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SILVA-NETO, R.D. Avaliagcdo da atividade antimicrobiana dos materiais
restauradores temporarios: teste de difusdo em agar, quantificacéo do biofilme
e micro-organismos dos canais radiculares submetidos ao desafio acido in
situ. 2019. 100p. Tese (Doutorado em Odontologia Restauradora) — Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Séao Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

As restauracdes temporarias sdo essenciais para a manutencao da assepsia apés o
tratamento dos canais. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana
dos materiais restauradores temporarios por meio do teste de difusdo em agar, além
da quantificagéo do biofilme formado sobre as restauragcées e dos micro-organismos
presentes no sistema de canais radiculares, apos desafio 4cido em meio bucal.
Foram testados 4 materiais temporérios: iondmero de vidro de alta viscosidade (CIV
AV; Ketac Molar/ 3M), iondbmero de vidro fotoativado (CIV foto; Riva Light Cure/SDI),
oxido de zinco sem eugenol (OZ; Coltosol/Coltene) e 6xido de zinco com eugenol
(OZE; IRM/Dentsply). Para o estudo in vitro, foram confeccionados discos de cada
material, além de discos de papel embebidos em clorexidina 0,12% (CHX — controle
positivo; Periogard, Colgate). Culturas bacterianas dos micro-organismos
Streptococcus mutans (ATCC 25175), Enterococcus faecalis (ATCC 4083),
Enterococcus faecalis (cepa clinica isolada do participante da pesquisa) e Candida
albicans (ATCC 1023) foram cultivadas em caldo BHI. Quatro discos de cada
material foram distribuidos nas placas de Petri com Muller Hinton &4gar, em duplicata.
Apods 30 dias, foi mesurada a zona de inibicdo do material (mm) para cada micro-
organismo. Para o estudo in situ, foram utilizadas 70 raizes de incisivos centrais
inferiores humanos com 10 mm. Foi realizado o preparo biomecéanico dos canais até
o instrumento #40.02, esterilizagcdo em autoclave e obturacdo com AH Plus e cones
de guta percha. Cinquenta e seis raizes foram divididas em 4 grupos experimentais
e receberam um dos quatro materiais testados. Nas 14 raizes remanescentes, nao
se utilizou material sobre a obturacdo (controle negativo). Catorze participantes
foram submetidos a moldagem das arcadas dentais e foram confeccionados
dispositivos acrilicos palatinos com 5 nichos (4 raizes experimentais e 1 raiz
controle). As raizes foram fixadas com cera e tela para favorecer o acumulo de
biofiilme sobre as restauracfes. Durante 28 dias, os participantes utilizaram o
dispositivo e foram orientados a gotejar solucdo de sacarose 20%, 6x ao dia, sobre
as amostras. Ao final do periodo, 11 participantes concluiram o experimento. As
raizes foram removidas dos dispositivos e analisou-se: 1) a quantidade de biofilme
formado sobre as raizes (mg); 2) a contagem total dos micro-organismos viaveis
(UFC) e a prevaléncia dos estreptococcus do grupo mutans (EGM) e contagem de
Enterococcus spp. (m-Enterococcus) presentes nos canais radiculares (UFC/mL). Os
dados do teste de difusdo em &gar apresentaram distribuicdo ndo-normal e foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis (0=0,05). Verificou-se que,
independentemente do micro-organismo, a maior zona de inibicdo foi encontrada
nos discos embebidos com CHX (15,45 £+ 5,76 mm), sem diferencga significante do
OZE (8,99 £ 7,29 mm). As menores zonas de inibicdo foram encontradas para CIV
foto (2,21 £ 0,40 mm b), CIV AV (2,42 £ 0,63mm b) e OZ (2,49 + 0,39mm), todos



sem diferenca significante do OZE. Na comparagéo isolada, todos os materiais
apresentaram baixa atividade antimicrobiana contra cepas padrdo de S. mutans e E.
faecalis ATCC. Para a cepa clinica isolada de E. faecalis do paciente, o OZE
apresentou maior atividade antimicrobiana que a CHX. Para C. albicans, o OZE
apresentou resultados similares a CHX, e os demais foram inferiores e iguais entre
si. No estudo in situ, os dados referentes ao biofilme apresentaram distribuicdo nao-
normal (Kruskall-Wallis e Dunn, p<0,05). O menor acumulo de biofilme foi verificado
nas raizes seladas com CIV foto (16mg a) e CIV AV (16mg a), e ambos nao
diferiram estatisticamente do OZE (48mg ab) e OZ (41mg ab). As raizes sem
material temporario apresentaram maior acumulo de biofilme (90mg b), também sem
diferenca do OZE e OZ. Os dados para a contagem dos micro-organismos
apresentaram distribuicdo normal (p>0,05) e foram analisados por Analise de
Variancia a dois critérios (material x tercos) e teste de Tukey. Para a contagem geral,
houve maior quantidade de micro-organismos nos tercos cervical (2,44 + 0,65 b) e
meédio (2,11 + 0,71b) (p>0,05) e a menor foi encontrada no terco apical (1,52 £ 1,16
a) (p<0,05). Na contagem de S. mutans, verificou-se que as raizes seladas com OZE
(1,06 £ 1,06 a) apresentaram menor quantidade de micro-organismos (p<0,05),
similares ao CIV foto (1,65 + 0,93 ab) e CIV AV (1,53 = 0,85 ab). O OZ propiciou
maior penetracdo de micro-organismos no canal (1,78 £ 0,92 b), sem diferenca
significante dos CIVs e do controle sem restauracdo (1,86 = 1,11 b). Para o E.
faecalis, o OZE (0,75 = 0,70 a) apresentou menor quantidade de micro-organismos
(p<0,05), sem diferenca significante do CIV foto (1,29 + 1,11 ab), CIV AV (1,27
1,06 ab) e OZ (1,00 £ 1,13 ab). O controle negativo (sem restauracdo) mostrou maior
acumulo de micro-organismos no canal (1,72 = 1,21 b). Concluiu-se que material
temporario OZE apresentou maior acao antimicrobiana in vitro, embora o CIV
fotoativado e o CIV de alta viscosidade demostraram expressiva inibicdo na
formacdo de biofilme in situ. As restauracdes temporarias com OZE, CIV foto e CIV
de alta viscosidade reduziram o crescimento de micro-organismos no interior dos
canais quando expostos ao desafio &cido em meio bucal.

Palavras-chave: Biofilme dentario; Restauracdo dental temporaria; Terapia
endodéntica, Microbiologia.









SILVA-NETO, R.D. Evaluation of the antimicrobial activity of temporary
restorative materials: agar diffusion test, biofilm and root canal microorganism
guantification submitted to in situ acid challenge. 2019. 100p. Tese (Doutorado)
— Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo
Preto, 2019.

Temporary restorations are essential for maintenance the aseptic chain after root
canal treatment. The objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity
of temporary restorative materials using agar diffusion test, as well as to quantify of
the biofilm formed on the restorations and the microorganisms in root canal system
after acid challenge in oral environment. Four temporary materials were tested: high-
viscosity glass ionomer (GIC HV; Ketac Molar/3M), light-activated glass ionomer
(GIC-light; Riva Light Cure/SDI), zinc-oxide based cement without eugenol (ZO,
Coltosol/Coltene) and zinc-oxide based cement with eugenol (ZOE; IRM/Dentsply).
For the in vitro study, disks of each material were developed and paper disks were
embedded in 0.12% chlorhexidine (CHX - positive control; Periogard, Colgate).
Bacterial cultures of Streptococcus mutans (ATCC 25175), Enterococcus faecalis
(ATCC 4083), Enterococcus faecalis (strain of the research participant) and Candida
albicans (ATCC 1023) microorganisms were stored in BHI broth. Two disks of each
material were distributed in petri dishes with agar, in duplicate. After 30 days, the
inhibition zone of the material (mm) was measured for each microorganism. For the
in situ study, 70 roots of inferior human central incisors with 10 mm were used. The
biomechanical preparation of the canals was performed until instrument # 40.02, root
were sterilized by autoclaving and filled with AH Plus and gutta percha cones. Fifty-
six roots were divided into 4 equal groups and received one of the tested materials.
In the remaining 14 roots, no material was used (negative control). Fourteen
participants were submitted to dental arch molding and palatine acrylic devices with 5
niches (4 experimental and 1 control) were made. The roots were fixed with wax and
plastic mesh to allow the accumulation of biofilm on the restorations. For 28 days,
participants used the device and were instructed to drip 20% sucrose solution, 6x
daily, onto the samples. At the end of the period, 11 participants completed the
experiment. The roots were removed from the devices and it were analyzed: 1) the
amount of biofilm formed onto roots (mg); 2) the general quantity of microorganisms
and the specific amount of S. mutans and E. faecalis in the root canals (Log10-CFU /
mL). Data of the agar diffusion test had a non-normal distribution and were analyzed
by the Kruskal-Wallis test (a=0.05). It was found that, regardless of the
microorganism, the largest inhibition zone was found on the CHX soaked discs
(15.45 £ 5.76 mm), with no significant difference in ZOE (8.99 = 7.29 mm). The
lowest zones of inhibition were found for GIC-light (2.21 £ 0.40 mm), CIV HV (2.42 £
0.63 mm) and ZO (2.49 = 0.39 mm), without significant difference of ZOE. In the
isolated comparison, all materials had low antimicrobial activity against S. mutans
and E. faecalis ATCC. For the E. faecalis of the patient, the ZOE had greater
antimicrobial activity than the CHX. For C. albicans, the ZOE had similar results to
CHX, and the others were either inferior or equal to each other. In the in situ study,
biofilm data had a non-normal distribution (Kruskall-Wallis and Dunn, p <0.05). The
lowest biofilm accumulation was verified in the roots sealed with GIC-light (16mg a)
and GIC HV (16mg a), and both did not differ statistically from ZOE (48mg ab) and
Z0O (41mg ab). The roots without temporary material had higher accumulation of
biofilm (90mg b), also without difference of the ZOE. The data for the microorganism



had normal distribution (p> 0.05) and were analyzed by ANOVA at two criteria
(material x thirds) and Tukey's test. For the general quantity, there were more
microorganisms in the cervical (2.44 + 0.65 b) and medium (2.11 + 0.71 b) thirds (p>
0.05), and the lowest was found in the third apical (1.52 + 1.16 a) (p <0.05). For the
S. mutans, it was verified that the roots sealed with ZOE (1.06 + 1.06 a) had smaller
amount of microorganisms (p <0.05), similar to the GIC-light (1.65 = 0.93 ab) and
GIC HV (1.53 £ 0.85 ab). OZ provided a higher penetration of microorganisms in the
canal (1.78 £ 0.92 b), without difference from GICs and control (1.86 £ 1.11 b). For E.
faecalis, the ZOE (0.75 = 0.70 a) had a lower quantity of microorganisms (p <0.05),
with no difference of the GIC-light (1.29 £ 1.11 a), GIC HV (1.27 = 1.06 ab) and ZO
(1.00 £ 1.13 ab). The negative control (without restoration) had a higher accumulation
of microorganisms in the canal (1.72 + 1.21 b). It was concluded that ZOE temporary
material had higher antimicrobial action in vitro, although light-cured GIC and the
high-viscosity GIC showed significant inhibition in the biofilm formation in situ.
Temporary restorations with ZOE, light-cured GIC and high-viscosity GIC reduced
the growth of microorganisms inside the root canals when exposed to the acid
challenge in oral environment.

