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RESUMO

LEITE EL. Aderéncia de Escherichia coli em diferentes tempos de
armazenagem e adesdo de elementos sanguineos em materiais restauradores
odontologicos. [Dissertacdo de Mestrado em Clinica Integrada]. Ponta Grossa:

Universidade Estadual de Ponta Grossa, 2016.

A escolha do material para procedimentos restauradores e protéticos em regioes
subgengivais ou proximas as margens da gengiva deve considerar a capacidade de
formagdo de biofime e adesdo de elementos sanguineos. O acumulo de
microrganismos nesta area pode favorecer o desenvolvimento de doencas
periodontais. Além disso, a adesdo do coagulo € essencial para a cicatrizacdo apos
terapia periodontal. Este estudo avaliou caracteristicas superficiais, formacéo de
biofilme (Escherichia coli) e a adesdo de elementos sanguineos em materiais
odontoldgicos. Na formagédo de biofilme avaliou-se os materiais Resina Acrilica (RA)
(n=20); Resina Composta (RC) (n=20); lonébmero de Vidro Autopolimerizavel (l1A)
(n=20); lonébmero de vidro Fotopolimerizavel (IF) (n=20), nos tempos de 1 ano
(Grupo 1) e 24 horas (Grupo 2) de armazenagem em Aagua destilada.
Caracterizacdo inicial: Microdureza Vickers (MV), Microscopia de Forca Atbmica
(Rugosidade) (MFA), Microscopia Eletrénica de Varredura com Fonte de Emisséo de
campo (MEV-FEG). As amostras foram divididas em Grupo Controle (n=10) e Grupo
Experimental (formagé&o de biofilme) (n=10). Novas avaliagbes: MV; MFA; MEV-FEG
— avaliagdo qualitativa; Espectrofotdbmetro e Contagem de UFC/mL- analise de
formacdo de biofilme. Avaliou-se também a ades&o sanguinea pelo indice de
Adeséo de Elementos Sanguineos (IAES) - MEV-FEG, em RA (n=15); RC (n=15); IF
(n=15) e IA (n=15). No Grupo 1 a maior formacao de biofilme foi na RA*, ja no Grupo
2 foi encontrada no IF. Este Ultimo material também apresentou a maior adeséo de
elementos sanguineos. Enquanto que a menor adesdo foi observada na RA.
Conclui-se que as caracteristicas superficiais de materiais restauradores podem agir
de maneira isolada, sem influenciar significativamente a formacé&o de biofilme e que
0S materiais testados apresentaram adeséo de elementos sanguineos de maneira

semelhante. (* Diferenca estatisticamente significante p<0.05).

Palavras-chave: Doenca periodontal, Materiais dentéarios, Biofilmes



ABSTRACT

LEITE, EL. Escherichia coli adherence in different times of storage and blood
elements adhesion in dental restorative materials. [Master's Thesis in Integrated

Clinic]. Ponta Grossa: Ponta Grossa State University, 2016.

The choice of material for restorative and prosthetic procedures in subgingival or
regions near the edges of the gums should consider biofilm formation and blood
adhesion capacity. The accumulation of microorganisms in this area may encourage
the development of periodontal disease. Moreover, the initial blood adhesion is
essential for healing post periodontal therapy. This study evaluated superficial
characteristics, biofilm formation (Escherichia coli) and blood elements adhesion in
dental materials. Evaluation of materials Acrylic Resin (RA) (n = 20); Composite resin
(RC) (n = 20); Self-curing glass ionomer (IA) (n = 20); Light-curing glass ionomer (IF)
(n = 20) in a time of 1 year (Group 1) and 24 hours (Group 2) of storage in distilled
water were performed to biofilm formation analysis. Initial characterization:
Microhardness Vickers (MV), Atomic Force Microscopy (surface roughness) (AFM),
scanning electron microscopy with field emission source (SEM-FEG). The samples
were divided into control group (n = 10) and experimental group (biofilm formation) (n
= 10). New ratings: MV; MFA; FEG-SEM - Qualitative assessment;
Spectrophotometer and Count UFC/mL analysis of biofilm formation. Evaluation of
blood adhesion for Index of the Blood Elements Adhesion (IAES) — FEG-SEM in RA
(n=15); RC (n=15); IF (n=15) and IA (n=15). In the group 1 the greater biofilm
formation was in RA*, whereas in the group 2 was found in IF. This last material
showed the greater blood adhesion. Whereas the lowest blood adhesion was
observed in the RA. It concludes that the surface characteristics of restorative
materials may act of isolated manner, without affect significantly the biofilm formation,
besides that, tested materials showed the blood elements adhesion of similar

manner. (* Statiscally significant difference p<0.05).

Keywords: periodontal disease, dental materials, Biofilms
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1. INTRODUCAO

A Doenca Periodontal (DP) é caracterizada por afetar os tecidos essenciais
de protecdo e suporte do dente. A DP possui envolvimento de varios mediadores
inflamatorios, dentre eles as citocinas, bem como o recrutamento de células de
defesa (Pihlstrom, Michlowicz, Johnson® 2005, Zeng et al.? 2012).

O fator etiolégico priméario desta doenca € o biofilme dental, composto por
microrganismos, encontrados sob a forma de comunidades bacterianas aderidas a
superficies, sejam elas do proprio hospedeiro ou de materiais dentarios e
componentes de implantes (Reddy, Geurs, Gunsolley® 2003, Rabe et al.* 2015). A
formacé&o do biofilme € iniciada pela aderéncia de microrganismos que proporcionam
novas areas de fixagcdo e modificam o ambiente permitindo que outras espécies se
estabelecam. A estabilizacdo destas microcolénias ocorre por meio da sintese de
polissacarideos e proteinas, bem como o sequestro de proteinas do hospedeiro,
dando origem a comunidades bacterianas complexas (Rabe et al.* 2015). Os
achados miscroscopicos mostram evidéncias de que a formacao de biofilme ocorre
também ao longo de rachaduras e defeitos no esmalte. Esse fato sugere que a
formacao de biofilme pode ser dependente das caracteristicas da superficie em que
as bactérias sdo aderidas. Superficies duras, como de materiais restauradores,
podem ser modificadas ao longo do tempo, tanto mecanicamente, pela escovagao
ou polimento, quanto quimicamente, por acidos ou agentes clareadores. Assim, as
caracteristicas de superficie dos materiais dentarios podem ter um efeito sobre esse
mecanismo (Milleding et al.”> 2001, Lima et al.° 2009, Ruttermann et al.” 2012).
Dentre essas caracteristicas estdo a rugosidade superficial e a microdureza (Poggio
et al.2 2009).

A formacdo do biofilme nos materiais dentarios deve ser uma das
caracteristicas a ser avaliada no momento da escolha do material restaurador, pois
tem sido associada com uma das maiores causas de desenvolvimento de doenca
periodontal, sendo responsavel também pela formacdo de carie, principalmente em
restauragfes subgengivais ou préximas a margem gengival (Schweikl et al.® 2013).

Restauracfes subgengivais ou proximas as margens da gengiva como, por
exemplo Classe V, que ocorre no terco cervical da superficie vestibular ou lingual de

todos os dentes, estdo ligadas a questdes estéticas levando o profissional a preferir



18

materiais de coloragéo semelhante ao dente como cimentos de ioné6mero de vidro ou
resinas compostas (Nunes, Keller, Halla Jr'°® 2010, Dionysopoulos, Papadopoulos,
Koliniotou-Koumpia 2014). A relacdo entre os materiais restauradores utilizados
em regides subgengivais e a formacdo de biofilme tem sido extensivamente
estudada. Pesquisas relatam que iatrogenias restauradoras podem propiciar areas
com maior quantidade de microrganismos periodontopatogénicos (Farias et al*
2008).

Além disso, ainda quanto a fase restauradora, resinas acrilicas utilizadas em
procedimentos protéticos provisorios também servem como locais de formacao de
biofilme e com consequente impacto no tecido periodontal. Um dos fatores mais
preocupantes com relacdo a resina acrilica € a alteracdo dimensional, com
possibilidade de desadaptacéo aos tecidos mucosos e falta de retencdo. Além disso,
a ocorréncia de porosidades e aumento da rugosidade tornam-se adicionalmente
preocupantes, com consequente irritacdo dos tecidos adjacentes por meio do maior
actimulo de microrganismos (Goiato et al.* 2000).

Esse acumulo de bactérias nas superficies de materiais restauradores serve
como uma fonte de bactérias na cavidade bucal. Algumas dessas bactérias sao
consideradas patdgenos periodontais, por estarem relacionadas ao biofilme
subgengival e liberacdo de fatores de viruléncia. Entretanto, pesquisas mais
recentes tem relacionado outros microrganismos presentes na cavidade bucal com
participacdo na microflora subgengival, como Escherichia coli (E. coli), que tem sua
patogénese fortemente associada a endotoxinas, como o lipopolissacarideo (LPS)
(Martin, Dailey** 2001).

Outro fator relacionado aos materiais restauradores que pode influenciar na
formacdo de biofilme é a degradacdo ao longo do tempo. A degradacdo constitui a
dissolucdo e desintegracdo dos materiais presentes na cavidade bucal. Esses
fenbmenos podem ter sérias consequéncias nas caracteristicas superficiais dos
materiais e nos mecanismos de formacdo de biofilme, tendo grande impacto nos
tecidos moles adjacentes. Na tentativa de melhorar esses aspectos e diminuir a
degradacdo sao lancados no mercado materiais com melhores propriedades e
diferentes composicfes ou tamanhos de particulas menores como, por exemplo,
compésitos nanoparticulados (Khan et al.*® 2015).

Apbs a resolucdo do quadro inflamatoério e controle do biofilme com a terapia

periodontal, a etapa de cicatrizacdo envolve diversos eventos celulares e
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moleculares. Esses eventos sdo precedidos pela formacdo do coagulo inicial,
considerado primordial para ancoragem de células e protecao da ferida (Polimeni,
Xiropaidis, Wikesjo'® 2006). A adesdo dos elementos sanguineos presentes no
coagulo, a superficie dental ou aos materiais dentarios, € essencial para
restabelecimento dos tecidos periodontais e para os resultados da cicatrizacéo (Leite
et al.'’ 2005).

O tratamento periodontal, muitas vezes, envolve a inter-relacdo com
procedimentos restauradores. As restauracfes subgengivais ou proximas as
margens da gengiva necessitam essencialmente de um cuidado com relagdo as
suas implicacdes e comportamento frente aos tecidos periodontais, seja por meio do
acumulo de biofilme com consequente doenca periodontal ou apds restabelecimento
da satde periodontal por meio da adeséo de células e fibras (Martins et al.'® 2007).

Andlises da adesao de elementos sanguineos na superficie dental tém sido
extensivamente realizadas. Porém, pesquisas envolvendo superficies de materiais
restauradores e seu impacto na adesdo do coagulo inicial ainda sdo escassas
(Guida et al.*® 2010).

A partir dessa perspectiva é possivel analisar questdes ainda pouco
compreendidas envolvendo os mecanismos de formagao de biofilme e ades&o de
elementos sanguineos na relagdo com as caracteristicas superficiais dos materiais
restauradores e as possiveis alteracdes destas ao longo do tempo, que possam ter
grande impacto no desenvolvimento de doencas periodontais. Sendo possivel
assim, avancar nas estratégias de formulacdes de materiais com propriedades
fisicas, quimicas e mecanicas capazes de possuir boa qualidade e uma adequada
relacdo com os tecidos periodontais, além de colaborar com a pratica clinica no
momento da escolha correta do material restaurador.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a formacdo de biofilme
(Escherichia coli) e a adesdo de elementos sanguineos em diferentes materiais
restauradores odontolégicos e suas caracteristicas superficiais, em diferentes

tempos de armazenagem em agua destilada (1 ano e 24 horas apos confeccéo).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA PERIODONTAL

A Doenca Periodontal (DP) pode atingir aproximadamente 90% da populacao
mundial (Pihlstrom, Michlowicz, Johnson' 2005, Zeng et al.? 2012). E uma doenca
caracterizada por afetar tecidos essenciais responsaveis pela protecédo e suporte do
dente, como gengiva, ligamento periodontal, cemento e osso (Li et al.?° 2000, Wolf,
Hassel?* 2006, Zeng et al.? 2012, Usher, Stockley®? 2013). Tem seu inicio marcado
pela inflamacdo na gengiva adjacente aos dentes, porém ainda sem perda das
estruturas de suporte, caracterizando a gengivite. A maior causa de perda dentéaria
em adultos é a periodontite, que envolve a perda de tecido conjuntivo e 0Sso
(Pihlstrom, Michlowicz, Johnson' 2005). A DP envolve uma complexa inter-relacdo
entre citocinas e variados tipos de células (Usher, Stockley®? 2013, Bhuvaneswartl,
Gita, Chandrasekaran® 2014). O fator etiol6gico primario desta doenca é o biofilme
dental (Reddy, Geurs, Gunsolley® 2003, Hanes, Purvis®* 2003, Graves, Li, Cochran®
2011, Son, Shin, Hong?® 2015).

A periodontite possui uma patogénese marcada por uma cascata de reacdes
imunologicas e inflamatérias. Caracteristicas como recrutamento de células de
defesa, participacdo dos anticorpos e liberacdo de mediadores, como as citocinas,
estdo incluidos nessas reagfes e sdo mecanismos fundamentais de protecdo do
hospedeiro (Moosavijazi et al.?’ 2014).

A continuada agressdo bacteriana nos tecidos periodontais altera o0s
mecanismos de homeostasia da resposta do hospedeiro. A consequéncia desse
processo é a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias pelos monécitos e macréfagos
(Zhang et al.?® 2014). Esses mediadores pré-inflamatérios incluem as interleucinas 1
e 6 (IL-1 e IL-6), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), prostandides, como por
exemplo a prostaglandina E, (PGE;) (Khongkhunthian et al.?® 2014) e
metaloproteinases de matriz (MMPs) responsaveis pela degradacdo da matriz
extracelular dos tecidos periodontais (Surlin et al.®*® 2014). Essas citocinas,
principalmente a IL-6, sdo responsaveis também por ativar e estimular a liberagédo de
proteinas da fase aguda, além de alterar o equilibrio de remodelacdo O0ssea tendo
como resultado a reabsorcéo 6ssea (Graves, Li, Cochran® 2011, Carvalho et al.**
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2014).

Para controlar esse processo inflamatério é necessaria uma abordagem
terapéutica tanto por parte do profissional quanto remo¢do mecanica do biofilme
pelo paciente. O tratamento fundamental da doenca periodontal é baseado na
reducdo/remocdo do biofilme por meio do debridamento, com auxilio de
instrumentos ultrassonicos ou instrumentagédo periodontal por meio da raspagem e
alisamento radicular, tendo como resultados esperados o retorno da homeostasia da
resposta do hospedeiro e o estado de salde periodontal (Zare et al.** 2014). Alguns
estudos relatam ainda a indicacdo de terapia antibiética como um tratamento

coadjuvante a esta terapia (Yao et al.>* 2014).

