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Resumo

Ferreira I.. Caracteristicas bioquimicas e microbioldgicas do biofilme dentario formado iz situ sobre
materiais que contém fldor ou fosfato de calcio amorfo [dissertagao]. Aragatuba: Universidade Estadual

Paulista; 2010.

Muito tem se avaliado a respeito das propriedades fisicas e quimicas dos selantes de féssulas e
fissuras, mas pouco sobre seus efeitos no biofilme dentario. O objetivo deste estudo foi analisar as
caracteristicas bioquimicas e microbiolégicas do biofilme dentario formado 7z sitn sobre materiais que
liberam fldor ou célcio e fosfato. Dez voluntarios utilizaram dispositivo intrabucal palatino contendo
corpos-de-prova de materiais (Fuji IX GP, Auralay XF e Aegis) ou blocos de esmalte bovino. A fase
experimental consistiu de 4 etapas de 8 dias cada e a utilizagdo de sacarose para formagao do biofilme.
No 7° dia dos periodos experimentais foi determinado o pH do biofilme e no 8° dia, o biofilme
dentario formado foi coletado para determinagao de flaor (F), calcio (Ca), tésforo (P) e polissacarideos
extracelulares insoluveis (PEI) além da microbiota. Verificou-se a liberagao de F, Ca e P de cada
material e dos blocos de esmalte apods ciclagem de pH. Apds a verificagio da homogeneidade dos
dados, testes paramétricos e nao-paramétricos foram realizados para analise dos resultados (p<0,05). O
biofilme dentario formado sobre os materiais que liberam fldor apresentou maior presenca de F, Ca e P
e menor numero de estreptococos do grupo mutans quando comparado ao bloco de esmalte. Apos o
uso da sacarose (7° dia), o pH do biofilme foi maior na presenca do material ionomérico. O biofilme
sobre o material que contém fosfato de calcio amorfo mostrou similar concentrag¢ao de Ca e P, quando
comparado aos materiais que contém fldor, e uma agao tamponante no meio, sem efeito na microbiota.
Concluiu-se que os materiais que liberam flior aumentaram as concentracées de F, Ca e P e
diminuiram a de PEI e a microbiota cariogénica do biofilme dentario; e o que contém fosfato de calcio

amotfo aumentou as concentracdes de Ca e P.
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Resumo

Palavras-chave: Selantes de fossas e fissuras. Placa dentaria. Acidificacdo. Fluor. Fosfatos de calcio.

Polissacarideos.
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Abstract

Ferreira L. Biochemical and microbiological characteristics of 7z situ dental plaque formed on materials
containing fluoride or amorphous calcium phosphate [dissertation]. Aragatuba: Sio Paulo State

University; 2010.

The chemical and physical properties of the pit and fissures sealants have been widely evaluated
but rare researches focus on the effects on dental plaque. The aim of this study was to evaluate the
biochemical and microbiological characteristics of the 7z situ dental plaque formed on materials that
release fluoride or calcium and phosphate. Ten volunteers wore an intraoral palatal device containing
specimens of materials (Fuji IX GP, Auralay XF and Aegis) or bovine enamel blocks. The experimental
phase consisted of 4 stages with duration of 8 days each and use of sucrose to form the dental plaque.
The dental plaque pH was determined at the 7" day of the experimental periods and the dental plaque
was collected at the 8" day to determine the fluoride (F), calcium (Ca), phosphorus (P), insoluble
extracellular polysaccharides (EPS) and microbiota. It was observed release of F, Ca and P from each
material and from the enamel blocks after pH cycling. After verification of data homogeneity,
parametric and non-parametric tests were performed (p<0.05). The dental plaque formed on the
materials that release fluoride presented more I, Ca and P and reduced number of Streptococcus mutans in
comparison to the enamel block. After use of sucrose (7" day), the dental plaque pH was higher with
the presence of ionomeric material. The dental plaque on the material containing amorphous calcium
phosphate exhibited similar Ca and P concentration compared to the ones on fluoride materials, and
buffering action with no effect on the microbiota. It was concluded that the materials that release
fluoride increased F, Ca and P concentrations, decreased EPS concentration and the cariogenic
microbiota of the dental plaque; the amorphous calcium phosphate material increased concentrations

of Caand P.
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23

Introdueio

Para alcancar sucesso nas restauracdes dentarias ao longo do tempo, nao apenas o desempenho
do profissional, mas também as diferentes propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas dos materiais
exercem um papel importante [1]. Essas caracteristicas dos materiais restauradores podem alterar a
viabilidade microbiana e, por conseguinte, a extensio da colonizagao bacteriana no biofilme [1-5], além
de afetar a adesdo de microrganismos na superficie, o que pode interferir na prépria estrutura do
biofilme [6]. Dessa forma, a interagdo bioldgica entre os materiais restauradores e a microbiota bucal é
um dos fatores que determina o prognoéstico do tratamento restaurador.

O acumulo do biofilme dentario sobre materiais restauradores influencia a saude bucal,
principalmente por sua relagiao direta no desenvolvimento da carie dentaria e das doengas periodontais
[7]. Pressupde-se que cariogenicidade do biofilme ¢é influenciada por uma interagdo dinamica de fatores
da dieta, salivares, microbiol6gicos e bioquimicos [8]. Uma vez que a formacao da carie secundaria ao
redor de restauragdes representa uma razao primaria para substitui¢ao [9], ha um aumento de interesse
em usar materiais dentarios que podem inibir a formacao do biofilme [10].

Diferentes tipos de materiais liberam diversas substancias [11,12], as quais exercem uma agio
antibacteriana contra os microrganismos bucais, quer seja i vitro [11,13] ou in vive [14]. A composi¢ao
inorganica do biofilme ¢ relevante para a carie dentaria, pois as reservas de flior, calcio e fosfato
inorganico contribuem para a supersaturacio do fluido do biofilme em relacdo ao esmalte dentario
quando ocorrem decréscimos de pH devido a fermentagdo dos carboidratos [15]. Um alto nivel de
fldor no biofilme pode inibir o crescimento de bactérias acidogénicas e aciduricas como estreptococos
do grupo mutans [16], o qual esta relacionado com o inicio da carie dentaria [17,18]. Além disso, a

concentracao de elementos inorganicos no biofilme apresenta uma relagao inversamente proporcional

" Normalizacio segundo a revista Dental Materials (Anexo A).
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ao desenvolvimento de carie [15]. Considerando-se os fatores bioquimicos envolvidos na carie dentaria,
sugere-se que uma mudanga na desmineralizacao esteja relacionada com maiores concentracOes de
polissacarideos extracelulares insoliveis e menores concentragées de minerais inorganicos no biofilme
dentario [15,19,20].

A capacidade dos materiais contendo fluoreto de sédio ou fosfato de calcio amorfo em interferir
no processo de desmineralizacao e remineralizagdo [21-24] é estudada com o desenvolvimento de
novos produtos. Entretanto, pouco se tém estudado sobre os efeitos dos fons fluor, calcio e fosfato na
formacdo e desenvolvimento do biofilme dentirio formado sobre os materiais. A composi¢ao
bioquimica e a microbiota do biofilme, que estdo relacionadas com o processo da carie, podem ser
alteradas pela saturagao da matriz do biofilme com estes fons disponibilizados pelos materiais. Diante
disso, seria importante verificar se selantes de fossulas e fissuras teriam uma agao significativa sobre o
biofilme dentario que poderiam influenciar os efeitos bacterianos no esmalte dentario e na progressao

da carie.
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Pra;aasieiia

O objetivo deste estudo foi analisar as caracteristicas bioquimicas e microbiolégicas do biofilme
dentario formado 77 situ sobre materiais utilizados como selantes de fossulas e fissuras que contém fldor

ou fosfato de cilcio amotrfo.
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Material e Método

1. Delineamento experimental

Este estudo envolveu experimento 7 situ cego cruzado e zn vitro utilizando 3 materiais e blocos de
esmalte dentario bovino. No estudo iz situ participaram dez voluntarios que utilizaram dispositivos
palatinos contendo 4 corpos-de-prova de materiais ou blocos de esmalte fixados em “slots” para
acumulo de biofilme dentario. Quatro periodos experimentais tiveram duracao de 8 dias com intervalo
de descanso de 7 dias entre eles. Para o acimulo do biofilme utilizaram-se solu¢iao de sacarose 20% e
tela plastica para sua prote¢ao. O pH do biofilme dentirio formado foi determinado no 7° dia. No 8°
dia o biofilme dentario foi coletado para analise da concentra¢ao de fluor (F), calcio (Ca), fésforo (P) e
polissacarideos extracelulares insolaveis (PEI) além da avaliagdo da microbiota. Posteriormente, foi
realizada a analise por meio da microscopia eletronica de varredura das superficies dos corpos-de-prova
dos materiais e blocos de esmalte antes e apos o periodo experimental intrabucal. No estudo 7 vitro
corpos-de-prova de cada material e blocos de esmalte foram submetidos a periodos ciclicos em
solucoes desmineralizante (Des) e remineralizante (Re), por 7 dias. A cada final de ciclo, as solu¢des
foram armazenadas para determinagdo do F, Ca e P liberados. As analises de microscopia e da liberagao
dos fons nas solugdes Des e Re foram realizadas com objetivo de dar suporte aos achados do biofilme.
Os resultados foram analisados estatisticamente considerando como fator de variacio os materiais e as
variaveis: pH, as concentracoes de F, Ca e P do biofilme dentario e das solugdes desmineralizante e
remineralizante, polissacarideos extracelulares insoluveis, microbiota e concentragao de I na dgua

ingerida pelos voluntarios. As caracteristicas de superficie foram submetidas a analise descritiva.

