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RESUMO

Titulo: Comparagédo entre a clorexidina e o diamino fluoreto de prata para

limpeza cavitaria

Introdugao: O diamino fluoreto de prata (SDF) ganhou muita atengdo nos
ultimos anos. Considerando o crescente interesse no seu uso e o aparecimento
de novas técnicas utilizando esse material resolveu-se avaliar o comportamento
e efeitos do SDF apds a remocgéo seletiva de dentina cariada quando comparado
a clorexidina. Este estudo teve como objetivo comparar diferentes agentes de
limpeza cavitaria. Materiais e métodos: trata-se de um ensaio clinico
randomizado. Duas solugbées de SDF com concentracbes de 38%, 30% e
Clorexidina a 2% foram estudadas. Foram selecionadas 40 criangas entre 7 e 10
anos apresentando lesao cariosa Cl | em molares deciduos. A amostra foi
dividida aleatoriamente em quatro grupos: (G1) SDF a 38%; (G2) SDF a 30%;
(G3) Clorexidina 2% e (G4) grupo controle. Durante o exame clinico, as lesdes
foram identificadas e classificadas e em sessdo subsequente foram tratadas
conforme a divisdo dos grupos. Amostras de dentina foram coletadas antes e
apos a aplicagado do agente de limpeza e levadas para analise laboratorial. No
laboratério apdés a diluicdo apropriada as amostras foram plaqueadas em
duplicata em meio de cultura BHI, MS e MSB e apés a incubagéo, o numero de
UFC (unidades formadoras de colbnias) foi determinado. As amostras sem
diluicdo foram plagqueadas por esgotamento em meio de cultura seletivo Mitis
Salivarius. As placas foram incubadas anaerobicamente a 37 °C durante 72
horas. Os micro-organismos totais foram contados e as espécies do género
Streptococcus foram analisadas para posterior comparagao entre os grupos. O
comportamento clinico das restauragcbes foi avaliado 3 meses depois.
Resultados: O grupo 2 apresentou menor numero de microrganismos totais
apos a aplicagao do SDF a 30%, seguido do grupo 1 (SDF a 38%) e do grupo 3
(Clorexidina 2%). Ficando em ultimo lugar o grupo controle (G4). Em relagdo aos
S. mutans, o grupo 2 também mostrou superioridade nos resultados, no qual a
capacidade de inibir o crescimento em agar MS foi de 99,97% dos participantes
apos tratamento e em agar MSB foi completamente inibido em 100% dos
participantes. No grupo 1 (SDF 38%), observou-se reduzido o crescimento
bacteriano em 99,81% e 99,59% das placas em agar MS e MSB
respectivamente. No grupo 3 (clorexidina) houve redugcdo do crescimento
bacteriano de 86,22% em agar MS e 90,3% em agar MSB. No grupo 4 (controle)
a redugcdo em agar MS foi de 18% e em agar MSB nao houve inibicdo do
crescimento de S. mutans. Conclusao: O diamino fluoreto de prata se mostrou
mais eficaz quanto a redugdo de micro-organismos e de S. mutans quando
comparado a clorexidina. Da mesma forma em relacdo a susceptibilidade de
Streptococcus a clorexidina foi menor do que a observada para SDF. As duas
formulagcbes de SDF tém acao semelhantes, embora o SDF a 30% tenha sido
superior quanto a redugado microbiana. Ndo houve diferenga intergrupos no
comportamento clinico das restauracbes 3 meses depois do procedimento
restaurador.

Palavras Chaves: Agente Antibacteriano; Clorexidina; Streptococcus mutans;
Carie Dentaria.



ABSTRACT

Title: Comparison between chlorhexidine and silver diamine fluoride for cavity
cleaning

Introduction: Silver diamine fluoride (SDF) has gained much attention in recent
years. Considering the growing interest in the use of SDF and taking into account
the emergence of new techniques using this material it was decided to conduct a
randomized controlled clinical trial to evaluate the behavior and effects after the
selective removal of carious dentin when compared to chlorhexidine. This
randomized clinical trial study aims to compare different cavity cleaning agents.
Materials and methods: Two SDF solutions at concentrations of 38%, 30% and
a 2% chlorhexidine solution were studied. Forty children, between 7 and 10 years
of age, were selected. They had caries lesions in the occlusal surface
(Black/class ) of primary molars. Subjects was randomly divided into four groups:
(G1) 38% SDF; (G2) 30% SDF; (G3) 2% chlorhexidine solution and (G4) control
group. During the clinical examination, the carious lesions were identified,
classified and x-rayed. The teeth were treated in the subsequent session
according to the division of the groups. The dentin samples were collected before
and after application of each cleaning agent in the same session, following the
manufacturer's instructions and taken for laboratory analysis, where they were
divided in two groups: diluted and undiluted. The diluted group was cultured, in
brain heart infusion (BHI) and Mitis Salivarius media that was used to grow and
count the total microorganisms and Streptococcus mutans after being incubated
anaerobically at 37 °C for 72 hours. The undiluted samples were cultured in Mitis
Salivarius medium, which allows selective growth of S. mutans. These samples
were incubated under microaerophilic conditions at 37° C for 72 hours. Results:
The results suggest that the G2 presented a lower number of total
microorganisms after the treatment with 30% SDF, followed by G1 and G3.
Considering the G4, control group, there was no comparable reduction observed
in the test groups. About the S. mutans, G2 also showed superior results, being
observed growth inhibition in MS agar in 99.97% of the subjects after treatment,
while in MSB agar the growth was completely inhibited in 100% of the
participants. Group 1 (SDF 38%) reduced bacterial growth in 99.81% and 99.59%
of the plates on MS and MSB agar, respectively. In group 3 (chlorhexidine) there
was reduction of bacterial growth of 86.22% in MS agar and 90.3% in MSB agar.
In group 4 (control) the reduction in MS agar was 18% and in MSB agar there
was no inhibition of S. mutans growth. Conclusions: Silver diamine fluoride was
more effective than chlorhexidine when used to reduce total microorganisms and
S. mutans. Regarding the susceptibility of Streptococcus to chlorhexidine was
lower than that observed for SDF. Both SDF formulations have similar action,
although the 30% SDF shows superior antimicrobial activity.

Key words: Anti-Bacterial Agents; chlorhexidine; S. mutans; dental caries.



ABREVIATURAS E SIGLAS

ANOVA — Analysis of variance

BHI - Brain-Heart Infusion

CHX - Digluconato de Clorexidina 2%

CONSORT - Consolidated Standards of Reporting Trials
FDA - Food and Drug Administration

L. acidophilus - Lactobacillus acidophilus

MS - Agar Mitis Salivarius

MSB - Agar Mitis Salivarius com Bacitracina

RTF - Fluido de Transporte Reduzido

SDF - Diamino Fluoreto de Prata

S. mitis — Streptococcus mitis

S. mutans — Streptococcus mutans

S. oralis - Streptococcus oralis

S. sobrinus — Streptococcus sobrinus

TO — Primeira coleta

T1 — Segunda coleta

TALE - Termo de Assentimento Livre e Esclarecido
TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UFC/mL — Unidade Formadora de Colénia por mililitro
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1 INTRODUGAO

A carie dentaria é um processo patologico dinamico, biofilme dependente
e altamente prevalente na infancia em todo o mundo [1]. Tem sido considerada,
recentemente, como uma disbiose resultante de complexas reagdes quimicas
entre os carboidratos da dieta e os micro-organismos componentes do biofilme,
ocasionando processos de desmineralizagdo dos tecidos dentarios (esmalte,
dentina e cemento). Sua etiologia, na perspectiva microbiolégica, ndo é
totalmente compreendida [2].

As bactérias no biofilme oral desempenham um papel essencial na
iniciagcao e progressao da doenga carie. O Streptococcus mutans € considerado
0 mais cariogénico de todos os Streptococcus presentes na cavidade bucal [2].
Investigagbes laboratoriais demonstraram a capacidade das cepas dessa
espécie de produzir o acido latico promovendo a perda de ions importantes da
hidroxiapatita do esmalte dentario, processo conhecido como desmineralizagao.
Outra espécie produtora de lactato, S. sobrinus, também tem sido relacionada a
doenga carie, embora a prevaléncia seja nitidamente inferior, esta espécie

raramente é encontrada sem o S. mutans [3].

Lesbes de carie em estagios irreversiveis, que ndo permitem como
tratamento a realizagcdo de procedimentos nao invasivos de remineralizagéo,
necessitam da intervencao invasiva para controle da doencga. Essa intervengcao
preconiza, em lesdes com risco de exposi¢ao pulpar, a remogao seletiva do
tecido cariado, previamente a reconstrugao das estruturas perdidas, protegendo

os tecidos remanescentes de novas agressoes [4].

Em técnicas minimamente invasivas, os materiais adesivos usados para
restauracdo ajudam a prevenir a microinfiltracdo, eliminando assim o risco de
nova desmineralizagdo e cavitagdo. No entanto, ainda ha preocupagao entre
alguns profissionais quanto as possiveis consequéncias de deixar dentina
infectada ap6s o preparo da cavidade. Assim, recomenda-se que 0s agentes
antimicrobianos sejam aplicados antes da colocagdo de uma restauragao [5].