2.2 BIOFILME DENTAL

O biofilme é definido como um polimero revestido por uma comunidade de
microrganismos que se acumula nas superficies (Wilson** 2001). O biofilme dental,
fator chave da doenca periodontal, caracteriza-se por uma pelicula ndo calcificada,
composta por variadas espécies de microrganismos e componentes da saliva,
fortemente aderidos em superficies duras, como o préprio dente ou materiais
restauradores. (Eto, Raslan, Cortelli*®> 2003)

Listgarten, Mayo e Tremblay®* (1975) relataram achados em microscopia
eletrbnica, ap6s 1 dia de obtencdo, com uma grande variedade na morfologia de
cocos. O estudo avaliou o desenvolvimento do biofilme bacteriano, em diferentes
intervalos de tempo, em superficies de resina epoxi, a fim de analisar a ultraestrutura
do biofilme com o minimo de estresse em sua estrutura interna e a participacédo de
determinados microrganismos na patogénese da doenca periodontal. Com uma
semana foram encontradas poucas mudancas, com predominio de cocos ainda,
porém com algumas microcolbnias distintas e o inicio da substituicdo dos cocos por
formas filamentosas. As alteracfes mais marcantes na estrutura do biofilme em trés
semanas consistiram de mudancas de coco-filamentos para um biofilme
predominantemente filamentoso. Além disso, encontraram também a presenca de
bactérias espiraladas associadas ao biofiime subgengival, presentes na regiao
cervical da coroa. As amostras coletadas com dois meses, em geral, apresentaram
maior quantidade de biofilme, com caracteristicas evidentes de densa quantidade de

filamentosas. Na regido que se estendia subgengivalmente foram encontradas
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numerosas espiroquetas e bactérias Gram-negativas. Esses achados convergem
com o estudo de revisdo de Khuller®” (2009), no qual também é relatado que os
primeiros estagios da formacdo de biofilme envolvem a predominancia de cocos
Gram-positivos, em um segundo estagio gradativamente estas espécies se
relacionam com microrganismos fusiformes e em um terceiro estagio, o biofilme se
torna predominantemente formado por bactérias Gram-negativas, que agem nos
tecidos periodontais por meio dos seus fatores de viruléncia, desencadeando
respostas do hospedeiro.

A guantidade e extensédo do biofilme estdo diretamente relacionadas com a
interac&o entre o biofilme e 0 meio ambiente bucal. A composi¢éo e consisténcia da
dieta, a inflamacdo gengival, a composicdo da saliva e as caracteristicas da
superficie, como a rugosidade superficial, sado fortes elementos que podem alterar a
microbiota bucal (Oppermann, Rosing® 2013).

Na regido orofaringea existe um equilibrio dindmico entre a adesdo dos
microrganismos e uma variedade de forcas na direcao de remocao dessas bactérias,
como movimentos friccionais causados pela dieta, lingua e higiene oral, além da
acao do fluido crevicular e da saliva (Poggio et al.® 2009). Inicialmente, na aderéncia
bacteriana ocorre a formacéo do biofilme, que tem sido extensivamente estudada
em varias areas. A hipétese de mecanismo de formacao de biofilme inicial pode ser
explicada por meio de dois pontos de vista basicos, o bioquimico e o fisico-quimico.
O modelo bioguimico envolve componentes de superficie e intera¢des entre ligante-
receptor, como por exemplo, fimbrias e flagelos presentes nas bactérias. No modelo
fisico-quimico, os mecanismos caracterizam-se por forcas eletrostaticas, de Van-der-
Waals e principios termodinamicos (Teughels et al.>*® 2006, Schweikl et al.® 2013).
Um componente importante da matriz protéica do biofilme responsavel pela
formacao de biofilme sé@o as glicoproteinas salivares, que podem tanto promover a
aderéncia quando adsorvidas na superficie dental quanto aglutinar outras bactérias
(Nisengard, Newman*® 1997).

A base da formacao do biofilme para aderéncia dos microrganismos tem sido
descrita da seguinte forma: Fase 1 — transporte para a superficie; Fase 2 —
aderéncia inicial; Fase 3 — fixacdo; Fase 4 — colonizagdo/maturacdo do biofilme
(Teughels et al.>® 2006).
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2.2.1 “PLACA NAO ESPECIFICA”

Os estudos para determinar os agentes etioldgicos das doencas periodontais
iniciaram na Epoca de Ouro da bacteriologia médica (1880 a 1920), na qual 0s
microrganismos de muitas infecgbes bacterianas foram isolados e caracterizados.
Os conceitos iniciais, até aproximadamente o ano de 1970, baseavam-se na
hipétese da “placa ndo especifica”, tendo como tratamento o foco na diminuicao

quantitativa do biofilme (Feres et al.*! 2004).

2.2.2 “PLACA ESPECIFICA”

ApOs essa época da “placa nao especifica”, foi sugerida a hipétese de “placa
especifica”, com a determinagédo da funcdo de microrganismos em diferentes formas
da doenca (Feres et al.** 2004).

A complexidade da ecologia do biofilme subgengival tem sido reconhecida
desde a primeira analise microscépica feita por Van Leeuwenhoek em 1683
(Socransky et al.** 1998).

Socransky e colaboradores* em 1998 realizaram o estudo classico com 185
individuos, sendo 25 com periodonto saudavel e 160 com perda de insercdo. Os
individuos foram acompanhados apds 3 meses de terapia periodontal por meio de
medicdes dos parametros periodontais. Foram coletadas amostras do biofilme
subgengival e analisadas por meio da técnica de hibridizacdo de DNA. As espécies
bacterianas foram divididas em seis niveis de cores de acordo com a associacado
entre elas. As espécies do complexo vermelho, como Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia e Treponema denticola exibiram forte relagdo com bolsas
periodontais, além de terem sido fortemente associadas também ao sangramento a
sondagem. Todas as espécies do complexo laranja, constituido por bactérias como
Fusobacterium nucleatum e Prevotella intermedia, apresentaram similar significancia

na associagdo com o aumento da profundidade de bolsa periodontal.

2.2.3 “PLACA ECOLOGICA”

Nas ultimas décadas uma hipétese que combina conceitos chaves das

hipéteses anteriores tem sido proposta por Marsh*® (1994): a “Hipétese da Placa
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Ecoldgica”. Essa hipétese baseia-se na proposta de que o estado de doenca €
resultante de um desequilibrio causado por estresse ecoldgico na microflora, tendo
como consequéncia 0 aumento na quantidade de microrganismos relacionados a

patogénese da doenca.

2.2.4 “PATOGENOS-CHAVE”

Em 2012 foi proposto um conceito para microbiologia bucal denominado
“Hipotese dos Patdégenos-Chave (The Keystone-Pathogen Hypothesis - KHP)”, por
Hajishengallis e colaboradores. Essa hipdtese propde que certos patégenos, mesmo
gue em baixa quantidade podem desencadear um processo inflamatorio de doenca
por meio do aumento da quantidade da microbiota normal e de uma alteracdo na
sua composicdo (Rosier et al.** 2014). A KHP foi desenvolvida pelas observacdes
das propriedades do microrganismo Porphyromonas gingivalis do complexo
vermelho, estudado por Socransky et al.** (1998). Estudos em animais
demonstraram que P. gingivalis foi capaz de colonizar a cavidade bucal, porém sem
a capacidade de ser o gatilho da doenca periodontal na auséncia de outras
bactérias. Nessa hipdtese, o papel do sistema imune do hospedeiro tem extrema
importancia, com envolvimento da expressao de mediadores como interleucinas 8 e
1-beta (IL-8 e IL-1 beta), moléculas de adeséao intercelular (ICAM) e selectina-E,
responsaveis pela quimiotaxia, migracdo e adesdo dos neutréfilos nos tecidos
periodontais saudaveis. E demonstrado também que existe a presenca de
receptores do tipo toll (TLR), principalmente TLR-1 e TLR-9, mesmo que em menor
namero, em condicdes de homeostasia. Essas explanacbes evidenciam trés
grandes mecanismos da KHP: a manipulacdo da resposta por meio dos receptores
do tipo toll; a expressdo da interleucina 8 (IL-8) e a manipulacdo do sistema
complemento (Rosier et al.** 2014). A presenca dessa interleucina (IL-8) em altos
niveis nos tecidos periodontais saudaveis e seu importante papel como responsavel
pela quimiotaxia dos neutréfilos, juntamente com a ICAM-1 e selectina-E também é
relatada na reviséo de Curtis, Zenobia e Darveau® (2001).

Outra explanacdo interessante na revisdo de Rosier et al.** (2014) é sobre a
interacdo das hipdteses ja estabelecidas, ressaltando fatores determinantes sobre a
gengivite e a periodontite. Partindo do preceito da hipétese da “placa nao

especifica”, foi constatado que TLR-1 e TLR-9 estdo nos presentes no tecido
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gengival, que leva a reconsideracdo de que qualquer colonizacdo bacteriana em
quantidade suficientes no sulco gengival pode ser capaz de desencadear um
processo de gengivite. Além do fato de que bactérias Gram-negativas isoladas nao
foram capazes de desenvolver inflamacéo gengival, na auséncia de microrganismos
Gram-positivos. A hipétese da “placa ecoldgica” também possui papel relevante no
desenvolvimento da gengivite. Espécies bacterianas presentes em condi¢cdes de
salude podem ndo apresentar um papel direto na reacdo inflamatoria, porém
contribuem para condicbes que favorecem o0 crescimento de patdgenos
considerados pro-inflamatoérios. O acumulo de microrganismos comensais pode levar
além do desenvolvimento da gengivite, um aumento no processo inflamatério, do
sangramento gengival a sondagem e do volume do fluido crevicular gengival. Altos
niveis de proteinas e ferro presentes no fluido gengival podem servir como fontes de
nutrientes para bactérias como, por exemplo, Porphyromonas gingivalis, do
complexo vermelho proposto por Socransky et al.** (1998). A periodontite é
resultado de interacbes complexas entre o0 sistema imune do hospedeiro e as
bactérias. Um aumento na quantidade de microrganismos juntamente com os fatores
de viruléncia dos patogenos citados na “keystone-pathogen hypothesis” podem
desencadear a liberacdo de altas quantidades de mediadores proé-inflamatdérios,
alguns deles responséaveis por afetar diretamente o o0sso alveolar, causando
reabsorcdo. Tem sido estabelecido que fatores ambientais e genéticos como a
susceptibilidade genética, estdo ligados também com o aspecto étnico,
polimorfismos nos genes responsaveis pela transcricdo de interleucinas, diferencas
nas expressdes de componentes do sistema complemento e de receptores do tipo
toll. Adicionalmente, a heterogeneidade fenotipica dos microrganismos com grandes
diferencas genéticas em uma mesma espécie bacteriana, pode fazer com que uma
cepa produza mais leucotoxina que outra, por exemplo, aumentando o risco do
individuo desenvolver a doenca. Essa pode ser uma das explicagdes do motivo de
alguns individuos apresentarem gengivite por um curto periodo de tempo e
desencadearem um quadro de periodontite agressiva, enquanto que outros durante
a vida nunca desenvolvem periodontite, mesmo tendo gengivite a longo prazo
(Rosier et al.* 2014).

Essas hipoteses tém sido estudadas a fim de elucidar os complexos
mecanismos existentes no microbioma humano. O entendimento sobre a formacao

de biofilme ainda possui lacunas, tanto em dentes naturais quanto em materiais
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restauradores (Kawai, Urano*® 2001). A diversidade da flora bacteriana presente na
cavidade bucal, adicionalmente a variedade de nutrientes disponiveis, a presenca da
pelicula adquirida, diferencas de temperatura, umidade e forcas, tornam a completa
explicacdo do processo de formacéo de biofilme altamente complexo (Teughels® et
al. 2006, Wang et al.*’ 2014).

2.3 ENTEROBACTERIAS NA DOENCA PERIODONTAL

Na revisdo sistematica de Listgarten e Loomer*® (2003) sobre a identificacéo
da microbiota na conduta das doencgas periodontais, os autores relataram que a
identificacdo microbiolégica pode ser um valioso coadjuvante no plano de tratamento
e que diferentes respostas clinicas ao tratamento podem depender de
microrganismos especificos. Entretanto, se um diagndstico microbiolégico tiver
demasiada influéncia nas decisdes, pode afetar o diagnéstico ou o plano de
tratamento, resultando em um sobretratamento e consequéncias econémicas para o
paciente (Listgarten e Loomer*® 2003).

Ao longo dos anos, uma quantidade substancial de pesquisas tém sido
realizada com intuito de descobrir se determinados microrganismos sao capazes de
serem 0s principais causadores de doengas periodontais, das mais variadas formas.
Algumas espécies tém fortes evidéncias para serem consideradas bactérias
envolvidas especificamente com as doencas periodontais, e sdo chamadas
periodontopatdgenos. Dentre elas pode-se citar: Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum e
Prevotella intermedia (Listgarten e Loomer*® 2003). Porém, alguns patégenos
periodontais ndo sdo considerados membros da microbiota bucal residente, dentre
eles bactérias entéricas e Pseudomonas, que pode indicar que infeccdes
periodontais podem ocorrer na presenca de outras bactérias, mesmo que estas se
encontrem em menor nimero (Listgarten e Loomer*® 2003).

A quantidade de bactérias pode variar bastante, por exemplo, em um sulco
gengival de pacientes saudaveis estdo em nimero aproximado de 10° enquanto que
em bolsas periodontais de individuos com a doenca pode ultrapassar 108 (Pihlstrom,
Michlowicz, Johnson! 2005). A variedade de microrganismos que colonizam a regido
subgengival, as varidveis do hospedeiro, a resposta a infecgcbes e 0 aumento da

quantidade de patdégenos oportunistas quando comparado com as bactérias
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residentes, sdo motivos que podem dificultar a exata compreensao sobre a etiologia
da doenca periodontal. Muitos dos patdégenos periodontais ainda nédo foram
identificados, uma das razdes é a complexidade dos biofilmes e seus mecanismos
de sobrevivéncia e adaptacdo (Pihlstrom, Michlowicz, Johnson® 2005). Cada vez
mais tem aumentado o interesse em identificar microrganismos ndo comumente
encontrados na microbiota subgengival ou que possam ter relagdo com a etiologia
da doenca periodontal. Isso decorre principalmente da busca em entender o que
ocorre em pacientes que respondem de maneira ndo esperada ou que nao
respondem ao tratamento periodontal (Santos et al.*® 2002).

Desde 1960 tem sido descrito um aumento da presenca de Enterobactérias
na cavidade bucal (Sedgley, Samaranayake®® 1994). Alguns microrganismos, como
da familia Enterobacteriacea, podem agir como patégenos oportunistas e colonizar a
cavidade bucal, principalmente em pacientes debilitados que necessitam de
tratamentos a longo prazo com medicamentos como antibidticos ou citotoxicos
(Slots, Rams, Listgarten®! 1988, Conti et al.>®> 2009).

Bactérias da familia Enterobacteriacea e do género Pseudomonas
apresentam fatores de viruléncia que podem aumentar a gravidade da doenca
periodontal. O controle dos microrganismos torna-se, portanto, fundamental para o
sucesso do tratamento. O estudo de Santos et al.*’ 2002 correlacionou a presenca
de Enterobacteriaceae e Pseudomonas presentes na cavidade bucal e em bolsas
periodontais com o estado clinico periodontal de 88 pacientes. Do total de pacientes
analisados, 43% apresentaram estas bactérias na cavidade bucal e em cerca de
15% dos pacientes esses microrganismos estavam presentes nas bolsas
periodontais. O estudo de Slots, Feik e Rams®® (1990) converge com esses dados e
revela que uma grande variedade de Enterobactérias e Pseudomonas podem
constituir uma consideravel parte das espécies subgengivais em pacientes que
sofrem de periodontite severa.

Uma das bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, é Escherichia
coli, microrganismo Gram-negativo, bacilo anaerobio facultativo. A E. coli foi isolada
pela primeira vez por Theodor Von Escheric, em 1885 e € um dos microrganismos
mais extensivamente estudado, utilizado em pesquisas nas mais diversas areas,
sendo a sua endotoxina, o lipopolissacarideo (LPS), considerado o padréo classico

para utilizacdo nos estudos (Nelson et al.>* 1997). Em adultos saudaveis, foi
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encontrado 1mg dessa endotoxina de microrganismos anaerébicos na cavidade
bucal (Leenstra et al.>> 1996).

A chave da patogénese da E. coli é a liberagdo de endotoxinas e citotoxinas,
além da inducdo de citocinas pré-inflamatérias de células epiteliais do hospedeiro.
Seu mecanismo de aderéncia por meio de fimbrias envolve a interacdo com
receptores de superficie das células (Izquierdo et al.>® 2014).