2. Selecao dos voluntarios

Os voluntarios somente participaram da pesquisa apos a leitura da Carta de Esclarecimento ao

Mestrado — Lilian Ferreira — UNESP - 2010



Material e Métode 27

Voluntario e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, aprovado no Comité de Ftica
em Pesquisa (CEP) processo n® 2008-00973 (FOA — UNESP) (Anexo B). Foram selecionados 10
adultos jovens, com idade média de 25 anos, do género feminino, que apresentavam bom estado de
saude geral e bucal [8,24-27] e fluxo salivar ndo estimulado 20,2 mL/min [24,26]. Como critério de
exclusio da amostra, ndo foram selecionados fumantes, aqueles que receberam aplicagdes de fluoreto
pelo menos até 2 semanas antes do experimento, que possufam doengas cronicas sistémicas e que
faziam ou tinham feito uso de medicamentos com atividade antimicrobiana ou capazes de afetar fluxo
salivar, nos ultimos 2 meses [28]. Ao exame clinico, os voluntarios nio apresentavam carie, doenca

periodontal ou qualquer tipo de lesdo na cavidade bucal [24].

3. Materiais utilizados e obtengido dos corpos-de-prova e blocos de esmalte

Foram utilizados o cimento de ionomero de vidro Fuji IX GP (GC Corporation, Hasunuma-cho,
Itabashi-ku, Tokyo, Japan) (Ionoémero) e os selantes de féssulas e fissuras Aurallay XF (Denali
Corporation, Hanover, MA, USA) (Selante F) e Aegis (Bosworth, Skokie, IL, USA) (Selante ACP)
(Anexo C). Para cada material, foram confeccionados 48 corpos-de-prova, obtidos a partir de matrizes
metalicas que apresentavam uma cavidade de 4 mm de largura, 2 mm de altura ¢ 4 mm de espessura
(Anexo C).

Os materiais foram inseridos em um unico incremento na cavidade da matriz, com o objetivo de
evitar a inclusao de bolhas de ar durante os procedimentos de insercio. A seguir, a superficie do
material foi coberta com tira matriz de poliéster, seguida da aplicacao de uma lamina de vidro. A
fotopolimerizagao foi realizada com auxilio de aparelho fotopolimerizador (VIP, Bisco, Schaumburg,
IL, USA) (Anexo C), por periodo de 40 segundos, nas superficies superior e inferior [24]. Para o
material convencional foi mantida uma carga de 170,0 g por 10 minutos até o endurecimento inicial.
Apds o endurecimento, os excessos foram cuidadosamente removidos. Todos os corpos-de-prova

utilizados apresentaram-se sem bolhas e com as superficies lisas (Anexo C).
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Os blocos de esmalte (Esmalte) (4x2x4 mm) foram obtidos a partir da sec¢do de incisivos
bovinos utilizando disco diamantado (série 15 HC Diamond - n. 11-4243 - Buechler, Lake Bluff, IL,
USA) montado em cortadeira elétrica (Isomet Low Speed Saw - Buehler, Lake Bluff, IL., USA). Apos
planifica¢ao da dentina, a superficie do esmalte foi desgastada (aproximadamente 120 pum) utilizando
lixa de granulacio 600 (Carbimet Paper Discs, Buehler, Lake Bluff, I, USA) em politriz (APL-4 -
AROTEC S.A. Ind. e Com., Cotia, SP, Brasil). Em seguida, fez-se o polimento com as lixas de
granulaciao 800 e 1200 (Carbimet Paper Discs, Buehler) e papel de feltro para polimento (TEXMET
1000, Buehler Polishing Cloth, Lake Bluff, IL, USA) e suspensio de diamante (1 micron base-agua,
Buehler, Lake Bluff, 1L, USA), para o acabamento final (Anexos D e E). Para selecio dos blocos
realizou-se teste de dureza de superficie utilizando microdurometro (Shimadzu Micro Hardness Tester
HMV-2000, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan), com penetrador tipo Knoop, carga estatica de 25
gramas e tempo de 10 segundos, acoplado ao Software para analise de imagem CAMS-WIN (NewAge

Industries, USA). Foram selecionados os blocos com dureza de supetficie entre 340 e 390 Kg/ mm®.

4. Protocolo do estudo in situ e instrugdo aos voluntirios

Cada voluntario selecionado foi submetido a uma moldagem do arco superior com alginato para
confeccao do modelo de gesso pedra e do dispositivo palatino em resina acrilica [8,19,24-26,29]. Dez
dias antes do inicio da fase experimental [8,19,24] foi fornecido aos voluntarios dentifricio nao
fluoretado [8,24-27,29], escova dentaria, estojo de aparelho ortodontico (acomodagiao do dispositivo) e
instru¢des sobre higiene bucal (Anexo F).

O dispositivo palatino foi confeccionado em resina acrilica (Jet — Artigos Odontolégicos Classico,
Sao Paulo) e possuia 4 “slots” [19,24] com 3 mm de altura (Anexo G) para receber corpos-de-prova ou
blocos de esmalte com 2 mm de altura, os quais foram fixados nos “slots” do dispositivo palatino com
cera pegajosa, que permitiu o correto posicionamento (Anexo G). Telas plasticas (Peneira grande, ref.

0041, Plasticos Gongalves LTDA., Sao Paulo) foram fixadas no acrilico deixando um espaco de 1 mm
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entre a tela e o corpo-de-prova ou bloco de esmalte para permitir acimulo do biofilme [15] e minimizar
distarbios mecanicos no mesmo (Anexo G).

O dispositivo palatino contendo 4 corpos-de-prova de cada material ou blocos de esmalte
permaneceu na cavidade bucal por 8 dias e foi removido somente durante a higienizacdo e as refei¢oes
[29-31]. A higienizagao bucal foi realizada 3 vezes ao dia e os dispositivos escovados, exceto nas regioes
das telas plasticas, na superficie palatina (Anexo F). Para promover a formacao do biofilme dentario,
foram dispensadas 2 gotas, 6 vezes ao dia, de solu¢do de sacarose 20% sobre cada corpo-de-prova e
bloco de esmalte, em horarios previamente estabelecidos (9:00, 11:00, 14:00, 16:00, 18:00, 20:00 horas).
Apbs o gotejamento da sacarose, os dispositivos foram deixados por 5 minutos em repouso antes de
retornarem a cavidade bucal, a fim de que a sacarose fosse difundida pelo biofilme. Entre os periodos
experimentais houve um intervalo de espera de 7 dias [8,24-26], onde os voluntarios continuaram

utilizando dentifricio nao fluoretado.

5. Avaliagao da acidificagcio do biofilme dentirio
O pH inicial do biofilme dentario, bem como sua altera¢ao apds o tratamento com sacarose 20%,
foram determinados no 7° dia. A analise foi realizada de manha, com os voluntarios em jejum e sem
realizar a higiene bucal. Para a anilise, o dispositivo palatino permanecia na boca dos voluntarios, em
posicao, e as avaliagdbes do pH foram realizadas de acordo com Ribeiro et al. [32], com um
microeletrodo de contato com ponta ultrafina (Beetrode® MEPH-3L, WPI, New Haven, CT, USA)
conectado a um medidor de pH em combinacio com um microeletrodo de referéncia (Analyser
Comércio e Industria LTDA, Sio Paulo, SP) (Anexo H). A extremidade ativa do microeletrodo foi
inserida entre a tela plastica que recobria os corpos-de-prova ou blocos de esmalte, para tocat,
diretamente, o biofilme dentario [33] (Anexo H).
O microeletrodo foi calibrado com solugao tampao pH 4,0 e 7,0 antes de cada sessdao
experimental. O pH foi determinado no biofilme em 2 pontos (mesial e distal) dos “slots” do

dispositivo que continham os corpos-de-prova ou os blocos de esmalte. A média dos valores de pH
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dos 2 lados foi calculada. Apds a determinacao do pH inicial, o dispositivo palatino foi removido e uma
gota da solug¢do de sacarose 20% foi aplicada em cada “slot”. Apés 1 minuto, o dispositivo foi
reposicionado na boca [33,34] e novas medidas de pH foram realizadas apos 5, 15 e 30 minutos nos

mesmos locais que as medidas iniciais.