Keywords: Dental biofilm; Temporary dental restoration; Endodontic therapy,
Microbiology.
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As infeccbes dos sistemas de canais sdo de origem polimicrobiana, com
predominio de micro-organismos anaerébios estritos, que contribuem diretamente na
patogénese das alteracdes pulpares e perirradiculares persistentes (MA et al., 2015;
PEREIRA et al., 2017; RUIZ-LINARES et al., 2017; AL KHASAWNAH et al., 2018;
HOEDKE et al., 2018). Os micro-organismos mais frequentemente isolados de
canais radiculares infectados sédo bactérias dos géneros Peptostreptococcus,
Prevotella, Porphyromonas, Bacteroides, Fusobacterium, Eubacterium, Actinomyces,
Lactobacillus, Propionibacterium, Bifidobacterium, Veillonella e Capnocytophaga e
os facultativos Streptococcus e as espécies relacionadas tais como as dos géneros
Enterococcus e Gemella (DU et al., 2015; MUHAMMAD et al., 2015; RODRIGUES et
al., 2017).

A desinfeccdo do sistema de canais radiculares visa a eliminagdo dos micro-
organismos patogénicos e é comumente realizada pela limpeza e modelagem por
meio do preparo quimico-mecanico (MA et al., 2015; RODRIGUES et al., 2017,
SOUSA-NETO et al., 2018). No entanto, a eliminacdo destes micro-organismos nem
sempre é atingida, pode levar a reinfeccdo e, consequentemente, ao insucesso do
tratamento endoddntico (ZANDI et al., 2016; RUIZ-LINARES et al., 2017;
RODRIGUES et al., 2017; OLCAY et al., 2018; GARCIA-FONT et al., 2018). Todas
essas variaveis podem ser prevenidas com cuidados que se iniciam desde a sele¢céo
do caso até o selamento dos canais radiculares (ASNAASHARI et al., 2016b; ZANDI
et al., 2016; ASNAASHARI et al., 2016a; SOUSA-NETO et al., 2018).

O tratamento dos canais radiculares pode ser considerado concluido apenas
quando for realizado o tratamento restaurador, devolvendo ao dente fungdo como e
estética (GILLEN et al., 2011; CUNHA et al.,, 2014, OMURLU et al., 2016;
SRIVASTAVA et al., 2017). A restauracao coronaria temporaria é necessaria para
que haja a manutencdo da cadeia asséptica, evitando assim, a infiltracdo de
bactérias e fluidos para o interior do sistema de canais radiculares entre as sessdes
de tratamento (SLUTZKY-GOLDBERG et al., 2009; BALTO et al. 2011,
SRIVASTAVA et al., 2017). Neste contexto, a escolha do material temporario é de
extrema importancia para manter o adequado selamento em dentes tratados
endodonticamente (CHEETHAM et al., 2014; SHARAFEDDIN et al., 2014; DEVIKA
et al., 2016).

Os materiais temporarios podem ser classificados de acordo com a

composicdo: a base de oOxido de zinco e eugenol, a base de sulfato de calcio,
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compaositos a base de resina composta, compdsitos a base de resina reforgcados
com ionémero de vidro, materiais a base de ionémero de vidro e iondmero de vidro
fotopolimerizavel reforcado com resina composta (CUNHA et al., 2014;
SHARAFEDDIN et al.,, 2014; DEVIKA et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2017).
Apesar de existir uma variedade de materiais, sdo questionaveis as funcdes de
vedar e prevenir a recontaminacdo do canal radicular pos-tratamento endodontico
(BALTO et al.,, 2011; CHEETHAM et al.,, 2014; SOHRABI et al.,, 2016). As
propriedades requeridas para o material temporario ser adequado s&do: bom
selamento marginal, porosidade minima, ter estabilidade dimensional, resisténcia a
abrasdo e compressao, facil colocacdo e remocao, relativa biocompatibilidade,
estética, facil manipulacédo, baixo custo e atividade antimicrobiana (CUNHA et al.,
2014; DEVIKA et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2017).

O cimento de ion6mero de vidro (CIV) tem sido utilizado por apresentar
adesdo quimica a estrutura dental, biocompatibilidade, atuam no processo
remineralizacdo por meio da liberacdo de ions flior, além de possuir propriedades
fisicas adequadas, como moédulo de elasticidade préximo a dentina e baixa
solubilidade no ambiente oral (BURKE et al., 2013; KHOROUSHI et al., 2013;
SIDHU et al.,, 2016; HAFSHEJANI et al., 2017; DE OLIVEIRA et al., 2019). A
liberacdo de flior pode impedir a formacéo de lesdes de carie nas margens das
restauracbes (LUSSI et al., 2011; BELLO et al., 2014; TUZUNER et al., 2019). No
entanto, os materiais contendo cimento de ionémero de vidro sdo sensiveis a técnica
e o controle da umidade é obrigatério pois o contato da dgua na colocacdo ou no
estabelecimento de resultados na dissolugédo do material (CHEETHAM et al., 2014,
TUZUNER et al., 2019).

A substituicdo de parte do acido poliacrilico por monémeros hidrofilos resultou
no cimento de iondmero de vidro modificado por resina, no qual a reacao acido-base
corresponde a uma parte do processo de presa do material e a outra parte é
realizada por meio da polimerizagéo dos radicais resinosos livres ativados pela luz
visivel (DIAS et al., 2018; ALIREZAEI et al., 2018; DE OLIVEIRA et al., 2019). O
processo de fotoativacdo pode causar estresse na interface e contracdo do material.
Além disso, pode ocorrer maior sorcdo de agua porque HEMA € um mondmero
hidrofilico, e apresenta menor liberagdo de flior (FERRACANE et al., 2010;
HAFSHEJANI et al., 2017; TUZUNER et al., 2019).
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O cimento a base de eugenol de 6xido de zinco pode ser encontrado no
mercado com ou sem eugenol e é amplamente utilizado na prética clinica como
material temporario, pois proporciona rapido manuseio, facilidade de insercdo na
cavidade e vedacéo adequada (LAl et al., 2007; KOAGEL et al., 2008). No entanto,
demonstrou baixa adesdo, selamento provisério inadequado, aumento do risco de
fratura dentaria devido a expanséo tardia deste material (KOAGEL et al., 2008;
BELLO et al., 2014).

A atividade antimicrobiana do material temporario é importante pois impede
a recolonizacdo do sistema de canais radiculares pela microbiota da cavidade oral
e/ou bactérias provenientes da saliva (GILLEN et al., 2011; LI et al.,, 2014;
SRIVASTAVA et al.,, 2017; TUZUNER et al.,, 2019). Com relagdo a atividade
antimicrobiana dos materiais temporarios, poucos sdo 0s relatos disponiveis na
literatura. Dentre os materiais temporarios com atividade antimicrobiana destacam-
se o0s cimentos de ionbmero de vidro (CIVs) por apresentar propriedades
biologicamente favoraveis, longevidade das restauracbes e importante papel na
liberacdo de flior (DEVIKA et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2017). Além disto,
apresentam efeito cariostatico, adesdo quimica & estrutura dentaria e
biocompatibilidade (SRIVASTAVA et al., 2017; DE OLIVEIRA et al., 2019).

Neste sentido, metodologias que combinem a terapia endodontica
convencional associada a presenca de restauracdo temporaria de diferentes
materiais podem garantir a manutencdo da cadeia asséptica com significativa
reducdo microbiana e consequente elevacdo da taxa de sucesso do tratamento
endodéntico (MUHAMMAD et al.,, 2015; OMURLU et al., 2016; SOHRABI et al.,
2016).

Com relacdo a exposicdo em ambiente bucal, os dentes tratados
endodonticamente podem ser expostos a infiltragdo de micro-organismos em
decorréncia de lesGes de carie, fratura da restauracdo ou do remanescente
coronario e retardo da confeccdo da restauracdo definitiva apds a terapia
endodéntica que ira favorecer a perda de efetividade do selamento temporario
(PAKDEETHAI et al., 2013; SHARAFEDDIN et al., 2014; WIERICHS et al., 2015;
DEVIKA et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2017).

Diante da necessidade de avaliar o comportamento dos materiais
restauradores no ambiente bucal, os estudos in situ ganharam reconhecimento

como ferramenta auxiliar nas pesquisas pois se situa entre a situacéo clinica e o
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ambiente altamente controlado em laboratério (MORIYAMA et al., 2014; PADOVANI
et al., 2014; BAKHSH et al., 2015; SILVA-NETO et al., 2018). Geralmente, utilizam-
se dispositivos para uso intraoral como placas em acrilico e grampos ortoddnticos,
nos quais os fragmentos dentais sdo fixos e permanecem expostos ao meio bucal
contendo biofilme bacteriano (BARATIERI et al., 2012; PIERRO et al.,, 2014,
PADOVANI et al., 2014; SOUZA-GABRIEL et al., 2015; SILVA-NETO et al., 2018).
Na Endodontia, existem poucos trabalhos com fragmentos de dentes extraidos
expostos ao ambiente bucal (BARTHEL et al., 2002; VIRTEJ et al., 2006; SILVA-
NETO et al., 2018) e estes, apenas avaliaram apenas a eficacia antimicrobiana de
solugdes irrigadoras e o perfil de desgaste do material obturador.

A confeccéo da restauracao temporaria se faz necessaria dentro do contexto
no qual a endodontia e a odontologia restauradora procurem de forma integrada
obter que o selamento coronario impeca a penetracdo de fluidos e micro-organismos
da cavidade oral, visto que dentes expostos ao ambiente bucal tendem a ter
migracdo bacteriana em direcdo ao periapice via canal radicular. Diante desta
necessidade clinica, estudos que avaliem o comportamento de restauracdes
temporérias frente ao ambiente bucal poderiam ajudar a elucidar se a restauracéo
temporaria pode ser um meétodo eficaz ou ndo na manutencédo da cadeia asséptica

até a confeccdo da restauracdo permanente.
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O presente estudo teve como objetivo geral avaliar da atividade
antimicrobiana de materiais restauradores temporarios em dentes tratados
endodonticamente. Para tanto, o estudo possuira 0s seguintes objetivos especificos:

1. Mensurar o efeito antimicrobiano in vitro dos materiais restauradores
temporarios por meio do teste de difusdo em agar (mm);

2. Determinar a quantidade de biofilme formado sobre as raizes restauradas
com os diferentes materiais e expostas ao ambiente acido (mg);

3. Quantificar a contagem total dos micro-organismos viaveis nos canais
radiculares e realizar a contagem especifica para estreptococcus do grupo

mutans (EGM) e E. faecalis ap6s desafio acido in situ (log'®-UFC/mL);
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3.1. Delineamento experimental

Foi realizado um estudo com duas fases distintas: in vitro e in situ.

A fase in vitro averiguou o efeito antimicrobiano dos materiais restauradores
temporéarios por meio do teste de difusdo em agar. Os fatores em estudo foram:
material restaurador temporario em 4 niveis (OZE, OZ, CIV foto e CIV AV) e tipo de
micro-organismo em 4 niveis (S. mutans ATCC 25175, E. faecalis ATCC 4083, E.
faecalis - cepa de participante da pesquisa e C. albicans ATCC1023). A CHX foi
utiizada como controle positivo. A variavel resposta foi o didmetro do halo de
inibicdo apos 30 dias, em mm.

O estudo in situ compreendeu uma fase intraoral de 28 dias em 14
participantes. Os participantes utilizaram dispositivos em acrilico contendo cinco
raizes fixadas. O fator em estudo foi a restauracdo temporaria em 5 niveis (4
experimentais - OZE, OZ, CIV foto e CIV AV; e 1 controle negativo — sem material).