Recentemente, foram desenvolvidas nanoestruturas poliméricas
funcionais (PNs). Essas nanoparticulas funcionais podem ser concebidas para

transportar e liberar seletivamente ou ativar agentes antimicrobianos nas
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superficies ou dentro de biofilmes da cavidade bucal (figura 1). Este mecanismo
inclui “liberagao ou ativagao inteligente” de agentes ativados por microambientes
patogénicos (por exemplo, pH acido) que poderiam simultaneamente matar as
bactérias e desorganizar a matriz do biofilme [6].

Corona Centrosresponsivos aopH

)
" \ [ \ Sonicacao e cﬁ?/}
ECT, AIBN ) ECT, AIBN auto- j’o
f 60 °C, DMF, 6 h % 60°C,DMF,24h ‘m montagem
oo — 5 o” o ———> 0770 070 070 HO"TO —_—
H DP=100 H DP=175 H g

CTA:I=10 CTA:1=10
N N N

N F NO ~N

DMAEMA p(DMAEMA) p(DMAEMA)-b-p(DMAEMA-co-BMA-co-PAA) Carreador de nanoparticulas (NPC)

\\ f’
Carreador de nanoparticulas (NPC) ~e- Nanoparticulas liberando Farnesol

/ Biofilme (Matriz — EPS)

AL

(?% (] Droga anti-Biofilme
Células bacteri

%‘p %" %& élulas bacterianas

Q’,@%E 5’2% %

7]

0

~———  Dentes revestidos com pelicula

Figura 1 - Estrutura e fungédo do nanocarreador ativado por pH para liberagao de farmaco
antibiofilme. Fonte: LIU, 2018 (imagem modificada em 05/05/2019 pela autora do presente
trabalho).

O comportamento dos agentes de limpeza cavitaria no interior da camada
hibrida ainda n&o esta bem estabelecido na literatura. Avaliar a possibilidade do
uso de meios alternativos de preservacado e protecdo da dentina de forma
imediata e ao longo do tempo torna-se um tema relevante. Ao mesmo tempo, a
analise qualitativa de micro-organismos patogénicos € importante na
identificacdo de espécies e cepas associadas com a doenca carie para um

melhor entendimento sobre a sua etiologia.
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1.1 AGENTES DE LIMPEZA CAVITARIA

O uso de agentes antimicrobianos tem sido sugerido como um método
eficaz para a redugédo, controle e prevengédo do acumulo de micro-organismos

cariogénicos [7].

Agentes antibacterianos podem ser benéficos como desinfetantes,
aplicados na superficie dentinaria previamente aos procedimentos restauradores
[8], ou como agente antimicrobiano incorporados aos sistemas adesivos [9]. Em
ambas as situagdes, o uso de tais agentes tem como objetivo eliminar ou diminuir
o depdsito remanescente de bactérias aderidas as paredes dentinarias apos o
preparo e limpeza da cavidade.

A incorporagédo de agentes antibacterianos e de agentes bioativos pode
proteger fibrilas colagenas expostas contra a contaminag¢ao bacteriana residual,
possuindo o potencial de remineralizar a dentina afetada por carie, ou dentina
parcialmente desmineralizada pelo condicionamento acido, apds aplicacdo do
sistema adesivo de condicionamento total. Estes agentes parecem ser capazes
de inibir a ativacdo de endoenzimas como as metaloproteinases (MMPs), as
cisteinas proteinases e as catepsinas [9]. Recentemente, um estudo demonstrou

haver expressao génica de colagenases de S. mutans em dentina radicular [10].

Os agentes antimicrobianos podem ser fluor e/ou clorexidina (CHX) [11]
pois sabe-se que os S. mutans sao particularmente sensiveis a esses dois

agentes [12].

Varios produtos disponiveis no mercado podem ser utilizados como
agentes de limpeza cavitaria. Dentre eles, pode-se citar: digluconato de
clorexidina a 2% (CHX), perdxido de hidrogénio a 3% ou 10 volumes, solugéo de
hidroxido de calcio (agua de cal), detergentes, solugdes fluoretadas e mais
recentemente o glutaraldeido (GA) e o diamino fluoreto de prata (SDF).

1.2ESTUDOS PRE-CLINICOS E CLIiNICOS COM CLOREXIDINA

O Digluconato de Clorexidina (CHX) é considerado o antimicrobiano
padrao-ouro na Odontologia e exibe um amplo espectro de acdo em bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas [13].
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A CHX é estudada ha mais de 40 anos, é um agente catiénico da classe
da bisbiguanida e é considerado o tratamento padrdo devido aos seus efeitos
antimicrobianos, bactericidas e bacteriostaticos (dependentes da dose e da
espécie); alta substantividade; sem toxicidade sistémica; e resisténcia bacteriana
[14].

Uma revisdo de literatura abordou o uso da clorexidina como agente
desinfetante de cavidades e sua influéncia na unido resina/dentina [4]. A analise
de alguns trabalhos concluiu que € importante realizar a limpeza cavitaria com
CHX, pois sua acao desinfetante protege a estrutura dentaria de sensibilidade
pos-operatoria e de lesdes carie recorrente. Além disso, observou-se que 0s

agentes de limpeza em geral n&o prejudicam o processo de adesao [4].

O digluconato de clorexidina 2% representa um agente de limpeza
promissor, por sua eficacia na redugdo da microbiota cultivavel em dentina
contaminada [15]. O uso de CHX, além de ndo apresentar efeito prejudicial
imediato, apresentou um efeito benéfico na adesdo dentina/resina,
desacelerando a taxa de degradac&o especialmente nos primeiros meses de
funcao [16].

A clorexidina também desempenha um papel importante na inibicdo de
metaloproteinases (MMPs) presentes na matriz dentinaria. Essas enzimas s&o
capazes de degradar componentes da matriz extracelular, incluindo colageno
tipo | e sua ag&o sobre as fibrilas de colageno expostas na uni&o resina-dentina
€ atualmente reconhecida como um importante mecanismo de degradacéo

dessas interfaces [17].

A inibicdo de enzimas colagenoliticas com digluconato de clorexidina
(CHX) foi observada em varios estudos que relatam atividade reduzida das
metaloproteinases MMP-2, MMP-9, MMP-8, cisteina proteinases e catepsinas
[18].

Entretanto, outros estudos demonstraram que o pré-tratamento da
cavidade com CHX in vivo para inibigdo da degradag&o da camada hibrida, n&o
adiciona qualquer efeito benéfico ao desempenho clinico das restauragdes [19].

O efeito antimicrobiano do digluconato de clorexidina a 2% néo foi

avaliado em curto prazo. Isso ocorre porque, em estudos in vivo anteriores, 0s
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agentes a base de clorexidina foram analisados apds semanas ou meses e em

combinacdo com restauragdes subsequentes [15].

Um estudo in vitro recente comparou a agao antimicrobiana da associagao
do diamino fluoreto de prata e iodeto de potassio (SDF-KI) com o digluconato de
clorexidina a 2% (CHX). A ag¢ao antimicrobiana foi avaliada medindo a zona de
inibicdo dos materiais em placas de agar BHI (Brain-Heart Infusion) com um
indculo de Streptococcus mutans. O SDF-KI mostrou maior atividade
antimicrobiana seguida da CHX. [20]

1.3ESTUDOS PRE-CLINICOS E CLINICOS COM DIAMINO FLUORETO
DE PRATA

O nitrato de prata foi usado pela primeira vez para deter a carie no século
XIX. Um rapido desenvolvimento para criar formulagdes mais eficazes ocorreu
durante o século 20, comegcando com o nitrato de prata amoniacal de Howe,
seguido pelo fluoreto de prata e mais tarde pelo diamino fluoreto de prata (SDF).
Desde 1970, uma solugéo a 38% de SDF tem sido amplamente utilizada fora dos
Estados Unidos, principalmente para prevengao e paralisagao de lesdes de carie
em criangas [21].

Na década de 1970, o SDF foi aceito como agente terapéutico pelo
Conselho Central Farmacéutico do Ministério da Saude e Bem-estar no Japao.
O SDF também foi recomendado por um programa brasileiro de assisténcia para
criancas de até 3 anos de idade com moderada ou alta atividade de carie
dentaria [22].

A Food and Drug Administration (FDA) dos EUA apenas aprovou o uso do
SDF como agente dessensibilizante em 2014 e um novo Cddigo de
Procedimentos e Nomenclatura Odontolégica permitiu 0 uso como medicamento
provisorio para estabilizagdo do processo de carie em janeiro de 2016 [23]. Em
2017, o SDF foi aprovado pela Health Canada como um produto de saude e
agente anticarie para criangas de 3 anos ou mais e adultos [24]. Esses fatos

contribuiram para o ressurgimento do interesse pelo SDF nos ultimos anos.

O SDF também vem sendo usado como agente de limpeza de cavidades.
E eficaz contra Streptococcus mutans, reduz o nimero de bactérias em lesdes

cariosas profundas, pois € bactericida, tornando possivel manter cavidades com
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tecido cariado afetado [25]. Vem sendo largamente estudado, principalmente em
relacado ao seu poder preventivo e cariostatico. Porém, outras variaveis também
tém sido lembradas, como efeito inibitdrio de micro-organismos, o seu uso em
saude publica, considerando ainda os efeitos adversos ou colaterais da
substancia [26].