6. Andlise da microbiota do biofilme dentirio

No 8° dia, foi coletado o biofilme dentirio, com os voluntarios em jejum ao entregarem oOs
dispositivos palatinos. A tela plastica que recobria os corpos-de-prova ou blocos de esmalte foi
removida assepticamente em camara de fluxo laminar e o biofilme foi coletado com auxilio de cureta
estéril e inserido em tubos tipo eppendorf previamente pesados em balanca analitica (AR2140 —
Adventurer, Ohaus Corp., USA). A seguir, 5 mg de biofilme foram ressuspendidos em caldo VMG 1 e
submetidos a sonica¢ao (Digital Sonicator - Modelo S400 - Misonix, Inc., Farmingdale, NY, USA) por
1 minuto (6 pulsos de 10 segundos cada - amplitude 5%). Apds esse procedimento, o biofilme foi
submetido a dilui¢Ses seriadas em caldo VMG 1 para minimizar o contato com o oxigénio atmosférico.

No isolamento microbiano, de diluicdes seriadas pré-estabelecidas (10" a 107), aliquotas de 0,1
ml foram plaqueadas em agar infuso de cérebro e coragao suplementado com extrato de levedura
(0,5%) e enriquecido com hemina (1 ng/mL), menadiona (5 pg/mL) e sangue desfibrinado de cavalo,
para determinacao do nimero total de microrganismos viaveis na amostra, enquanto o numero de
estreptococos bucais totais foi determinado em agar Mitis Salivarius (agar MS) e o total de
estreptococos do grupo mutans foi avaliado em agar Mitis Salivarius Bacitracina Sacarose (agar MSBS)
[35] (Anexo I). As placas foram incubadas em anaerobiose (90% N, + 10% CO,), em dessecadores de
vidro do tipo Pyrex (Anexo I), por 7 dias (agar infuso de cérebro e coragdo), 3 dias (agar MS) e 3 dias
(agar MSBS).

A identificacao das colonias de estreptococos e estreptococos do grupo mutans foi feita através de
analise morfocolonial e morfocelular. Colonias escuras com 0,5 a 1,0 mm de diametro, convexas, com

aspecto rugoso, com ou sem a presen¢a de uma gota na superficie (colonias mucdides), constituidas por
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cocos Gram positivos dispostos em cadeias foram consideradas colonias tipicas pertencentes ao género
Streptococcus. De cada tipo morfoldgico de colonia presente nas placas de agar MS e MSBS foi feito um
esfregaco, corado pelo método de Gram, para observagdo das caracteristicas morfotintoriais com
objetiva de imersao. A contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) foi realizada com auxilio
de contador de colonias (Colony Counter Digital-S, J.P. Selecta, S.A., Barcelona, Spain) (Anexo I). Os

dados foram expressos em UFC/mg de biofilme dentatio (peso imido).

7. Preparagao do biofilme dentirio para determinagées bioquimicas

O restante do biofilme foi desidratado em dessecador contendo pentéxido de fésforo (Vetec
Quimica Fina LTDA, Duque de Caxias, RJ, Brasil) por 12 horas, a temperatura ambiente,
determinando-se, a seguir, o peso seco.

Em seguida, foi adicionado HCI 0,5 mol L, na propor¢io de 250 pl./mg de peso seco de
biofilme. Apds 3 horas sob agitacio constante em mesa agitadora orbital plana (TE-420 - Tecnal,
Piracicaba, SP, Brasil) 2 temperatura ambiente, o mesmo volume de NaOH 0,5 mol L' foi adicionado
ao microtubo. As amostras foram centrifugadas (Hanil - Combi - 514 R, Incheon, South Korea) a uma
velocidade de 11000 g por 1 minuto, a temperatura ambiente, ¢ o sobrenadante foi utilizado para
determinar as concentracdes de F, Ca e P [34]. Ao precipitado foi adicionado NaOH 1 mol L. (500
ul./mg de peso seco de biofilme). As amostras foram homogeneizadas em vortex (AP-56, Phoenix,
Araraquara, SP, Brasil), por 1 minuto, agitadas por 3 horas a temperatura ambiente e centrifugadas por
1 minuto (11000 g) [36]. Ao sobrenadante foi adicionado etanol 75% refrigerado, em uma quantidade
de trés vezes o volume do sobrenadante obtido e as amostras permaneceram no freezer a -30°C por
aproximadamente 12 horas (“overnight”). A seguir, foi realizada uma nova centrifugacdo e o
precipitado obtido foi ressuspendido em NaOH 1 mol L' [37] para a dosagem de polissacarideos

extracelulares insoluveis, pelo método colorimétrico de fenol-sulfurico [38].
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8. Ciclagem de pH

Corpos-de-prova de cada material e blocos de esmalte (n=06) foram colocados aleatoriamente em
tubos de ensaio de polipropileno com tampa, suspensos por um fio de aco inoxidavel. Cada tubo
continha 2 ml das solu¢es desmineralizante (Des) ou remineralizante (Re) [39]. Inicialmente, os
corpos-de-prova e blocos de esmalte foram armazenados 6 horas em solucio Des (2,0 mmol L' Ca e P,
em tampio acetato 75 mmol L.') com pH 4,6. Em seguida, as amostras foram transferidas para novos
tubos contendo solu¢ao Re (Ca 1,5 mmol L', P 0,9 mmol L', KCl 150 mmol L' em tampao Tris 20
mmol L', pH 7,0), permanecendo por 18 horas. Estes procedimentos foram repetidos durante 7 dias.

Os tubos foram deixados sob agitagao constante (mesa agitadora TE-420 Orbital - Tecnal), a
temperatura de 37£1°C (Anexo J). Os corpos-de-prova e os blocos de esmalte foram lavados com agua
deionizada e secos com papel absorvente antes de serem imersos em nova solucao. As solu¢oes foram
recolhidas, diariamente, identificadas e armazenadas em tubos de ensaio de polipropileno a 4°C para

leitura do flaor, calcio e fésforo liberados (Anexo J).

9. Analise da concentragdo de fhior, cédlcio e fosforo do biofilme dentirio e das solugcées Des e
Re

O fluor do biofilme dentario foi analisado com o eletrodo ion especifico (Orion, 9409, Orion
Research Inc., Beverly, MA, USA) e um microeletrodo de referéncia (Analyser), acoplados a um
analisador de fons (Orion 720 A) (Anexo K). O conjunto foi calibrado utilizando os padroes de
concentracio de flaor de 0,08 a 1,28 ou de 0,0625 a 1,0 pg F/mlL, obtidos por diluicio seriada,
acrescido de TISAB II (“tampao ajustador de forca ionica total”). Para as dosagens foram pipetados
0,04 mL da amostra e acrescentado 0,04 mL de TISAB II e as leituras (duplicata) foram realizadas em
mV, sendo transformadas em pg F/mg de biofilme.

Para a dosagem de flaor das solugdes Des e Re, o eletrodo (Anexo K) foi calibrado com solugoes
padrao de 0,0625 a 1,0 ou de 0,25 a 4,0 pg F/mlL. Para as dosagens foram pipetadas 0,8 mL das

solucoes e acrescido 0,8 mL de TISAB II. As leituras foram realizadas sob agitacio constante de
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agitador magnético (TE-081 - TECNAL) (Anexo K). As concentragoes de flior das solugoes foram
determinadas separadamente (ug F/cm’de area de material). Posteriormente, os resultados das solugdes
Des e Re foram somados (Des+Re), completando um perfodo de 24 horas e um ciclo da metodologia
utilizada (ciclagem de pH).

As concentracdes de calcio do biofilme dentario e das solucbes Des e Re foram determinadas
pelo método colorimétrico utilizando-se Arsenazo 111, de acordo com o método descrito por Vogel et
al. [40], em placas de 96 pocos (Placa para cultura de células de fundo chato - Modelo 92096 — TPP,
Switzerland). Aliquotas de 0,015 mL (duplicata) do biofilme e 0,005 mL das solu¢des Des e Re foram
utilizadas para as leituras em leitor de placas (PowerWave 340, Biotek), no comprimento de onda de
650 nm (Anexo L). Esses valores foram convertidos para ug Ca/mg e ug Ca/cm’, respectivamente.

As dosagens do fésforo do biofilme dentario (aliquota de 0,1 mlL) e das solugoes Des e Re
(aliquota de 0,05 mL) foram realizadas conforme descrito por Fiske e Subbarow [41]. As leituras em
duplicata foram realizadas em espectrofotometro (Hitachi U-1100 UV/Vis spectrophotometer -

Hitachi High Technologies, Tokyo, Japan) (Anexo L) no comprimento de onda de 660 nm. Esses

valores foram convertidos para pg P/mg e ng P/ cm’, respectivamente.