As endotoxinas sdo descritas classicamente como a atividade bioldgica, por
exemplo, do lipopolissacarideo (LPS) presente na membrana externa das bactérias
Gram-negativas. O LPS, um dos principais fatores de viruléncia da E. coli acopla-se
a molécula de expressdo CD-14 na superficie de macréfagos e mondcitos. Além
disso, pode ligar-se a receptores do tipo toll 2 e 4 (TLR-2 e TLR-4), também
expressos nas superficies celulares, dando inicio a uma cascata de multiplas vias de
sinalizacao intracelular. Essa relacéo entre o LPS e as células do hospedeiro resulta
em um aumento da transcricdo de numerosos genes, induzindo a producédo elevada
de quimiocinas, citocinas e varios outros mediadores que formardo a resposta
inflamatoria aguda e crénica no controle da infeccdo. Uma situacdo de bacteremia
sisttmica com bactérias Gram-negativas pode resultar na presenca de LPS na
circulacdo, com consequente liberacdo de citocinas e reagfes da fase aguda. Esse
processo pode levar a coagulacdo nas vias intravasculares, resultando em faléncia
multipla dos 6rgdos (Ebersole et al.>” 2010). As endotoxinas podem ainda prejudicar
0 processo de cicatrizacdo, tendo um papel-chave nos tecidos periodontais (Martin,
Dailey™* 2001).

O lipopolisacarideo (LPS) produzido por Escherichia coli e outras bactérias
como Porphyromonas gingivalis possui consideraveis evidéncias da sua presenca
em dentes com doenca periodontal, tendo forte influéncia na patogénese da doenca.

O LPS é caracterizado por apresentar um efeito marcante em células como
linfécitos, osteoblastos, macréfagos e fibroblastos. Esse mecanismo de acdo nas
células pode causar inflamacao, atraso na cicatrizacdo, osteoclastogénese e inibicédo
do crescimento celular. A inflamagdo nos tecidos periodontais pode resultar da
interacdo entre materiais restauradores e o LPS produzido pelas bactérias Gram-
negativas. Estudos indicam que o LPS de Escherichia coli parece ter uma afinidade
por esses materiais, que pode ser afetada, por exemplo, pelas caracteristicas
superficiais e pH. Se a interacdo entre o LPS e o0s materiais restauradores,

presentes na regiao subgengival ou proximas as margens da gengiva, aumentar 0s
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niveis dessa toxina no fluido gengival pode haver um impacto desfavoravel nas

respostas bioldgicas (Nelson et al.>* 1997).

2.4 CARACTERISTICAS SUPERFICIAIS E A FORMACAO DE BIOFILME EM
MATERIAIS RESTAURADORES

A cavidade bucal fornece um ambiente propicio ao crescimento e formacao
de um biofilme complexo, ou seja, a presenca de espécies bacterianas com uma
grande densidade de células (aproximadamente 10° células/mL em amostras de
saliva humana). Em superficies onde ocorre descamacédo, como o epitélio oral, o
mecanismo de formacéo de biofilme é reduzido. Enquanto que nas superficies em
gue esse processo nao ocorre, por exemplo, dentes e materiais restauradores,
existe uma maior susceptibilidade para essa formacédo de biofilme, tendo como
consequéncia maior chance de ocorréncia de doengas periodontais (Song, Koo,
Ren®® 2015).

A dindmica do processo de formacdo de biofilme € dependente de variaveis
do hospedeiro, tais como dieta, higiene oral, composicdo da microbiota. A
composi¢do do biofiime pode variar de acordo com a superficie, entretanto, os
exatos efeitos que as caracteristicas superficiais podem exercer sobre a formacéao
de biofilme ainda ndo estdo bem esclarecidos. Atualmente estd bem determinado
que a formacdo de biofilme tem como fator chave inicial a aderéncia dos
microrganismos a superficie, porém a descricdo precisa da fisiologia, das interacdes
e da influéncia das propriedades de superficie ainda necessitam de mais pesquisas
(Song, Koo, Ren®® 2015).

Recentemente, tem aumentado o interesse em potenciais interagdes entre a
formac&o de biofilme e os materiais dentarios. E de extrema importancia conhecer e
entender a quantidade ou a composi¢cao dos biofilmes que aderem nos diferentes
materiais restauradores, de acordo com as suas propriedades mecanicas, fisicas e
quimicas (Rudney et al.>® 2012).

Um fator chave e um determinante potencial para aumentar a gravidade da
inflamacé@o gengival na presenca de margens subgengivais de restauracdes € a
impossibilidade de uma higienizacdo bucal efetiva nessas areas (Reeves® 1991).

Por muitos anos 0s materiais restauradores com margens subgengivais foram

associados com a inflamacdo nas doencas periodontais, principalmente porque
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existe uma alteracdo na microbiota subgengival a partir de um perfil de saude para
um estado de doenca. No entanto, segundo Oppermann e Rosing® (2013) estudos
recentes sobre a inter-relacdo entre Periodontia e Odontologia Restauradora
demonstraram novas perspectivas para o entendimento dessa relacdo, com foco na
manuten¢cdo da estrutura dental com condigbes apropriadas. Uma das premissas
mais importantes nessa dindmica € o diagnostico das distancias biolégicas. Para
realizacdo de restauracfes subgengivais ou proximas as margens da gengiva é
necessaria uma avaliacdo meticulosa da condicdo do controle de biofilme pelo
paciente; o estado de saude periodontal e os principios fundamentais dos
procedimentos restauradores, dentre eles a adaptagdo correta das margens da
restauracdo e a escolha adequada do material restaurador. (Opperman, Rosing®®
2013)

Existem quatro fatores relacionados aos materiais que podem influenciar a
extensdo e o grau de inflamac&o gengival: dificuldade em manter um perfil de
emergéncia adequado, término da restauracdo/protese inadequado, avanco da
margem da restauracdo subgengival para uma regido com pouca ou nenhuma
gengiva inserida e, um dos principais, invasdo do espaco biolégico sem um correto
exame e diagnéstico. A prevencdo desses quatro fatores € essencial para reduzir o
impacto negativo das margens localizadas subgengivalmente (Reeves® 1991).

A correlacdo entre a formacéo de biofilme e as caracteristicas da superficie
dos materiais, tais como: rugosidade superficial, energia livre de superficie,
microdureza e composi¢cdo quimica, tem sido extensivamente investigada com o
propdsito de diminuir e prevenir a formacgéo de biofilme por meio da modificacdo da
superficie (Gyo et al.®* 2008). A rugosidade superficial é caracterizada como uma
medida de topografia da superficie de interesse. A microdureza, outra caracteristica
de superficie de igual importancia e bastante estudada, € a propriedade de um
material caracterizada pela resisténcia a uma penetracao permanente.

Andlises microscépicas mostram que a colonizacdo bacteriana ocorre
primeiramente em trincas e microrachaduras no esmalte, o que sugere que as
propriedades da superficie podem interferir na formacao de biofilme. Vale ressaltar
que a formacdo de biofilme, na cavidade bucal, ocorre em todas as superficies
duras, sejam elas do proprio dente ou de materiais restauradores ou componentes

de implantes (Carlén et al.?? 2001).
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Tanto as caracteristicas de superficie das resinas compostas, quanto sua
composicdo tém sido amplamente estudadas na relagdo com a formacao de
biofilme. Uma das principais caracteristicas que pode ter grande influéncia nesse
processo de aderéncia é a rugosidade superficial, com base em resultados de
estudos que encontraram maior formacédo de biofilme em superficies mais rugosas
(Ono et al.?® 2007, Kantorski, Pagani®* 2007, Seabra et al.®® 2011).

Regides criticas para essa formacao de biofilme sdo as que necessitam de
restauracdes cervicais (Classe V), que podem estar situadas em areas subgengivais
ou proximas as margens da gengiva. O controle de biolfime por parte do paciente
deve ser meticulosamente acompanhado, pois as restauracdes presentes néo
devem agir como fatores retentivos de microrganismos, tendo consequéncias graves
de inflamacéo dos tecidos periodontais. Existe uma grande divergéncia com relacéo
ao efeito que restauracdes localizadas em regides subgengivais podem causar no
periodonto (Abboud et al.®® 2008, Dionysopoulos, Papadopoulos, Koliniotou-
Koumpia'! 2014).

No estudo de Kawai e Urano*® (2011) é relatado que embora ja existam
estudos que encontraram menor formagdo de biofiime em porcelanas quando
comparadas a resinas compostas ou amalgamas, quando a porcelana € polida de
forma inadequada sua superficie se torna mais rugosa, com isso 0s autores
sugerem gue a superficie torna-se mais propensa a maior formacéo de biofilme. Por
fim, relatam que a rugosidade de superficie, assim como outras caracteristicas
superficiais dos materiais, podem ser considerados fatores que influenciam na
quantidade do acumulo de microrganismos.

Entretanto, a inflamacdo gengival, consequéncia da presenca dos
microrganismos, ndo teve relacdo significativa com a rugosidade superficial no
estudo de Abboud et al.®® (2008).

Em um estudo realizado por Carlén et al.®? (2001) que analisou resina
composta e iondmero de vidro, quanto a formacdo de biofilme antes e apés
polimento, foi encontrado um aumento marcante na formacéo de biofilme em resinas
compostas apOs polimento. Os autores sugerem que a maior exposicado das
particulas inorganicas apos polimento pode levar ao aumento de irregularidades de
superficie aumentando a formacéo de biofilme, enquanto que esse fato apresentou

menor intensidade no iondmero de vidro testado.
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No estudo de Montanaro et al.®’

(2004) néo foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes na formacao de biofilme entre resinas compostas e
ionbmero de vidro, os achados foram similares quanto a susceptibilidade a formacéao
de biofilme em todos os materiais. Os dados do estudo apontam que a colonizacéo
na superficie de materiais restauradores pode ocorrer na auséncia de proteinas
salivares e que as propriedades dos materiais podem influenciar durante a formagao
de biofilme em situacdes de uma imerséo inicial em meio aquoso. Outro aspecto
importante encontrado é que esse mecanismo de formacdo de biofilme com pré-
exposicdo a fluidos fisiolégicos, como a saliva, pode ter um efeito protetor,
diminuindo a fixagdo bacteriana. Esse processo foi encontrado também em estudo
de Steinberg et al®® (1999), que relatou um papel importante da saliva no controle
dos depdsitos de placa dental em materiais restauradores na cavidade bucal.

Em contrapartida com o0s estudos que encontraram associacao entre

formacdo de biofilme e rugosidade, Feng et al®®

(2015) relataram que a diminuigéo
encontrada na rugosidade superficial do cimento de ionémero testado no estudo
teve baixa influéncia na formacao de biofilme.

No estudo de Poggio et al.® (2009) foi demonstrado que a formacdo de
biofime também ndo foi influenciada pela rugosidade superficial nos materiais
londbmero de Vidro e Resina Composta. Os materiais diferiram entre si quanto ao
valor de rugosidade, porém nao correlacionando com a formacdo de biofilme. Os
autores relatam também que, mesmo o londmero de Vidro apresentando uma
quantidade significativa de fluor, a formacao de biofilme ocorreu de maneira isolada,
sem apresentar reducdo na presenca desse ion. E, por fim o estudo ressalta que os
menores valores de formacdo de biofilme encontrados para a Resina Composta
pode aumentar a longevidade das restauracfes e prevenir o risco de doenca
periodontal.

Esse fato foi encontrado também por Lima et al.® (2009), em que foram
avaliados dentes bovinos e a relacdo de manchas brancas provenientes da
formacdo de biofiime com a rugosidade superficial. N&do foram encontradas
associacdes entre os valores de formacao de biofilme e a rugosidade.

Segundo Bollen, Lambrechts e Quirynen’ (1997) o impacto da rugosidade de
superficie subgengivalmente é muito menor, comparado a regido supragengival,

porque a bolsa periodontal por si s6 oferece um ambiente protetor.
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No estudo de Nelson et al®

(1997) foi realizada uma investigacdo sobre a
afinidade de lipopolisacarideo (LPS) de bactérias Gram-negativas (Escherichia coli)
por materiais utilizados na cavidade bucal e a interferéncia da rugosidade superficial
nesse processo. Nao foi encontrada influéncia significativa da rugosidade superficial
na afinidade do LPS nos materiais. Os autores relatam também que materiais duros,
gue apresentam uma elevada microdureza, tendem a ser mais lisos na cavidade
bucal, pela tendéncia a apresentarem mais resisténcia a abrasdo e

consequentemente podem apresentar menor afinidade ao LPS.
2.4.1 RESINA COMPOSTA

Um dos materiais restauradores mais extensivamente utilizados, tanto em
regibes anteriores quanto posteriores, na prética clinica, é a resina composta. Este
tipo de material possui um grande destaque também com relacdo a tratamentos
ortodonticos, estéticos e de reabilitacdo, especialmente em restauracfes
minimamente invasivas. Entretanto, uma das maiores causas de substituicdo destes
materiais € a formacdo de biofilme em sua superficie ou nas margens, podendo
comprometer a longevidade das restauragdes, além de causar danos aos tecidos
periodontais (Suljak et al.”* 1995, Ono et al.®® 2007, Rudney et al.*>® 2012).

A rugosidade da superficie da resina composta é geralmente influenciada pelo
tamanho das particulas, microdureza e composi¢cdo da matriz. Apds polimento, as
irregularidades formadas ocorrem em torno das particulas de quartzo, como
consequéncia estas particulas podem aumentar a rugosidade do material (Sarac et
al.”> 2006).

Em estudos que comparam a microdureza dos Cimentos de lonémero de
Vidro com a Resina Composta, o compoésito resinoso demonstrou maior
microdureza, com diferencas estatisticamente significativas entre os valores (Fatima
et al.”® 2013).

2.4.2 CIMENTO DE IONOMERO DE VIDRO
Wilson e Kent criaram o Cimento de londémero de Vidro (CIV) em 1971 e

desde entdo este material tem sido cada vez mais utilizado. Dentre suas vantagens

estdo: biocompatibilidade e interacéo a longo prazo com os tecidos dentarios e com
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outros materiais; facil utilizacéo e baixo coeficiente de expanséo térmica. Além disso,
ainda tem como caracteristica marcante a liberacdo e recarga de fldor, que sugere
um efeito remineralizante e antimicrobiano (Leite et al.”* 2013). Assim como a resina
composta, uma das razOes para substituicdo da restauracdo com CIV € o dano
causado pela formagcdo de biofilme, com consequente formacdo de carie e
desenvolvimento de doenga periodontal. Portanto, um material que propicie um meio
com capacidade de inibir o crescimento bacteriano seria de grande interesse clinico
para restauracdes subgengivais ou préximas as margens da gengiva (Feng et al.®
2015).

A composicao basica dos ClIV's € o pé de vidro misturado com o acido
alquendico. Sua adesdo a estrutura dentaria ocorre por meio de um processo
quimico (Nunes, Keller, Halla Jr'° 2010)

Caracteristicas de superficie de restauragbes de ionébmeros de vidro sdo
particularmente importantes, devido ao fato destes materiais serem considerados
mais rugosos e menos duros em comparagdo com a resina composta (Silva,
Zuanon’ 2006, Fatima et al”® 2013).

2.4.3 RESINA ACRILICA

Um dos procedimentos mais importantes na confec¢cdo de proteses parciais
fixas é a realizacdo de coroas provisorias. E um aspecto importante que, mesmo que
a indicacdo dessas pecas protéticas seja para uma vida clinica curta, em muitas
situacdes pode permanecer por um longo prazo na cavidade bucal. Essas situacdes
podem sem encontradas, por exemplo, na relacdo Periodontia e Préotese, em que
para muitos casos a confeccdo de préteses provisdrias torna-se necessaria
previamente ao procedimento cirirgico. Em casos de relacdo com a Ortodontia, nos
quais sdo necessarias restauracdes provisorias para manutencdo de espacos até
finalizacdo do tratamento ortodéntico. Além de reabilitacdes protéticas extensas, que
podem exigir um longo tempo até sua finalizagdo (Seabra et al® 2011).

