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RESUMO

Os selantes sdo muito utilizados no controle da carie dentaria, tendo sua aplicagdo indicada
em fossulas e fissuras de pacientes com alto risco ao desenvolvimento de lesdes.A clorexidina
tem sido incorporada em varios materiais odontoldgicos, ja que pode inibir o desenvolvimento
de micro-organismos cariogénicos e prevenir o aparecimento de lesdes cariosas. Este estudo
in vitro teve como objetivo avaliar os efeitos da incorporagdo de digluconato de clorexidina
(DC) sobre a rugosidade e propriedades anticarie de um selante resinoso (SR) e um selante
ionomérico quimicamente ativado (SI). Clorexidina ndo foi incorporada nos materiais
controle e os materiais experimentais foram preparados com a adigdo de 0,5% (p/p) de DC,
constituindo os grupos: SR (Controle), SI (Controle), SRDC e SIDC. Os espécimes foram
avaliados para a determinacdo de rugosidade de superficie, efeito anti-biofilme contra
Streptococcus mutans e inibicdo da lesdo de carie em esmalte. Trés espécimes de cada
material foram confeccionados com uma tira matriz em moldes cilindricos. A rugosidade da
superficie de cada amostra foi determinada usando um perfildmetro mecanico com apalpador
(Stylus). Cavidades Classe I foram preparadas em blocos de esmalte bovino (8x8x2 mm?) e
restauradas com os materiais controle e experimentais. Trés blocos de cada grupo foram
submetidos a formacao de biofilme de S. Mutans por 5 dias e o efeito dos materiais foi testado
de acordo com a contagem de unidades formadoras de colonias (UFCs) no biofilme formado
sobre as amostras, em 3 repeti¢des bioldgicas, independentes, com 3 repeticdes técnicas cada.
A desmineralizacdo do esmalte ao redor da restauragdo, representada pela area integrada da
dureza x profundidade da lesdo Delta S (AS) foi determinada por andlise de microdureza em
corte longitudinal, a 50 ¢ 100 um a partir da margem de restauracdo. Os dados foram
analisados por ANOVA 2 critérios e Tukey, com um nivel de significancia pré-estabelecido
em 5%. Nao foi observada diferenga estatisticamente significativa na rugosidade dos
espécimes, independente do material utilizado, incorporado ou ndo de DC (p>0,05). Menores
médias de UFC foram encontradas sobre os blocos restaurados com selante resinoso quando
comparados aqueles restaurados com iondmero de vidro (p=0,011), no entanto, ndo foi
encontrada diferenga estatistica significativa na incorporagdo de DC (p=0,190), independente
do material usado. A 50um da restauracdo, menor desmineralizacdo foi encontrada para os
selantes ionoméricos (p<0,001) e para aqueles materiais com DC incorporada (p=0,026), nao
havendo interacdo entre material usado e incorporacdo de DC (p=0,259). Na distancia de
100pum, apenas os selantes ionoméricos foram capazes de diminuir a desmineralizagao

(p<0,001), independente da incorporagdo de DC. Os materiais ionoméricos t€m um maior



efeito anticarie, no entanto a incorporagdo de DC parece ser mais eficaz quando realizada em

materiais resinosos.

Palavras- chave: Digluconato de clorexidina, Efeito antibacteriano e Selante.



ABSTRACT

Sealants are widely used in dental caries control, and its application is indicated for pits and
fissures from patients at high risk of developing caries lesions. Chlorhexidine has been
incorporated in various dental materials since it can inhibit cariogenic microorganism growth
and prevent caries development. This in vitro study aimed to evaluate the effects of
chlorhexidine digluconate (CD) incorporation on roughness and anticaries properties of a
resin sealant (RS) and a chemically activated glass ionomer sealant (GIS). Chlorhexidine was
not incorporated control materials and experimental materials were prepared by adding 0.5%
CD(w/w) constituting the groups: RS (Control), GIS (control) SRCD and GISCD. The
specimens were evaluated for surface roughness determination, anti-biofilm effect against
Streptococcus mutans and inhibition of enamel caries lesion. Three specimens of each
material were made with a matrix strip in cylindrical molds. The surface roughness of each
specimen was determined using a contact stylus profilometer. Class I Cavities were prepared
in bovine enamel blocks (8x8x2 mm®) and restored with control and experimental materials.
Three blocks of each group was subjected to S. mutans biofilm formation during 5 days and
the effect of the material was tested according to colony-forming units (CFUs) over the
samples, in 3 independent biological replicates with 3 technical replicates each.
Demineralization represented by integrated area of hardness x lesion depth Delta S (AS) was
determined on enamel by analysis of cross-sectional microhardness, at 50 and 100
micrometres from the restoration margin. Data were analyzed by two-way ANOVA and
Tukey tests, with a pre-set significance level of 5%. No statistically significant difference was
found in roughness of the specimens, regardless of material used, incorporated or not with CD
(p>0.05). Lower CFU means were found on the blocks restored with resin sealant when
compared to those restored with glass ionomer (p=0.011), however, no statistically significant
difference was found in for CD incorporation (p = 0.190), regardless of material used. At 50
um from the restoration, lower demineralization was found for glass ionomer sealants
(p<0.001) and for those materials with CD incorporation (p = 0.026), with no interaction
between the material used and CD incorporation (p=0.259). At the 100-pmdistance, only
glass ionomer sealants were able to reduce demineralization (p<0.001), independent of the
CD incorporation. lonomeric materials have a higher anti-caries effect, however t

