sido

prevaléncia de fraturas coesivas também foi observada em outros estudos
relacionada a baixa resisténcia a tracdo e baixa resisténcia coesiva dos CIVs, bem como a

baixos valores de resisténcia de unido, principalmente na dentina cariada, nao representando,

. « A . . - \ . 2
na maioria das vezes, a real resisténcia adesiva do material a dentina.”

No presente estudo, apesar de ndo ter sido detectada diferenca estatistica significativa
entre a mediana dos valores de resisténcia de unido do CIV a dentina sadia (4,55 MPa) e a
dentina afetada (3,25 MPa), a Gltima mostrou—se numericamente inferior. Quando a adesdo
foi estabelecida com dentina afetada houve um aumento da porcentagem de fraturas adesivas
proporcional ao aumento da concentracdo do diacetato de CLX adicionado ao CIV, enquanto
que para a dentina sadia aumento na porcentagem de fraturas adesivas ocorreu apenas para a
CLX 2%. Isso pode ser explicado por uma menor adesdo do material modificado a dentina,

principalmente quando esta ¢ afetada por carie.

Embora baixos valores de resisténcia adesiva tenham sido observados tanto para a
dentina sadia como para a dentina afetada por carie quando se utilizou o CIV de alta
viscosidade modificado ou ndo pela adi¢ao de diacetato de CLX, estes resultados ainda nao

podem ser considerados conclusivos e mais trabalhos sdo necessarios utilizando outros testes,
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inclusive com determinacao da real vantagem na redugdo de microrganismos determinada por

essa modificacdo do material.

Conclusoes:

A adicdo de diacetato de CLX nas concentragdes de 0,5% e 1% ndo influenciou
negativamente a resisténcia de unido de um CIV de alta viscosidade a dentina sadia e afetada

por céarie, podendo ser uma boa opgao para melhorar a atividade antibacteriana deste cimento.
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Tabela 1- Nome comercial, fabricante, classificagao e principais componentes dos materiais

usados no estudo

Nome Comercial Classificacéo Composicéo
(Fabricante) (porcentagem em peso)
Ketac Molar Easymix CIV de alta P6: p6 de vidro (cristais de fluor-
(3M- ESPE Dental viscosidade aluminio-silicato) 85%-95 %; acido
Products, St Paul, MN,EUA) poliacrilico 5%-15%.

Liquido: agua - 55%-65%; acido
polietileno policarbonico - 25%-

35%:; acido tartarico - 5%-10%.

Diacetato de Clorexidina
(Sigma Aldrich,Steinheim, Antibacteriano Diacetato de Clorexidina - 98%
Alemanha)

Tabela 2 - Resisténcia de unido (MPa) em fun¢do da concentracdo de diacetato de clorexidina
(CLX) adicionada ao cimento de iondmero de vidro (CIV) e da condi¢ao do substrato

Material
Substrato
CIV CIV+CLX0,5% CIV+CLX1% CIV+CLX2%

Dentina 4,55 (3,30-5,77)Aa 4,70 (2,27-6,28)Aa 4,62 (3,01-6,68)Aa 2,42 (1,79-3,23)Ab
Sadia n=10 n=10 n=10 n=10

Dentina 3,25(2,36-3,94)Aa 3,96 (1,98-5,89)Aa 3,62 (3,30-3,74)Aa 2,15 (1,44-2,50)Ab
Afetada n=9 n=10 n=10 n=9

Valores correspondem a mediana, percentil 25 e percentil 75

Letras maitsculas diferentes denotam diferenga estatisticamente significativa na comparagao
entre linhas e letras mintsculas diferentes denotam diferenca estatisticamente significativa na

comparagao entre colunas (Mann-Whitney, p<0,05).
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Resumo

Introducdo: A adesdo bacteriana ocorre de diferentes formas nos materiais
restauradores utilizados em Odontologia. A clorexidina (CLX) tem sido associada a
esses materiais com a finalidade de aumentar suas propriedades antibacterianas.
Objetivo: este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a composigao
microbiana do biofilme formado sobre um CIV de alta viscosidade ao qual foi
adicionado diacetato de CLX em diferentes concentracbes. Materiais e Métodos: A
CLX foi misturada ao p6 do CIV nas concentragcbes de 0,5%, 1% e 2%. O CIV sem
CLX foi usado como controle. Voluntarios (n=8) usaram dispositivos palatinos
contendo espécimes medindo 4 mm de didmetro por 1 mm de espessura. Os
materiais foram testados por todos os voluntarios na ordem crescente de
concentracdo de CLX por um periodo de 7 dias e com intervalo de descanso de 15
dias entre elas. O biofilme formado sobre os espécimes foi coletado e analisado. Os
dados referentes as contagens de microrganismos anaerobios totais, estreptococos
totais, estreptococos do grupo mutans e lactobacilos foram submetidos a analise de
variancia de medidas repetidas complementada pelo teste de Tukey. O nivel de
significancia adotado foi de 5%. Resultados: Houve diferenga entre as médias de
contagem de microrganismos apenas para o lactobacilos (p<0,05), sendo estas
significativamente maiores para o grupo CIV+CLX 2% do que para os grupos CIV e
CIV+CLX 0,5%. Conclusdes: Pode-se concluir que a adicado de CLX nas

concentracdes estudadas ndo melhorou a propriedade antibacteriana do CIV.

