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RESUMO

O objetivo deste estudo foi o de avaliar o efeito dos parametros de topografia e
hidrofobicidade de diferentes tipos de materiais restauradores utilizados para restaurar lesdes
cervicais ndo cariosas sobre a formacdo de biofilme. Quatro materiais restauradores foram
investigados: cimento de iondémero de vidro convencional (KF, Ketac Fil Plus, 3M ESPE),
iondmero de vidro modificado por resina (VT, Vitremer, 3M ESPE), iondmero de vidro
nanoparticulado modificado por resina (KN, Ketac Nano, 3M ESPE) resina composta
nanoparticulada (FZ, Filtek Z350 XT, 3M ESPE). Quinze amostras foram preparadas a partir
de cada material, divididas em quatro grupos. Dez amostras foram utilizadas para a analise de
parametros usando a perfilometria a laser 3D. Os parametros amplitude (Sa e Sq), parametro
espacial (Sds) e parametro hibrido (Ssc) foram extraidos em area usando cut-off= 0,25 mm. A
hidrofobicidade foi determinada pela medi¢cdo do angulo de contato usando agua deionizada
sobre a superficie (n=5 por material). Biofilme foi avaliado ap0s 24 horas apés cultura sobre
as amostras, que depois foram coradas com fluoresceina sodica a 1% utilizando microscopia
confocal de varredura a laser (CLSM) para analise do biovolume e espessura. Os dados foram
analisados utilizando-se ANOVA e teste de Tukey (o = 0,05). A correlacdo de Pearson foi
utilizada para comparar os parametros topograficos com a formacgdo de biofilme. Foram
encontradas diferencas significativas entre os parametros de amplitude relacionados (Sa e Sq:
FZ = KN< VT<KF). KN apresentou a maior hidrofobicidade. FZ e KN apresentaram a menor
espessura e biovolume de biofilme quando comparadas com VT e KF. Todos os parametros
de topografia foram significativamente correlacionados com a formacéo de biofilme. FZ e
KN, materiais com nano particulas apresentaram melhor desempenho nos parametros

relacionados com topografia e formacao de biofilme.

PALAVRAS-CHAVE: nanomaterial, biofilme, microscopia confocal, rugosidade da

superficie, angulo de contato
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the effect of the topography parameters and
hydrophobicity of restorative material used to restore non-carious cervical lesions on the
biofilm formation. Four restorative materials were investigated: conventional glass ionomer
cement (KF, Ketac Fill Plus, 3M ESPE), resin-modified glass ionomer cement (VT, Vitremer,
3M ESPE), nanofilled resin-modified glass ionomer (KN, Ketac Nano, 3M ESPE) nanofilled
resin composite (FZ, Filtek Z350 XT, 3M ESPE). Forty disk specimens were prepared from
each material, dived in four groups. Five samples were used for topography parameters
analysis using a 3D profilometry. The amplitude parameters (Sa and Sq), spatial parameter
(Sds) and hybrid parameter (Ssc) were extracted in area using cut off of 0.25mm.
Hydrophobicity was determined by the contact angle measurement of deionized water on the
surface. Biofilm was evaluated after 24 hours formation with each disk after stained with 1%
fluorescein using confocal laser-scanning microscopy (CLSM). Data were analyzed using
one-way ANOVA and Tukey test (a=.05), Pearson correlation was used to compare
topography parameters with biofilm formation. Significant differences were found related
amplitude parameters (Sa and Sq, FZ=KN<VT<KF). KN presented the highest
hydrophobicity. FZ and KN presented the lowest thickness and biovolume of biofilm when
compared with VT and KF. All topography parameters were significantly correlated with
biofilm formation. FZ and KN, material with nanoparticles presented better performance

related topography parameters and biofilm formation.

KEYWORDS: nanomaterial, biofilm, confocal laser microscopy, surface roughness, contact
angle
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1. INTRODUCAO

H& pouco tempo, as lesBes cariosas destacavam-se como as maiores responsaveis pela
sintomatologia dolorosa dos pacientes. Hoje, a reducdo da incidéncia de cérie é nitida, porém
nota-se crescimento continuo na ocorréncia de lesdes cervicais ndo-cariosas (LCNC) (Bader
et al., 1996). Tais lesdes sdo caracterizadas pela perda de tecido dental duro na regido préxima
a juncdo cemento-esmalte que, ao promoverem a exposicdo de dentina, podem desenvolver
sensibilidade dentinaria. Normalmente, fatores de risco de natureza diversa estdo presentes,
atuando com intensidade, duracdo e frequéncia variaveis, de forma isolada ou em associacdo

entre si, 0 que caracteriza a condi¢do como de natureza multifatorial (Levitch et al.,1994).

As lesbes cervicais apresentam grande variedade de forma e podem ocorrer nas
superficies vestibular, lingual e/ou proximal de adultos e idosos, embora possam se manifestar
em todos os grupos etarios. Quanto mais velha a populacéo, maior a prevaléncia de individuos
que apresentam essas lesdes e maior o numero de lesdes profundas neles encontradas. O
conhecimento da etiologia dessas lesdes é importante para prevenir o desenvolvimento de
novas lesdes, interromper a progressdo de lesOes ja existentes, e determinar o tratamento
apropriado. Os fatores etiolégicos mais comumente citados que podem levar ao

desenvolvimento de lesdes cervicais sdo corrosao, abrasdo e abfracdo (Maneenut et al.,1995).

Quanto ao tratamento, a primeira medida terapéutica a ser adotada consiste na
remocao dos fatores causais e, posteriormente na andlise individual de aspectos como a
profundidade da leséo e a presenca de sintomatologia dolorosa para determinar a necessidade
ou ndo de procedimento restaurador. Diante da necessidade de tratamento restaurador,
diversos materiais estdo disponiveis no mercado, cada um com suas vantagens e

desvantagens.

Apos o diagnostico e a tomada de decisdo de restaurar a LCNC, torna-se necessario e
fundamental definir o tipo de material restaurador a ser empregado. Para a selecdo, deve-se
considerar a caracteristica da superficie em relacdo a rugosidade, a fim de promover uma
lisura superficial, que dificulte a adesdo e retencdo de biofilme. Entre as alternativas para a
realizacdo de restauracdo na regido cervical destacam-se 0 emprego de materiais estéticos, tais
como cimento de ionémero de vidro, ionbmero modificado por resina e resina composta

(Maneenut et al., 1995; Peumans et al., 2005). Estes materiais usados nas restauragcdes dessas
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areas auxiliam na protecdo contra maior perda de estrutura dental, sensibilidade e manutencéo

na qualidade dos tecidos gengivais.

As hipoteses nulas lancadas para este estudo foram: ndo existem diferencas
significativas nos parametros de topografia e hidrofobicidade entre os materiais restauradores
testados; ndo houve efeito dos pardmetros de topografia e hidrofobicidade de diferentes
materiais utilizados para restaurar LCNC sobre a formag&o de biofilme.

Contudo, h& que se considerar a possibilidade de atuarem como um agente
colaborador no desenvolvimento do biofilme resultando assim, em uma possivel agressao ao

periodonto.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 LESAO CERVICAL NAO CARIOSA

A ressecdo gengival é caracterizada pela perda de estruturas do periodonto, e
consequente exposicdo da superficie radicular, independente do padrdo de higiene bucal do
individuo. O fator, provavelmente predominante para a recessdo localizada é a oclusao
traumatogénica, principalmente em adultos (Bartlett et al., 2006). Associada a recessdo
gengival e, por conseguinte, a superficie radicular exposta, ha a presenca de LCNC.

Em funcdo de medidas de prevencdo a carie é notoria a reducdo de sua incidéncia,
porém nota-se crescimento continuo na ocorréncia de LCNC, ou seja, aquelas néo
ocasionadas por bactérias. Estas sdo classificadas em trés categorias: corrosdo, abrasdo e
abfracdo, caracterizadas pela perda de tecido dental duro na regido proxima a jungao cemento-
esmalte (Terry et al., 2003; Soares et al., 2006; Lucchesi et al., 2007; Barbosa et al., 2009).

A corrosdo é determinada pela dissolucdo de substancia, pela presenca de um meio
qguimicamente acido, seja essa de origem intrinseca ou extrinseca. A primeira é procedente por
regurgitacdo de acido gastrico, enquanto a segunda ocorre em funcdo da dieta de baixo pH.
Em contrapartida, a abraséo € caracterizada por um desgaste da estrutura dentaria causada por
forcas mecanicas anormais, tais como: excessiva e Iimpropria escovacdo e habitos
parafuncionais orais, como roer unhas, bruxismo, morder a haste de um tubo, segurar pregos
entre os dentes. Por fim, a abfracdo advém de alteracbes na distribuicdo da forca sobre o
dente, principalmente na regido cervical, porém, pode se manifestar, também, como
invaginacBes oclusais resultantes da excessiva carga excéntrica de habitos parafuncionais
(Soares et al., 2006; Lucchesi et al., 2007; Francisconi et al., 2009; Pikdoken et al., 2011).

Historicamente, estas lesGes eram classificadas de acordo com sua aparéncia: areas em
forma de cunha, em forma de disco, achatada e irregular. Geralmente, elas variam de sulcos
rasos com amplas lesdes em forma de cunha com defeitos afiados. Estudos clinicos e
observacGes mostram que as lesdes de desgaste cervical sdo muitas vezes situadas na
superficie vestibular dos dentes, raramente nas regides lingual e proximal. Elas também séo
mais pronunciadas em pré-molares e molares e mais prevalente na maxila que na mandibula
(Pikdoken et al, 2011).
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Em especifico, a lesdo de abfracdo é uma lesdo patoldgica ndo cariosa, caracterizada
por defeito em forma de cunha em tecido duro, geralmente profunda e com margem definida
na regido cervical de um dente. Durante a mastigacao, as forcas laterais, geradas na superficie
oclusal dos dentes posteriores, resultam na deflexdo das cuspides, resultando em compressdo
na regido cervical para o lado em que o dente esta se flexionando e tracdo no lado oposto.
Considerando que o0s substratos esmalte e dentina possuem elevada resisténcia a compresséao e
baixa a tragdo, entdo, essas tensdes poderdo causar falha pelo processo de fadiga (Lucchesi et
al., 2007). A deformacéo de tecidos com comportamentos mecénicos diferentes gera quebras
das ligacBes quimicas entre os cristais de hidroxiapatita aumentando a permeabilidade as
substancias nos espagos formados, o que dificulta o restabelecimento das ligacdes quimicas
rompidas no esmalte (Pikdoken et al., 2011).