incorporation of CD appears to be most effective when performed on resin materials.

Keywords: Antibacterial effect, Chlorhexidine gluconate and Sealant.
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ANEXO A: NORMAS DA REVISTA “CLINICAL ORAL INVESTIGATIONS”

1. INTRODUCAO
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A cérie dentaria ainda ¢ um grande problema de saude, especialmente em paises populosos
em desenvolvimento. E uma doenca biofilme-agucar-dependente [1] e entre os agucares
alimentares mais danosos esta a sacarose, pois além de ser facilmente fermentada em acido,

muda a matriz do biofilme, fazendo-o mais cariogénico [2].

O uso dos selantes representa umas das medidas mais utilizadas no controle de cérie em
pacientes com alto risco ao desenvolvimento de lesdes de cérie [3], principalmente quando ha
fossulas e fissuras profundas, estreitas e retentivas [4], o que favorece a adesdo de micro-
organismos, pois ha limitacdo da acdo protetora exercida pela saliva e pelo fluor, dificultando
a autolimpeza e a remineralizagdo dentaria, consequentemente, favorecendo a retencdo de

biofilme e a proliferagdo bacteriana [5].

Os selantes devem possuir algumas propriedades como biocompatibilidade,

anticariogenicidade, retentividade, boa integridade marginal, resisténcia a abrasdo e ao

desgaste, além de baixo custo [6].

Os materiais mais utilizados para selamento de fossulas e fissuras sdo os resinosos ou
ionoméricos [7].0Os selantes resinosos atuam através da criacdo de uma zona microrretentiva,
através do condicionamento acido do substrato dentario e da formagdo de microporos que
facilitam a penetracdo do material selador, funcionando como barreira fisica a formagao de
biofilme [8]. Devido a sua elevada taxa de retengdo, os selantes resinosos s3o os materiais de
escolha para selar fossulas e fissuras [9]. Os selantes a base de resinas podem ainda se
apresentar com ou sem incorporagdo de fluoretos, apresentando boa adesdo a estrutura
dentaria; e a liberacdo de flior pode ocorrer inibindo a desmineralizagdo e favorecendo a
remineralizag¢do [10]. O material selador mais comumente usado ¢ a resina composta [11]. Os
selantes a base de resinas utilizados atualmente sdo basicamente mondmeros de dimetacrilatos
que sdao resinas hidrofobicas, com base de BIS-GMA (bisfenol glicidil metacrilato) ou
TEGDMA (trietileno dimetacrilato). Outros dimetacrilatos como o UDMA (uretano

dimetacrilato) sao utilizados na composi¢do dos selantes [12].

O uso de cimentos de iondmero de vidro (CIV) ¢ bastante amplo na Odontologia restauradora
e estes foram introduzidos como materiais alternativos para selar fossulas e fissuras. O que os
difere dos selantes resinosos ¢ que a adesdo dos CIVs ocorre por meio de trocas idnicas,

produzindo uma retengdo inferior [7]. Por apresentarem uma adesdo relativamente baixa [13],
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os CIVs sdo mais indicados por serem um veiculo de liberagcdo de fluoreto do que por serem
um selante de fissura tradicional [14]. Eles sdo derivados de acidos organicos, geralmente um
acido polimérico aquoso € um componente de vidro, como o fluor-aluminosilicato, embora
possam ser encontrados outros componentes em produtos comerciais diferentes [15]. O CIV ¢
considerado um material restaurador de alta relevancia clinica, especialmente por sua
capacidade de adesdo quimica a estrutura do dente, sem a necessidade de um agente de unido
adicional [16]. Além disso, apresenta estética aceitdvel, adequado coeficiente de expansao
térmica [17], boa compatibilidade bioldgica [18] e a¢do anticariogénica através da liberacao

prolongada de fluoretos.

Apesar das taxas de adesdo dos selantes resinosos as estruturas dentarias serem clinicamente
aceitaveis, alguns estudos laboratoriais mostram a ocorréncia de infiltragdes marginais em
volta dos selantes [19]. Os patégenos podem permanecer viaveis por longo periodo de tempo
na cavidade dentdria, o que favorece a progressao de lesdes de carie e de falhas nas
restauragdes [20]. A infiltragdo marginal pode permitir a adesdo de bactérias cariogénicas ao
redor do selante, provocando falhas na atividade seladora [21] e reducdo do numero de

estreptococos mutans na saliva [22].