Palavras chave: clorexidina; cimentos de iondbmeros de vidro; biofilme
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Introducéo

O estudo sobre os diversos microrganismos presentes na cavidade oral
tem se mostrado um real desafio aos pesquisadores. No entanto, o conhecimento
sobre essas espécies evoluiu muito desde a sua primeira observacédo. O biofilme
dental é atualmente descrito como uma comunidade bacteriana estruturada
embebida em uma matriz de polimeros originarios das proprias bactérias e da saliva
(de Fucio et al.™®, 2009). Estes microrganismos se aderem as superficies duras da
cavidade oral, como o esmalte, implantes e materiais restauradores (de Fucio et
al.®, 2009; Steinberg, Eyal®®, 2002), por meio de um mecanismo complexo que se
inicia com a colonizacdo primaria de cocos Gram-positivos, principalmente
Streptococcus do grupo mutans (Nyvad, Killian.'®, 1987; Nyvad, Killian."®, 1990).
Receptores presentes nas membranas dessas bactérias permitem que
microrganismos Gram negativos que nao possuem capacidade de adesao direta ao
dente realizem um processo denominado co-adesdo (Sbordone, Bortolaia?®, 2003).
Com o passar do tempo e 0 aumento no numero desses microrganismos, ocorre a
formacdo de um gradiente de oxigénio nas camadas mais internas do biofilme que
propicia um ambiente favoravel a multiplicacdo de microrganismos anaerdbios

estritos (Almeida et al.?, 2006).

O processo de adesao bacteriana ocorre de diferentes formas nos
materiais restauradores utilizados em Odontologia. Os CIVs, por exemplo, possuem
entre outras vantagens, caracteristicas que permitem a inibicdo da aderéncia e
crescimento bacteriano, como o baixo pH inicial e a liberagdo de constituintes
encontrados no pé do material como aluminio, calcio, magnésio e fluor (Ribeiro,

Ericson.?*, 1991; Seppa et al.?°, 1992). Neste material, a formacéo do biofilme ocorre
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principalmente devido a sua aumentada rugosidade superficial com relagdo aos

outros materiais restauradores (Smales®’, 1981).

Com a evolugdo no campo dos materiais restauradores, houve o
desenvolvimento dos ClVs de alta viscosidade, que sédo de facil manipulagdo e
possuem propriedades fisicas melhoradas (Peez, Frank®, 2006). Devido a todas
essas vantagens, esses cimentos tém sido indicados principalmente para o uso na
técnica do Tratamento Restaurador Atraumatico (TRA). Estudos demonstram, no
entanto, que estes materiais apresentam menor liberacdo de fluor do que os
cimentos convencionais (Smales, Yip?®, 2002), o que justifica a adicdo de um agente

antibacteriano que auxilie na reducéo da formacgao de biofilme sobre os mesmos.

Varios agentes antibacterianos tém sua efetividade testada contra os
principais microrganismos responsaveis pelas doengas carie e periodontal. A
clorexidina (CLX) na sua forma liquida ou em p6 tem mostrado grande efetividade
contra certos microrganismos nas concentragoes de 1% a 5% em estudos in vitro
(Botelhos, 2003: Botelho®, 2005). No entanto, as condi¢cbdes da microflora bacteriana
do biofilme na cavidade oral sao diferentes daquelas encontradas in vitro, o que
aumenta o interesse por estudos nos quais o biofilme possa se desenvolver sob

condi¢cdes que se aproximem da realidade.

Sendo assim, este estudo objetivou analisar a composi¢cao
microbiolégica do biofilme formado in situ sobre um CIV de alta viscosidade apods a

adicao de diacetato de clorexidina em diferentes concentragoes.
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Materiais e Métodos
Delineamento Experimental

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP (Parcer n°113.850 de 03/10/2012) (Anexo 2) e
consistiu de um experimento cego, in situ conduzido em 4 fases de 7 dias cada e

com intervalo de 15 dias entre uma e outra fase.

Para a realizacdo do mesmo, foram selecionados oito voluntarios (n=8) que
utilizaram dispositivos acrilicos palatinos contendo 4 espécimes circulares (2 de
cada lado) medindo 4 mm de didmetro e 1 mm de espessura, todos do mesmo
grupo experimental. Os grupos foram assim constituidos: CIV (Controle); CIV + CLX

0,5; CIV + CLX 1%; CIV + CLX 2%.

No final de cada fase, o biofilme formado sobre cada um dos espécimes de
cada dispositivo palatino foi analisado quanto a quantidade de microrganismos

totais, estreptococos totais, estreptococos do grupo mutans e Lactobacillus spp.
Selecao dos Voluntéarios

Para participar da pesquisa, os candidatos tiveram que preencher os
seguintes pré-requisitos: residir em Araraquara; ter entre 25 e 35 anos; apresentar
boa saude geral e bucal, bem como fluxo salivar ndo estimulado normal. Os critérios
de nao inclusdo foram: uso de medicamentos ou alteragdes fisioldgicas que
modificassem o fluxo salivar; uso de antibidticos nos ultimos 3 meses; etilistas e
fumantes; edentados e portadores de protese; uso de aparelho ortoddntico e placas
miorelaxantes. Os critérios de exclusdo durante o experimento foram: desisténcia

voluntaria; alteragcao do quadro de saude com consequente alteragao do fluxo salivar
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ou necessidade do uso de antibidticos; uso de solugbes para bochechos orais ou

dentifricios fluoretado e descumprimento do delineamento experimental.