Os participantes foram orientados a gotejar solucédo de sacarose nas raizes
6 vezes ao dia para favorecer o acumulo de biofilme. Para a viabilizacdo do estudo,
0s participantes utilizaram o dispositivo intraoral em periodos distintos. Assim, a
pesquisa foi composta de 7 blocos aleatorizados de 2 participantes cada. As
variaveis respostas foram: 1) quantidade de biofilme formado sobre as raizes (mg),
2) a quantidade de micro-organismos presentes nos sistemas de canais radiculares
(meio MM,p), 3) contagens especificas de E. faecalis (m-Enterococcus) e S. mutans
(SByo) (log’®-UFC/mL). Na figura 1 tem-se a representacdo esquematica deste
estudo.

Atividade antimicrobiana dos materiais restauradores temporarios

Teste de difusdo em dgar —— Estudo in situ

Micro-organismos
L— presentes nos
canais radiculares
Contagem total dos C ifica d s
ontagem especifica de . Contagem especifica de

micro-organismos - ¢
vidveis S. mutans E. faecalis

Peso do biofilme

Figura 1 — Fluxograma da metodologia utilizada neste estudo
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3.2. Estudo in vitro: teste de difusdo em agar

As andlises da atividade antimicrobiana dos materiais

restauradores

temporérios foram realizadas in vitro por meio do teste de difusdo em &gar. Os

materiais restauradores temporarios utilizados neste estudo sdo demostrados na

Figura 2.

Figura 2 — A) Cimento de iondbmero de vidro de alta viscosidade (Ketac Molar); B) Cimento de
iondmero de vidro fotoativado reforcado com resina composta (Riva Light Cure); C) Cimento de
oxido de zinco sem eugenol (Coltosol); D) Cimento de 6xido de zinco com eugenol (IRM).

A Tabela 1 apresenta a composicdo e classificacdo dos materiais

restauradores temporarios utilizados no estudo.

Tabela 1 — Materiais usados no estudo

Materiais

Composicgao

Classificacéo Lote

Fabricante

Ketac Molar
Easymix

Riva Light Cure

Coltosol

IRM

P6: fluorsilicato de vidro Al-
Ca-La, 5% de copolimero
acido (acido acrilico e
maleico)

Liquido: polyalkenoic, acido
tartérico e gua

70% de Vidro de Silicato
Fluoroaluminio — Estréncio,
1% de Dimetacrilato
Trietileno Glicol, 9% de
Metacrilato,  Hidroxietil,11%
de Acido Poliacrilico, <0,5%
Hidroxi Tolueno de Buitila,
<0,5% de Canforquinona,
<0,5% Tetra Metil Anilina, 6%
de Agua e <05% de
pigmento

Oxido de zinco, sulfato de
célcio, acetato de polivilina,
mentol e dibutilftalato

P4: Oxido de zinco, Poli-Metil
Metacrilato (PMMA), acetato
de zinco e pigmentos.
Liguido: 99,5% de eugenol e
0,5% de acido acético.

Cimento de iondbmero de P06:635289
vidro de alta viscosidade Liq:585454

Cimento de iondmero de P6170132
vidro fotoativado Lig:170108

Cimento de 6xido de zinco 1601901
sem eugenol

Cimento de 6xido de zinco P6:260704
com eugenol Lig:236872

3M ESPE

SDI

Coltene

Dentsply
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Foram confeccionados 8 discos, em duplicata, de cada um dos materiais e
como controle foram utilizados discos embebidos previamente em solucdo de
digluconato de clorexidina a 0,12% (Periogard, Colgate-Palmolive, Sdo Bernardo do
Campo, SP, Brasil). Para os discos de material restaurador temporario com 2 mm
espessura de espessura aferida por paquimetro digital (Digit CAL SM; Tesa
Technology, Bugnon, Suica) foram realizados os seguintes protocolos com o auxilio

de matriz:

Ketac Molar Easymix/3M ESPE: Colocou-se uma colher de pé nivelado e foi dispendida
uma gota de liquido. Foi realizada a aglutinacdo do p6 ao liquido em no méaximo duas
por¢Bes iguais com espétula plastica e levou-se a superficie da raiz.

. Riva Light Cure/SDI: Condicionamento da superficie com acido fosférico a 37% por 5
segundos, lavagem com agua e remocao dos excessos de agua com papel absorvente. Foi
dispendida uma medida de pé para duas gotas de liquido. O p6 foi dividido em duas partes
iguais e misturou-se uma parte de pd por 10 segundos com uma espatula de plastico, na
sequéncia foi adicionada a outra parte por mais 15 segundos. Realizou-se a fotoativagéo
segundo recomendacéo do fabricante.

. Coltosol/Coltene: Retirou-se 0 material com espéatula de insercdo n°1 em quantidade
necessaria de material e foi aplicar sobre a superficie da raiz. Para auxiliar no endurecimento
do material foi realizada a lavagem da superficie do material por 15 segundos.

o IRM/Dentsply: O p6 e a gota de liquido foram mantidos separados na placa de mistura até

0 momento da espatulacdo. A espatulacdo completa teve como duracdo aproximada 1 minuto

e foi realizada por técnica que misturou 50% do p6 ao liquido. O p6 remanescente foi levado

a mistura em 2 a 3 incrementos e foi esfregada rigorosamente por 5 a 10 segundos.

Foi avaliada a atividade antimicrobiana dos materiais restauradores
temporarios sobre 4 tipos de cepas de micro-organismos: S. mutans (ATCC 25175),
E. faecalis (ATCC 4083), E. faecalis (cepa clinica isolada de participante da
pesquisa) e C. albicans (ATCC 1023). As cepas pertencentes ao Departamento de
Andlises Clinicas, Toxicologicas e Bromatologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP) foram gentilmente cedidas pelo
Prof. Dr. Sérgio Luiz de Souza Salvador.

As culturas bacterianas foram cultivadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion;
Sigma-AldricH, MO, EUA) com 24h de crescimento de cada micro-organismo. As
cepas bacterianas foram padronizadas em espectrofotbmetro (Micronal AJX-1000;

Sao Paulo, SP, Brasil) & 625nm, para atingir concentragbes de 1,5x108 UFC/mL.
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Com as suspensdes padronizadas foi adicionado individualmente, 1,0 mL de cada
micro-organismo em Placas de Petri 90 x 15 mm com Muller Hinton &gar (Difco,
Detroid, MI, EUA) pela técnica de inundacgéo da superficie.

Posteriormente, com auxilio de pinca estéril, 2 discos foram distribuidos
equidistantementes na superficie de Placas de Petri conforme Figura 3. As placas
contendo S. mutans foram incubadas a 37°C em atmosfera de microaeroflia (chama
de vela), enquanto os demais micro-organismos foram incubados a 37°C em
atmosfera de aerobiose, por 48h. Todos os experimentos foram realizados em
duplicata. Apés 30 dias, os didmetros dos halos de inibicdo foram mensurados com

o auxilio do paquimetro digital (Mitutoyo, Téquio, Japao).

Disco de material
restaurador

_ Halo de inibicdo

Disco de material
restaurador

Figura 3 — Representacdo das amostras utilizadas na técnica do teste de difuséo em
agar. A) Disposicao dos materiais restauradores temporarios. B) Comparacao entre o
disco de material e o halo formado ao redor do disco de material restaurador
temporério.

3.3. Estudo in situ: quantificacdo do biofilme e micro-organismos presentes nos

canais radiculares frente a desafio acido

Célculo amostral

Para o estudo in situ foi realizado o célculo do tamanho amostral pelo
programa Graphpad Statemate 2.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA).
O tamanho da amostra ideal para assegurar poder de 80% na analise estatistica dos
dados obtidos neste estudo foi calculado, considerando-se as diferencas das meédias
e desvios-padrdes, baseado em estudo in situ anterior utilizando desafio cariogénico
(HASS et al., 2016; SILVA-NETO et al., 2018) que considerou o desvio padrao de
3,4 e 0 erro maximo de 5%, portanto, obtendo o tamanho de amostra de 11
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participantes. Adicionando 20% & amostra devido a possiveis perdas, foi
estabelecida a amostra de 14 participantes.

Aspectos éticos e participantes

Este estudo foi aprovado no Comité de Etica da Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, SP, Brasil — FORP/USP
(CAAE: 70730217.5.0000.5419) (ANEXO A) e foi conduzido de acordo com as
regulamentacdes sobre pesquisas com seres humanos do Conselho Nacional de
Saude do Ministério da Saude (Resolugcdo n°466 de 12/12/2012).

Os participantes receberam as informacgfes correspondentes a metodologia
da pesquisa, seus riscos e beneficios, sendo também informados sobre seus direitos
de desistirem da pesquisa em qualquer fase da execucdo da mesma. Recebidas as
informacgdes, os participantes assinaram um “Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido”, concordando em participar e colaborar com a realizacdo do
experimento (ANEXO B).

Os participantes em potencial foram submetidos a anamnese e exame clinico
para que sejam checados os critérios de inclusdo e exclusdo (QUADRO 1) (SILVA-
NETO et al., 2018).

Quadro 1 — Critérios de inclusé@o e excluséo aplicados para a selecdo dos participantes da pesquisa.

Critérios de inclusdo Critérios de excluséo
e |dade entre 18 e 35 anos; e Histérico de problemas neuroldgicos
centrais e/ou periféricos;
e Apresentar saide bucal adequada; e Distarbios de ordem digestiva;
e Nao apresentarem histérico de quaisquer e Tratamento ortoddntico com aparelho fixo;

sinais e sintomas de reacBes alérgicas aos
produtos utilizados;

e Disponibilidade de tempo para comparecer ao e Presenca de proteses fixas e removiveis;
local da pesquisa;

e Disposicao para cumprir as determinacoes. e Uso de medicagéo controlada;

e  Fluxo salivar. e Gravidas e lactantes;

o Fumantes.

Analise do fluxo e pH da saliva dos participantes
Para medir o fluxo salivar, os participantes permaneceram sentados e

relaxados por alguns minutos na cadeira odontolégica. Em seguida, foram instruidos
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a mascar um pedaco de parafina (51 por 48 mm) sem sabor por 30 segundos e
desprezar a primeira quantidade de saliva, expelindo-a.

A partir deste momento, a saliva estimulada foi coletada em tubo de ensaio
graduado em 5 mL, com auxilio de funil de vidro, durante 5 minutos. Apds o repouso
da saliva por 1 minuto, o volume foi medido e a taxa do fluxo salivar foi calculada em
mL/min. O pH inicial da saliva foi medido utilizando-se um pHmetro digital calibrado
(Jenway 3510 pH-meter; Barloworld Scientific, Essex, Reino Unido). A leitura do
aparelho foi realizada com o eletrodo submerso na amostra, sendo convertida para
escala de pH.

Para participarem do estudo, os participantes deveriam ter fluxo salivar
normal entre 1,0 a 3,0 mL por minuto e pH da saliva entre 5,0 a 6,9 (SILVA-NETO et
al., 2018).

Confeccao dos dispositivos intra-bucais

Cada participante selecionado teve suas arcadas (superior e inferior)
moldadas com hidrocol6ide irreversivel de presa rapida (Tropicalgin; Zhermack,
Badia Polesine, Rovigo, Italia). Os moldes foram vazados em gesso pedra (Velmix;
Sybron Kerr, Sado Paulo, SP, Brasil), obtendo-se os respectivos modelos de trabalho.
Foram confeccionados dispositivos palatinos em resina acrilica autopolimerizavel
transparente (Ortoclass; Belo Horizonte, MG, Brasil) com 5 nichos (2 no lado
esquerdo, 2 no lado direito e 1 na regido central) da superficie externa medindo 12 x
6 x 5 mm, para a fixagdo das raizes (SILVA-NETO et al., 2018).