A férmula do SDF Ag(NHs)2F reune as propriedades do fluoreto de sodio
e as do nitrato de prata, agindo tanto na porg&o inorganica quanto na porgéo
organica dos dentes (figura 2). Atualmente, ndo existe um consenso a respeito
do mecanismo de acdo exato do SDF [27]. Trés mecanismos de acao
anticariogénicos foram descritos. O primeiro esta relacionado a obstrugdo dos
tubulos dentinarios, observado por meio de microrradiografias. Alteragdes
morfolégicas, com tubulos mais estreitos ou obturados foram encontrados,
notando-se também a presenca de prata e de seus compostos no interior desses
tubulos. Essa obliteracao dificulta a difusdo de acidos e a invasao bacteriana. O
segundo mecanismo é por meio de sua agao cariostatica como produto da
reacao entre o diamino fluoreto de prata e o componente mineral do dente. Sabe-
se que tratamentos com fluor aumentam a resisténcia da dentina peri e
intertubular a desmineralizagdo acida, retardando a sua penetracdo nas
camadas mais profundas. O ion fluor do diamino fluoreto de prata penetra de 50
a 100 ym em profundidade, tornando a fluorapatita tdo estavel que resiste a
descalcificagao por agentes acidos. O terceiro mecanismo é caracterizado pela
acao anti enzimatica dos produtos da reacao entre o diamino fluoreto de prata e
0 componente organico, que é a proteina dentinaria, a qual tem sua resisténcia
aumentada a colagenase e a tripsina. Com relagdo a agao da prata, varios
mecanismos de acdo tém sido propostos. Isso pode ser explicado pela
variabilidade com que a prata pode atuar. Essa interagdo pode ser dada com
organismos vivos (bactérias, protozoarios, fungos e virus), em alvos
subcelulares (paredes e membranas celulares, organelas e nucleo) ou em agdes

vitais para as células (metabolismo e replicagdo do DNA) [28].
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Figura 2 - Desenho esquematico da agdo dos componentes do SDF sobre a estrutura
dentaria. Por¢ao mineral = esmalte dentério, porgao proteica = dentina, setas grossas = reacao
do SDF com as porgdes mineral e proteica, setas finas = agdo dos produtos de reagado sobre a
dentina e o esmalte. Fonte: PUNHAGUI, 2018.

Enquanto o pH elevado da solugédo de SDF pode ter um efeito adverso
sobre a viabilidade bacteriana, a atividade antibacteriana do SDF é atribuida ao
efeito das nanoparticulas de prata que apresentam alta reatividade dos ions de
prata com componentes da parede celular bacteriana contendo fésforo e
enxofre, provocando desintegragao do envelope celular bacteriano [29].

Estudos in vitro indicaram que o SDF penetra no esmalte até uma
profundidade de 25 pm e aproximadamente 2-3 vezes mais fluoreto é retido do
que o administrado por NaF-PO4 (monofluorfosfato de sodio), NaF (fluoreto de
sédio) ou SnF2 (fluoreto de estanho) [30]. Esse fato sugere que o efeito de SDF
sera maior que o de NaF ou SnF2.

O SDF esta disponivel em varias concentragdes, 38%, 30% e 12%, sendo
a primeira mais utilizada [31]. O SDF é uma solugéo incolor alcalina (pH 10)
contendo prata (Ag), fluoreto (F), amoniaco em solu¢gdo aquosa e agua destilada
[32].
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Um estudo in vitro investigou os efeitos do SDF na lesdo cariosa da
dentina, utilizando trinta blocos de dentina humana inoculados com
Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophilus. As amostras foram
igualmente divididas em grupo teste e grupo controle e receberam aplicagéo
topica de SDF e agua, respectivamente. O resultado mostrou atividade
antimicrobiana contra S. mutans e L. acidophilus do biofilme cariogénico formado
em superficies de dentina e menor grau de desmineralizacdo da dentina no
grupo tratado com SDF quando comparado ao grupo controle. O SDF diminuiu
a desmineralizagao da dentina e evitou a destruicdo do colageno [33]. Portanto,
a utilizagédo sob restauragdes podera melhorar a longevidade clinica.

Um estudo ex vivo mostrou uma camada superficial densa e altamente
mineralizada (cerca de 150 ym), rica em calcio e fosfato formada sobre a les&o
cavitada em dentina apos aplicagao bianual de SDF a 38% durante 24 meses.
Os cristalitos sobre a lesdo dentinaria encontravam-se bem alinhados e mais
organizados [34]. Além disso, as fibras colagenas foram protegidas e né&o
expostas como resultado do tratamento com SDF.

Uma revisao sistematica de publicacdes de 1948 a 2014 foi realizada com
o objetivo de investigar a eficacia clinica da terapia profissional com fluoreto em
remineralizar e paralisar o processo de carie em criangas. O estudo encontrou
como resultado que, aplicagdes profissionais de verniz de fluoreto de sodio a 5%
podem remineralizar lesdes iniciais ndo cavitadas de carie em esmalte e o
diamino fluoreto de prata a 38% é eficaz na paralisacdo da lesdo de carie em
dentina. Entretanto, ressaltam que o numero de ensaios clinicos que estudaram
o efeito da paralisagdo da les&o de carie em dentina é limitado, sugerindo que

mais ensaios clinicos devem ser realizados [35].

Um outro estudo concluiu que o SDF reduz o crescimento de bactérias
cariogénicas, pois o ion prata tem acéo bactericida. O SDF pode paralisar lesdes
de carie em esmalte e dentina, inibe a desmineralizagdo, promove a

remineralizagao e protege a matriz de colageno contra a degradagéo [36].

O SDF tem mostrado reduzir a incidéncia de carie na denticdo decidua,
entretanto, a aplicagéo clinica deste material foi limitada pela coloragédo escura
deixada apos a aplicagéo. A adigdo de iodeto de potassio (Kl) apos o diamino
fluoreto de prata diminui ou ameniza a formagado de manchas enegrecidas pela
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prata. O tratamento SDF + Kl inibiu o desenvolvimento de carie secundaria em
restauragcées com cimento de iondbmero de vidro, mas néo foi tdo eficaz como o
tratamento SDF isoladamente. Além disso, o tratamento causou uma coloragao
perceptivel na margem de restauragdo, mas a intensidade foi menor do que com

o tratamento de SDF puro [37].

O efeito do diamino fluoreto de prata na resisténcia de microtracdo entre
o cimento de iondbmero de vidro e a dentina cariada foi avaliado quanto ao modo
de falha na restauracdo. O estudo concluiu que o diamino fluoreto de prata néo
afeta adversamente a forca de unido entre o cimento de ionébmero de vidro e a
dentina cariada in vitro [38]. Da mesma forma, a aplicacdo de diamino fluoreto
de prata+ iodeto de potassio na superficie dentinaria ndo afeta negativamente a
resisténcia da ligagdo do cimento de iondmero de vidro a dentina [38, 39].

O painel de especialistas reunido pelo American Dental Association
Council of Scientific Affairs e o Centro de Odontologia Baseada em Evidéncias
conduziram uma revisdo sistematica e formularam recomendagdes clinicas.
Para paralisar lesbes cariosas cavitadas na superficie coronaria de dentes
deciduos e permanentes, o painel de especialistas recomenda que os
profissionais priorizem o uso de solu¢gdo SDF a 38% semestralmente [40].

Muitos estudos de laboratério foram realizados para investigar o efeito
anticarie do SDF em dentina, a maioria com foco no conteudo mineral, no
entanto, a degradac&o de matriz organica também esta envolvida na progresséo
da lesdo em dentina. As metaloproteinases da matriz orgénica (MMPs)
desempenham um papel importante na degradagcdo enzimatica da dentina.
Assim, a inibicdo das atividades de MMP pode contribuir para a paralisagao do
processo de carie. O SDF inibe especificamente as proteinas que decompdem
a matriz organica da dentina exposta: metaloproteinases da matriz, catepsinas e
colagenases bacterianas [31]. Foi encontrado um efeito inibitorio de solugdes
SDF em diferentes concentragdes nas atividades de MMPs. O efeito inibitorio
sobre MMP-2 (gelatinase A), MMP-8 (colagenases de neutrdfilos) e MMP-9
(gelatinase B) esta relacionado a concentragédo de solugdes de SDF, 38% tem
significativamente maior inibicdo em MMPs do que 30% e 12% [41].

Além de reduzir o crescimento de bactérias cariogénicas e promover a
remineralizagdo do conteudo inorganico do esmalte e da dentina, SDF previne a
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degradacédo do colageno na dentina por inibir a atividade das colagenases,
cisteina proteinases e catepsina [37].

Superficies de dentes revestidos com fluoreto de sédio ou diamino fluoreto
de prata foram estudadas com o objetivo de avaliar redugdes de pH induzidas
por bactérias. O tratamento das superficies dos dentes com fluoreto de sédio
inibe a producao de acido bacteriano, porém a dentina radicular revestida com

SDF teve efeito inibitério mais forte [42].