Confeccao dos espécimes e dos dispositivos palatinos

O material testado foi um CIV de alta viscosidade (Ketac Molar Easymix - 3M-
ESPE Dental Products, St. Paul, MN, EUA) com adicédo de diacetato de CLX (Sigma
Aldrich, Steinheim, Alemanha). A quantidade em peso de diacetato de CLX
necessaria para se obter as concentragbes finais de 0,5%, 1% e 2% foram
determinadas tomando-se como base o peso médio de uma colher medida do p6 do
CIV. A proporgao po6-liquido em peso recomendada pelo fabricante do cimento de
ionbmero de vidro foi mantida. A manipulagdao do material foi realizada conforme as
indicagdes do fabricante (3M — ESPE Dental Products, St. Paul, MN,EUA), em
ambiente com temperatura controlada (24°C £ 1°C). Imediatamente apds a mistura,
os materiais foram introduzidos com o auxilio de seringa Centrix (DFL Industria e
Comércio S.A., Jacarepagua, Rio de Janeiro, Brasil) em matrizes de silicone
medindo 4 mm de didmetro interno e 1 mm de altura. Sobre a superficie do material,
foram colocadas uma tira matriz de poliéster, uma lamina de vidro de 1 mm de
espessura e um peso de 1 kg, por um periodo de 30 segundos, para auxiliar na
eliminacao dos excessos de material e garantir uma superficie plana e lisa. Apés a
presa do material, os espécimes foram removidos das matrizes, e permaneceram

em estufa com 100% de umidade a 37 °C durante 24 horas.

Os voluntarios tiveram o arco superior moldado e os dispositivos palatinos
foram confeccionados em resina acrilica (Jet — Artigos Odontoldgicos Classico, Séao
Paulo, SP, Brasil) sobre os modelos de gesso. Nestes dispositivos foram

confeccionados dois nichos de cada lado, onde os espécimes foram fixados com
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cera pegajosa. Estes foram cobertos com tela plastica (peneira grande, ref. 0041,
Plasticos Gongalves Ltda., Sdo Paulo, Brasil), fixada com resina acrilica, deixando
um espago de 1 a 2 mm para permitir que o biofilme se acumulasse sobre o

espécime protegido da perturbagdo mecéanica.
Experimento in situ

Apo6s assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido concordando
em participar da pesquisa (Apéndice 1), os oito voluntarios selecionados foram
orientados a nao utilizar nenhum produto fluoretado (exceto agua) ou solugao
antimicrobiana durante o periodo experimental, a utilizar o dispositivo durante todo o
dia (inclusive para dormir), exceto as refeicdes, manter seus habitos dietéticos
normais € nao escovar os espécimes durante todo o experimento. Dentifricio sem
fluoreto (Cocorico, Bitufo, Itupeva, SP, Brasil) foi fornecido pelos pesquisadores e foi
utilizado a partir de uma semana antes do inicio do experimento até o final deste. Os
voluntarios foram orientados também a gotejar solugdo de sacarose 20%, oito vezes
(Aires et al.”, Brighenti et al.”, Tenuta et al.** ) ao dia sobre os espécimes (Apéndice
2).

Todos os voluntarios participaram das quatro etapas do experimento. Em
cada etapa, foram fixados no dispositivo espécimes pertencentes ao mesmo grupo,
com concentragdes crescentes de CLX ( CIV, CIV + CLX 0,5%, CIV+ CLX 1%, CIV +
CLX 2%), de forma a minimizar o efeito da substantividade da clorexidina na fase
subsequente. Entre uma etapa e outra, houve um periodo de descanso de 15 dias,
no qual os voluntarios ndo usaram os dispositivos palatinos. Novos espécimes foram
confeccionados e fixados nos dispositivos palatinos para cada etapa do

experimento.
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Analise microbioldgica do biofilme

Ao final de cada fase do experimento, a tela plastica que recobria os
espécimes foi removida e os biofilmes foram coletados e pesados. Os biofiimes
foram re-suspensos em solugao fosfatada salina (PBS: NaCl 0,138 M, KCI 2,7 mM,
oH 7.4) 1 mL PBS/ mg de biofilme e sonicados no gelo com auxilio de um disruptor
de células (Sonicador Unique, Unique Group, Indaiatuba, SP, Brasil) com 500 W de
poténcia na amplitude de 20% e com a realizacdo de seis pulsos de 5 segundos
cada. As suspensbes foram sequencialmente diluidas e inoculadas em duplicata nos
seguintes meios de cultura: Agar BHI (Brain Heart Infusion- HiMedia Laboratories
Pvt. Ltda., Mumbai, india) para analise de microrganismos totais; Agar Mitis
Salivarius (Hi Media Laboratories Pvt. Ltda., Mumbai, india) para andlise de
estreptococos totais; Agar Mitis Salivarius Bacitracina Sacarose (Hi Media
Laboratories Pvt. Ltda., Mumbai, india) suplementado com 0.25U/mL de bacitrina e
20% de sacarose para andlise de estreptococos do grupo mutans e Agar Rogosa (Hi

Media Laboratories Pvt. Ltda., Mumbai, india) para analise de Lactobacillus spp.

As placas de BHI foram incubadas a 37°C em condi¢cdes de microaerofilia por
24 horas e as de Agar Mitis Salivarius, Agar Mitis Salivarius Bacitracina Sacarose
(MSBS), e Agar Rogosa foram incubadas nas mesmas condigdes por 48 horas. Em
seguida, o numero de unidades formadoras de colénias (UFC) foi obtido com o
auxilio de um contador de colénias (CP 600 Plus, Phoenix Industria de
Equipamentos Cientificos, Araraquara, SP, Brasil). No caso de duvida na
identificacdo das colbnias de estreptococos do grupo mutans foram observadas as
caracteristicas morfotintoriais por meio da coloracédo de Gram. Colbnias tipicas do

grupo mutans sédo escuras com 0,5 a 1,0 mm de didmetro, convexas, com aspecto
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rugoso, com ou sem presenca de uma gota na superficie, constituida por cocos
Gram - positivos dispostos em cadeias. Os dados foram convertidos em UFC/ mg de

peso umido.

Metodologia estatistica

A avaliagdo dos quatro grupos experimentais deste estudo, quanto as
contagens de cada microrganismo, em UFC/mg, foi realizada por uma analise de
variancia de medidas repetidas. Essa foi complementada, quando necessario, por
comparagdes multiplas de médias pelo teste de Tukey. As contagens de
microrganismos foram transformadas em logaritmos para viabilizar a analise de
variancia, tendo sido adotado o nivel de significancia de 5% para a tomada de
decisdo. Além disso, construiram-se intervalos de confianca de 95% para as médias

populacionais, os quais permitem estimar a precisao sobre as médias obtidas.