Radford et al.”® (1999) afirmaram que o material menos frequentemente
estudado quanto a rugosidade superficial e formacdo de biofilme em comparacéo
com outros materiais tem sido a resina acrilica. Portanto, sdo necesséarios mais

estudos sobre as caracteristicas desse material para melhor entendimento sobre sua
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influéncia no processo de formacéo de biofilme, com consequéncias nos tecidos

periodontais.

2.5 DEGRADACAO DE MATERIAIS RESTAURADORES

E de extrema importancia identificar o efeito que a formacdo de biofilme
exerce nos materiais dentarios na cavidade bucal, seja diretamente, por meio da
degradacédo ou alteracéo nas propriedades desses materiais, ou indiretamente, pela
influéncia entre o material e os tecidos adjacentes. Por meio de estudos e pesquisas
com foco no entendimento desses complexos mecanismos de formagéo de biofilme,
€ possivel desenvolver materiais que possuam propriedades desejaveis, com
caracteristicas proprias que limitem o crescimento bacteriano e aumentem o tempo
de vida dos tratamentos restauradores. (Rudney et al.>® 2012).

A degradacdo dos materiais restauradores na cavidade bucal é um aspecto
gue pode influenciar na formacéao de biofilme, um fendmeno complexo que envolve a
desintegracdo e dissolucdo dos materiais. Fatores que envolvem a degradacéo
fisico-quimica como, por exemplo, mudancas de temperatura e presenca de forcas,
podem ter efeito deletério sobre as propriedades mecanicas. Na tentativa de superar
essas influéncias nos materiais, uma nova classe de materiais tem sido introduzida,
denominada nanocompdsitos. As vantagens desses novos materiais sdo a melhora
nas propriedades quimicas e fisicas, a boa resisténcia a compressao e propriedades
mecanicas avancadas (Khan et al.*® 2015).

No estudo de Fatima et al®

(2013) os autores concluiram com seus
resultados que o armazenamento em agua destilada de lonémero de Vidro e Resina
Composta nao alterou a microdureza Vickers dos dois materiais.

Para longevidade das restauragfes € fundamental a resisténcia a degradacao
dos materiais restauradores em ambiente bucal. Estudos relatam que uma maior
rugosidade pode causar uma diminuicdo na resisténcia ao desgaste desses
materiais tornando a superficie significativamente mais porosa e com isso,
susceptivel a formacao de biofilme. Esse desgaste pode levar a infiltragdo marginal
e degradacdo da superficie, tendo impacto direto na longevidade da restauragcao

(Yanikoglu, Duymus, Yilmaz’’ 2009, Braga et al.”® 2010, Munchow et al.”® 2014).

2.6 ADESAO DE ELEMENTOS SANGUINEOS
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A remocdo do calculo por meio do tratamento periodontal basico, com
adequado controle do biofilme pelo paciente, propicia um ambiente favoravel ao
retorno da saude periodontal, sendo a préxima etapa a cicatrizacdo dos tecidos,
considerada um passo crucial para restabelecimento da funcdo e estética
periodontal. Fatores como o grau de contaminagcdo da raiz e a interacdo entre o
coagulo e o tecido conjuntivo sdo extremamente importantes para formacdo dos
tecidos nessa etapa e se opdem a formacao de um epitélio juncional longo (Leite et
al.'” 2005, Dantas et al.?° 2012). Posteriormente a maturacdo da ferida pode ocorrer
uma insercéo fibrosa funcional com cemento e osso alveolar (Leite et al.'” 2005).
Porém, atualmente ainda existe uma lacuna quanto a interacdo entre as fibras
colagenas e o coagulo e também sobre o mecanismo da adesédo dos elementos
sanguineos presentes no coagulo em diferentes superficies na cavidade bucal,
dentre elas os materiais restauradores.

A cicatrizacdo envolve uma série de processos bioldgicos controlados
perfeitamente, com inicio na quimioatracdo de células, finalizando na formacéo e
maturacdo de uma nova matriz extracelular. No processo de cicatrizagao
periodontal, em primeiro lugar, os varios tipos de tecidos agem coordenadamente.
Atualmente, o modelo de cicatrizacdo periodontal baseia-se na hipotese de Melcher
de 1976, a qual propde que a natureza da insercao, estabelecida entre o dente e 0s
tecidos periodontais, depende da origem das células (epitelial, tecido conjuntivo,
0sso alveolar, ligamento periodontal) que irdo repovoar a ferida e que as Unicas
células capazes de promover uma regeneracdo completa sdo células provenientes
do ligamento periodontal e células 6sseas perivasculares (lllueca et al.2* 2006).

No momento inicial, apés a resolucdo do tratamento, o coagulo formado é
extremamente importante para regeneracao periodontal, porque previne a migracao
apical do epitélio durante o processo de cura (Dantas et al.®° 2012).

A formacé&o do codgulo inicialmente é essencial para uma resposta imediata a
qualquer trauma. O coagulo sanguineo tem duas funcbes basicas: proteger
temporariamente os tecidos e atuar como uma matriz proviséria para migracao
celular. E composto por todos os componentes celulares do sangue (incluindo
células brancas, vermelhas e plaquetas) em uma matriz de fibrina, fibronectina do

plasma, vitronectina e trombosporina (Polimeni, Xiropaidis, Wikesjo*® 2006).
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Nesses eventos iniciais ocorre a precipitacdo de proteinas do plasma, como
fibrinogénio, que promovem uma base inicial para adesdo do coagulo rico em fibrina.
Ocorre entdo a infiltracdo de neutréfilos no coagulo e a fagocitose do tecido
necrético e injuriado. Na fase mais tardia o nUmero de neutréfilos diminui e d& lugar
aos macrofagos que removerdo as células vermelhas do sangue, restos teciduais e
neutrofilos, além de liberarem fatores estimuladores e de crescimento (Oda e
Carvalho®? 2004).

A adesdo de elementos sanguineos, por exemplo, apos cirurgias periodontais,
é fundamental para os resultados da cicatrizacdo do trauma. A ligacdo da fibrina
recém formada com as fibras de colageno, durante a primeira etapa desse processo,
sera essencial para o restante dos eventos que serdo responsaveis pela insercéo
dos tecidos (Leite et al.” 2005, Preeja, Janam, Nayar®® 2013). Nessa etapa
cicatricial as plaquetas também tem um papel-chave, pois sdo responséaveis pela
hemostasia, além de produzirem moléculas sinalizadoras que modulam a inflamacéo
e a cicatrizacdo tecidual (Dantas et al.?° 2012).

O processo cicatricial dos tecidos periodontais pode ocorrer em diversos
casos, por exemplo, recobrimentos radiculares de recessdes gengivais ou lesdes de
abrasdo, procedimentos cirargicos para correcdo de alteracdes ou patologias,
cirurgias periodontais para restabelecimento da distancia bioldgica, além da etapa
pos terapia periodontal basica. Em muitos casos a combinacdo da técnica cirargica
com o tratamento restaurador pode ser a solucdo. Restauracdes subgengivais ou
proximas as margens da gengiva podem causar uma alteracdo direta nos tecidos
periodontais, em casos de trauma local por excesso ou falta de restauracdo, ou
promover o acumulo de biofilme tendo como consequéncia a inflamacéo e a doenca
periodontal (Martins et al.® 2007).

Ainda é pouco esclarecida a relacdo entre estas restauracdes subgengivais e
0 mecanismo de cicatrizacdo nos mais diversos materiais que podem ser utilizados
nessas areas, sendo essencial a busca por esse entendimento, para manutencéo da
integridade periodontal. No estudo de Dragoo® (1997) os achados histolégicos
sugeriram aderéncia epitelial e de tecido conjuntivo em restauragdes subgengivais
com lonémero de Vidro modificado por resina durante o processo de cicatrizagao.

18
I

Entretanto, Martins et al™ (2007) ndo encontraram insercdo de tecido 0sseo ou

conjuntivo nos materiais restauradores testados.
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A interagdo entre componentes do sangue e implantes também é de extrema
importancia e ja esta bem documentada sua influéncia na formacdo do coagulo
inicial, com migracdo e diferenciacdo celular, fato que pode ser observado na
adesado de elementos sanguineos com demais superficies presentes na cavidade
bucal. No estudo de Park e Davies® (2000) foi observada a presenca de fibrina e
plaguetas na interface entre o sangue depositado e a superficie dos implantes
testados, com predominancia de células vermelhas em comparacdo com plaquetas
e leucécitos. Os autores analisaram diferentes tipos de superficie de implante e
concluiram que a topografia de superficie pode influenciar na distribuicdo de células
sanguineas, 0 que sugere um particular interesse em estudos que demonstrem esse
mecanismo de distribuicdo das fibras e células nos mais variados tipos de
superficies dos materiais.

Na superficie dental j& estd bem documentada a insercdo de fibrina e células
sanguineas, porém ainda faltam observacdes desses componentes nas superficies
dos materiais restauradores, para proporcionar o melhor entendimento do impacto
nos tecidos periodontais das restauracdes nas regifes subgengivais ou préximas as

margens da gengiva.
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3. PROPOSICAO

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar in vitro a formacdo de biofilme (Escherichia coli) e a adesdo de
elementos sanguineos em diferentes materiais restauradores odontologicos e suas

caracteristicas superficiais.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar a formacgédo de biofilme de Escherichia coli entre os materiais:
resina composta, resina acrilica, cimento de ionédmero de vidro fotopolimerizavel e
iondmero de vidro autopolimerizavel.

- Observar se a Rugosidade Superficial, avaliada por meio de Microscopio de
Forca Atdmica, e a Microdureza Vickers dos materiais odontolégicos terdo influéncia
na formacéo de biofilme.

- Avaliar a formacdo de biofilme de Escherichia coli nos materiais testados
nos tempos de 1 ano e 24 horas de armazenagem em agua destilada.

- Analisar as caracteristicas superficiais dos materiais testados nos tempos de
1 ano e 24 horas de armazenagem em agua destilada.

- Avaliar qualitativamente por meio de Microscopio Eletrénico de Varredura
com Fonte de Emisséo de Campo a presenca de E. coli nos diferentes materiais.

- Analisar quantitativamente a liberacdo de bactérias/particulas desprendidas
dos materiais por meio de Espectrofotdmetro.

- Investigar a Correlacdo das caracteristicas superficiais com a formacéo de
biofiilme nos diferentes materiais testados e entre a Rugosidade Superficial e a
Microdureza Vickers.

- Comparar a adesdo dos componentes sanguineos por meio do indice de
Adesédo de Elementos Sanguineos (IAES) entre Resina Composta, Resina Acrilica,

londmero de Vidro Fotopolimerizavel e lonbmero de Vidro Autopolimerizavel.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS RESTAURADORES UTILIZADOS

Os materiais restauradores utilizados nesse estudo, para o0 ensaio de
formacdo de biofilme, foram: Resina Composta, indicada para restauracdes em
dentes posteriores e anteriores (Empress direct, lvoclar® Vivadent, S&o Paulo, Brasil)
(n=20); Resina Acrilica Autopolimerizavel (Dencodr®, Classico, Sdo Paulo, Brasil)
(n=20); lonébmero de Vidro Autopolimerizavel (Riva self cure, SDI, Sdo Paulo, Brasil)
(n=20) e lonbmero de Vidro Fotopolimerizavel (Riva light cure, SDI, Sado Paulo,
Brasil) (n=20), como apresentados na Tabela 1 e Figura 1.

A resina composta Empress direct® é um compésito nanohibrido,
fotopolimerizavel, utilizada em procedimentos de restauracdo direta nas regides
anterior e posterior. Apresenta tamanho médio de particulas da carga inorgéanica de
550nm. Compfdem a sua porcdo organica: dimetacrilatos (20-21,5% peso;
opalescente 17% peso); copolimero (77,5-79% peso; opalescente 83%); aditivos,
catalisadores e pigmentos. Na fase inorganica possui: vidro de bario, trifluoreto de
itérbio, éxidos mistos, dioxido de silicio, 75%-79 peso,52-59% volume ( opalescente
60,5% peso ou 45% v. ). Uma das suas indicacdes € para casos de restauracfes
Classe V (3M/ESPE, 2013).

A resina acrilica Dencor® (Classico) é um acrilico autopolimerizante com
indicacdes, segundo os fabricantes, para coroas e facetas, confeccdo direta de
préteses provisérias e reembasamentos, sua mistura ocorre por meio de um po e de
um liquido.

Os cimentos de iondmero de vidro, tanto o autopolimerizavel (Riva self cure®)
quanto o fotopolimerizavel (Riva light cure®) em razdo de suas propriedades,
compostos por um po6 de silicato de vidro juntamente com uma solucdo de
copolimero de poliacrilico, sdo indicados para restauracdes classes V, erosdes e

abrasdes cervicais (Sasaki et al.®® 2000)
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Tabela 1. Material, nome comercial, fabricante e lote dos materiais restauradores selecionados.

Material Nome Comercial Fabricante Lote
Resina Composta Empress direct® lvoclar, R67351
Vivadent
Resina Acrilica Dencor® Classico 920121
lonémero de SDI 454213EG
Vidro Riva self cure®

Autopolimerizavel

londmero de SDI J1405201EG
Vidro Riva light cure®
Fotopolimerizavel

| rivaseit cure C€ s
et wa 0297

Figura 1: Materiais testados no estudo.

Nota: A — Resina Composta; B — Resina Acrilica; C — londmero de Vidro Autopolimerizavel; D —
londmero de Vidro Fotopolimerizavel.
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4.1.1 CONFECCAO DAS AMOSTRAS

Foram confeccionadas 20 amostras para cada material em moldes de silicone
cilindricos (medindo 10 x 1,5 mm), seguindo as orientacdes dos fabricantes por um
mesmo operador, com equipamentos de protecao individual (luvas de procedimento,
mascara, oculos de protecdo e gorro).

Para o procedimento de confeccdo das amostras foram utilizadas placas de
vidro e tiras de poliéster. Uma matriz de silicone foi posicionada sobre uma tira de
poliéster sobre a placa de vidro. O preenchimento do molde foi realizado de acordo
com as instrucdes do fabricante para cada material. O molde foi preenchido com
Resina Composta com o auxilio de uma espatula em incrementos de 2 mm, medidos
por meio de uma sonda periodontal. A fotopolimerizacao foi realizada durante 40 s,
uma segunda tira de poliéster e a placa foram posicionadas sobre o molde e o
conjunto foi fotopolimerizado durante 40 s novamente nos dois lados. Os cimentos
de ionébmero de vidro encapsulados foram agitados em amalgamador (Ultramat S,
SDI) durante 10s. Apoés, foram colocados nos moldes com auxilio do Riva Applicator
(SDI) até preenchimento total da matriz em incremento Unico (Figura 2). Para o
iondmero de vidro fotopolimerizavel foi utilizado um tempo de 20 s de exposicdo ao
aparelho de luz em cada lado.

Os materiais foram fotopolimerizados com o aparelho de luz LED Radii (SDI,
Australia), com intensidade de luz de 1200 mW/cm?.

Para evitar sinérese e embebicdo o cimento de ionémero de vidro
autopolimerizavel foi protegido com vaselina sélida (Rioquimica — Induastria
Farmacéutica Ltda).

A resina acrilica foi preparada com a mistura de polimero, por meio da
pesagem em balanca analitica de precisdo e monémero, medido com auxilio de uma
pipeta, na proporcao equivalente ao volume de 3:1, de acordo com as instru¢des do
fabricante. O liqguido (mondémero) foi depositado em pote Dappen e em seguida o p6
(polimero) foi adicionado, os componentes foram misturados com auxilio de espatula
e a resina acrilica foi inserida na matriz. O conjunto foi pressionado sob uma placa
de vidro até completa polimerizagéo.

Apoés 24 horas, o polimento das superficies foi realizado em uma politriz com
refrigeracdo a agua utilizando lixas de papel (carbeto de silicio) granulacdo 600,

1200, 1500 e 2000 (Lima et al.° 2009). A lavagem das amostras foi realizada em
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cuba ultrassonica durante 10 minutos.
As amostras para o ensaio de formagao de biofilme foram ent&o utilizadas

apos 24 horas ou armazenadas em agua destilada durante um ano.