Dessa forma, tem sido proposta a adigdo de agentes antimicrobianos aos selantes, como
triclosan [23] e a utilizagdo de selante associado a vernizes com clorexidina [24]. Entre os
diferentes agentes antimicrobianos usados a clorexidina tem se mostrado a substancia mais
segura e eficaz. A clorexidina (CX) ¢ uma bis-biguanida e se caracteriza por ser uma base
dicatidnica forte, o que a torna muito interativa com anions. Estudos sugerem que um dos
cations fixa-se a pelicula adquirida sobre o dente e o outro fica livre para interagir com as
bactérias que estdo tentando colonizar as superficies bucais, caracteristica altamente relevante
para eficacia e substantividade da CX [25]. A CX possui agdo ampla contra uma grande
variedade de bactérias gram-positivas, especialmente estreptococos mutans, e gram-negativas,
sendo também eficaz contra fungos, leveduras e alguns virus [26]. A CX tem sido incorporada
em varios materiais resinosos, como polimeros experimentais [27], cimentos resinosos [28],
primers [29], adesivos dentinarios [30] e nanocompositos com fosfato de célcio e fluoretos de
calcio [31]. Os estudos demonstram a viabilidade de incorporagdo de clorexidina em
formulagdes de sistemas resinosos, sem comprometimento das suas propriedades fisico-

quimicas [27] e também com potencial de inibi¢do de crescimento bacteriano [31].
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Em Odontologia, o desenvolvimento de materiais que fornecam atividades antimicrobianas,
seria importante no controle das infecgdes da cavidade bucal. A incorporagdo de componentes
dotados de propriedades antimicrobianas em selantes pode ser uma estratégia eficaz para
modificar a cariogenicidade do biofilme e inibir o desenvolvimento das lesdes de carie,
tornando o tratamento preventivo-restaurador global mais eficaz, através do controle do
biofilme por meio da liberagdo de um agente antimicrobiano in loco. Adicionalmente, uma
combinacdo de fluor e liberagdo de clorexidina pode apresentar resultados terapéuticos
promissores. O presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da incorporacdo de
digluconato de clorexidina sobre a rugosidade e propriedades anticarie de um selante resinoso

e um selante ionomérico quimicamente ativado.
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2. PROPOSICAO

Geral - Comparar o efeito anticarie de materiais utilizados como selantes de fossulas e

fissuras incorporados por digluconato de clorexidina.

Objetivos especificos - Analisar a severidade da desmineralizacao produzida com o modelo
microbiologico de alto desafio cariogénico, in vitro, ao redor de cavidades preenchidas com
materiais seladores incorporados por digluconato de clorexidina. Analisar a influéncia do
efeito do digluconato de clorexidina na composi¢ao microbioldgica de biofilme de S. Mutans

formado in vitro, através da contagem de micro-organismos.
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3. CAPITULOS

Este trabalho de conclusiao de curso esta baseado nas normas da coordenagdo do curso de
Odontologia da Universidade Federal do Ceara que regulamenta os formatos de trabalho de
conclusdo de curso e permite a inser¢do de artigos cientificos de autoria e co-autoria do
candidato. Assim sendo, este trabalho de conclusdo de curso ¢ composto por capitulo
contendo um artigo a ser submetido para publicacio no periddico “Clinical Oral

Investigations”.
3.1. Capitulo 1

Effect of Chlorhexidine Addition on the Antibacterial Activity, Roughness and

Anticaries Properties of Sealants: An in vitro Study.

Short title: Effect of Chlorhexidine Addition on the Anticaries Properties of Sealants:

An in vitro Study.

Autors: Marcella Maria Rocha Lima' Ernanda Maria de Araujo Sales* Weslanny de Andrade
Morais?, Pedro Henrique Acioly Guedes Peixoto Vieira?, David Queiroz de Freitas?, Ramille

Araujo Lima?®, Lidiany Karla Azevedo Rodrigues®
Affiliations:

'Graduation student in Dentistry, Federal University of Ceard, Rua Mosenhor Furtado, s/n,

60430-355, Rodolfo Tedfilo, Fortaleza, Brazil

?Post-Graduation Program in Dentistry, Federal University of Ceara, Rua Mosenhor Furtado,

s/n, 60430-355, Rodolfo Teofilo, Fortaleza, Brazil

" School of Dentistry, Christus University Center, Av Dom Luis- 911, 60160-230, Meireles,

