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Souza MIAV. Atividade antibacteriana e capacidade remineralizadora de dentina afetada
ou de lesdo de mancha branca em esmalte, apds aplicagdo de géis experimentais de
nanoparticulas e vidro bioativo [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP, 2020.

RESUMO

O tratamento da dentina afetada e das lesdes de mancha branca com agentes
antibacterianos e remineralizadores tem sido uma alternativa eficaz na longevidade das
restauragdes, porém nao ha estudos em que um gel de uso odontoldgico seja composto
por nanoparticulas de didxido de titanio (NPTiO3), hidroxiapatita (NPHA), 6xido de zinco
(NPZnO), vidro bioativo F 18 (VBF18) e fluoreto de sodio (NaF). O objetivo deste estudo
foi avaliar a capacidade antibacteriana e remineralizadora de géis experimentais que
compuseram os grupos GO- Glicerina (controle negativo), G1- NPHA 3%, G2- NPTiO;
3%, G3- NPZnO 3%, G4- VB F18 3%, G5- NaF 5%, G6- NPTiO; + NaF 5%, G7- NPZnO
3% + NaF 5%, G8- CLX 0.2%, G9- NPHA 3% + NaF 5% e G10- VB F18 3% + NaF 5%,
utilizados no tratamento prévio da dentina afetada antes do selamento da cavidade com
cimento de ionomero de vidro (CIV) e na remineralizagdo de lesdes de mancha branca.
Blocos de dentina e esmalte bovinos passaram por desafio cariogénio monoespécie (.S.
mutans) induzindo mancha branca em esmalte e carie em dentina. Os espécimes (esmalte
e dentina apds remoc¢do da dentina infectada) foram tratados com os ge€is experimentais
e, os de dentina, restaurados com o CIV. Foi avaliada a atividade antibacteriana por meio
do teste de halo de inibi¢ao e atividade antibiofilme, por meio contagem de unidades
formadoras de colonias (UFC/ml), sendo o ultimo também analisado em microscopia
eletronica de varredura (MEV). Todos espécimes foram submetidos aos testes de
rugosidade superficial e de microdureza, sendo que o ultimo, quando realizado em
dentina, abrangeu regido adjacente a restauragdo ¢ ao redor da mesma. A analise da
morfologia da interface dentina-restauracdo e da superficie do esmalte ap6s o uso do gel
foi realizada MEV. A analise estatistica para atividade antibacteriana e antibiofilme ndo
apresentaram distribui¢do normal e homogeneidade de variancia, quando foi realizado o
teste nao paramétrico de Kruskall Wallis, seguido do pés teste de Dunn para atividade
antibacteriana e para a atividade antibiofilme foi avaliada pelo teste Anova two-way e pos
teste de Bonferroni. Para as varidveis microdureza (esmalte e dentina da drea adjacente e
ao redor da restauragdo), e rugosidade (esmalte e dentina) foi aplicado o teste de ANOVA
one-way com corre¢ao de Welch. O teste de Games Howell foi aplicado para identificagao
das diferencas entre os grupos, adotando nivel de significancia de 5%. Na avalia¢do
antibacteriana (halo de inibi¢do) os grupos G2, G3, G4, G5, G6, G8 e G10 apresentam os
melhores resultados. Maior capacidade antibiofilme apos 24 horas foi demonstrada pelo
G2 e G4. Os grupos 3, 6 e 8 apresentaram bons resultados quanto a microdureza da
dentina, ¢ os Gl e G9 obtiveram melhores de microdureza, semelhantes ao grupo
controle. Menor rugosidade na dentina foi apresentada por G5 e, por G1 em esmalte.
Dessa forma, pode-se concluir que os géis experimentais demonstraram ser eficientes
contra lesdo inicial de cérie em esmalte e na dentina, sendo alternativas promissoras para
o uso odontolégico.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Remineraliza¢cdo dentéria. Anti-infecciosos.



Souza MIAV. Antibacterial activity and remineralizing capacity of affected dentin or
White enamel lesion after application of experimental nanoparticle gels or bioactive glass
[tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP, 2020.

ABSTRACT

The treatment of affected dentin and white spot lesions with antibacterial and
remineralizing agents has been an effective alternative in the longevity of restorations,
but there are no studies in which a gel for dental use is composed of titanium dioxide
(NPTiO2) nanoparticles, hydroxyapatite (NPHA), zinc oxide (NPZnO), bioactive glass F
18 (VBF18) and sodium fluoride (NaF). The objective of this study was to evaluate the
antibacterial and remineralizing capacity of experimental gels that comprised the groups
GO- Glycerin (negative control), G1- NPHA 3%, G2- NPTiO2 3%, G3- NPZnO 3%, G4-
VB F18 3% , G5- 5% NaF, G6- NPTiO2 + 5% NaF, G7- NPZnO 3% + 5% NaF, G§- CLX
0.2%, G9- NPHA 3% + 5% NaF and G10- VB F18 3% + NaF 5 %, used in the previous
treatment of the affected dentin before the cavity was sealed with glass ionomer cement
(GIC) and in the remineralization of white spot lesions. Bovine dentin and enamel blocks
underwent a monospecies cariogenic challenge (S mutans) inducing white enamel stain
and dentin caries. The specimens (enamel and dentin after removal of the infected dentin)
were treated with the experimental gels and, the dentin, restored with the GIC.
Antibacterial activity was evaluated by means of the inhibition halo test and antibiofilm
activity, by counting colony-forming units (CFU / ml), the latter also being analyzed by
scanning electron microscopy (SEM). All specimens were subjected to surface roughness
and microhardness tests, the last of which, when carried out on dentin, covered the region
adjacent to and around the restoration. The analysis of the morphology of the dentin-
restoration interface and the enamel surface after using the gel was performed by SEM.
The statistical analysis for antibacterial and antibiofilm activity did not show normal
distribution and homogeneity of variance, when Kruskall Wallis' nonparametric test was
performed, followed by Dunn's post-test for antibacterial activity and for antibiofilm
activity was assessed by the two-way Anova test. and Bonferroni post-test. For the
variables microhardness (enamel and dentin of the adjacent area and around the
restoration), and roughness (enamel and dentin), the one-way ANOVA test with Welch
correction was applied. The Games Howell test was applied to identify the differences
between the groups, adopting a significance level of 5%. In the antibacterial evaluation
(inhibition halo) the groups G2, G3, G4, G5, G6, G8 and G10 present the best results.
Greater antibiofilm capacity after 24 hours was demonstrated by G2 and G4. Groups 3, 6
and 8 showed good results regarding dentine microhardness, and G1 and G9 obtained
better microhardness, similar to the control group. Less dentin roughness was shown by
G5 and by G1 in enamel. Thus, it can be concluded that the experimental gels proved to
be effective against initial caries lesion in enamel and dentin, being promising alternatives
for dental use.

Keywords: Nanoparticles. Tooth remineralization. Anti-infectives.
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1 INTRODUCAO

A carie dentaria ¢ uma doenca biofilme acgucar dependente de natureza
multifatorial, de evolug@o lenta na maioria das vezes, ¢ que, na auséncia de tratamento,
progride até destruir totalmente a estrutura dentaria. Em virtude de sua alta incidéncia na
populagdo, ainda ¢ considerada um problema de saude publica’.

As manchas brancas representam o estagio inicial da lesdo de carie, caracterizado
por apresentar esmalte opaco e poroso, ocasionado pela desmineralizagdo. Ha inimeros
fatores que interferem no processo de desmineralizagdo e remineralizacdo (DES-RE),
resultando, muitas vezes em maior desmineralizacdo do esmalte dentario, ¢
consequentemente no desenvolvimento da lesdo de carie?.

Em estagios avancados, a desmineralizacao atinge também a dentina que, se nao
tratada, pode provocar comprometimento pulpar>*. Ao ser atingida pelos produtos
bacterianos, a dentina mais superficial, também chamada de infectada, perde seus
minerais, ¢ colonizada por muitas bactérias cariogénicas, passa a ter coloragdo marrom,
consisténcia amolecida ndo resistente ao corte e torna-se nao passivel de
remineralizacdo®. Na por¢do mais profunda da lesdo cariosa, encontra-se a dentina
afetada, que apresenta coloragdo marrom mais claro, resisténcia ao corte, menor
quantidade de bactérias cariogénicas, maior quantidade de estrutura mineral, maior
organizacio das fibras coldgenas e ¢é passivel de remineraliza¢o®.

Atualmente, uma alternativa conservadora para o tratamento das lesdes de carie
consiste na remog¢ao somente da dentina infectada, e posterior selamento da cavidade com
material restaurador, normalmente o cimento de iondmero de vidro (CIV)’.

Os CIV apresentam propriedades importantes, como a biocompatibilidade®,
adesividade quimica as estruturas do dente, capacidade de liberagdo de fluor e coeficiente
de expansio térmica linear semelhante ao da dentina’.

Com esta técnica € possivel a remogao seletiva da lesdo de carie com instrumentos
manuais ¢ a realizagdo de restauragdes com menor risco de exposi¢des pulpares, menor
estresse e ansiedade do paciente, visto que raramente causa dor, ndo necessitando de
anestesia, além de ser um método econdmico’.

No entanto, ensaios clinicos com acompanhamento em longo prazo,

demonstraram que microrganismos cariogénicos, entre eles o S. mutans, podem persistir
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na dentina afetada sob restauracdes, representando papel fundamental no

10,11 "Egtas também se desenvolvem ao

desenvolvimento de lesdes de céries secundarias
redor de restauracdes, provocando falhas marginais'>, aumento de rugosidade'® e
diminui¢do da microdureza'# na interface dente e restauracio. Estas situagdes propiciam
um ambiente de maior acimulo de biofilme, que em conjunto com outros fatores, como
saliva, dieta e higieniza¢do, acarreta no desequilibrio do processo do processo DES-
RE!S16

Para prevenir a formagdo de lesdes de caries, os fluoretos topicos sdo utilizados
pelo profissional sob diferentes formas, como mousses, vernizes e enxaguatorios bucais,
além de géis, que representam uma alternativa de baixo custo e bastante eficicia!’!"’.
Apesar de ser uma excelente estratégia para a diminuicdo da lesdo de carie, deve ser
levado em conta que o excesso de fluor pode resultar em risco potencial de
desenvolvimento da fluorose dental, a qual ¢ um defeito de desenvolvimento do esmalte,
que decorre da ingestdo cronica e excessiva de fluoreto, o que resulta em um esmalte
hipomineralizado com niveis variados de porosidade, mais susceptivel ao
desenvolvimento de cérie dentéria’.

Diferentes alternativas de materiais que possuam capacidade remineralizadora e
antibacteriana para paralisacdo da lesdo de carie e que tragam poucos riscos ao paciente
tém sido pesquisadas. Atualmente, as nanoparticulas (NP) tém sido usadas amplamente
na Odontologia com a finalidade de remineralizagdo dos tecidos dentais e acdo
antibacterinana®!. Entre as NP pesquisadas, podem-se observar as de titAnio®?, 6xido de
zinco® e de hidroxiapatita®*. Tem-se pesquisado também como agente remineralizador os
vidros bioativos® (VB), sendo que ambos representam menores riscos ao paciente quando
comparados ao flior?S,

A NP de hidroxiapatita (NPHA) e de dioxido de titdnio (NPTiOz) sdo
biologicamente compativeis. A NPHA ¢ considerada um composto substituto do
componente mineral natural da dentina’’, desempenhando 6tima  fungdo
remineralizadora. As NPTiO2 e NPZnO possuem alto poder antimicrobiano, utilizadas
para controlar a formag¢do de biofilmes, pois seu tamanho nanométrico permite sua
penetracao através das membranas celulares, desorganizando os processos metabolicos
intracelulares®>%,

O VB apresenta atividade antimicrobiana, fungdo osteocondutora e

biocompatibilidade. J4 foi incorporado em dentifricios®® e dessensibilizantes®’. Com o

passar dos anos, muitas formulagdes de VB foram desenvolvidas, quando em 2015, surgiu
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o F18, com importante agdo anti-biofilme, por possuir propriedades bactericida e
remineralizadora®®.

Outro material muito utilizado na clinica odontologica ¢ a Clorexidina,
antimicrobiano utilizado para limpar campos operatorios, desinfetar canais radiculares,
inibir a formagdo da placa, lesdes de caries e gengivite, sendo considerada padrao ouro
na literatura’!.

Para a utilizacdo de diferentes materiais na clinica odontologica, meios
veiculadores devem ser pesquisados para que se possa oferecer ao paciente praticidade,
efetividade e seguranca, principalmente quando sdo atendidas criangas. Um 6timo veiculo
encontra-se no estado gel, uma vez que ¢ de facil manipulacdo, de baixo custo, possui
bom espalhamento, ndo-gorduroso e bastante eficaz’’. Assim, espera-se que a utiliza¢io
do mesmo associado as NP ou aos VB, conserve as propriedades inerentes desses
materiais.