A

Figura 2: Amostra no molde e aplicador para londémero de Vidro encapsulado.
Nota: Em A - amostra no interior do molde de silicone apds confeccdo e em B - a imagem do Riva

Applicator (SDI) utilizado para os londmeros de Vidro encapsulados.
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4.2 GRUPOS DO ESTUDO

Para o ensaio de formacao de biofilme os materiais foram divididos em dois
grupos, de acordo com o tempo de armazenagem (Figura 3):
e Grupo 1: amostras armazenadas durante um ano em agua destilada

e Grupo 2: amostras utilizadas apds 24 horas em agua destilada.

GRUPO1-1ano GRUPO 2 - 24h
(n=40) (n=40)
Formacgdo Formacgdo
Controle de Controle de
biofilme biofilme
RC RC RC RC
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
[%5]
a8
3 RA RA RA RA
oy (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
@
1A 1A 1A 1A
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
IF IF IF IF
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
CONTAGEM CONTAGEM
UFC/mL UFC/mL
E. coli E. coli
MEV-FEG MICRODUREZA ESPECTROFOTOMETRO MFA

Figura 3: Diagrama do delineamento do estudo.

Nota: RA — Resina Acrilica; RC — Resina Composta; IA — lonémero de Vidro Autopolimerizvel; IF —
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londmero de Vidro Fotopolimerizavel; MEV-FEG — Microscopio Eletronico de Varredura com Fonte de
Emissédo de Campo; MFA — Microscépio de Forca Atbmica.

4.3. FORMACAO DE BIOFILME

Para realizacdo do ensaio de formacdo de biofilme as amostras imersas em
agua destilada foram retiradas dos tubos e submetidas a desinfeccao.

Os procedimentos de desinfeccdo foram realizados no interior da camara de
fluxo laminar. O protocolo para desinfeccao foi seguido de acordo com o estudo de
Wang et al*’ (2014). As amostras foram submetidas aos seguintes procedimentos
de desinfeccdo: foram posicionadas em placas de vidro estéreis contendo solucéo
de etanol 70% para desinfeccédo durante 10 min, e em seguida as mesmas amostras
foram mantidas em hipoclorito de sédio a 1% por 1 min, novamente expostas a
solucéo de etanol 70% durante 10 minutos e entdo lavadas em solugéo salina por 1
min (Figura 4). Em todas as solu¢fes durante o tempo de desinfec¢gdo as amostras
foram levemente agitadas. Posteriormente, as amostras foram mantidas sob a luz

ultravioleta (UV) acionada durante 45 minutos de cada lado.

Figura 4: Placa de Petri com amostra imersa em alcool 70° para procedimento de desinfec¢éo.

As amostras foram inseridas de forma asséptica em tubos de vidro contendo
caldo estéril (BHI) e incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C durante 24 horas

para avaliar o processo de desinfeccdo. Caso houvesse crescimento microbiano,
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nova desinfecgéo era entdo realizada. Neste momento os tubos de ensaio contendo
0 meio de cultura (caldo BHI) e a amostra foram preenchidos com 1mL de
suspensdo de Escherichia coli (ATCC 25922) contendo 10° células/mL de acordo

com leitura em espectrofotdmetro (Figura 5).

Figura 5: Inoculagéo da aliquota de 1mL de suspensao contendo o microrganismo E. coli em caldo

estéril para formacgéo de biofilme.

Esta suspensao foi obtida a partir de colonias de E. coli cultivadas em meio de
cultura 4gar MacConkey (HIMEDIA, 0000110500). Os tubos que continham as
amostras imersas em E. coli foram levados a estufa bacteriolégica a 37°C durante

24 horas, com o objetivo de proporcionar a formacéo de biofilme (Park et al.?” 2012)

(Figura 6).
J
j

Figura 6: Tubos contendo caldo utilizado para inoculagéo.
Nota: O tubo da esquerda (A) ndo contaminado, enquanto que o do lado direito (B) apresenta turbidez



47

demonstrando crescimento bacteriano.

ApoOs as 24 horas de incubacdo, dentro da camara de fluxo laminar as
amostras foram retiradas dos tubos e posicionadas em placas de Petri estéreis onde
foram lavadas por 40s em solugéo fisiologica estéril para remocdo das células
bacterianas ndo aderidas. Apds, as amostras foram colocadas em tubos contendo 5
mL de solucdo tampao fosfato (PBS) e os tubos foram agitados vigorosamente
durante 1 min em agitador Vortex para que as células aderidas se desprendessem.

O tampao fosfato (PBS) foi preparado e esterilizado previamente nas
seguintes proporcdes para 1000mL de agua destilada: 8g de NaCl (cloreto de sodio),
0,2g de KCI (cloreto de potéassio), 1,44g de Na,HPO, (fosfato dissddico) e 0,249 de
KH,PO, (fosfato monopotassico). Todas as substancias foram pesadas em balanca
analitica de precisdo e inseridas em Erlenmeyer com a &agua destilada,
posteriormente a solucao foi esterilizada.

Em seguida as amostras foram devolvidas aos respectivos caldos. O numero
de células de E. coli recuperado de cada material foi determinado por meio de
Espectrofotometro (MICRONAL) e contagem de UFC/mL. A leitura em
Espectrofotdmetro foi feita em comprimento de onda de 520nm por meio de
absorbancia. O nimero de UFC/mL foi determinado apés diluicdo até 1072. Aliquotas
de 0,1 mL da suspens&o pura e de cada diluicio (10 e 10®) foram semeadas em
triplicata em agar MacConkey (Figura 7). As placas foram entdo incubadas a
37°C/24h (Nelson et al.>* 1997)

Figura 7: Placa com o meio MacConkey e realizagdo da semeadura com “Swab” de 100puL da
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suspensao com microrganismos.

Em seguida, foi realizada a contagem das unidades formadoras de col6nia
por mililitros (UFC/mL), por meio de um contador de col6nias, com crescimento entre
30 e 300 coldnias (Figura 8).

Figura 8: Agar MacConkey e crescimento de E. coli.
Nota: Formagéo de colbnias de E. coli, apés 24 horas incubadas em estufa a 37°, para contagem de
UFC/mL.

Para os grupos Controle foram realizados os mesmos procedimentos do
grupo Experimental com excec¢do da inoculacdo com E. coli. A leitura em
Espectrofotdmetro foi realizada para posterior comparacdo dos valores entre 0s

grupos Experimental e Controle.

4.4 MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA COM FONTE DE EMISSAO
DE CAMPO - BIOFILME

A formacéo de biofilme tem sido analisada por meio de diferentes métodos. O
Microscopio Eletrénico de Varredura € considerado padrdo ouro para exploracdo da
ultraestrutura de complexos bacterianos (Feng et al.®® 2015).

ApOs as amostras serem submetidas a formacdo de biofilme, foram
observadas em Microscopio Eletrbnico de Varredura com Fonte de emissdao de
Campo (MEV-FEG - Field Emission Gun) (MIRA 3 LMH, TESCAN). As amostras
foram previamente fixadas com glutaraldeido 2,5% durante 4 horas, apés foram
lavadas quatro vezes com PBS, seguidos de dois banhos com agua destilada, entédo
foram desidratadas em solugfes de etanol de 60%, 70%, 80%, 90% e trés vezes em

100% por 10 minutos cada. Posteriormente, foram armazenadas em dessecador por
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um perfodo de 48 horas (Arroyo et al.®® 2014). As amostras foram metalizadas
previamente a andlise, revestidas com uma camada de ouro em metalizador

(SC7620 — Quorum, Inglaterra) (Figura 9).

Figura 9: Metalizacé&o.
Nota: Amostras posicionadas na parte interna do metalizador para receberem o revestimento da

camada de ouro, previamente a andlise em MEV-FEG.

A analise da morfologia superficial dos materiais testados foi realizada em 3
regides de cada amostra com aumentos de 1000x, 5000x e 10000x. As superficies,
tanto das amostras controle quanto dos grupos submetidos a formacgéao de biofilme
foram avaliadas qualitativamente, para caracterizacdo superficial e visualizacdo da

formacao de biofilme por meio de registros feitos como observagdes (Figura 10).

Figura 10: Microscopio Eletronico de Varredura com Fonte de Emisséo de Campo (MEV-FEG).

Nota: Amostras metalizadas posicionadas nos stubs no interior do Microscoépio para analise.

4.5. ANALISE DA RUGOSIDADE SUPERFICIAL
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A analise da rugosidade superficial, para avaliar alteracfes na superficie dos
materiais, foi realizada por meio do escaneamento das amostras em Microscopio de
Forca Atdomica (AFM) (SHIMADZU SPM 9600). Foram utilizadas 3 diferentes areas
para obter 15 medidas de rugosidade para cada grupo (Beyth et al.®® 2008).

Os parametros de rugosidade superficial utilizados foram Ra e Rz e os
valores de cada amostra foram determinados pela média aritmética das trés leituras
nas diferentes areas, expressos em pm.

Para utilizacdo do AFM foram utilizadas areas de 2 x 2 um no modo dinamico.
A ponta utilizada para realizacdo das leituras € a Ponta Analitica para Modo
Dindmico com Revestimento em Aluminio (SHIMADZU) com uma for¢a constante de
42N/m e uma frequéncia de uso de 320m KHZ. Esse modo escolhido causa uma
vibracdo em um dos componentes do AFM, o cantilever, que vibra perto da sua
frequéncia de ressonancia. Por meio das mudancas de amplitude do cantilever
quando se aproxima da amostra, é criada uma imagem dos deslocamentos de altura
da amostra, com movimentacdes da sonda para manter uma amplitude constante
(Figura 11).

O software utilizado para leitura SPM 9600 (SHIMADZU) fornece imagens 3D.
A resolucao utilizada foi de 512 X 512 pixels.

CANTILEVER
M
AMOSTRA

Figura 11: Microscépio de Forca Atdmica e representacdo esquematica do principio basico do modo

de andlise utilizado.

4.6 ANALISE DA MICRODUREZA VICKERS

Uma carga de 0.98N foi utilizada para medidas de Microdureza Vickers

(Fischerscope H100C) em 3 posicOes diferentes para cada amostra. Durante 10
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segundos a carga foi aplicada e cada indentacdo foi medida por meio de
microscépio oOptico. O calculo dos dados foi obtido por meio da média do
comprimento das duas linhas formadas em cada uma das 3 indentacdes para cada
material (Figura 12). As analises de microdureza Vickers foram realizadas
previamente aos procedimentos de formacdo de biofilme e logo apdés para
comparacao (Beyth et al.?® 2008).

Ponta de diamante

Amostra

D=D; + D2(mmt
2

HV = 1,854 x P 0
D2

Posi¢des das
indentacdes
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Figura 12: Representagdo esquemética da Microscopia - Microdureza Vickers.

Nota: As medicdes de cada indentacdo sao realizadas no sentido horizontal (A) representado
esquematicamente na férmula por D; e no sentido vertical (B) representado por D,, sendo a média
das duas representada pela letra D. A Microdureza Vickers de cada regido (total de 3 regibes por

amostra) é representada pela férmula de HV.

4.7 ADESAO DE ELEMENTOS SANGUINEOS

A presente andlise teve inicio apOs aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos, da Universidade Estadual de Ponta Grossa, sob o
Protocolo CEP - 1.302.601.

4.7.1. CONFECCAO DAS AMOSTRAS

Os materiais utilizados nessa analise foram: Resina Acrilica autopolimerizavel
(Dencor®, Classico, Sdo Paulo, Brasil) (n=15); Resina Composta, indicada para
restauracdes em dentes posteriores e anteriores (Empress direct, Ivoclar® Vivadent,
Séo Paulo, Brasil) (n=15); lonbmero de Vidro Autopolimerizavel (Riva self cure, SDI,
Séo Paulo, Brasil) (n=15); lonémero de Vidro Fotopolimerizavel (Riva light cure, SDI,
Séo Paulo, Brasil) (n=15).

As amostras foram confeccionadas como descrito anteriormente no topico
4.1.1.

4.7.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O protocolo para Analise do indice de Adesdo de Elementos Sanguineos
(IAES) foi seguido conforme estudo de Tsurumaki et al*®® (2013).

A coleta do sangue do doador foi realizada por meio de pungéo de 10mL de
sangue com seringa e agulha descartavel. O paciente, um dos pesquisadores,
realizou a leitura e assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Os
exames de coagulacdo e a coleta do sangue foram realizados no Laboratorio
Farmacia Escola da Universidade Estadual de Ponta Grossa, por equipe capacitada.

As amostras foram previamente preparadas em potes pequenos circulares e
identificadas de acordo com o grupo. Os potes foram preenchidos com cera e a

amostra foi fixada para exposicao apenas da superficie a ser analisada.
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O sangue foi depositado sobre as amostras (1 gota por espécime), em todos
0S grupos experimentais, por meio de seringa hipodérmica e agulha (Figura 13).

As amostras foram lavadas, apos 20 minutos, 3 vezes durante 5 minutos com
PBS (tampao fosfatado) pH 7,0 sobre uma plataforma vibratoria. Apds, as amostras
foram identificadas e foi realizada a fixagcdo do componente sanguineo no material
com solucéo de formaldeido 1% em PBS durante 15 minutos. Posteriormente, foram
realizadas 3 lavagens com tempos de 5 minutos de solucdo de tampéo fosfatado.
Em seguida, as amostras foram incubadas em 0,02M de glicina em PBS durante 10
minutos e lavadas novamente. A fixacao foi feita com glutaraldeido 2,5% em solugéo
tampéao fosfatado por 30 minutos e novamente as amostras foram lavadas. Apés, foi
realizada a desidratacdo das amostras com etanol 25%, 50%, 75%, 95% e 100% por
10 minutos em cada solucdo. Posteriormente, as amostras foram entdo

armazenadas em dessecador no minimo durante 24 horas.

Figura 13: Deposicdo do sangue coletado sobre a amostra.

4.7.3 INDICE DE ADESAO DE ELEMENTOS SANGUINEOS (IAES) — MEV-FEG

Apés fixacdo e armazenagem em dessecador, as amostras foram colocadas
em stubs metalicos e metalizadas por meio do recobrimento com uma camada de

ouro em metalizador (SC7620 — Quorum, Inglaterra).
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O MEV-FEG foi operado a 15 kV e obteve-se fotomicrografias nos aumentos
de 1000x, 2000x, 5000x e 10000x.
As imagens obtidas foram analisadas por 1 examinador calibrado, experiente
e “cego” quanto a identificagcdo das amostras. O examinador realizou a descricédo
morfoldgica da superficie (“indice de Adesdo de Elementos Sanguineos” - IAES)
como descrita a seguir (Dantas et al®® 2012, Tsurumaki et al.”® 2013):
e 0 - Auséncia de rede de fibrina e de células sanguineas;
e 1 - Escassa rede de fibrina e/ou de células sanguineas;
e 2 - Moderada quantidade de células sanguineas e rede de fibrina
e 3 - Densa rede de fibrina com grande entrelacamento e células

sanglineas aprisionadas.

4.8 ANALISE DOS DADOS

Os dados da formacédo de biofilme foram expressos em UFC/mL. Apds
verificacdo de normalidade e homogeneidade dos dados (Teste Kolmogorov-
Smirnov; Teste D’Agostino e Pearson; Teste Shapiro-Wilk), foram analisados por
meio dos Testes ANOVA um critério e Teste Tukey para Comparacao Multipla com
p<0,05 e apresentados em gréficos.

Os resultados de confirmagcdo microscopica da formacdo de biofilme do
Microscopio Eletrénico de Varredura com Fonte de Emissdo de Campo (MEV-FEG)
foram obtidos por meio de imagens em aumentos de 1000x, 5000x e 10000x. Para o
MEV-FEG a analise qualitativa estd representada por meio de registros e
observacoes.

Os dados da leitura em Espectrofotometro estdo apresentados em tabela.

Para os resultados da Microdureza Vickers e Rugosidade Superficial foram
aplicados os Testes ANOVA um critério e Tukey para Comparacdo Mdltipla, com
representacfes em graficos. A Rugosidade Superficial foi representada também com
imagens obtidas no Microscopio de Forca Atdmica.

