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RESUMO

Com o propdsito de compreender os processos quimicos-patolégicos das lesdes
de carie secundarias em elementos restaurados com compositos adesivos, bem
como, estabelecer praticas clinicas que previnam ditas lesbes através de
procedimentos com um controle do smear layer local, diversas pesquisas e
metodologias tém sido ofertadas para a comunidade cientifica como forma de
promover funcionalidade, estética e saude oral com materiais inovadores que
permitam dominio sobre o menor risco de desenvolvimento de micro infiltracbes
adjacentes a restauragédo/dente. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a diferenca
da microdureza Knoop em esmalte dental humano antes e depois do
crescimento de biofilme, quando realizadas restauracdes com compdsitos e
adesivos carregados de nanoparticulas de MMT/CHX, e avaliar o crescimento
bacteriano através das unidades formadoras de colénias. A amostra foi separada
em 3 grupos, sendo o primeiro grupo controle (GC) restaurados com a resina
comercial e o adesivo de acordo com as orientagdes do fabricante. Segundo
grupo (MMT Bulk) foi utilizado a resina comercial carregada de MMT/CHX, e o
sistema adesivo feito com o Single Bond 2 na sua férmula tradicional. Para o
terceiro grupo (MMT SB+Bulk) foi utilizado a resina e adesivos carregados de
MMT/CHX. A analise dos resultados demonstrou que quando os materiais
restauradores foram avaliados, ndo existiu diferenca dos valores de DKi e apds
7 dias de crescimento do biofilme. Entretanto, quando avaliado o tempo, DKi
mostrou valores superiores a DK7 (p<0,001). Com relacdo aos valores de
%Diferenca, nao existiu diferenca estatistica entre os materiais restauradores
(p=0,133). Quanto aos valores médios e o desvio padrdo de Unidades
Formadoras de Col6nia apds 8 diluigdes, nao existiu diferenca estatistica
(p=0,101). Concluiu-se com essa pesquisa que n&o existiu diferenca de dureza
Knoop entre os grupos avaliados, entretanto todos obtiveram diferenca entre
inicial e final, sugerindo que independente da adi¢do ou ndo de MMT carregados
com CHX o resultado preventivo sera o mesmo e que, independentemente de
carregar os compositos ou adesivos com MMT/CHX, a presenca de UFC sera a
mesma.

Palavras-chave: Biofilme. Clorexidina. Adesao.



ABSTRACT

In order to understand the chemical-pathological processes of secondary caries
lesions in elements restored with adhesive composites, as well as to establish
clinical practices that prevent such lesions through procedures with a local smear
layer control, several researches and methodologies have been offered. to the
scientific community as a way of promoting functionality, aesthetics and oral
health with innovative materials that allow for a lower risk of microleakage
development adjacent to the restoration/tooth. The objective of this research was
to evaluate the difference in Knoop microhardness in human dental enamel
before and after biofilm growth, when restorations were performed with
composites and adhesives loaded with MMT/CHX nanoparticles, and to evaluate
bacterial growth through colony forming units. The sample was divided into 3
groups, the first control group (CG) being restored with commercial resin and
adhesive according to the manufacturer's guidelines. The second group (MMT
Bulk) used commercial resin loaded with MMT/CHX, and the adhesive system
made with Single Bond 2 in its traditional formula. For the third group (MMT
SB+Bulk) resin and MMT/CHX loaded adhesives were used. The analysis of the
results showed that when the restorative materials were evaluated, there was no
difference in the DKi values and after 7 days of biofilm growth. However, when
the time was evaluated, DKi showed values higher than DK7 (p<0.001).
Regarding the %Difference values, there was no statistical difference between
the restorative materials (p=0.133). As for the mean values and standard
deviation of Colony Forming Units after 8 dilutions, there was no statistical
difference (p=0.101). It was concluded from this research that there was no
difference in Knoop hardness between the evaluated groups, however all of them
had a difference between initial and final, suggesting that regardless of the
addition or not of MMT loaded with CHX, the preventive result will be the same
and that, regardless of loading the composites or adhesives with MMT/CHX, the
presence of CFU will be the same.

Keywords: Biofilm. Chlorhexidine. Adhesion.
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1 INTRODUGAO

Com o propésito de compreender os processos quimicos-patoldgicos das
lesdes de carie secundarias em elementos dentarios anteriormente restaurados
com compoésitos adesivos, bem como, estabelecer praticas clinicas que
previnam ditas lesbes através de procedimentos com um controle do smear layer
local, diversas pesquisas e metodologias tém sido ofertadas para a comunidade
cientifica como forma de promover funcionalidade, estética e saude oral com
materiais tecnologicos e que permitam dominio sobre o menor risco de
desenvolvimento de micro infiltracbes adjacentes a restauragdo/dente (Mjor &
Toffenetti, 2000).

Ainda assim, apesar dos avangos associados aos materiais restauradores
usados na odontologia, a recidiva da doenga carie ainda tem sido uma
adversidade a ser superada, sendo essa uma das principais fontes da falha de
restauracdes adesivas, ja que ditos materiais apresentam desvantagem como
fator de contragao de polimerizagao capaz de induzir ao aparecimento de fendas
na interface dental, aumentando, assim, a probabilidade de infiltracdo de biofilme
bacteriano (Spliet et al., 2001) e col6nias de microrganismos iniciadores do
processo patologico da lesdo cariosa.

A reinfeccdo provocada por ditas colbnias bacterianas ao redor das
margens podem ser recorrentes, dado que a abordagem clinica comumente
utilizada no tratamento da carie baseia-se na remo¢ao da dentina infectada,
enquanto a dentina afetada se mantém conservada, mas que também quando
nao executado a tecnica corretamente tem como fator contributivo de reinfec¢ao
pela doenca. Dessa forma, considerando as diversas implicagbes acerca do
processo saude/doenca da carie secundaria, e, julgando que o processo
restaurador é capaz de acarretar a persisténcia bacteriana, torna-se critica a
utilizacdo de compdsitos modernamente empregados, ja que estes ndo possuem
propriedades antibacterianas (Brunthaler et al., 2003).

Observamos na literatura dois métodos apresentados que sado mais
utilizados para melhorar as propriedades antibacterianas de adesivos e
compositos. O primeiro ndo contém a liberagdo de agentes antimicrobianos e
consiste em combinar quimicamente um mondmero antibacteriano, como

mondmeros modificados por aménio quaternario com o sistema adesivo e resina
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composta. O segundo método consiste em adicionar alguns agentes
antibacterianos, como glutaraldeido, clorexidina (CHX), ions de prata, entre
outros na matriz resinosa (Yoshida et al.,). As alternativas citadas apresentam
alta eficacia em matar bactérias tanto na forma planctdénica quanto na forma
biofilme, mas alguns estudos ndo exploram as propriedades mecanicas ou
relatam uma diminuicdo dessas propriedades.

A clorexidina € um agente antibacteriano organico amplamente utilizado
para tratamento odontoldgico e prevencao de infecgdes bacterianas com baixa
toxicidade para tecidos moles, na odontologia para controle de placa bacteriana
através de enxaguantes bucais em baixa concentragdo a clorexidina vem sendo
usada ha décadas (Brooke et al., 2020). Um estudo mais recente, (Boaro et al.)
desenvolveram um composito com matriz orgénica a base de Bisfenol A diglicidil
éter dimetacrilato/dimetacrilato de trietilenoglicol (BisGMA/TEGDMA) utilizando
nanoparticulas de montmorilonita (MMT) carregadas com CHX e encontraram
atividade antibacteriana no complexo MMT/CHX, liberagdo controlada de CHX e
nao observaram comprometimento das propriedades mecanicas destes
compositos. De fato, o estudo sugere que a CHX deve ser associada a algum
tipo de carregador, sabendo que seu uso por si s6 pode afetar negativamente as
propriedades mecanicas dos compaositos.