Dessa forma, este estudo propde avaliar o uso de NP e VB na formulagdo de géis
para atividade antibacteriana e potencial remineralizador, respectivamente, na busca de
novas opg¢des para a paralisacdo do progresso da mancha branca e redugdo do risco

potencial de caries secundarias.
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2 OBJETIVO

Avaliar a atividade antibacteriana, antibiofilme, remineralizadora, rugosidade,
microdureza e a morfologia de superficie da dentina afetada e do esmalte com lesdo de
mancha branca sob microscopia eletronica de varredura (MEV) ap6s o tratamento das
superficies com os géis experimentais compostos de NP (NPHA, NPTiO2, NPZnO) ou

VB8, associadas ou nao com NaF 5%.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A nanotecnologia ¢ a area da ciéncia, de cardter multidisciplinar, que
estuda o fendmeno da manipulacdo e organizagdo de 4atomos e moléculas, em uma
escala conhecida como nano (10® = Inm); na qual a matéria deve permanecer na
dimensdo de 0,1-100nm>?. Porém, um nanomaterial ndo se caracteriza somente por sua
dimensdo, mas também pelos seus componentes, os quais exibem propriedades fisicas,
quimicas e/bioldgicas diferenciadas®*.

A manipulacdo de materiais em niveis atdbmico ¢ molecular parece ser um
conceito moderno. No entanto, caso sejam considerados os processos quimicos, fisicos e
bioldgicos que ocorrem no meio ambiente, ¢ possivel identificar a presenca da
nanociéncia desde a Historia da Antiguidade. Como os vitrais das igrejas da Europa, na
Idade Média, que possuiam o efeito multicolorido por conter nanoparticulas (NP) de ouro
e de outros oOxidos metalicos. Além de funcionarem como purificadores de ar
fotocataliticos de alta eficiéncia, as NP de ouro absorvem a luz e degradamem
determinadas matérias organicas presentes no ar>>.

A miniaturizagdo dos elementos afeta suas propriedades fundamentais
principalmente devido ao aumento da area superficial, a qual € inversamente proporcional
ao tamanho das particulas. Além disso, ha mudanga também da disposi¢ao dos atomos na
superficie, que pode conferir novas propriedades eletronicas, Opticas, térmicas e
magnéticas’>.

Na Odontologia, a nanotecnologia tem sido utilizada em varias especialidades.
Como exemplo, pode-se citar a area de Dentistica Restauradora, na qual as NP sdo
incorporadas em materiais restauradores como as resinas compostas’® e cimentos
ionoméricos’” para lhes conferir melhores propriedades fisicas, mecanicas e pticas. Na
implantodontia, sdo auxiliares nos materiais de enxertos 0sseos, para promoverem a
bioregeneracdo e formagio 6ssea*®. Na Odontologia Preventiva e Odontopediatria pode-

44,45

antibiofilme

22233943 e

se destacar a  capacidade antibacteriana
remineralizadora®*?"#647 Assim conferem propriedades importantes na paralisagio das
lesdes de carie em seu estagio inicial, considerada um problema de satde bucal, na
denticdo decidua®®.

As NP, além de apresentarem variagdo de tamanho, também apresentam

diferencas em seu formato, podendo apresentar-se esféricas, cubicas, triangulares,



18

filamentosas, estelares e muitas outras. Sua composi¢ao também varia e podem ser
formadas por diversos materiais como ouro, prata, zinco, carbono, cobre, diéxido de
titanio, tungsténio entre outros. As NP metalicas t€ém apresentado excelentes propriedades

antimicrobianas e bacteriostaticas, com destaque para as nanoparticulas de Ti0,?%4%%°

ZnQ?1233942495152 © Entre as NP com capacidade de remineralizagio, temos a

HA2427.46,47,53
Considerando a importancia das propriedades de remineralizacao e antibacteriana
na Odontologia, em nossa revisdo abordaremos acerca das NP metalicas (titdnio e 6xido

de zinco) e hidroxiapatita.

3.1 Biofilme
O biofilme ¢ definido como uma comunidade microbiana cooperativa, organizada

e aderida a uma superficie umida e aglomerada por matriz de polissacarideos. No
ambiente bucal, o biofilme ¢ formado por microrganismos que se encontram sobre uma
camada de proteina, a qual ¢ constituida de glicoproteinas salivares, fosfoproteinas,
lipideos e componentes do fluido gengival®*>*. Diferentes fases sio conhecidas para o
crescimento e desenvolvimento do biofilme. A primeira compreende a formacao da
pelicula adquirida até chegar na tiltima, a qual consiste na estrutura¢io da placa madura™.

Na formagdo da pelicula adquirida ocorre a adsor¢do de bactérias a superficie
dentaria, e logo apds, inicia-se a sintese de exopolissacarideos (EPS) insoluveis,
resultante de uma dieta rica em agticares, quando aumenta o nimero de microorganismos
acidogénicos’®>’. Assim, tem-se uma matriz capaz de armazenar nutrientes e agua, além
de proteger bactérias de respostas imune e de agentes antimicrobianos. Esse processo
garante a aderéncia de bactérias em uma matriz tridimensional denominada biofilme, que
se torna maduro pela multiplica¢do bacteriana e pelo acimulo de EPS. O S mutans ¢ uma
bactéria acidogénica com capacidade de utilizar ampla variedade de carboidratos para
produzir EPS, 4cidos e garantir sua resisténcia em biofilmes’-*%,

Os biofilmes sdo comunidades extremamente organizadas que permitem a
manuten¢do de microrganismos em seu interior com poucos nutrientes, oscilagdes de pH,
além de serem resistentes a alguns antibioticos e as forcas fisicas, como a a¢do salivar’.

Caso o biofilme permaneca sobre os dentes € o consumo de dietas ricas em
carboidratos persistir, a quantidade de matriz de EPS e a extensdo da acidificacio
aumentam, combinadas com atividades metabolicas dos microorganismos, resultam em

microambientes de pH altamente 4cidos®, quando as espécies sensiveis ao dcido perecem
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e a microbiota acidogénica torna-se mais potente®’. Assim, este biofilme, associado a
dieta, saliva e a susceptibilidade do hospedeiro resulta no desenvolvimento da carie
dentdria, ou seja, a destrui¢do da estrutura dentdria mineralizada>®.

O controle do biofilme, da agdo salivar entre outros fatores, permite que continuos
processos de desmineralizagdo possam ser seguidos por processos de remineralizagdo e
assim, restabelecer a integridade do esmalte dentario. Quando a fase de acidificacao
(desmineraliza¢ao) nao ¢ controlada pela fase de tamponamento (remineralizacao), tem-
se como resultado o desenvolvimento da lesdo de carie®.

A presenca de carboidratos também favorece a proliferagdo bacteriana no
biofilme, sendo os lactobacilos os primeiros microrganismos envolvidos com o
desenvolvimento da lesao de carie. Os S. mutans, espécie também envolvida neste
processo, produz quantidades consideraveis de acido latico na presenga de fontes de
agucares fermentaveis>®. Assim ocorre diminuigdo do pH em valores abaixo do pH critico
(5,3-5,5) para desmineralizac¢do da superficie do dente, alterando o equilibrio DES-RE e
consequentemente, a perda de minerais’.

No inicio da desmineralizagdo o dente apresenta lesdes de manchas
esbranquigadas e opacas, € em estagios subsequentes, estas se tornam cavitadas. A dentina
infectada e afetada pela lesdo de carie sdo substratos distintos que tém diferengas na
composi¢do quimica e na estrutura morfolégica. A dentina infectada por carie ¢ uma area
de vasta desmineralizacio com degeneracao das fibras colagenas e possui aspecto
amolecido com coloragdo marrom, ndo passivel de remineralizagdo. A dentina afetada ¢é
considerada uma variagdo da dentina reacional, formada em reacdo aos estimulos
brandos,com alteragdes da reticulagio das fibras coldgenas, presenca de dentina
peritubular, processos odontoblésticos integros, apresenta resisténcia ao corte e € passivel
de remineralizacao®%2.

Apesar dos avangos significativos na prevencdo da carie dentdria, as
caracteristicas do biofilme cariogénico torna o seu controle ainda desafiador, pois os
microrganismos estao presentes e protegidos em uma matriz rica em EPS, a qual reduz a
eficicia dos tratamentos contra a placa bacteriana®!.

A clorexidina, excelente antomicrobiano, tem sua ag¢do comprometida nas
camadas mais profundas do biofilme>>®. Além de possuir menos eficicia contra
biofilmes estabelecidos, ndo previne o desenvolvimento da lesdo de carie e ndo ¢
adequada para uso diario devido aos seus efeitos adversos, como a formagdo de calculo,

mudangca de paladar e na coloragio de dentes®*.
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Abordagens terapéuticas contra biofilmes cariogénicos devem romper a matriz de
EPS e simultaneamente, matar as bactérias contidas nos biofilmes. Porém, sdo limitadas,
principalmente aquelas relacionadas aos antimicrobianos convencionais de amplo
espectro, os quais sdo incapazes de degradar a matriz EPS ou afetar os aspectos fisico-
quimicos da lesdo de carie.

A utilizagdo do flor, pilar da prevencdo da lesdo de carie®®, favorece a
remineralizacdo e reduz a desmineralizacdo do esmalte dentario, porém com efeitos
limitados contra o biofilme, apesar da inibi¢io do metabolismo bacteriano®.

A utiliza¢do de nanomateriais, como as NP metalicas de TiO; e ZnO, ou aquelas
de HA, tém recebido maior atenc¢ao, em fungdo do controle que exercem sobre o biofilme
e prevencao que oferecem ao desenvolvimento da lesdo de carie, uma vez que possui
propriedades antibacterianas intrinsecas, como moléculas bioativas e agentes

remineralizantes®”%.

3.2 Remineralizacio das Estruturas Dentarias

Ha varias aplicagdes da nanotecnologia com objetivo de remineralizar os estagios
iniciais da lesdo de carie, sendo uma abordagem terap€utica ndo invasiva para o
tratamento da carie dentaria. Proporcionam a remineralizagdo por meio do fornecimento
de i6ns de célcio e fosforo as estruturas dentérias, a fim de melhorar a precipitagdo dos
mesmos sobre a superficie desmineralizada e proporcionar a remineralizagdo das
estruturas dentarias®’%-3846,

3.3 Nanoparticulas de Hidroxiapatita (NPHA)

A HA ¢ um componente inorganico que compode 95% da fase mineral de ossos e
dentes e pode ser encontrada também em calcificagdes patoldgicas (calculo dentario
humano, calculos de glandulas salivares e renais)®’.

A HA possui caracteristicas como biocompatibilidade, baixa toxicidade (local ou
sistémico), capacidade de ligacdo aos tecidos (bioatividade) e propriedade
osteocondutora, a qual induz a regeneragdo tecidual. Em escala nanométrica, a HA tem
suas propriedades potencializadas, como a solubilidade, biocompatibilidade,
biodegrabilidade, bioatividade e capacidade de formacio de tecidos duros®®.

Na Odontologia, a HA tem sido utilizada em reparos de defeitos 6sseos*®, em

dentifricios*’, hipersensilidade dentinaria, remineralizacio de lesdes de cérie em
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esmalte®® e dentina?’, quando podem estar associados na modificacio aos adesivos
resinosos ou outros materiais restauradores.

Souza et al.>®, em 2015, avaliaram o efeito de uma pasta experimental contendo
NPHA e fluoreto na desmineraliza¢cdo dentaria in situ. Treze pessoas participaram deste
estudo clinico randomizado, duplo-cego realizado em 4 fases (14 dias cada). Quatro
amostras sadias e 4 pré-desmineralizadas foram usadas intraoral em cada fase,
correspondendo aos seguintes tratamentos: Nanop Plus (10% HA, 0,2% NaF, nano-HA /
fluoreto), MI Paste Plus (fosfopeptideo de caseina - fosfato de calcio amorfo, 0,2 NaF), F
(0,2% NaF) e placebo. Foram realizados testes de microdureza em amostras de dentina
e esmalte. Todos os espécimes foram expostos a uma pasta de dentifricio fluoretada 2
vezes por dia durante 1 min, e depois por 4 min. A desmineralizac¢ao foi quantificada por
microradiografia transversal. O Nano Plus foi o unico tratamento capaz de reduzir
significativamente a desmineralizacdo da dentina e melhorar a remineralizacdo do
esmalte em comparacdo com o placebo. Nenhum tratamento foi capaz de reduzir a
desmineralizacao do esmalte, enquanto que para a remineralizagdo da dentina, todos os
tratamentos foram igualmente eficazes em comparacgdo ao placebo. Os autores atribuiram
este achado ao fato da dentina ser menos mineralizada que o esmalte, facilitando a difusao
de NP.