Preparo dos dentes

Setenta incisivos centrais inferiores humanos higidos, recém-extraidos,
provenientes do Banco de Dentes da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto
foram armazenados em solugéo de timol 0,1% a 9°C. Os dentes foram lavados em
agua corrente por 24 h para remocdo dos tracos da solugdo e, em seguida,
submetidos a raspagem para remocao de restos de tecido periodontal ou 0sseo e
limpeza com pedra pomes e agua. Os dentes foram analisados por meio de lupa
estereoscopica (Nikon Inc. Instrument Group, Melville, NY, EUA) a fim de comprovar
a auséncia de defeitos estruturais e formacdo completa da raiz. Foram também
radiografados para verificar a presenca de Unico canal radicular e auséncia de

reabsorgdes internas ou calcificagdes.
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Seccao dos dentes

Os dentes foram seccionados na juncdo amelo-cementaria com discos
acoplados a maquina de corte (Isomet 1000; Buehler Ltda, Lake Bluff, IL, EUA), sob
refrigeracdo, de modo a separar as por¢cdes coronarias e radiculares. Foi realizado
um bisel na juncdo amelo-cementaria com disco diamantado dupla face (KG
Sorensen, Barueri, SP, Brasil) em baixa rotacdo (Kavo, Joinvile, SC, Brasil), com a
finalidade de expor a area de contato da raiz ao biofilme bacteriano. O comprimento
radicular foi padronizado em 10 mm e foi checado com paquimetro de preciséo (Digit
CAL SM; Tesa Technology, Bugnon, Suica). Na Figura 4, tem-se a representacao
esquematica do estudo.
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Figura 4 — A) Incisivos inferiores humanos; B) Dentes levados a cortadeira de precisao; C) Raizes
padronizadas em 10 mm; D) Preparo biomecénico; E) Raizes esterilizadas em autoclave; F)
Verificagdo do comprimento de trabalho apos a esterilizagdo com lima K #40; G) Obturacao das
raizes; H) Grupos experimentais; |) Teste de difuséo; J) Sele¢do dos participantes; K) Moldagem
dos participantes; L) Confeccdo dos dispositivos acrilico; M) Fase intraoral; N) Remogdo das
raizes dos dispositivos; Q) Pesagem do biofilme; P) Congelamento da amostra; Q) Coleta das
raspas de dentina; R) Analise microbioldgica.
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Tratamento dos canais radiculares

A exploracdo dos canais radiculares foi feita com lima manual tipo K nimero
10 (Dentsply Sirona, Filadélfia, PA, EUA), sendo introduzida no interior do canal até
que a ponta coincida com o terco apical. O comprimento de trabalho (CT) foi
determinado recuando-se 1,0 mm do comprimento da raiz. A fim de se evitar a
desidratacédo, as raizes foram mantidas em gazes estéreis umedecidas durante toda
a instrumentacao.

O preparo biomecanico foi realizado pela técnica de instrumentacdo por
movimento rotatério e reciprocante, realizando o preparo cervical com LA Axxess
para remocéao de interferéncias e instrumentacdo por movimento reciprocante com o
sistema Reciproc (VDW GmbH, Munique, Alemanha) com o instrumento R25 no
motor elétrico VDW Silver X Smart (VDW GmbH, Munique, Alemanha),
complementada com o instrumento #40.02 do sistema MTWO (VDW GmbH,
Munique, Alemanha) e irrigagdo com hipoclorito de sddio a 1% (Cloro Rio, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil). Os canais foram irrigados com 2 mL de hipoclorito de soédio a
1% apo6s o uso do instrumento de cada instrumento. A agulha foi inserida o mais
proximo possivel do comprimento de trabalho sem travar. Ap6és 0 preparo
biomecéanico, realizou-se sulcos com discos diamantados nos tercos cervical, médio

e apical com objetivo de facilitar a sec¢éo dos slices ap0s a fase intraoral.

Esterilizagdo das raizes dentais

As raizes dentais submetidas ao preparo biomecéanico foram colocadas em
béqueres contendo &gua destilada estérii e foram individualmente levadas a
autoclave. A esterilizacdo dos fragmentos dentais foi realizada em autoclave a
121°C durante 15 minutos (CASELLATTO et al., 2006; JACOB et al., 2010; SILVA-
NETO et al., 2018), imersos em agua destilada. Apds a esterilizacdo, os espécimes
foram analisados em Microscopio Confocal a Laser (LEXT, 3D Measuring Laser
Microscope OLS 4000, Toquio, Japdo) e nova selecao foi realizada e aquelas que
apresentaram trincas ou fissuras foram excluidas e repostas. Ao final, 70 raizes

foram selecionadas.

Obturacao das raizes
Para a obturacgéo, foi introduzido manualmente o instrumento #40 estéril até

o comprimento de trabalho. Em seguida, foi realizada a aplicacdo de 2 mL de acido
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etilenodiaminotetracético (EDTA) a 17% por 3 minutos, irrigacdo final com 2 mL
hipoclorito de sédio a 1% e na sequéncia, 2 mL de 4gua deionizada por 1 minuto. A
secagem do canal radicular foi realizada com cones de papel absorvente estéril 40
(Dentsply Sirona, Filadélfia, PA, EUA).

A técnica de obturacdo selecionada foi a técnica de condensacéo lateral,
utilizando o cimento a base de resina epoxica (AH Plus; Dentsply Sirona, Filadélfia,
PA, EUA). O cimento foi proporcionado e manipulado de acordo com as instrucdes
do fabricante.

O AH Plus (Dentsply Sirona, Filadélfia, PA, EUA) € um cimento composto por
duas pastas a base de resina epoxica. As pastas foram misturadas em partes iguais
de volume (1:1) até se obter consisténcia homogénea. O tempo minimo de trabalho
é de 4 horas e o tempo de endurecimento é de 8 horas (MARIN-BAUZA et al., 2012;
CHANG et al., 2015).

Apéds a mistura, o cimento foi utilizado em conjunto com cone de guta-percha.
O excesso de material obturador foi removido da entrada do canal com condensador
Fine Medium (Sybron Endo, Glendora, CA, EUA) previamente acoplado ao
dispositivo de geracgéo de calor (Denjoy Dental Co. Ltda., Changsha, Hunan, China).

A seguir, com a guta-percha ainda plastificada, foi realizada a condensacéo
vertical com o condensador manual n°® 2 (Sybron Endo, Glendora, CA, EUA) a frio,
com presséao leve e firme em direcdo apical por 5 segundos. Apos o procedimento
de obturacdo foi realizada a limpeza da cavidade com pequenos fragmentos de

esponja embebidos em &lcool 70°.

Divisdo dos grupos experimentais

Setenta raizes foram divididas em 5 grupos. Catorze raizes que receberam
obturacdo com cimento endodontico e guta-percha e foram destinadas ao grupo
controle. Cinquenta e seis raizes foram divididas em 4 grupos de 14 raizes e foram
restauradas com: cimento de ionébmero de vidro de alta viscosidade (Ketac Molar
EasyMix; 3M/ESPE, St.Paul, MN, EUA), ionémero de vidro fotoativado refor¢cado
com resina composta (Riva Light Cure; SDI Limited, Bayswater, Australia), cimento
de oxido de zinco sem acréscimo de eugenol (Coltosol; Vigodent, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil) e cimento de o6xido de zinco com eugenol (IRM; Dentsply-Sirona,
Filadélfia, PA, EUA).
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Fase intraoral

O estudo foi inicialmente conduzido com 14 (catorze) participantes de ambos
0s sexos. Foi realizado o periodo de calibracdo (lead in) de 7 dias, no qual os
participantes foram instruidos a utilizar a escova dental (Oral-B Indicator 35; Gillette
do Brasil Ltda., Manaus, AM, Brasil) e o dentifricio (Gel Dental Colgate; Colgate-
Palmolive, Osasco, SP, Brasil) fornecidos pelo pesquisador. Apds este periodo, foi
verificada a adaptacdo intraoral dos dispositivos, foram realizados os ajustes,
guando necessarios, e os dispositivos palatinos foram instalados nos participantes.

As raizes tiveram seus 4pices protegidos com restauracdo com resina
composta nanohibrida (Filtek Z250XT; 3M/ESPE, St. Paul, MN, EUA) por meio de
técnica incremental, seguindo as recomendacdes do fabricante. As raizes foram
impermeabilizadas e fixadas com cera em cada dispositivo palatino: uma raiz do
grupo controle negativo (sem material restaurador) e as demais obturadas com um
dos materiais restauradores temporarios analisados no estudo (Figura 5). Para a
disposicdo das raizes no dispositivo foi realizado sorteio prévio para garantir a
aleatorizacdo em cada um dos nichos. A fixacdo destas raizes foi realizada 2 mm
aquém da superficie do dispositivo. Sobre cada uma das raizes fragmentos, foi
fixada uma tela plastica para facilitar o acimulo de biofilme (CHIMELLO et al., 2008;
SOUZA-GABRIEL et al., 2015; SILVA-NETO et al., 2018).

Figura 5 — Dispositivo acrilico pronto para a fase intraoral

O aparelho instalado foi utilizado por 28 dias e a aplicacdo de solucéo foi
iniciada no segundo dia. Os participantes foram instruidos a remover o dispositivo e

gotejar solugdo de sacarose 20% seis vezes ao dia, em cada uma das raizes as
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8:00; 11:00; 15:00; 17:00; 19:00 e 21:00 horas (CHIMELLO et al., 2008; SOUZA-
GABRIEL et al.,, 2015; SILVA-NETO et al., 2018). Cinco minutos depois, 0
dispositivo foi reinserido no ambiente bucal.

Durante o periodo experimental, os participantes puderam higienizar apenas a
porcdo do dispositivo que permaneceu em contato com o palato. Ao término dos 28
dias, as 5 raizes foram removidas dos nichos e realizou-se as coletas de biofilme e
raspas de dentina na luz do canal radicular em fluxo laminar no Laborat6rio de
Pesquisa em Reabilitacdo Oral do Departamento de Protese e Materiais Dentarios
(DMPD) da Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto (FORP-USP). Neste estudo
concluiram o periodo experimental, o total de 11 participantes.

Coleta do biofilme dental

Na manha (8:00 as 9:00 h) do 28° dia do inicio do uso do dispositivo em
acrilico, as telas plasticas fixadas sobre as raizes dentais foram removidas no fluxo
laminar com auxilio de 1amina de bisturi nimero 15, e o biofilme formado sobre cada
uma das raizes foi cuidadosamente coletados com espatula plastica descartavel. Os
biofilmes foram transferidos para tubos eppendorfs pré-pesados em balanca
analitica com sensibilidade de 0,01mg e realizou-se nova pesagem. Apds a segunda
pesagem foram pipetadas 300 pL de TE (10mM Tris-HCIl, 1ImM EDTA, pH 7,6) em
cada tubo eppendorfs e foram armazenadas a - 20° C.

Coleta das raspas de dentina para teste microbiol6gico

Ainda no interior da camara de fluxo laminar, as raizes de cada grupo foram
fragmentadas nos sulcos pré-delimitados com auxilio de martelo e cinzel em 3
blocos de 2 mm de espessura: cervical, médio e apical.