Resultados

Na Tabela 1 sdo apresentadas as médias e desvios padrao de logaritmos de
contagens de microrganismos em UFC/mg, para cada grupo experimental (CIV-
controle, CIV + CLX 0,5%, CIV + CLX 1% e CIV + CLX 2%), de acordo com o
microrganismo em estudo: microrganismos totais, estreptococos totais,
estreptococos do grupo mutans e lactobacilos.

As analises de varidncia somente apontaram diferenga significativa entre
meédias de grupos para o lactobacilos (p<0,05). O resultado da aplicagao do teste de
Tukey para identificar as médias de grupos diferentes entre si estd resumido na
Tabela 1. Observa-se que as médias de contagens de lactobacilos aumentaram
conforme o aumento da concentracdo de diacetato de CLX. Entretanto, por

procedimentos estatisticos, somente na concentragcéo de 2% a média de contagens
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se mostrou significativamente maior do que a média na concentragao de 0,5% e do
controle (CIV sem CLX).

Na Figura 1 estdo representadas graficamente as médias amostrais de
contagens de microrganismos em UFC/mg, juntamente com intervalos de confianga
de 95%. Esses intervalos fornecem estimativas da precisdo sobre as médias, além
de permitirem quantificar as diferengas entre médias apontadas pelos critérios
estatisticos.

Tabela 1 — Média (Desvio padrao) de logaritmos de contagens de microrganismos
em UFC/mg de biofilme formado sobre o cimento de ionédmero de vidro

(CIV) contendo diferentes concentragcoes de diacetato de clorexidina

(CLX)
Grupo Microrganismos

Lactobacilos' S. mutans®  S. totais® Micr. totais®
CIV 336(128) °  577(0,88) 684 (0,34) 6,67 (0.27)
CIV+CLX0,5%  355(1,05) @  597(0,91) 6,67(0,36) 6,69 (0,29)
CIV+CLX 1% 439(1,06) ®  597(0,53) 6,90 (0,40) 6,77 (0,42)
CIV+CLX 2% 513(1,16) °  6,39(0,59) 6,75(0,41) 6,63 (0,50)

"Médias com letras iguais ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de

Tukey (p>0,05)

’N&o houve evidéncia de diferenca significativa entre médias pela Anova
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al.>,2008; Busscher et al.8 2010;). Assim, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a atividade antimicrobiana da adicdo de CLX ao CIV utilizando um modelo in

situ.

Varios estudos in vitro tém analisado as propriedades antibacterianas dos
ClIVs associados & CLX utilizando testes de difusdo em agar (Botelho®, 2003; de
Castilho et al.®, 2013; Hoszek, Ericson'®, 2008; Ribeiro, Ericson®, 1991; Tiirkun et
al.®3, 2008; Takahashi et al.*°, 2006). Estes mostraram que a mistura apresentou-se
efetiva na reduc¢do de microrganismos, usando concentragbes de CLX que variaram
de 0,5 a 10%. Contudo, a adicdo da CLX na concentracdo de 2% ou superior altera
importantes propriedades fisicas e mecanicas do material, como a resisténcia a
compressdo, o tempo de presa, a dureza superficial e a resisténcia de adesio a
dentina (de Castilho et al.’, 2013; Palmer et al.??, 2004; Takahashi et al.*°, 2006;
Tiirkiin et al.**, 2008). Por esse motivo, a concentracdo maxima de CLX utilizada no
presente estudo foi de 2%. No entanto, observou-se que, embora concentracdes de
até 2% tenham resultado em uma boa atividade antimicrobiana in vitro (Takahashi et
al.*°, 2006. Deepalaskshmi et al.'", 2010), essa concentracéo n3o é capaz de reduzir
significativamente a quantidade de bactérias no biofilme formado in situ. A principal
diferenga entre os estudos in vitro e o presente trabalho € que os primeiros
avaliaram a atividade antimicrobiana por meio do teste de difusdo em agar, um teste
que apenas permite uma avaliagao preliminar. A melhor maneira de se comprovar a
atividade antimicrobiana de um material € por meio da utilizagdo de microrganismos
organizados em biofilmes, um arranjo que se aproxima mais da realidade do
ambiente da cavidade bucal. Segundo ten Cate®', 2006, microrganismos
organizados em biofilmes possuem comprovadamente maior resisténcia a agentes

antimicrobianos do que aqueles em suspensao.
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Os estudos in vivo realizados para avaliar os efeitos antibacterianos da
adicdo de clorexidina aos CIVs mostraram redugdao do numero de colbnias de
microrganismos aerobios e anaerdbios sobre a dentina afetada (de Castilho et al.®,
2013; Frencken et al."?, 2007), o que limita a comparagao com os resultados do

presente trabalho, que avaliou o biofilme formado na superficie do material.