Portanto, e considerando as condi¢gdes anteriormente explicitadas, novos
compositos que obtenham um equilibrio microbiano, como os compostos de
agentes antimicrobianos liberadores clorexidina, que levam a diminui¢do de
ditas patologias na interface restauracado/dente, aumentando a vida util das
restauragdes e promovendo o bem-estar ao paciente, devem ser pesquisados e
ofertados como potencial agente preventivo de lesdes secundarias.
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2 OBJETIVOS

Avaliar a diferenca da microdureza Knoop em esmalte dental humano,
antes e depois do crescimento bacteriano, quando realizadas restauragdes com
compositos e adesivos carregados de nanoparticulas de MMT/CHX, e avaliar o
crescimento bacteriano através dos UFCs.

A hipotese desta pesquisa é que os grupos sem as nanoparticulas de
MMT/CHX terdo maior desmineralizacdo do esmalte e consequentemente
menores valores de DK.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 A CARIE SECUNDARIA

Lesbes de carie secundarias (ou recorrentes) sdo atualmente definidas
como “lesdes existentes nas margens de restauragdes” ou “lesbes associadas a
restauracdes ou selantes”. Tal condi¢ao é considerada um processo complexo,
multifatorial, entrelagando varias causas de carie “primaria” com caracteristicas
da presenca da restauragdo e do material restaurador. Assim sendo, a
patogénese da carie secundaria segue primordialmente 0 mesmo conceito para
qualquer outra lesdo, envolvendo desmineralizacdo e, no caso de carie
secundaria dentinaria, dissolugdo enzimatica do componente organico, mas que
pode ser modificado pela presenga de uma restauragao ou selante (Askar et al.,
2020).

A carie secundaria pode ser rotineiramente associada a uma restauragao
defeituosa (principalmente através de lacunas entre a restauracéo e o dente
permitindo que fluidos acidos ou biofilme entrem na interface), associado a uma
restauracdo intacta, ou até mesmo nao associada causalmente com a
restauracdo, mas com lesdes primarias adjacentes as restauragdes existentes
(Mjor & Toffenetti, 2000. Kidd, 2001).

Especialmente a se tratar das principais falhas das restauragdes, uma
revisdo sistematica publicada em 2018 buscou investigar a longevidade das
restauracoes e as razdes de falha nos dentes deciduos. Os autores concluiram
que as restauracbes em resina compostas mostraram os piores resultados
quando relacionados a longevidade, e sistematicamente a maior causa de falha
deu-se pela presenca de carie secundaria. Para tanto, observou-se elevado
numero de insucessos por carie recorrente, evidenciando a necessidade de os
profissionais trabalharem com uma abordagem promotora da saude (Chisini et
al., 2018).

3.1.1 Patogenicidade associada a carie secundaria

O resultado de diferentes vias patogénicas pode ser desmineralizagao na

superficie do dente, como normalmente ocorre em lesbes cariosas primarias,



16

bem como ao longo da interface entre o dente e a restauragdo, com uma
alteragao de superficie chamada lesdo de parede. Ha algum debate em torno da
natureza e tamanho de um defeito de restauragdo necessario para permitir a
formacao de tais lesdes de parede. Um numero de estudos in vitro, usando varios
modelos de carie secundaria, foi realizado, produzindo tamanhos de intervalo de
limite do defeito entre 60 e 1000 um (Ferracane, 2017. Maske et al., 2017).
Embora ndo conclusivos, alguns modelos mostraram que certos materiais que
possuem caracteristicas antimicrobianas podem reduzir a gravidade da
formagao de lesdes, sugerindo possiveis caminhos para o desenvolvimento de
novos materiais compositos e adesivos para restauragées com longevidade
potencialmente aumentada.

Enquanto o risco ou suscetibilidade de carie de um paciente parece ser o
fator mais relevante para o desenvolvimento de carie secundaria, a relevancia
do material restaurador tem sido avaliada mais frequentemente por diversas
pesquisas publicadas na literatura. Muitos estudos tém comparado diferentes
materiais tem avaliado carie secundaria e sua relagdo com a patogenicidade da
doenca (Askar et al., 2020). Os autores concluiram que existem dados escassos
sobre a natureza da carie secundaria e como controla-la, detecta-la e trata-la.

O efeito de uma lacuna interfacial entre a restauragao e estrutura dentaria
foi avaliada por muitos estudos, com o tamanho do gap e os materiais de
preenchimento utilizados sendo os fatores mais testados. Dos estudos
disponiveis, nenhuma diferencga significativa entre varios materiais de resina em
a perda mineral das lesdes de superficie e de parede foram encontradas. No
entanto, materiais contendo amalgama e fluor foram capazes de reduzir a
progressao da carie secundaria (Askar et al., 2017). Os autores concluiram que
cargas acima de um certo limiar aumentaram significativamente a perda mineral
da lesédo interfacial (parede). Esta associagao foi moderada pela elasticidade dos
materiais de restauragao colocados.

Uma revisdo sistematica publicada em 2017 (Askar et al., 2017) nao
conseguiu identificar diferengas significativas no desenvolvimento de carie
secundaria sobre as diferentes restauragdes, mas apontaram diversas
dificuldades, como a grande heterogeneidade dos estudos, da amostra e das
combinagdes dos materiais utilizados. Por outro lado, a progresséo da carie

secundaria em estudos in situ € notavelmente maior do que em uma situacao
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clinica, principalmente acelerando intencionalmente a progressao criado por um

ambiente altamente cariogénico (Hollanders et al., 2018).

3.1.2 Materiais restauradores e carie secundaria

A carie secundaria é uma importante complicagdo a longo prazo das
restauracbes dentarias, ja que diferentes estratégias adesivas e materiais
restauradores podem afetar o risco de desenvolvimento de dita les&o (Askar et
al., 2021). Uma revisdo sistematica buscou sintetizar dito risco através de
diferentes estratégias adesivas e materiais restauradores. Os autores
concluiram que a carie secundaria foi um evento raro dentro dos estudos, e os
adesivos de 3 etapas mostraram o menor risco de carie secundaria, e o de
condicionamento de 2 etapas o maior. Para materiais restauradores, o iondbmero
de vidro modificado por resina apresentou o menor risco de carie secundaria. A
maioria das resinas compostas apresentou riscos semelhantes (Askar et al.,
2021).

Da mesma forma, Arbildo-Veja e colaboradores, 2020, publicaram uma
revisao sistematica em que o objetivo foi determinar a eficacia clinica da resina
bulk-fill e convencional em restauragcdes de resina composta. Os resultados
indicaram que nao ha diferenga entre restauragées com resinas convencionais
e bulk para o tipo de restauracdo, tipo de dente restaurado e técnica de
restauracao utilizada para o desenvolvimento e risco de carie secundaria. No
entanto, mais estudos clinicos adequadamente desenhados sdo necessarios
para chegar a uma melhor concluséo, visto o risco de viés e heterogeneidade
das pesquisas incluidas no estudo.