Cada espécime foi fixado em suporte de aluminio estéril com nichos
confeccionado para a fixacdo e coleta de raspas de dentina na Oficina de Preciséo
da Universidade de Sao Paulo (USP-Ribeirdo Preto) e realizou-se a remocéo
sequencial das raspas de dentina da superficie da luz do canal. As raspas de
dentina foram removidas aumentando o didmetro do canal em contra-angulo (Kavo,
Joinvile, SC, Brasil) utilizando-se brocas tronco-conicas diamantadas estéereis (KG
Sorensen, Cotia, SP, Brasil) de diametro crescente 3080 (Broca 1), 3069 (Broca 2) e
4137 (Broca 3) em baixa rotacao. As brocas foram colocadas e retiradas do canal 3

vezes.
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As amostras obtidas com cada uma broca e, em cada um tergo, foram
imediatamente recolhidas e colocadas em eppendorfs pré-pesados. Apds a coleta
realizou-se nova pesagem e pipetou-se 1000 pyL de fluido de transporte reduzido
(RTF) (Tabela 2). As amostras foram armazenadas em caixa térmica de isopor com
gelo e foram enviadas imediatamente ao Laboratério de Bacteriologia da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(FCFRP-USP) para processamento microbiologico e determinacéo do total de micro-
organismos viaveis (meio MMjg), S. mutans (meio SBy,) e E. faecalis (meio m-

Enterococcus).

Tabela 2 — Composicdo para 1000 mL de fluido de transporte reduzido (RTF), adaptado de Syed &
Loesche (1972).

Componentes Quantidade (mL)
Solugé@o mineral n° 1 75
Solucéo mineral n° 2 75

0,1M de EDTA 10

Agua destilada 815

8% Na2CO3* 5
1% dithiothreitol* 20

*adicionar apés autoclave a 120°C a 20 minutos em ambiente asséptico. Preparado com filtro de
membrana estéril (tamanho do poro: 0,22 pm).
3.4 Processamento microbiol6gico
Processamento das amostras
As amostras de raspas de dentina foram homogeneizadas em aparelho
Mixtron (Toptronix, S&o Paulo, SP, Brasil) por 2 minutos, em velocidade maxima e
foram submetidas a diluicdo decimal seriada (de 10 a 107®) utilizando como diluente
RTF. Para cada diluicdo foram utilizadas aliguotas correspondentes a 0,1 mL (100

pL) da amostra inicial em RTF (900 pL por diluigao)

Preparo dos meios de cultura

1. MMy

O meio de cultura MM modificado, para contagem total de micro-organismos
viaveis foi preparado como preconizado Syed e Loesche (1972), como ilustrado na
Tabela 3. Os componentes foram dissolvidos em agua destilada e realizou-se a
autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos, sendo a autoclave aberta
cuidadosamente, logo em seguida, para evitar a caramelizacdo da sacarose. Apds 0

resfriamento foram adicionadas 8% de Na,COj;, 0,05% de menadiona e 1% de
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dithiothreitol e o meio foi entéo, distribuido assepticamente, em placas de Petri de 60
x 15 mm estéreis. Apos a solidificagcdo, as placas foram mantidas em refrigerador, a

4° C e utilizadas no periodo maximo de 7 dias.

Tabela 3 — Composicdo do meio de cultura MM;, modificado.

Componente Fabricante Quantidade
Tryptcase BD BBI Sparks, MD, EUA 1549
Extrato de levedura Difco, Detroid, MI, EUA 0,375 ¢
Hemina Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha 0,75 mg
Lactato de sédio (50%) Synth, Diadema, SP, Brasil 3,6 mL
Formiato de sédio Merck KGaA, Darmtadt, Alemanha 0,759
Nitrato de potassio Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha 0,375¢g
Solugéo mineral n°1 FCFRP-USP 2,85 mL
Solugéo mineral n° 2 FCFRP-USP 2,85 mL
Glicose Synth, Diadema, SP, Brasil 0,75¢
Sacarose Synth, Diadema, SP, Brasil 3759
Agar Difco, Detroid, MI, EUA 11,25g
Agua destilada FCFRP-USP 721,20 MI
8% de Na,CO3* Synth, Diadema, SP, Brasil 3,75 mL
0,05% de menadiona* Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha 0,75 mL
1% de dithiothreitol* Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha 15 mL

*adicionar apés autoclave a 120°C a 20 minutos em ambiente asséptico.

2. SByo

O meio de cultura SBy, para contagem de estreptococcus do grupo mutans foi
preparado como preconizado por (DAVEY & ROGERS, 1984), apresenta a
composicao, conforme a Tabela 4. Os componentes foram previamente pesados em
balanca de precisdo, colocados em baldo volumétrico e dissolvidos em agua
destilada por meio de homogeneizacdo manual. Em seguida realizou-se a vedacéo
dos bal6es com algoddo e envolveu-se a embocadura do baldo com papel kraft e
realizou-se a autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos, sendo a autoclave aberta
cuidadosamente, logo em seguida, para evitar a caramelizacdo da sacarose. Apos 0
resfriamento foram adicionadas 750 pL de solucédo de Bacitracina e o meio foi entao,
distribuido assepticamente, em placas de Petri de 60 x 15 mm estéreis. Apds a
solidificagdo, as placas foram mantidas em refrigerador, a 4° C e utilizadas no

periodo maximo de 7 dias.
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Tabela 4 — Composicdo do meio de cultura SB,, modificado.

Componente Fabricante Quantidade
L-cisteina Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha 1549

Sulfito de sédio Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha 0,375¢g
Acetato de sadio Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha 0,75 mg
Extrato de levedura Difco, Detroid, MI, EUA 3,6 mL
Casitone Difco, Detroid, MI, EUA 0,759
Agar- Agar Difco, Detroid, MI, EUA 0,375 ¢
Sacarose Synth, Diadema, SP, Brasil 2,85 mL
Agua destilada FCFRP-USP 2,85 mL
Bacitracina* FCFRP-USP 750 pL

*adicionar apds autoclave a 120°C a 20 minutos em ambiente asséptico.

3. m-Enterococcus

O meio de cultura m-Enterococcus, para contagem especifica de micro-
organismos foi preparado como ilustrado na Tabela 5. O componente foi
previamente pesado em balanca de precisdo, colocados em baldo volumétrico e
dissolvidos em agua destilada. Em seguida realizou-se o aquecimento do meio até a
fervura e realizou-se a o meio foi entdo, distribuido assepticamente, em placas de
Petri de 60 x 15 mm estéreis. Apds a solidificacdo, as placas foram mantidas em

refrigerador, a 4° C e utilizadas no periodo maximo de 7 dias.

Tabela 5 — Composicao do meio de cultura m-Enterococcus modificado.

Componente Fabricante Quantidade
Enterococcus Agar Difco, Detroid, MI, EUA 315¢g
Agua destilada FCFRP-USP 750 mL

Semeadura do material

Foram depositadas 0,05 mL (50 pL) de cada diluicdo no centro das placas de
Petri (60 x 10 mm) contendo meio de cultura especificos para 0s micro-organismos.
A semeadura foi feita em duplicata. Os meios de cultura utilizados foram: MMjg
(SYED & LOESCHE, 1972) para contagem total de micro-organismos viaveis; SByg
modificado por Souki (1992), seletivo para estreptococos do grupo mutans e Agar m-
Enterococus agar (Difco, Detroid, MI, EUA), seletivo para Enterococcus do grupo

faecalis. Foi efetuada a distribuicdo uniforme com bastdo angulado em L
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previamente esterilizado. Foram realizadas também, semeaduras a partir do material
homogeneizado e dispersado, sem ser diluido.

As placas que continham m-Enterococcus foram incubadas em estufa a 37°C,
em aerobiose durante 4 dias. As placas que continham MM;i, em anaerobiose
(Sistema GasPak EZ) e SB,o modificado foram incubadas em microaerofilia (chama
de vela) por 6 dias.

AplOs o periodo de incubacédo, as colbnias de micro-organismos foram
contadas, determinando-se as unidades formadoras de colénias (UFC) (Figura 6). A
fim de se determinar as UFC/mL, a contagem destas placas foi multiplicada por 20,
ja que foram plaqueadas 50 pL. A média das 2 placas foi utilizada como o valor final

de contagem.
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Figura 6 — A) Dispositivo apds a fase intraoral; B) Remog¢é&o das raizes; C) Coleta de biofilme formado;
D) Pesagem do biofilme em eppendorfs pré-pesados; E) Seccdo em tercos radiculares; F) Raizes
seccionadas em tercos radiculares; G) Fixacdo para coleta de raspas de dentina (cervical, médio e
apical); H) Selecdo das brocas para a remogéo das raspas de dentina; I) Aumento do didmetro da luz do
canal para coleta de raspas; J) Pesagem das raspas de dentina em eppendorfs pré-pesados; K)
Semeadura em meio seletivo para Enterococcus; L) Semeadura em meio seletivo para Streptococcus
(SB20); M)Semeadura para contagem geral de micro-organismos viaveis (MMio); N) Contagem geral de
micro-organismos viaveis; O) Contagem especifica para estreptococcus do grupo mutans; P) Contagem
especifica para Enterococcus.
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Contagem das coldnias

Decorrido o periodo de incubacédo foi efetuada a contagem das unidades
formadoras de colénia (UFC), com o auxilio de estereomicroscépio (Nikon, Téquio,
Japao). A identificacdo presuntiva foi realizada observando-se as caracteristicas
morfologicas especificas das col6nias:

1. EGM: colbnias branca-acinzentadadas ou creme-amareladas, superficie
granular semelhante a vidro moido, pode apresentar ou nado goticula
cintilante de polissacarideo extracelular no topo. As colbnias, algumas
vezes mucoides pode também apresentar-se circundadas por halo incolor,
visivel a olho nu (DAVEY e ROGERS, 1984; SOUKI et al., 1992);

2. E. faecalis: células individuais ou arranjadas distribuidas em cadeias
curtas ou em pares apresentando comumente morfologia ovoide e

coloracédo rosa-avermelhada (GOMES et al., 2002).

3.4. Analise dos dados

A andlise estatistica dos dados desse estudo foi realizada por meio do
software Statistical Package for Social Science para Windows (SPSS 25, SPSS Inc,
Chicago, IL, EUA) com nivel de significancia 5%.

Os dados do teste de difusdo em &gar e os referentes a quantificacdo do
biofilme apresentaram distribuicdo ndo-normal (teste de Shapiro-Wilk, p<0,05), e
desta forma, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e 0 pos teste de
Dunn para comparacdes entre grupos em ambas as anélises.

Os dados para contagem geral, contagem de S. mutans e E. faecalis
apresentaram distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk, p>0,05) e foram analisados
separadamente por Analise de Variancia a dois critérios (material temporario x tercos

radiculares) e teste complementar de Tukey.
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4.1. Estudo in vitro: teste de difusdo em agar

O teste de difusdo em agar mostrou que 0s materiais restauradores
temporarios apresentam atividade antimicrobiana distinta sobre os micro-organismos
avaliados S. mutans (ATCC 25175), E. faecalis (ATCC 4083), E. faecalis (cepa
clinica isolada de participante da pesquisa), e C. albicans (ATCC 1023) (Tabela 6).

Para os micro-organismos S. mutans e E. faecalis ATTC os maiores diametros
dos halos de inibicdo foram verificados nas placas de Petri com discos de CHX
(controle positivo) (p=0,000). Os menores halos de inibicdo foram encontrados nos
discos de CIV foto, CIV AR, OZ e OZE, estatisticamente semelhantes entre si
(p>0,05).

A zona de inibicdo para o E. faecalis do paciente, mostrou que o maior
diametro do halo de inibicdo foi observado nas placas com OZE (p=0,000). Os
discos de CIV foto, CIV AV e OZ apresentaram menor halo de inibicdo, semelhantes
entre si (p>0,05). A CHX mostrou resultado intermediario.

Com relagdo a C. albicans, os discos com OZE apresentaram resultados
similares ao discos com CHX (p>0,05). Os menores valores de zona de inibicéo
foram encontrados nas placas CIV foto, CIV AV e OZ, sem diferenga significante
entre si (p>0,05).