Sua eficiéncia em dentina foi observada também por Besinis et al.*®

investigaram
a capacidade de NP de silica coloidal e HA de se infiltrarem na estrutura do colageno da
dentina desmineralizada. A matriz de colageno das amostras de dentina foi
subsequentemente infiltrada com a silica coloidal e solugdes de HA. A eficacia e extensdo
da infiltragdo foi avaliada por microscopia eletronica de varredura (MEV), microscopia
eletronica de transmissao (MET) e espectroscopia de raios X por dispersdao de energia
(EDS). Foi observado que as NP de silica tém a capacidade de penetrar na dentina e
permanecem incorporadas dentro da matriz de coldgeno. Os autores sugeriram que o
tamanho das NP desempenha um papel importante na infiltracdo da dentina e o colageno
infiltrado com HA e NP de silica pode fornecer suporte para a remineralizacao da dentina,
quando as particulas infiltradas atuam como iniciadoras do crescimento mineral dentro
da matriz de colageno'®.

Uskokovié¢ etal.*’, em 2017, avaliaram pastas para enxerto 6sseo a base de NPHA
e silica de 5 a 15 nm carregadas por antibidtico. Observaram que o tempo de a¢do do
medicamento pode ser controlado com ajuste de seu conteudo em seu peso na pasta ou na

relacdo po-liquido. Notaram também que a liberagcdo de vancomicina foi lenta, cerca de
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8% apds 2 semanas. As pastas carregadas com vancomicina foram eficazes na redugdo da
concentracdo de todas as espécies bacterianas analisadas. Os efeitos bacteriostaticos
eficazes das pastas foram contra S. liguefaciens e E. coli. Bacilos de S. liquefaciens
sofreram ruptura e filamentacdo durante o tratamento, sugerindo que os efeitos
antimicrobianos foram atribuidos a ruptura da parede celular pela NPHA. Assim a mesma
capacidade de penetrar no interior dos microorganismo, permite que as NPHA adentrem
nos tibulos dentinérios e favorecam a remineralizacdo da dentina'®. A NPHA adsorve a
superficie externa da célula bacteriana, interfere na sua adesdo e impede a formacao de
biofilme, com subsequente melhora no processo de remineralizagao.

Por meio de um modelo ativo de biofilme sobre esmalte desmineralizado in vitro,

Zhang et al.*

,em 2015, ndo encontraram diferengas na contagem de UFC e producao de
acido lactico, quando compararam o uso de NaF ou NPHA. Na presenga de NPHA, o
conteudo médio de calcio no biofilme foi 8 vezes maior que o grupo experimental (60,7
+ 15,3 mmol/g de peso imido) e resultou em maior remineralizagdo quando comparado
a aplicagdo de NaF. Os autores observaram também que tal efeito aumentou na presenca
de biofilme. Dessa forma, concluiram que a presenca de biofilme pode alterar a eficacia
de agentes antibacterianos e remineralizadores e que, os biofilmes devem estar presentes
nos modelos experimentais in vitro.

Huang et al.®’, 2011, avaliaram o efeito de diferentes concentragdes de NPHA
sobre lesOes iniciais de carie em esmalte, sob condi¢des dindmicas de ciclagem de pH.
Os grupos incluiram NaF (controle positivo), dgua deionizada (controle negativo) e
NPHA (1%, 5%, 10% e 15% em peso). Os autores observaram que as NPHA foram
regularmente depositadas na estrutura celular da superficie do esmalte desmineralizada,
sugerindo a formacao de novas camadas superficiais. Com isso, concluiram que a
concentracdo de 10% NPHA tem potencial para remineralizar as lesdes iniciais do
esmalte, por meio da avaliacdo de sua microdureza superficial que demonstrou ser

completa em 3 dias.

3.4 Nanoparticulas de Dioxido de Titanio (NPTiO2)

O titanio (Ti) ¢ um metal solido, representa o nono elemento mais abundante do
planeta e ¢ utilizado pela industria na forma de 6xido, cloreto e metal. O TiO2 € um po
branco, biologicamente inerte e ndo toxico quando em microescala, muito utilizado pelas
industrias farmacéutica, quimica, alimenticia, na medicina e Odontologia*’ inerte e nio

toxico em microescala®.
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Seu interesse na Odontologia ocorre por possuir um custo relativamente baixo, ser
atoxico (para seres humanos e meio ambiente) e apresentar elevada atividade
fotocatalitica’®.

A presenga da atividade antimicrobiana e/ou bacteriostatica ocorre em fung@o dos
elétrons (e-) e hidroxilas (h +) gerados pelo Ti, resultando em diferentes espécies reativas
de oxigénio (ERO) como o O2, OH e H>O,, as quais podem reagir com compostos
organicos como as bactérias, quando atingem suas membranas celulares, levando a morte
do microorganismo’".

As ERO podem atuar sinergicamente atacando os fosfolipidios poli-insaturados
de bactérias, ocasionando vazamento de minerais, proteinas e materiais genéticos,
culminando em morte celular’?.

Com intuito de acrescentar atividade antimicrobiana nos materiais restauradores,
a adi¢ao das NPTiO; tem sido muito estudada. Alguns autores citam que uma das grandes
vantagens ¢ o fato destas ndo interferirem na estabilidade da cor dos materiais
restauradores, porém podem alterar suas propriedades mecanicas. Andreotti AM el al.”,
2014, avaliaram o efeito da adicdo de NPZnO, NPTiO. e sulfato de bario em
concentragdes de peso de 1%, 2% e 2,5% a resina acrilica sobre sua estabilidade de cor,
microdureza e resisténcia flexural. A NPTiO; apresentou melhor estabilidade de cor em
todas as concentragdes, entretanto, demonstrou menores valores de resisténcia flexural,
independente da concentragdo em comparacao com as demais NP estudadas.

Em contrapartida, Yu etal.”>"*

,em 2009, observaram que a adi¢cdo de NPTiO> em
resinas compostas experimentais aumentou significativamente sua opalescéncia, ndo
alterou os espectros de fluorescéncia, diminuiu significativamente sua translucidez e
ocasionou mudanga de cor.

Na tentativa de controlar possiveis alteragdes das propriedades opticas dos

materiais restauradores, Welch et al.”

,em 2010, avaliaram in vitro a bioatividade, forga
de ligacdo mecanica e propriedades bactericidas fotocataliticas, induzidas pela irradiacao
ultravioleta-A (UV-A) em adesivos dentarios contendo 20% em peso de NPTiO,. Os
autores observaram que estes materiais se mostraram bioativos com formagao espontanea
de hidroxiapatita. A atividade antibacteriana (S.epidermidis) foi dependente da aplicagao
de irradiagdo fotocatalitica UV. A combinagdo da bioatividade e do efeito bactericida foi
considerada importante pois permite a redug¢do da incidéncia de cérie dentaria e melhora

a interface dente/adesivo por meio da remineralizagao dentaria adjacente, bem como a

prevencdo de invasdes bacterianas.
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Ahrari et al.”®, em 2016, avaliaram a capacidade antibacteriana de diferentes NP
metalicas em enxaguatorios bucais (NPZnO, NPCuO, NPTiO, e NPAg) em comparacao
com 2,0% de fluoreto de sodio e 0,2% de enxaguatdrios bucais com clorexidina, como
solugdes controle, contra S. mutans e S. sangius. O enxaguatério bucal com fluoreto de
sodio ndo apresentou efeito antibacteriano. A solu¢do contendo NPTiO, apresentou a
menor concentracdo inibitéria minima (CIM) contra ambos 0s microorganismos € a
menor concentragdo bactericida minima (CBM) contra S. mutans. As solugdes contendo
NPTiO2 e NPZnO apresentaram a menor CBM contra S. sangius. A clorexidina
apresentou a maior CIM e CBM contra ambas as bactérias. O enxaguatdrio bucal
contendo NPTiO, mostrou-se um agente antimicrobiano eficaz e, portanto, pode ser
considerado como uma alternativa aos enxaguatorios bucais de clorexidina ou fluoreto de

sodio na cavidade oral.

1.°, em 2017, avaliaram o efeito bactericida fotocatalitico da NPTiO;

Westas et a
sobre biofilmes de S. oralis e observaram capacidade antibacteriana, mesmo sem a
utilizacao da luz UV, nas primeiras 24 horas; com a utilizagao da luz a reducao bacteriana
foi observada em 6 horas. No entanto, apos 24 horas sem utilizagdo da luz foi observado
a reducdo na eficacia da morte das bactérias em 40%.

Lavaee etal.”’

, em 2016, compararam os efeitos antimicrobianos da clorexidina,
penicilina, eritromicina, clindamicina, tetraciclina e vancomicina associadas as NPAg,
NPTiO2 . NPFe3Os contra S. mutans e S. sanguinis. O uso de NP isoladamente mostrou
maior concentragdo inibitéria minima (CIM) quando comparado ao seu uso em sinergia
com outras NP. A solucdo sinérgica mais eficaz foi aquela que continha TiO2, NPAg e
NPFes04 esta solugdo apresentou a menor concentracao inibitdria de biofilme (CIB) e
unidades formadoras de colonia do que os outros antibiodticos e a clorexidina. Sendo dessa

forma uma alternativa no tratamento da carie dentaria e infec¢des bucais.

3.5 Nanoparticulas de Oxido de Zinco (NPZnO)

O ZnO, ¢ considerado um material seguro e atoéxico aos seres humanos. A
ascensdo e fabricagdo de NPZnO abrem um leque de possibilidades para que as mesmas
possam ser incorporadas em diferentes matrizes conferindo propriedades diversas, como
capacidade de absorver tanto raios UV-A quanto raios UV-B, propriedade
antimicrobiana®?> e melhora de algumas propriedades mecanicas de materiais

restauradores”>*?.
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A NPZnO tem demonstrado efeito antibacteriano contra varios tipos de bactérias,

incluindo S. mutans>->+%

, sendo a capacidade de modificacdo na membrana celular, seu
provavel mecanismo de agdo’s.

Apesar de apresentar aumento da atividade antibacteriana com exposi¢do a luz, a
auséncia da mesma também permite que as NPZnO produzam espécies de superdxido, o
que indica a produgdo de espécies reativas com ou sem iluminagio”’.

Outro potencial mecanismo de a¢ao antimicrobiano das NPZnO, seria a lixiviagao
do Zn?" para 0 meio de crescimento. Os ions de zinco podem inibir a formagao de biofilme
impedindo o transporte e metabolismo dos agucares, bem como desorganizar os sistemas
enzimaticos, deslocando ions de magnésio essenciais para a atividade enzimatica do
biofilme dental®.

Na tentativa de conferir capacidade antimicrobiana para os materiais restauradores
odontologicos, muitos pesquisadores tém analisado a eficacia dessa adigdo.

Aydin Sevinc e Hanley *°, em 2010, obtiveram redug¢io na contagem bacteriana e
no crescimento de biofilme monoespécie em 80% (S. sobrinus) quando 10% de NPZnO
foi adicionado a uma resina composta. Os autores sugeriram que mesmo que 20% da
populacdo bacteriana tenha sobrevivido, a resina composta com adicdo de NPZnO
manteve a atividade inibitéria por pelo menos, até a terceira geragao de crescimento de
biofilme. No MEV foi observado que houve formagao continua de biofilme, entretanto
estes apresentaram baixa dispersdo. Contudo, apds trés dias ndao houve reducdo
significativa do biofilme.

Em outro estudo, Branddo et al.??

, em 2008, avaliaram a agdo antibacteriana de
diferentes concentragcdes de NPZnO contra biofilme de .S. mutans sobre resinas
compostas. A atividade antibiofilme contra S. mutans foi avaliada pela atividade
metabolica e producao de 4cido latico. Foi observado que a incorporagdo de 2 e 5% em
peso de NPZnO conferiram atividade antibacteriana as resinas compostas, sem
comprometer suas propriedades fisico-quimicas, como a resisténcia flexural, médulo de
elasticidade, dureza, solubilidade em 4gua e translucidez.

Wang et al.®, em 2017, estudaram a CIM, CBM e curva de inibi¢do de
crescimento de S. mutans a partir da utilizacdo de nanocompositos compostos por NPAg
e/ou NPZnO. Os resultados demonstraram que o nanocompdsito contendo NPAg e
NPZnO apresentou maior atividade contra S. mutans quando comparado aquele com

NPZnO somente. A interrup¢do da fung¢ao e oxidacdo da membrana celular

desempenharam importante papel na agdo antibacteriana do nanocompdsito.
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Para investigar a desinfec¢dio de canais radiculares, Kishen et al.®!, em 2008,
examinaram as propriedades fisicas de NPZnO, NP de quitosana, associagdo de NPZnO
e quitosana e associagdo de NPZnO com revestimento multicamada de quitosana. Este
estudo mostrou que a incorporacao de nanoparticulados melhorou a propriedade
antibacteriana direta e a capacidade de lixiviar os componentes antibacterianos. Houve
uma reducdo significativa na adesdo de E. faecalis a dentina tratada com NP.