Por outro lado, e diferindo dos autores anteriormente citados, uma reviséao
sistematica publicada em 2021, buscou examinar a eficacia e seguranga de
restauracdes diretas de resina compostas versus restauragdes de amalgama, e
concluiram que as primeiras apresentam um risco muito maior de carie
secundaria (RR 2,14, IC 95% 1,67 a 2,74; P <0,001) quando comparada as
restauracdes de amalgama. Contudo, deve-se esclarecer que essa pesquisa nao
diferenciou o material e técnica utilizada, permitindo certo viés, mas que indica

fortemente a selegdo de um material sobre outro (Worthington et al., 2021).
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Especialmente a se tratar do sistema adesivo utilizado, diversas
pesquisas tém indicado a utilizagdo de materiais que liberem substancias
biocompativeis capazes de remineralizar o elemento dentario, prevenindo,
portanto, de lesdes de carie secundaria. Dessa forma, uma pesquisa demonstrou
que diversos estudos in vitro comprovam a redugao de carie secundaria por
materiais adesivos que contém em sua composicao fluor, porém a metanalise
nao apresentou diferencga estatistica entre os sistemas adesivos sem fluor e com
fldor (Martins, Vasques & Fonseca, 2019).

Ainda a se tratar do efeito da adicdo de biomateriais nos sistemas
adesivos como forma de diminuir o risco de lesdes recorrentes, Boutsiouki e
colaboradores, 2019, buscou investigar a inibicdo de carie secundaria apds pré-
tratamento de dentina com CHX a 2%, adicdo experimental de CHX em primer
e adesivo de um sistema adesivo de 3 etapas e adi¢ao industrial de CHX em um
sistema adesivo de 2 etapas. A pesquisa concluiu que CHX 2% como pré-
tratamento de dentina, CHX 0,1% ou 0,2% adicionado em adesivos n&o forneceu
nenhum efeito antibacteriano em relacdo a carie secundaria em dentina. Por
outro lado, o pré-tratamento de dentina com CHX a 2% conseguiu limitar a
formagdo de fendas marginais no esmalte em comparagdo com os outros
protocolos adesivos.

Da mesma maneira, uma pesquisa publicada em 2019 buscou investigar
o papel da CHX 2% no desenvolvimento de lesdes de carie secundaria em
diferentes condigdes de interface com gaps pequenos (grupo 1) e largos (grupo
2). Os discos de dentina foram restaurados e pré-tratados com ou sem CHX 2%.
No grupo 1, as interfaces foram feitas com folgas de 30, 60 ou 90 uym. Interfaces
com compdsitos colocados diretamente sobre a dentina foram adesivada ou nao.
No grupo 2, foram feitas interfaces com folgas de 100 ym, com ou sem adesivo
no lado do compdsito. Biofiimes foram cultivados em amostras de dentina
composta por 14 dias. Analises mostraram que o pré-tratamento com CHX né&o
influenciou a progresséo da lesdo em nenhum local (p=0,218). Interfaces com
gaps intencionais mostraram efeito positivo e significativo na progressdo da
lesdo a 200 ym da entrada do gap (p<0,005). Em conclusao, o pré-tratamento
de dentina com CHX 2% n&o foi capaz de retardar o desenvolvimento de lesbes
de carie secundarias em pequenos e largos gaps neste modelo de biofilme
(Maske et al., 2019).
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Perpassando sobre os biomateriais possivelmente disponiveis para a
reduzir o risco de carie secundaria, uma revisao sistematica buscou sumarizar a
literatura atual e avaliar os efeitos antibacterianos e remineralizantes sinérgicos
que podem contribuir para a prevencao da lesdo. Os autores concluiram que a
fusdo de 2-metacriloiloxietilfosforilcolina e nanoparticulas de prata com
dimetilaminohexadecil metacrilato resultou em aumento da poténcia
antibacteriana. A adicdo de nanoparticulas de fosfato de calcio amorfo e
dendrimeros de poliamidoamina resultou em maior potencial de remineralizagao,
mas que mais estudos clinicos precisam ser planejados para explorar as
propriedades antibacterianas e remineralizantes desses novos compdsitos para

o sucesso clinico (Clarin et al., 2021).

3.4 A MONTMORILONITA - MMT

As argilas organofilicas sdo substancias que contém em sua composi¢céo
moléculas organicas intercaladas entre as camadas estruturais. A pesquisa
relacionada a tecnologia de intercalacdo de ditas moléculas organicas nas
estruturas das argilas tiveram inicio na década de 20, apos a introdugdo da
técnica de difragcdo de raios X em 1913, segundo relatam Merinska e
colaboradores, 2002.

A intercalagdo de espécies orgénicas em esmectitas € um modo de se
construir jungdes inorganicas e organicas com microestruturas unicas que s&o
controladas por interacdes hospedeiro-hdspede e héspede-hdspede. A insercao
de moléculas organicas faz com que ocorra expansao entre os planos d(001) da
argila, e mude sua natureza hidrofilica para hidrofobica, propiciando diversas

possibilidades de aplicagbes para as argilas (Paiva et al., 2008).

3.4.1 Propriedades fisico-quimicas da Montmorilonita

Montmorilonita, ou também conhecida como esmectita, € o nome dado a
argila que foi inicialmente descrita por Knight em 1896, numa regido da Franga
que leva o mesmo nome da molécula. Tal argila possuem um alto teor do

argilomineral montmorilonita encontrado especificamente nessa regido. A
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montmorilonita € o argilomineral mais abundante entre as esmectitas, cuja
férmula quimica que se descreve € My(A14.xMgx)SigO20(OH)4 (Paiva et al., 2008).

A molécula possui particulas de tamanhos que podem variar de 2 ym a
0,1 um, com tamanho médio de aproximadamente 0,5 ym em formato de placas.
Pertence ao grupo dos filossilicatos 2:1, cujas placas sdo caracterizadas por
estruturas constituidas por duas folhas de silica com uma folha octaédrica de
alumina, que s&o unidas entre si por atomos de oxigénio comuns. As folhas
apresentam continuidade nos eixos a e b e geralmente possuem orientagéo
aproximadamente paralela nos planos (001) dos cristais, que Ihes confere a
estrutura laminada.

O empilhamento dessas placas é regido por for¢as polares relativamente
fracas e por forcas de van der Waals, onde existem lacunas denominadas
galerias ou camadas intermediarias nas quais residem cations trocaveis como
Na*, Ca?*, Li*, fixos eletrostaticamente e com a fungdo de compensar cargas
negativas geradas por substituigbes isomdrficas que ocorrem na regiao
reticulada. A figura abaixo demonstra a estrutura da montmorilonita (Paiva et al.,
2008).

Figura 1 - estrutura quimica da MMT.
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Fonte: Paiva e colaboradores, 2008.

Em suma, e conforme exemplificado, as argilas do grupo esmectita,
principalmente a montmorilonita (MMT) sdo muito utilizadas na preparagao das
argilas organofilicas devido as pequenas dimensdes dos cristais, a elevada

capacidade de troca de cations, e a capacidade de absor¢do em agua que fazem
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com que a intercalagado de compostos orgénicos utilizados na sintese seja rapida
e totalmente completa (Paiva et al., 2008). Especialmente em se tratar de suas
propriedades fisico-quimicas, Uddin, exploram a figura abaixo.

Figura 2 - Propriedades fisico-quimicas das MMTs.

Solution Property Name Observation Remarks

1 color white, gray white, yellow, pink with yellow or green tints also exists
brownish yellow, greenish yellow

2 cleavage perfect perfect in one direction.

3 fracture uneven to lamellar claylike fracture

4 hardness 1.5 t0 2.0 Tale-Gypsum

5 density 2.0 to 2.7 average 2.35

6 crystal system monoclinic tiny scaly crystals, lamellar microcrystalline

aggregates, compactl‘ﬂ' crystals expand
to several times the original volume
on water absorption*”!

7 luster dull —
8 streak white -
9 luminescence none —
10 transparency translucent crystals are translucent and masses are opaque!*”’

Fonte: Uddin, 2008.