Para andlise de Correlacdo entre as variaveis, os dados foram primeiramente
submetidos a verificagdo de Normalidade (Teste Kolmogorov-Smirnov; Teste
D’Agostino e Pearson; Teste Shapiro-Wilk). Os dados para correlagcdo entre
Rugosidade Ra e Contagem UFC/mL e para correlacédo entre Microdureza Vickers e

Contagem UFC/mL foram analisados por meio do Teste Correlagdo de Spearman,
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pois foram considerados n&o-paramétricos. Ja a correlagdo entre as duas
caracteristicas superficiais Rugosidade Ra e Microdureza Vickers foi analisada por
meio do Teste de Correlacdo de Pearson, pois os dados foram considerados
paramétricos.

Os resultados da Microscopia Eletronica de Varredura com fonte de emissao
de campo para o Indice de Adesdo de Elementos Sanguineos foram expressos em
escores de 0 a 3.

O teste estatistico utilizado para o indice de Adesio de Elementos
Sanguineos foi o Teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis e em caso de valor de
p<0,05 a comparagao entre os pontos médios das amostras era realizada utilizando-

se o teste de Mann-Whitney.
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5. RESULTADOS

5.1 FORMAGAO DE BIOFILME — DETERMINAGCAO DO NUMERO DE UNIDADES
FORMADORAS DE COLONIAS POR MILILITRO

O lonémero de Vidro Autopolimerizavel foi o material que apresentou a menor
média entre todos os materiais e nos dois tempos avaliados. A Resina Acrilica foi o
material que apresentou a maior contagem de UFC/mL na comparacao entre 0s
materiais armazenados durante um 1 ano em &gua destilada, demonstrando
diferenca estatisticamente significante com os outros trés materiais. Houve diferenca
estatisticamente significante ainda, nesse tempo avaliado, entre os dois londmeros
de Vidro testados (Figura 14).

Enquanto que dos materiais armazenados 24 horas, o lonémero de Vidro
Fotopolimerizavel obteve a maior média, porém sem diferencas estatisticamente
significantes entre os materiais (Figura 15).

Foi observada formacdo de biofilme em todos os materiais restauradores

testados (Figuras 16 e 17).
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Figura 14: Representacdo das unidades formadoras de col6nias (UFC/mL) no tempo 1 ano de
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armazenagem.

Nota: A maior média de UFC/mL foi encontrada na Resina Acrilica. Enquanto que a menor pode ser
observada no lonémero de Vidro Autopolimerizavel. As barras representam a média e as linhas acima
das barras representam o erro padrdo das médias, para analise de formacao de biofilme, de acordo
com o tipo de material restaurador e o0 tempo. RA — Resina Acrilica; RC — Resina Composta; IA —
lonbmero de Vidro Autopolimerizavel; IF — londbmero de Vidro Fotopolimerizavel. G1 — grupo
armazenado 1 ano em agua destilada; Diferencas estatisticamente significativas estdo representadas

por [*]. Valor de p<0,05 considerada diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 15: Representacdo das unidades formadoras de colénias (UFC/mL) no tempo 24 horas de
armazenagem.

Nota: A maior média de UFC/mL foi encontrada no lonédmero de Vidro Fotopolimerizavel. Enquanto
gue a menor pode ser observada no londmero de Vidro Autopolimerizavel. Ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os materiais. As barras representam a média e as linhas acima das
barras representam o erro padrdo das médias, para analise de formacdo de biofilme, de acordo com
o tipo de material restaurador e o tempo. RA — Resina Acrilica; RC — Resina Composta; 1A —
lonébmero de Vidro Autopolimerizavel;, IF — londbmero de Vidro Fotopolimerizavel. G2 — grupo
armazenado 24 horas em &agua destilada. Valor de p<0,05 considerada diferenca estatisticamente

significativa.
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A B

C D

Figural6: Agar MacConkey com colonias de Escherichia coli. Grupo - 1 ano de armazenagem.
Nota: A — Resina Acrilica; B — Resina Composta C — londmero de Vidro Autopolimerizavel;, D —

londmero de Vidro Fotopolimerizavel.
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G H

Figura 17: Agar MacConkey com coldnias de Escherichia coli. Grupo — 24 horas de armazenagem.
Nota: E — Resina Acrilica; F — Resina Composta; G — londmero de Vidro Autopolimerizavel; H —

londmero de Vidro Fotopolimerizavel.

5.2 MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA COM FONTE DE EMISSAO
DE CAMPO - BIOFILME

5.2.1 Andlise Qualitativa da Morfologia Superficial

Na andlise qualitativa do MEV-FEG é possivel observar nas imagens que o
material com a menor quantidade de irregularidades na superficie é a Resina
Composta. Os materiais Resina Acrilica, lonémero de Vidro Autopolimerizavel e o
Fotopolimerizavel do grupo 2, apresentaram médias bastante elevadas de
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rugosidade superficial apds serem submetidos a formacdo de biofiime, com a
confirmacdo da presenca de irregularidades topograficas nas imagens em
Microscopia Eletronica de Varredura com fonte de emissao de campo. Para melhor
visualizacdo da formacédo de biofilme foram realizadas imagens em aumento de
10000x nas amostras do grupo Experimental. As imagens das amostras dos grupos
Controle de cada material foram selecionadas com o aumento de 1000x a fim de
caracterizacao da superficie (Figuras 18 e 19).
Identifica-se nas imagens dos materiais com 1 ano de armazenagem, que

existe uma semelhanca nas caracteristicas de superficie dos grupos Controle e dos

grupos Experimentais.

Figura 18: Microscopia Eletrénica de Varredura com Fonte de Emissdo de Campo (MEV-FEG) do
Grupo 1 ano de armazenagem

Nota: Imagens A, B, C e D (Grupo Controle) com aumento de 1000x. Imagens E, F, G e H (Grupo
Experimental) com aumento de 10000x. A e E — Resina Acrilica; B e F - Resina Composta; C e G —

lonémero de Vidro Autopolimerizavel; D e H — londmero de Vidro Fotopolimerizavel.
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Figura 19: Microscopia Eletrénica de Varredura com Fonte de Emissdo de Campo (MEV-FEG) do
Grupo 24 horas de armazenagem

Nota: Imagens A, B, C e D (Grupo Controle) com aumento de 1000x. Imagens E, F, G e H (Grupo
Experimental) com aumento de 10000x. A e E — Resina Acrilica; B e F - Resina Composta; C e G —

londmero de Vidro Autopolimerizavel; D e H — londmero de Vidro Fotopolimerizavel.

5.3 ESPECTROFOTOMETRO

Na andlise de Espectrofotometria, a Resina Acrilica armazenada por um ano
em agua destilada foi o material que apresentou a menor liberacdo de células e
particulas em PBS, com leituras equivalentes a zero, em ambos tempos de
armazenagem analisados. Enquanto que o material que teve maiores leituras foi o

londbmero de Vidro Fotopolimerizavel, também nos dois tempos testados (Tabela 2).



Tabela 2 : Leitura em Espectrofotbmetro dos grupos experimentais e controle.

GRUPO 1 GRUPO 2
RA C1 0.000 RA C2 0.000
RA G1 0.000 RA G2 0.007
RCC1 0.005 RC C2 0.004
RCG1 0.018 RC G2 0.021
IAC1 0.055 IA C2 0.090
IAG1 0.061 IA G2 0.095
IFC1 0.062 IF C2 0.111
IF G1 0.075 IF G2 0.155

5.4 RUGOSIDADE SUPERFICIAL — MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA
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A andlise da rugosidade superficial em Microscopio de Forga Atdmica (MFA)

permitiu a quantificacdo das irregularidades da topografia das superficies dos

materiais, além da observacdo de aspectos tridimensionais tanto dos grupos

controle, quanto dos grupos experimentais nos dois tempos testados.

Foi possivel observar que os materiais do tempo 1 ano de armazenagem que

apresentaram-se mais rugosos tanto no parametro Ra, quanto no parametro Rz

foram os Cimentos de lonémero de Vidro, o Fotopolimerizavel para o parametro Ra

e Autopolimerizavel para o parametro Rz. Ja para o tempo de 24 horas, o material

com maior rugosidade superficial foi a Resina Acrilica, tanto nos valores de Ra,

guanto Rz. Enquanto que os menores valores de rugosidade superficial encontrados

foram relativos a Resina Composta em ambos tempos estudados (Figuras 20 e 21).
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5.4.1 PARAMETRO Ra
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Figura 20: Representacdo da Rugosidade Superficial (parametro Ra) de todos os grupos estudados.

Nota: No gréfico A os materiais do tempo 1 de armazenagem e gréafico B do tempo 24 horas de
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armazenagem.

As barras representam a média e as linhas acima das barras representam o erro padrdo das médias,
para analise de Rugosidade Superficial (pardmetro Ra), de acordo com o tipo de material restaurador
e o tempo. RA — Resina Acrilica; RC — Resina Composta; IA — lonémero de Vidro Autopolimerizavel,
IF — lonémero de Vidro Fotopolimerizavel. G1 — grupo submetido formacéo de biofilme um ano de
armazenamento em agua destilada; G2 — grupo submetido a formacédo de biofiime 24 horas apés
confecgdo. Letras iguais acima dos materiais, minisculas e mailsculas representam diferenga

estatisticamente significativa (p<0,05).

5.4.2 PARAMETRO Rz
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Figura 21: Representagdo da Rugosidade Superficial (parametro Rz) de todos os grupos estudados.
Nota: No grafico A os materiais do tempo 1 de armazenagem e grafico B do tempo 24 horas de
armazenagem.

As barras representam a média e as linhas acima das barras representam o erro padrdo das médias,
para analise de Rugosidade Superficial (par@metro Rz), de acordo com o tipo de material restaurador
e o tempo. RA — Resina Acrilica; RC — Resina Composta; IA — londmero de Vidro Autopolimerizavel,
IF — lonémero de Vidro Fotopolimerizavel. G1 — grupo submetido formacéo de biofilme um ano de
armazenamento em agua destilada; G2 — grupo submetido a formacé@o de biofilme 24 horas apds
confeccdo. Letras iguais acima dos materiais, minasculas e mailsculas representam diferenca

estatisticamente significativa (p<0,05).

As imagens em Microscopia de Forca Atdmica dos materiais testados estao

representadas a seguir (Figuras 22 e 23 ):
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Figura 22: Representacéo ilustrativa da Rugosidade Superficial do Grupo Controle (A, B, C e D) e
Experimental (E, F, G e H) de todos os materiais do Grupo 1 ano de armazenagem.

Nota: A e E - Resina Acrilica; B e F - Resina Composta, C e G — lonébmero de Vidro
Autopolimerizavel; D e H — lonémero de Vidro Fotopolimerizavel. Observa-se maior presenca de
irregularidades em C e D. Identifica-se um padréo bastante semelhante entre as superficies de E, G e
H, porém o material F € o que apresenta a superficie menos rugosa em comparacdo com os demais

materiais.

E F - . H

Figura 23: Representacéo ilustrativa da Rugosidade Superficial do Grupo Controle (A, B, C e D) e
Experimental (E, F, G e H) de todos os materiais do Grupo 24 horas de armazenagem.

Nota: A - Resina Acrilica; B- Resina Composta; C — londmero de Vidro Autopolimerizavel; D —
lonébmero de Vidro Fotopolimerizavel. . Pode-se observar semelhanca no padrdo de picos e vales
entre os materiais A, B, C e D. Observa-se maior quantidade de picos e vales no materiais E, G e H

em comparacdo com o material F, no qual identifica-se uma superficie mais lisa.
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5.5 MICRODUREZA VICKERS

Em relagdo aos dados de microdureza Vickers a analise de variancia
demonstrou que houve diferenga significativa entre os tipos de materiais testados,
porém ndo houve diferenca estatistica na comparacdo dos valores do mesmo
material entre Grupo Experimental e Controle em ambos tempos analisados.

O material que apresentou maior valor de microdureza Vickers foi o lonbmero
de Vidro Autopolimerizavel, enquanto que o material que revelou menor microdureza
Vickers foi a Resina Acrilica, também tanto para 1 ano quanto para 24 horas de

armazenagem em agua destilada (Figura 24).
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Figura 24: Representacéo da Microdureza Vickers de todos os grupos estudados.

Nota: No grafico A os materiais do tempo 1 de armazenagem e grafico B do tempo 24 horas de
armazenagem.

As barras representam a média e as linhas acima das barras representam o erro padrdo das médias,
para andlise de Microdureza Vickers, de acordo com o tipo de material restaurador e o tempo. RA —
Resina Acrilica; RC — Resina Composta; IA — lonémero de Vidro Autopolimerizavel; IF — londmero de
Vidro Fotopolimerizavel. G1 — grupo submetido formagé&o de biofilme um ano de armazenamento em
agua destilada; G2 — grupo submetido a formacéo de biofilme 24 horas apds confec¢éo. Letras iguais

acima dos materiais, mindsculas e maiusculas representam diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05).

5.6 INDICE DE ADESAO DE ELEMENTOS SANGUINEOS (IAES)

Todos os materiais testados apresentaram adeséo de elementos sanguineos
nas suas superficies.

O material que demonstrou maior adesdo de elementos sanguineos foi o
londbmero de Vidro Fotopolimerizavel, enquanto que a menor adesdo ocorreu na
Resina Acrilica, de acordo com as médias apresentadas de cada material (Médias:
IF=1,47; 1A= 1,27; RA=1,13; RC= 1,40).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os materiais no indice
de Adesdo de Elementos Sanguineos, as médias entre os materiais foram muito
semelhantes.
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O escore com maior frequéncia entre os materiais foi o escore 1 (71,7%), que

indica escassa rede de fibrina e de células sanguineas (Tabela 3).

Tabela 3: Frequéncia do indice de Ades&o de Elementos Sanguineos nos grupos estudados (n=15

para cada material).

Escore 1A IF RA RC
0 0 0 0 0
1 12 9 13 9
2 2 5 2 6
3 1 1 0 0
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Figura 25: Microscopia Eletrénica de Varredura com Fonte de Emissdo de Campo (MEV-FEG) da
Adesao de Elementos Sanguineos nos quatro materiais testados.

Nota: Imagens com aumento de 2000x. A — londmero de Vidro Autopolimerizavel; B — londbmero de
Vidro Fotopolimerizavel; C — Resina Acrilica; D — Resina Composta.

SEM N 150 kY Wk 94.76 mam MRAD TESCAM SEM I 150 kY WO: 1492 mm i 1 MIRAD TESCAN
View Betd: 66.2 ym Dot S£ 20 ym View tiedd. 69.4 jum Det: SE 20 =

SEM MAGE 2,00 kx  Dasefmeavy): Beae5 Pertanmance in nanoapace SEMMAG: 2.00 kx Datepmiayr 100115 Parfonmance in AANOSPOCH



71

Y 4

79&!"\‘ 150 kv W 14.65 man SEM NV 15.0 %V WO 14.71 mm | i | l MIRAD TESCAN
=n

View Betd: 66.2 pmt Det SE View et 69,3 jn Det: SE 2
SEM MAG 2,00 kx  Datedmudly). 001115 Perfanmance in NANNSpacs SEM MAG: 2.00 kx  Datopmiay) 002015 Parfommance in ARNOSPOCS

Figura 26: Representagéo ilustrativa da Microscopia Eletrdnica de Varredura da Adeséo de
Componentes sanguineos dos materiais testados.

Nota: Imagens com aumento de 2000x. A — londmero de Vidro Autopolimerizavel; B — lonémero de
Vidro Fotopolimerizavel; C — Resina Acrilica; D — Resina Composta. E possivel notar a presenca de

plaguetas em algumas amostras de cada material.

5.7 CORRELACAO DAS VARIAVEIS

Para verificar correlacdo entre as variaveis do estudo, entre as caracteristicas
superficiais e a formacédo de biofilme foi aplicado um teste estatistico de Correlagao.