Nos Estados Unidos, o diamino fluoreto de prata € um novo método para
deter a carie dentaria. Protocolos para o seu uso estdo em desenvolvimento a
medida que a pesquisa evolui e a experiéncia € adquirida com diferentes

populagdes e configuragdes [43].

Um estudo clinico confirmou que a aplicagao tépica de SDF a 38%, em
uso crescente nos Estados Unidos, € segura e bem tolerada em adultos
saudaveis [44].

1.4 CONTAGEM DE STREPTOCOCCUS MUTANS

A cavidade bucal possui varias espécies de micro-organismos. Apesar da
diversidade microbiana, poucas espécies estdo relacionadas a doencga carie,
como Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus, pois
possuem as caracteristicas especificas para participar do processo da doenca.
As bactérias cariogénicas s&o capazes de produzir acidos a partir da
fermentacdo dos carboidratos da dieta (acidogénicas) e de sobreviver em meio
acido (aciduricas). Outra caracteristica seria a capacidade de adesao as

estruturas dentarias [45].

Os Streptococcus spp. sdo as bactérias mais comuns no biofilme
supragengival e que inicialmente se ligam as superficies dentarias. Estédo
presentes em grande numero e tém uma ampla gama de propriedades que lhes
permitem aderir a componentes da pelicula, bem como a outras espécies

bacterianas através de um mecanismo de co-agregacao [46].

O nivel de S. mutans e a subsequente atividade de carie foram
frequentemente correlacionados e, portanto, a contagem de S. mutans foi
identificada como um teste valioso na previsdo da atividade de carie e na

identificac&o de individuos com alto risco de carie [12].
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O controle da concentracédo e reducao de S. mutans pode ser benéfico
para criangas com alto risco a carie dentaria [47].

Uma avaliacéo in vitro verificou o efeito antimicrobiano do diamino fluoreto
de prata associado ao iodeto de potassio na viabilidade de bactérias
intratubulares e concluiu que o uso do diamino fluoreto de prata / iodeto de
potassio € uma abordagem eficaz na redugédo da quantidade de S. mutans nos

tubulos dentinarios infectados com este organismo [48].

Outro estudo in vitro foi conduzido com o objetivo de investigar os efeitos
inibitérios do diamino fluoreto de prata com e sem solugao saturada de iodeto de
potassio (SSKI) sobre o biofiime de S. mutans. O estudo concluiu que o grupo
controle teve significativamente mais UFC do que os grupos SDF, SSKI e SDF
mais SSKI. SDF isolado, SDF mais SSKI e SSKI interromperam um biofilme de
S. mutans estabelecido. O SDF isolado teve a maior interrupgéo geral [49].

Um estudo in vivo comparou a eficacia da atividade antimicrobiana de
CHX-timol (CHX / T) e vernizes de fluor sobre os niveis de S. mutans em saliva
de criangas de 6 a 8 anos de idade e concluiu que tanto a aplicagao de verniz
fluoretado (Fluor Protector) quanto a de verniz CHX / T (Cervitec Plus) nos
dentes foram igualmente eficazes na redugao significativa da contagem de S.

mutans na saliva em até 12 semanas [12].
1.5JUSTIFICATIVA

O diamino fluoreto de prata (SDF) ganhou muita atengdo como agente
cariostatico para prevenir e deter lesdes cariosas. Considerando o crescente
interesse no uso do SDF nos Estados Unidos e tendo-se em mente o
aparecimento de novas técnicas utilizando esse material decidiu-se pela
realizagdo de um ensaio clinico randomizado controlado para avaliar o
comportamento e efeitos apds a remocao seletiva de dentina cariada quando

comparado a clorexidina.
1.6 HIPOTESE NULA

O diamino fluoreto de prata age de maneira similar a clorexidina assim
como, as duas formulagbes de diamino fluoreto de prata tém efeitos

semelhantes.
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1.70BJETIVOS
1.7.1 GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do tratamento prévio com
clorexidina ou diamino fluoreto de prata em duas concentragdes diferentes em

lesdes cavitadas em dentina de molares deciduos.
1.7.2 ESPECIFICOS

a. Avaliar a quantidade de bactérias presentes na dentina cariada antes e

imediatamente apos tratamento com clorexidina e com diamino fluoreto de prata;

b. Avaliar a diversidade e redugao de Streptococcus spp. na dentina

cariada tratada com clorexidina e com diamino fluoreto de prata;

c. Avaliar o comportamento clinico das restauragcbes 3 meses depois do

procedimento restaurador.
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2 METODOLOGIA

2.1 DESENHO EXPERIMENTAL
Trata-se de um ensaio clinico randomizado controlado duplo cego.

A pesquisa esta identificada pela Plataforma Brasil sob o n°
93852718.3.0000.0030, foi iniciada apds aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia
sob o n® 2.908.551 (Anexo I). Posteriormente, o estudo foi cadastrado no ReBEC
Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (plataforma virtual de projetos em
andamento de estudos com seres humanos realizados no Brasil) TRIAL: RBR-
3KJJC4 (Anexo 2).

2.2 TREINAMENTO E CALIBRAGAO

Antes da triagem dos pacientes foi realizado o treinamento e calibragéo

da examinadora.
2.3 POPULACAO ESTUDADA E CALCULO DO TAMANHO AMOSTRAL

A populacao estudada é composta por criangas que apresentaram lesdes
cariosas estritamente oclusais em molares deciduos submetidas a tratamento
odontoldgico no Consultério ltinerante de Odontologia no Centro de Atencéo
Integral @ Criangca e ao Adolescente Santa Paulina (CAIC) localizado no
Paranoa-DF.

Para determinar o tamanho da amostra, o calculo foi realizado baseando-
se em estudos clinicos prévios (média do grupo controle 6,72, média grupo
experimental 4,02, diferengca= 2,7 e desvio padrao +1,14) [32,41].

Com base nos dados acima expostos, 174 criancas foram examinadas,
41 criangas foram incluidas no estudo, sendo 19 meninos e 22 meninas. Dentre
estas, 28 apresentaram apenas um molar deciduo cariado, 14 apresentaram
dois molares deciduos cariados e 4 apresentaram trés molares deciduos

cariados.

Durante o estudo 24 dentes foram excluidos por motivos diversos. Entre
os motivos, esfoliagado precoce do elemento dentario, restauragdo ou aplicagéo
de selante no dente selecionado para a pesquisa e abandono do tratamento por

parte do paciente.
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As amostras foram divididas em quatro grupos, (G1) diamino fluoreto de
prata a 38%; (G2) diamino fluoreto de prata a 30%; (G3) clorexidina 2% e (G4)

grupo controle. O tamanho amostral foi de 10 pacientes por grupo, totalizando

um n= 40 (figura 3).
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Avaliados por elegibilidade (n = 174)

Excluidos (n = 133)

Randomizacgéao (n = 41)

Nao atenderam ao critério de inclusdo (n = 106)
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Outras razdes (n = 24)

l

Alocacao

[ 1

]

l

Alocados para intervengao
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Figura 3 - Fluxograma CONSORT do estudo.
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2.4 SELECAO DA AMOSTRA E LOCAL DE REALIZACAO DA
PESQUISA

Os participantes da pesquisa foram convidados a fazer parte do estudo
apos triagem feita no Consultério Itinerante de Odontologia do CAIC - Centro de
Atencdo Integral a Crianca e ao Adolescente Santa Paulina localizado no
Paranoa-DF.

2.5 CRITERIOS DE INCLUSAO

e Pacientes que apresentaram pelo menos uma lesdo cariosa em molar
deciduo classe | (oclusal) com lesbes cariosas ativas localizadas no tergo
externo da dentina, sem doenga pulpar e periodontal;

e Ambos 0s sexos;

e Faixa etaria: de 7 a 10 anos;
2.6 CRITERIOS DE EXCLUSAO

e Criangas cujos pais ndo consentiram em participar do estudo (auséncia

de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE);

e Criangas que nao assentiram em patrticipar do estudo (auséncia de Termo
de Assentimento Livre e Esclarecido - TALE);
e Criangas que apresentaram algum tipo de comprometimento sistémico

e/ou necessidades especiais ao longo do tratamento;
2.7 ALOCACAO ALEATORIA DOS PARTICIPANTES

Apos o processo de triagem, pelos critérios de inclusdo e excluséo, os
pacientes selecionados foram distribuidos aleatoriamente através de tabela de
numeros randémicos em quatro grupos: (G1) diamino fluoreto de prata a 38%;
(G2) diamino fluoreto de prata a 30%; (G3) clorexidina 2% e (G4) grupo controle.

O prontuario de cada participante foi lacrado em envelope, sendo aberto
apenas no momento do atendimento clinico garantindo o cegamento quanto ao

grupo ao qual pertenciam.
2.8 TRATAMENTOS
e Diamino Fluoreto de Prata a 38%:
Riva Star SDI®, SDI Limited Bystwater, Australia.
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e Diamino Fluoreto de Prata a 30%:

Cariestop® da Biodinamica, Ibipora, Brasil.

Clorexidina a 2%:

Clorhexidina®, FGM, Joinville, Brasil.