A MMT & um dos minerais argilosos mais comuns do tipo 2:1, rico em
conteudo natural e caracteristicamente n&o téxico. Devido a sua estrutura unica
e propriedades de superficie, a substancia mostra forte absorgdo de agua,
inchaco, dispersibilidade, bom desempenho de troca de cations e capacidade de
adsorgao, indicando que tem grande potencial na remogédo de metais pesados
ions e cations organicos. Ademais, a molécula também apresenta excelente
seletividade e atividade catalitica, o que poderia contribuir para sua ampla
utilizacdo em reagdes organicas e liberagdo controlada de drogas (Wang et al.,
2021), como exemplificagao da clorexidina.

Em suma, a montmorilonita (MMT) talvez possa ser considerada a argila
mais utilizada como carreador de liberagao de farmacos e tem sido utilizada para
a preparacdo de materiais antibacterianos. Entre os agentes antibacterianos
intercalados ao MMT estdo o acetato de clorexidina, cloreto de cetilpiridinio,
ciprofloxacina e tetraciclina (Lobato-Alguilar, 2020). Como exemplificacédo, a
figura abaixo demonstra o efeito de inibigdo da MMT, em diferentes proporgdes
sobre a bactéria E. Coli.

Além das propriedades anteriormente citadas, a molécula também
apresenta vantagens promissoras, incluindo alta estabilidade térmica, alta
resisténcia e baixo coeficiente de expansio. No entanto, por ser hidrofilico e com

propriedades oleofébicas, bem como a baixa compatibilidade com polimeros,
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nao é amplamente aplicado. Portanto, muitos estudiosos modificaram o MMT e
aprimoraram suas propriedades de adsorcdo e troca ibnica através da
preparagao com outros materiais bidimensionais, ampliando as aplicagdes como

antibacteriano médico, por exemplo (Chen et al., 2014).

Figura 3 - Taxa de inibicdo de crescimento bacteriano sobre acdo da MMT.
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Fonte: Lobato-Alguilar, 2020.

Da mesma maneira que os autores anteriormente citados, Meng e
colaboradores, 2009, propuseram em sua pesquisa preparar compdsitos de
intercalacdo de acetato de clorexidina com montmorilonita e seu potencial
antibacteriano foi avaliado com bactérias patogénicas como Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa. Os resultados indicaram que a combinagao
das substancias inibiu fortemente o crescimento de uma ampla variedade de
microrganismos, incluindo bactérias Gram-positivas e bactérias Gram-negativas
(Meng et al., 2009). A figura abaixo demonstra os resultados encontrados.

Ainda assim, Wu e colaboradores, 2013, buscaram em seu estudo,
através de uma pesquisa de longo prazo a ag&o antimicrobiana da clorexidina
associada a MMT para diversos microrganismos. Os resultados indicam um
excelente efeito antimicrobiano para E. Coli e S. Aureus na curva de tempo,

conforme demonstra a figura abaixo.
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Figura 4 - Difragédo do raio da associagao entre Clorexidina e MMT.
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Fonte: Meng e colaboradores, 2009.

Figura 5 - Curvas de dindmica antibacteriana de compostos em controle, CHX/MMT e
CHX-Cu/MMT contra E. coli (esquerda) e S. aureus (direita).
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Fonte: Wu et al., 2013.

3.5 ACLOREXIDINA — CHX

Gluconato de clorexidina (1,1'-hexametileno bi [5-(p-clorofenil) biguanida]
di-D-gluconato) (CHX) é um sal de gluconato, sendo um composto biguanida,
que existe desde a década de 1950 para uso clinico como um agente
antimicrobiano de amplo espectro, causando disrupcdo das membranas
celulares das bactérias gram positivas e negativas. Atualmente, € usado como

agente desinfetante em diversas condigbes de saude, especialmente na
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especialidade odontolégica. Sua caracteristica de biocompatibilidade, sendo
usado por via oral como antisséptico bucal por dentistas e pelo publico em geral
para prevenir biofiime bacteriano e acumulo de placa sdo uma de suas
aplicagdes (Brooke et al., 2020). A figura abaixo demonstra a formula quimica

do componente.

Figura 6 - Férmula quimica da clorexidina.
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Fonte: Cieplik et al., 2019

O enxaguatorio bucal CHX é uma solugdo neutra (faixa de pH 5-7),
apenas aconselhado para uso tépico, e nunca para administracao sistémica. Por
se tratar de uma substancia catidnica, liga-se a pele, mucosas e tecidos, que por
sua vez o tornam mal absorvido através dessas membranas. Apdés um unico
enxague, a substancia pode permanecem na saliva por até 5 horas e na mucosa
oral por até 12 horas. E geralmente considerado seguro para uso oral, mas

alguns efeitos colaterais e complicagbes foram relatados (Hoffman et al., 2001).

3.5.1 Mecanismo de a¢ao da Clorexidina

Como antisséptico bucal, a CHX tem efeito em microrganismos, como nas
bactérias, fungos e virus causadores de uma série de diferentes doencgas.
Estudos in vitro, demonstram que todos os efeitos antibacterianos da CHX se
relacionam com alteragdo na permeabilidade da membrana celular (Gilbert e
Moore, 2005). Em baixas concentragées (0,02%-0,06%) CHX causa
deslocamento de Ca?* e Mg?* e perda de K* da parede celular, resultando em
um efeito bacteriostatico (Cieplik et al., 2019). A figura abaixo demonstra a agao
da CHX em bactérias.

Por outro lado, em altas concentragdes (>0,1%), a CHX causa vazamento

de todos os principais componentes intracelulares para fora da célula, resultando
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em um efeito bactericida (lise e morte celular). Os efeitos antivirais da CHX
também sao devidos a alteragao da membrana celular e, finalmente, a CHX pode
inativar virus envelopados, como virus herpes simplex (Wood e Payne, 1998).

Os efeitos antifungicos da CHX, no entanto, relacionam-se para a
prevencao da formagado de biofime em ambos os aspectos bioldgicos e
superficies ndo bioldgicas, por espécies como Candida albicans, em vez de
romper a estrutura ou membrana celular do micrébio (Dehghnani Nazhvani et al.,
2016).

Esquematicamente, o modo de acdo da CHX em relagdo as membranas
citoplasmaticas bacterianas ocorre da seguinte maneira. A membrana
citoplasmatica bacteriana carrega uma rede de carga negativa e é composta por
uma bicamada fosfolipidica com proteinas incorporadas. A bicamada
fosfolipidica & estabilizada por céations bivalentes como Ca?* e forma um
ambiente hidrofébico, que é essencial para moderar a funcionalidade das
proteinas incorporadas. A substancia de CHX, como um agente catiénico, se liga
a superficie da célula bacteriana e inicialmente interage com a membrana
citoplasmatica. Assim, CHX faz pontes entre pares de grupos de cabega de
fosfolipidios e desloca os cations bivalentes associados. Ha diminuigao
progressiva da fluidez da camada fosfolipidica externa com criagao de dominios
hidrofilicos dentro da bicamada afetando o osmorregulagdo e atividade
metabdlica da membrana citoplasmatica e suas enzimas associadas (Cieplik et

al., 2019). A figura abaixo demonstra esquematicamente o explicitado.

Figura 7 - Microscopia eletrénica de varredura de um biofilme polimicrobiano e apos
tratamento com CHX (0,2%; 10 minutos). Estruturas semelhantes a vesiculas nas
superficies das células bacterianas indicam danos na membrana (setas vermelhas).

3 p“\ R “‘\\lb;\i\i 1 pm

Fonte: Cieplik et al., 2019
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Figura 8 - Representacdo diagramatica da interacdo da clorexidina com a membrana
citoplasmatica bacteriana. (a-d) O diagrama mostra diminuigbes progressivas na fluidez
da membrana externa com o aumento da exposicéo a clorexidina.
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4 METODOLOGIA

4.1 Comité de ética em pesquisa

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) sob o
parecer 5.413.792, da Universidade Santo Amaro - UNISA, uma vez que foram
utilizados dentes humanos como substrato para a realizacdo das restauracdes
com 0s compaositos resinosos.