Na andlise entre as variaveis Rugosidade — Ra e Contagem UFC/mL néo foi
observada correlagéo (Figura 27). Entretanto na andlise das variaveis Microdureza
Vickers e Contagem/mL houve correlacdo estatisticamente significativa (Figura 28).

Foi realizada ainda, uma andlise entre Rugosidade — Ra e Microdureza
Vickers, para avaliar possivel correlacdo entre as préprias caracteristicas dos
materiais (Figura 29). Nao foi identificada correlacdo estatisticamente significativa
entre as duas propriedades.
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Figura 27: Representacédo da analise de Correlacao entre as variaveis testadas Rugosidade — Ra e

Contagem UFC/mL.

Nota: N&o foi observada correlagdo estatisticamente significativa entre as duas variaveis (p=0,3155).

Valor de p<0,05 considerada diferencga estatisticamente significativa.
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Figura 28: Representagéo da analise de Correlagdo entre as variaveis testadas Microdureza Vickers e

Contagem UFC/mL.

Nota: Foi observada uma correlagdo estatisticamente significativa entre as duas variaveis (p=0,0380).

Valor de p<0,05 considerada diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 29: Representagéo da analise de Correlagdo entre as variaveis testadas Microdureza Vickers e
Rugosidade - Ra.
Nota: N&o foi observada correlagdo estatisticamente significativa entre as duas variaveis (p=0,5164).

Valor de p<0,05 considerada diferenca estatisticamente significativa.
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6. DISCUSSAO

A complexa relagdo entre os microrganismos presentes na cavidade bucal e
sua aderéncia nos diferentes tipos de superficie tem sido associada a variados
processos infecciosos e inflamatorios, tanto em tecidos moles quanto duros
(Rashid® 2014).

O mecanismo de formacéo de biofilme inicial possibilita um ambiente propicio
a fixacdo e crescimento de diversas espécies consideradas patogénicas, as quais
possuem fatores de viruléncia. Essa comunidade bacteriana, denominada biofilme, é
o fator etiolégico primario ligado a destruicéo dos tecidos periodontais (Rabe et al.*
2015).

Como descrito, essa caracteristica patogénica marcada pela liberacdo de
fatores de viruléncia e toxinas pode desencadear respostas do hospedeiro ou
destruir diretamente os tecidos adjacentes. Um dos fatores de viruléncia mais
extensivamente utilizado nas pesquisas € o lipopolissacarideo (LPS) da bactéria
Escherichia coli (Nelson et al.>* 1997). O LPS esta fortemente relacionado a
alteracdes celulares e moleculares na doenca periodontal. Segundo achados na
pesquisa clinica de Santos et al.*® (2002), microrganismos da familia das
Enterobactérias, como a E. coli, podem estar presentes na cavidade bucal, inclusive
em bolsas periodontais, sendo que neste Ultimo apresenta-se em numero
aproximado de 15%. Este microrganismo tem sido altamente relacionado com
pacientes debilitados que necessitam de tratamentos a longo prazo com
medicamentos como antibiéticos ou citotéxicos (Slots, Rams, Listgarten® 1988,
Conti et al.>> 2009). Com isso, essa bactéria foi escolhida para o presente estudo,
pois 0 avanco has pesquisas demonstra um grande interesse na descoberta de
novas espécies bacterianas presentes na cavidade bucal, como a E. coli, que podem
estar relacionadas a processos patolégicos, como a doenca periodontal.

Existem diversos métodos para identificacdo, caracterizacdo e analise dos
microrganismos e sua aderéncia nas superficies, porém em razéo de suas limitagdes
e da diversidade sdo considerados de dificil comparacdo. Neste estudo foi utilizado o
método de contagem de unidades formadoras de colonias por mililitro e para
observacdo fotomicroscopica a Microscopia Eletrénica de Varredura com fonte de
emissdo de campo, para comparagao quantitativa e qualitativa, respectivamente, da

formacédo de biofilme de Escherichia coli nos materiais estudados. Esta analise de
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UFC/mL é classicamente utilizada na Microbiologia e tem sido descrita em varios
estudos (Castilho et al®? 2012, Park et al®” 2012, Li et al.”® 2014). Embora mais
trabalhosa e demorada, ela enumera e fornece diretamente a quantidade celular
sem ser afetada pelo estado metabdlico das células como, por exemplo, no caso do
ensaio de XTT (Pellizzaro et al** 2012, Zamperini et al® 2013).

A andlise por meio de Microscopia Eletronica de Varredura tem sido descrita
como padrdo ouro para visualizacdo de microrganismos aderidos a superficies,
engquanto que a Microscopia Eletrbnica de Transmissdo € considerada padrdo ouro
para observacdo e andlise da estrutura da pelicula adquirida (Al-Ahmad et al®® 2009,
Feng et al.*® 2015).

Os dados obtidos neste estudo quanto a contagem de UFC/mL indicam que a
maior formacao de biofilme foi encontrada na Resina Acrilica, quando armazenada
durante um ano em agua destilada. Enquanto que para o grupo armazenado durante
24 horas a maior formagédo de biofiime foi observada no lonémero de Vidro
Fotopolimerizavel, pode-se sugerir que deve-se ao fato da maior quantidade de
irregularidades de superficie na analise por Microscopia de Forca Atbmica, que
apesar de nédo ter sido estatisticamente significativa, foi maior com relacdo aos
outros grupos testados 24 horas apés confeccdo. Nos dois tempos estudados o
material que apresentou menor formacdo de biofilme em sua superficie foi o
londmero de Vidro Autopolimerizavel, podendo estar relacionado com o fato do
selamento para protecdo superficial deste material com vaselina sélida logo apds
sua confeccdo, o que pode ter se tornado uma barreira superficial, tornando a
superficie com menor quantidade de irregularidades e porosidades. Essa barreira
mecanica reduz a absorcdo de agua e solubilidade dos componentes quimicos do
material restaurador, o que estaria associado a degradacdo e a perda de
propriedades (lzumida® 2013). Uma possivel explicacdo seria de que esse
selamento superficial pode estar associado com a diminuicdo na formacéo de
biofilme. Além do fato de que no presente estudo ndo foram realizadas as medi¢6es
de rugosidade superficial e microdureza Vickers anteriormente a aplicacdo da
vaselina para comparacéao.

As caracteristicas das superficies em que ocorre a formacédo de biofilme
podem interferir no crescimento e composi¢cdo da comunidade bacteriana, porém a
exata compreensao do efeito das propriedades superficiais de materiais presentes

na cavidade bucal sobre o mecanismo de formacdo de biofilme ainda é pouco
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compreendido. Com isso, as caracteristicas dos materiais restauradores analisadas
nesse estudo foram escolhidas com base em estudos prévios a fim de relacionar
algumas das principais caracteristicas superficiais com a formacédo de biofilme,
dentre elas a rugosidade de superficie e a microdureza (Henriques, Azeredo,
Oliveira®® 2004, Lazarin et al®® 2012, Erdemir et al*®® 2013, Leal et al*®* 2015).

Para medicdo da rugosidade superficial podem ser utilizados diversos
aparelhos como perfildmetro, rugosimetro, microscépios, entre outros (Sasaki et al.®
2000, Maganur et al*%? 2015). Para o presente estudo determinou-se a utilizagéo do
Microscopio de Forgca Atémica. O MFA foi escolhido por permitir, além dos valores
precisos da rugosidade superficial, também imagens tridimensionais da topografia
de superficie dos materiais (Kakaboura et al*®® 2007). O modo intermitente escolhido
foi utilizado por se tratar do mais indicado para materiais sélidos, polimeros e
materiais biolégicos, nos quais a ponta utilizada néo altera a superficie do material e
nao necessita de procedimentos de preparacdo da amostra.

Os parametros Ra e Rz foram escolhidos com intuito de comparacdo com
resultados dos demais estudos, nos quais esta medida foi empregada para analise
(Sasaki et al.®® 2000, Nagem-Filho et al.'® 2003, Vieira et al.!® 2014). O valor do
parametro vertical Ra, expresso pelo AFM em nanGmetros e micrometros, traduz a
média aritmética das distancias absolutas de perfil de rugosidade da superficie, ou
seja, entre os picos e vales registrados. O parametro Rz indica, de acordo com a
norma ISO 4287, a distancia média entre os 5 vales mais profundos e os 5 picos
mais altos dentro do perfil.

O material com maior rugosidade superficial foi a Resina Acrilica submetida a
formacéo de biofilme apds 24 horas de confeccdo, enquanto que o material menos
rugoso foi a Resina Composta em ambos tempos estudados. Apesar de a maior
rugosidade ter sido encontrada na Resina Acrilica, o valor maximo do Ra para
Resina Acrilica neste estudo permaneceu entre 0.10 e 0.15 (um), valor muito
préximo do estudo de lzumida® (2013) em que foi comparada uma superficie
extremamente lisa e polida com valor de Ra de 0.17 com uma superficie rugosa com
média de 3,45. I1sso sugere que mesmo com a maior média, a Resina Acrilica deste
estudo apresentou uma superficie lisa e polida. Outra caracteristica superficial que
pode ter influéncia na formacéo de biofilme, porém n&o analisada neste estudo, € a
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porosidade. O estudo de Hiramatsu™" (2009) demonstrou que a Resina Acrilica

confeccionada em matriz de silicone possui alta porosidade, o que pode ser
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indicativo de maior &rea de irregularidades para retencao bacteriana. Contudo, essa
hipotese necessita de mais estudos para sua comprovacdo. Quanto aos baixos
valores de rugosidade apresentados pela Resina Composta, este material quando
comparado ao Cimento de londmero de Vidro, em diversos estudos também é
relatada uma menor rugosidade superficial da Resina Composta que pode
apresentar maior resisténcia ao desgaste e uma lisura superficial superior ao CIV
(Silva, Zuanon’ 2006, Braga et al.”® 2010, Fatima et al”® 2013).

Verran e Maryan®®’

(1997) sugerem que superficies com rugosidades acima
de 1,26 micrometros podem ter uma maior adesdo de microrganismos. A auséncia
de correlacdo significativa entre formacdo de biofilme e rugosidade superficial
encontrada neste estudo também foi observada no estudo de Izumida® (2013) que
revelou que superficies lisas e rugosas ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas quanto a formacdo de biofilme. Esta observacgéo
guanto a rugosidade e a formagé&o de biofilme agirem de maneira isolada foi relatada
também em demais estudos (Poggio et al.® 2009, Lima et al.° 2009, Feng et al.®®
2015). Em contrapartida, Ono et al®® (2007), Kantorski e Pagani® (2007) e Seabra et
al®® (2011) sdo autores que observaram em seus estudos maior formacdo de
biofilme em superficies mais rugosas.

No estudo de Feng et al®®

(2015) demonstrou valores de rugosidade
superficial menores que 0.15um para o Cimento de lonémero de Vidro testado. Os
autores relataram que os resultados de Ra inferiores a 0.2um ndo apresentaram
alteracOes estatisticamente significativas na formacdo de biofilme, sugerindo a
auséncia de relacdo da rugosidade superficial com formacdo de biofilme em
materiais com valor de parametro Ra abaixo de 0.2.

A segunda caracteristica analisada neste estudo foi a microdureza Vickers,
que tem sido utilizada em diversos estudos que analisam caracteristicas superficiais
de materiais restauradores (Tuzuner, Ulusu'®® 2010, Leal et al’® 2015, Amin,
Rehman, Abbas'® 2015, Garcia-Contreras et al.'*° 2015).

A microdureza é uma das propriedades mais importantes dos materiais
dentarios, porque estd associada a forgas compressivas, resisténcia a desafios
acidos e o grau de conversao de materiais resinosos. A diminuicdo na microdureza
pode causar falhas nas restauraces (Fatima e Hussain''' 2014, Hashemikamangar
et al''? 2015).

O material que apresentou maior microdureza Vickers foi o lonébmero de Vidro
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Autopolimerizavel, em contrapartida a menor microdureza Vickers foi observada na

Resina Acrilica. No artigo de HashemiKamangar et al'*?

(2015), os autores discutem
a relacao entre a microdureza e o grau de conversao do material, além do tipo de
carga presente na matriz. Isso sugere que um menor grau de conversdo ocorrido na
Resina Acrilica pode indicar menores valores de microdureza, enquanto que
compostos a base de metacrilato, como o Cimento de londmero de Vidro, podem
apresentar maior microdureza.

Os valores de microdureza encontrados neste estudo para Resina Acrilica
assemelham-se aos resultados encontrados no estudo de Amin, Rehman e Abbas'%
(2015), em que foi observado um valor de microdureza média de aproximadamente
20, sendo este valor considerado baixo na comparagcdo com 0s outros materiais
testados.

A maior microdureza encontrada no presente estudo, observada no Cimento
de lonébmero de Vidro autopolimerizavel, também foi obtida no estudo de Bala et
al**® (2012) em que os maiores valores de microdureza estavam associados ao
Cimento de lonémero de Vidro convencional, na comparacdo com lonémeros de
Vidro modificados com resina.

O presente estudo ndo encontrou diferenca estatisticamente significativa na
microdureza na comparacao entre os diferentes tempos e entre 0 grupo controle e
experimental do mesmo material no armazenamento em agua destilada,
convergindo com os resultados do estudo de Hashemikamangar et al*'? (2015) e

Fatima et al”®

(2013), nos quais 0 armazenamento também ndo alterou a
microdureza dos materiais

Um fato interessante observado € que na analise em Espectrofotbmetro os
valores de leitura dos grupos Controle e Experimental foram semelhantes. Esse
achado sugere que particulas do préprio material foram liberadas na solucédo PBS no
momento da agitac&o vigorosa.

Os materiais restauradores testados permaneceram em agua destilada
durante os tempos analisados. A agua destilada tem sido utilizada como controle em
varios estudos que avaliam materiais dentarios nos mais diversos tempos de
armazenamento (Fatima et al.”® 2013, Hashemikamangar et al.''? 2015). Foi
escolhido este meio de armazenamento neste estudo para analise comparativa entre
as caracteristicas superficiais dos materiais testados e a formacao de biofilme sem

interferéncia de fatores que poderiam atuar como variaveis e influenciar nas analises
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testadas como, por exemplo, alteracdes no pH e composi¢do. Outro meio utilizado
em diversos estudos é a saliva, porém a literatura ainda apresenta claras
divergéncias quanto a completa compreensédo dos seus efeitos sobre a formacao de
biofilme nas pesquisas in vitro. Segundo estudo de Zamperini et al® (2013), pode
existir uma controvérsia pelo fato de que a saliva possui proteinas que podem atuar
como receptores favorecendo a formacgdo de biofilme, sendo ainda uma fonte de
nutrientes e agua, por outro lado pode também ser composta por anticorpos que
teriam acdo antimicrobiana e diminuiriam a colonizacdo bacteriana. No estudo de

Park, Periathamby, Loza'**

(2003) os autores relatam que a divergéncia nos
resultados encontrados, nas pesquisas que utilizam saliva como meio de
armazenamento, pode estar relacionada as diferencas na sua obtencdo e
manipulacéao.

O controle do biofilme por parte do paciente, com orientagdo e motivagao por
parte do profissional, apds a terapia periodontal, seja cirlrgica ou ndo, proporcionara
uma superficie lisa e preparada para a fase de cicatrizacdo dos tecidos adjacentes.
A fase cirdrgica, em muitos casos, € associada com a fase restauradora para
resolucdo do caso e restauragdes nas regides cervicais estdo em associagao direta
com os tecidos periodontais (Martins et al.'® 2007).

A interacdo da cicatrizacdo dos tecidos periodontais com a funcéo e estética
dentais, apOs restauracdes subgengivais ou proximas as margens da gengiva, sem
ocorrerem alteracdes prejudiciais, € um dilema rotineiramente encontrado na pratica
odontolégica (Farias et al.*? 2008).

O processo de cicatrizacdo é bastante complexo, especialmente durante a
formacdo inicial do coagulo, organizacdo do tecido de granulacdo e deposicdo de
fibras colagenas (Leite et al.'” 2005).