Fortaleza, Brazil.
*Corresponding autor: Lidiany Karla Azevedo Rodrigues
Rua Monsenhor Furtado S/N - Bairro- Rodolfo Teofilo - CEP 60430-355 Fortaleza-CE

Brazil
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4. MATERIAIS E METODOS
Tipo de estudo

Trata-se de um estudo quantitativo, do tipo investigacdo experimental em laboratdrio ou in
vitro. Os procedimentos laboratoriais foram executados nos laboratérios de pesquisa do
Programa de Pos-Graduacdo em Odontologia da Faculdade de Farmaécia, Odontologia e

Enfermagem da Universidade Federal do Ceara.
Selecao dos dentes

Foram incluidos no estudo apenas incisivos bovinos higidos, ficando excluidos dentes que
apresentem coroas com areas hipoplasicas ou quaisquer defeitos no esmalte; dentes com
presenca de trincas ou fraturas e dentes que ndo foram devidamente conservados em timol
apos a exodontia. Os dentes foram raspados manualmente com cureta periodontal (Duflex, SS
White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) para remocao dos restos teciduais, calculos e outros detritos
e entdo armazenados em solugdo de timol a 0,1% sob refrigeracdo (4°C) e utilizados por um

periodo ndo superior a seis meses.
Delineamento experimental

O estudo in vitro foi conduzido de acordo com um delineamento em blocos onde os fatores
em estudo foram: tipo de material em dois niveis, selante resinoso e selante ionomérico, bem
como a incorporagao do digluconato de clorexidina também em dois niveis: sem incorporagao

e com incorporagdo direta; resultando em 4 grupos experimentais.

Tabela 1- Descri¢ao dos grupos

GRUPOS DESCRICAO
SR (Controle) Selante resinoso puro
SI (Controle) Selante a base de iondmero de vidro puro
SRDC Selante resinoso com digluconato de clorexidona
SIDC Selante a base de iondmero de vidro com

digluconato de clorexidina
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Tabela 2 — Descri¢ao dos materiais utilizados
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MATERIAL FABRICACAO FORMULACAO
RIVA PROTECT Po6: Fluoreto de silicato
CAPSULAS- SDI BRASIL de aluminio e 4cido
Ionémero de vidro INDUSTRIAS E poliacrilico
para fissuras e COMERCIO LTDA. Liquido: Acido
protetor dental SAO PAULO- SP, poliacrilico, 4cido
BRAZIL tartarico e ingredientes
balanceados (nao
perigosos)
Bisfenol A
glicidilmetacrilato
BIODINAMICA. (35,60%); Grupos
CURITIBA-PR, dimetacrilatos, B.H.T,
SELANTE BIOSEAL BRAZIL dioxido de silicio,
fluoreto de sddio,
fluoreto de calcio e
catalisador
DIGLUCONATO DE PANREAC,

CLOREXIDINA BARCELONA, SPAIN 20% em solugdo

Preparo das cavidades restauradoras

Os dentes incisivos bovinos foram fixados com cera pegajosa (Kota Ind. E Com. Ltda, Sao
Paulo, SP) no centro de uma placa de acrilico (40 x 40 x 5mm) e seccionados
transversalmente na juncdo amelocementaria para separar as coroas das raizes, com o
emprego de disco diamantado dupla face (Modelo 12205, Extec®, Enfield, CT, EUA),
montado em uma cortadeira metalografica (Isomet®, Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA), sob
baixa rotagdo e irrigacdo abundante. Nas faces vestibulares dos dentes foram realizados cortes

seriados para a obten¢@o de blocos de esmalte (= 8 x 8 x 2 mm).

Para a realizacdo do preparo cavitdrio, cavidades cilindricas classe I foram realizadas com
pontas diamantadas cilindricas (# 3053, diametro 2 mm, KG Sorensen, Barueri, Sdo Paulo),
trocadas a cada 5 preparos. Os espécimes preparados foram divididos, aleatoriamente, em 4
grupos de acordo com o delineamento previamente descrito. Os blocos foram mergulhados
em solucdo salina e esterilizados em autoclave em 121°C, por 15 minutos. Em uma camara de

fluxo laminar (Filtracom, Valinhos, SP), as cavidades presentes nos blocos de esmalte foram
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preenchidas com os materiais, seguindo as instru¢des fornecidas pelos fabricantes de acordo
com o grupo de tratamento. Nos grupos experimentais a incorporacdo de digluconato de
clorexidina deu-se através da pré-pesagem, segundo calctlos estabelecidos, dos materiais
estudados, acrescidos de 7,5uL de DG quando selante ionomérico e de 5,77uL de DG quando
selante resinoso. ApoOs a realizagdo das restauragdes, os blocos de esmalte foram

desinfectados por meio da luz ultravioleta durante 30 minutos.
Formacao de biofilme in vitro e inducao de carie