ApoOs a aprovagao do comité, amostras oriundas de terceiros molares
higidos extraidos foram preparadas utilizando ponta diamantada FG 4138
conica (KG Sorensen®, Cotia, Sao Paulo, Brasil) acopladas a uma turbina de alta
rotagédo (Kavo Ker®) sob refrigeragdo constante.

4.2 Materiais

Utilizamos resina comercial (3M® filtek Bulk Fill Flow, 3M) e adesivo
comercial (3M® Adper Single Bond 2, Minnesota, EUA), sendo ambos
carregados com 5% de MMT/CHX.

4.3 Métodos

Inicialmente 15 dentes foram seccionados na jung&o esmalte-cemento, e
em seguida as coroas seccionadas ao meio no sentido vestibulo-lingual. Cada
dente resultou em duas amostras (mesial e distal) totalizando 30 amostras, e em
seguida foram levemente planificadas (Figuras 9 - 10). Os espécimes foram
fixados com fita dupla face em uma placa de vidro, com a face do esmalte livre,
e incluidas em tubos de PVC (Tigre®, Bolivia) com 16mm de didmetro e 6mm de
altura, e o tubo foi completamente preenchido com resina acrilica auto-
polimerizavel. Apos a polimerizagao da resina acrilica e a fixagdo das faces livres
do esmalte, foram novamente planificadas com lixas d’agua de granulagdo 600
e posteriormente de 1200 (Norton®, Guarulhos, Sdo Paulo, Brasil) sob
refrigeragao utilizando uma politriz (PVV®, TECLAGO, Itapevi, Sao Paulo, Brasil),
obtendo o paralelismo entre as superficies polidas e a base de PVC. Cavidades

circulares com diametro aproximado de 2mm e profundidade de 2,4mm foram
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preparadas na porcao central das faces planificadas com a ponta diamantada
FG 2131 (Microdont®, Sao Paulo, SP, Brasil) sob constante refrigeragédo onde as
quais foram restauradas, todos corpos de prova foram armazenados em um pote

com agua, conforme demonstrado na (Figura 9-10).

Figura 9 - Confecgéo do corpo de prova. (a, Terceiro molar higido; b, Secgao ; c, Dentes
seccionados; d, preenchendo o corpo de prova com resina acrilica)

Fonte: O autor, 2022

Figura 10 - Preparagao e restauragao das cavidades. (A-B broca FG2131; C, cavidade
a ser restaurada; D, Restauracao finalizada).

Fonte: O autor, 2022
4.3.1 Grupos e randomizag¢ao da amostra
Foram separados em 3 grupos cada grupo com 10 corpos de prova, sendo

o primeiro grupo controle (GC) restaurados com a resina comercial e o adesivo

de acordo com as orientagdes do fabricante. Segundo grupo (MMT Bulk) foi
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utilizado a resina comecial carregada de MMT/CHX, e o sistema adesivo feito
com o Single Bond 2 na sua férmula tradicional. Para o terceiro grupo (MMT
SB+Bulk) foi utilizado a resina e adesivos carregados de MMT/CHX. Em todas
as restauracgdes foram utilizadas um matriz de poliester e fotopolimerizadas com
o mesmo aparelho fotopolimerizador (Grand Valo®, Ultradente) por 40s em cada
amostra e em seguida foram polidas.

Apos a restauracdo das cavidades com o compoésito determinado, os
espéecimes foram distribuidos aleatoriamente para a leitura da microdureza. A
dureza de superficie foi avaliada em todos os espécimes através do
microdurémetro (Shimadzu HMV-2T®, Barueri, Sdo Paulo, Brasil) composto por
um penetrador diamantado piramidal tipo Knoop, com carga de 25g aplicada por
10s. A microdureza inicial e apds 7dias foi mensurada em 4 pontos padronizados
ao redor da restauracao a 200u da sua borda, e a diferenga entre estas foi

calculada (figura 11-13).

Figura 11 - Corpo de prova em posigao para leitura no microdurémetro. (A; Leitura do
microdurémetro, B; Edentagao).

Fonte: O autor, 2022

Figura 12 - Edentagbes vista no microdurbmetro.

Fonte: Gordilho.A , 2022
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Figura 13 - Esquema da leitura no microdurémetro.

Mensurada em 4 pontos padronizados ao
redor da restauracéo a 200p da sua borda
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Dispositivo circular

Fonte: o autor, 2022

4.3.2 Crescimento do biofilme

Foram transferidos inicialmente 9,5 ml de meio Brain Heart Infusion (BHI)
para um tubo tipo Falcon e acrescido 0,5ml de glicose a 20% e 50ul da bactéria
Streptococcus mutans, uma vez que esta bacteria é de estoque e mantida no
congelador. Esta solugdo foi ao vortex (Phoenix®, AP-56, Araraquara, Sao Paulo,
Brasil) e incubada a 37°c em anaerobiose por 18 horas (Figura 14).

Figura 14 - Exemplificagao do processo de incubagéo, onde é reativada a bactéria.

Fonte: O autor, 2022
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4.3.3 Preparo do inéculo

Passado 18 horas, foram transferidos 9,5ml de meio BHI para um tubo
tipo Falcon e acrescidos 0,5ml de glicose a 20%. Tal solugédo foi ao vortex
(Phoenix®, AP-56, Araraquara, S&o Paulo, Brasil) e removido 0,5ml. Em seguida,
fora substituida essa aliquota pela solugao inicialmente preparada e submetida
ao vortex (Phoenix®, AP-56, Araraquara, S&o Paulo, Brasil) e levada a estufa &
37°c em jarra de anaerobiose para obter a correta absorbancia, apos 3 horas &
retirado e levado ao espectrofotometro para fazer a leitura do indculo, essa

leitura deve estar em aproximadamente em 0,700.

4.3.4 Preparo do meio de cultura

Foi preparado 159,6 ml de meio de cultura BHI e acrescentado 8,4 ml de
sacarose a 20% e 672 ul do in6culo (esses volumes foram previamente
calculados levando em consideracéo a capacidade de cada poc¢o e o numero de

corpos de prova).

4.3.5 Distribuicao do meio de cultura e montagem da placa de 12 pogos

Os corpos de prova foram posicionados nos respectivos pogos e 2ml do
meio de cultura preparado anteriormente foi adicionado e incubados em
condi¢gbes de anaerobiose por 24 horas. Este meio de cultura foi trocado a cada
24 horas por 7 dias e os espécimes incubados nas mesmas condigdes.

4.3.6 Analise do biofilme

Apos 7 dias completos em meio de cultura e crescimento do biofilme,
cada espécime foi lavado com solucdo salina e transferido para um tubo tipo
Falcon estéril contendo 5 ml de solugéo salina (PBS), e em seguida, levado ao
vortex (Phoenix®, AP-56, Araraquara, Sdo Paulo, Brasil) para remogdo do
biofilme. Desta solugdo tomou-se uma aliquota de 10ul e transferiu-se para um
eppendorf com 990ul de solugao salina. Apds, foram realizadas mais 4 e 8
diluicbes em 900yl de solugao salina cada. Cerca de 50ul da solugao proveniente
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deste processo fora utilizada para fazer uma cultura em placa de Petri com BHI
agar, e as unidades formadoras de col6nia (UFC) foram contabilizadas apds 24

horas de crescimento em anaerobiose.