10. Analise da concentragio de polissacarideos extracelulares insoliiveis do biofilme dentairio

A concentracao de polissacarideos extracelulares insoluveis foi determinada colorimetricamente
pelo método fenol-sulfurico [38]. Realizou-se uma curva de calibragdo, com padroes contendo 10, 20,
30, 40 e 50 ug de glicose (utilizou-se uma solugao de glicose estoque fresca, contendo 100 pg
glicose/mL). Todas as analises foram feitas em duplicata utilizando 0,2 mL da amostra e
espectrofotometro (Hitachi U-1100 UV/Vis spectrophotometer - Hitachi High Technologies, Tokyo,
Japan) (Anexo L) no comptimento de onda de 490 nm e os valores foram expressos em pg glicose/mg

de biofilme.

11. Anilise da concentragio de fliior na dgua ingerida pelos voluntdrios
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Foi coletada 10 mI. da amostra de agua ingerida por cada voluntario, no segundo e quinto dia de
cada periodo experimental, para dosagem de fldor utilizando um eletrodo especifico combinado para
ion fldor (9609 BN — Orion) e analisador de fons digital (Orion 720 A) (Anexo K), previamente
calibrado com solug¢des padrio (0,25 a 4,0 pg F/mL) [24]. Foi pipetado 0,5 mL da amostra, em
duplicata, e acrescentou-se TISAB II na proporcio 1:1, sendo as dosagens realizadas sob agitaciao

constante (TE-081 — TECNAL) (Anexo K). Os valores foram expressos em pg F/mL.

12. Microscopia eletrénica de varredura

Os corpos-de-prova de cada material e os blocos de esmalte antes (n=2) e apds (n=2) o periodo
experimental intrabucal foram levados ao aparelho de metalizagio SCD 050 (BAL-TEC S.A., Tokyo,
Japan) (Anexo M) para a deposi¢io de uma camada de 20 nm de ouro. Apos esse procedimento, os
corpos-de-prova foram levados ao microscopio eletronico de varredura SM-300 (TOPCON, Tokyo,
Japan) (Anexo M). As imagens foram realizadas com aumento de 500 (Anexo N) e 5000 vezes. Analise

descritiva foi realizada verificando a presenca ou nao de alteragdes superficiais.

13. Analise estatistica

O programa GMC (versao 2002) foi utilizado com limite de significancia de 5% [42]. Os dados de
fldor e fésforo liberados nas solugdes Des e Re, apos transformagao apresentaram distribuicdo normal
e homogénea (Teste de Cochran). Andlise de Variancia paramétrica (two-way ANOVA) foi utilizada
para os dados de fluor, calcio e fésforo nas solugdes Des e Re e pH do biofilme seguido pelo teste de
Tukey e Bonferroni para os dados de polissacarideos extracelulares insolaveis. Os dados de fluor,
calcio, fésforo, microbiota no biofilme dentirio e fldor na 4gua ingerida pelos voluntirios
apresentaram-se heterogéneos ¢ foram submetidos a analise de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
Miller. O coeficiente de correlagdo de Pearson foi calculado entre as variaveis acima para determinar a

presenca de influéncia entre elas.
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Quanto a avaliagao do pH do biofilme dentario, observa-se que nao houve diferenca estatistica
entre 0s grupos nos tempos inicial e de 5 min (Figura 1). No tempo de 15 min, o Ionémero foi
semelhante ao Selante ACP (p>0,05) e diferente dos demais grupos (p<0,05). Os grupos Esmalte,
Selante FF e Selante ACP foram estatisticamente semelhantes. No tempo de 30 min, o Ionémero foi
estatisticamente diferente dos demais grupos. O Selante F e o Selante ACP apresentaram resultados

similares (p>0,05) e o Esmalte menor valor médio de pH (p<0,05).

8.0 —O— Esmalte -—»— Selante ACP —o—Selante F —— londmero

7.5+

7.0+

6.5

6.0+

5.5+

Valores de pH - Biofilme

5.0+

4.5-

Tempo (min.)

Figura 1 — Representacao grafica dos valores de pH (média £dp, n=10) em func¢ao do tempo (minutos)
de acordo com cada grupo. Asterisco mostra igualdade e letras distintas mostram diferenca entre os

grupos em cada tempo (ANOVA; p<0,001).

A concentragao de I no biofilme dentario (Figura 2A), mostrou que o grupo Esmalte foi
estatisticamente semelhante ao Selante ACP e diferente do Selante F e Ionomero, os quais

apresentaram diferencgas estatisticas. Quanto a concentragdo de Ca presente no biofilme (Figura 2B),

Mestrado — Lilian Ferreira — UNESP - 2010



Resultade 36

os grupos Selante ACP, Selante F e Ionomero, foram estatisticamente semelhantes entre si, porém
diferentes do Esmalte. Para a concentracio de P no biofilme dentario (Figura 2C), o Esmalte foi
significativamente diferente dos grupos Selante ACP, Selante F e Ionémero, sendo estes semelhantes
entre si (p>0,05). A analise da concentragao de PEI (Figura 2D), mostrou que o Esmalte, Selante F e
Ionémero foram estatisticamente semelhantes entre si e diferentes do Selante ACP (p<0,05).

Observou-se correlagao entre F e P (r=0,347; p=0,028) e Ca e P no biofilme (r=0,848; p<0,001).
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Figura 2 — Representagao grafica da concentragao (média *dp, n=10) de (A) flior, (B) calcio, (C)
tésforo e (D) polissacarideos extracelulares insoliveis de acordo com os grupos. Letras distintas

mostram diferenca entre os grupos (Kruskal-Wallis; p<0,05: F, Ca e P. ANOVA; p=0,022: PEI).

Na analise da microbiota do biofilme dentario, observou-se que os valores obtidos para o nimero

total de microrganismos cultivaveis com os grupos Selantes ACP e Selante I foram estatisticamente
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semelhantes entre si e diferentes do grupo Esmalte e Ionomero (Figura 3A). No que concerne ao
nimero de estreptococos totais (Figura 3B), os grupos Esmalte, Selante ACP e Selante F foram
estaticamente semelhantes entre si, porém analisando-se o Esmalte e lIonémero, estes foram
significativamente diferentes. Em relacdo a quantificagao de estreptococos do grupo mutans (Figura 3C),
os grupos Esmalte e Selante ACP mostraram valores mais elevados de cocos cariogénicos e
estatisticamente semelhantes entre si e diferentes do Selante I e Ionémero, os quais apresentaram

resultados semelhantes entre si (p>0,05).
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A Figura 4 apresenta as fotomicrografias em microscopia eletronica de varredura das superficies

de esmalte e materiais estudados, em aumento de 5000 X.
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ESMALTE

Inicial Final

SELANTE ACP

Inicial Final
SELANTE F
18kV  5kx 2.8rm
Inicial Final
IONOMERO

Inicial

Figura 4 — Fotomicrografias da superficie inicial e final (apos periodo intrabucal) do

esmalte e materiais estudados. Aumento de 5000 X.
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Antes do perfodo intrabucal, o Ionémero apresentou uma superficie mais irregular quando
comparados aos demais grupos. Apds 8 dias, todos os materiais sofreram influéncia do biofilme
dentario quando comparados ao Esmalte, porém o londmero mostrou-se mais alterado (Figura 4).

A analise da concentracio de flior na agua ingerida pelos voluntarios durante o periodo do
experimento, mostrou valores médios semelhantes (Kruskal-Wallis; p=0,995): 0,46 £0,49 pg F/mL
(Esmalte), 0,39 £0,45 png F/mL (Selante ACP), 0,44 £0,46 ug F/mL (Selante F) e 0,44 0,47 ug F/mL
(Ionémero) (maximo 1,15 e minimo 0,01) (Anexo O).

O material que mostrou maior liberacao de F na solucio Des e Re foi o Selante F (p<0,05)
seguido pelo Tonomero quando comparados ao Esmalte e Selante ACP (Figura 5A) que apresentaram
resultados semelhantes (p>0,05). O Selante ACP liberou maior concentra¢ao de Ca (Figura 5B) nos
dois dias iniciais quando comparado ao Esmalte (p<<0,05) e resultados similares entre o 3° e 5° dia
(p>0,05). O Selante F e o ITondémero apresentaram os menores valores de Ca liberado nas solu¢oes Des
e Re em relagdao aos demais grupos (p<0,05). A quantidade de P (Figura 5C) liberada pelo Selante ACP
foi maior no 1° dia, quando comparado aos demais grupos (p<0,05) e similar ao Esmalte entre o 2° e 6°
dia (p>0,05). Houve correlacdo entre o I¥ presente no biofilme dentario e o I liberado nas solugées Des

e Re (+=0,982; p=0,018).
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Diseussito

Os materiais que contém flior ou calcio e fosfato na sua composigao foram desenvolvidos para
liberar estes fons ao meio com o objetivo de inibir a perda mineral e/ou ativar a remineralizacao da
estrutura dentaria adjacente. Neste sentido, além de disponibilizarem estes fons ao dente, tém a
capacidade de saturar o biofilme dentario podendo alterar seu potencial cariogénico. As concentragdes
de flior, calcio e fésforo no biofilme determinam as saturagdes minerais do dente no meio ambiente
bucal [43-45]. Para determinar o quanto esta liberagdo de fons dos materiais é importante, neste estudo,
os materiais foram submetidos a formac¢io de um biofilme dentario 7 situ utilizando a sacarose como
substrato cariogénico.