Desse modo, antes da realizagdo de estudos clinicos que demandam a
participacdo de um numero maior de voluntarios e um custo maior de execugao, €
importante comprovar a agao antimicrobiana da adicdo de CLX ao CIV utilizando
modelos de estudo que mimetizem as condi¢gées encontradas na cavidade bucal. O
modelo de estudo in situ € uma excelente opcdo para essa finalidade, pois
representa um nivel de pesquisa intermediario entre os estudos in vitro e in vivo, e
sao de grande importancia, por serem desenvolvidos em condi¢gdes muito proximas
da realidade. Nao observamos na literatura consultada, estudos in situ avaliando a
composic¢ao bioldgica do biofilme formado sobre CIVs associados a CLX. O modelo
escolhido para este estudo tem sido amplamente utilizado na analise da composicéo
biolégica e bioquimica do biofilme, sendo considerado adequado para avaliar
agentes antibacterianos sob condicdes de alto desafio cariogénico (Aires et al.',

2008; Brighenti et al.”, 2012; Tenuta et al.*2, 2009)

A anadlise microbiolégica do biofilme formado sobre o material apés um
periodo de 7 dias na cavidade oral mostrou que nao houveram diferencgas
significativas entre os grupos CIV (controle), CIV + CLX 0,5% , CIV + CLX 1% e CIV
+ CLX 2% quando foram analisadas as quantidades de microrganismos anaerdbios
totais, estreptococos totais e esteptococos do grupo mutans. Portanto, a adicdo de

CLX nao determinou aumento da atividade antibacteriana independente da
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concentracdo. A auséncia da relacdo dose-resposta ja foi anteriormente relatada por

Jedrychowski et al.'® (1983) e Takahashi et al.*® (2006).

A semelhanca do presente estudo, Takahashi et al.*® (2006), usaram um CIV
de alta viscosidade, que apresenta aumentada dureza superficial em ambiente
Umido quando comparado com o CIV convencional (Okada et al.?°, 2001). Essas
caracteristicas (alta viscosidade e dureza superficial) do material interferem com a
liberagdo de fltior (Smales,Yip®, 2002) e também podem limitar a liberagdo de CLX,
independente do sal utilizado e da concentracdo adicionada (Takahashi et al.*,

2006).

Por outro lado, alguns autores (Botelho®, 2003; Deepalakshmi et al."!, 2010;
Ribeiro, Ericson®*, 1991; Tirkun et al.**, 2008), observaram que a atividade
antimicrobiana dos CIVs associados a CLX foi concentragdo-dependente. Todos
estes estudos, no entanto, usaram o teste de difusdo em agar, método que néao
permite a distingdo entre os efeitos bactericida e bacteriostatico do agente
antimicrobiano. Além disso, este teste ndo consegue simular condi¢ées proximas da
situacdo clinica, na qual multiplas espécies de bactérias crescem em biofilmes

extremamente complexos (Deepalakshmi et al."”, 2010; Tiirkun et al.>®, 2008;).

Neste estudo, a acado antibacteriana dos materiais foi testada sobre
microrganismos totais, estreptococos totais, estreptococos do grupo mutans e
lactobacilos, sendo os dois ultimos intimamente relacionados com o inicio e a
progressdo da lesdo de carie, respectivamente (Tirkun et al.**, 2008). Os
lactobacilos tém se mostrado mais resistentes aos efeitos dos CIVs (Herrera et al.™,
1999; Palenik et al.?", 1992) e, segundo de Castilho et al.? (2013), L. acidophilus foi o

microrganismo mais resistente ao CIV contendo digluconato de CLX.
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A média de contagens do numero de colbnias de lactobacilos aumentou de
forma estatisticamente significativa, quando os espécimes de CIV contendo 2% de
CLX, foram comparados com o CIV sem CLX e com o CIV + CLX 0,5%. Uma
possivel explicagdo para esse aumento € que as moléculas catidnicas de CLX
reagem com anions presentes no CIV, como fosfatos, silicatos e fluor, resultando na
precipitacdo de sais de baixa solubilidade (Barkvoll et al., 1988; Ribeiro, Ericson?*,
1991). Essa precipitagao provoca uma diminuicdo na disponibilidade tanto da CLX
como dos ions fluor, resultando em uma reducdo dos efeitos inibidor de
desmineralizagao e antibacteriano. Os resultados deste trabalho diferem daqueles
observados por Botelho®, (2003) e Tirkun et al.*°,(2008). Além de esses dois
estudos terem utilizado o teste de difusdo em agar, cujas limitagdes ja foram
discutidas, o modelo de estudo in situ usado neste estudo permite que o biofilme
formado sobre os espécimes fique protegido de disturbios mecanicos. Além disso,
0s espécimes sofrem acgao da saliva, responsavel pela remocgao de substancias da
cavidade bucal (Wiegand et al.®, 2007), o que pode dificultar a manutengdo de

concentracdes efetivas do agente antibacteriano.

O presente estudo traz importantes informagdes sobre a limitada atividade
antimicrobiana da adi¢do de CLX ao CIV. Como ainda existem muitas controvérsias
na literatura com relacdo a efetividade antibacteriana, bem como em relagdo as
alteracdes que a adigcao de CLX pode estabelecer na estrutura do material, outros
estudos devem ser desenvolvidos para otimizar a adicdo de clorexidina a materiais
odontoldgicos e melhorar sua liberagédo, tomando o cuidado de utilizar modelos cada

vez mais proximos da realidade clinica.
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Conclusoes:

Considerando os resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que a
adicao de diacetato de CLX ao CIV de alta viscosidade ndo aumentou a atividade

antibacteriana do CIV, independente da concentragao utilizada.
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CONSIDERACOES FINAIS

A busca por materiais que apresentem caracteristicas que favoregam a
reducdo dos microrganismos cariogénicos e uma maior longevidade das
restauragdes tem resultado no desenvolvimento de produtos com propriedades

fisicas e antibacterianas superiores.

Os cimentos ionémero de vidro (CIVs) sdo um exemplo de material
restaurador amplamente utilizado apdés a remocédo da dentina infectada. Esses
cimentos apresentam reacdo de presa acido-base entre as particulas de fluor-
aluminio-silicato de vidro e o acido poliacrilico, resultando em uma estrutura
dimensionalmente estavel, com adequada adesdo a estrutura dentaria, reduzida
microinfiltracdo e capacidade de liberar varios ions, entre eles o fluor que apresenta
efeito remineralizador e potencial impacto no biofime que se forma sobre a

restauragdo (Auschill et al.?, 2002; Nakajo et al."®, 2009).