Os blocos de esmalte restaurados foram imersos em TSB, enriquecido com extrato de
levedura contendo sacarose a 10% em placas de 24 pocos. S. mutans UA 159 foi utilizado
como inoculo a fim de proporcionar desafio cariogénico aos blocos de esmalte. Para tanto,
inicialmente S. mutans foram primeiramente crescidos por 18 h em BHI em uma atmosfera de
CO, a 5%, em 37°C. Foi feita a inoculagdo prévia de 100 pl de cultura de S. mutans crescidos
overnight em 45 mL de meio BHI, sendo distribuidos 2mL de meio em cada poco das placas
de 24 pocos. A inoculagdo das placas de 24 pogos contendo TSB + extrato com S. mutans foi
realizada uma Unica vez, no primeiro dia do experimento. Durante o periodo de formacgao de
biofilme, uma vez por dia, os blocos foram lavados, trés vezes por imersao numa placa
contendo solucdo de NaCl a 0,89%, a fim de remover o biofilme fracamente ligado e entdo

transferidos para novas placas de 24 cavidades com meio estéril.

Ao final desse periodo, os biofilmes foram coletados com cureta estéril e colocados em

microtubos pré-pesados. O conjunto microtubo e biofilme foi pesado analiticamente para

calculo das diluigdes seriadas.

Figura 1: Coleta de biofilme sobre a face vestibular do bloco restaurado.
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Analise microbiologica

Ao final da cultura, os biofilmes foram pesados, mergulhados em solu¢ao salina de NaCl a
0,9% (1uL/mg de biofilme) e sonicados em sonicador (Branson Ultrasonics 250,USA)
durante 45 segundos, em intervalos de 15 em 15 segundos, com a finalidade de se obter
suspensdes contendo células simples. Em seguida, a suspensdo foi diluida (1:10, 1:100,
1:1000, 1:10000, 1:100000, 1:000000, 1:10000000), e 10 uL das aliquotas foram plaqueadas
em triplicata em meio BHI agar para contagem de estreptococos do grupo mutans. As placas
foram incubadas em estufa bacteriologica em 37°C em uma pressao parcial de 5% de CO, por
48 horas. Ap0s a incubacgdo, a viabilidade celular bacteriana foi mensurada pela contagem das
unidades formadoras de colonia (UFC), e os valores finais expressos em UFC por miligrama

de biofilme (UFC/mg).
Analise de peso seco do biofilme

Para a analise do peso seco do biofilme formado ao final dos 5 dias de experimento, apos a
semeadura, aliquotas de 200 puL da suspencdo de biofilme de cada bloco foram coletados em
microtubos limpos e pré-pesados. Adicionou-se 600 pL de alcool etilico 99,9% previamente
armazenado em -20°C e as suspeng¢des foram também armazenadas em -20°C pelo periodo

minimo de 24 horas.

Apobs a remocao do congelador, a suspencdes foram vortexadas e centrifugadas durante 10
minutos em 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 500 uL de alcool etilico a 70%
foram novamente adicionados. A nova suspensdo foi vortexada e centrigurada por mais 5
minutos em 4°C, sendo o sobrenadante descartado. Sequencialmente, os microtubos contendo
os precipitados foram armazenados em um dissecador até a remocao total da umidade interna

e em seguida foram pesados em balanga de precisao.
Analise da microdureza em corte longitudinal

Os blocos submetidos a0 modelo microbiologico foram analisados pelo teste de microdureza
em corte longitudinal do esmalte, para determinar a desmineralizagdo ao redor das
restauragdes (Delta S). O AS corresponde a area de perda de dureza das amostras, sendo
calculado pela diferenca da area da projecdo de cada amostra higida e da area da amostra
cariada. Os blocos foram seccionados em corte longitudinal na regido central. Os cortes foram
realizados com disco diamantado, acoplado a cortadeira elétrica (Isomet® 1000, Buehler,

Lake Buff, USA). As anélises foram efetuadas utilizando-se o microdurometro (Future Tech
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9000 FM, Future-Tech Corp. ,Kanagawa, Japan) acoplado a um software FM-ARS® e
penetrador do tipo Knoop, sob carga de 25 g por 5 segundos. Foram feitas 20 identagcdes em
10 diferentes profundidades abaixo da superficie externa do esmalte cariado de cada
espécime, a 50 um e a 100 um da restauragdo, formando 2 fileiras de identagdes longitudinais
nas profundidades: 10 pm, 20 um, 30 um, 40 pm, 50 pm, 70 um, 100 pm, 150 pm, 200 um e

300 um, obtendo-se as médias dos valores de microdureza (KHN- Knoop Hardeness Number)

em cada profundidade para cada espécime.