Apos o restabelecimento da estabilidade oclusal, a indicagcdo para o procedimento de
recobrimento radicular pode ser necessario, sendo uma forma de intervir em estética,
hipersensibilidade dentinaria, tratamento de lesGes ndo cariosas rasas na raiz e abrasdes
cervicais. Na presenca de recessdes gengivais extensas a cobertura radicular por meio de
técnicas cirdrgicas plasticas periodontais tradicionais pode ser dificultada ou mesmo contra
indiciada devido a presenca LCNC, as quais necessitam muitas vezes de aplainamento
radicular abrangente, o que poderia comprometer a estrutura dentaria. Neste caso, sdo
necessarias técnicas integradas a procedimentos restauradores convencionais, que resultam,
também, em protecdo contra maior perda de estrutura dental e sensibilidade (Terry et al.,
2003; Bartlett, 2006; Barbosa et al., 2009; Francisconi et al., 2009) .
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2.1.2 CONSTITUICAO E FORMACAO DO BIOFILME DENTAL

Genericamente, biofilmes sdo definidos como comunidades microbianas sésseis
aderidas a superficies rigidas. Os microrganismos que compdem o biofilme formam uma
comunidade extremamente organizada, sendo envolvidos por uma matriz extracelular,
composta principalmente de polissacarideos produzidos pelos préprios microrganismos, 0s
quais interagem com componentes do fluido pelo qual sdo banhados. Constitui-se de
depdsitos bacterianos e constituintes salivares, com um crescimento continuo, sendo
considerado a principal causa das doencas cérie e periodontal, infeccdes periimplantares e
estomatites (Rosan et al., 2000).

Segundo Rickard et al., 2003 a dinamica de formacéo de um biofilme ocorre em etapas
distintas. Inicialmente temos os organismos denominados colonizadores primarios, que se
aderem a uma superficie, geralmente contendo proteinas ou outros compostos organicos. As
células aderidas passam a se desenvolver, originando micro colbnias que sintetizam uma
matriz exopolissacaridica (EPS), que passam a atuar como substrato para a aderéncia de
microrganismos denominados colonizadores secundarios. Estes colonizadores secundarios
podem aderir diretamente aos primarios, ou promoverem a formacdo de coagregados com

outros microrganismos e entdo se aderirem aos primarios, conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Desenvolvimento de um biofilme: (a) Colonizacdo primaria de um substrato; (b)
crescimento, divisdo celular e producdo do exopolissacarideo (EPS), com o
desenvolvimento de microcolénias; (c) coadesdo de células individuais, de células
coagregadas e grupos de células idénticas, originando um biofilme jovem, de multiplas
espécies; (d) maturacdo e formacdo de mosaicos clonais no biofilme maduro. (Adaptado
de Rickard et al., Trends Microbiol., 11:94-100, 2003)

Assim, o biofilme corresponde a uma "entidade™ dindmica, pois, de acordo com 0s
microrganismos que o compdem, teremos condicdes fisicas, quimicas e bioldgicas distintas.
Estas alteracdes fazem com que cada biofilme seja Unico, de acordo com 0s microrganismos
presentes. Neste sentido, ao longo do tempo a composicdo microbiana dos biofilmes
geralmente sofre alteraces significativas. A Figura 2 ilustra ndo somente a estruturacédo
fisico-quimica de um biofilme, mas também sua evolucdo e amadurecimento, dependendo das

relacGes estabelecidas pelos microrganismos presentes (Rickard et al., 2003).
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Figura 2. Estagios de formacéo e vida de um biofilme, determinados por fatores fisicos, bioldgicos
e ambientais. (Adaptado de Jenkinson & Lappin-Scott, Trends Microbiol., 9:9-10, 2001)

Segundo Jenkinson et al., 2001, embora seja discutido que a composi¢do microbiana
varia segundo as diferentes areas dos dentes, principalmente quando se compara biofilme
supragengival e biofilme subgengival, os mecanismos basicos de formacao de biofilmes sdo

academicamente divididos em trés fases principais do desenvolvimento:

1)

adesdo a pelicula adquirida do esmalte e outras superficies dentarias expostas (Exemplo:

Fase de aderéncia inicial: envolve mecanismos inespecificos e especificos de

superficies radiculares). Os microrganismos com maior capacidade de se aderir aos dentes

nestas fases iniciais sdo definidos como colonizadores primarios.

2)

de uma matriz extracelular. Muitos microrganismos ndo se aderem inicialmente aos dentes,

Fase de acumulo: envolve mecanismos de interacdo bacteriana e a producéo

mas sdo capazes de se aderir (co-adesdo) a microrganismos primarios que se estabelecem na

fase inicial. Estes sdo denominados de colonizadores secundarios.

3)

onde os diversos microrganismos que compdem o biofilme estdo em constante adaptacdo as

Fase da comunidade “climax”: atinge um estagio de equilibrio dinamico,

alteracbes ambientais. ApoOs a adesdo e acumulo, diversas modificagdes ambientais ocorrem

de forma que os diferentes géneros e espécies microbianas vao variar em proporcao até atingir
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uma fase de equilibrio. Este equilibrio é dindmico, pois envolvem constantes modificagdes
fisioldgicas, para que a comunidade sobreviva no nicho colonizado. Variagdes na composicéo
e proporcao das espécies sdo menores, a ndo ser que grandes variagdes ambientais ocorram,
como por exemplo, alteracBes acentuadas da dieta e/ou da salde geral do hospedeiro. A
microbiota climax apresenta microrganismos colonizadores primarios e secundarios, e
também o0s microrganismos colonizadores tardios, isto €, aqueles que aumentam em
propor¢do como consequéncia de variacbes ambientais decorrentes do acimulo microbiano

no biofilme dentario.

Tem sido estimado que aproximadamente 500 espécies diferentes de bactérias habitam
a cavidade bucal (Moore et al., 1994; Socransky et al., 1994; Wilson, 2001), sendo a maioria
dos microrganismos comensais e uma pequena porcdo deles, patdgenos oportunistas,
causadores também de doencas sistémicas (Paster et al., 2001). Segundo Marsh, 1994, a
composicdo da placa bacteriana pode permanecer estdvel devido a uma variedade de
interacOes entre as espécies constituintes. A comunidade microbiana de um biofilme dental
maduro envolve interagdes microbianas intra e inter espécies e géneros, as quais sdo
relativamente estaveis. A matriz extracelular do biofilme apresenta canais por onde
atravessam fluidos contendo nutrientes, metabolitos secretados, enzimas, oxigénio, sais e
compostos organicos.

As bactérias que formam o biofilme apresentam mecanismos de comunicacao por
meio de sinais quimicos. Estes sinais estimulam as bactérias a produzir proteinas e enzimas
importantes para a adaptacdo fisiologica bacteriana ha diferentes condi¢cbes ambientais, as
quais o biofilme esta exposto. Assim, os biofilmes se comportam como um tecido organizado,
sendo capazes de se adaptarem mais facilmente a diferentes condicGes de estresse ambiental
(Costerton et al, 1999).

A placa bacteriana pode ser definida como uma pelicula ndo calcificada fortemente
aderida as superficies dentais resistindo a presenca do fluxo salivar. O termo biofilme é usado
para denotar uma comunidade microbiana encapsulada em polimero que se acumula em uma
superficie, que também protege contra colonizacdo de patdgenos exdgenos (Wilson, 2001).

A arquitetura microscépica da placa bacteriana esta bem definida, sendo as células
bacterianas arranjadas em agrupamento ou colunas de micro coldnias. Esta estrutura é
permeavel devido a sua porosidade permitindo que a saliva, o fluido gengival e os liquidos da
dieta infiltrem-se na placa (Moore et al., 1994). O envolvimento de microrganismos na

etiologia da doenca periodontal estd bem estabelecido, entretanto, uma completa identificagdo
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de todos agentes microbianos envolvidos com a doenca periodontal, ainda ndo esta totalmente
definida.

A placa supragengival apresenta um arranjo colunar de espécies bacterianas
morfologicamente distintas da superficie dental e a placa subgengival frequentemente
caracterizada por uma zona de gram-negativos e/ou espécies moveis localizadas adjacentes ao
revestimento epitelial da bolsa, enquanto bastonetes e cocos gram-positivos parecem formar
uma camada de organismos firmemente aderidos sobre o esmalte e superficie radicular
(Listgarten, 1994).

As bactérias sub gengivais proeminentes encontradas nos biofilmes de sitios com
salde periodontal sdo: Gram-positivas: Streptococcus sanguis, Streptococcus gordonii,
Streptococcus mitis, Actinomyces naeslundii, Actinomyces viscosus e Gram-negativas:

Veillonella parvula, Fusobacterium nucleatum.

Controlar a formagdo de biofilme oral é uma constante luta diaria duradoura para
todos nos. O biofilme pode ser formado ndo somente nos dentes e nos tecidos moles, como
também em uma multiplicidade de superficies de biomateriais utilizados em restauracdes de
superficies dentarias. Embora sua formacéo de biofilme em superficies de biomateriais na
cavidade oral pode parecer relativamente inofensivo, dependente da sua localizacdo, suas
conseqliéncias podem ser graves (Sbordone et al., 2003).

A deterioracdo (Beyth et al., 2008) da superficie de resinas compostas e cimentos de
iondmeros de vidro tem sido demonstrada pelo aumento da rugosidade, efeitos sobre a
exposicdo das particulas de enchimento, e por vezes por uma diminuicdo da micro-dureza dos
materiais sobre a exposicdo a biofilmes in vitro (Fucio et al., 2008).