Cariestop

Fm

e
clorhexidina s

s R

\, g

Figura 4 - Produtos utilizados para os tratamentos. A, Diamino Fluoreto de Prata a 38% (Riva
Star SDI®, SDI Limited Bystwater, Australia); B, Diamino Fluoreto de Prata a 30% (Cariestop®

da Biodinamica, Ibipora, Brasil); C, Clorexidina a 2% (Clorhexidina®, FGM, Joinville, Brasil).

Fonte: Site dos fabricantes.

Estes produtos sado registrados na Anvisa: Riva Star SDI® Registro N°
10282490035, Cariestop® Registro N° 10298550048, Clorhexidina® Registro N°
80322400102 e estdo presentes em diversas pesquisas sobre prevencao e

tratamento da doenca carie.

2.9. ORIENTAGCOES, EXAMES CLINICOS E RADIOGRAFICOS,

TRATAMENTOS

Dentre as etapas da pesquisa:

Etapa 1: Exame clinico, classificagao das lesdes, avaliagao radiografica e
orientagdes.

Etapa 2: Tratamento restaurador com coletas prévias de dentina cariada.
Etapa 3: Fase laboratorial de analise microbiologica.

Etapa 4: Avaliagao clinica das restauracoes.

Etapa 5: Mensuragao da eficacia dos tratamentos.
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291 Etapa 1 — Exame clinico, classificacao das lesdes, avaliagao
radiografica e orientagdes

2.9.1.1 Exame clinico

Foram coletadas informagdes clinicas com o objetivo de identificar as
lesdes cariosas que puderam ser incluidas na pesquisa e identificar habitos de
higiene do paciente. Para o exame clinico utilizou-se luz artificial, espelho e
sonda exploradora. O objetivo foi identificar as lesdes cariosas e classifica-las
segundo a classificagao de Black.

2.9.1.2 Classificacao das lesdes

A classificagao foi registrada no prontuario e apenas as cavidades classe

| entraram na pesquisa.
2.9.1.3 Avaliagao radiografica

Os dentes foram radiografados usando o Diox, um aparelho de raio-x
portatil de alta frequéncia (Micro Imagem, Indaiatuba/SP, Brasil) com o objetivo
de avaliar a profundidade da lesdo de carie. Ao exame radiografico interproximal
padronizado, a lesdo cariosa nao ultrapassou 1/3 da espessura da dentina.

2.9.1.4 Orientacbes

Os pacientes receberam orientacbes verbais e escritas sobre dieta,

escovagao e habitos parafuncionais.

Todos os voluntarios foram devidamente esclarecidos sobre os objetivos
do estudo. Foi obtida a assinatura do termo de assentimento (Anexo 3) e, por se
tratar de menores, foi obtida a assinatura do termo de consentimento (Anexo 4)

por seus responsaveis.

2.9.2 Etapa 2 — Tratamento restaurador com coletas prévias de
dentina cariada

O procedimento clinico de tratamento restaurador e as avaliagdes clinicas

e radiograficas foram realizadas exclusivamente pela pesquisadora responsavel.

O dente foi isolado e o tecido cariado removido. As amostras de dentina
foram coletadas com colheres de dentina estéreis, durante o preparo cavitario
(TO).
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Para G1: No primeiro grupo experimental foi aplicado SDF a 38% para

limpeza cavitaria,

Para G2: No segundo grupo experimental foi aplicado SDF a 30% para

limpeza cavitaria,
Para G3: No terceiro grupo experimental foi aplicada CHX a 2%,

Para G4: O quarto grupo (G4) foi o controle e ndo foi usado nenhum

agente de limpeza de cavidade.

Antes do selamento, novas amostras de dentina foram coletadas com

colheres de dentina (T1).

O material restaurador empregado neste estudo foi o cimento de ionébmero
de vidro GC Fuji ll®, Toquio, Japao. Os grupos foram restaurados e manipulados

conforme as instru¢des do fabricante.

Todo procedimento de coleta foi realizado pelo mesmo pesquisador, a
autora do trabalho.

2.9.3 Etapa 3 — Fase laboratorial de analise microbiolégica

O meio de transporte utilizado foi o fluido de transporte reduzido (RTF)
[50]. Este meio foi preparado de acordo com a descricdo apresentada na tabela
1, esterilizado usando um filtro de membrana 0,22 ym e transferido para tubos

tipo eppendorf estéreis. O mesmo meio foi utilizado como diluente.

Tabela 1 - Composigéo do Fluido de Transporte Reduzido (RTF)?

Componentes Quantidade (mL)
1. Solugéo 1° 75

2. Solugao 2° 75

3.0.1 MEDTA 10

4. 8% Na2CO3 S

5. 1% dithiothreitol 20

6. Agua destilada 814

a Volumes por litro de RTF.
b Contém 0,6% de K2HPO4.
c Contém 1,2% NaCl, 1,2% (NH4)2S04, 0,6% KH2PO4 e 0,25% MgS04.
Apoés a coleta, a amostra de dentina foi imediatamente transferida para
um tubo eppendorf estéril com 0.5 mL de RTF e mantida em gelo até chegar ao

laboratério. As amostras foram dispersadas duas vezes por ultrassom durante
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10 segundos, com intervalo de 30 segundos, em um processador ultrassénico
de alta densidade para dispersar agregados bacterianos. Depois disso, elas
foram agitadas em vortex por 30 segundos e diluidas 10 vezes em série com
RTF.

Posteriormente, aliquotas de 10 uL de cada diluicdo foram semeadas nas
placas de cultura em duplicatas nos seguintes meios: agar (BHI) Brain-Heart
Infusion (HiMedia, Mumbai, india) suplementado com 5% de sangue para
contagem de micro-organismos viaveis totais e agar Mitis Salivarius (Synth,
Diadema, SP, Brasil) suplementado com 0,2 unidades/mL de bacitracina e 1%
de telurito de potassio (MSB) para contagem de S. mutans (figuras 5 e 6

respectivamente).

Figura 5 — Imagem ilustrativa do procedimento utilizado para contagem de micro-
organismos viaveis totais. Placas de petri com meio de cultura agar Brain-Heart Infusion (BHI)
suplementado com 5% de sangue. As amostras foram diluidas em série, as diluigdes 10!, 1072,
103, 10 e 10°® foram aplicadas em duplicata. A) Antes do tratamento; B) Apos tratamento com
SDF.

28



Figura 6 - Imagem ilustrativa do procedimento utilizado para contagem de S. mutans.

Placas de petri com meio de cultura agar Mitis Salivarius (MSB) suplementado com bacitracina
e telurito. As amostras foram diluidas em série e as diluicdes 10" e 102 foram aplicadas em

duplicata. A) Antes do tratamento; B) Apos tratamento com SDF.

As placas de BHI e MSB foram incubadas a temperatura de 37°C sob
condigdes microaerofilicas utilizando jarras de anaerobiose (Permution, Curitiba,
PR, Brasil) durante 72 horas. Apds a incubagdo, o numero de UFC (unidades
formadoras de col6nias) foi determinado em uma placa com 10-50 col6nias.

As amostras originais sem diluicdo foram cultivadas em agar Mitis
Salivarius (Synth, Diadema, SP, Brasil) suplementado com 1% de telurito de
potassio, a semeadura foi realizada utilizando-se a técnica de esgotamento com
o intuito de isolar as diferentes colbnias de bactérias e avaliar a diversidade de
espéecies de Streptococcus spp. € Enterococcus sp. antes e apos o tratamento
(figura 7).
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Figura 7 - Imagem ilustrativa do procedimento utilizado para contagem de Streptococcus spp. e
Enterococcus sp. Placas de petri com meio de cultura agar Mitis Salivarius (MS) suplementado
com telurito. As amostras foram aplicadas por esgotamento com algas estéreis e sem diluigoes

prévias. A) Antes do tratamento; B) Apds tratamento com SDF.

A identificagdo e contagem em meios seletivos foram realizadas tendo
como base micro-organismos que possuem morfologias caracteristicas em suas
colbnias ou em suas células, quando analisados respectivamente, com
estereoscopio e microscopio (figura 8), seguindo classificacbes descritas
previamente [51, 52, 53, 54]. A contagem foi realizada por um examinador

treinado e desconhecedor da origem amostral.
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Figura 8 — Imagem ilustrativa da classificagcdo de colénias em Placas de petri com meio

de cultura agar Mitis Salivarius (MS) suplementado com telurito. 1, S. mutans; 2, S. mitis; 3, S.

salivarius; 4, Enterococcus spp.; 5, S. sobrinus.
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Todas as técnicas de semeadura, cultura e isolamento seguiram as
normas e padronizagdes do Laboratério de Microbiologia do Departamento de
Biologia Celular (CEL) da Universidade de Brasilia - UnB e dos fabricantes dos
meios de cultura. Todo o processo microbioldgico foi realizado pelo mesmo
pesquisador, a autora do trabalho.

2.9.4 Etapa 4 — Avaliagao clinica das restauragoes

Os participantes da pesquisa foram reavaliados no intervalo de 3 meses
com a finalidade de analisar o comportamento clinico das restauragdes

realizadas.