Figura 2: Andlise da interface da restauracdo vista através do microdurdmetro (Future Tech
9000 FM, Future-Tech Corp.,Kanagawa, Japan)

Analise da rugosidade

Trésespécimesem forma de disco (5 mm de didmetro e 2mm de profundidade) foram
preparadas para cada grupo emum molde de plastico. O moldede pléstico foi colocado numa
placa de vidro comum a matriz de poliéster sobre ele. Os corpos de prova foram analisados
quanto ao seu padrdo de rugosidade superficial por meio do rugosimetro Hommel Tester T
1000 (Hommelwerke, Gmbh, Alte Tuttinger Strebe 20 D-7730 VS-Schwenningen). A ponta
sensora de 1,6um de didmetro realizou tragados em uma velocidade de 0,100 mm/s,
totalizando 2 leituras por corpo de prova. O comprimento da amostragem ou cut-off
empregado foi 2 mm. Foram realizadas mensuragdes através do parametro que se baseia em
medida vertical (Ra/ um). A média das 2 leituras foi utilizada como a média de cada

espécime.
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Analise estatistica

Previamente, foram avaliadas as andlises de normalidade e homogeneidade dos dados.Os
resultados foram submetidos ao teste de andlise de varidncia a dois critérios (Two way
ANOVA). O teste de Tukey foi utilizado para comparagdo multiplas aos pares, o intervalo de

significancia foi estabelecido em 95%. O programa utilizado foi SigmaStart3.5(Sistaty).



22

4. RESULTADOS
Atividade antimicrobiana

Na andlise do efeito antibacteriano, pode-se observar que houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos de selante resinoso e ionomérico (p=0,011), ndo havendo
diferenca entre os grupos com incorporacao ou nao de clorexidina (p=0,190). Também nao
houve interagdo entre os dois fatores estudados, ou seja, tipo de material e incorporacdo de

clorexidina (p= 0,403), como observado no grafico 1.

Atividade antibacteriana
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Grafico 1 : Média e desvio padrdo do efeito antibacteriano da incorporagao de digluconato de
clorexidina em selante resinoso e ionomérico.

Analise Peso Seco

Nao houve diferenca significante entre os grupos selantes resinosos e ionomérico (p=0,387).

Assim como ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos com
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clorexidina e sem clorexidina (p=0,589). Nao houve diferenca significante entre a

comparacao dos grupos (p=0,651).
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Grafico 2: Apresenta valores medianos, bem como valores minimos e maximos de inibi¢ao
bacteriana para cada grupo estudado, de acordo com as condi¢des analisadas

Microdureza Longitudinal

Na anélise de dureza a 50um, houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos
com selantes resinosos e ionoméricos (p<0,001), assim como entre 0s grupos com e sem
clorexidina (p=0,026). Sendo o DeltaS do grupo ionomérico e do grupo com adicdo de
clorexidina estatisticamente menor em relacdo aos outros grupos, ndo havendo interagao
estatisticamente significativa entre o tipo de material utilizado e a incorporacao ou nao de

clorexidina (p=0,259).

Ja na andlise de dureza a 100um, houve diferencga estatisticamente significante apenas entre os
grupos com selantes resinosos e ionoméricos (p<0,001), sendo no ultimo onde houve a menor

perda de dureza.
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Grafico 3: Valores de perda de dureza (DeltaS) de acordo com o material e a
profundidade a 50um(A) e a 100um (B) a partir da margem da restaurag@o. Letras
minusculas indicam diferengas estatisticamente significante entre os grupos a cada
distancia (p<0,05)
Rugosidade

Nao houve diferencga estatisticamente significante entre os grupos nem avaliando o tipo de
material (p=0,340) e nem avaliando a incorporagdo de clorexidina (p=0,470). Também nao

houve interagdo entre os dois fatores: material e incorporacao de clorexidina (p=0,191).
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Grafico 4: Média e desvio padrao da rugosidade de superficie dos materiais avaliados.
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5. DISCUSSAO

Um estudo prévio utilizando espécimes de material, selantes ionomérios (SIG;VII Fuji, Japao)
e resinosos (Clinpro 3M ESPE, EUA) incorporados com digluconato de clorexidina (20%)
ajustados a uma concentracdo final de 1%, mostrou aumento significativo da atividade

antibacteriana em ambos os selantes.

Tais resultados discordam dos dados antimicrobianos do presente estudo, onde houve
alteragdo na capacidade antimicrobiana entre os grupos de selantes ionoméricos e selantes
resinosos (p=0,011), porém ndo houve diferenca estatisticamente significativa em relagdo a
incorporagdo ou nao de clorexidina (p=0,190). Devem-se considerar alguns fatores quanto ao
corpo de prova usado, tendo em vista que no presente trabalho, a coleta de biofilme foi dada
diretamente sobre o bloco restaurado no 5° dia de formacao de biofilme, sendo a concentragao
de digluconato de apenas 0,5%. No estudo anterior [32], o biofilme foi coletado sobre um
espécime cilindrico do material estudado no 7° e 30° dias de formagdao do biofilme, sendo
avaliado sobre mensuragao do halo de inibi¢do criado ao redor do espécime. Adicionalmente,

a concentracao de digluconato era de 1%.