A formacédo de biofilme em resinas compostas e cimentos de ion6meros de vidro leva
a uma sucessdo de eventos negativos em que 0s organismos colonizadores causam a
deterioracdo grave da superficie que, por sua vez, promove a formacdo de biofilme e, com
isso, a deterioracdo mais extensa da superficie. A manifestacdo clinica destes eventos
negativos € o desenvolvimento de carie em torno ou abaixo de uma restauracdo (Souza et al.,
2009). A configuracdo dos cimentos ionoméricos ocorre por meio de uma reacdo acido-base
entre as particulas de vidro fluoroamino silicato e uma solucdo de &cido poliacrilico, obtendo-
se uma estrutura que € dimensionalmente mais estavel do que os compositos. Assim, a
utilizacdo de cimentos ionoméricos potencialmente reduz a microinfiltracdo e aumenta a
liberacdo de fluor, fator que atua com um potencial impacto sobre a formagdo de biofilme

oral. A liberacdo de fluor ocorre por meio de uma libertacdo brusca inicialmente elevada que
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pode ser entre 1,6 e 1,8 ug / mm?. O flGor pode atuar como um efeito tamp&o para neutralizar
o0s &cidos produzidos por bactérias (Wiegand et al., 2007) e suprimir o crescimento de cérie
relacionada com as bactérias orais (Nicholsonet al., 2000; Wiegand et al., 2007).

O cimento de iondmero de vidro possibilita a formagdo de um biofilme com baixa
viabilidade (2% para 3%), possivelmente como resultado da liberacdo de fluoreto (Nakajo et
al., 2009). Niveis de estreptococos em particular, S. mutans (Seppa et al., 1995) e S. sanguis
(Hengtrakool et al., 2006), aparecem reduzidos. No entanto, um estudo in vitro (Al-Naimi et
al., 2008) também mostrou que cimentos ionoméricos contendo fliior ndo reduzir a quantidade
do crescimento bacteriano e a formacao de biofilme sobre as superficies banhadas em saliva.
Isto sugere que o fluoreto ndo é um fator dominante no controle da formacgdo do biofilme
(Auschill et al., 2001).
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2.3 BIOCOMPATIBILIDADE DOS MATERIAIS RESTAURADORES

A ciéncia dos materiais dentarios tem a necessidade de acompanhar, conhecer e
apreciar os aspectos biomecénicos que estdo associados com a selecdo e uso dos materiais a
serem empregados na cavidade bucal, de modo a assegurar que a salde dos tecidos orais sera
preservada ou restaurada. Em um sentido amplo, um biomaterial poderia ser definido como
qualquer substéncia, que possa ser usada, por qualquer periodo de tempo, como parte de um
sistema que objetivasse o tratamento ou a reposi¢cdo de qualquer tecido, 6rgao ou funcdo do
corpo. E, a biocompatibilidade ou bioaceitacdo, no que concerne aos tecidos orais € um
parametro que deve ser considerado para sua formulacdo e uso. Sob este aspecto, parece
Obvio agora que o ambiente hospedeiro destes biomateriais é especial em funcdo da presenca
de bacterias e outros detritos da cavidade bucal, além das propriedades corrosivas da saliva e
de outros fluidos (Bader et al., 1996). Portanto, ndo devera:

e Causar dano a polpa e aos tecidos moles

e Conter substancias toxicas que, ao serem liberadas, se difundissem e fossem
absorvidas pelo sistema circulatério, causando problemas de natureza
sistémica

e Possuir agentes com potencialidade sensibilizante que induzissem o
aparecimento de respostas alérgicas

e Apresentar potencial carcinogénico

A formacdo do biofilme dentario pode ocorrer sobre todas as superficies solidas no
ambiente bucal, independente de serem superficies naturais, como esmalte e cemento, ou
artificiais, como materiais restauradores (Baier et al., 1978, Chan et al., 1986). A interacdo
entre o filme de proteina presente na superficie sélida e as bactérias, faz com que este sirva de
precursor para a fixacdo bacteriana. Porém, o nimero e a condicdo de fixacdo da bactéria
depende da forca atdmica da superficie sélida (energia livre de superficie), para que ocorra a

deposicédo do filme proteico (Loe et al., 1965).

A rugosidade superficial parece ser a propriedade dos materiais restauradores que
desempenha maior influéncia no processo de formacao do biofilme dentério. Nas superficies
rugosas e irregulares o biofilme forma-se em maior quantidade e apresenta maturacdo mais
rapida quando comparado as superficies lisas (Quirynen et al., 1990; Quirynen et al., 1995;

Gatewood et al.,, 1993). A energia livre superficial dos materiais também influencia na
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formacéo do biofilme, sendo observada em substratos com alta energia livre de superficie, ou
seja, substratos hidrofilicos (Jendresen et al., 1981; Pratt-Terpstra et al., 1989; Quirynen et al.,
1990) . Portanto, uma superficie com baixa energia e baixa rugosidade de superficie, pode
diminuir o acimulo de placa in vivo (Quirynen et al., 1989).

Microrganismos com alta energia livre de superficie sdo encontrados em maioria na
cavidade oral, podendo aderir preferencialmente a substratos hidrofilicos enquanto
microrganismos com baixa energia de superficie sdo encontrados raramente na cavidade oral,
0 qual aderem melhor aos substratos hidrofébicos (Busscher et al., 1984; Van Pelt et al.,
1984).

Estudos tém demonstrado diferengcas no biofilme formado sobre materiais
restauradores, provavelmente devido as diferencas nas propriedades dos materiais como

rugosidade superficial e energia livre superficial (Konishi et al., 2003).

Diversas metodologias tém sido utilizadas para avaliar a formacéo in situ do biofilme
sobre materiais restauradores como as microscopias eletronicas de varredura e transmissdo
(Hanning, 1999; Rimondini et al., 1997; Rimondini et al., 2002). Todavia, estas técnicas
exigem fixacdo, desidratacdo ou inclusdo do biofilme o que altera a sua arquitetura nao
permitindo uma analise adequada. Com o advento da microscopia confocal de varredura a
laser (MCVL), pdde-se estudar biofilmes dentarios totalmente hidratados possibilitando
analise mais fiel das relagdes existentes entre 0s componentes do biofilme, bem como das
relac6es entre o biofilme e o substrato ao qual esta aderido (Costerton et al., 1994; Netuschil
et al., 1998; Auschill et al., 2001; Wood et al., 2000; Konishi et al., 2003).

De acordo com a hula do material restaurador utilizado neste estudo, as caracteristicas

de cada tipo foram descritas em topicos (3M ESPE):

2.3.1 Resina Composta nanoparticulada - Filtek Z350 XT

A Filtek Z350 XT Universal Restorative (3M ESPE, Sumare, Sdo Paulo, Brasil) é uma
resina composta fotoativada desenvolvida para ser usada em restauracdes anteriores e
posteriores. Todas as cores sdo radiopacas. Um sistema adesivo € usado para unir
permanentemente a restauracdo a estrutura dentaria. A restauracdo é disponivel em uma
grande variedade de cores de Dentina, Corpo (Body), Esmalte e Translicido. A resina é

embalada em seringas.
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IndicagOes de uso
A resina Filtek Z350 XT é indicada para uso em:

e RestauracOes diretas anteriores e posteriores (incluindo superficies oclusais)
e Construgdes de nucleos
e Esplintagens

e Restauracdes indiretas (incluindo inlays, onlays e facetas)
Composicao

A resina contém bis-GMA, UDMA, TEGDMA e bis-EMA. As particulas sdo uma
combinacédo de silica com tamanho de 20nm n&o aglomeradas / ndo agregadas, zirconia com
tamanho de 4-11nm ndo aglomeradas/ndo agregadas e aglomerados, clusters, de particulas
agregadas de zirconica/silica (combinacgdo de particulas de silica com 20nm e Zircénia 3 com
4-11 nm).

As cores de Dentina, Esmalte e Corpo (body) possuem tamanho médio de particulas
do aglomerado com cerca de 0,6-10 microns. As cores translicidas (T) apresentam tamanho
médio de particulas do aglomerado com 0,6-20 microns. A carga de particulas inorganicas
representa cerca de 72,5% por peso (55,5% em volume) para cores TranslUcidas e 78,5% em

peso (63,3% por volume) para todas as outras cores.

2.3.2 londbmero de vidro convencional — Ketac Fil Plus

O cimento de iondmero de vidro convencional Ketac Fil Plus (3M ESPE Dental
Products) possui adesdo quimica a estrutura dental, garantindo um 6timo selamento marginal
na cavidade inibindo a formacdo de fendas. Descarta a necessidade de retencdes mecanicas
para sua aplicacdo. Atua como um reservatério de ions de fltor, liberando flior e também se
recarregando. Dessa maneira, atua na prevencdo de caries por meio da remineralizacdo da
estrutura dental, diminuindo a chance de recidiva de carie. E radiopaco o que facilita o
diagnostico radiografico. Apresenta-se em frascos contendo p6 (10 g) e liquido com 8,3 mL.

Indicag6es de uso

e RestauracGes em dentes deciduos
e Restauracdes do tipo Classe Ill e V em dentes permanentes

e Selante de féssulas e fissuras
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Composicao
P6 contém vidro de fluorsilicato de estroncio, aluminio, lantanio e pigmentos. O

liquido possui &cido policarbdnico, &cido tartarico e agua.

2.3.3 londmero de vidro nanoparticulado modificado por resina — Ketac Nano

Ketac Nano é um iondmero de vidro fotopolimerizdvel modificado por resina
desenvolvido com nanotecnologia. Esta consistiu de uma combinacdo de nanoparticulas e
nanoaglomerados, o que adiciona beneficios que ndo sdo normalmente associados com
iondmeros de vidro incluindo estética.