As restauracdes foram avaliadas quanto a sua presenca ou auséncia, e
se presentes, se estavam satisfatdrias. Os parametros clinicos analisados foram
adaptagdo marginal, forma anatébmica, rugosidade de superficie, descoloragéo
marginal, sensibilidade poOs-operatoria e carie secundaria, sendo as
restauragdes classificadas em Alfa, Bravo ou Charlie seguindo os critérios
clinicos USPHS modificados - Criteria for the clinical evaluation of dental
restorative materials que por terem sido usados no Servigo de Saude Publica
dos Estados Unidos (United States Public Health Service), ficaram conhecidos
como critérios USPHS ou USPHS modificados [55].

2.9.5 Etapa 5 — Mensuragao da eficacia dos tratamentos

Os resultados microbioldgicos e clinicos obtidos em todos os grupos

foram analisados e comparados.
2.10 CEGAMENTO

O paciente nao foi informado sobre qual grupo foi alocado. A aplicagéo de
todos os passos, por meio da simulagcédo de algumas etapas para determinados
grupos, foi a forma selecionada para cegar adequadamente o participante da

pesquisa.

A examinadora abriu o envelope que constava o tratamento a ser
realizado apenas no momento do procedimento restaurador garantindo o

cegamento quanto ao grupo ao qual pertenciam.

As amostras coletadas foram numeradas antes de serem levadas ao

laboratério garantindo o cegamento da examinadora.
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Na etapa de avaliagao clinica apdés 3 meses, as restauracdes foram
avaliadas antes de conhecer o grupo ao qual pertenciam.

2.11 TAXA DE ADESAO DOS PARTICIPANTES

Esforcos foram empreendidos para aumentar a taxa de adesdo, como
disponibilizar informagao detalhada acerca do estudo a todos os participantes,
encaminha-los para atendimento, caso algum problema que requeresse imediato
tratamento fosse encontrado, as atividades foram agendadas de forma a
adaptar-se as necessidades de cada caso.

2.12 ANALISE ESTATISTICA

As redugdes de UFC/ mL dos micro-organismos totais provenientes dos
tratamentos foram tabulados em planilha eletrénica (Excel, Microsoft) e as
analises estatisticas foram realizadas no software SPSS para Mac versao 25.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) e GraphPad Prism versao 5 (GraphPad Software,
San Diego, California, EUA). As contagens bacterianas foram transformadas em
valores log10 depois de adicionar 1 a todos os dados para lidar com contagens
zero. Os dados microbiologicos coletados foram submetidos a analise de
normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade utilizando o
teste de Levene. Como a dispersao se mostrou normal, as médias das redugdes
das UFC/mL de cada tratamento foram comparadas por teste T de Student, as
diferengas entre os grupos tratados foram analisadas por ANOVA de duas vias
e em seguida aplicado o pos teste de Bonferroni para comparagdes multiplas. O
valor de p < 0,05 foi utilizado como critério para significancia estatistica.
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3 RESULTADOS

3.1 CARACTERISTICAS DOS GRUPOS

Quarenta (40) participantes completaram o protocolo do estudo e as
caracteristicas demonstrando as semelhangas e homogeneidade intergrupos
estdo apresentadas na tabela 2. Houve predominio do sexo feminino e 90% dos

participantes relataram a ingestao de alimentos cariogénicos na dieta.

Tabela 2 - Distribuicdo das caracteristicas dos grupos de estudo

Diamino Diamino Clorexidina Controle
Variavel 38% (n=10) 30% (n=10) (n=10) (n=10) Valor P
Género (F%) 50 40 90 40 0,0762
N° médio de dentes cariados 1(1-2) 1,5 (1-2) 2 (1-2) 2 (1-4) 0,186
Idade (anos) 9 (8-9) 9 (9-10) 8 (+0,26) 9 (8-9) 0,0994
Freq. diaria de higiene 2 (1-3) 2 2 (1-3) 2 (1-3) 0,9303
Dieta cariogénica (Sim%) 90 100 80 90 0,13

3.2 ANALISE MICROBIOLOGICA

Grandes variagdes na redugao da contagem de micro-organismos totais
foram evidentes apds a aplicagdo dos agentes de teste em lesdes de dentina
cariada dos participantes da pesquisa. Na figura 9 estdo apresentados os
resultados, nos quais pode-se observar que o grupo 2 apresentou menor numero
de micro-organismos totais apos a aplicagao do diamino fluoreto de prata a 30%,
seguido do grupo 1 (diamino fluoreto de prata a 38%) e do grupo 3 (clorexidina
2%). No grupo 4 (controle) ndo houve reducéo significativa do ponto de vista
estatistico entre a coleta da amostra pré e pos intervencao restauradora. O
tratamento da dentina cariada com SDF 30% e 38% resultaram em 99,91% e

84,08% respectivamente de redugédo da contagem de micro-organismos totais.
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Figura 9 — Redugéo da contagem de micro-organismos totais em UFC/mL. (* p<0,05; **
p<0,005; *** p<0,001).

A contagem de micro-organismos totais dos participantes da pesquisa
antes e apods o tratamento com os agentes de teste esta apresentada na tabela
3. Apos o tratamento com SDF 30%, a média de contagem de UFC/mL foi
reduzida de 2,3 x 107 para 1 x 10, que foi estatisticamente significativa (P<0,05).
No caso do SDF 38%, a contagem média de UFC/mL diminuiu de 3,2 x 107 para
5 x 108 (P <0,05). O tratamento com CHX reduziu a contagem média de UFC/mL
de 1,4 x 107 para 2,7 x 108 (P< 0,05). O tratamento de controle negativo reduziu
a contagem de 9,4 x 10° para 5,3 x 108 (P< 0,05).

Tabela 3: Comparagéo dos valores médios de UFC/mL de micro-organismos antes e apés

tratamento nos grupos de estudo e controle usando o Teste “T” pareado.

Grupos Média de UFC/mL Média de UFC/mL  Desvio padrdo Valor P
micro-organismos micro-organismos medio
antes (TO) depois (T1)
1 (SDF 38%) 3,2 x 107 5x 10° 0,45 0,005
2 (SDF 30%) 2,3 x 107 1x10* 0,39 0,000
3(CHX2%) 1,4x10’ 2,7 x 10° 0,61 0,015
4 (Controle) 9,4 x 10° 5,3 x 10° 0,12 0,067
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Uma comparagao intergrupos entre a diferenca média de contagem de
micro-organismos antes e depois de cada tratamento nos grupos de estudo e

grupo controle esta apresentada nas tabelas 4 (T0) e 5 (T1).

Tabela 4. Comparagao intergrupos entre a diferenga Média de contagem de micro-organismos

antes do tratamento nos grupos de estudo e controle.

Grupos Grupos Diferenca média Valor P
Grupo 1 SDF 30% 0,54 0,78
(SDF 38%) CHX 2% 0,34 1,00
Controle 0,50 0,98
Grupo 2 SDF 38% - 0,54 0,78
(SDF 30%) CHX 2% -0,20 1,00
Controle - 0,04 1,00
Grupo 3 SDF 38% -0,34 1,00
(CHX 2%) SDF 30% 0,20 1,00
Controle 0,16 1,00
Grupo 4 SDF 38% - 0,50 0,98
(Controle) SDF 30% 0,04 1,00
CHX 2% -0,16 1,00

Como observado na tabela 4 ndo houve diferenga entre os valores de
micro-organismos totais obtidos nos 4 grupos antes da intervengdo em estudo e
aplicacao dos compostos em teste.

Tabela 5: Comparagéo intergrupos entre a diferenga Média de contagem de micro-organismos

depois do tratamento nos grupos de estudo e controle.

Grupos Grupos Diferenca média Valor P
Grupo 1 SDF 30% 2,11* 0,07
(SDF 38%) CHX 2% - 0,06 1,00
Controle -0,80 1,00
Grupo 2 SDF 38% -2,11* 0,07
(SDF 30%) CHX 2% -217* 0,05
Controle -2,91* 0,00
Grupo 3 SDF 38% 0,06 1,00
(CHX 2%) SDF 30% 2,17* 0,05
Controle -0,73 1,00
Grupo 4 SDF 38% 0,80 1,00
(Controle) SDF 30% 2,91* 0,05
CHX 2% 0,73 1,00

* A diferenga média é significativa no nivel 0,05.
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Na tabela 5 estdo destacadas por asteriscos as comparagdes intergrupos
que apresentaram diferengas significativas em relagdo aos valores de reducéo
da carga microbiana pos intervengdes restauradoras e aplicagdes de compostos
testes. O grupo 2 (SDF a 30%) apresentou diferengas em relagdo aos outros 3
grupos em estudo.

Apos analise dos efeitos das intervengdes e compostos testes na
contagem de micro-organismos totais procedeu-se a analise microbiolodgica para
determinacdo da influéncia dos protocolos em estudo sobre a reducdo da
microbiota cariogénica. Estes experimentos utilizaram o meio de cultivo Agar
Mitis Salivarius suplementado com telurito (MS). A contagem da especifica de S.
mutans foi realizada em meio de cultivo Agar Mitis Salivarius suplementado com
telurito e bacitracina (MSB).