O uso de corpos de prova feitos somente com o material analisado pode-se levar a uma maior
liberagdo de clorexidina, haja vista que o tamanho do espécime utilizado anteriormente era de
6 mm de didmetro, ocorrendo liberagcdo de clorexidina em todos os planos do espécime. Ja a
liberacdo de clorexidina no bloco de dente bovino restaurado,do trabalho em tela, onde a
restauracdo possuia aproximadamente 2mm de didmetro, ocorreu somente em um plano que

esta em contato direto com o biofilme.

A coleta de biofilme posterior no 7° e 30° dias, relatadas no estudo anterior, pode significar
uma maior liberagao de clorexidina, gerando maior efeito antimicrobiano em comparagao a do
presente trabalho, onde a coleta de biofilme dava-se apenas no 5° dia de formagdo de
biofilme. E importante ressaltar ainda que o método usado anteriormente (halo de inibicdo),
ndo possuiu uma precisdo analitica para analise do efeito antibacteriano quanto acontagem de

UFCs.

Outro estudo anterior [33] mostrou um aumento significante na rugosidade do cimento de
ionomero quando incorporado com clorexidina, mostrando-se coerentes aos resultados
encontrados neste estudo, onde ha uma tendéncia ao aumento da rugosidade quando o

digluconato de clorexidina ¢ incorporado ao selante ionomérico. Fato que poderia ter
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ocasionado um menor efeito antibacteriano do selante ionomérico com clorexidina quando
comparado ao selante resinoso com clorexidina, devido a tendéncia ao maior acimulo de
biofilme, apresentando predisposi¢cdo a maior rugosidade do selante inomérico incorporado
com digluconato de clorexidina, tendéncia encontrada também ap0s a analise do peso seco do

biofilme formado apds 5 dias.

Com relagdo ainibi¢do de carie em esmalte, estudos mostram que o fluor ¢ liberado de
maneiras diferentes, dependendo do tipo de material utilizado. Diante disso, o fltor ¢ liberado
em ambos os materiais testados, porém com uma liberagdo de 20 a 30 vezes maior em
selantes ionoméricos, quando comparado a selantes resinosos [34]. O fluor age diretamente no
processo anticarie, atuando sobre o processo de desmineralizagdo-remineralizagdo, ndo tendo
efeito antimicrobiano. Diante disto, pode-se concluir, segundo os resultados avaliados na
microdureza longidutinal a 50 um, que o selante ionomérico tem uma tendéncia maior a
proporcionar efeito anticarie do que o selante resinoso, possivelmente pelo fato ja discutido
que o selante ionomérico tem uma liberagdo de flior muito maior, quando comparado ao
resinoso. Assim, a incorporagdo de clorexidina aos selantes mostrou ter uma ag¢ao conjunta ao
flaor, reduzindo a progressdo da desmineralizacdo, demostrando uma maior dureza naqueles
materiais que ndo sofreram incorporacao com clorexidina. Quando se compara o valor de
DeltaS em 50 um e em 100pm, pode- se perceber que o efeito de incorporagdo da clorexidina,

potencializando ao efeito do fluor, que se d4 nas areas mais proximas a restauracao(50um).

Baseado nos dados encontrados nesse estudo, pode-se indicar o selante ionomérico
incorporado por digluconato de clorexidina, como o grupo que mais apresentou atividade
anticarie, apresentando, assim, um importante aliado aos profissionais que buscam
alternativas que visam diminuir o processo de desmineralizacao e estimular a remineralizagao

dentaria.
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6. CONCLUSAO

A incorporacdo de CX nos selantes ndo mostrou resultados positivos na andlise antibacteriana
na concentracao de 0,5%, entretanto quando se compara apenas selantes ionoméricos e

resinosos puros, o selante resinoso apresenta melhor efeito antibacteriano.

Ao se comparar melhor efeito anticarie pela microdureza longitudinal a 50pum, o selante
inomérico mostra melhor efeito quando comparado ao resinoso, apresentando menor
desmineralizagdo no esmalte. Ao analisar a microdureza & 100pum, ndo houve diferengas

significativas devido a maior distdncia da margem da restauragao.
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when converted to black and white. A simple way to check this is to make a
xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different colors are
still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).
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Figure Lettering

e To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

e Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2—
3 mm (812 pt).

e Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt
type on an axis and 20-pt type for the axis label.

e Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

¢ Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

e All figures are to be numbered using Arabic numerals.

e Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

e Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, ¢, etc.).

e Ifan appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the

consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures,

"Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material)

should, however, be numbered separately.