IndicagOes de uso

e Restauracdes classe |
e Restauracdes class V
e Restauracdes em dentes deciduos
Composicéo
A composicdo quimica do Ketac Nano restaurador baseia-se no acido de metacrilato

modificado inicialmente comercializada no Vitremer e outros materiais 3M ESPE.

2.3.4 londmero de vidro modificado por resina — Vitremer

O cimento de iondémero de vidro modificado por resina foi introduzido no mercado
para superar os problemas de sensibilidade a umidade e a baixas propriedades mecanicas
iniciais associadas aos cimentos convencionais. Apresenta em sua formulacdo uma porcao de
resina composta que o torna mais resistente a fratura e abraséo pela escovacao.

O Vitremer (3M ESPE, Sumaré, Sdo Paulo, Brasil) € um material restaurador que
apresenta com caracteristicas e beneficios, a tripla presa, ou seja, é fotopolimerizavel,
autopolimerizavel e reacao acido-base. Tem a polimerizacdo garantida em qualquer situacao
clinica, mesmo em auséncia de luz. E um material radiopaco, com um melhor vedamento
marginal, o que ird proporcionar restauracdes duraveis. Sua aplicacdo € em unico incremento.
Libera ions flaor sendo assim, cariostatico e bactericida. Sua apresentacdo comercial é em
frascos contendo p6 (9g incluindo uma colher) nas cores A3/A3,5/B2/Pediatria; liquido (8
mL); primer (6,5 mL); glazer (6,5 mL).
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IndicagOes de uso
O Vitremer € indicado para:
e RestauragOes em classes Il e V de dentes permanentes e todas as classes em
dentes deciduos
e Construcdo de nucleo de preenchimento

e Restauraces realizadas sob a técnica do sanduiche

Composicao

Em relacdo a sua composicao, este cimento pode ser formulado de maneira simples
ou complexa. A formulacdo simples é cimento de iondmero de vidro adicionado a pequenas
quantidades de mondmeros resinosos (2-hidroxietiF-HEMA ou bis GMA). Outra, mais
complexa sofreu modificagdes na cadeia poliacida, a qual ganhou radicais que podem ser

polimerizados pela luz.
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2.4 ESTUDOS DA SUPERFICIE DOS MATERIAIS RESTAURADORES —
PERFILOMETRIA E ANGULO DE CONTATO

A rugosidade dos materiais restauradores é fator determinante na manutencdo da saude
bucal, j& que a adesdo das bactérias nos tecidos moles e nas estruturas dentais desempenha
papel chave no desenvolvimento das doencas orais. Na cavidade bucal, a maioria das
bactérias apresenta a capacidade de sobrevivéncia se estiverem aderidas em tecidos duros
como dentes, implantes dentérios, materiais restauradores e revestimentos de proteses. Nesses
sitios, a energia livre e a rugosidade das superficies duras intrabucais, tém impacto na adesdo
bacteriana inicial e breve maturagdo da placa, caracterizada pelo aumento proporcional de
micro-organismos, o que intensifica o risco de infec¢cdes periodontais que podem acometer 0s

materiais restauradores (Kuhar et al., 2005).

Os micro-organismos que ddo origem a carie e a periodontite s6 podem sobreviver na
cavidade bucal se estiverem aderidos a superficie. Assim, a rugosidade da superficie dos
materiais tem uma importancia clinica no processo da retengdo da placa bacteriana na
cavidade oral (Aksoy et al., 2006). Um aumento na rugosidade superficial resulta em um
aumento simultaneo do acumulo de placa bacteriana, aumentando assim o risco para a doenca
carie e a inflamacdo periodontal (Bollen et al., 1997). Dessa forma, o estudo da superficie dos
materiais restauradores se torna fundamental no momento da escolha do tipo de material a ser

utilizado no processo de reabilitacdo de LCNC.

A topografia da superficie de um material € constituida de forma, ondulacdo e
rugosidade, conforme mostrado na Figura 3. Para separar estes trés parametros € necessario
atentar para a forma com que sdo separados, lembrando que diferentes equipamentos nédo
influenciam nesta separacdo. Para separar a rugosidade, dos erros de forma e ondulagéo,
utilizam-se diferentes tipos de filtros, sendo que para medicdes bidimensionais (2D), € usual
utilizar um comprimento de corte que seja pelo menos 2,5 vezes o0 espacamento de pico a pico
e sempre definido para ser um quinto do comprimento de medi¢do (Figura 4), enquanto que

para medicdes tridimensionais (3D), utiliza-se um filtro Gaussiano (Stout et al., 1993).
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Ondulagdo v

Rugosidade

Figura 3. Representacao grafica dos defeitos de forma, ondulacéo e rugosidade

Figura 4. Comprimento de corte utilizado para excluir erro de forma em medicdes 2D

Dong e colaboradores em 1994 listaram seis itens exemplificando o motivo pelo qual a

analise topografica em 3D é superior a 2D:

1. Uma vez que a topografia da superficie € 3D na natureza, apenas analises 3D podem
representar fielmente as caracteristicas naturais da topografia da superficie

2. Parametros tridimensionais sdo mais realistas do que aqueles obtidos a partir de um
perfil de 2D

3. Analise 3D pode fornecer alguns parametros funcionais, tais como volume de
lubrificacdo, volume de detritos e area de contato

4. A andlise estatistica da topografia de superficie 3D é mais confidvel e mais
representativa, uma vez que é obtido um grande volume de dados aumentando a

independéncia dos dados
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5. As imagens 3D podem ser produzidas com a ajuda de um computador e uma técnica
de processamento de imagem apropriado

6. Sistemas 2D normalmente usam medidas analdgicas, enquanto os sistemas 3D
utilizam principalmente de técnicas digitais sendo que os sistemas digitais sdo mais

flexiveis no processamento e armazenamento de dados.

Os equipamentos de medicdo e normas para a avaliacdo topografica de superficies
foram originalmente desenvolvidos para aplicagdes de Engenharia. Dentre as varias normas
escritas para avaliacdo topogréafica de superficie, existem trés grandes grupos de instrumentos
que podem fornecer dados quantitativos e qualitativos de avaliacdo topogréfica da superficie:
perfilbmetros de contato mecénico, instrumentos de perfilometria a laser e microscopia de
varredura (Dong et al., 1994).

A perfilometria de contato mecénico funciona com uma ponta (geralmente esférica
com raio de 2 ou 10 um) acoplada a um cantilever que se movimenta na diregdo vertical da
amostra gerando um perfil topografico. Para perfilometros de contato mecanico, o raio de
ponta da esfera e 0 angulo (podendo ser de 60 ou 90 graus) determinam o menor gap que a
ponta podera entrar (Figura 5), determinando o perfil topografico da amostra. Um fator
negativo desta analise é que a ponta esta sempre em contato com a amostra, estando sujeito a
contaminacdo e desgaste devido a carga aplicada para que ocorra 0 contato. Portanto, deve-se

saber qual é a dureza do material a ser ensaiado. (Stout et al., 1993).

Real profile

Measured
profile

Figura 5. Diagrama da influéncia do raio de ponta sobre o perfil medido. Um raio que é muito grande
resultara numa perda de informacéo

As analises realizadas pelos sistemas Opticos de perfilometria a laser sdo sem contato,

e por esse motivo sdo atrativos na pesquisa de biomateriais. Além da vantagem do ndo
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contato, os instrumentos Gpticos geralmente sdo mais rapidos e possuem melhor resolucdo em
relacdo aos sistemas mecanicos. Esse sistema utiliza um feixe de luz como uma caneta Otica
com aproximadamente 1 um de didmetro. Este feixe varre a superficie com o movimento da
amostra, sendo que o foco é determinado pela deteccdo da intensidade de luz. Para determinar
a resolucdo do equipamento deve-se atentar para o tamanho do feixe, a abertura e o
comprimento de onda da luz. Um dos problemas mais frequentes para este tipo de
equipamento estd relacionado com superficies com declives superiores a 15 graus, que

provocam um espalhamento da luz, dificultando a medicéo (Stout et al, 1993).

Para a microscopia de varredura confocal a laser utiliza-se um sistema de deteccéo de
foco (TopScan 3D, Heidelberg Instruments GmbH, Alemanha), que emprega um microscépio
de varredura confocal a laser, onde a luz refletida do laser e a posicdo XYZ do ponto sdo
medidos simultaneamente. Além disso, o sistema ajusta o ponto de foco ponto a ponto,
independentemente das medidas anteriores, reduzindo os erros de integracdo e para garantir
uma fina resolucdo. O TopScan utiliza dois pinholes para filtrar a luz do detector (Stout et al,
1993).

Para descrever numericamente a topografia de superficie utilizam-se parametros, que
podem ser classificados em trés grupos: altura, espacial/textura e hibrido. O primeiro grupo
serve exclusivamente para descrever a altura das irregularidades. O segundo grupo descreve
0s parametros espacial ou textura, obtendo a distancia horizontal entre as irregularidades. O
terceiro grupo é o parametro hibrido que inclui as informacGes espaciais e de altura (Stout et
al, 1993).

Um problema ¢é que existem muitos parametros diferentes de rugosidades de superficie
(mais de 150 podem ser encontrados na literatura), e alguns foram inventados para uma
aplicacdo especifica e nem sempre sdo Uteis em um sentido mais amplo. No entanto, a
topografia da superficie ndo pode ser caracterizada também com apenas um parametro, ja que
uma superficie pode ter o mesmo desvio de altura, mas diferem na distribuicdo espacial em

relacdo ao outro (Figura 6) (Stout et al, 1993).
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Figura 6. Diferentes perfis com mesmo Sa

Na literatura odontolégica o parametro frequentemente utilizado para a avaliacdo da
qualidade da superficie de materiais dentarios é a rugosidade superficial, ou seja, valores de
Sa. Este parametro é definido como o desvio absoluto da média ao longo do comprimento da
amostragem, ou seja, € a média aritmética entre os picos e vales percorridos pelo instrumento.

E o mais usado universalmente devido ao controle de qualidade (Gadelmawla et al., 2002).