A figura 7 apresenta 0os materiais restauradores temporarios e os halos de

inibicdo formados apo6s 30 dias de incubacédo em estufa bacteriologica.
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Tabela 6 — Valores de média e desvio-padrao (mm) do didametro dos halos de inibicdo dos materiais restauradores temporarios, pela técnica de difusdo em

agar (n=8).
Clorexidina 0,12% CIV fotoativado CIV de alta viscosidade Oxido de zinco sem Oxido de zinco e eugenol P(sig.)
controle (Colgate) eugenol (IRM/Dentsply)
(Riva/SDI) (Ketac Molar/3M Espe) (Coltosol/ Coltene)
S. mutans 19,98 £ 5,88 a* 1,86 + 0,34 b* 1,70 + 0,25 b* 2,07 £ 0,23 b* 2,11 £ 0,22 b* p=0,000
(ATCC 25175)
E. faecalis 13,23+ 2,96 a* 2,34 £ 0,38 b* 2,07 £ 0,24 b* 2,35+ 0,35 b* 2,22 £0,34 b* p=0,000
(ATCC 4083)
E. faecalis 15,15 + 4,34 b* 2,18 £0,38 c* 2,75+0,40 c* 2,62 £ 0,26 c* 22,28 £0,91 a* p=0,000
(paciente)
C. albicans 16,79 + 3,05 a* 2,42 £ 0,27 b* 3,11 +0,35 b* 2,86 + 0,18 b* 19,79 + 4,06 a* p=0,000
(ATCC 1023)
Média + dp 15,46 + 5,76 2,21 +0,40 2,42 +£0,63 2,49 +0,39 8,99 + 0,39

*Letras iguais nas linhas representam valores estatisticamente semelhantes (p<0,05).
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OZE CIV-Av OZE CIV-AV ClV-foto OZ ClV foto

S. mutans

E. faecalis
ATCC

E. faecalis
paciente

C. albicans

Figura 7 — Imagens da Placas de Petri apés 30 dias de incubacdo dos micro-organismos. Setas vermelhas indicam zonas de inibi¢éo
de micro-organismos.
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4.2. Quantificacao do biofilme formado sobre as raizes apos desafio acido

O teste nao-parameétricos de Kruskal-Wallis aplicado aos valores de biofilme,
mostrou haver diferenca estatisticamente significante entre 0s materiais
restauradores temporarios (p=0,002). Ndo houve diferenca para o acumulo de
biofilme sobre as raizes (p=0,342) e para a interagdo dos fatores (0,020).

O menor acumulo de biofilme foi verificado nas raizes seladas com CIV foto
(16mg a) e CIV AV (16mg a) (p<0,05), e ambos néo difeririam estatisticamente do
OZE (48mg ab) e OZ (41mg ab). As raizes sem material temporario apresentaram
maior acumulo de biofilme (90mg b) (p<0,05), também sem diferenca do OZE e OZ.

A tabela 7 contém a quantidade de biofilme na superficie dos espécimes apés

o desafio &cido in situ, nos diferentes grupos experimentais.

Tabela 7 — Valores originais e medianas do acumulo de biofilme (mg) encontrado sobre as raizes
dentais apés a exposicdo em meio bucal, considerando-se os diferentes materiais
restauradores temporarios testados.

Sem CIv CIV de alta Oxido de zinco Oxido de zinco e
material fotoativado viscosidade sem eugenol eugenol
Partic.  restaurador

(controle) (Riva Light  (Ketac Molar/  (Coltosol/Coltene) (IRM/Dentsply)

Cure/SDI) 3M ESPE
1 208,0 11,0 16,0 73,0 14,0
2 64,0 24,0 19,0 41,0 48,0
3 90,0 39,0 22,0 58,0 40,0
4 203,0 121,0 219,0 120,0 226,0
5 75,0 5,0 9,0 33,0 42,0
6 32,0 16,0 8,0 35,0 48,0
7 35,0 12,0 8,0 124,0 58,0
8 105,0 50 16,0 4,0 19,0
9 29,0 50,0 26,0 54,0 49,0
10 120,0 12,0 12,0 9,0 23,0
11 211,0 45,0 15,0 19,0 280,0
Mediana 90,0 b 16,0 a 16,0 a 41,0 ab 48,0 ab

Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significante (Teste de Dunn, p<0,05).

4.3. Eficiéncia da restauracdo temporaria e micro-organismos presentes nos canais
radiculares

4.3.1 Contagem total dos micro-organismos viaveis (meio MMy)
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A Andlise de Variancia a dois critérios (materiais restauradores temporarios x
terco radicular) demonstrou que houve diferenca significante entre os tercos
radiculares (cervical, médio e apical) (p=0,000). Ndo houve diferenca significante
para o material restaurador temporario (p=0,472) bem como, para a interacdo destes
fatores (p=0,586).

O teste complementar de Tukey mostrou o tergo cervical com maior
qguantidade de micro-organismos viaveis (p<0,05), estatisticamente semelhante
(p>0,05) ao terco médio. A menor quantidade de micro-organismo viaveis foi
encontrada no terco apical (Tabela 8). A figura 8 mostra a diminuicdo dos micro-

organismos nos tercgos cervical, médio e apical.

Tabela 8 — Valores de média e desvio padrdo em (log10-UFC/mL) da contagem geral de micro-
organismos, considerando-se os diferentes tercos radiculares.

Tergos radiculares Médias + Desvio padréo
Cervical (2,44 £0,65) b
Médio (2,11+0,71) b
Apical (1,52+1,16) a

Letras mindsculas diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (Teste de Tukey, p
<0,05).

Figura 8 — Contagem geral, em meio MM;, de micro-organismos presentes nos tergos cervical,
médio e apical das raizes submetidas ao desafio acido in situ.
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4.3.2. Contagem de EGM (meio SB3)

A Andlise de Variancia a dois critérios (materiais restauradores temporarios X
tercos radiculares) demonstrou haver diferenga estatisticamente significante para o
material restaurador temporario (p=0,021) e tercos radiculares (p=0,012). Nao houve
diferenca para a interagéo dos fatores (p=0,079).

O teste de Tukey mostrou que 0s espécimes restaurados com OZE
apresentaram 0s menores Vvalores de micro-organismos viaveis (p<0,05),
estatisticamente similares ao CIV foto e o CIV AV (p>0,05). O OZ e as raizes sem
material restaurador apresentaram a maior quantidade de biofilme (p<0,05) e nao

diferiram estatisticamente dos CIVs (Tabela 9).

Tabela 9 — Valores de média e desvio padrdo da contagem de S. mutans em (logl0-UFC/mL),
considerando-se os diferentes materiais restauradores temporarios.

Material Médias + Desvio padréo
Sem material restaurador (Controle) (1,86 +1,11) b
CIV foto - CIV fotoativado (Riva Light Cure/SDI) (1,65 +£0,93) ab
CIV AV - CIV de alta viscosidade (Ketac Molar/3M Espe) (1,53+£0,85) ab
0OZ - Oxido de zinco sem eugenol (Coltosol/ Coltene) (1,78 £0,92) b
OZE - Oxido de zinco e eugenol (IRM/Dentsply) (1,06 £ 1,06) a

Letras minusculas diferentes indicam diferenca significante (Teste de Tukey, p <0,05).
Na contagem de S. mutans, 0os micro-organismos diminuiram de cervical para

apical (Tabela 10).

Tabela 10 — Valores de média e desvio padrdo em mg/mL da contagem de S. mutans em (log10-
UFC/mL) considerando-se os diferentes tercos radiculares.

Terco radicular Médias + Desvio padrao
Cervical (1,92+1,01) b
Médio (1,64 +0,97) ab
Apical (1,28 £0,93) a

Letras minasculas diferentes indicam diferenga estatisticamente significante (Teste de Tukey, p <0,05).

Na figura 9 tem-se a representacdo do comportamento dos materiais

restauradores temporarios no meio SByo.
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\ \
Figura 9 — Notar a maior presenca de S. mutans tego cervical e menor presenca no terco apical
no meio SBy.

4.3.3 Contagem de E. faecalis

A Andlise de Variancia a dois critérios demonstrou haver diferenca significante
para o fator material restaurador temporario (p=0,003) e os tercos radiculares
(p=0,000)

A menor presenca de E. faecalis foi encontrada no OZE (p<0,05)
estatisticamente similar ao CIV foto, CIV AV e OZ, que foram similares entre si
(p>0,05). As raizes sem material restaurador temporario apresentaram maior
acumulo de micro-organismo (p<0,05), sem diferenca significante do CIV foto, CIV
AV e OZ (p>0,05) (Tabela 11).

Tabela 11 — Valores de média e desvio-padrdo em mg/mL da contagem de E. faecalis em (log10-
UFC/mL) considerando os diferentes materiais restauradores temporarios.

Material Médias * Desvio padréo
Sem material restaurador (Controle) 1,72+1,21b
CIV foto - CIV fotoativado (Riva Light Cure/SDI) 1,29+1,11 ab
CIV AV - CIV de alta viscosidade (Ketac Molar/3M Espe) 1,27+ 1,06 ab
0Oz - Oxido de zinco sem eugenol (Coltosol/ Coltene) 1,00+ 1,13 ab
OZE - Oxido de zinco e eugenol (IRM/Dentsply) 0,75+ 0,70 a

Letras mindsculas diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (Teste de Tukey, p <0,05).

O menor acumulo de E. faecalis foi verificado no terco apical e médio

(p<0,05), diferentes do terco cervical (Tabela 12).
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Tabela 12 — Valores de média e desvio padrdo em mg/mL da contagem de E. faecalis em (log10-
UFC/mL), considerando-se os diferentes tercos radiculares.

Terco radicular Médias + Desvio padrao
Cervical (1,55+£1,30) b
Médio (1,29+1,24)a
Apical (0,78 £0,92) a

Letras minusculas diferentes indicam diferenga estatisticamente significante (Teste de Tukey, p <0,05).

A figura 10 apresenta a diminuicdo da contagem do E. faecalis nos
diferentes tercos radiculares.

Cervical

Figura 10 — Imagens das Placas de Petri com incubagdo Enterococcus faecalis. Notar a redugéo de
micro-organismos nos tercos radiculares (de cervical para apical).
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Os materiais restauradores temporarios tém a funcdo de melhorar a fungéo
dental, impedir a progressédo da leséo cariosa e evitar a reinfecgdao dos canais
radiculares (NASERI et al., 2012; MARKOSE et al., 2016; DEVIKA et al., 2016). A
acao antimicrobiana dos materiais restauradores temporarios € importante, pois
reduz as bactérias residuais nos canais e, consequentemente, evita a formacédo de
leséo periapical resistente (MONALEMZADEH et al., 2017; PERALTA et al., 2018).

A atividade antibacteriana dos materiais restauradores temporarios pode ser
avaliada por diversos métodos e o teste de difusdo em agar € considerado o teste
padrdo (HAJIFATTAHI et al., 2016; PERALTA et al., 2018). Esse teste € um método
fisico em que o micro-organismo é desafiado contra substancia biologicamente ativa
em meio de cultura sdlido e relaciona a zona de inibicdo com a capacidade
antimicrobiana do material testado (HEYDER et al., 2013; HAJIFATTAHI et al.,
2016).

Para o teste de difusdo em agar, os resultados deste este estudo mostraram
que independente do micro-organismo avaliado, a maior zona de inibicdo foi
encontrada para os discos embebidos com clorexidina (controle) e nos discos de
OZE, e as menores zonas de inibicdo foram encontradas para CIV foto, CIV AV e
Ooz.