Com o intuito de aumentar a capacidade antibacteriana do TiO, , Liu et al.*?
desenvolveram diferentes associagdes das NPTiO, com NPZnO a partir de diferentes
concentragdes de NPZnO. As amostras nanotubulares de TiO2 impregnadas com NPZnO
inibiram o crescimento de S. mutans e P. gingivalis em comparagao com amostras de TiO>
ndo modificadas. Especificamente, o crescimento de S. mutans e P. gingivalis foram
ambos reduzidos de 45 a 85% nas amostras de TiO; impregnadas com NPZnO em
comparagdo com os controles de TiO apds 7 dias de cultura. Ao examinar 0 mecanismo
de acdo, foi descoberto pela primeira vez, que as amostras de TiO, impregnadas com
NPZnO inibiram a expressao de adesdo bacteriana do S. mutans proporcionaram melhora
nas propriedades antibacterianas.

Além de sua capacidade antimicrobiana, as NPZnO teém demonstrado serem
capazes de reduzir a expressdao de algumas metaloproteinases (MMP). Recentemente foi
relatado que o zinco reduz efetivamente a degradacio de colageno mediada por MMP®.0
zinco tem papel importante na estruturacdo das proteinas, levando a protecao dos locais
de clivagem das MMPs® . Autores relataram que o zinco pode nio apenas agir como
inibidor de MMP, mas também influenciar nas vias de sinalizagao e estimular um efeito
metabdlico na mineralizagio do tecido duro®. As inibi¢des das MMPs nas interfaces da
ligacdo resina-dentina protegeriam as fibrilas de colageno da degradacao

Assim, a incorporacao de NPZnO tem sido proposta em adesivos dentinarios, para
lhes conferirem melhoria nanomecanica por meio da inibicdo de MMPs** e pela formagio
de cristais minerais dentro da interface resina-dentina. Além disso, substratos de dentina
afetados por carie podem ser alterados quando os adesivos dopados de NPZnO forem
usados, resultando em remineralizagdo funcional e bioquimica.

Essa capacidade das NPZnO em inibirem as MMPs se deve pelo fato do zinco ser
um elemento essencial encontrado em muitas enzimas. A produ¢do de ERO, até um certo
nivel, melhora a migragdo, adesdo e proliferacdo de fibroblastos, além de apresentar

capacidade anti-inflamatoria e antioxidante®*.



27

A nanotecnologia conseguiu produzir um forte impacto na Odontologia. Ha4 uma
variedade de nanoestruturas incorporadas nos materiais dentarios com aplicagoes
inovadoras, na qual lhes conferem grandes vantagens, como auxilio na prevengdo de
lesdes de caries, reparo biomimético, adesdo dentaria de restauragdes e atividade
antibacteriana. No entanto, sdo necessarias mais investigagdes, a fim de avaliar os efeitos
sinérgicos das NP para entender os possiveis riscos, se houver, para a satde humana e se

suas caracteristicas podem ser melhoradas.
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4 MATERIAL E METODO

Para a realizagdo do estudo foram utilizados géis experimentais desenvolvidos
em associacdo com trés tipos de NP (NPHA, NPTiO, NPZnO), com o VB F18, NaF 5%,

um CIV convencional e Clorexidina (Quadrol).

Quadro 1- Material, composicéo e fabricante. Araraquara, 2020

Material Composicio Fabricante
NPTiO: TiO, Sigma- Aldrich, EUA
NPHA Cas(PO4)3(OH) Sigma- Aldrich, EUA
NPZnO ZnO Sigma- Aldrich, EUA

VB F18 Si, Ca, Na, K, Mg ¢ Ph Vetra Ltda, Brasil
NaF NaF [22.600ppm] Sigma- Aldrich, EUA
P6: Al Ca, La e SiFe>

Ketac Molar |  jquido: CosH,, C4HsOs e H0 o 3M, EUA

CLX (C22H30CLN10) Sigma- Aldrich, EUA

Fonte: Elaboracéo propria.

Todos os grupos (géis experimentais) foram compostos por 10% de glicerina
vegetal, 2% de gel de carboximetilcelulose de sodio (CMC) e pelas NP, VB e NaF.

Durante estudo piloto para a preparagdo dos géis experimentais, utilizou-se o gel
CMC em duas concentracdes (2% e 3%). Apos a adicdo das NP, NaF ou VB observou
que o gel de 2% apresentou melhor homogeneizagao do sistema. Os grupos experimentais
estao descritos no quadro 2.

Quadro 2-Grupos experimentais. Araraquara, 2020

Géis (grupos) Experimentais Composicao

0 (Controle negativo) glicerina vegetal 10% + CMC 2%
1 NPHA 3%
2 NPTiO2 3%
3 NPZnO 3%
4 VB F18 3%
5 NaF 5%
6 NPTiO; 3% + NaF 5%
7 NPZnO 3% + NaF 5%

8 (Controle positivo) CLX Gel 0,12%
9 NPHA 3% + NaF 5%
10 VB F18 3%+ NaF 5%

Fonte: Elaboracéo prdpria.
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Os grupos experimentais foram numerados pelo pesquisador A e o0s testes
propostos foram realizados pelo pesquisador B, previamente calibrado e cego quanto a
identificacdo dos grupos.

Para avaliar a confiabilidade dos dados coletados intra-examinador, foi realizado
0 estudo de reprodutibilidade. O pesquisador B fez valida¢do dos corpos de prova, em
duplicata, relativos aos testes propostos. A concordancia inter-examinador foi realizada
por meio do Coeficiente de Correlacdo Intraclasse (0). Neste estudo o nivel de

concordancia foi de 0,90.

4.1 Desenvolvimento dos Géis

4.1.1 Preparo do gel CMC

Adicionou-se nipagim a agua purificada a 75°C, e a mistura foi homogeneizada
com auxilio de bastdo de vidro, em ambiente asséptico em camara de fluxo laminar
horizontal. O CMC foi adicionado aos poucos sob agitacdo em agitador (modelo VX-200,
Sao Paulo) a 400 rpm por 30 minutos até sua total dissolucdo. A solucdo final (gel) foi
esterilizada em autoclave a 121°C durante 15 min. No quadro 3 encontram-se os

componentes do gel CMC 2%.

Quadro 3 - Componentes gel CMC 2%. Araraquara, 2020

Componentes Quantidade | Funcio
Gel carbc’>x‘imetilcelulose de 0.4¢ base
sodio (CMC)
Nip agimo(’r{lg;[/iol )p arabeno 0,036g conservante
Agua purificada gsp 20g 19,57¢g veiculo
Glicerina Vegetal 0,036 g veiculo

Fonte: Elaboracéo propria.

4.1.2 Preparo dos G¢éis Experimentais

Por meio de balanca analitica (Gehaka Ltda- modelo BG 440), foram pesadas as
NP e 0 VB de modo a resultar geis experimentais com 3% de NP e/ou VB.

As NP diluidas na glicerina vegetal (NC Aromas, Brasil) foram adicionadas a

solugdo gel CMC (Adcer, Sao Paulo — SP), com auxilio de um bastio de vidro, em um
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tubo falcon. Logo apds, o pH das solugdes foi aferido com auxilio de um PHmetro
(modelo 8010, Qualxtron, Brasil), na busca de um pH neutro. O mesmo processo foi

realizado com o VB.

4.2 Atividade Antibacteriana — Método de Difusio em Agar/Técnica do Disco

Cepas de S. mutans ATCC25175 (Colegao de Culturas Tropical Fundacao André
Toselo) foram mantidas congeladas até o momento de sua utilizagao.

As cepas foram reativadas em agar BHI (Brain Heart Infusion, Brain Heart
Infusion, Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA) por 48 h em incubadora
(37°C e 5% CO2). Em seguida, com auxilio de uma alca bacteriologica, as colonias foram
inseridas em um tubo de vidro esterilizado e ajustadas em solucdo salina esterilizada
(0,85%) (NaCl, Sigma- Aldrich- EUA) para obter concentragio de 10®° UFC mL-1
(Unidades Formadoras de Colonia por mL), utilizando-se um espectrofotometro (Bel
photonics, modelo 1105) no comprimento de onda de 630 nm.

Em placas de petri foi vertido o meio de cultura Mueller Hinton (Kasvi, Brasil).
Apds sua solidificagdo, 100 pL do in6culo de S. mutans foi semeado com uma alga de
drigalski, realizando-se a semeadura em trés direcdes para garantir a total deposi¢do do
mesmo sobre o meio de cultura (Figura 1). Discos de papel filtro (6mm) secos e estéreis
foram dispostos em placas de petri e em cada um deles foi transferido 10uL de cada gel
experimental, com auxilio de uma pipeta.

O controle negativo foi a glicerina vegetal 10% + CMC 2% (Grupo 0) e o controle
positivo, a CLX gel a 0,12% (Grupo 8). As placas de petri foram incubadas em estufas a
3741 °C por 24h, e decorrido este periodo, mensurou-se o halo de inibi¢do de
crescimento microbiano (Figura 2) com auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo 500-
196, EUA).

Figura 1- In6culo de S. mutans sobre meio Mueller Hinton para
0 teste de difusdo em agar. Araraquara, 2020

Inéculo K )
(S mutans) \__/ & )
Meio Mueller Hinton (Kasvi, \ L 4

Brasil) .
100uL do inéculo de S mutans Semeado por toda placa de petri com
alga drigalski

Fonte: Elaboragdo propria.
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Figura 2- Medida do halo de inibigdo para avaliagdo da atividade
antibacteriana. Araraquara, 2020.

Medida do halo de inibigéo

Fonte: Elaboracéo prépria.

4.3 Atividade Antibiofilme
Para avaliagdo da atividade antibiofilme sob a¢do dos géis experimentais, foi
utilizada uma placa de poliestireno, com 24 pogos de fundo chato. Os pogos foram
preenchidos com 220uL de suspensao de S. mutans em solugdo salina e 1980uL de meio
cariogénico. O ultimo foi composto de 100 mL de 4gua destilada, 3,7 g de BHI, 1 g de
glicose (D-Glucose Anidra, Brasil), 2 g de sacarose (Cristalgiicar Unido, Brasil) e 0,5 g
de extrato de levedura (Becton Dickinson and Company, EUA). Essa solucdo foi
esterilizada em autoclave a 120°C por 20 minutos e posteriormente resfriada em
temperatura ambiente.
Na direcgdo vertical da placa foi feita a marcacao para os 11 grupos experimentais,
e na horizontal, marcacdo para os tempos de estudo, 12h e 24h. Todo o teste para

contagem de colonias foi realizado em triplicata. (Figura 3).

Figura 3- Esquema da placa de 24 pocos de acordo com os
grupos experimentais e tempo de incubagdo. Araraquara, 2020

5
|
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Fonte: Elaboragao propria.
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Para o crescimento do biofilme foram utilizadas laminulas de vidro redondas
(13mm de diametro), suspensas nos pogos com auxilio de um varal confeccionado com
fio ortodontico, para evitar a adesao dos microrganismos pela forca da gravidade (Figura

4).

Figura 4 - Laminulas de vidro suspensas em um dispositivo
de fio ortodontico. Araraquara, 2020.

N\ g Lol Lol g

Laminulas de vidro redonda (13mm)

Fonte: Elaboracéo propria.

Para cada tempo de incubacdo, foram realizados os mesmos procedimentos.

Com auxilio de uma pipeta automatica, o meio foi retirado completamente de
cada pogo, em seguida, foi injetado 2ml de PBS esterilizado para lavagem da superficie
das laminulas, sendo este procedimento repetido por 3 vezes.

Apos a lavagem, as laminulas foram cuidadosamente retiradas dos pocos com
uma pinga esterilizada e colocadas em um tubo de vidro contendo 10 mL de PBS. Estes
tubos foram agitados em um agitador “Vortex™ por 1 min, e imersos em agua dentro de
uma cuba ultrassonica, por 8 min (Digital Ultrasonic Cleaner, Kondortech), com forca
de limpeza de 160 W, para a desagregacao do biofilme.

O método utilizado para contagem de colonias foi o da diluicao seriada, no qual,
a partir da suspensao resultante, apos a desagregacao de biofilme, quatro dilui¢des foram
realizadas (107!, 102, 107, 10). Da solucdo inicial para o tubo com 9 ml de solugio
salina inoculou-se 1 ml, originando a dilui¢io 10"!. Depois de um tubo para o outro
inoculou-se 100 uL, pois em cada tubo havia 900 pL de solugdo salina, sendo originadas

assim as demais dilui¢des (Figura 5).
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Figura 5 - Esquema de diluicdo seriada. Araraquara, 2020

100 pl 100 pl 100 pt 100 i

Diluigao inicial f 101 : 107 f 10° ; 10+

Fonte: Elaboragéo propria.