O parametro Sq representa o desvio padrdo da distribuicdo das alturas da superficie,
por isso € um parametro importante para descrever a rugosidade da superficie por meio de
métodos estatisticos. Esse parametro é mais sensivel que o parametro Sa quando ha grandes
desvios da linha média. O parametro espacial Sds representa a densidade dos picos maximos,
enquanto o parametro Ssc € hibrido, o que demonstra uma analise da amplitude e espacial ao

mesmo tempo (Gadelmawla et al., 2002).

Estudos de andlise superficial vém sendo realizados ha algumas décadas empregando-
se a perfilometria 2D , que apresenta limitacGes na analise de superficie quando comparada a
3D. Esta vem sendo amplamente empregada pela Engenharia de Materiais para avaliar
alteracdes superficiais e, recentemente, tem sido utilizada na Odontologia para avaliar
alteracdes de superficie apresentadas por materiais restauradores quando submetidos a
diferentes tratamentos. A perfilometria 3D nos fornece uma andlise tanto qualitativa quanto
quantitativa, permitindo um melhor entendimento dos materiais restauradores. A analise
qualitativa representa a justaposicdo de varios perfis bidimensionais que geram uma imagem
tridimensional, o que possibilita uma no¢do mais proxima da superficie estudada (Agra et al.,
2002).
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Considerando a andlise quantitativa verificou-se que a rugosidade meédia era o
parametro determinante. Porém, é sabido que a rugosidade média, quando analisada
separadamente, fornece informagbes limitadas (Agra et al., 2002). E indicada para o
monitoramento de processos de producdo em que podem ocorrer mudangas graduais na
superficie. Portanto, optou-se por usar 0s parametros Sds e Ssc, que geram informacfes
complementares para um bom entendimento do comportamento clinico dos materiais
restauradores, o que proporciona uma melhor avaliagdo das propriedades funcionais das
superficies (Mummery, 1990).

O crescimento do biofilme dentario parece ocorrer principalmente pela multiplicacéo
de células aderidas (Brecx et al., 1983; Quirynen et al., 1989). Weerkamp et al. em 1985,
estudaram a medida do angulo de contato da superficie bacteriana para determinar sua energia
livre de superficie. As espécies de S. mutans, S. sanguis e S. salivarius apresentaram-se de
forma homogénea, tendo alta energia livre de superficie, ndo sendo afetado pela presenca da
pelicula salivar. S. mitis tiveram energia livre de superficie muito baixa, que diminuiu

significantemente apds a presenca da pelicula salivar.

O calculo da energia livre se superficie, na interface da adesao bacteriana na superficie
solida em suspensdo de saliva mostrou que estreptococos com maior energia livre se
superficie encontram condicGes mais favoraveis para a adesdo em superficies com alta energia
livre se superficie. Entretanto, a energia livre de superficie do S. mitis, ndo permitiu, em
funcéo da presenca da pelicula salivar, ser capaz de aderir em superficies com baixa energia
livre se superficie. Esses resultados indicam que, a superficie do esmalte dentario, com baixa
energia livre se superficie, seria desfavoravel para adesdo de uma maior quantidade de

estreptococos orais (Tanner et al., 2005).
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2.5 ANALISE DO BIOFILME NA MICROSCOPIA CONFOCAL

O microscépio confocal de varredura a laser (MCVL) é um microscopio fluorescente
que permite que o laser atravesse a amostra para que ocorra sua varredura interna. Essa
penetracdo do laser permite a excitacdo dos fluoriforos presentes nos corantes, resultando na
liberacdo de energia fluorescente, que é detectada pelos tubos fotomultiplicadores, que
registram essa excitagdo. O escaneamento € controlado por um microprocessador que
coordena a leitura e a transferéncia de dados ao computador para producdo da imagem digital
(Palmer et al., 1999).

Segundo Carlsson et al., 1989, as imagens digitais na seccdo Optica sagital (x-y),
produzidas em série (“stacks”), sdo automaticamente coletadas. A serie de imagens pode ser
processada por computador para criar reconstrugdes tridimensionais. As vantagens do uso da
microscopia confocal seriam:

e Melhor resolugdo em fungdo da perda de luz ser significantemente reduzida
devido a abertura confocal (pinhole)

e Boa performance da microscopia em 3D

e O seccionamento éptico que evita que ocorra a interferéncia da parafina na
amostra, durante o seccionamento mecanico, impedindo assim, que ocorra
distorcdo durante o corte mecanico

e O seccionamento 6ptico para MCVL ser de 1 pm ja o mecénico é de 8 pm?.

Dessa forma, a MCVL tem provado ser ideal para estudar o biofilme microbiano, pois
permite a analise de biofilmes in situ, ou seja, de forma hidratada e sem nenhum tipo de
fixacdo quimica ou técnica de inclusdo. Essa caracteristica acoplada com a habilidade em
digitalizar as imagens Opticas de sec¢des finas, de locais especificos do biofilme, e livres de
interferéncias dpticas fora de foco (fora da abertura pinhole), permite a observacdo espacial
no eixo horizontal (xy) e sagital (xz), que existe entre a bacteria, seus produtos extracelulares
e seu meio (Woldringh et al., 1977).

O programa COMSTAT ¢ capaz de analisar as imagens 3D obtidas em MCVL pela
soma das seccOes Opticas de cada imagem. Na analise quantitativa realizada por esse
programa, o operador estabelece um valor de limiar para cada conjunto de seccdes Gpticas
(isto é, para cada amostra do biofilme). Este limiar auxilia o programa na identificacdo da

presenca ou auséncia de biomassa em cada pixel de cada imagem. Portanto, o operador
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analisa as seccdes de todas as amostras e seleciona um limiar em que apenas o biofilme possa
ser quantificado pelo programa, fazendo com que o background (plano na superficie que o
biofilme esta depositado), seja identificado, e transformado em fundo preto. Assim, quando
cada seccdo for convertida em imagem preta e branca, pelo programa, os pixels brancos
significam a presenca de biomassa e 0s pretos, a auséncia de biomassa. Em seguida,
seleciona-se as ferramentas do programa para quantificar as propriedades do biofilme
(Heydorn et al., 2000).

Desta forma, a caracterizacdo quantitativa da caracteristica estrutural do biofilme é
uma ferramenta valiosa para estudar a resposta e 0 comportamento do biofilme. Atualmente, a
MCVL é uma ferramenta de escolha para estudar os biofilmes diretamente no seu habitat
natural (in situ) (Stenberg et al., 1993; Neu et al., 1997; Palmer et al., 1999; Yerly et al.,

2007), devido sua caracteristica ndo invasiva e ndo destrutiva.

37



3. PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivos:

1. Avaliar a rugosidade superficial de quatro materiais restauradores: Resina
composta nanoparticulada (Filtek Z350 XT), londmero de vidro modificado
por resina (Vitremer), londmero de vidro convencional (Ketac Fil Plus),
londémero de vidro nanoparticulado modificado por resina (Ketac Nano)

2. Avaliar a hidrofobicidade superficial destes materiais restauradores, com agua
deionizada

3. Auvaliar a colonizacédo bacteriana inicial formada in situ sobre os quatro tipos de
materiais restauradores, por meio da microscopia confocal de varredura a laser

4. Avaliar os métodos de rugosidade da superficie, hidrofobicidade, crescimento

do biofilme e suas correlagcdes

38



4. METODOLOGIA

4.1 CONFECCAO DAS AMOSTRAS

60 amostras foram confeccionadas a partir da selecdo dos materiais restauradores
(Figura 7). As amostras foram produzidas seguindo as orientagdes do fabricante (Figuras 8, 9
e 10), usando uma matriz de teflon com orificios padronizados com didmetro de 4,0 mm e
espessura de 2,0 mm. O material foi manipulado e inserido (Figuras 11 e 12) no interior da
matriz. Tiras de poliéster transparentes foram posicionadas sobre o material (Figura 13) e
entdo com pressdo digital foi definida superficie lisa e polida de forma padronizada. Para os
materiais iondmero de vidro modificado por resina (Vitremer), iondmero de vidro modificado
por resina nanoparticulada (Ketac Nano), resina composta nanoparticulada (Z350 XT) a
polimerizagdo foi realizada por meio de luz haldégena com intensidade luminosa de 1000
mW/cm? e comprimento de onda 400-505 nm (Optilux 501, Demetron, USA) (Figuras 14 e
15).

Figura 7. lonémero de vidro modificado por resina (Vitremer, 3M-Espe); lonémero de vidro
convencional (Ketac Fil Plus, 3M-Espe); londbmero de vidro modificado por resina
nanoparticulada (Ketac Nano, 3M-Espe); Resina composta nanoparticulada (Filtek
Z350, 3M-Espe)
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Figura 8. Propor¢do do Ketac Nano

Figura 9. lonémero de vidro modificado por resina — Vitremer
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Figura 10. Proporgdo do material a ser espatulado — Vitremer

Figura 11. Espatulagdo do material — Vitremer
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Figura 12. Insercdo do material no interior da matriz de teflon. Tira de poliéster posicionada —
Vitremer

Figura 13. Posicionamento da matriz de poliéster sobre os orificios — Vitremer
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Figura 14. Polimerizagdo do material - Optilux 501, Demetron, USA

Figura 15. Padronizacdo do tamanho da amostra (4x2 mm)
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4.2 AVALIACAO EXPERIMENTAL DA TOPOGRAFIA DE SUPERFICIE 3D DOS
MATERIAIS RESTAURADORES

Para fazer a analise da rugosidade, utilizou-se um perfildometro a laser UBM (Taylor
Hobson Ltd, Leicester, LE). De acordo com o tamanho das amostras (4x2 mm), algumas
medidas foram ajustadas e padronizadas no aparelho, a fim de se obter uma leitura com os

mesmos parametros:

e Area: 1x1 mm
e Densidade de pontos: 1000/100
e Velocidade: 0,25mm/s
e Taxa de medicdo: 250 pontos/s
e Cut-off: 0,25 mm
Foram analisadas 40 amostras (4x2 mm), sendo 10 de cada grupo. As mesmas foram

dividas em 4 grupos, identificadas por siglas e numeradas:

e Vitremer —VIT 01a10
o Filtek Z350 XT - RES 01 a 10
e Ketac Fil Plus— QUETAC01a10
e Ketac Nano — NANO 01 a 10
As amostras foram posicionadas sobre a mesa do aparelho onde o feixe de luz foi
incidindo perpendicularmente no centro da mesma. Cada leitura demorou, em média, 12

minutos (Figura 16).
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Figura 16. Interferdmetro a laser UBM (Taylor Hobson Ltd, Leicester, LE)

Com todas as amostras submetidas a perfilometria, as imagens obtidas foram langadas

no software Mountains Map, versdo 3.0.11, para obtencdo dos parametros.