Os bons resultados do cimento de oOxido de zinco e eugenol pode ser
explicado pela capacidade de hidrélise e difusdo do eugenol, reconhecido em
Endodontia por possuir efetiva atividade antimicrobiana e ainda pode justificar a
eliminacao tardia do E. faecalis (MUSHACHE et al., 2015; TENNERT et al., 2016;
PERALTA et a., 2018). Esse material restaurador temporario € amplamente utilizado
na pratica clinica, devido a facilidade de manuseio, insercéo na cavidade bucal e ao
adequado selamento das cavidades (LAl et al., 2007; KOAGEL et al., 2008).

No entanto, O OZE ndo de adere a estrutura dental e apresenta risco
crescente de fratura dentaria devido a expansao tardia desse material (BELLO et al.,
2014; TENNERT et al., 2016). Os residuos de eugenol podem interferir na
polimerizacdo de materiais resinosos, além de alterar a cor da estrutura coronaria
(KOCH et al., 2013). Estudos demonstram resposta inflamatoria significativa aos
tecidos, instabilidade dimensional a variacbes térmicas (KOCH et al.,, 2013;
MUSTACHE et al., 2015; TENNERT et al., 2016).

A baixa atividade antimicrobiana dos cimentos de ionémero de vidro, apos 30

dias, condiz com resultados encontrados na literatura, que afirmam que a liberacéo
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continua de flior tem diminuicdo progressiva e gradual apds a primeira semana de
exposicdo do material ao S. mutans (FUCIO et al., 2016). Outro material que
apresentou baixa atividade antimicrobiana frente aos micro-organismos foi o OZ
(6xido de zinco sem eugenol). O OZ encontrado comercialmente (Coltosol)
apresenta facilidade de aplicacdo e remogdo do material restaurador (TENNERT et
al., 2016). Porém possui como desvantagem, desprender facilmente da cavidade,
baixa acdo antimicrobiana, a expansdo tardia do material o que pode levar a
ocorréncia de trincas e fraturas do remanescente dental (TENNERT et al., 2016;
MUSHASHE et al., 2015).

A exposicéo do tratamento endoddntico ao ambiente bucal, devido a falha do
material restaurador temporario pode levar o contato com agentes quimicos, fisicos
e bioldgicos da cavidade oral e, consequentemente, causar a recontaminacdo do
material obturador por bactérias e ocasionar o insucesso do tratamento endoddntico
(GILLEN et al., 2011; DU et al., 2015; SILVA-NETO et al., 2018). Nesta situacao
clinica pode ser necessaria, a realizacdo do retratamento endoddntico, o que pode
causar maior desgaste do remanescente dental e perda de estrutura de tecido
dentinério (BALTO et al., 2011; DE-DEUS et al., 2018).

Nenhum estudo prévio avaliou a eficiéncia da restauracdo temporaria em
dentes tratados endodonticamente frente ao desafio acido in situ usando dispositivo
acrilico intraoral. Os estudos in situ podem reproduzir a condicdo clinica, ao expor
diretamente no ambiente bucal, os materiais usados no tratamento endoddntico
(VIRTEJ et al., 2006; XUEREB et al., 2015; SILVA-NETO et al., 2018).

Os estudos in situ podem ser conduzidos com um pequeno numero de
participantes e ser realizado em curto intervalo de tempo (CHIMELLO et al., 2008;
SOUZA-GABRIEL et al., 2015; SILVA-NETO et al.,, 2018). No presente estudo,
algumas limitacdes foram identificadas como a selecdo de participantes, dificuldade
em utilizar o dispositivo no periodo de 28 dias, relatos de desconforto do uso do
dispositivo acrilico intraoral. Para minimizar estas dificuldades foram realizados os
ajustes oclusais necessarios nos dispositivos (SOUZA-GABRIEL et al., 2015; HASS
et al., 2016; SILVA-NETO et al., 2018).

Incisivos inferiores humanos foram selecionados por apresentarem pequena
espessura o que possibilitou a inclusdo no dispositivo intraoral de forma confortavel
aos participantes (SILVA-NETO et al., 2018). A solugdo de sacarose gotejada foi

usada sobre as raizes, simulou alto risco céarie e objetivou reproduzir a frequente
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variacdo de pH durante o dia, o que produziu a formacdo de acidos organicos
produzidos pela fermentacdo da sacarose (LI et al.,, 2014; ALI & TAHMASSEBI,
2014; SILVA-NETO et al., 2018).

Diante da necessidade do controle e validacdo do método empregado foi
incluida as raizes dentais preparadas biomecanicamente, esterilizadas, obturadas e
nao restauradas (controle negativo) (SAHA et al., 2010; SIGNORETTI et al., 2013).
Nestas raizes, também foram realizadas as andalises microbiologicas para validagéo
dos resultados encontrados nos materiais restauradores temporarios experimentais.

Os materiais restauradores temporarios selecionados para este estudo ja
foram avaliados em estudos laboratoriais de biocompatibilidade (PORENCZUK et al.,
2019), citotoxicidade (PERALTA et al., 2018; PORENCZUK et al., 2019), atividade
antimicrobiana (HEYDER et al., 2013; MONAJEMZADEH et al., 2017; DEBNATH et
al., 2017) e capacidade de vedacao (NASERI et al., 2012; MARKOSE et al., 2016).

No delineamento experimental, foi empregado o gotejamento de solucdo de
sacarose a 20% para simular dieta cariogénica e estimular a formacdo de &cidos
organicos provenientes da fermentacéo bacteriana (acido latico, acético, propidnico,
succinico e férmico) que também sdo metabolizados para formar polissacarideos
extracelulares e intracelulares, a partir do biofilme bacteriano (LI et al., 2014;
SOUZA-GABRIEL et al., 2015). O uso de telas sobre as raizes permitiu 0 acumulo
de biofilme originado pelo metabolismo bacteriano e evitou o deslocamento do
biofiime formado sobre as raizes para posterior analises (CHIMELLO et al., 2008;
SOUZA-GABRIEL et al., 2015; SILVA-NETO et al., 2018).

A coleta microbiolégica foi realizada em duas etapas. Na primeira etapa, apés
0 28° dia da fase intraoral, foi realizada a coleta do biofilme formado sobre as raizes
e realizacdo imediata de analise do peso do biofilme. Optou-se por realizar a coleta
apos 28 dias por ter sido realizado estudo piloto que comparou 0s micro-organismos
viaveis com diferentes intervalos de tempo (10, t7, t14, t21 e t28 dias) e observou-se
gue a presenca de E. faecalis € viavel aproximadamente com 28 dias de exposi¢cao
da dentina ao ambiente bucal. Na segunda etapa, as raspas de dentina foram
coletadas nos tergos cervical, médio e apical, conforme metodologia consolidada na
literatura (BERBER et al., 2006). Com relacdo a analise da microbiota presente no
biofilme e nas raspas de dentina, optou-se por metodologia aplicada em diversos
trabalhos na literatura considerada segura e eficaz com resultados satisfatorios
(BERBER et al., 2006; SAHA et al., 2010; SIGNORETTI et al., 2013).
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O processamento das amostras foi realizado por meio do método de
estimativa de Unidades Formadoras de Colbnias (log 10-UFC/mL) por ser técnica
mais consolidada em Microbiologia quando se pretende quantificar ou isolar
diferentes grupos de micro-organismos, como os E. faecalis, uma das principais
bactérias causadoras da infeccdo endodéntica (BARTHEL et al., 2002; VIRTEJ et
al., 2006; BERBER et al., 2006; SHARMA et al., 2014).

O biofilme bacteriano € composto de microbiota complexa e diversificada,
com centenas de diferentes espécies de micro-organismos e que exibem maior
resisténcia a agentes antimicrobianos (KRETH et al., 2008; LI et al., 2014). No
ambiente bucal, o biofilme maduro ou estabelecido pode se acumular em superficies
interproximais, sulcos e fissuras, além de se formar novos microambientes, a partir
de falhas marginais na interface dente-restauracao, contribuindo para a sensibilidade
pos-operatoria, carie recorrente, inflamacéo e necrose pulpar (LI et al., 2014; FUCIO
et al., 2016).

A fermentacdo dos carboidratos provenientes da dieta alimentar €
metabolizada pelos micro-organismos presentes no biofilme, que geram acidos que
degradam o tecido mineral e matriz colagena da dentina, além de solubilizarem a
interface adesiva (BANTING et al., 2001; LI et al., 2014). Além disto, a saliva contém
uma variedade de enzimas que podem ter contribuido para a diminuicdo da
eficiéncia dos materiais restauradores temporarios (ROTH et al., 2012). Diante disto,
optou-se pela realizacdo da medicdo do peso do biofilme formado nas raizes, afim
de se identificar qual material restaurador temporario estudado apresenta maior
poder antimicrobiano.

No presente estudo, os resultados do peso do biofilme evidenciaram diferenca
de atividade antimicrobiana dos materiais restauradores temporarios. Verificou-se
gue o CIV, seja o de alta viscosidade ou o fotoativado, apresentam maior
capacidade de inibir a formacdo de biofiime em relagdo aos demais materiais
estudados.

Os ClVs apresentam liberacdo de flor que pode ter inibido o acumulo de
bioflme e a penetragdo de micro-organismos e consequentemente, evitar a
formacéo de lesGes de carie nas margens das restauracbes (TAMILSELVAM et al.,
2013; DE OLIVEIRA et al.,, 2019). No entanto, os materiais contendo CIV séo
sensiveis a técnica e o controle de umidade é obrigatério (TAMILSELVAM et al.,
2013; DE OLIVEIRA et al.,, 2019). Neste contexto, o CIV fotoativado (Riva Light
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Cure) pode ser benéfico pois diminui o contato da 4gua na colocagdo ou no ajuste
resulta na dissolugdo do material devido a presa rapida do material (DE OLIVEIRA et
a., 2019).

O cimento de ionémero de vidro de alta viscosidade (Ketac Molar Easymix) &
uma versdao melhorada de CIV, apresenta biocompatibilidade e alta viscosidade
estabelecida com um aumento de poténcia-liquido com uma taxa de 25% em
comparacdo com o CIV comumente utilizado (TAMILSELVAM et al., 2013; FUCIO et
al., 2016). Particulas vitreas foram inseridas na composi¢cao convencional do CIV
para aumentar a resisténcia mecanica, o que proporciona melhor absor¢cao de forcas
e dissipagbes de tensdes e minimiza a microinfiltragdo na interface dente /
restauracdo (BEIRUTI et al., 2006; TAMILSELVAM et al., 2013). A alta viscosidade
possibilita diminuir o tempo de manipulacédo, pois possibilita maior molhabilidade do
pé pelo componente liquido, apresenta facil insercdo na cavidade dentaria, maior
resisténcia a abrasdo e resisténcia satisfatéria aos esforcos de mastigacédo
(TAMILSELVAM et al.,, 2013). Um relato clinico de 5 anos verificou o
desenvolvimento de lesdo de baixa carie em dentes selados com CIV de alta
viscosidade (BEIRUTI et al., 2006).

Os resultados deste estudo, demonstraram que a presenca de micro-
organismos no interior dos canais radiculares, independentemente da contagem de
micro-organismos, apresentou maior acumulo de bactérias no terco cervical e menor
guantidade de bactérias no terco apical. Estes resultados estdo condizentes com
estudos que mostram que a penetracdo de micro-organismos pode demorar até
aproximadamente 70 dias para migrar do terco cervical para a porcao apical
(TORABINEJAD et al.,1990; NASERI et al., 2012). A contaminacdo de micro-
organismos neste estudo, pode estar relacionada a infiltracdo bacteriana por meio
da cera utilizada para a protecao das raizes que nao dissolveu em volta das raizes.
Além disto, esses micro-organismos tornam-se agentes etiolégicos das periodontites
apicais e podem comprometer o sucesso do tratamento endodéntico.