O método utilizado para avaliar a adesédo sanguinea foi realizado por meio do
indice de Adesdo de Componentes Sanguineos (IAES), como base de comparagio
com os demais estudos que também avaliaram adesédo de componentes sanguineos
(Leite et al.'” 2005, Tsurumaki et al.”® 2013). Este método, também chamado de
indice de Adesdo de Componentes Sanguineos, tem sido utilizado em diversos
estudos que objetivam avaliar a presenca ou auséncia tanto de fibrina quanto de
células presentes no sangue. Nestes estudos o aumento escolhido para avaliacdo
também foi o de 2000x (Tsurumaki et al.*'® 2011, Oliveira et al.'*® 2012, Cekici et

al.'*” 2013).
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A adesdo de elementos sanguineos realizada neste estudo demonstrou que
0S materiais restauradores comportaram-se de maneira bastante semelhante, sem
apresentar diferenca estatisticamente significativa. A maior adesao foi encontrada no
londmero de Vidro Fotopolimerizavel. O material que demonstrou menor adesao, de
acordo com o IAES, foi a Resina Acrilica.

Foi encontrada rede de fibrina em todos os materiais, algumas amostras
apresentaram distribuicdo de células vermelhas do sangue, plaquetas e leucocitos
em sua superficie.

A literatura sobre essa relacdo dos materiais restauradores com a adesao de
elementos sanguineos ainda € bastante escassa, por esse motivo pesquisas futuras
sdo extremamente necessarias para definir de maneira mais esclarecedora esse
mecanismo, além do fato de existirem diversos materiais, cada um com
caracteristicas de superficie variadas.

Estudos que analisaram a adesdo em superficies de implante observaram a
presenca de plaquetas e fibrina, sugerindo que a agregacdo plaquetaria ocorreu
provavelmente pela interacdo de fibrinogénio e receptores do sistema complemento
presentes nas plaquetas (Kanagajara et al.'*® 1996, Park, Davies.® 2000). O estudo

de Nygren, Eryksson e Lausmaa®®

(1997) observou agregacao plaguetaria
previamente a adesao de polimorfonucleares.

Mesmo nos estudos com adesdo de elementos sanguineos em superficies
dentais ainda existem controvérsias. No estudo de Cekici et al*'’ (2013), em que
foram analisadas superficies radiculares tratadas com EDTA, &cido citrico e laser, no
grupo controle tratado apenas com solugdo tampédo fosfato ndo foi encontrada
presenca de rede de fibrina ou células sanguineas, com todas as amostras testadas
sendo representadas pelo escore 0. Enquanto que no estudo de Tsurumaki et al**®
(2011) a superficie radicular ndo tratada (controle) apresentou escore 3,
representando densa rede de fibrina com presenca de células sanguineas. A
presenca de fibras e células no grupo controle das amostras de superficie radicular
também foi relatada no estudo de Oliveira et al'*® (2012).

Com todas as limitagcdes do presente estudo, sdo sugeridas novas pesquisas
para complementar os resultados encontrados, com materiais restauradores, para
compreender um assunto fundamental na pratica clinica ligado a manutencdo da

saude periodontal e o impacto da terapia restauradora.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A Resina Acrilica, bastante utilizada para procedimentos protéticos em regides
proximas aos tecidos periodontais, foi o material que apresentou diferenca
estatisticamente significativa com relacdo aos outros materiais, demonstrando maior
formacéo de biofilme em sua superficie.

O lonémero de Vidro Autopolimerizavel é o material com menor formacéo de biofilme
em comparagdo com o Fotopolimerizavel, com a Resina Composta e a Resina
Acrilica.

A rugosidade superficial dos materiais estudados agiu de maneira isolada sem
influenciar na formacao de biofilme.

A microdureza e a formacéo de biofilme, determinada pela contagem de UFC/mL
possuem uma relacdo inversamente proporcional, em que o material mais duro
apresentou menor formacao de biofilme.

No tempo de 24 horas de armazenagem em agua destilada os materiais ndo diferem
estatisticamente quanto a contagem de UFC/mL.

Todos os materiais testados sdo capazes de apresentar em suas superficies a
adesao de elementos sanguineos, como fibrina e células.

A formacdo de biofilme e a adesdo de elementos sanguineos sao critérios
importantes no momento da escolha de materiais para regides préximas a margens
da gengiva ou subgengivais e o operador deve conhecer as caracteristicas

superficiais e sua influéncia nos tecidos periodontais, para correta indicacao.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Adesao de componentes sanguineos em materiais odontologicos. Estudo in vitro.

Pesquisador: Shelon Cristina Souza Pinto

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 46881915.6.0000.0105

Instituicao Proponente: Universidade Estadual de Ponta Grossa
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.302.601

Apresentacao do Projeto:

O impacto dos procedimentos restauradores na salde periodontal tem sido alvo de pesquisas desde muito
tempo. A escolha do material para procedimentos restauradores e protéticos em regides subgengivais ou
proximas as margens da gengiva deve considerar a capacidade de adesao dos componentes sanguineos,
principais responsaveis pelo inicio da cicatrizacao dos tecidos periodontais. Serdo avaliados os seguintes
materiais odontologicos: Resina Acrilica (RA) (n=10); Resina Composta (RC) (n=10); Cimento de londmero
de Vidro utopolimerizavel (n=10); Cimento de londmero de vidro Fotopolimerizavel (n=10). Caracterizacao
inicial: Microdureza Vickers (MV), Microscopia de forca atdbmica (rugosidade superficial)(MFA), Microscopia
Eletrédnica de varredura com emissao de campo (FEG). Os especimes serdao submetidos a adesao dos
componentes sanguineos. Novas avaliacoes: MV; MFA; MEV-FEG analise fotografica: as fotos serao
analisadas por 1 examinador calibrado, experiente e “cego” quanto a identificacao dos espécimes, o qual
realizara a descricdo morfologica da superficie (“indice de Adesao de Elementos Sangdineos”). Andlise
estatistica: os dados serao expressos como media £ S.D. para o numero de amostras indicadas. A
significancia estatistica entre 0s grupos sera analisada por ANOVA de uma via, seguido por teste de post-
hoc Bonferroni. Para todos os testes, p <0,05 sera considerado significativo.
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Balrro: Uvaranas CEP: 84.030-900
UF: PR Municiplo: PONTA GROSSA
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Continuagéo do Parecer: 1.302.601

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério:

: Avaliar a adesao dos componentes sanguineos em diferentes materiais odontologicos utilizados para
procedimentos proximos a margem da gengiva ou subgengivalmente.

Objetivo Secundario:

- Comparar a adesao dos componentes sanguineos entre resina composta, resina acrilica, cimento de
ionébmero de vidro fotopolimerizavel e iondmero de vidro convencional.

- Observar se a rugosidade superficial e microdureza dos materiais odontol6gicos irdo alterar a adesao dos
componentes sanguineos.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos serao controlados. Portanto, todas as medidas de biosseguranca serdao seguidas pelos
pesquisadores & também equipe altamente preparada sera responsavel pela coleta do sangue do
pesquisador para a realizacao da adesao de elementos sanguineos.

Beneficios:

A possibilidade de se identificar o mecanismo inicial de cicatrizacao relacionado com materiais dentarios,
permitindo pesquisas futuras em humanos e aumentando o conhecimento na prética clinica.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Projeto ja havia sido aprovado, somente inclusdo de Emenda: Inclusao de grupo controle para analise da
adesao sanguinea em dentina serao utilizados 5 dentes que serao obtidos junto ao Banco de Dentes
Humanos da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Os dentes serdao seccionados com disco diamantado
para obtencao de 3 espécimes de cada dente (2x2mm) na regiao cervical (totalizando 15 amostras). Apos a
obtencaoc dos espécimes sera realizada a aplicacao de sangue de acordo com a metodologia descrita.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
TCLE de acordo, bem escrito.
Folha de rosto completa.

Endereco: Av. Gen. Carlos Cavalcanti, n® 4748. UEPG, Campus Uvararanas, Bloco M, Sala 100.

Balrro: Uvaranas CEP: 84.030-900
UF: PR Municiplo: PONTA GROSSA
Telefone: (42)3220-3108 E-mall: coep@uepg.br
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Recomendacoes:

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Sou de parecer favoravel & execucao da pesquisa.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacoes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_605427 08/10/2015 Aceito
do Projeto _E1.pdi 10:53:57
Projeto Detalhado / | ProtocolodePesquisaEmenda.doc 08/10/2015 |Evelyn Lopez Leite Aceito
Brochura 10:50:52
Investigador
Folha de Rosto FOLHADEROSTO-1.pdf 06/07/2015 Aceito

11:59:26
TCLE / Termos de | TCLE-CORRETO.docx 02/07/2015 Aceito
Assentimento / 13:53:43
Justificativa de
Auséncia

Situacéo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao
PONTA GROSSA, 29 de Outubro de 2015
Assinado por:
ULISSES COELHO
(Coordenador)
Enderego: Av. Gen. Carlos Cavalcanti, n® 4748. UEPG, Campus Uvararanas, Bloco M, Sala 100.
Balrro: Uvaranas CEP: 84.030-900
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Universidade Estadual de Ponta Grossa

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduacéo
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
Av.: Gen. Carlos Cavalcanti, 4748 CEP: 84030-900 Bloco M, Sala 100
Campus Uvaranas Ponta Grossa Fone: (42) 3220.3108 e-mail: seccoep@uegp.br
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé Shelon Cristina Souza Bandeca , estd sendo

convidado a participar da pesquisa Adesdo de componentes sanguineos em diferentes materiais odontoldgicos. Estudo
in vitro. Tendo como pesquisador responsavel Shelon Cristina Souza Bandeca e como pesquisadora participante
Evelyn Lopez Leite da Universidade Estadual de Ponta Grossa. O objetivo da pesquisa é Avaliar a adesdo de
componentes sanguineos em diferentes materiais odontolégicos utilizados para procedimentos proximos a margem
gengival ou subgengivalmente. A sua participacdo no estudo serd de fornecer sangue para o teste de componentes
sanguineos em materiais odontoldgicos. O trabalho a ser realizado tem carater cientifico, tendo por finalidade a
tentativa de se descobrir uma técnica nova para adesao de células do seu sangue sobre materiais odontoldgicos. Ao
participar desse trabalho, vocé estara contribuindo para a tentativa de melhorar a recuperacgdo do tecido gengival nos
vérios procedimentos realizados com materiais odontolégicos. Vocé ird doar o que exceder desses 5mL de tecido
sanguineo a serem retirados, apds a realizacdo dos exames laboratoriais, sendo estes hemograma e coagulograma,
para aplicacdo sobre as amostras de materiais. Os resultados desses exames poderdo ser divulgados quando da
publicacdo deste trabalho, mas vocé tem garantida a preservacdo da sua identidade. Todo o procedimento podera ser
documentado por meio fotografico, desde que ndo haja meios para identifica-lo. Sua preocupa¢do como voluntario
devera se restringir apenas a utilizagdo deste material. A coleta do sangue serd realizada por pessoal capacitado, sob
supervisdo de uma enfermeira padrdo para evitar e minimizar riscos e danos previamente esclarecidos. Os materiais
utilizados para a coleta serdo todos descartaveis. Nao terd nenhuma despesa ao participar desse estudo. Seu home
serd mantido em sigilo, assegurando assim sua privacidade e se desejar, sera informado sobre os resultados dessa
pesquisa. Qualquer pergunta ou novidade sobre os procedimentos a serem realizados ou em relacdo a pesquisa, que
surgirem durante o periodo experimental, serdo esclarecidos e respondidos a vocé, mesmo que isso implique em
desisténcia. Além disso, vocé pode se retirar da pesquisa a qualquer momento, sem sofrer nenhum prejuizo ou causar
dano a pesquisa em andamento, aos pesquisadores ou a qualquer tratamento a ser realizado posteriormente nesta
faculdade. Apo6s as andlises vocé sera informado dos resultados desta pesquisa da qual participa. Sua participacdo é
voluntéria, portanto ndo recebera recompensa ou gratificacdo nem pagara para participar. Sera garantido o livre acesso
a todas as informacdes e retirada de duvidas sobre o estudo, enfim, tudo o que vocé queira saber antes, durante e
depois da participac@o na pesquisa. Vocé podera deixar de participar do estudo a qualquer momento, sem apresentar
justificativas e, também, sem prejuizo ou perda de qualquer beneficio que possa ter adquirido, tendo também todas as
davidas esclarecidas sobre a sua participagao neste trabalho. Em caso de duvidas, vocé podera entrar em contato com

qualquer um dos membros da pesquisa ou com a Comiss&o de Etica em Pesquisa da UEPG:
SdetBBorndaca. SortBBhradsca.

Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do convidado para pesquisa




99

U e

U E(I””'”“Il‘mm:;"“'
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Nome do pesquisador: Shelon Cristina Souza Bandeca
Rua :Operarios, n® 1457— Ponta Grossa /PR Telefone: (042) 99244198

Nome do pesquisador: Evelyn Lopez Leite
Rua :José Bonifacio, n° 744- Ponta Grossa /PR Telefone: (042) 9945717

Comité de Etica em Pesquisa
UEPG campus Uvaranas, Bloco M, sala 100 Telefone: (42) 3220-3108.

SdorBBrndaca.

Assinatura do convidado para a pesquisa
&ng%md% oiyn [opny Lo

Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador participante

Ponta Grossa, 15 de outubro de 2015.
28- Termo de responsabilidade e compromisso do PESQUISADOR RESPONSAVEL: (iistar o nome e a

titulagdo do responsavel pelo projeto, ou seja, do professor orientador. Estudantes (graduacdo ou poés--graduacdo) ndo podem ser
responsaveis por projetos de pesquisa, necessitando estar sob orientagao/coordenacdo de um profissional, sendo entdo pesquisadores

participantes)
TERMO DE RESPONSABILIDADE E COMPROMISS0O DO PESQUISADOR RESPONSAVEL

Eu, “Shelon Cristina Scuza Bandeca pesquisadora responsavel pelo projeto de pesquisa

‘Adesdo de componentes sanguineos em materiais odontolégicos. Estudo in vitro.” declaro

estar ciente e que cumprirei os termos da Resolugdo 196 de 09/10/96 do Conselho Macional de

Salde do Ministério da Salde. Declaro também:

1. assumir o compromisso de zelar pela privacidade e sigilo das informacies;
2. tornar os resultados desta pesquisa publicos sejam eles favoraveis ou néo; e
3. comunicar a COEP da Universidade Estadual de Ponta Grossa sobre qualquer alterac@o no
projeto de pesquisa, nos relatorios anuais ou afravés de comunicacédo protocolada, que me forem
solicitadas.

Ponta Grossa, 19 de Junho de 2015

Assinatura: sﬂmﬂ‘d’u’a"
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29- Termo de responsabilidade e compromisso do (s) PESQUISADOR (ES) PARTICIPANTE(S). (se

houver mais de um participante na equipe, todos devem preencher, de forma individual, o termo)

TERMO DE RESPONSABILIDADE E COMPROMISSO DO PESQUISADOR PARTICIPANTE
Eu, “Evelyn Lopez Leite"” pesquisadora participante no projeto de pesquisa “Adeséo de

componentes sanguineos em materiais odontolégicos. Estudo in vitro.” declaro estar ciente e

gue cumprirei os termos da Resolugdo 196 de 09/10/96 do Conselho Nacional de Salde do
Ministério da Sadde. Declaro também:

1. assumir o compromisso de zelar pela privacidade e sigilo das informacdes;
2_tornar os resultados desta pesquisa plblicos sejam eles favoraveis ou ndo; e
3. comunicar a COEP da Universidade Estadual de Ponta Grossa sobre qualquer alterac&o no
projeto de pesquisa, nos relatdrios anuais ou através de comunicacéo protocolada, que me forem
solicitadas.

Ponta Grossa, 19 de Junho de 2015

Assinatura:

SdorFBradrca. SdorHBpradrca.

Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do convidado para pesquisa