4.4  Analise estatistica

Previamente as analises, os dados obtidos foram avaliados quanto a
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Em seguida, foram submetidos a analise
de variancia a dois critérios para a comparacéo dos valores de DK (fatores do
estudo: Tempo (inicial e 7 dias) e Composi¢cdo (MMT)) e analise de variancia a
um critério para a comparagao da diferenga de DK e para UFC (fator do estudo:
Composigao (MMT)). As comparag¢des multiplas foram efetuadas pelo teste de
Tukey. Os calculos estatisticos foram conduzidos adotando-se o nivel de
significancia de 5% (a=0,05), no programa SigmaPlot 14.0 (Systat Software Inc.,
San Jose, California, EUA).
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5 RESULTADOS

A tabela 1 mostra os valores médios e o desvio padrdo da dureza Knoop
inicial (DKi), da dureza Knoop ap6s 7 dias (DK7) e da diferencga entre DKi e DK7
(%Diferenca).

Tabela 1 - Média e desvio-padréo dos valores de dureza Knoop (KHN) e %Diferenca (%). Letras
maiusculas comparagao na linha e letras minusculas comparagéo na coluna.

DKi DK7 %Diferenca

Controle 185,8 (24,5) Aa 133,2 (26,4) B,a 27,3 (17,3)
MMT Bulk 155,1 (34,2) A,a 127,8 (28,6) B,a 16,7 (11,8)
MMT SB+Bulk  179,8 (36,1) A,a 144,2 (22,0) B,a 18,5 (10,1)

Fonte: O autor.

A analise dos resultados demonstrou que quando os materiais
restauradores foram avaliados, ndo existiu diferenca dos valores de DKi e apds
7 dias. Entretanto, quando avaliado o tempo, DKi mostrou valores superiores a
DK7 (p<0,001).

Com relagcao aos valores de %Diferencga, ndo existiu diferenca estatistica
entre os materiais restauradores (p=0,133).

A tabela 2 mostra os valores médios e o desvio padrdo de Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC) apos 4 e 8 diluigbes. Nao existiu diferencga
estatistica entre os valores de UFC (p=0,101).

Tabela 2 - Média e desvio-padrdo de UFC (UFC/uL).

UFC
Controle 19,6 (15,5)
MMT Bulk 20,8 (11,6)
MMT SB+Bulk 11,3 (6,9)

Fonte: O autor.
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6 DISCUSSAO

A hipotese desta pesquisa foi rejeitada, ja que independente do grupo
apresentar ou ndo materiais carregados com MMT/CHX, n&do houve diferenca
estatistica inicial, 7 dias e em %Diferencga para a dureza Knoop. Portanto, todos
0s grupos tiveram estatisticamente o mesmo grau de desmineralizagao e valores
de DK. Da mesma maneira, os resultados apontam para uma semelhanca
estatistica entre todos os grupos para avaliagdo das unidades formadoras de
colénia (UFC), demonstrando que n&o ha diferenga para prevenir o biofilme se o
material esta carregado ou ndo com MMT/CHX.

Especialmente a se tratar dos dados obtidos sobre a dureza Knoop,
apesar de os grupos nao apresentarem diferenca estatistica significativa entre
si, os valores iniciais s&o superiores aos de 7 dias, e a menor %Diferenca se deu
no grupo em que apenas a resina foi carregada com MMT/CHX. Por outro lado,
a maior %Diferenga se deu no grupo controle, no qual nenhum dos materiais,
resina ou adesivo, foram carregados com os produtos.

Na tabela 2 em que se apresentam as UFCs apds 8 diluicdes, observa-se
a nado diferenca estatistica entre os grupos, demonstrando que,
independentemente de haver ou nao particulas carregadas com MMT/CHX, o
controle microbiologico é o mesmo. Mas, cabe salientar, que quando avaliados
numericamente os resultados, o grupo MMT SB+Bulk, em que ambos, adesivo
e composito, sao carregados com as particulas, ha uma menor concentragéo de
unidades formadores de colbnia, demonstrando sua maior efetividade
numericamente. Por outro lado, e de forma heterotopica, o grupo controle
apresentou resultados melhores no controle do biofilme quando comparado ao
grupo em que apenas a resina foi carregada com MMT/CHX. Tendo em vista
que a metodologia usada no nosso trabalho foi de 7 dias em meio microbiano &
aceitavel que outras alternativas de metodologia sejam usadas para obter
resultados melhores, sendo assim uma delas seria diminuir o tempo das
amostras em meio microbiano e conciliando o uso de saliva artificial.

Da mesma maneira, e corroborando os resultados encontrados,
Boutsiouki e colaboradores, 2019, a se tratar do efeito da adigado de biomateriais
nos sistemas adesivos como forma de diminuir o risco de lesdes recorrentes, os

autores buscaram investigar a inibicdo de carie secundaria apos pré-tratamento
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de dentina com CHX a 2%, adigao experimental de CHX em primer e adesivo de
um sistema adesivo de 3 etapas e adi¢cdo industrial de CHX em um sistema
adesivo de 2 etapas. A pesquisa concluiu que CHX 2% como pré-tratamento de
dentina, CHX 0,1% ou 0,2% adicionado em adesivos ndo forneceu nenhum
efeito antibacteriano em relagao a carie secundaria em dentina.

Deve-se compreender, todavia, que os resultados dessa pesquisa diferem
de outras, como a publicada por Meng e colaboradores, 2009, na qual
propuseram preparar compdsitos de intercalagao de acetato de clorexidina com
montmorilonita e seu potencial antibacteriano foi avaliado. Os resultados
indicaram que a combinacgao das substancias inibiu fortemente o crescimento de
uma ampla variedade de microrganismos, incluindo bactérias Gram-positivas e
bactérias Gram-negativas.

Por outro lado, uma metanalise realizada por Martins, Vasques &
Fonseca, 2019, demonstrou que diversos estudos in vitro comprovam a redugao
de carie secundaria por materiais adesivos que contém em sua composi¢cao
fluor, porém o estudo matematico ndo apresentou diferencga estatistica entre os
sistemas adesivos sem fluor e com fluor. Esclarece-se, no entanto, que por se
tratar de uma substancia diferente do proposto nessa pesquisa, ndo se deve
ponderar como fato essencial e definitivo também para a CHX, havendo a
necessidade de maiores pesquisas in vitro e clinicas para explicar o
comportamento.

Particularmente em se tratar das limitacbes dessa pesquisa, deve-se
considerar a composigcdo das amostras com compositos carregados com
clorexidina e MMT, ja que elas apresentam mondmeros do tipo residuais
lixiviaveis, sal quaternario de amoénia, que também esta presente na
nanoparticula de MMT como produto residual, e a clorexidina que juntos
contribuem para as propriedades antimicrobianas dos compdsitos, nao podendo
ignorar a possivel agdo contra microrganismos antes mesmo da adicdo das
moléculas de MMT/CHX. Ainda assim, sugere-se que outras pesquisas
experimentais sejam feitas considerando outras concentragdes de clorexidina

para entender o real papel dessa na prevencao de carie secundaria.
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7 CONCLUSAO

A avalicdo de DK antes e depois do crescimento bacteriano mostrou que
adicao de MMT carregado com CHX n&o foi capaz de impedir a diminuigdo dos
valores de DK em esmalte dental. Também ndo mostrou valores de DK diferente
do grupo sem MMT/CHX

Visto que apos a avaliagdo do crescimento bacteriano, também nao

preveniu a formagao de UFC.



37

REFERENCIAS

Arbildo-Vega HI, Lapinska B, Panda S, Lamas-Lara C, Khan AS, Lukomska-
Szymanska M. Clinical Effectiveness of Bulk-Fill and Conventional Resin
Composite Restorations: Systematic Review and Meta-Analysis. Polymers
(Basel). 2020;12(8):1786. 2020.