Em relagdo aos micro-organismos do grupo Streptococcus spp. (S.
mutans, S. mitis, S. salivarius e S. sobrinus) e Enterococcus sp., o grupo 2 (SDF
30%) mostrou superioridade em relagéo aos efeitos antibacterianos, visto que o
crescimento bacteriano em agar MS foi inibido em 99,97 % dos participantes apos
tratamento e em agar MSB foi completamente inibido em 100% dos
participantes. No grupo 1 (SDF 38%) observou-se a redugdo do crescimento
bacteriano em 99,81% e 99,59% das placas em agar MS e MSB
respectivamente. No grupo 3 (clorexidina) houve redugdo do crescimento
bacteriano de 86,22% em agar MS e 90,3% em agar MSB. No grupo 4 (controle)
a redugcdo em agar MS foi de 18% e em agar MSB nao houve inibicdo do
crescimento de S. mutans, havendo pequeno aumento na contagem bacteriana,

como mostrado nas figuras 10 e 11.
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Figura 10 - Redugao da contagem de UFC/mL do grupo Streptococcus spp. (S. mutans,

S. mitis, S. salivarius e S. sobrinus) e Enterococcus sp.em agar Mitis Salivarius (MS).
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Figura 11 - Redugéo da contagem de S. mutans em UFC/mL em &gar Mitis Salivarius

com bacitracina (MSB).

3.3 SUSCEPTIBILIDADE DIFERENCIAL DO GRUPO
STREPTOCOCCUS SPP. AOS COMPOSTOS EM TESTE

As espécies bacterianas foram identificadas por aspectos morfolégicos
das colbnias (estereoscopia) e caracteristicas celulares (microscopia). Foram
identificadas nas amostras de dentina espécies do género Streptococcus como
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S. mutans, S. sobrinus, S. salivarius e S. mitis, assim como col6nias do género
Enterococcus (Enterococcus sp.).

Foram feitas comparacdes entre as espécies bacterianas encontradas
nas amostras antes do tratamento e as espécies bacterianas encontradas nas
amostras apos o tratamento. No grupo SDF a 38% a espécie S. mutans
apresentou 40% de susceptibilidade ao tratamento, enquanto a susceptibilidade
da espécie S. sobrinus foi de 83,3%, S. salivarius 60%, S. mitis 87,5% e

Enterococcus 50% (figura 12).

SDF 38%

B3 SDF 38% (T0)
3 SDF 38% (T1)

Numero de pacientes

Figura 12 — Susceptibilidade diferencial de bactérias do grupo Streptococcus spp. (S.
mutans, S. mitis, S. salivarius e S. sobrinus) e Enterococcus sp. Frente ao tratamento com SDF
a 38%.

No grupo SDF a 30% a espécie S. mutans apresentou 80% de
susceptibilidade ao tratamento, enquanto a susceptibilidade da espécie S.
sobrinus foi de 75%, S. salivarius 87,5%, S. mitis 88,8% e Enterococcus 100%
(figura 13).
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SDF 30%

E3 SDF 30% (T0)
E=3 SDF 30% (T1)

Numero de pacientes

Figura 13 — Susceptibilidade diferencial de bactérias do grupo Streptococcus spp. (S.
mutans, S. mitis, S. salivarius e S. sobrinus) e Enterococcus sp. Frente ao tratamento com SDF
a 30%.

No grupo clorexidina a espécie S. mutans apresentou 33,3% de
susceptibilidade ao tratamento, enquanto a susceptibilidade da espécie S.
salivarius foi de 12,5% e S. mitis 20%. S. sobrinus e Enterococcus n&o foram
suscetiveis ao tratamento (figura 14).
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Figura 14 — Susceptibilidade diferencial de bactérias do grupo Streptococcus spp. (S.
mutans, S. mitis, S. salivarius e S. sobrinus) e Enterococcus sp. Frente ao tratamento com CHX
a 2%.

No grupo controle houve reducédo de 20% das espécies S. mutans e S.
salivarius. Enquanto nas demais espécies bacterianas identificadas ndo houve

redugéo entre a primeira e segunda coleta (figura 15).

CONTROLE

B3 CONTROLE (T0)
E3 CONTROLE (T1)

Numero de pacientes

Figura 15 — Susceptibilidade diferencial de bactérias do grupo Streptococcus spp. (S.
mutans, S. mitis, S. salivarius e S. sobrinus) e Enterococcus sp. Frente a intervengdo no grupo
controle.
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A figura 16 mostra uma comparacgao intergrupos da reducéo de espécies do género Streptococcus como S. mutans, S. sobrinus, S.

salivarius e S. mitis, assim como col6nias do género Enterococcus (Enterococcus sp.) antes e depois do tratamento nos grupos de

estudo e controle.
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Figura 16 — Comparagéo intergrupos da susceptibilidade diferencial de bactérias do grupo Streptococcus spp. (S. mutans, S. mitis, S. salivarius e S.

sobrinus) e Enterococcus sp. nos diferentes grupos de estudo e grupo controle.
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3.4 EFICACIA CLINICA

As restauragdes com cimento de ionémero de vidro foram avaliadas e

classificadas da seguinte maneira:
¢ Dente esfoliado;

¢ Dente com restauragao satisfatéria;

¢ Dente com restauracgéo insatisfatoria (desadaptagao marginal, rugosidade

de superficie, descoloragao marginal, sensibilidade p6s-operatoria e carie

secundaria);

¢ Dente com restauragao ausente.

Nao foi observada diferenca no comportamento clinico das restauragdes nos

diferentes grupos de estudo apds 3 meses do tratamento restaurador, tabela 6 e

figuras 17, 18, 19 e 20.

Tabela 6 - Avaliacao clinica das restauragoes

Grupos n Dentes Dentes com Dentes com Dentes com

esfoliados restauracdo restauragdo restauragao

satisfatoria insatisfatéria ausente
SDF 38% 10 1 8 - 1
SDF 30% 10 3 7 - -
CHX 2% 10 1 7 - 2
CONTROLE 10 1 7 1 1
Total 40 6 29 1 4
SDF 38%

Dente Esfoliado
10%

Restauragdo
Satisfatéria
80%

Figura 17 — Distribuicdo percentual dos resultados da avaliagdo clinica das restaura¢des no

grupo SDF 38%.
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SDF 30%

Dente Esfoliado
30%

Restauragao
Satisfatoria
70%

Figura 18 — Distribuicdo percentual dos resultados da avaliagdo clinica das restaura¢des no
grupo SDF 30%.

CLOREXIDINA

Restauragdo
Ausente
20%

Dente Esfoliado
10%

Restauracao
Satisfatdria
70%

Figura 19 — Distribuicdo percentual dos resultados da avaliagdo clinica das restaura¢des no
grupo CHX 2%.

CONTROLE

Restauracao
Ausente
10%

Dente Esfoliad
10%

Restauragdo

Satisfatodria
70%

Figura 20 — Distribuicdo percentual dos resultados da avalia¢ao clinica das restaura¢des no
grupo controle.
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4 DISCUSSAO
Este estudo € um ensaio clinico randomizado controlado duplo cego por

este ser o melhor delineamento experimental para determinacio da eficacia de
terapias [56]. O objetivo foi avaliar o efeito do tratamento prévio com clorexidina
ou diamino fluoreto de prata em duas concentracdes diferentes em lesdes
cavitadas em dentina de molares deciduos. A eficacia microbiolégica foi
mensurada por meio da reducdo da contagem de unidades formadoras de
colénia (UFC) e a eficacia clinica foi avaliada quanto a situagao das restauragdes

3 meses apobs o tratamento restaurador.

Em relagdo aos protocolos de aplicacdo, € recomendada a concentragao
de 38%, por ser a unica com eficacia clinica e laboratorial comprovadas [57]. A
concentracdo de 38% foi a unica concentracdo aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA) e pela Health Canada para utilizacdo nos EUA e Canada,
respectivamente. No Brasil, o diamino fluoreto de prata € comercializado nas
concentracbes de 12% e 30%. Considerando que a pratica clinica deve
acompanhar o desenvolvimento cientifico, ndo existe evidéncia suficiente para
propor a aplicagao de produtos brasileiros. Um estudo sugere investigagdo mais
aprofundada sobre concentragbes mais baixas desses agentes ou seu uso em
combinagdo com outros agentes antibacterianos para produzir resultados
semelhantes, mas com maior segurancga [5]. Frente a essa realidade, s&o
necessarios estudos clinicos bem conduzidos para investigar os efeitos de
diferentes concentragdes do diamino fluoreto de prata. Este estudo avaliou o

diamino fluoreto de prata a 30% e 38%.

Na 12 fase laboratorial deste estudo, dados de quantificagdo microbiana
de cada les&o cariosa foram comparados antes e apds o tratamento para avaliar
o efeito dos materiais em cada individuo. Contagens de micro-organismos totais
e de Streptococcus do grupo mutans foram realizadas. O tratamento da dentina
cariada com SDF 30% reduziu as contagens de micro-organismos anaerobios
totais em 99,91% (figura 9 e tabela 3), enquanto o crescimento de Strepfococcus
do grupo mutans foi completamente inibido (figuras 10 e 11). O SDF 38% reduziu
o crescimento de micro-organismos totais em 84,08% (figura 9 e tabela 3) e de
S. mutans em 99,59% (figuras 10 e 11). SDF a 30% e o SDF a 38% mostraram
maior atividade antibacteriana que a CHX e a diferenga apresentou significancia
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estatistica, valor de P< 0,05 (tabelas 3, 4 e 5). Resultados semelhantes foram
relatados em estudos anteriores, nos quais o SDF foi mais eficaz como agente
antibacteriano do que a CHX [51, 48, 5].