De modo geral, diante os micro-organismos S. mutans e E. faecalis, os
materiais temporarios OZE, CIV fotoativado e CIV de alta viscosidade apresentaram
resultados similares entre si. O mecanismo antibacteriano do 6xido de zinco envolve
a interagcdo direta das particulas com a superficie celular bacteriana, afetando a
permeabilidade da membrana celular; entdo, essas microparticulas adentram a

célula, induzindo oxidacao, o que resulta na inibicdo do crescimento bacteriano e até
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a morte celular (SABIR et al., 2014; PERALTA et al., 2018). Esse mecanismo esta
associado a um certo grau de citotoxicidade aos tecidos adjacentes (PERALTA et
al., 2018).

Com relacdo ao efeito antimicrobiano dos CIVs, sabe-se que em ambiente
bucal acido, esse material libera ions de célcio de vidro com ag¢do tamponante a
saliva. Os ions vitreos geram microporos na superficie do material temporario e, na
sequéncia, ha a liberacéo de fluoretos ao meio bucal (DE SOUSA-LIMA et al., 2019).
A liberacdo dos fluoretos apresenta maior reatividade quando o CIV € exposto ao
ambiente bucal (DEBNATH et al., 2017; DE OLIVEIRA et al., 2019). Os ions de
fluoreto liberados pelos ClIVs aderem-se a superficie bacteriana e atuam como
bactericida, especialmente nas células do S. mutans (FUCIO et al., 2016).

De modo geral, nenhum dos materiais restauradores testados foi capaz de
impedir a infiltracdo de micro-organismos na superficie das restauracbes e a
penetracdo no interior dos canais radiculares, ap0s a exposicdo direta ao ambiente
acido do meio bucal. Além disto, a infiltracdo de micro-organismos pode estar
relacionada a baixa adesdo do material restaurador temporario ao remanescente
dental (cemento/ esmalte). E importante ressaltar que comparagbes mais
apropriadas ndo puderam ser realizadas em virtude do limitado nimero de trabalhos
in situ em Endodontia.

O modelo experimental deste estudo permite que sejam realizadas novas
investigacbes que correlacionem as demais caracteristicas dos materiais
restauradores temporarios, a fim de evitar a recontaminacdo dos canais e
necessidade de intervencdo endodéntica. Ha ainda a necessidade de andlises
microbiolégicas mais especificas para determinar o comportamento de cada material

a cada micro-organismo.
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Diante da metodologia empregada e com base nos resultados obtidos neste estudo
foi possivel concluir que:

1) O cimento de 6xido de zinco e eugenol apresentou zona de inibicdo de micro-
organismos similar ao da clorexidina;

2) O cimento de ionémero de vidro (CIV) fotoativado e o CIV de alta viscosidade
apresentam a capacidade de inibir o acimulo de biofilme sobre as raizes
dentais.

3) As restauracdes temporarias com Oxido de zinco e eugenol, CIV fotoativado e
o CIV de alta viscosidade reduziram o crescimento de micro-organismos no

interior dos canais quando expostos ao desafio &cido em meio bucal.
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
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Objetivo da Pesguisa:

Hipatese: Nae ha diferenga de comportamento das restauragdes temporarias frenie a desafie acido in situ.
Objetive Primario: O presente estudo tem come objetive geral a analise microbiologica dos canais
radiculares e a eficiéncia da restawragdo temporaria frente ao desafio cide in siu na dentina intraradicular
Objetive Secundario: O estudo possuird os seguintes objetives especificos: 1.Determinar o biofilme formado
sobre as raizes expostas ao ambiente acido; 2. Quantificar 0s micro-organismos Enteroceccus faecalis e
Streptococcus mutans presentes no interier dos tubulos dentinarios em toda a extensao na luz do canal
radicular pelo método da diluigho seriada (UFC); 3 Analisar o perfil de desgaste da dentina/restawagao
temporaria por meio de microscopia confocal de varredura a laser (MCVL)

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos: O tratamento proporciona riscos minimos, ja gue nao machuca, ndo causa dor, sendo assim, nao
CAUSA MiSCHS para 3 sua salde, nem danos aos seus dentes. Benesficios: Como beneficio, recebera
gratuitamente um kit contendo escova dental & creme dental & os resultados encontrades neste estudo
poderdo também ajudar 3 oufras pessoas.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante, importante, bem fundamentada, pesquisadores com experiéncia na area, projeto bem
estnuturado.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo cbrigatoria:
Todos os termios adequadaos.

Recomendagdes:
Aprovado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadeguagdes:
Aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Aprovado conforme deliberado na 206* Reunido Ordinaris do CEPFORP de 2500772017

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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ANEXO B- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Resolucéo n°466/2012 — Conselho Nacional de Saude)

Nds, Reinaldo e Aline, pesquisadores responsaveis pelo projeto de pesquisa intitulado
“Eficiéncia das restauracdes temporarias frente ao desafio acido in situ: integridade da
interface e penetracdo dos micro-organismos nos canais radiculares” convidamos o (a) Sr

(@) a participar desta pesquisa que foi

realizada na Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, sob a orientacdo da Prof2 Dr2 Aline
Evangelista de Souza Gabriel. Este trabalho tem como objetivo avaliar o comportamento de
alguns materiais utilizados apés o tratamento de canal.

Vocé foi moldado (a) com um material mole que endurece aos poucos para copiar as
arcadas superior e inferior da sua boca para que a placa de acrilico fique pronta. A placa de
acrilico é feita com um material transparente (resina acrilica) que contém cinco aberturas com
cinco raizes esterilizadas (sem bactérias) com material que preenche o canal e devera ser
utilizada em duas fases de 14 dias com intervalo de 7 dias entre cada fase.

A placa devera retirada para comer e beber liquidos. Foi entregue a vocé, no inicio da
pesquisa, orientacdes escritas e faladas sobre como utilizar a placa de acrilico que contém
raizes esterilizadas (sem bactérias) com o material que preenche o canal.

Vocé receberd uma solucdo contendo 4gua com acgUcar para ser pingada em cada uma
das raizes, seis vezes ao dia, nos seguintes horarios as 8:00; 11:00; 15:00; 17:00; 19:00 e
21:00 horas. A limpeza da placa deverd ser feita com o creme dental e a escova de dentes
fornecidas pelo pesquisador, escovando apenas parte que fica em contato com o “céu da
boca”.

Vocé esta sendo esclarecido que este tratamento proporciona riscos minimos, ja que
ndo machuca, ndo causa dor, sendo assim, ndo causa riscos para a sua saude, nem danos
aos seus dentes. Havera desconforto da moldagem, na qual o material mole foi inserido mole
em sua boca e ira endurecer em poucos minutos, copiando seus dentes para a confec¢do da
placa de acrilico. Como beneficio, vocé recebera gratuitamente um kit contendo escova dental
e creme dental e os resultados encontrados neste estudo poderdo também ajudar a outras
pessoas. N&o foi oferecido nenhum tipo de pagamento pela sua participagdo na pesquisa,
porém todas as despesas decorrentes de sua participacdo nesta pesquisa foram custeadas
pelos pesquisadores responsaveis e todo seu atendimento foi gratuito. Vocé tem a garantia de
gue em qualguer momento tera o direito de pedir indenizagdo por eventuais danos. Sua
identidade e seus dados foram mantidos em segredo, mas participando desta pesquisa, vocé
autoriza que os resultados obtidos sejam divulgados e publicados em revistas cientificas e tera,
por parte dos pesquisadores, a garantia do sigilo (segredo) que garantem a sua privacidade
(sua identidade permanecerd andénima).

Vocé tera total liberdade para pedir maiores esclarecimentos antes, durante e apds o

desenvolvimento da pesquisa. Se tiver qualquer divida, vocé podera ligar para o pesquisador
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responsavel para pedir qualquer informagdo sobre a pesquisa (PG. Reinaldo Dias da Silva
Neto — Avenida do Café, S/N - Departamento de Odontologia Restauradora, Dentistica -
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — Tel.: (16) 3315-4075/ (16) 98245-0997). Os
dados obtidos a partir desta pesquisa ndo poderdo ser usados para outros fins além dos
previstos por este termo de consentimento livre e esclarecido. Suas reclamacfes e/ou
insatisfacGes relacionadas a sua participacdo na pesquisa poderdo ser comunicadas por
escrito a Secretaria do CEP/FORP/USP, devendo conter seu nome que foi mantido em sigilo
(segredo).

A sua participacdo ndo é obrigatdria, e vocé podera desistir a qualquer momento,
retirando o seu consentimento (autorizagdo). A ndo autorizagdo deste trabalho ndo trara
nenhum prejuizo, penalidade ou represalia de qualquer natureza, em sua relacdo com os
pesquisadores ou com a Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — USP.

Este Termo foi confeccionado em duas vias de igual teor, foram assinadas na ultima
pagina e rubricadas nas demais paginas pelos pesquisadores responsaveis e por Vocé,

participante da pesquisa, ficando uma via com os pesquisadores e outra via com vocé.

Eu ,  portador(a)
do RG , CPF residente a
, ne , na cidade de

, Fone: , Estado de

. Declaro que li, compreendi e concordo com o presente Termo e,
por isso, assino este documento de livre e espontanea vontade.

Ribeirdo Preto, de de 201 .

Assinatura do participante

Reinaldo D. da Silva Neto Prof2 Dr2 Aline E. Souza Gabriel
(16) 98245-0997 (16)99102-0020
(16) 3315-4075 (16) 3315-4075
CPF 060.461.454-30 CPF: 282.928.788-66
Pesquisador responsével Pesquisadora participante

Reinaldo Dias Da Silva Neto (pesquisador responséavel)
E-mail: reinaldodiasneto@usp.br

Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da FORP
Avenida do Café, s/n — Monte Alegre, Ribeirdo Preto — SP — Brasil - CEP: 14040-904
Telefone: (16) 3315-0493.
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ANEXO C - OFICIO DE AUTORIZACAO DA INFRAESTRUTURA
FORP/USP

DA

S - UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
2 | ‘ ‘ FACULDADE DE ODONTOLOGIA DY Kll".ll(\() PRETO

AUTORIZACAO DA INFRA-ESTUTURA NECESSARIA
PARA A REALIZACAO DA PESQUISA

Declaramos. a fim de viahilizar a execuglo da pesquisa intituiada “Eficiéncia das
restauraches temporirias frente ao desafio acido in sit: integridade da interface ¢
penctragio dos micro-orsanismos nos canais radiculares  sob o resp mnsabiidade dots)
pesquisadon es) Reinaldo Dias da Silva Neto ¢ Aline By angelista de Souza Gabnel que 0s
[ aboratdrios de Dentistica ¢ Endodontia do Departamento de Odontologia Restauradora da
Faculdade de Odontologia de Ribeirio Preto da | niversidade de Sao Paulo conta com a infra-
estrutura nocessarta para calizacio da referida pesquisa. bem como para atender eventuals
problemas dela resultantes, atendendo picnamenic § Resolugio 4662012 do Conselin
Nacional de Sadde. bem como as normas complementares do mesmo

Declaramos. ainda gue o (3) referidods) pesquisador(es) estd (30) autorizaco(s) a

utilizar a infra-estrutura necessaria para o desenvolvimento da pesquisa.

Riberrdc ".-u-\!"‘&f i 'v’,‘(_g,".)-,;\'— de 208
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