Askar H, Brouwer F, Lehmensiek M, Paris S, Schwendicke F. The association
between loading of restorations and secondary caries lesions is moderated by
the restoration material elasticity. J Dent. 2017;58:74-79.
doi:10.1016/j.jdent.2017.01.002. 2017.

Askar H, Krois J, Gostemeyer G, et al. Secondary caries: what is it, and how it
can be controlled, detected, and managed?. Clin Oral Investig. 2020;24(5):1869-
1876. 2020.

Askar H, Krois J, Gostemeyer G, Schwendicke F. Secondary caries risk of
different adhesive strategies and restorative materials in permanent teeth:
Systematic review and network meta-analysis. J Dent. 2021;104:103541. 2021.

Askar H, Tu YK, Paris S, Yeh YC, Schwendicke F. Risk of caries adjacent to
different restoration materials: Systematic review of in situ studies. J Dent.
2017;56:1-10. doi:10.1016/j.jdent.2016.09.011. 2017.

Boutsiouki C, Frankenberger R, Liucker S, Kramer N. Inhibition of secondary
caries in vitro by addition of chlorhexidine to adhesive components. Dent Mater.
2019;35(3):422-433. doi:10.1016/j.dental.2018.12.002. 2019.

Brookes ZLS, Bescos R, Belfield LA, Ali K, Roberts A. Current uses of
chlorhexidine for management of oral disease: a narrative review. J Dent. 2020
Dec;103:103497. 2020.



38

Brunthaler A, Konig F, Lucas T, Sperr W, Schedle A. Longevity of direct resin
composite restorations in posterior teeth. Clin Oral Investig. 2003 Jun;7(2):63-70.
doi: 10.1007/s00784-003-0206-7. Epub 2003 May 27. Citado em PubMed; PMID:
12768463. 2003.

Chen Q, Zhu R, Deng W, Xu Y, Zhu J, Tao Q, He H. From used montmorillonite
to carbon monolayer—montmorillonite nanocomposites. Appl. Clay Sci. 2014,
100, 112-117. 2014.

Chisini LA, Collares K, Cademartori MG, et al. Restorations in primary teeth: a
systematic review on survival and reasons for failures. Int J Paediatr Dent.
2018;28(2):123-139. doi:10.1111/ipd.12346. 2018.

Cieplik F, Jakubovics NS, Buchalla W, Maisch T, Hellwig E, Al-Ahmad A.
Resistance Toward Chlorhexidine in Oral Bacteria - Is There Cause for Concern?
Front Microbiol. 2019 Mar 22;10:587. 2019.

Clarin A, Ho D, Soong J, Looi C, Ipe DS, Tadakamadla SK. The Antibacterial and
Remineralizing Effects of Biomaterials Combined with DMAHDM
Nanocomposite: A Systematic Review. Materials (Basel). 2021;14(7):1688.
Published 2021 Mar 30. doi:10.3390/ma14071688. 2021.

Dehghani Nazhvani A, Haddadi P, Badiee P, Malekhoseini SA, Jafarian H.
Antifungal Effects of Common Mouthwashes on Candida Strains Colonized in the
Oral Cavities of Liver Transplant Recipients in South Iran in 2014. Hepat Mon.
2016 Jan 30;16(1):€31245. 2016.

Ferracane JL. Models of Caries Formation around Dental Composite
Restorations. J Dent Res. 2017;96(4):364-371. doi:10.1177/0022034516683395

Gilbert P, Moore LE. Cationic antiseptics: diversity of action under a common
epithet. J Appl Microbiol. 2005;99(4):703-15. 2005.



39

Hoffmann T, Bruhn G, Richter S, Netuschil L, Brecx M. Clinical controlled study
on plaque and gingivitis reduction under long-term use of low-dose chlorhexidine
solutions in a population exhibiting good oral hygiene. Clin Oral Investig. 2001
Jun;5(2):89-95. 2001.

Hollanders ACC, Kuper NK, Maske TT, Huysmans MDNJM. Secondary Caries
in situ Models: A Systematic Review. Caries Res. 2018;52(6):454-462.
doi:10.1159/000487200. 2018.

Kidd EA. Diagnosis of secondary caries. J Dent Educ. 2001;65(10):997-1000.
Lobato-Aguilar HA, Lizama-Uc G, Uribe-Calderon JA, Cauich-Rodriguez J,
Rodriguez-Fuentes N, Cervantes-Uc JM. Antibacterial properties and release
kinetics of chlorhexidine diacetate from montmorillonite and palygorskite clays. J
Biomater Appl. 2020 Mar;34(8):1052-1058. 2020.

Martins FV, Vasques WF, Fonseca EM. Evaluation of the efficiency of fluoride-
releasing adhesives for preventing secondary caries in-vitro: a systematic review
and meta-analysis. Eur Arch Paediatr Dent. 2019;20(1):1-8. doi:10.1007/s40368-
018-0388-y. 2019.

Maske TT, Kuper NK, Cenci MS, Huysmans MDNJM. Chlorhexidine, a Matrix
Metalloproteinase Inhibitor and the Development of Secondary Caries Wall
Lesions in a Microcosm Biofilm Model. Caries Res. 2019;53(1):107-117.
doi:10.1159/000490195. 2019.

Maske TT, Kuper NK, Cenci MS, Huysmans MDNJM. Minimal Gap Size and
Dentin Wall Lesion Development Next to Resin Composite in a Microcosm Biofilm
Model. Caries Res. 2017;51(5):475-481. doi:10.1159/000478536. 2017.

Meng N, Zhou NL, Zhang SQ, Shen J. Controlled release and antibacterial
activity chlorhexidine acetate (CA) intercalated in montmorillonite. Int J Pharm.
2009 Dec 1;382(1-2):45-9. 2009.



40

Merinska Z, Malac M, Pospisil Z, Weiss M, Chmielova P, Capkova J, Simonik.
Polymer/clay nanocomposites based on MMT/ODA intercalates, Composite
Interfaces, 9:6, 529-540. 2002.

Mjor 1A, Toffenetti F. Secondary caries: a literature review with case reports.
Quintessence Int. 2000;31(3):165-179. 2000.

Paiva LB, Morales AR, Diaz FRV. Argilas organofilicas: caracteristicas,
metodologias de preparagdo, compostos de intercalacdo e técnicas de

caracterizacao. Ceramica [online]. v. 54, n. 330. 2008.

Splieth C, Rosin M, Gellissen B. Determination of residual dentine caries after
conventional mechanical and chemomechanical caries removal with Carisolv.
Clin Oral Investig. 2001 Dec;5(4):250-3. doi: 10.1007/s00784-001-0130-7. Citado
em PubMed; PMID: 11800438. 2001.

Uddin F. Clays, Nanoclays, and Montmorillonite Minerals. Metall Mater Trans A
39, 2804-2814. 2008.

Wang R, LiH, Ge G, Dai N, Rao J, Ran H, Zhang Y. Montmorillonite-Based Two-
Dimensional Nanocomposites: Preparation and Applications. Molecules. 2021
Apr 26;26(9):2521. 2021.

Wood A, Payne D. The action of three antiseptics/disinfectants against enveloped
and non-enveloped viruses. J Hosp Infect. 1998 Apr;38(4):283-95. 1998.

Worthington HV, Khangura S, Seal K, et al. Direct composite resin fillings versus
amalgam fillings for permanent posterior teeth. Cochrane Database Syst Rev.
2021;8(8):CD005620. 2021.