Entretanto, a liberacdo de fluor apresenta um pico inicial entre 1,6 e 1,8
Hg/mm?, seguido de uma baixa liberagdo por um longo periodo de tempo (Wiegand
et al.?’, 2007). Esta liberacdo, segundo Al-Naimi et al.' (2008) e Busscher et al.’
(2010) pode nao ser suficiente para promover uma reducdo significativa no
crescimento bacteriano e na formacao de biofilme. Desta forma, torna-se de grande
importancia associar aos ClVs, agentes que possam aumentar a sua capacidade de

inibicado do crescimento bacteriano.

A incorporagao da clorexidina (CLX) como agente antibacteriano parece ser
promissora, visto que trabalhos usando testes de difusdo em agar mostraram sua
eficacia em inibir o crescimento bacteriano (Hoszek, Erickson'®, 2008; Ribeiro,

Erickson?®,1991; Takahashi et al.??, 2006; Tirkun et al.?®, 2008). Este agente é
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geralmente adicionado aos ClIVs nas formas de digluconato e diacetato, e trés
principais efeitos podem ser observados quando esses sais sdo incorporados ao
material: (1) pequena proporcéo (entre 3 e 10%) da CLX incluida é liberada (Palmer
et al.”®, 2004), (2) a CLX tem uma grande liberagao inicial, seguida de uma drastica
reducao, provavelmente devido a exaustdo da CLX livre no interior do cimento
(Palmer et al.'®, 2004) e; (3) as propriedades fisicas do material sdo afetadas
(Jedrychowski et al.’®, 1983; Takahashi et al.??, 2006; Tirkun et al.®, 2008). No
primeiro trabalho deste estudo, foi verificado que o diacetato de CLX a 2% determina
uma redugao significativa na resisténcia adesiva do CIV Ketac Molar Easymix a

dentina, mostrando que a concentragao € um fator limitante neste processo.

Com relagdo a atividade antibacteriana contra bactérias cariogénicas,
Takahashi et al.?? (2006) observaram que a adicdo de CLX ao CIV aumentou a
atividade antibacteriana, mas o tamanho das zonas de inibicdo nao estava
relacionado com a concentragdo € nem com o grau de solubilidade do sal de CLX.
Além disso, verificaram que nao existia diferenca significativa na concentragéo de
CLX liberada, independente da concentragcdo incorporada ao cimento. Esses
resultados concordam com aqueles obtidos por Jedrychowski'® (1983), e conflitam
com outros trabalhos (Botelho?, 2003; Ribeiro, Ericson?®, 1991; Tirkun et al.Z,
2008), que mostraram uma relagéo dose-resposta entre a atividade antibacteriana, e

a concentragao e o sal de CLX usado.

No estudo in situ, ndo constatamos diferenga na atividade antibacteriana
contra microrganismos totais, estreptococos totais e estreptococos do grupo mutans
quando o diacetato de CLX foi adicionado ao Ketac Molar Easymix em diferentes

concentracdes. Uma explicagao para esse achado é o fato deste ser um CIV de alta
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viscosidade e dureza, que pode determinar a liberacdo de limitada quantidade de
CLX independente da concentragao que € adicionada ao material (Takahashi et al.??,
2006). Além disso, a saliva atua fazendo um wash-out (Wiegand et al.?’, 2007), o

que pode dificultar a manutencdo de concentragbes efetivas do agente

antibacteriano na cavidade bucal.

As moléculas de CLX também podem interferir com a reacao entre o acido
poliacrilico e o pd de vidro, alterando a lixiviagado de ions e causando um colapso na
estrutura do cimento, o que € mais evidente em maiores concentragdes de CLX
(Palmer et al.'®, 2004; Takahashi et al.??, 2006). Somado a isso, existe uma
interagdo entre a molécula catibnica da CLX com o silicato, o fosfato e o fluor,
resultando na precipitacdo de sais de baixa solubilidade (Barkvoll et al.®, 1988;
Ribeiro, Ericson®®, 1991). Desta forma, tanto a CLX como os ions flGior ficam menos
disponiveis e, portanto, a sua liberacdo € menor, causando a reducdo dos efeitos
inibidor de desmineralizacdo e antibacteriano. Isso pode ser uma possivel
explicagdo para o fato de termos observado um aumento na contagem de

lactobacilos no CIV contendo CLX 2% quando comparado com CIV original.

Embora no presente estudo a concentragdo de CLX nas concentragdes de
0,5% a 2%, ao CIV de alta viscosidade ndo tenha aumentado sua atividade
antibacteriana, ainda ha muitas controvérsias na literatura com relagdo a este
assunto. Portanto, mais pesquisas sdo necessarias para otimizar a incorporagao de
CLX ao CIV antes que estudos in vivo possam comprovar os reais beneficios dessa

mistura para a sua posterior indicagao para uso clinico.
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Apéndice 1- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Por esse instrumento particular declaro, para os devidos fins éticos e legais,

que eu,
(nome)

, (nacionalidade) , portador do RG

n° : residente a

, na cidade de

, Estado de__ , participarei voluntariamente da

pesquisa “Efeito da adicdo de Clorexidina nas propriedades de adesdo e
antibacterianas de um Cimento de lonémero de Vidro de alta viscosidade” e
declaro que tomei ciéncia e que fui esclarecido de maneira a nao restarem
quaisquer duvidas sobre a minha participagdo no estudo, de acordo com os
termos abaixo relacionados:

Fui esclarecido que a referida pesquisa tem por objetivo estudar a composigao
bioquimica e biolégica do biofiime formado sobre o Cimento de lonémero de
Vidro com diferentes concentragdes de clorexidina. Para isso, cada participante
da pesquisa passara por um exame clinico odontolégico de rotina, sera
submetido a analise do fluxo salivar ndo estimulado além de responder a um
questionario para que sejam avaliadas as condi¢cdes gerais de saude . Permito
que sejam realizados esses procedimentos para o desenvolvimento da pesquisa.
Sei que o participante nao sofrera por passar pelo exame clinico e que nao ha

nenhum risco para o mesmo.