Apo6s a obtencao das diluicdes, estas foram plaqueadas pelo método da gota em
placas de petri no meio BHI, onde foram depositadas 3 gotas de 5 pL (Figura 6). As
placas foram incubadas a 37°C por 24h, para que ocorresse a multiplica¢do bacteriana a
ponto de surgirem coldnias visiveis a olho nu. Para a contagem das unidades formadoras
de colonia (UFC), foi utilizado um contador de colonias digital (Phoenix, Modelo CP
600 Plus, EUA), sendo que cada colonia correspondeu a uma UFC. Segundo esta técnica

de contagem, deve-se escolher as placas que apresentam de 20 a 100 UFC para célculo

do namero de UFC/ml.

Figura 6- Esquema da técnica da gota para
avaliacdo antibacteriana. Araraquara, 2020

10 102
103 10+

Fonte: Elaboracéo prdpria.

4.4 Analise do Biofilme em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
A observagao em MEV (Jeol, modelo JSM 5900 LV) da aderéncia e formagao de
biofilme de S mutans sobre a superficie das laminulas foi realizada apds 24h de

incubacdo. Os procedimentos para incubagdo foram os mesmos realizados para o
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experimento de contagem de UFC, até o momento da lavagem com PBS.
Logo apds, as laminulas foram imersas em glutaraldeido a 2,5% durante 1 h para
a fixa¢do dos microrganismos, seguida por trés lavagens com PBS, desidratacao gradual
em séries de alcoois (70, 90% por 1h cada um e cinco lavagens por 15 minutos cada de
alcool absoluto). As laminulas foram secas em temperatura ambiente e colocadas em
dessecador a vacuo por 7 dias com silica gel.
Como as amostras analisadas nao apresentavam condutividade elétrica, foram
metalizadas e cobertas com liga de ouro-paladio e para fixa-las nos stubs foi utilizado

um adesivo condutor.

4.5 Indugao Artificial de Lesdo de Mancha Branca em Esmalte e de Carie em

Dentina (modelo mono espécie) - Preparo dos Dentes Bovinos

Apbs aprovagio do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob numero de
protocolo 06/2018 (anexo A) foram selecionados incisivos bovinos sem alteragdes de
forma, cor, sem trincas ou fraturas. Os dentes foram limpos ¢ mantidos congelados até o
inicio do experimento. A partir da superficie vestibular dos dentes foram obtidos
espécimes medindo 8,0 mm de comprimento por 6,0mm de largura e com a altura
referente a espessura da dentina. Para isso, foram utilizados discos diamantados
acoplados a um cortador metalografico (Isomet 2000, USA) sob refrigeragao.

A superficie vestibular (esmalte) dos espécimes foi polida com lixas de carbeto de
silicio n® 2511 (Hawe Occlubrush, Switzerland) e pasta para polimento (Extec, USA).
Logo apds, foram limpos em ultrassom (Unique, Ultrasonic Cleaner, Brazil) com agua
destilada, durante 10 minutos, para remog¢ao de residuos.

Receberam entdo, duas camadas de verniz (Colorama, Brasil), em toda extensao
de suas superficies, deixando exposta apenas uma area de Smm x 4mm em sua face
vestibular. (Figura 7). Foram entdo fixados em laminulas de vidro e estas, em fios
ortodonticos, quando o conjunto foi esterilizado em autoclave a 121°C durante 15

minutos.
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Figura 7- Dentes bovinos seccionados em espécimes e com
a superficie impermeabilizada com verniz para a inducéo de
mancha branca. Araraguara, 2020

8 mm de comprimento por 6 mm de
largura

Fonte: Elaboracéo propria.

Foram utilizadas cepas de S. mutans ATCC25175 (Colegao de Culturas Tropical
Fundacdo André Toselo), as quais foram mantidas congeladas até o momento de sua
utilizacao.

As cepas foram reativadas em agar BHI (Brain Heart Infusion, Brain Heart
Infusion, Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA) por 48 h em incubadora
(37°C e 5% CO»). Em seguida, com auxilio de uma alca bacterioldgica, as colonias foram
colocadas em um tubo de vidro esterilizado e ajustadas em solugao salina estéril (0,85%)
(NaCl, Sigma Aldrich) para uma concentracdo de 102 UFC mL-1 (Unidades Formadoras
de Coldnia por mL) utilizando-se um espectrofotometro (Bel photonics, modelo 1105)
no comprimento de onda de 630 nm.

O conjunto (blocos de dentes bovinos, laminulas de vidro e fio ortodontico)
(Figura 8) foi inserido em placa de 24 pogos de fundo chato na qual foi colocado 1980
uL de meio cariogénico e 180 uL de indculo. Os blocos de esmalte, suspensos pelo fio
ortodontico, ficaram imersos em meio cariogénico por periodo total de 14 dias em
incubadora a 37°C e 5% CO», para formac¢do de mancha branca e 21 dias para indugdo
de lesdo de carie em dentina (tempo estipulado em decorréncia dos resultados do estudo
piloto). A troca desse meio ocorreu a cada 48 horas, por outro meio recém-preparado,
porém, sem inoculagdao de novos microrganismos. Concluido o protocolo de indugao de
mancha branca ou indu¢do de carie, o biofilme formado sobre os dentes foi removido

com gaze estéril, e os dentes foram lavados abundantemente em agua corrente.



36

Figura 8- Esquema do conjunto para desmineralizacdo dos espécimes de
dentes bovinos. Araraquara, 2020

o/ kot Lol oS L[]
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Fonte: Elaboracéo propria.

4.5.1 Aplicacao dos Géis sobre a Dentina Afetada

A dentina infectada foi removida delicadamente, com auxilio de escavador de
dentina (Golgran, Brasil) afiado e aplicando leve pressdo de modo a preservar a dentina
afetada.

Sobre a dentina afetada, inicialmente foi realizado o condicionamento com acido
poliacrilico a 10% por 10 segundos, a regido foi lavada com auxilio de seringa triplice e
seca com papel absorvente. Logo apds, dentina foi condicionada com SuL dos géis
experimentais com auxilio de um pincel descartdvel. Os géis foram mantidos
passivamente sobre a superficie de dentina afetada por 60 segundos e os excessos
removidos com papel absorvente. Em seguida com auxilio de seringa Centrix (DFL,
Brasil) foi inserido o CIV convencional sobre a dentina afetada.

O material restaurador permaneceu em posicdo por 21 dias a 37°C em saliva
artificial com pH de aproximadamente 7,4. A saliva ndo foi substituida, pois o
monitoramento diario de seu pH (pHmetro modelo 8010, Qualxtron, Brasil), demonstrou

estabilidade. Foi utilizado mesmo protocolo para os diferentes géis experimentais.

4.5.2 Aplicacio dos Géis sobre a Lesao de Mancha Branca

Sobre a lesdo de mancha branca foi aplicado 5 pL de cada gel experimental, com
auxilio de um pincel descartavel e mantido passivamente por 60 segundos, sendo os
excessos removidos com papel absorvente. Logo apos a aplicagdo, o dente permaneceu
em saliva artificial com pH de aproximadamente 37°C por 7 dias. A saliva ndo foi
substituida, pois 0 monitoramento didrio de seu pH (pHmetro modelo 8010, Qualxtron,

Brasil), demonstrou estabilidade.
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4.5 Teste de Microdureza KNOOP

Foram utilizados 8 espécimes para andlise da microdureza na dentina afetada e 8
espécimes na lesdo de mancha branca

Ap0s decorridos os sete dias de armazenamento, os espécimes foram fixados em
dispositivos de madeira com auxilio de godiva (Kota, Brasil) para serem seccionados em
cortador metalografico com auxilio de discos diamantado. A sec¢do dos espécimes foi
realizada no sentido longitudinal, de modo que as paredes laterais e o fundo da leséo
ficaram expostos (Figura 9). Foram realizadas medidas de dureza sobre a dentina afetada

e ao redor da mesma.

Figura 9 - Corte longitudinal do espécime de dentina bovino

1 2
+ B + Profundidade dentina
s+ +

8 mm
1- Verniz

2- CIV (ketac Molar Easymix)

3- Dentina afetada tratada superficialmente com diferentes géis
4- Dentina higida

+ Edentagdes (sobre a dentina afetada e ao seu redor)

A leitura da microdureza KNOOP foi realizada por meio de microdurémetro
digital (Micromet 2100, EUA), aplicando-se carga de 50 kgf durante 30s sobre as
superficies dos espécimes . Os resultados inicialmente expressos em micrometros (um),
foram transformados em valores de dureza (KHN) diretamente pela maquina de teste.

Para a avaliagcdo da microdureza do esmalte com lesdo de mancha branca foram
realizados 8 leituras equidistantes, na area correspondente a indugdo da mancha branca,
seguindo o mesmo protocolo descrito acima. Finalmente, foram obtidas as médias para

todos os espécimes.

4.6 Morfologia da Interface Dentina/Restauracio e da Face Interna do Esmalte
Foi utilizado 1 espécime de cada grupo experimental para avaliagdo da

morfologia.
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Para a analise da morfologia da interface dentina-restauracado, realizou-se fratura
do espécime com auxilio de um cinzel e martelo cirtrgicos. Os fragmentos foram
montados em stubs de aluminio, cobertos por uma fina camada de ouro-paladio e
submetidos a vacuo (10 mA). No MEYV foi utilizada aceleracdo de voltagem de 15kV e
distancia de trabalho de 10 mm, com o aumento de 500x.

Para a andlise da morfologia do esmalte (lesio de mancha branca) apds
tratamento com os géis, os espécimes foram fraturados e receberam o mesmo protocolo

de preparo para analise em MEV.

4.7 Teste de Rugosidade Superficial

Foram utilizados 8 espécimes para analise da rugosidade na dentina afetada e 8 na
lesao de mancha branca.

Para avaliar a rugosidade da dentina afetada e da lesdo de mancha branca do
esmalte apds o tratamento com os ge€is experimentais, utilizou-se um rugosimetro
(Mitutoyo, EUA),

Para cada corpo de prova foram realizadas cinco leituras de forma aleatoria,
sempre passando pelo centro do espécime e percorrendo 4 mm sobre sua superficie. O
protocolo utilizado para a determinagdo da rugosidade superficial (Ra) foi baseado no

calculo da média (um) das 5 leituras.

4.8 Analise Estatistica

Neste estudo, foram avaliadas as variaveis atividade antibacteriana (halo de
inibi¢do), antibiofilme (contagem de UFC) e avalia¢do qualitativa do biofilme em MEV
em 11 niveis (controle negativo, NPHA 3%, NPTiO2 3%, NPZnO 3%, VB F18 3%, NaF
5%, NPTiO; 3% + NaF 5%, NPZnO 3%+ NaF 5%, CLX 0, 12%, NPHA 3%+ NaF 5%,
VB F18 3%+ NaF 5%).

A microdureza KNOOP (KHN) e a rugosidade (Ra) da dentina afetada e lesdao
branca em esmalte foram avaliadas em doze niveis, sendo 12 niveis correspondente aos
grupos experimentais citados acima, além da dentina afetada e da mancha branca.

Ap6s o agrupamento dos dados, estes foram analisados estatisticamente utilizando
o software SPSS for Windows (versdao 15.0; SPSS Inc.). Todas as andlises foram
realizadas utilizando-se o = 0,05.

Para a variavel halo de inibicao e contagem de colonias ndo foram constatados



39

distribuicdo normal e homogeneidade de varidncia, assim, realizou-se o teste ndo
paramétrico de Kruskall Wallis, seguido do teste de pos hoc de Dunn. A variavel UFC foi
avaliada pelo teste Anova two-way e pods teste de Bonferroni.

Aderéncia a normalidade foi detectada para as varidveis microdureza em dentina
e esmalte, rugosidade em dentina e esmalte. Dessa forma foi aplicado o teste Anova One-
Way. Os dados foram analisados por meio de analise de varidncia com correcdo de Welch.
O teste de Games Howell foi aplicado para identificagao das diferengas entre os grupos

por meio de comparagdes multiplas, adotando-se nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

A tabela 1 apresenta a média e o desvio padrdo de cada um dos grupos
experimentais, onde pose-se observar que os grupos com melhor atividade antibacteriana
foram: G2, G3, G4, G5, G6, G8 e G10.

Tabela 1- Média e desvio-padréo do halo de inibicdo (mm) dos géis experimentais ap6s 24horas
de incubacdo. Araraquara, 2020.

Grupos Composicéo Halo de Inibigéo
GO Glicerina (Controle negativo) 6 (0,00)D
Gl NPHA 3% 6 (0,00)D
G2 NPTIO; 3% 15,18 (0,10)AB
G3 NPZnO 3% 15,27 (0,17)AB
G4 VB F18 3% 10,06 (0,05)ABCD
G5 NaF 5% 13,88 (0,19)ABC
G6 NPTiO; 3% + NaF 5% 9,03 (0,04)BCD
G7 NPZnO 3% + NaF 5% 7,12 (0,13)CD
G8 CLX 0,12% (Controle positivo) 16,09 (0,08)A
G9 NPHA 3% + NaF 5% 7,15 (0,17)CD
G10 VB F18 3% + NaF 5% 10,91 (0,08)ABCD

Letras maiUsculas distintas indicam diferenga estatistica (Teste de Kruskall Wallis
seguido do pos teste de Dunn, p < 0,05)
Fonte: Elaboracéo propria.