Estudos que verificaram o papel da sacarose na formacao de um biofilme cariogénico mostram
que um aumento na freqiiéncia [19,46] e concentragdo [33] produz uma diminui¢ao nas concentragoes
de calcio, fosforo e flior, bem como, um aumento nos polissacarideos extracelulares insolaveis na
matriz. A subsaturacdo desses fons no biofilme esta relacionada a maior perda mineral do esmalte
[33,46,47]. No presente estudo, a maior concentracao de flior no biofilme (Figura 2A) foi propiciada
pelos materiais que mostraram grande liberagdo deste fon nas solugoes Des e Re (Figura 5A)
evidenciada pela presenca de correlagao entre estes dados. Este acréscimo de flior ao biofilme nao teve
influéncia da 4agua de abastecimento, pois a concentragao ingerida pelos voluntarios durante cada
periodo experimental nao diferiu. A baixa concentracao de fldor nos grupos Esmalte e Selante ACP
confirmam estes dados (Figura 2A). A maior concentragao de calcio e fésforo no biofilme do grupo
Selante ACP foi explicada pela grande disponibilidade destes fons observada nas analises das solu¢des
Des e Re (Figura 5B e C). De acordo com estas analises, nao ha liberagao de Ca e P pelos grupos
Selante F e Iondémero, porém observam-se concentragoes semelhantes destes fons ao grupo Selante

ACP no biofilme dentario. Os resultados de Ca e P para os grupos Selante I e Ionémero confirmam a
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saliva como uma importante fonte desses ions, pois estes materiais ndo apresentam capacidade de
libera-los (Figura 5B e C). Segundo Pessan et al. [48] e Whitford et al. [49], as concentra¢Ses de flor no
biofilme estdo diretamente relacionadas as concentracées de calcio, mostrando que a maior quantidade
de célcio retida no biofilme nos grupos Selante I e Iondémero foi devido a capacidade destes
disponibilizarem flior ao meio. Com o Selante ACP nao se observou uma maior presenga de fldor com
a liberagao de Ca no biofilme, provavelmente pela pouca disponibilidade de fldor pela saliva, verificada
pela baixa concentragio média de flior na agua ingerida pelos voluntarios dentro de cada grupo. Apesar
de nao haver relatos na literatura sobre a influéncia do fldor na concentracao de fésforo no biofilme os
resultados do presente estudo mostram uma correlagao entre IF e P. Esta correlagio pode ser indireta e
estar relacionada ao calcio ja que uma correlagdo também foi observada entre o Ca e P.

Como os materiais apresentaram capacidade de saturar o biofilme dentario com Ca, P e IF quando
comparado ao grupo Esmalte, a determinagao da influéncia desses fons sobre a microbiota bucal
tornou-se necessaria. A quantidade de microrganismos totais nao foi influenciada pela maior
concentracao de fons no biofilme sobre os materiais. Um fator que pode ter contribuido ¢ a
caracterfstica superficial dos materiais (Figura 4), uma vez que as propriedades superficiais tém
importante papel na adesio e colonizagdao bacteriana das restauragdes [50]. O inicio da colonizacio
bacteriana é caracterizado por efeitos nas propriedades fisico-quimicas superficiais dos materiais
restauradores e pelo mecanismo ativo e passivo de aderéncia bacteriana, geralmente envolvidos com
adesdao ao substrato subjacente [51]. A menor presen¢a de microrganismos no grupo Esmalte (Figura
3A) pode estar relacionada ao preparo dos blocos que produziu uma superficie lisa (Figura 4), diferente
da superficie ao natural. Estas observa¢ées mantiveram-se com os dados da quantidade de
estreptococos totais (Figura 3B). Apesar das caracteristicas superficiais estarem mais alteradas nos
grupos Selante ACP, Selante IF e Ionémero, observou-se uma redugao do numero de estreptococos do
grupo mutans nos grupos que disponibilizaram flior ao biofilme dentario. A caracteristica superficial
alterada e menor concentragao de fldor com o grupo Selante ACP produziram resultados similares ao

grupo Esmalte (Figura 3C). Estes dados suportam a idéia de que a liberacio de fldor deve estar
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envolvida na redugdo de microrganismos cujo metabolismo depende da agdao de enzimas sacaroliticas,
sensiveis a inibigao pelo fldor, como os estreptococos do grupo mutans [52].

O fldor esta relacionado ndo somente com a supressio seletiva de alguns patégenos bucais, mas
também com a inibi¢do da sintese de polissacarideos extracelulares insolaveis [53]. No presente estudo,
a producao de PEI do biofilme sobre os materiais que liberaram fldor foi semelhante a do grupo
Esmalte (Figura 2D). Uma a¢do semelhante foi observada provavelmente devido as altera¢oes
superficiais nos grupos Selante F e Ionomero, que estiveram relacionados a uma contagem maior de
microrganismos totais e estreptococos totais. Entretanto, ¢ possivel observar algum efeito, pois a
sintese de PEI foi menor quando comparada a um material que nao libera fldor (Selante ACP). Apesar
de disponibilizar Ca e P para o meio (Figuras 2B e C, 5B e C), o Selante ACP apresentou maior
proporcao de estreptococos totais e do grupo mutans e sintese de PEI em relag¢ao aos demais grupos
mostrando que nao houve uma atividade antimicrobiana desses {ons.

Em nosso estudo, a aplicagao da solugdao de sacarose promoveu uma queda no pH do biofilme
(Figura 1), possivelmente pelo aumento da producio de acidos organicos pelos microrganismos
sacaroliticos, particularmente St#reptococcus mutans e S. sobrinus. Nenhum grupo inibiu a redugio do pH
apo6s 5 minutos da aplicacao da sacarose. Aparentemente a quantidade de ions presente no biofilme
(Figura 2) nao foi suficiente para impedir a producio de acidos. Entretanto, apés 30 minutos, pHs
maiores foram somente observados com os materiais liberadores de ions (Figura 1). A acido do acido
neste tempo (5 - 30 minutos) deve produzir uma biodegrada¢ao da superficie dos materiais estudados,
contribuindo para a maior liberacao de ions. Como os materiais ionoméricos convencionais sofrem
maiores alteragoes quando comparados aos resinosos com pH do meio reduzido [39] melhor resultado
foi obtido com o grupo Iondomero. O material com fosfato de calcio amorfo também mostrou um
aumento do pH que provavelmente esta relacionada a uma maior liberagao de Ca e P, sendo que o
calcio ¢ rapidamente sequestrado pelo acido latico liberado pelos microrganismos, formando lactato de
calcio, reduzindo a quantidade de acidos organicos presentes e elevando o pH. Como nio foi

observado nenhum efeito significativo destes fons sobre a sintese de polissacarideos extracelulares
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insoluveis (Figura 2D) e na contagem de estreptococos do grupo mutans (Figura 3C), possivelmente
ocorfreu uma a¢ao tamponante do material sobre o biofilme dentario.

A liberagao de fldor por um material no biofilme dentirio pode influenciar na contagem de
estreptococos do grupo mutans e na produgao de polissacarideos extracelulares insolaveis e acidos. Isto
tem um impacto direto sobre a desmineralizagao e remineralizacdo da estrutura dentaria. Apesar do
Selante ACP nio mostrar uma acdo sobre os fatores de viruléncia citados acima, a saturacio do meio
com Ca e P advindo do fosfato de calcio amorfo confere uma capacidade tamponante no biofilme.
Este efeito apresenta um grande beneficio sobre o processo de perda e ganho mineral [24,54]. Os
resultados sugerem que diferentes abordagens preventivas evidenciadas nos materiais utilizados podem
constituir meios de prevencao capazes de interferir com a sintese de acidos organicos ou com o destino
dos mesmos, representando formas validas de interferir com a relagio parasita-hospedeiro que

determina o desenvolvimento da carie dentaria.
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Conclusio

Concluiu-se que o biofilme dentario formado sobre os materiais que liberam fldor apresentou um
aumento de fldor, calcio e fésforo e uma diminui¢ao do nimero de microrganismos do grupo mutans e
da concentra¢do de polissacarideos extracelulares insoluveis. O biofilme formado sobre o material que
contém fosfato de calcio amorfo mostrou um aumento na concentracio de Ca e P e uma acdo

tamponante no meio, sem efeito na microbiota.
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Aenexo v

NORMALIZACAO: REVISTA DENTAL MATERIALS

DENTAL MATERIALS

Guide for Authors

Official Publication of the Academy of Dental Materials

Guide for Authors

Authors are requested to submit their original manuscript and figures via the online
submission and editorial system for Dental Materials. Using this online system, authors
may submit manuscripts and track their progress through the system to publication.
Reviewers can download manuscripts and submit their opinions to the editor. Editors can
manage the whole submission/review/revise/publish process. Please register at: =b

http://ees.elsevier.com/dema.