Wu'Y, Zhou N, Li W, Gu H, Fan Y, Yuan J. Long-term and controlled release of
chlorhexidine-copper(ll) from organically modified montmorillonite (OMMT)
nanocomposites. Mater Sci Eng C Mater Biol Appl. 2013 Mar 1;33(2):752-7.
2013.



41

Zhang N, et al. Insights atuais sobre a modulagdo da degradacgé&o bacteriana oral

de materiais restauradores poliméricos dentarios. Materiais (Basileia)
2017;10(5). 2017.

Zhang Y, et al. Compostos quaternarios de amdnio em materiais restauradores
dentarios. Dent Mater J 2018;37(2):183-91. 2018.



42

Anexo A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da

Universidade Santo Amaro

UNIVERSIDADE DE SANTO
AMARO - UNISA

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avallagdo da desmineralzacdo de esmaite dental em restauracdo com compdsiio com
IDeragdo de dorexidna- estudo in viro

Peosquisador: Letica Crisana Cidreira Boaro
Arca Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 58611322 8 0000 0081

Instituicao Proponente: OBRAS SOCIAIS E EDUCACIONAIS DE LUZ
Patrocinador Principal: Finandamento Proprio

DADOS DO PARECER
Namero do Parecer: 5413782

Apresentacio do Projeto:

O cbjetivo do presente estudo serd avallar a desmineralzacdo do esmalte dentarno utilizando compdsiios
hibridos contendo o complexo MMTACHX e

carga convencionais de vidro de baro e silca, em dferentes concentragbes. Assim, foram confeccionados
seis compdsitos experimentals a base de

BIsGMAITEGDMA, contendo 5% de MMT carregada com ciorexidina, as concentragdes totais serdo de 30
ou 60% em peso. Sendo Que a Proporgdo

de vidro de bario e slica coloidal serd de 8020 ou 70/30 em peso. Além disso leremos dois drupos controle
um apenas com a marz polmérica, ¢

outro apenas com MMT/CHX, totalizando assim seis grupos experimentals. Cavidades confeccionadas em
dentes humanos serdo restauradas com

estes compdsios. A desmineralzacdo serd analisada através da microdureza Knoop na superficie do
esmalte antes, 7 dias e 14 dias apos o

crescimento do biofime de S. Mutans. Além disso, serd feita a contagem das unidades formadoras de
coldnia tanto apds 7 dias quanio apds 14 dias.

A andiise estatistica serd realzada de acordo com a normalidade ¢ a hamocedasticidade dos dados.

Endersgo: Mum Poof Endas de Sgueitss Neto, 340
Balrro:  Jarchm cas drbotas CEF: 2450000
ur: =» Murnicipiec SAO PALLO

Telofone: (1120418087 E-maf: pesgoasuressfiumaa >

Phgratt d» o0




43

UNIVERSIDADE DE SANTO
AMARO - UNISA

Cortmuacho do Parscer: 549050

Objetivo da Pesquisac

O cbjetivo do presente estudo serd avallar a desmineralzacdo do esmaite dentario utiizando compdsiios
hibridos contendo o complexo MMT/CHX e

carga convencionals de vidro de baro e silca, em dferentes concentragbes. Assim, foram confeccionados
seis compodsitos experimentals a base de

BIsSGMAITEGDMA, contendo 5% de MMT carregada com clorexiding, as concentragdes totals serdo de 30
ou 60% em peso. Sendo Que a Proporgdo

de vidro de barno e siica colcidal serd de B0/20 ou 70/30 em peso. Além disso leremos dois drupos controle
um apenas com a marz polmérica, ¢

outro apenas com MMT/CHX, totalizando assim seis grupos experimentals. Cavidades confeccionadas em
dentes humanos serdo restaradas com

estes compdsios. A desmineralzacdo serd analisada através da microdureza Knoop na superficie do
esmalte antes, 7 dias e 14 dias apds o

crescimento do biofime de S. Mutans. Além disso, serd feita a contagem das unidades formadoras de
coldnia tanto apds 7 dias quanio apds 14 dias.

A anadise estatisica serd realzada de acordo com a normalidade ¢ a homocedasticdade dos dados.

Avaliacdo dos Riscos ¢ Beneficios:

Riscos:

Os possivels riscos 530 agqueles inerentes 20 procedimento ciningico de exragdo dos terceiros molares que
s30: possiblidade de dor, edema,

sangramento e parestesia (perda de sensibilidade apds o efeito da anestesia local). Todos esses riscos
ser3o adminisrados pelo pesquisador, e

controlados com Medcacdo Cas0 O0OMTam.

Beneficos:

Esie trabalho ndo trard beneficdo direto a0 paciente participante. Este ¢ um estudo aboratonal que testara
um novo material gue visa diminuir a

Incidéncia de carie. Os beneficios, portanto sdo agueles relacionados a0 desenvolvimento de um maserial
restarador com atividade antibactieriana e

remineralizadora; menor incidénda de cane secunddria; menor indice de substituigdo das restauragdes;
maior durablidade do materal na cavidade

bucal

Endersgo: Mum Poof Endas de Sguetss Neto, 340
Balrro:  Jarchm cias drbotas CEP: 2450000
ur: =» Municipiec  SAO PALLO

Telefone: (1120418087 E-maf: pesgonauressfiumaa S

Phgrals ém 4




UNIVERSIDADE DE SANTO
AMARO - UNISA

Contmuacho do Parscer: S40. %0

Comentarios ¢ Consideragdes sobre a Pesquisa:

Os dados serdo analisados de acordo com a normakdade ¢ homocedasicidade dos dados.

Deslecho Primano:

Desenvolvimenio de um material restaurador gue Inbe carne.

Consideracdes sobre 0s Termos de apresentacdo obrigatoriac
- Informagles Basicas - ok

- Folha de Rosio - ok

- Projeto de Pesquisa -0k
- Carta de co-paricipagdo ("Declaragdo”x assinada, canmbada, datada de 2019, com CPF ¢ sem CNPJ

(dado retrospectivo)
- TCLE - ok

- Riscos ¢ Beneficios - ok

- Cronograma - ok
- Orgamento . ok

Conclusdes ou Pendéncias ¢ Lista de Inadequagtes:

- Agrovado.

Consideragdes Finals a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

44

Craa ™™

Informagbes Basicas Ps_mimm_no_s’ 10052022 Acemo
P 1 18:14:22 -

Folha de Rosto FR_Boaro pX 10052022 |Leticia Crisana Aceno

18:13:52 | Cidreira Boaro

Projeio Delahade | | PROJETO ol a ACeRo

Brochura 1248:27 |Cdreira Boaro

nesliondor - -

Outros dedlaracao. pdf 02052022 |Leticia Crisana Acemo

— y— 12:43.35 _1Cidreim Boaro

TQLE / Termos de | TCLE par 02052022 |Leticia Crisana Aceno

Assentimento / 1242:34 | Cidreira Boaro

Justificatha de

[Ausdnc

Endersgo:  Mum Poof® Endan de Siquetss Neto, 340
Balrro:  Jarchm cias brbutas

CEF: (2420000

ur: =»

Municiplec  SAO0 PALLO

Telefone: 1121418087

E-mal: pesgasaurtssfumas b

Plgea C3 dn 08



UNIVERSIDADE DE SANTO
AMARO - UNISA

Nocessita Apreciacdo da CONEP:
N3o

SAD PAULO, 17 de Malo de 2022

Encancn: a Praf” Bodan de Squmim Neto, 349
Balrro:  Jarchm cias brbutas

ur: sp Municiples  SA0 PALLO
Tolofone:  |110041-8087

Assinado por:
Ana Paula Ribeiro
(Coordenadori{a))

CEF: 2420000
E-mal: pesguaaurissfuman b

Pagea e o "

45