Apo0s aquisicdo de todos os parametros, os valores de Sa, Sq, Sds e Ssc foram

submetidos a andlise estatistica.
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4.3 AVALIACAO EXPERIMENTAL DO ANGULO DE CONTATO

A hidrofobicidade dos quatro tipos de materiais restauradores foi avaliada, em 5
amostras de cada grupo, por meio da medida do angulo de contato da 4gua sobre as amostras.
O angulo de contato foi determinado utilizando-se a técnica da gota.

O liquido usado para calcular a hidrofobicidade foi a &gua deionizada depositada sobre
a superficie lisa e plana da amostra com auxilio de uma seringa adaptada ao goniémetro
(Ramé-AB74 Hart — DROPimage, Advanced, USA). Uma gota foi dispendada sobre a
amostra, e as medicOes se iniciaram em 0 (zero) segundos até 20 (vinte) segundos. Desta
forma, o angulo de contato (graus) foi calculado pelo software Advanced Drop Shape
Analysis do proprio equipamento, fornecendo a média e o desvio padrdo das medidas obtidas

em cada amostra para estes tempos.
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4.4 AVALIACAO DO BIOFILME NA MICROSCOPIA CONFOCAL

O biofilme dental foi coletado de um individuo, aleat6rio, com boa salde bucal, depois
de oito horas, sem consumir comida ou bebida. Antes do ensaio experimental, o doador da
placa bacteriana realizou procedimentos de higiene bucal, com escova de dente e fio dental.
Houve o termo de consentimento livre e esclarecido, e os critérios de exclusdo foram o uso de
antibidticos ou clorexidina, trés meses anteriores ao estudo, o uso do tabaco e xerostomia,
segundo Brentel et al., 2011.

Utilizando um swab, o biofilme foi coletado nas faces vestibular do dente 33, lingual
do dente 45, na mucosa jugal e lingua. Em seguida, por meio de semeadura de isolamento,
fez-se o indculo num ponto da superficie do meio agar de BHI (Brain Heart Infusion Agar,
HIMEDIA®, Ref: M211-500G, AUG-2014; LOT 0000066245, Mumbai, india) espalhando-
se 0 mesmo por estrias em toda a placa. Apds a semeadura, incubou a cultura por 24 horas, a
37°C em estufa, por meio de calor seco (BIOMATIC, Porto Alegre, Brasil), em condi¢Ges

Otimas para seu crescimento (Figura 17).

Figura 17. Crescimento do biofilme 24 horas ap6s a semeadura

Apo0s 24 horas, selecionou-se uma coldnia isolada (Figura 18). A mesma foi coletada e
inserida em um caldo estéril de BHI (Figura 19), para posterior crescimento (Brain Heart
Infusion Broth, HIMEDIA®, Ref: M210-500G, DEC-2014; LOT 0000073129, Mumbai,

india) por 24 horas, a 37°C na estufa.
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Figura 18. Selecdo de uma coldnia isolada

Figura 19. Caldo estéril de BHI

A suspensdo bacteriolégica foi diluida (Figuras 20 e 21) a uma densidade padrdo de 1
McFarland (3x108 unidades formadoras de col6nia/mL — UFC/mL), que corresponde a 630
ul de caldo de bactéria diluido a 3 mL de caldo ndo contaminado de BHI. Assim, as amostras
foram posicionadas em tubos de eppendorfs e preenchidas até recobrir as mesmas (Figura 22),
em uma quantidade padrdo de 200 ul de caldo bacteriolégico. Em seguida, os 40 tubos
eppendorfs, sendo 10 de cada grupo experimental, foram incubados na estufa por 24 horas a
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37° C (Figura 23), para crescimento do biofilme. Apds este periodo, as amostras foram
removidas dos eppendorfs (Figura 24) e coradas com fluoresceina sodica a 1% (Allergan,
Guarulhos-SP, lote: F29374, 17 junho 12 e F32817, junho 13) por 15 minutos (Figuras 25, 26
e 27). Para remocdo do excesso de corante utilizou PBS (tampéo fosfato-salino) filtrado,
repetindo este processo uma vez (Figuras 28, 29 e 30).

Figura 20. Diluicdo da suspensao bacteriol6gica em caldo de BHI ndo contaminado

Figura 21. Caldo bacterioldgico diluido colocado nos eppendorfs contendo as amostras
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Figura 23. Amostras colocadas em estufa a 37°C por 24 horas
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Figura 25. Amostra sendo colocada no pogo da placa
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Figura 26. Corante proteico — Fluoresceina Sédica a 1%

Figura 27. Amostras colocadas no corante por 15 minutos
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Figura 28. Solugéo tampdo para lavagem das amostras

Figura 29. Lavagem das amostras
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Figura 30. Amostras lavadas com solucdo tampao prontas para serem analisadas no MCVL

Apos a coloragdo com o corante proteico e remogdo do excesso de PBS, as amostras
foram imediatamente posicionadas sobre a lamina de vidro e analisadas no microscopio de
varredura confocal a laser (MCVL) (Microscopia Confocal - LSM META 510, Carl Zeiss,
Alemanha), usando laser argénio, em um comprimento de onda de excitacdo de 488 nm. As
lentes dpticas foram padronizadas em objetiva 10x/0.3 de aumento para avaliar a espessura e
biovolume do biofilme (Brentel et al., 2001).
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Figura 31. Amostras prontas para serem analisadas no MCVL

Para quantificar o biovolume e espessura média utilizou-se COMSTAT 2, um software
acoplado com MCVL empregado com sucesso para quantificar, pelas pilhas de imagens, 0s
parametros arquiteténicos de biofilme bacteriano tridimensionalmente (Heydorn et al., 2000g;
Heydorn et al., 2000b). Para melhor resultado do programa é necessario discriminar o que é
pixel do primeiro plano com a do fundo para identificar a presenca ou auséncia de biomassa.
Desta forma, utilizou-se a ferramenta automatica “Limiar usando o método de Otsu”. Além
disto, também selecionou o “Volume Ligado Filtragem”, que tem a fungdo de eliminar
elementos que ndo fazem parte do biofilme da pilha de imagens, ou seja, pedaco de detritos
flutuantes (Heydorn et al., 2000a; Heydorn et al., 2000b).

O biovolume foi caracterizado em funcdo do namero de pixels de biomassa em todas
as imagens de uma pilha, multiplicada pelo tamanho do voxel {(tamanho do pixel)x x
(tamanho do pixel)y x (tamanho do pixel)z} e dividido pela area do substrato da pilha de
imagem. O valor resultante foi volume de biomassa dividida pela area de substrato
(um*/pm®?). A espessura média do biofilme fornecia uma medida do tamanho do espaco do
biofilme sendo a variavel mais comum na leitura de biofilme (Heydorn et al., 2000a; Heydorn
et al., 2000b).
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5. RESULTADOS

5.1 PERFILOMETRIA A LASER

A partir de uma analise estatistica (One-way ANOVA) foi observado que o tipo de
material restaurador influenciou significativamente nos parametros de amplitude (Sa e Sq),
parametro espacial (Sds) e o pardmetro hibrido (Ssc) da topografia da superficie (p <0,001). O
teste de Tukey (Quadro 1) mostrou que KN e FZ foram semelhantes entre si e apresentaram
valores significativamente mais baixos do que VT, que apresentou valores mais baixos do que
KF para parametros de amplitude (Sa e Sq). KN e FZ foram semelhantes entre si e
apresentaram valores significativamente mais baixos do que KF e VT para 0s parametros

espaciais e hibridos.

Quadro 1: Média + desvio padrdo (DP) e para o parametro rugosidade da superficie
(mm) s, os parametros de amplitude (Sa e Sq), parametro espacial (Sds) e parametro hibrido
(Sds).

Grupos Sa Sq Sds Ssc

Filtek Z350 XT | 0.16 +£0.05" 0.34+0.11° 1228 + 650 © 0.14 +0.02°°

Ketac Fil Plus 0.73+0.39°¢ 1.68+1.25° | 3555+10197 | 0.17+0.01"

Ketac Nano 0.18 £ 0.06 " 0.39+0.21° 1322 £586 © 0.14+0.02°°

Vitremer 0.29 £0.12° 0.57 +0.44 3640 + 847 F 0.17+0.01"

*Representacdo dos grupos heterogéneos observadas pelo teste de Tukey (o = 0,05).