Dental Materials now only accepts online submissions.

The Artwork Quality Control Tool is now available to users of the online submission
system. To help authors submit high-quality artwork eatly in the process, this tool checks
the submitted artwork and other file types against the artwork requirements outlined in the
Artwork Instructions to Authors on E+www.elsevier.com/artworkinstructions. The
Artwork Quality Control Tool automatically checks all artwork files when they are first

uploaded. Each figure/file is checked only once, so further along in the process only new

uploaded files will be checked.
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Manuscripts
The journal is principally for publication of Original Research Reports , which should
preferably investigate a defined hypothesis. Maximum length 6 journal pages

(approximately 20 double-spaced typescript pages) including illustrations and tables.

Systematic Reviews will however be considered. Intending authors should communicate
with the Editor beforehand, by ewail, outlining the proposed scope of the review. Maximum
length 10 journal pages (approximately 33 double-spaced typescript pages) including figures

and tables.

Three copies of the manuscript should be submitted: each accompanied by a set of
illustrations. The requitements for submission are in accordance with the "Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals", Awnals of Internal
Medicine, 1977,126, 36-47. All manuscripts must be written in American English. Authors

are urged to write as concisely as possible.

The Editor and Publisher reserve the right to make minimal literary corrections for the
sake of clarity. Authors for whom English is not the first language should have their
manuscripts read by colleagues fluent in English. If extensive English corrections are
needed, authors may be charged for the cost of editing. For additional reference, consult
issues of Dental Materials published after January 1999 or the Council of Biology Editors

Style Manual (1995 ed.).

All manuscripts should be accompanied by a letter of transmittal , signed by each author,
and stating that the manuscript is not concurrently under consideration for publication in

another journal, that all of the named authors were involved in the work leading to the
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publication of the paper, and that all the named authors have read the paper before it is

submitted for publication.

Always keep a backup copy of the electronic file for reference and safety.

Manuscripts not conforming to the journal style will be returned. In addition, manuscripts

which are not written in fluent English will be rejected automatically without refereeing.

Format

General

* number all pages consecutively.

* type double-spaced on A4 or 8.5 x 11-inch bond paper, with margins of 30 mm.

* double-space references.

* indent or space paragraphs.

 arrange article in the following order: Title, Abstract, Introduction, Materials and
Methods, Results, Discussion, Conclusion, Acknowledgements, References, Tables,
Figures, Captions.

e start each section on a separate page.

Title page

* Title (capitalize the first letter of the first word) e.g. Comparison of the color stability of
ten new composites.

e Authors (first name, middle initial, surname) e.g. Kenneth J. Anusavice 1, Victoria Marker
2

* Authors' addresses (abbreviated) e.g.

1 Department of Biomaterials, University of Florida, Gainesville, Florida, USA
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2 Department of Biomaterials Science, Baylor College of Dentistry, Dallas, Texas, USA
* Short Title (45 characters) e.g Color stability of composites
* Corresponding Author details (essential): Name, complete address, phone, fax,

and E-mail numbers

Abstract (structured format)

* 250 words or less.

* subheadings should appear in the text of the abstract as follows: Objectives, Methods,
Results, Significance. (For Systematic Reviews: Objectives, Data, Sources, Study selection,
Conclusions). The Results section may incorporate small tabulations of data, normally 3

rows maximum.

Keymwords

Up to 10 keywords should be supplied e.g. dental material, composite resin, adhesion.

Introduction

This must be presented in a structured format, covering the following subjects, although
actual subheadings should not be included:

* succinct statements of the issue in question;

* the essence of existing knowledge and understanding pertinent to the issue (reference);

* the aims and objectives of the research being reported relating the research to dentistry,

where not obvious.

Materials and methods
¢ describe the procedures and analytical techniques.

* only cite references to published methods.
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¢ include at least general composition details and batch numbers for all materials.
* identify names and sources of all commercial products e.g

"The composite (Silar, 3M Co., St. Paul, MN, USA)..."

"... an Au-Pd alloy (Estheticor Opal, Cendres et Metaux, Switzerland)."

* specify statistical significance test methods.

Results

e refer to appropriate tables and figures.

e refrain from subjective comments.

* make no reference to previous literature.

e report statistical findings.

Discussion

¢ explain and interpret data.

e state implications of the results, relate to composition.
* indicate limitations of findings.

e relate to other relevant research.

* suggest directions for future research.

Conclusion (if included)
* must NOT repeat Results or Discussion

* must concisely state inference, significance, or consequences

Acknowledgements

As appropriate, e.g.:
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"Based on a thesis submitted to the graduate faculty, University of Virginia, in partial
fulfilment of the requirements for the M.S. degree."
"This investigation was supported in part by Research Grant DE 00000 from the National

Institute of Dental Research, Bethesda, MD 20892."

References - must now be given according to the following numeric system:

Cite references in text in numerical order. Use square brackets: in-line, not superscript e.g.
[23]. All references must be listed at the end of the paper, double-spaced, without indents.
For example:

1. Moulin P, Picard B and Degrange M. Water resistance of resin-bonded joints with time
related to alloy surface treatments. | Dent, 1999; 27:79-87.

2. Taylor DF, Bayne SC, Sturdevant JR and Wilder AD. Comparison of direct and indirect
methods for analyzing wear of posterior composite restorations. Dent Mater, 1989; 5:157-
160.

Avoid referencing abstracts if possible. If unavoidable, reference as follows:

3. Demarest VA and Greener EH. Storage moduli and interaction parameters of

experimental dental composites. | Dent Res, 1996; 67:221, Abstr. No. 868.

Tables and figures

All tables and figures must be thoroughly discussed in the text of the manuscript.

Tables
* one table to a page, each with a title.
* number tables in order of mention using Arabic numerals.

* must be able to "stand alone" apart from text.
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* when appropriate, standard deviations of values should be indicated in parentheses; (do
NOT use * notation).

¢ results of statistical analysis must be included, use superscript letters to indicate significant
differences.

e for explanatory footnotes, use symbols (¥, #,** ##).

Figures

* Do not import the figures into the text file but, instead, indicate their approximate
locations directly in the electronic text. Images to be supplied separately in jpg, gif or other
graphics file.

¢ only black and white photographs for print publication.

* omit titles and other information contained in the figure caption.

* maximum of 6 figures per manuscript.

* figures grouped together should have similar dimensions and be labelled "a, b, ¢", etc.

* place magnification markers directly on the micrographs.

* authors should consider that the majority of figures will be reduced to the width of a
single column (approximately 85 mm). Preferably figures should exactly match, or be no
more than 1.5 times that width.

e authors can indicate if they feel a figure should be full page width.

Dental Materials has been selected for inclusion in a new 'colourful e-products’ workflow.
Figures that appear in black and white in the printed version of the journal can be IN
COLOUR, online, in ScienceDirect. Authors wishing to make use of this facility should
ensure that 1. the artwork is in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files) and at

the correct resolution 2. RGB colourspace is used and 3. for colour online and black and
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white in print, both colour and black and white artwork (file and/or hardcopy) is provided.

There will be no charges to the authors for colour figures online.

Graphs
* unique, concise axis labels; do not repeat the Figure caption.
e uniform size for graphs of similar type.

* type size that will be easily read when the graph is reduced to one column width.

* lines that are thick and solid (100% black).

Captions to tables and figures

¢ list together on a separate page.

* should be complete and understandable apart from the text.
¢ include key for symbols or abbreviations used in Figures.

* individual teeth should be identified using the FDI two-digit system.

General Notes on Text

Abbreviations and acronyms: terms and names to be referred to in the form of abbreviations or
acronyms must be given in full when first mentioned.

Correct Usage

* use S.I. units (International System of Units). If non-SI units must be quoted, the SI
equivalent must immediately follow in parentheses.

* use correct symbols for y, L (as in um, mL, etc.)

* put leading zeros in all numbers less than 1.0

* write out number of ten or fewer (ten rats) except when indicating inanimate quantities

(10 mL)
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* always use digits for dates, dimensions, degrees, doses, time, percentages, ratios, statistical
results, measurements, culture cells, and teeth.

¢ the complete names of individual teeth must be given in the text.

General Policy

* receipt of manuscripts will be acknowledged.

e after initial review, authors will be notified of status.

* every effort is made to obtain timely reviews; please remember that the referees and the
editor are volunteers.