A tabela 2 apresenta o sumario da andlise de varidncia dos géis experimentais ¢

suas interagdoes com a UFC/ml.

Tabela 2- Sumério da analise de variancia para avaliacdo dos diferentes géis experimentais, e
suas interacdes sobre a UFC/ml. Araraquara, 2020.

Efeito SQ gl QM P
Tempo 23914,020 1 23914,020 0,000%*
Grupos* Tempo 29539,313 10 2953,931 0,000%*
Residuo 2815,722 176 15,998

Total 96,823 119

Fonte: Elaboracédo propria. * Significante (P < 0,05)



Pode-se observar na tabela 3 as médias e desvio-padrao da contagem das unidades

formadoras de coldnias (UFC), de acordo com o tempo e geis experimentais.

Tabela 3 - Médias e desvio padrdo da contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC), de

acordo com o tempo e géis experimentais. Araraquara, 2020.

Periodo
Grupos Composicéo
12 horas 24 horas
GO Controle negativo (Glicerina) 7,33 (0,07) Aa 7,77 (0,07) Aa
Gl NPHA 3% 7,32(0,07)Aa 6,33 (0,07) Bb
G2 NPTIO; 3% 7,33(0,07) Aa 3,64 (0,07) Bc
G3 NPZnO 3% 7,33(0,07)Aa 5,80 (0,00) Bd
G4 VB F18 3% 3,80 (0,03) Ae 4,11 (0,03) Be
G5 NaF 5% 5,13 (0,05) Af 5,90 (0,00) Bf
G6 NPTiO; 3% + NaF 5% 5,13 (0,05) Af 4,44 (0,07) Bg
G7 NPZnO 3% + NaF 5% 7,16 (0,05) Ah 7,66 (0,05) Bh
G8 Controle positivo (CLX 0, 12%) 5,27 (0,05) Ai 5,20 (0,00) Bi
G9 NPHA 3%+ NaF 5% 5,40 (0,00) Aj 7,24 (0,07) Bj
G10 VB F18 3% + NaF 5% 5,88 (0,04) Ak 6,57 (0,05) Bk
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Letras maiusculas distintas, no sentido horizontal, indicam diferenca

significativa. Letras minusculas distintas, no sentido vertical, indicam diferenca

significativa (Teste Anova two-way,seguido do pos teste de Bonferroni, p <0,05).
Fonte: Elaboracgdo prépria.

Observa-se que na tabela 3, quando se considera 12 horas de experimento, que o
grupo com a menor formagdo de UFC foi o G4, seguido pelos grupos G5 e G6, ambos
com NaF 5% em sua composi¢do, sendo estes, melhores que o controle positivo (G8).
Em 24 horas o grupo G2 apresentou maior eficacia, seguido pelo grupo G4.

A comparacdo de cada grupo, nos dois periodos de incubagdo, demonstra que,
grupos com melhor desempenho em 12 horas como G4, G5, G9 e G10, tiveram sua
eficacia comprometida apds 24 horas.

Os grupos compostos por NP (G1, G2 e G3), assim como o G6 ¢ G§ obtiveram
melhor atividade antibiofilme em 24 horas. Os grupos compostos por VBF18 (G4 ¢ G10)
apresentaram os melhores resultados em 12 horas.

A tabela 4 apresenta o sumario da andlise de varidncia dos géis experimentais e
suas interagdes sobre a microdureza da dentina afetada ao redor da area restaurada

(KHN).
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Tabela 4 - Sumario da analise de variancia para avaliacdo dos grupos de géis experimentais, e

suas interacdes sobre a microdureza da dentina afetada ao redor da area restaurada (KHN).

Efeito SQ gl QM
Grupos 340,794 10 34,079
Residuo 245,112 99 2,476
Total 585,906 109

Fonte: Elaboragdo propria.

* Significante (P < 0,05)

O Grafico 1, ilustra os valores observados quanto a microdureza dos grupos

experimentais.

Gréfico 1. Valores médios e desvios-padrdo da microdureza da dentina afetada ao redor da area

restaurada (KHN) para os grupos avaliados. Araraquara, 2020.
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Grupos experimentais

Grupos: 0- Glicerina (controle negativo); 1-NPHA 3%; 2-NPTiO2 3%; 3-NPZnO 3%; 4-VB
F18 3%; 5-NaF 5%; 6-NPTiO2 3% + NaF 5%; 7-NPZnO 3%+ NaF 5%; 8-CLX 0, 12%; 9-
NPHA 3%+ NaF 5%; 10-VB F18 3%+ NaF 5%. (Teste de Anova One- Way com corregao
de Welch pds-teste de Games Howell, p<0.05). Letras diferentes indicam diferenca

estatistica entre os grupos.
Fonte: Elaboragdo propria.

Pode-se observar que todos os grupos experimentais apresentam valores de dureza

superior em comparacao com aqueles dos grupos controles GO e G8, sendo que o G3, G4,

G7 e G10 apresentaram os maiores valores entre todos os grupos.
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A tabela 5 apresenta o sumario da andlise de varidncia dos géis experimentais e
suas interacoes sobre a microdureza (KHN) da dentina afetada adjacente a area

restaurada.

Tabela 5 - Sumario da analise de varidncia para avaliacdo dos diferentes géis experimentais, e
suas interagdes sobre a microdureza da dentina afetada adjacentes a area restaurada (KHN).
Araraquara, 2020.

Efeito SQ gl QM P
Grupos 867,447 10 86,745 0,000*
Residuo 70,879 99 1,716

Total 938,326 109

Fonte: Elaboragdo prépria.  * Significante (P < 0,05)

A partir da andlise de varidncia com corre¢do de Welch, na Tabela 5 pode-se

observar que os fatores de varia¢ao exerceram influéncia sobre a microdureza (P<0,05).

A partir da observacdo do grafico 2, que representa os valores de microdureza da

dentina afetada adjacentes a restauragdo (KHN), nota-se que ndo houve diferenca

estatistica entre GO, G3 e G8, os quais apresentaram os menores valores para

microdureza. Os maiores valores de dureza foram observamos nos grupos G1, G7, G9 e
G10.

Grafico 2. Valores médios e desvios-padrdo da microdureza (KHN) da dentina afetada adjacentes
a restauracdo para os grupos avaliados. Araraquara, 2020
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Grupos experimentais
Grupos: 0- Glicerina (controle negativo); 1-NPHA 3%; 2-NPTiO, 3%; 3-NPZnO 3%; 4-VB
F18 3%; 5-NaF 5%; 6-NPTiO2 3% + NaF 5%; 7-NPZnO 3%+ NaF 5%; 8-CLX 0, 12%; 9-NPHA
3%+ NaF 5%; 10-VB F18 3%+ NaF 5%. Letras diferentes indicam diferencga estatistica entre
os grupos (Teste de Anova One- Way com correcdo de Welch pés-teste de Games Howell,
p<0.05)

Fonte: Elaboragao propria.
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Atabela 6 apresenta o sumario e analise de variancia para avaliagdo dos diferentes

géis experimentais e sua influéncia sobre microdureza do esmalte (P<0,05).

Tabela 6 - Sumario da analise de varidncia para avaliagdo dos diferentes grupos, e suas
interagdes sobre microdureza (KHN) do esmalte.

Efeito SQ gl QM P
Grupos ,330 9 ,100 0,000*
Residuo 115 102 ,001

Total ,445 111

Fonte: Elaboracdo prépria. * Significante (P < 0,05)
O grafico 3 apresenta os valores observados quando a microdureza do esmalte dos
grupos experimentais. Observa-se que os grupos Gl e G9 apresentaram os maiores

valores de microdureza do esmalte, apresentando resultados similares ao esmalte higido.

Gréfico 3. Valores médios e desvios-padrdo da microdureza do esmalte (KHN) para os grupos
avaliados. Araraguara, 2020.
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Grupos experimentais

Grupos: 0- Glicerina (controle negativo); 1-NPHA 3%; 2-NPTiO2 3%; 3-NPZnO 3%; 4-VB F18 3%;
5-NaF 5%; 6-NPTiO2 3% + NaF 5%; 7-NPZnO 3%+ NaF 5%; 8-CLX 0, 12%; 9-NPHA 3%+ NaF 5%;
10-VB F18 3%+ NaF 5%. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os os grupos (teste
de Anova One-Way com correcdo de Welch pds teste de Games Howell, p(<0,05)

Fonte: Elabora¢ao Propria

A partir da analise de variancia com correcao de Welch, a Tabela 7 demonstra que
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os fatores de variacdo estudados para os diferentes géis experimentais exerceram

influéncia sobre a rugosidade da dentina (P<0,05).

Tabela 7 - Sumario da analise de varidncia para avaliagdo dos diferentes grupos, ¢ suas
interagdes sobre a rugosidade (Ra) da dentina. Araraquara, 2020.

Efeito SQ gl QM P
Grupos 338 11 122 0,000
Residuo 127 108 ,001

Total 1,465 119

Fonte: Elaboracdo prépria. * Significante (P < 0,05)

O grafico 4 apresenta os valores observados quando a rugosidade da dentina dos
grupos experimentais. Observa-se que o grupo G5 apresentou o menor valor da

rugosidade, sendo este, estatisticamente igual a rugosidade da dentina higida.

Gréfico 4. Valores médios e desvios-padrdo da rugosidade da dentina (Ra) para 0s grupos
avaliados. Araraguara, 2020.
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Grupos experimentais

Grupos: 0- Glicerina (controle negativo); 1-NPHA 3%; 2-NPTiO2 3%; 3-NPZnO 3%; 4-
VB F18 3%; 5-NaF 5%; 6-NPTiO2 3% + NaF 5%; 7-NPZnO 3%+ NaF 5%; 8-CLX 0, 12%; 9-
NPHA 3%+ NaF 5%; 10-VB F18 3%+ NaF 5%. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica entre os grupos (teste de Anova One-Way com correcdo de Welch pds
teste de Games Howell, p(<0,05).

Fonte: Elaboragdo prépria.
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A partir da analise de variancia com correcdo de Welch, a Tabela 8 demonstra que
os fatores de variagdo estudados para os diferentes géis experimentais exerceram

influéncia sobre a rugosidade do esmalte (P<0,05).

Tabela 8 - Sumario da analise de variancia para avaliagdo dos diferentes grupos, ¢ suas

interagdes sobre a rugosidade do esmalte (Ra). Araraquara, 2020

Efeito SQ gl QM P
Grupos 92,386 11 8,399 0,000*
Residuo 4,437 108 ,041

Total 96,823 119

Fonte: Elaboracdo prépria. * Significante (P < 0,05)
O grafico 5 apresenta os valores observados quanto a rugosidade do esmalte dos
grupos experimentais. O grupo Gl apresentou os menores valores de rugosidade do

esmalte, seguido dos grupos G4, G7 ¢ G 9.

Grafico 5- Valores médios ¢ desvios-padrdo da rugosidade do esmalte (Ra) para os grupos

avaliados. Araraquara, 2020
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Grupos experimentais
Grupos: 0- Glicerina (controle negativo); 1-NPHA 3%; 2-NPTiO2 3%; 3-NPZnO 3%; 4-VB F18 3%;
5-NaF 5%; 6-NPTiO2 3% + NaF 5%; 7-NPZnO 3%+ NaF 5%; 8-CLX 0, 12%; 9-NPHA 3%+ NaF 5%;
10-VB F18 3%+ NaF 5%. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (Teste
de Anova One-Way com corregao de Welch pds teste de Games Howell, p<0,05).
Fonte: Elaboracgdo propria.
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A figura 10 representa a imagens dos biofilmes (24horas) apos a utilizagdo dos

géis experimentais.

Figura 10. Imagens em MEV do biofilme (24h) S mutans com os diferentes géis experimentais
(10.000X). Araraquara, 2020.

Grupos: O0- Glicerina (controle negativo); 1-NPHA 3%; 2-NPTiO2 3%; 3-NPZnO 3%.

Fonte: Elaboragdo propria.

Na figura 10 podemos notar no GO (controle negativo) a formagao de um biofilme
com células abundantes bem estruturado e organizado. No G1 observamos uma redugao
significativa do S mutans. No grupo 2 (NPTiO,) observou-se deposi¢do de uma camada
de gel sobre o biofilme. No G3, encontra-se quantidade bem reduzida de bactérias com
padrao de morfologia celular diferente do grupo controle negativo, caracteristico de morte

celular.