Figure Captions

e FEach figure should have a concise caption describing accurately what the figure
depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

e Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number,
also in bold type.

e No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed
at the end of the caption.

e Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles,
etc., as coordinate points in graphs.

e Identify previously published material by giving the original source in the form of a

reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size
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e Figures should be submitted separately from the text, if possible.

e When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

e For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and
not higher than 234 mm.

e For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and

not higher than 198 mm.

Submission

e Supply all supplementary material in standard file formats.

e Please include in each file the following information: article title, journal name, author
names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.

e To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may
require very long download times and that some users may experience other problems

during downloading.

Text and Presentations

e Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term
viability.

e A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

e Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.

e If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets

should be submitted as .xIs files (MS Excel).

Specialized Formats

e Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica

notebook), and .tex can also be supplied.
Integrity of research and reporting

Ethical standards
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Manuscripts submitted for publication must contain a statement to the effect that all human
and animal studies have been approved by the appropriate ethics committee and have
therefore been performed in accordance with the ethical standards laid down in the 1964
Declaration of Helsinki and its later amendments.

It should also be stated clearly in the text that all persons gave their informed consent prior to
their inclusion in the study. Details that might disclose the identity of the subjects under study
should be omitted.

These statements should be added in a separate section before the reference list. If these
statements are not applicable, authors should state: The manuscript does not contain clinical
studies or patient data.

The editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-
mentioned requirements. The author will be held responsible for false statements or failure to

fulfill the above-mentioned requirements

Ethical Responsibilities of Authors

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member of
the Committee on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the COPE guidelines on
how to deal with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the trust in
the journal, the professionalism of scientific authorship, and ultimately the entire scientific
endeavour. Maintaining integrity of the research and its presentation can be achieved by

following the rules of good scientific practice, which include:

e The manuscript has not been submitted to more than one journal for simultaneous
consideration.

e The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the new
work concerns an expansion of previous work (please provide transparency on the re-
use of material to avoid the hint of text-recycling (“self-plagiarism”)).

e A single study is not split up into several parts to increase the quantity of submissions
and submitted to various journals or to one journal over time (e.g. “salami-
publishing”).

e No data have been fabricated or manipulated (including images) to support your

conclusions
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No data, text, or theories by others are presented as if they were the author’s own
(“plagiarism”). Proper acknowledgements to other works must be given (this includes
material that is closely copied (near verbatim), summarized and/or paraphrased),
quotation marks are used for verbatim copying of material, and permissions are

secured for material that is copyrighted.
Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.

Consent to submit has been received explicitly from all co-authors, as well as from the
responsible authorities - tacitly or explicitly - at the institute/organization where the
work has been carried out, before the work is submitted.

Authors whose names appear on the submission have contributed sufficiently to the
scientific work and therefore share collective responsibility and accountability for the

results.

In addition:

Changes of authorship or in the order of authors are not accepted after acceptance of a
manuscript.

Requesting to add or delete authors at revision stage, proof stage, or after publication
is a serious matter and may be considered when justifiably warranted. Justification for
changes in authorship must be compelling and may be considered only after receipt of
written approval from all authors and a convincing, detailed explanation about the
role/deletion of the new/deleted author. In case of changes at revision stage, a letter
must accompany the revised manuscript. In case of changes after acceptance or
publication, the request and documentation must be sent via the Publisher to the
Editor-in-Chief. In all cases, further documentation may be required to support your
request. The decision on accepting the change rests with the Editor-in-Chief of the
journal and may be turned down. Therefore authors are strongly advised to ensure the
correct author group, corresponding author, and order of authors at submission.

Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or data in
order to verify the validity of the results. This could be in the form of raw data,

samples, records, etc.
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If there is a suspicion of misconduct, the journal will carry out an investigation following the
COPE guidelines. If, after investigation, the allegation seems to raise valid concerns, the
accused author will be contacted and given an opportunity to address the issue. If misconduct
has been established beyond reasonable doubt, this may result in the Editor-in-Chief’s

implementation of the following measures, including, but not limited to:

e [If the article is still under consideration, it may be rejected and returned to the author.

e If the article has already been published online, depending on the nature and severity
of the infraction, either an erratum will be placed with the article or in severe cases
complete retraction of the article will occur. The reason must be given in the published
erratum or retraction note.

e The author’s institution may be informed.

Ethical approval: “All applicable international, national, and/or institutional guidelines for
the care and use of animals were followed.”

If applicable (where such a committee exists): “All procedures performed in studies involving
animals were in accordance with the ethical standards of the institution or practice at which
the studies were conducted.”

If articles do not contain studies with human participants or animals by any of the authors,
please select one of the following statements:

“This article does not contain any studies with human participants performed by any of the
authors.”

“This article does not contain any studies with animals performed by any of the authors.”

“This article does not contain any studies with human participants or animals performed by any

of the authors.”
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