* a list of revisions and responses to reviewers' critiques must accompany resubmitted

revised manuscripts.

On Submission: Agreement, by the act of ticking a box, to the statement, "This paper has

been compiled with the knowledge, input and approval of all the named authors."

On acceptance, authors will be required to sign a transfer of copyright agreement. 1f
figures, tables, or other excerpts, are included from copyrighted works the author is
responsible for obtaining written permission from the copyright holder prior to submitting

the final version of the paper. Full credit must be given to such sources.

Offprints and page charges: no page charges are levied on articles published in Dental Materials.
Each corresponding author receives 25 offprints of their article free of charge after it has

been published; they will also have the opportunity to order additional copies.

Submission Package Checklist:

* letter of transmittal signed by all authors.
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* One electronic copy of the manuscript.

* One electronic copy of each image and table, all labelled.

For further guidance on electronic submission, please contact Author Services, Log-In
Department, Elsevier Ltd, The Boulevard, Langford Lane, Kidlington, Oxford, OX5 1GB,

UK. E-mail: authors@elsevier.co.uk, fax: +44 (0)1865 843905, tel: +44 (0)1865 843900.
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Anexo B

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nes <JULIO DE MESQUITA FILHO” @
Campus de Aragatuba /
B

COMITE DE ETICA EM PESQUISA —CEP-

OF. 044/2008
CEP Aracatuba, 30 de abril de 2008.

SFCD/bri

Referéncia Processo FOA 2008-00973

O Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa desta Unidade, tendo em vista o
parecer favoravel da relatora que analisou o projeto “EFEITO DE MATERIAIS
UTILIZADOS COMO SELANTES DE FOSSULAS E FISSURAS NO BIOFILME
DENTAL FORMADO “IN SITU”” expede o seguinte parecer:

Aprovado:

Informamos a Vossa Senhoria que de acordo com as normas contidas na resolugio
CNS 215, deveri ser enviado o relatério parcial em 29/04/2009 e o relatério final em

29/06/2010.

Prof. Dr. Stefan Fin :‘/de ;‘a.r\ZIIw Dekon

Coordenador do CEP

Ciente.De acordo,

5715 /2008
Ilma. Senhora )
Dr*. DENISE PEDRINI OSTINI . R\J'U\M/;!L \PJ.AMN @&LM
Aragatuba-SP- Dr*.Denise Pedrini Ostini

Faculdade de Odontologia e Curso de Medicina Veterinaria —
Rua José Bonifacio, 1193 CEP 16015-050 Aragatuba — SP
Tel (18) 620-3203 E-mail: diretor@foa.unesp.br

Mestrado — Lilian Ferreira — UNESP - 2010



63

Anexo &

OBTENCAO DOS CORPOS-DE-PROVA
- Materiais utilizados, matriz, fotopolimerizacdo e corpos-de-prova.

1. Materiais utilizados:

A- Fuji IX GP (GC Corporation, Hasunuma-
cho, Itabashi-ku, Tokyo, Japan).

B- Aegis (Denali Corporation, Hanover, MA,
USA).

C- Auralay XF (Bosworth, Skokie, IL, USA).

2. Matriz metalica utilizada na confeccio dos
corpos-de-prova, constituida por 3 partes. A:
base; B e C: partes que justapostas formam os
orificios para inser¢ao dos materiais.

3. Matriz montada criando 4 cavidades de 4
mm de largura, 2 mm de altura ¢ 4 mm de
espessura para cada corpo-de-prova.

4. Fotopolimerizador VIP (Bisco,
Schaumburg, IL, USA).
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5. Fotopolimeriza¢ao dos corpos-de-prova.

6. Corpos-de-prova confeccionados.
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Anexo D

OBTENCAO DOS ESPECIMES DE ESMALTE BOVINO

- Secgdes: radicular; face vestibular; vestibular longitudinal e transversal.

1. Coroa de dente bovino incisivo central infetior,
separada da raiz através de disco diamantado de
duas faces (D 91 - KG Sorensen, Sio Paulo, SP,
Brasil), montado em motor de bancada (Nevoni,
Sio Paulo, SP, Brasil), mantido sob refrigeracao
(agua destilada/deionizada).

2. Coroa dentaria fixada em placa de acrilico (4x4x
0,4 cm) com cera pegajosa (Kota Ind. e Com.
LTDA, Sio Paulo, SP, Brasil) pela sua face
proximal.

3. Placa montada em cortadeira (Isomet Low
Speed Saw - Buehler, Lake Bluff, IL, USA).

4. Seccao da coroa utilizando disco diamantado
(série 15 HC Diamond — n. 11-4244 - Buechler,
Lake Bluff, I, USA) separando a superficie
vestibular da lingual, sob refrigeragio com agua
destilada/deionizada.

5. Face vestibular fixada na placa de actilico.
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6. Seccio da face vestibular no sentido
longitudinal, na por¢ao mais plana, utilizando-se 2
discos diamantados (série 15 HC Diamond — n. 11-
4243 - Buehler, Lake Bluff, 1L, USA), montados
em cortadeira (Isomet Low Speed Saw — Buehler)
sob refrigeracio com 4dgua destilada/deionizada e
separados por um disco espagador de aluminio
com 4 mm de espessura.

7. Secgao da face vestibular no sentido transversal,
na por¢io mais plana, utilizando-se 2 discos
diamantados (série 15 HC Diamond n. 11-4243 -
Buehler), montados em cortadeira (Isomet Low
Speed Saw — Buechler) sob refrigeracio com agua
destilada/deionizada e separados por um disco
espacador de aluminio com 4 mm de espessura.

8. Face vestibular do dente bovino, fixado sobre

placa de resina. Ao lado, espécime de esmalte
(4x2x4 mm).
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Anexo E

DESGASTE E POLIMENTO DOS ESPECIMES DE ESMALTE

- Planificacio da dentina, polimento do esmalte e seccio transversal.

1. Espécime de esmalte fixado em disco de
resina acrilica pré-fabricada (£ 3 cm de diametro

por £ 8 mm de espessura), com auxilio de cera
pegajosa (Kota Ind. e Com. LTDA), com a
superficie dentinaria voltada para cima.

2. Ajuste da dentina para obtencio de
superficies paralelas entre esmalte e dentina,
utilizando politriz (APL-4 - AROTEC S.A. Ind. e
Com., Cotia, SP, Brasil) e lixas de granulagao 320
(Carbimet Paper Discs 30-5108-320 - Buehler,
Lake Bluff, IL, USA), 2 pesos, durante 20
segundos sob baixa rota¢ao e refrigeracao.

3. Espécimes polidos fixados com a superficie do
esmalte voltada para cima.

Seqiiéncia do polimento do esmalte:

1.

2.

Pedra-pomes, agua deionizada e taga de borracha montada em contra-angulo em
baixa-rotacao;

Na politriz APL-4 AROTEC — lixa de granula¢ao 600 (30 segundos — 2 pesos), 800
(30 segundos — 2 pesos) e 1200 (30 segundos — 2 pesos) (Carbimet Paper Discs, 30-
5108 - Buehler, Lake Bluff, IL, USA) e refrigeracao a agua. Limpeza em lavadora
ultrassonica e agua destilada/deionizada por 2 minutos, entre cada lixa;

Na politriz APL-4 AROTEC — acabamento final com disco de papel feltro
TEXMET 1000 (Buehler Polishing Cloth, Lake Bluff, 1L, USA) (1 minuto — 2
pesos) e suspensao de diamante 1 micron base-agua (Buehler, Lake Bluff, IL, USA);
Limpeza em lavadora ultrassonica utilizando solugdo detergente (Ultramet Sonic
Cleaning Solution - Buehler, Lake Bluff, IL, USA) diluida 20:1 em agua
destilada/deionizada (3 minutos);

Lavagem durante 30 segundos com jato de dgua destilada/deionizada.
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Anexo F

LISTA DE INSTRUCOES AOS VOLUNTARIOS

10-

11-

12-

13-

Todos os materiais utilizados na pesquisa nao acarretardo em custo ao voluntario.

Os voluntarios nao deverdo utilizar qualquer tipo de produto fluoretado (exceto
agua) ou anti-séptico bucal duas semanas antes e durante todo o experimento.

Dez dias antes e durante todo o experimento os voluntarios deverao escovar os
dentes com dentifricio nao fluoretado fornecido pela pesquisadora.

A pesquisa sera composta por 4 etapas, com duragdo de 8 dias cada uma, com
intervalo de 7 dias entre elas.

Os voluntarios deverdo usar o dispositivo bucal durante todo o dia, inclusive para
dormir ¢ DEVERA REMOVE-LO SOMENTE PARA AS REFEICOES
ocasido em que o dispositivo devera permanecer na caixa propria para armazena-
lo.

Evite que o dispositivo fique fora da boca por um periodo prolongado,
restringindo-se ao tempo necessario para cada refeicao.