A Figura 11 representa imagens em MEV da dentina ap6s aplicacdo dos géis
experimentais. Observa-se que 0s grupos G4 e G10 apresentaram tubulos dentinarios
expostos, semelhante a dentina higida e particulas que sugerem ser fragmentos de VB.
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Figura 11. Imagens em MEV (500X) da dentina ap6s aplicagdo dos géis
experimentais. Araraquara, 2020.

SEI 30KV WD1ime

Grupos: 0- Glicerina (controle negativo); 3-NPZnO 3%; 4-VB F18 3%; 7-NPZnO 3%+ NaF 5%; 10-
VB F18 3%+ NaF 5%.
Fonte: Elaboracdo prdpria.

A imagem 12 representa o MEV do esmalte apdés a aplicacdo dos géis
experimentais.

Figura 12. Imagens do MEV (500X) do esmalte apos aplicagdo dos géis
experimentais. Araraquara, 2020.

SEl  30kV WD9mm  $S30 x5 — SE| 30KV WD11mm S$S30

SEl  30kV WD10mm SS30 ) 50pm — SE| 30KV WD10mm SS30

Grupos: 0- Glicerina (controle negativo); 1-NPHA 3%; 9-NPHA 3%+ NaF 5%
Fonte: Elaboracdo prépria.

As superficies de esmalte apresentaram diferentes morfologias devido aos

diferentes géis experimentais (Figura 12)
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6 DISCUSSAO

Saber se um microrganismo ¢ susceptivel a determinado agente antimicrobiano ¢
de extrema importancia para o planejamento e conduta terapéutica na clinica
odontologica.

Diversos estudo S23,39,44,50,69,76,78,85,86

apontam o aumento da susceptibilidade destes
microrganismos a capacidade antibacteriana e antibiofilme das NP metalicas e dos VB.

Esta susceptibilidade pode ser avaliada por meio do teste de difusao em agar, o
qual ¢ indicado para o estudo com microrganismos de crescimento rapido, anaerébio ou
anaerobio facultativo??. Assim, no teste de difusdo em &gar realizado neste estudo,
utilizou-se o modelo monoespécie com S. mutans para avaliagdo da atividade
antibacteriana, considerado uma bactéria anaerdbia facultativa, produtora de acido latico
e nado sensivel ao Oa.

A realizagdo do teste de difusdo em agar se faz comparativamente um padrdo de
referéncia. Neste estudo, foi utilizada a clorexidina 0,12% como grupo controle positivo,
ou referéncia. Pode-se observar que os grupos G2, G3, G4, G5, G6 e G10 apresentaram
os maiores halos de inibicao, sendo que o G6 apresentou o menor deles, com diferenca
estatisticamente significativa do G8 (controle positivo), o qual demonstrou a melhor
atividade antibacteriana (Tabela 1). De acordo com Karaman et al.%”, halos de inibigao
com didmetro menor que o grupo controle em até 3mm, indica que o microorganismo €
sensivel a substancia analisada. Neste estudo, G2 (15,27), G3 (15,18) e G5 (13,88mm)
apresentaram halo de inibicao em at¢ 3mm menor que o G8 (halo de inibigdao de16,09mm
de didmetro), demonstrando segundo Karaman et al.¥’, boa atividade antibacteriana do
NaF e das NP2!:22:26,39.44.49,66,76,78,79.86,88

Wang et al.®, 2019, avaliaram a capacidade antibacteriana da NPZnO por meio
do teste de difusdo em 4gar e observaram halos inibitorios de 18,09 mm e 12,05 mm para
P gingivalis e A. naeslundi respectivamente, valores proximos ao G3 deste estudo
(Tabela 1), representado pela mesma NP. Os autores citaram que a capacidade de
liberacdo de oxigénio e de radicais livres OH e H" reagem, formando H>O», que, em
contato com a membrana celular pode causar danos irreversiveis ao microrganismo.

Na tabela 3, que expde valores referentes a atividade antibiofilme, nota-se que, o
G4 e o G2 apresentaram as menores contagem de UFC, ap6s 12 e 24 horas,
respectivamente. O G4 apresentou o menor numero de UFC em 12 horas, neste mesmo

periodo de tempo, o NaF a 5% também apresentou importante acao antibacteriana (Tabela
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3), uma vez que, segundo Watson et al.¥; 2005, é capaz de interferir com o metabolismo
enzimatico e controle do pH intracelular. Este fato pode ser observado, pois tanto o G5,
quanto o G6, resultou em numeros de UFC ainda menores que G8 (Tabela 3).

Quando as NP e VBF18 foram associados ao NaF, observou-se que com o passar
de 12 para 24 horas, houve diminuicdo do halo de inibi¢do, uma vez que a liberagdo e
a¢do dos fluoretos sdo limitadas a determinado periodo de tempo®*. Provavelmente, o NaF
potencializou os efeitos antibacterianos das NP nas primeiras horas, possivelmente por
ser altamente reagente, uma vez que ¢ o elemento quimico mais eletronegativo da tabela
periddica. Por apresentarem particulas maiores, também podem ter atrapalhado o
mecanismo de ag¢do das NP pois, provavelmente interferiram no contato direto das
mesmas com a membrana celular dos microrganismos, necessario para efetivar sua
atividade antibacteriana.

A aplicacdo de altas concentragdes de fluor leva a formacdo de minerais
precipitados que ficam retidos sobre o biofilme®*. Foi utilizado neste estudo, NaF a 5%
em forma de gel, durante 60 segundos, mesmo tempo despendido para a aplicagdao de

todos os géis experimentais. Watson et al.*

observaram que a penetragao do NaF no
biofilme dental se deve ao tempo de exposi¢do, ¢ que os tempos de 30 ¢ 120 segundos,
ndo apresentaram diferencas estatisticas quanto aos seus efeitos sobre o biofilme dental.
Verificaram que ambos os tempos proporcionaram aumento das concentragdes de fluoreto
e que nivel elevado de fluor salivar, apds escovagdao de dentes com dentifricio com alto
teor de flior, manteve feito duradouro de até 12 horas.

Todos os grupos contendo NP isoladas, apresentaram melhor desempenho em 24
horas (Tabela 3). Ha vérias teorias que procuram elucidar o comportamento das NP diante

de sua atividade antibacteriana contra o S. mutans®>>*>°

, sendo a capacidade de
modificagdo da membrana celular, seu provavel mecanismo de agdo’®. Ai et al.*%, 2017,
citaram que ocorre inibi¢do da formagdo de biofilme a partir dos ions Zn, impedindo o
transporte e metabolismo dos agucares, bem como desorganizando os sistemas
enzimaticos, por meio do deslocamento de ions de Mg.

Sabe-se também que a libera¢do de elétrons (¢") e hidroxila (OH"), produz
diferentes ERO como o O, OH" e Hx02, os quais podem reagir com compostos
organicos. As ERO atua atacando os fosfolipidios poli-insaturados de bactérias,
ocasionando vazamento de minerais, proteinas e materiais genéticos, levando a morte

celular®®. Além disso, o tamanho extremamente reduzido das NP é essencial pois sua

facilidade de difusdo na camada de EPS, possibilita a desorganizagio do biofilme®.
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O valor extremamente reduzido de UFC apresentado por G2, ap6s 24 horas
(Tabela 3), diverge daqueles obtidos por Poosti et al.*!, 2013, os quais, no mesmo periodo
de tempo, ndo encontraram diferenga no efeito antibacteriano de um cimento ortodontico,

ap6s a adigdo de NPTiOza 1% contra o S. mutans. Alguns autores™*’>!

acreditam que a
NPTiO apresenta capacidade antibacteriana predominantemente em fung¢do de sua
propriedade fotocatalitica. Zane et al.”!, 2016, observaram, em uma resina composta,
aumento na absorbancia da luz ultravioleta e nos radicais superoxido e hidroxila contra
E. coli, ap6s o material ser associado a NPTiO2, Novo adesivo com 20% de NPTiO> foi
estudado por Welch et al.”>, 2010, quando os autores observaram a eliminagdo de S.
epidermidis, ap6s indugao de suas propriedades bactericidas por luz ultravioleta.

Contudo, Westas et al.>’, 2017, apds avaliar o efeito antibacteriano de NPTiO2
em biofilme de S. oralis por 24 horas, ndo observaram células vivas, independente da
aplicagdo do UV. Assim, os autores demonstraram falta de consenso na literatura com
relacdo a necessidade de ativacdo das propriedades bactericidas desta NP por meio de
fonte de luz.

Neste estudo nao foram exploradas as propriedades fotocataliticas das NP para
avaliar seus efeitos antibacterianos. Em 24 horas de incubagdo, o G2 apresentou menor
nimero de UFC, demonstrando diferenca estatisticamente significativa com relacdo aos
demais grupos (Tabela 3). Pode-se sugerir que, tempo de pelo menos 24 horas ¢
necessario para que as NP possam apresentar melhor desempenho, pois os grupos G2, G3
e G4 compostos por NP apresentaram este comportamento. Esse resultado corrobora com

Westas et al.>°

que observaram que as NPTiO» s6 apresentaram redugdo significativa na
reducdo bacteriana em 40% apds 24 horas, sem a utilizagao de luz.

Ahrari et al.’é, 2015, avaliaram a capacidade antibacteriana, contra S. mutans e
S. sangius, de enxaguatorios bucais contendo diferentes NP metéalicas (NPZnO, NPCuO,
NPTiO; e NPAg), CLX a 2% (controle) ou 2,0% de NaF. O enxaguatorio bucal contendo
NPTiO; mostrou-se o melhor agente antimicrobiano e, portanto, pdde ser considerado
como uma alternativa aos enxaguatorios bucais de clorexidina ou fluoreto de sodio.

A concentracdo ideal de NP a ser utilizada ndo se encontra determinada na
literatura, pois existem alteracdes de resultados em funcdo dos microrganismos

78,79,82,92

estudados e diferentes protocolos experimentais. A concentragao de NP utilizada

neste estudo, baseou-se em indicagdo segura quando considera-se as propriedades dos

materiais restauradores e sua biocompatibilidade?$*.

Os resultados deste estudo corroboram outras pesquisas’®?, as quais
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demonstraram melhor eficiéncia antibacteriana das NPZnO e NPTiO, apds 24 horas.
Mousavi et al.”?, 2019, avaliaram a atividade antimicrobiana das NPZnO, em diferentes
concentragdes para diferentes microrganismos e também observaram que para o S.
mutans a concentragdo de 10% foi a mais efetiva apds 24 horas de experimento.
Ramazanzadeh et al.”, 2015, observaram, que no periodo de 6 a 24 horas, o crescimento
de S.mutans foi significativamente reduzido pelas NPZnO associadas ao CuO,
demonstrando, neste caso, acdo sinérgica entre estas substancias.

Os VB, também possuem a atividade antibacteriana, além da capacidade
remineralizadora, extremamente importante na regeneracao 6ssea por meio da deposi¢ao
da camada de carbonato de apatita®*®>. O VBF18 demonstrou melhor eficicia em 12 horas
de incubacao (Tabela 3), provavelmente porque este tempo foi o suficiente para ocorrer
o aumento de pH causado por liberacao e dissolugdo de ions, o qual leva a morte dos
microorganismos?®, envolvidos em processos cariosos, periodontais e endoddnticos’.

Allan et al.”’, corroboram com nossos achados, pois observaram eficacia na
capacidade antibacteriana do VB (Bioglass) contra S. mutans, pois houve reducdo de
91% da viabilidade celular. Os autores atribuiram esses resultados em funcao da alteragao
do pH do meio (9,8).

As imagens do MEV referente aos biofilmes ilustram no GO (controle negativo) a
formacao de um biofilme com células abundantes bem estruturado e organizado, sendo
que no G1, ocorreu redugdo significativa do S. mutans. No grupo representado pela
NPZnO encontramos uma quantidade bem reduzido de células com padrao de morfologia
celular diferente do grupo controle negativo, caracteristico de morte celular, uma vez que
as NPZnO possuem capacidade de alteragdo na morfologia celular para desorganizacao
das atividades metabolicas do microorganismo, culminando em morte celular’’.

Outros fatores importantes que devem ser considerados quando da alteragdo da
composi¢do, maneira e tempo de aplicagdo, ou mesmo na utilizagdo de novos produtos
para a potencializacdo da acdo antibacteriana na cavidade bucal, sdo as propriedades
fisicas, mecanicas e quimicas, tanto dos materiais odontoldgicos quanto das estruturas
dentérias.

Neste estudo foram avaliadas a microdureza e a rugosidade superficial,
importantes propriedades fisicas que devem ser consideradas na pratica clinica. Prejuizos
na microdureza ¢ indicativo de que a estrutura analisada estd mais propensa a fraturas
e/ou desenvolvimento de lesdes de carie, e sua avaliagdo ¢ fundamental pois ¢ um método

de analise indireta do contetido mineral dos substratos dentirios®. Alteracdes na
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rugosidade por sua vez, podem favorecer a deposicdo de biofilme, com posterior
alteragdes do substrato dentario e finalmente, diminui¢do da longevidade do elemento
dental.