Fui esclarecido que as amostras obtidas serdo analisadas em laboratério, e que
a realizagao da pesquisa ndo implica em riscos para o participante, pois serao

utilizados materiais descartaveis.

Estou ciente que a minha permanéncia na pesquisa depende da minha
colaboracédo no uso correto do dispositivo palatino e no seguimento de todas as

instrucdes dadas aos voluntarios.
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Estou ciente que possuo plena liberdade para desistir da referida pesquisa,
retirando o meu consentimento a qualquer momento, sem sofrer nenhuma

penalizagao.

Estou ciente que os dados e resultados obtidos na pesquisa serao utilizados
para fins didaticos e de divulgacdo em revistas cientificas brasileiras ou
estrangeiras, porém, sera mantido a todo instante o sigilo da identidade do

voluntario, assegurando a sua privacidade.

Estou ciente que a participagao na pesquisa sera voluntaria e ndo sera oferecido

nenhum tipo de remuneragao.

Desta forma, uma vez tendo lido e entendido tais esclarecimentos, dato e assino

esse termo de consentimento, por estar de pleno acordo com o teor do mesmo.

Araraquara, de de 20

Telefone do Pesquisador Responsavel (16) 3301-6336

Assinatura do Voluntario

Telefone do Comité de Etica em Pesquisa - FOAr (16) 3301-6432/6434

Professor Responsavel: Elisa Maria Aparecida Giro
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Apéndice 2- Instrugdes aos voluntarios

Instrugdes gerais

1. O dispositivo intrabucal deve ser utilizado durante todo o dia e a noite, inclusive
para dormir. Deve ser removido da boca apenas durante as refeicbes ou quando
voceé for ingerir alguma coisa.

2. Procure evitar que o dispositivo fique fora da boca por um periodo prolongado,
restringindo-se ao tempo necessario para a alimentagao (maximo de 1 hora).

3. Quando estiver fora da boca, em nenhum momento o dispositivo deve ser deixado
a seco. Guarde-o no porta-aparelho, com uma gaze umedecida em agua deionizada.
Isso € muito importante para nao ressecar os espécimes e manter a placa dental
(biofilme) formada sobre esses blocos em condi¢gdes adequadas.

4. Utilize apenas o dentifricio fornecido.
5. Realize a higiene bucal normalmente (veja abaixo - Escovacao).

6. Nao utilize produtos para bochecho ou outros agentes topicos de qualquer
natureza na cavidade bucal durante a fase experimental. Ndo utilizar fio dental com
flaor.

7. Nao utilize vitaminas ou suplementos sistémicos que contenham fluor durante a
fase experimental.

8. Nao utilize alimentos que possam ser fonte de fluor, como frutos do mar, peixes,
cha preto e cha verde.

9. Quando o dentifricio ou a gaze estiverem acabando, entre em contato com a
pesquisadora responsavel para que sejam repostos.

10. O acumulo de placa dental sob a tela plastica € desejavel; nado tente remové-la.

11. A sacarose deve ser gotejada (1 gota/corpo-de-prova) 8 vezes ao dia entre os
periodos da manha e da tarde.

ESCOVACAO:
» Utilize somente o dentifricio fornecido.

* Realize a escovacgéo dos dentes no minimo 3 vezes ao dia. Retornar o aparelho
na boca imediatamente apds a escovagao.
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+ Sempre que escovar os dentes, escove também o dispositivo intrabucal. Vocé
pode escovar todo o aparelho, exceto a area da telinha. Enxague o dispositivo com
agua deionizada. Tome cuidado para nao perturbar a placa.

+ Ao enxaguar o dispositivo, tome cuidado para que jatos de agua ndo atinjam
diretamente a tela plastica, causando a perda da placa dental acumulada.

INSTRUGOES PARA O TERMINO DE CADA FASE:

Vocé devera comparecer nos horarios determinado sem ter higienizado os dentes ou
aparelho no 7° dia apés o inicio do experimento.

Obrigada pela colobaragao !!! Ela sera indispensavel para a realizacdo deste
trabalho.

QUALQUER DUVIDA ENTRE EM CONTATO!!



ANEXO
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1- Parecer Consubstanciado do Cémite de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade

de Odontologia de Araraquara

Plataforma Brasil - Ministério da Saude

Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: Influéncia da adigao do diacetato de clorexidina na resisténcia de uniao de um CIV de alta
viscosidade a dentina sadia e afetada por carie.

Area Tematica:

Pesquisador: Elisa Maria Aparecida Giro Versao: 1
Instituicdo: Faculdade de Odontologia de Araraquara - CAAE:05526312.1.0000.5416
UNESP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Nuamero do Parecer: 68388
Data da Relatoria: 07/08/2012

Apresentacao do Projeto:

O projeto é intitulado "Influéncia da adigcao de diacetato de clorexidina na resisténcia de uniao de um CIV de
alta viscosidade a dentina sadia e afetada por carie". O trabalho utilizara 80 terceiros molares do banco de
dentes da FOAR-UNESP, os quais serao divididos em quatro grupos de 20 dentes cada um: CIV (controle); CIV
+ CLX 0,5%; CIV + CLX 1%; CIV +CLX 2%. Nestes grupos, dez dentes serdao mantidos higidos e dez terao
carie induzida. Sobre a dentina serdo confeccionados corpos de prova com 1 mm de diametro e 1 mm de
altura. Testes de microcisalhamento e padroes de fratura e microscopia eletronica de varredura.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a resisténcia de uniao a dentina de um cimento de ionémero de vidro de alta viscosidade, adicionado de
diacetato de clorexidina em diferentes concentragdes e sob dentina higida e cariada.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os dentes serdo obtidos em banco de dentes e esterilizados em 6xido de etileno e os pesquisadores se
comprometeram em utilizar todos os equipamentos de protecgao individual durante o experimento laboratorial.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa trabalha com caracteristicas fisicas do material. Sendo assim, a possivel toxicidade da clorexidina
parece nao ser problema pois ndo estao descritos experimentos clinicos. Entretanto, & conveniente salientar
que as concentragoes utilizadas no experimento sdo altas e potencialmente toxicas aos pesquisadores,
notadamente para os olhos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Todos os termos foram apresentados.