Realize sua higiene bucal normalmente (3 vezes ao dia — apds as principais
refeicdes e antes de dormir), utilizando o dentifricio fornecido.

Os blocos NAO deverio ser escovados. Os voluntirios poderdo realizar a
escovacao do dispositivo somente NA FACE VOLTADA PARA O PALATO e
com o dentifricio fornecido pela pesquisadora.

Os voluntarios deverdo gotejar duas gotas da solucao fornecida pela pesquisadora
sobre os blocos 6 vezes ao dia, nos seguintes horarios: 9:00, 11:00, 14:00, 16:00,
18:00 e 20:00 horas. O dispositivo devera ser reposicionado na boca apds 5
minutos.

O voluntario devera realizar a coleta de uma amostra da agua que esta ingerindo
no 2° e 5° dia apds a instalagio do aparelho, nos frascos fornecidos pela
pesquisadora.

No 7° dia, o voluntario devera comparecer no consultério da disciplina de Clinica
Integrada, localizado na Rua José Bonifacio, 1193, para realizar a determinagao do
pH do biofilme dentario. Este procedimento sera previamente marcado com a
pesquisadora.

Para determinacdo do pH do biofilme dentario, o voluntario devera comparecer ao
local SEM realizar a 1* escovacao do dia e em JEJUM.

Quando qualquer material estiver acabando ou sentir algum desconforto na
utilizacao do dispositivo, entrar em contato com a pesquisadora.
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14- Favor verificar todos os dias se os fragmentos estio em suas cavidades e se a tela
protetora continua intacta. Caso ndo estejam, entrar em contato imediatamente
com a pesquisadora.

15- No 8° dia, as 8:00 horas, o dispositivo deve ser retirado da boca e colocado dentro
0 estojo que o acompanha, com uma gaze umedecida sobre as telinhas.
d t ha, g decid b telinhas. A
pesquisadora recolhera o material para analise. Este procedimento, também sera
previamente marcado com a pesquisadora.

16- Qualquer duvida entrar em contato com a pesquisadora (Lilian Ferreira) pelo
telefone: 3636-3235 (Odontopediatria) ou 3621-8650.
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Aenexo §

DISPOSITIVO PALATINO
- Montagem do dispositivo palatino.

1. Dispositivo palatino com 4 “slots” de 4 mm
de largura, 3 mm de altura ¢ 4 mm de
espessura.

2. Corpos-de-prova inseridos nos “slots” do
dispositivo palatino.

3. Telas plasticas fixadas no dispositivo
palatino.
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Arnexo

AVALIACAO DA ACIDIFICACAO DO BIOFILME DENTARIO
- Avaliagao do pH, medidor de pH, microeletrodo de contato.

1. Aparelhos utilizados:

A- Analisador de pH/ions Otion 720A.

B- Microeletrodo de referéncia (Analyser
Comércio e Industria LTDA, Sao Paulo, SP).
C- Microeletrodo de contato (Beetrode®
MEPH-3L, WPI, New Haven, CT, USA)

2. A voluntaria posicionava o dedo indicador
em uma solu¢io de KCI 3M, onde também
estava imerso o microeletrodo de referéncia.
O pH do biofilme foi aferido com um
microeletrodo de contato e o valor registrado
no analisador de pH/fons foi anotado.

3. Procedimento de avaliacio da acidificacio
do biofilme dentario.

4. Extremidade ativa do microeletrodo de
contato com ponta ultrafina entre a tela
plastica tocando diretamente o biofilme
dentario.
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Anexo

ANALISE DA MICROBIOTA DO BIOFILME DENTARIO

- Dessecador, meios de cultura, microrganismos do biofilme dentario e contador de colonias.

1. Dessecador de vidro do tipo Pyrex
(Vidrolabor Industrias LTDA, Sao José
do Rio Preto, SP) para incubagio
microbiana em condicbes de
anaerobiose.

2. Agar infuso de cérebro e coragio para
contagem do numero total de
microrganismos heterotréficos. Presenca
de diferentes tipos morfocoloniais.

3. Agar Mitis Salivarius (4gar MS) para
determinacaio do numero total de
estreptococos  bucais.  Presenca  de
diferentes tipos morfocoloniais.

4. Agar Mitis Salivarius Sacarose (4gar
MSBS) para determinacao do numero
total de estreptococos do grupo mutans.
Presenga de colonias com superficie
rugosa.
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5. Contador de colonias (Colony Counter
Digital-S, J.P. Selecta, S.A., Barcelona,
Spain) para contagem das unidades
formadoras de colonias (UFC).
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A*nexo]

LIBERACAO DE FLUOR, CALCIO E FOSFORO NAS SOLUCOES
DES E RE

- Agitacao e armazenamento das solugoes.

1. Mesa agitadora (TE-420 ORBITAL
- TECNAL) com velocidade de 110
rpm e temperatura de 37£1°C.

2. Armazenamento das solucoes Des
e Re em tubos de ensaio de
polipropileno a 4°C para posterior
leitura de flbor, cilcio e foésforo
liberados.
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ANALISE DE FLUOR: BIOFILME, SOLUCOES DES E RE E AGUA

DOS VOLUNTARIOS
- Eletrodos, analisador e agitador.

1. Para analise da concentracdo de flaor
do biofilme dentario utilizou-se:

A- Eletrodo especifico Orion 9409-BN
(Orion Research, Inc., Beverly, MA

gl

USA).

B-  Microeletrodo  de  referéncia
(Analyser Comércio e Induastria LTDA,
Sao Paulo, SP).

C- Analisador de fons Orion 720 A
(Orion Research, Inc.).

2. Para a determinacao do fluor das
solugoes Des e Re e agua ingerida pelos
voluntarios utilizou-se:

A- Eletrodo especifico combinado para
ion fldor (9609 BN - Orion, Research,
Inc.).

B- Analisador de fons digital (Orion
720 A, Orion Research, Inc.).

C- Agitador magnético (TE-081 -
TECNAL).
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ANALISE DE CALCIO, FOSFORO E POLISSACARIDEOS

EXTRACELULARES INSOLUVEIS

- Placa para cultura, leitor de placas e espectrofotimetro.
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1. A concentraciao de calcio do biofilme
dentario e das solu¢des Des e Re foi
determinada  através de  método
colorimétrico realizado em placas de 96
pogos, modelo 92096-TPP, Switzerland.

‘/‘ 2BicTek

2. As leituras de absorbancia na analise
da concentracio de céalcio do biofilme
dentario e solucdes Des e Re foram
realizadas em leitor de placas BioTek,
modelo PowerWave 340, a 650 nm.

3. As leituras de absorbancia na
determinacdo da concentracao de fésforo
do biofilme dentario e das solucdes Des
e Re e de polissacarideos extracelulares
insolaveis do biofilme dentario foram
realizadas a 660 nm e 490 nm,
respectivamente, no espectrofotometro
Hitachi, modelo U-1100 (Hitachi High
Technologies, Minato-ku, Tokyo, Japan).

76
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Anexo M

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

- Metalizador e microscipio eletronico de varredura.

1. Metalizador SCD 050 (BAL-TEC S.A.
— Tokyo, Japan).

|
1 M 2. Microscépio eletronico  de
[ varredura SM-300 (TOPCON -
' Tokyo, Japan) do Instituto de
Quimica de Araraquara - UNESP.
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FOTOMICROGRAFIAS DA SUPERFICIE DO ESMALTE E
MATERIAIS
- Inicial e apds o periodo experimental intrabucal (MEV- aumento de 500 X).

ESMALTE

" I — 580x 20.0rm
500x 20.0ym ‘

Inicial Final

SELANTE ACP

500x 20.0ym

Inicial Final

500x 20.0ym
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10kV

Inicial

Inicial

SELANTE F

500x 20.0s u—
" 10kV  508x 20 0rm

Final
IONOMERO

500x 20.0ym 18kV 508x 20.0ym

Final
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Anexo O

ANALISE DA CONCENTRACAO DE FLUOR NA AGUA
INGERIDA PELOS VOLUNTARIOS
- Tabela dos resultados

Valores médios da concentracio de fluor na agua ingerida pelos voluntarios (ug F/mL) de

acordo com os grupos

Grupos

Voluntarios Esmalte Selante ACP Selante F Tonomero

1 1,06 1,05 1,04 1,00

2 0,01 0,01 0,01 0,01

3 1,15 1,14 1,14 1,08

4 0,16 0,16 0,24 0,24

5 1,06 0,03 0,90 1,07

6 0,02 0,02 0,02 0,02

7 0,01 0,12 0,10 0,22

8 0,70 0,73 0,72 0,68

9 0,41 0,05 0,21 0,05

10 0,01 0,01 0,01 0,01
Média (dp) 0,46 (0,49) 0,39 (0,45) 0,44 (0,46) 0,44 (0,47)
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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