As NP, quando associadas aos materiais restauradores, interagem fisica e

quimicamente com 0s mesmos e com a estrutura dentéria®’.

Ao avaliar as possiveis
alteragdes que as NP poderiam oferecer a dentina afetada, este estudo demonstrou que a
microdureza ao redor da area restaurada foi maior nos grupos G3, G4, G7 e G10 (Grafico
1) e nas as areas adjacentes, imediatamente apds as restauracdes, os melhores resultados
foram para os grupos G1, G7, G9 e G10 (Grafico 2), demonstrando boa remineralizagao
do G7 e o grande potencial que os VB possuem na remineraliza¢io dos tecidos dentais’*
95

Diferentes valores de microdureza da estrutura dentaria refletem diferentes graus
de desmineralizagdo da mesma, conceito que levou a andlise do teste de microdureza,
neste estudo, ap6s a utilizacdo dos géis experimentais. A remineraliza¢do e o aumento da
dureza da dentina ¢ possivel, pois sua rede de coldgeno permanece apds o
comprometimento de sua por¢do organica, quando submetida ao processo de
desmineralizacdo’*

Considerando a técnica minimamente invasiva, € a possibilidade de recuperagao
da dentina afetada, ¢ de grande importancia sua remineralizagdo para a longevidade da
restauragdo e consequentemente do elemento dentario, uma vez que a presenca de
minerais auxilia na protecdo das fibras coldgenas”.

O uso de géis contendo NPHA, NPZnO ou VBF18 isolados ou associados ao NaF
representaram ser possiveis estratégias para potencializar a remineralizacdo. Comar et
al?’, apos avaliacio da microdureza da superficie do esmalte e dentina induzidos ao
desenvolvimento de lesdo de carie, observaram melhores resultados na remineralizacao
destes tecidos, apos a utilizagdo de creme dental fluoretado (NaF 0,2%), quando
comparado com cremes experimentais contendo NPHA a 10% e 20%. Os autores
sugeriram que a presenga de NPHA proporcionou a formagdo de minerais apenas na
camada externa do esmalte e ndo no interior da lesdo de carie. A utilizacdo das NPHA
porém, tem sido encorajada por varios autores para remineraliza¢do tanto em lesdes no
esmalte como em dentina®’-33-3¢,

Embora este estudo tenha demonstrado que as NPZnO nao apresentaram a mesma
capacidade de deposi¢ao de minerais na regido desmineralizada adjacente a restauragao,

como a NaF e NPHA (Gréfico 2), o Zn possui propriedades antibacterianas, que impedem
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a progressio das demineralizagio por meio da apoptose das células bacterianas®!. Deve-
se considerar também que a melhora da microdureza também esta diretamente
relacionado a associagdo das NP ao NaF (Graficos 1 e 2), com maior deposi¢ao de agentes
minerais na dentina. Alguns estudos relatam que as NP apresentam melhor difusdo pelos
tabulos dentindrios, o que facilitaria a remineralizagio dessa estrutura*®->3,

Os componentes do VBF18 utilizado neste estudo, ndo se apresentavam em escala
nanométrica, mas foi possivel seu intimo contato com a dentina, diante de suas
caracteristicas fisicas e quimicas, como porosidade, contetido orgénicos, dgua e presenca
de tiibulos dentinarios. Quando associado ao NaF, a potencializagdo da remineralizagao
pode ser observada por meio do aumento do valor numérico da microdureza tanto
adjacente como ao redor da dentina afetada (Graficos 1 e 2).

A dentina ¢ composta predominantemente pela porcdo inorganica, representada
pela fase mineral composta pela hidroxiapatita, e, diferentemente do esmalte, possui
menor quantidade de calcio®?. Seus cristais hidroxiapatita sio menores em comparacio
aos do esmalte, aumentando dessa forma, a 4rea superficial da dentina™.

Tirapelli et al. '’

, por meio de ensaios clinicos, observaram que as particulas de
VB aderiram a dentina e formaram uma camada hidroxiapatita similar & composi¢ao do
esmalte dentario, bloqueando assim, os tubulos dentindrios e aliviando a dor do paciente
por periodos de tempo mais longos. Besinis et al.>> observaram boa infiltracdo de silica
coloidal na dentina desmineralizada. Imagens em microscopia eletronica de transmissao
indicaram que as NP de silica que penetram nos espagos inter-tubulares, também sdo
capazes de penetrar na rede de colageno. Isso também foi confirmado pela andlise em
MEV. As NP de silica, com tamanho entre 10 ¢ 20 nm de didmetro penetraram nos
espagcamentos inter-fibrilares e infiltraram-se em profundidade na matriz de colageno.

Huang et al.’’ observaram que as NPHA foram mais eficazes em regides
desmineralizadas, sendo capazes de penetrar com maior facilidade nas areas de maior
desmineralizagdo. De acordo Amaechi?, as presengas das NPHA proporcionaram a
precipitacdo e atragdo continua de uma grande quantidade de Ca’e (PO3).

Na observagdo das fotomicrografias da dentina apos a aplicagdo dos géis
experimentais (Figura 11) nota-se que os grupos G3, G4, G7 e G10 apresentaram padrao
de morfologia semelhante a dentina higida, com exposic¢do de tubulos dentinarios. No G4
e G10 nota-se a presenca de particulas sobre a dentina, sugerindo ser particulas de VBF18.
Embora os G3 e G7 também apresentem particulas em sua superficie, pode-se contar com

possivel contaminagdo dos espécimes, uma vez que foram construidos com NP e essas
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particulas ndo se encontram em escala manométrica. O padrado de organizagdo da estrutura
mineral da dentina leva a pensar que esta de acordo com os resultados expressos pela
microdureza na dentina (Grafico 1 e 2).

No grafico 3 observamos que os grupos 1 ¢ 9 demonstraram os maiores valores
de microdureza no esmalte. As NPHA apresentam estrutura semelhante a por¢ao
mineralizada do esmalte e dentina®”**!%°, Sua capacidade de reparacdo do esmalte com
lesdo inicial de carie € atribuida através da fixacao de moléculas a superficie do tecido ou
até mesmo a possibilidade de preencher defeitos e microporos nos dentes
desmineralizados'?. Haghgoo et al.”” ao compararem os efeitos da associacdo das NPHA
com NaF em bochechos sobre lesdes de carie em esmalte, encontraram que as solugoes
estatisticamente eficazes.

As superficies de esmalte no MEV apresentaram diferentes morfologias devido
aos diferentes géis experimentais. A comparagdo com a superficie de esmalte higido,
demonstrou neste estudo que o grupo G1 apresentou menor valor de rugosidade (Grafico
5), uma vez que a NPHA possui a capacidade de remineralizagdo das superficies
dentarias, consequentemente diminuindo sua rugosidade.

Em relacdo a rugosidade da dentina, o G5 apresentou os menores valores de
rugosidade superficial, estatisticamente igual a GO (Grafico 4). Como a dentina possui a
maior quantidade de calcio que o esmalte®? e menores cristais de hidroxiapatita, possui
maior area superficial®®, que pode ter facilitado a acdo do NaF. Alencar et al.!!
corroboram com nosso estudo, uma vez que os autores observaram que a rugosidade
superficial da dentina bovina com erosdo dentinaria foi diminuida quando tratada com
verniz fluoretado NaF (22.500 ppm) ou creme dental com 9.00 ppm contendo fluoreto
de fosfopéptido de caseina amorfo de célcio . Isso se deve ao teor aumentado de Ca e P
aumentado ap0s o tratamento, com alteracao da topografia da superficie dentinaria, onde
os tubulos dentinarios encontravam-se parcial ou totalmente ocluidos ap6s o tratamento.

A maior rugosidade apresentada pelos demais grupos experimentais (Grafico 4)
pode ser atribuida a caracteristica inerente das NP em formarem aglomerados devido a
sua alta energia superficial que, segundo Prentice et al. °*, podem provocar diminui¢do da
microdureza e aumento da rugosidade. O vidro bioativo F18 por ndo se tratar de uma NP
pode ter contribuido para deixar a superficie da dentina de forma irregular, e assim ndo
proporcionar melhora na rugosidade superficial da dentina.

Diante do exposto, os bons resultados observados apos a utilizacao das NP e VB

quando se consideram a microdureza, rugosidade superficial e capacidade antibacteriana,
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aplicados por meio de um excelente veiculo em forma de gel, encorajam o

desenvolvimento de novas pesquisas para seu uso na Odontologia.
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7 CONCLUSAO

Pode-se concluir que os géis experimentais demonstraram ser eficientes contra
lesdo inicial de carie em esmalte e na dentina, sem afetar significativamente as
propriedades fisicas estudadas, podendo ser considerados entdo, alternativas promissoras

para o uso odontologico.
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ANEXO A- COMITE DE ETICA E PESQUISA EM ANIMAIS
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Proc. CEUA n® 06 2018

)
A%ATAY UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
unes JULI0 OE MESOUITA FING:
Campus 0e Araraqguana
FACULDADE DE ODONTOLOGIA Q

Araraquara, 29 de mao de 201 ¥

Senhores Pesquisadores:

A Comissdo de Etica no Uso de Animal = CEUA desta @ aculdade. em
sessido hoje realizada, procedeu a andlise do Protocolo do projeto de pesqguisa de sua
responsabilidade intitulado “TRATAMENTO DA DENTINA AFETADA COM
DIFERENTES SOLUCOES ANTIBACTERIANAS E REMINERALIZADAS EM
TRATAMENTO RESTAURADOR ATRAUMATICO (TRA)” (Proc. CEUA n’
06/2018), e considerou-o APROVADO. No entanto, essa Comissdo solicita que, na
ocasido do Relatorio Final, atualize as seguintes informagdes: 1) na indugio de cirie
das amostras, a concentragio do inoculo de S. mutans precisa ser reportado em
células/mL ou UFC/ml e 2) o titulo do projeto, devido & incompatibilidade ocorrida
entre a declaragdo de origem dos dentes bovinos e os demais documentos
apresentados.

Lembramos que o Relatorio Final deste projeto deverd ser entregue em
MARCO/2019.

Alenciosamente.

Profa. Dra. CARINA APARECIDA FABRICIO DE ANDRADE
Coordenadora da CEUA

A

Prof Dr* ANGELA CRISTINA CILENSE ZUANON
DD, Pesquisador Responsavel

Departimento de Clinica Infantil

Commsdo de 1 tica no Uso d¢ Anmnns - CELIA
Reun Humantd 0® 1 6K0 ~ Centro - C1 1 14801903 — Cannn Postul ¥ 331 - ARARAOUARA - NP
AT andar hone (16) 53016459 7 (4x (16) 1301-6438 7 el ceumilont s D= home page g Zawww 1060 sy b
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UNIVERSIDADE ESTADUAL PALLIBTA

Y
u nesp. ‘, JULIO DE MESQUITA FiL O

Campun O Alaiagyuaa

FACULDADE DE ODDONTIM OGM

Proc. CEUA n° 06 2018
Arataquara U3 de atvil e 2oL

Senhor Pesquisador:

De ordem superior, esta Comissd3o apds a apieciagdo peks seniives
relatores do projeto de sua responsabilidade (Proc. CEUA 06 2018), vem solktal gque
sejam realizadas algumas modificagdes (em anexo), paia que 0 MEsSNo se alajre am
principios éticos na experimentacao animal, conforme prevé a legisiaao iasikena em
vigor,

Encaminho, juntamente com este oficio, 0 CD contendo 0s aigquivos
originalmente entregues para que sejam acrescentados (no mesmo CD) novis
arquivos com as respostas solicitadas pelos Relatores, em uma pasta distinta
Lembro que 0s novos arquivos deverdo ser acrescentados de modo Que UM eles
contenha a identificagdo do pesquisador e outro, ndo. Além da devolucao do CD com os
arquivos contendo as respostas, uma via impressa da mesma, com identificacdo, devera
ser entregue.

Esclarego que Vossa Senhoria tem o prazo de 60 dias a contai &
recebimento deste, para atender a solicitagdo do mesmo. Transcorrido tal prazo sem
que haja qualquer manifestagdo, seu pedido sera definitivamente arquivado.

Atenciosamente.

1 na

,
ANA FERNANDA BIAVA SENE

LrLA
A. a
Profa. Dra. ANGELA CRISTINA CILENSE ZUANON
DD. Pesquisador Responsavel
Repartamento de Clinica Infantil
\eaendo Je v oe Lse de A - CBL A
Ruu Humaita o 1 080 Conto - (HP 14308 %00 LUaing Postal 4 1L VARAQU AR,

S ande  fone (101 V010459 - tax (100 5 ig.64tE ST I AR N - DO e MIp. R eyt N



Nao autorizo a publicagdo deste trabalho até o dia 17 de margo de 2022
(Direitos de publicacao reservado ao autor)
Araraquara, 17 de margo de 2020

Monica Irma Aparecida Valdeci de Souza