Recomendagées:

Recomendo que os pesquisadores verifiquem a possibilidade de toxicidade da Clorexidina nas concentrages
do estudo e que, caso seja constatada, que modifiquem os "riscos" e que, se for o caso, acrescentem cuidados
com esta exposigdo (ex.: manipulagao em fluxo laminar).

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgées:

O projeto esta bem escrito, com objetivos claros e metodologias pertinentes.



Situacgao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcdao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Aprovado em sessao de 7 de agosto de 2012

ARARAQUARA, 07 de Agosto de 2012

Assinado por:
Mauricio Meirelles Nagle

86



87

2- Parecer Consubstanciado do Cémite de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade
de Odontologia de Araraquara.

FACULDADE DE Q Plotaforma
ODONTOLOGIA DE %forl

PROJETO DE PESQUISA

Titulo:  Andlise do biofilme formado in situ sobre um cimento de ionémero de vidro de alta viscosidade
com diferentes concentragdes de diacetato de clorexidina

Area Tematica:

Area 9. A critério do CEP.

Versao: 2

CAAE: 06152612.9.0000.5416
Pesquisador: Elisa Maria Aparecida Giro

Instituigdo: Faculdade de Odontologia de Araraquara -

UNESP
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Numero do Parecer: 113.850
Data da Relatoria: 02/10/2012

Apresentacao do Projeto:

A presente pesquisa sera desenvolvida em 4 fases de 7 dias cada com intervalo de 30 dias entre uma e outra e
tera a participagdo de 10 (dez) voluntarios que utilizardo um dispositivo palatino. O material testado sera um
Cimento de londmero de Vidro de alta viscosidade (Ketac Molar Easymix - 3M-ESPE Dental Products) que tera
o Diacetato de Clorexidina (Sigma Aldrich) adicionado ou n&o ao pé. Apés o periodo experimental in situ, o
biofilme de cada dispositivo palatino sera analisado quanto & sua acidogenicidade, quanto a quantidade de
microrganismos totais, estreptococos totais, estreptococos do grupo mutans e Lactobacillus spp., e, também
sera realizada a andlise dos polissacarideos intra e extracelulares.

Objetivo da Pesquisa:

Analisar a composigéo bioquimica e biologica do biofilme formado in situ sobre um CIV de alta viscosidade com
diferentes concentragdes de diacetato de clorexidina.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Em relagdo aos materiais usados na pesquisa, ndao havera riscos aos participantes, pois tanto o
Cimento de lonémero de Vidro como a Clorexidina nas concentragdes estudadas sdo materiais aprovados para
uso e disponiveis no comércio.O uso dos dispositivos palatinos pode causar algum desconforto decorrente da
nao adaptagao adequada de grampos de retengao, contudo caso isso venha a ocorrer, o voluntario sera
totalmente assistido pelo pesquisador responsavel e demais pesquisadores.

Beneficios: Apos concluidas as quatro etapas do experimento todos os 10 voluntarios receberao Profilaxia
dental e instrugdes de higiene bucal, realizada por um dos colaboradores da pesquisa.

Enderego: HUMAITA 1680

Bairro: CENTRO CEP: 14.801-903

UF: SP Municipio: ARARAQUARA

Telefone: 1633-0164 Fax: 1633-0164 E-mail: cep@foar.unesp.br; mnagle@foar.unesp.br
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FACULDADE DE g Plataforma
ODONTOLOGIA DE %9'01"

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Este estudo consistira de um experimento cego do tipo cruzado in situ conduzido em 4 fases distintas com
duragao de 7 dias cada e com intervalo de 30 dias entre uma e outra fase e espera-se que com a adigdo de
diferentes concentragoes de diacetato de clorexidina a um cimento de ionémero de vidro se consiga reduzir a
quantidade e a complexidade do biofilme formado sobre a sua superficie.

Considerag6es sobre os Termos de apresentagao obrigatoéria:

Os Termos foram apresentados adequadamente.

Recomendagoes:

Projeto analisado em sess&o de 04/09/2012. O CEP deliberou solicitar ao pesquisador responsavel que
acrescente literatura que comprove a seguranga e a efetividade da mistura Clorexidina + FlGor no polimero
proposto em testes ¢in vitro;, e/ou em animais, uma vez que se sabe da inefetividade por incompatibilidade
fisico-quimica destes dois elementos. O CEP entende que justifica-se estudos em humanos desta natureza
apos estudos 4 in vitrog, pré-clinicos.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Encaminhe-se para analise em Reunido.

Situagao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Pendéncia da Reunido de 04/09/2012.
Analisado em sessao de 02 de outubro de 2012. Considerada atendida a solicitagao.
Aprovado.

ARARAQUARA, 03 de Outubro de 2012

Assinado por:
Mauricio Meirelles Nagle

(Coordenador)

Enderego: HUMAITA 1680

Bairro: CENTRO CEP: 14.801-903

UF: SP Municipio: ARARAQUARA

Telefone: 1633-0164 Fax: 1633-0164 E-mail: cep@foar.unesp.br; mnagle@foar.unesp.br
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