Letras diferentes significam diferencas estatisticas para cada parametro isolado (colunas)

A leitura das amostras no perfildmetro gerou imagens 3D removendo-se 0s defeitos de
forma (forma removida) para posterior extracdo do perfil topografico das amostras, conforme

ilustrado pelas Figuras 32 a 43 que seguem:
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Filtek Z350 XT

1 oy Lo Lo gon g pen I TR z 1o gy op apes

Alpha = 45° Beta =30°

Figura 32. Imagem 3D com forma removida

Parameters calculated on the surface
RES10-Topography > ... > Roughness,
gaussian filter, 0.25 mm

Zmplitude Parameters

Sa = 0.10% pm |
Sg = 0.201 pm

Sp = 3.8% um

Swr = 3.132 pum I
st = £.9% pum

53k = 3.82

Sku = 91.3 |
Sz = 3.88 pm

Dem 0 Mode

Figura 33. Valores de cada parametro de amplitude
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Figura 34. Perfil topografico com forma removida
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Ketac Fil Plus

Alpha =45 Beta=30°

Demo Mode,

Figura 35. Imagem 3D com forma removida

I Loy ww ) L 1L g g

Palrameters calculated on the su;'facel
QETACO05-Topography > ... > Roughness,
gaussian filter, 0.25 mm

Amplitude Paramesters

Sa = 0_.351 pm
Sg = 0.53 pm
Sp = 2.05 pm
8w = 8.72 pm
5t = 10.8 pm
Ssk = -3.0Z

1 Bku = 28.8
Sz = T7.71 pm

i R e

Figura 36. Valores de cada parametro de amplitude
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Figura 37. Perfil topogréfico com forma removida
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Ketac Nano

Alpha=45°  Beta=30°

Demo Mode

Figura 38. Imagem 3D com forma removida

Parameters calculated on the surface
NANOO1-Topography > ... > Roughness,
gaussian filter, 0.25 mm

Amplitude Parameters

Sz =0.123 um
Sg = 0.185 pm
Sp =1.48 pm
Sv = 2.8 pm
5t =4 34 um
§sk = -1.8%

Sku = 30.4

Sz = 3.5 pm

Figura 39. Valores de cada pardmetro de amplitude

Figura 40. Perfil topografico com forma removida
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Vitremer

8.83 ym

Alphs = 45°

Demo Mode|

Figura 41. Imagem 3D com forma removida

Sa
5g
sp
Sv
5t
Ssk
Sku
bf-4

.58 pm
L26 pm
-83 pm
.81z
1z.8
4_58 pm

(== S I

IZmplitude Parameters

-248 pm
.338 pm

Parameters calculated on the surface VIT07-
Topography > ... > Roughness, gaussian
filter, 0.25 mm

Demo Mode

Figura 42. Valores de cada parametro de amplitude
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Figura 43. Perfil topografico com forma removida
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5.2 ANGULO DE CONTATO

A partir de uma analise estatistica (One-way ANOVA) pode-se observar que o angulo
de contato foi influenciado pelo tipo de material (p = 0,026). O teste de Tukey (Quadro 2)
mostrou que, KN apresentou angulo de contato significativamente mais elevado do que KF.
Além disso, todos os outros materiais apresentam angulo de contato semelhante.

Quadro 2: Média + desvio padrdo (DP) para angulo de contato (graus)

Grupos Angulo de contato

Média + DP CV (%)
Filtek Z350 XT 51.0 £ 10.97° 21.4
Ketac Fill Plus 43.2+10.3° 23.8
Ketac Nano 63.3+9.4" 14.9
Vitremer 453 +135"° 29.7

* Representacdo dos grupos heterogéneos observadas pelo teste de Tukey (a = 0,05).

Letras diferentes significam diferencas estatisticas.

Imagens do angulo de contato obtidas a partir da técnica da gota, para cada tipo de

material restaurador.

Filtek Z350 XT

Figura 44. 0 segundos Figura 45. 20 segundos
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Ketac Fill Plus

Figura 46. 0 segundos Figura 47. 20 segundos

Ketac Nano

Figura 48. 0 segundos Figura 49. 20 segundos
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Vitremer

Figura 50. 0 segundos Figura 51. 20 segundos
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5.3 BIOFILME

Em uma anélise descritiva, o biofilme em KN e FZ pareceu apresentar uma menor
quantidade de células bacterianas, uma vez que foi possivel observar na superficie do
material. No VT e KF, o biofilme parecia cobrir a maior parte da superficie do material. Pela
analise usando ANOVA verificou-se que o tipo de material influenciou significativamente a
espessura média (p <0,001) e biovolume (p <0,001). O teste de Tukey (Quadro 3) demonstrou
que a KN e FZ eram semelhantes uns aos outros e apresentou valores significativamente mais
baixos do que KF e VT para a espessura média e biovolume, que eram semelhantes uns aos

outros.

Quadro 3: Média * desvio padréo (DP) e coeficiente de variacdo (CV) para a espessura média

(um) e biovolume (um®/pum?)

Grupos Espessura (um) Biovolume (pm*/pm?)
Média+DP | CV (%) | Média+DP | CV (%)
Filtek Z350 XT 1.1+0.8" 72.7 1.5+04° 26.7
Ketac Fil Plus 7.4+48° 64.9 10.2+75° 73.5
Ketac Nano 0.6+02" 33.3 0.6+0.2° 33.3
Vitremer 10.3+4.78 45.6 18.5+7.4° 40.0

* Representacdo dos grupos heterogéneos observadas pelo teste de Tukey (a = 0,05).
Letras diferentes significam diferencas estatisticas. (Letras maidsculas para espessura média;
letras mindsculas representam biovolume).

Imagens representativas da formacao do biofilme sobre as amostras séo apresentados

nas figuras que seguem:

64



Figura 53. Biofilme formado sobre Vitremer
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Figura 54. Biofilme formado sobre Ketac Nano

Figura 55. Biofilme formado sobre Filtek Z350 XT



A correlacdo linear de Pearson mostrou uma relacdo estatisticamente significativa

entre os parametros de amplitude (Sa, p = 0,02; Sq, p = 0,002), parametro espacial (Sds, p
<0,0001), pardmetro hibrido (Sds, p <0,001) e biovolume (Figura 56).

Sq(um)

Ssc(um)

Sq vs Bio-volume

Sa vs Bio-volume
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Figura 56. Grafico da correlagdo entre os pardmetros da rugosidade de superficie (um) e biovolume
do biofilme (um®um?) entre os diferentes grupos
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A correlagdo linear de Pearson mostrou uma relacdo estatisticamente significativa

entre os parametros de amplitude (Sa, p = 0,02; Sq, p <0,001), o parametro espacial (Sds, p

<0,0001), pardmetro hibrido (Sds, p <0,001) e a espessura do biofilme (Figura 57).
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Figura 57. Grafico da correlagdo entre os pardmetros da rugosidade de superficie (um) e espessura do

biofilme (um*um? entre os diferentes grupos
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6. DISCUSSAOQO

Vérios estudos sobre rugosidade da superficie, hidrofobicidade e biofilme em
diferentes materiais restauradores tem estabelecido correlagdo entre suas propriedades. Em
relagdo a andlise topografica, os parametros de rugosidade podem ser calculados de forma 2D
ou 3D (Gadelmawla et al. 2002). A topografia da superficie de natureza 3D representa
caracteristicas mais naturais de uma superficie, quando comparada a 2D (Kakaboura et al.,
2007, Ereifej et al., 2012). A perfilometria de contato 2D é o método de medicdo mais
comum, sendo amplamente disponivel e relativamente barato, porém, limitada pela dimenséo
espacial, e os resultados da superficie rugosa, geralmente, sdo subestimados. (Kakaboura et
al., 2007, Ereifej et al., 2012, Al-Shammery et al. 2007). Entretanto, a perfilometria a laser
3D fornece a possibilidade da analise de area tridimensional sem contato na superficie. A
realizacdo de andlises digitais associadas a uma leitura sem contato, por meio de instrumentos
a laser, exclui possiveis danos na superficie causados pelo sensor mecanico, que

consequentemente, criaria vies nos resultados (Janus et al., 2010).

A associacdo de parametros de amplitude (Sa e Sqg) com caracterizacdo do
parametro espacial (Sds) e parametro hibrido (Ssc) usado neste estudo demonstrou ser 0 mais
adequado para correlacionar a formacdo de biofilme, do que utilizar apenas os parametros de
amplitude. Estes parametros consistem em avaliar a amostra nas formas espaciais, textura e
propriedades hibridas que capturam o volume e rolamento / propriedades de retencdo de
liguidos de uma superficie. Todos os parametros sdo designados com um simbolo S, para

diferenciar com os parametros do perfil 2D.

Os parametros de rugosidade sao dependentes de varios fatores, tais como, o tamanho
das particulas de enchimento, a porcentagem de area da superficie ocupada pelas particulas de
carga, a dureza, o grau de conversdo para 0 polimero da resina e a interacdo da matriz de
enchimento (Marghalani, 2010; Kooi et al., 2012), Alguns estudos registraram 0s maiores
valores de rugosidade superficial para os materiais com tamanhos maiores de particulas (Kooi
et al., 2012, Bala et al., 2012),

No presente estudo, este achado foi confirmado. Os materiais com tamanhos de
particulas maiores (3 pum) de VT e KF demonstraram a rugosidade da superficie
significativamente maior em comparacdo com a média dos tamanhos pequenos de particulas

encontradas no FZ (5-20 nm para nanoparticulas) e no KN (5-25 nm para nanoparticula, 0.6-
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1.4 pm). Um dos desenvolvimentos mais recentes em cimento de iondmero de vidro é a
nanoparticula, que na constituicdo do seu pé contém nanoparticulas e fluorapatita. O beneficio
obtido pelos cimentos de iondmero de vidro modificado por resina (CIVMRs) e tecnologia
ligada a nanoparticula é que eles podem fornecer o ionémero de vidro com propriedade
melhor de polimento, (Bala et al., 2012) melhoria que foi confirmado no presente estudo.

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) é uma ferramenta utilizada para avaliar a
formacdo de biofilme em diferentes materiais (Ereifej et al., 2012). Usando MEV, a analise do
biofilme é representada pela fixacdo e desidratacdo, fatores que poderiam alterar suas
caracteristicas (Brentel et al., 2011). No presente estudo utilizou-se microscopia confocal, em
que o biofilme pode ser avaliado sem a necessidade de fixacdo e desidratacdo, mantendo a sua
arquitetura original (Brentel et al., 2011). E um método ndo invasivo e ndo destrutivo, na
verdade, considerado a ferramenta de escolha para o estudo da formacgéo do biofilme (Palmer
& Sternberg, 1999; Brentel et al., 2011). Apesar das muitas tentativas para quantificar o
biofilme, a reprodutibilidade dos experimentos é dificil de ser abordada (Heydron et al.,
2000a).

Apos analise do biofilme, as imagens devem ser trabalhadas no programa chamado
COMSTAT. Ele representa um metodo geral para a comparagdo quantitativa das estruturas de
biofilme e de avaliacdo da reprodutibilidade experimental entre experimentos independentes.
Usando ferramentas comumente utilizadas para avaliar o biofilme, de acordo com a literatura,
(Heydron et al., 2000a, Brentel et al., 2011), as estruturas do biofilme pode ser quantificado e
posteriormente analisados estatisticamente por uma analise de modelo de variancia (Heydron
et al. 2000b).

Além da rugosidade, a energia livre de superficie, definida pela hidrofobicidade dos
materiais restauradores podem influenciar a formacao de biofilme. Energia livre de superficie
elevada (hidrofilico) os substratos estdo associados com maior formacdo de biofilme do que
substratos de energia livre de superficie baixa (hidrofobica) (Quirynen et al., 1989, Rimondini
et al. 2002,). O presente estudo demonstrou que os materiais com similares hidrofobicidade

resultaram em diferentes formacdes de biofilme.

Quirynen et al. em 1990 verificaram pequena quantidade de biofilme, em materiais de
superficie lisa com baixa energia livre de superficie, porém, ndo encontraram diferencas entre
os dois materiais na superficie irregular das amostras, sugerindo que a rugosidade é mais

importante do que a energia livre de superficie, no que diz respeito a formacao de biofilme.
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Entretanto, enquanto in vitro as bactérias aderem virtualmente a qualquer superficie,
independentemente das suas propriedades, as superficies supragengivais hidrofobicas, na
cavidade oral, atraem menos placa do que as hidréfilas (Quirynen et al., 1989). Bactérias orais
aderem nas superficies hidrofobicas e hidrofilicas, como demonstrado neste estudo pelo KN e
FZ.

A formacdo de biofilme em compdsitos de resina e 0s cimentos ionoméricos leva a um
ciclo negativo de eventos. Beyth et al, (2008), em que os organismos colonizadores causam
deterioracdo da superficie que, por sua vez, promove maior formacdo de biofilme gerando
ainda mais deterioracdo da superficie (Busscher et al., 1984). A manifestacdo clinica deste
ciclo negativo é o desenvolvimento de carie ao redor ou abaixo de uma restauracdo (Sousa et
al., 2009). Apesar da liberacdo de fluor pelo cimento de ion6bmero de vidro, o KF e VT
resultou em maior formacéo de biofilme do que o FZ.

Al-Naimi et al., (2008) mostraram que os cimentos ionoméricos contendo flior ndo reduz
a quantidade de crescimento de bactérias e formacdo de biofilme nas superficies banhadas
pela saliva. Busscher et al. (2010) sugerem que o fltor ndo é um fator dominante no controle
da formacdo de biofilme, ou que a sua concentracdo € muito baixa para ser eficaz,
dependendo da proporc¢éo entre a area do cimento e o volume de fluido que os ensaios foram
realizados. Assim, os beneficios de libertacdo de fluoreto podem ser confinados a inibicdo da
desmineralizacdo. Além disso, KN é um iondmero pasta / pasta, enquanto VT e KF exigem a
mistura convencional entre pé / liquido promovendo a incorporacao de bolhas de ar (de Paula

et al., 2011). Este aspecto pode contribuir com a retencdo de mais de biofilme.

Seja para prevenir a sensibilidade ou por estética, a restauracdo em area desgastada em
uma lesdo ndo cariosa é viavel. Entretanto, de antemdo € necessario a identificacdo de sua
causa e o controle dos seus fatores etioldgicos. Caso contrario, o tratamento restaurador tera
grande chance de fracassar. Alem disso, € necessario conhecer as caracteristicas da superficie
de cada material indicado para restaurar tais lesdes, o que ira determinar a escolha do

processo reabilitador.

Portanto, as diferencas relacionadas ao biovolume e a espessura média do biofilme,
formado in vitro, entre os dois grupos no presente estudo pode ser atribuida a diferencas na
rugosidade da superficie (Brentel et al., 2011). Para indicar um material restaurador para
restaurar LCNC, o clinico deve levar em conta mais do que a estética, a longevidade desta

restauracdo. Como demonstrado no presente estudo, & nanotecnologia incorporada em
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materiais restauradores, como em compositos resinosos (FZ) e iondmero de vidro modificado

por resina (KN), promovem melhor superficie topografica e menor formacao de biofilme.
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7. CONCLUSAO

=

O tipo de material restaurador é fator importante que afeta a rugosidade da
superficie influenciando diretamente na formag&o de biofilme

A utilizacdo de parametros hibrido e espacial da rugosidade da superficie é mais
apropriada para correlacionar com a formacgdo de biofilme sobre os materiais
restauradores

Rugosidade superficial tende a ser o parametro mais importante que a
hidrofobicidade para correlacionar com a formacéo de biofilme

Materiais restauradores com nano-cargas na composi¢do resultaram em rugosidade

significativamente mais baixa e menor formagéo de biofilme
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APENDICE

APENDICE A —

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa: “Efeitos de diferentes materiais
restauradores na formacédo de biofilme e adesdo de fibroblastos”, sob a responsabilidade dos
pesquisadores Ms. Priscilla Barbosa Ferreira Soares e Dr. Carlos José Soares.

Nesta pesquisa nés estamos buscando avaliar a efetividade de diferentes tipos de materiais
restauradores para a reabilitacdo de dentes com lesdes cervicais ndo cariosas. Juntamente a isso serdo
avaliados a formacdo de biofilme e adesdo de fibroblastos para a manutengdo de tecido gengival
saudavel sobre esses dentes. Na sua participacdo vocé doara placa bacteriana. Este material sera
analisado em testes de laboratérios, para avaliar o crescimento e viabilidade celular sobre os diferentes
tipos de materiais restauradores.

Durante a coleta do material, o participante ndo podera realizar medidas de higiene oral por
um periodo de oito (8) horas. Posteriormente a doacdo do residuo bucal, este sera analisado em testes
de laboratorios, para avaliar o crescimento e viabilidade celular.

Em nenhum momento vocé serd identificado. Os resultados da pesquisa serdo publicados e
ainda assim a sua identidade sera preservada.

Vocé nao terd nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

Vocé ndo tera riscos adicionais por participar da pesquisa doando residuo bucal (placa
bacteriana), e o projeto ndo trara riscos para comunidade. Os beneficios serdo que poderemos definir
qual o melhor material restaurador que permitird a reabilitacdo de dentes com lesBes cervicais ndo
cariosas e a manutencdo do tecido gengival saudavel sobre essas lesdes, beneficiando assim os
pacientes com indicacgao de realizagdo desta terapia.

Vocé é livre para deixar de participar a qualquer momento sem nenhum prejuizo para o senhor
@).

Uma coépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com vocé. Qualquer
divida a respeito da pesquisa vocé podera entrar em contato com: Prof. Ms Priscilla Barbosa Ferreira
Soares, Av. Pard, 1720 - Bloco 2G - Campus Umuarama - 38.400-902 Uberlandia-MG — Fone/Fax:
3218.2431

Pelo presente documento eu, ,

faco a doacgdo do fluido e residuo bucal (placa bacteriana) colhido por meio do swab, para ser usado

exclusivamente no protocolo de pesquisa acima referido. Certifico ter lido as informacgdes acima
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citadas e ter sido suficientemente esclarecido pelos pesquisadores responsaveis. Declaro-me

consciente do meu envolvimento no projeto e ciente de que nenhum auxilio financeiro sera feito.

Uberlandia, de de20___

Participante da pesquisa
CPF:
RG:

ATENCAO: Sua participacdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria. Em caso de davida quanto
aos seus direitos, escreva ou telefone para o Comité de Etica em Pesquisa da UFU. Endereco:
CEP/UFU- Comité de Etica em Pesquisa, Campus Santa Ménica, - Bloco J. Fone: 3239-4531.
Uberlandia — MG

1a. via — instituicdo 2a. via - doador
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ANEXO

Lirfesiuldirse Fededal e Libeildnda
Pri-F it oo Paesu s o Poe-Cndungio
COMITE DE ETICA EM PESCIRSA - CEP

. Joley M S0 Axila, 7 T30 - Bocs A — sk 224 - Cas Sl M - L ka0 —
CEP 28408-144 - FOREFAY (34 13

BPUALIGE FIMAL M B4 1 DO GOMTE DE ETICA EM PESOLRSE PARA O PROTOCOLD REGSTRO CERYUFL
2T

Projeto Pesquisa; *Efelin de difsrentes materals restauradonss na formagao de oloflime
adesdo de fibrodlastos".

Pesquisador Responsavel: Priscilla Baroosa Femeira Soarses

De acordo com 3 atrbucles definidas na Resolugdo CHS 19679, 0 CEP manfesta-se pela
ﬂﬁmumnﬂmm%mmmaﬁmmmﬁmmmmm
nos Imhzs da redaggso & da metodoiogla apresentadas.

O CEPYUFL lembra quet
ES a Resolugio 19696, o deverd anquivar por 5 anos o relatono da
nﬁsgg?mmmde Livre e Esclarecido, assinados pefo sujelo oe

pesquisa.

b- poders, mmamnmpﬁmmME
c-a Eﬁﬂgm peln CERUFY da-se em dectim2ncia do aendimento
3 Fesoiucad 1 anquaqmmmnmmm

[iata ge enfrega do Relaitno Parcial: dezembro e 2072
[iata ge entrega do Ralaitno Firal: cerambro o 2073,

SMUACAD: PROTOCOLD APROVADD

OES.: O CERUFU LEMBRA QUE QUALSUER MUDANCA ND PROTCODOLC DEVE SER INFORMADA
PSECHATAMENTE AD CEF PARA FINE DE AMALISE E APROVAGAD DA MESMA.

Ubarlandia, 04 da desambre de 2011

Prmofa. Dra. Sandra Terezinka de Fanas Fuiado
Coordenadora do CERUEL
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