Testes de suscetibilidade in vitro também mostraram que a inibigdo do
crescimento de S. mutans foi maior com o SDF isolado do que com o SDF
associado ao Kl. Estudos anteriores in vitro investigaram a eficacia de SDF + Ki
em S. mutans, Lactobacillus acidophlus, Streptococcus sobrinus, Actinomyces
naesundus e outras bactérias cultivando-as como biofilmes mono e multi-
espécies em blocos de dentina [33]. Estes estudos revelaram que o SDF inibiu

significativamente biofilme mono e multi-espécies [5].

A 22 fase laboratorial avaliou a susceptibilidade diferencial do grupo
Streptococcus spp. aos compostos em teste. No grupo SDF a 30% a espécie S.
mutans apresentou 80% de susceptibilidade ao tratamento, enquanto a
susceptibilidade da espécie S. sobrinus foi de 75%, S. salivarius 87,5%, S. mitis
88,8% e Enterococcus 100% (figura 13). No grupo SDF a 38% a espécie S.
mutans apresentou 40% de susceptibilidade ao tratamento, enquanto a
susceptibilidade da espécie S. sobrinus foi de 83,3%, S. salivarius 60%, S. mitis
87,5% e Enterococcus 50% (figura 12). Resultado semelhante foi relatado em
estudo in vitro conduzido com o objetivo de investigar os efeitos inibitérios do
diamino fluoreto de prata com e sem solugéo saturada de iodeto de potassio (Kl)
sobre o biofilme de Streptococcus mutans, no qual concluiu-se que o grupo
controle teve significativamente mais UFC do que os grupos SDF e SSKI. O SDF
isolado foi mais eficaz em interromper um biofilme de S. mutans estabelecido
[49].

Apenas um estudo [5] avaliou a eficacia antibacteriana in vivo desses
agentes em seres humanos. O estudo demonstrou a potente atividade
antibacteriana in vivo do SDF e SDF + KI. O crescimento dos Streptococcus do
grupo mutans foi completamente inibido na maioria das amostras de dentina,
porém apenas no agar MSB. As contagens bacterianas anaerdbias no agar de
Brucella foram significativamente reduzidas, mas nao eliminadas. SDF e SDF +
Kl mostraram maior atividade antibacteriana que a CHX, embora a diferenga nao
tenha alcangado significaAncia estatistica. A contagem de micro-organismos

totais antes do tratamento também variou entre os individuos, sugerindo
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diferengas individuais na magnitude da infecgdo do tubulo dentinario. Outra
limitagdo é o pequeno tamanho da amostra, apenas 5 participantes. Foi sugerido
um estudo que inclua um numero maior de participantes para esclarecer a

eficacia in vivo do SDF [5].

As analises para quantificagao do efeito antibacteriano sobre a espécie S.
mutans foram conduzidas com o cultivo das amostras diluidas em meio de
cultura MSB, seletivo e especifico para S. mutans. Para avaliar a susceptibilidade
de diferentes espécies cariogénicas presentes nas lesdes utilizou-se uma
abordagem qualitativa com meio de cultura MS que permite o crescimento de
diferentes espécies do grupo Streptococcus spp. e Enterococcus sp. além do
inoculo ter sido realizado diretamente a partir da amostra original n&o diluida. A
diferenga observada, em que a redugao de S. mutans foi de 100% no grupo SDF
30% e de 99,59% no grupo SDF 38% (figuras 10 e 11) na analise quantitativa
em meio MSB e a susceptibilidade de S. mutans avaliada em meio MS de 80%
e 40%, respectivamente, nos grupos SDF 30% (figura 13) e SDF 38% (figura 12)
deve-se principalmente aos diferentes meios de cultura utilizados nas analises
quantitativas de S. mutans (meio MSB) e nas analises qualitativas de
Streptococcus spp. e Enterococcus sp. (meio MS). Outro fator responsavel pela
diferenga obtida nos resultados mencionados acima foi a quantidade de micro-
organismos inoculados nos diferentes meios de cultivo, sendo que para a analise
qualitativa foram utilizados 30 uL de amostra original ndo diluida, enquanto que
nas analises quantitativas foram utilizados 10 uL de in6culo a partir de amostras
diluidas. Dessa forma, os resultados de quantificagdo em meio MSB ndo podem
ser relacionados de forma absoluta com os dados de analise qualitativa com
meio MS. N&o obstante, esta diferenga ndo houve prejuizo para a analise dos
dados e conclusdo. Dessa forma manteve-se evidéncias claras do melhor efeito
antibacteriano, tanto nos ensaios quantitativos, quanto qualitativos, do SDF 30%,
seguido pelo SDF 38%, em relagédo ao produto controle CHX 2%.

O SDF a 38% utilizado neste estudo foi o Riva Star SDI®, SDI Limited
Bystwater, Australia. Este produto é uma associag&o do diamino com fluoreto de
prata com o iodeto de potassio e esta pode ser a possivel causa da menor
reducdo na contagem bacteriana quando comparado ao SDF a 30% Cariestop®
da Biodinamica, Ibipora, Brasil.
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Apesar de varios dados epidemiologicos e resultados experimentais em
ensaios laboratoriais indicarem a espécie S. mutans como o principal fator
microbiano responsavel pela doencga carie, outras espécies tém sido também
evidenciadas desde a década de 1990 como co-responsaveis pelas lesdes
cariosas como S. sobrinus, espécies de Lactobacillus spp. e também
Actinomyces spp. [54]. No entanto, essas espécies ndo foram objeto deste
estudo.

A diversidade da microbiota bucal em humanos, passivel de ser isolada
por cultivo em meios de cultura, € aproximadamente de 260 espécies diferentes,
mas acreditava-se que a diversidade total fosse em torno de 500 espécies [58,
59]. Em trabalhos recentes foram demonstradas diferentes variedades na
microbiota bucal dependendo do nicho analisado. Na saliva por exemplo
estimou-se entre 1.000 e 2.000 espécies de micro-organismos [60], na placa
supragengival foram encontradas entre 500 e 700 espécies microbianas [61, 62,
63]. No entanto, em lesbGes cariosas esta diversidade microbiana diminui
bastante para 100 a 200 espécies em diferentes fases da doenca, desde lesbes
em esmalte, até cavidades profundas na dentina [64, 65, 66, 67].

O advento das tecnologias moleculares de amplificacdo e
sequenciamento de acidos nucleicos tem contribuido ha mais de duas décadas
para a elucidagao do fator microbiano envolvido no processo cariogénico. Estas
metodologias moleculares independentes do cultivo e isolamento de espécies
microbianas permitem a identificacdo e quantificagdo de micro-organismos n&o
cultivaveis em meio de cultura, ou nao diferenciaveis por caracteristicas
morfoldgicas ou fenotipicas [68, 69, 70, 3, 71]. Talvez por esta razdo existam
especies bacterianas responsaveis pela doenca carie ainda nao identificadas.

Assumiu-se por muitos anos que 0s micro-organismos responsaveis pela
doenca carie deveriam estar também presentes na saliva, sendo esta amostra a
mais utilizada em estudos etiolégicos e epidemiologicos relacionados a carie
dentaria. A facilidade de obtengao de amostras de saliva e o fato de n&o ser um
processo invasivo também contribuiu pela escolha deste tipo de amostra na
maioria dos estudos [69, 70].

Neste estudo foram utilizadas amostras obtidas diretamente das lesdes
cariosas, material apontado por trabalhos recentes como a mais apropriada na
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avaliacdo da microbiota associada ao processo cariogénico [71, 74, 75]. Os
resultados aqui obtidos evidenciam, portanto, o efeito de diferentes agentes
antimicrobianos sobre micro-organismos viaveis e intrinsecamente associados
as lesdes cariosas, avaliam o efeito in vivo e em diferentes pacientes (figura 9 e
tabela 3), diferentemente de outros estudos que utilizaram produtos e
composic¢des semelhantes, mas utilizaram analises in vitro, ou diferentes dentes
em um unico paciente [5,33].

A Ultima analise deste estudo foi em relacdo a eficacia clinica das
restauracoes realizadas apos os tratamentos com os compostos em teste e nao
foi observada diferenca no comportamento clinico das restauracbes nos
diferentes grupos de estudo apdés 3 meses do tratamento restaurador (tabela 6
e figuras 17, 18, 19 e 20), sugerindo que novas avaliagdes sejam realizadas em
intervalos de tempo maiores.

Por fim, ha de se destacar a contribuicao do presente trabalho por ser um
dos primeiros a avaliar o efeito antimicrobiano do SDF Kl in vivo e com
amostragem suficiente a possibilitar analises estatisticas e correlagbes
relevantes entre os compostos em teste e o produto de referéncia (CHX). A partir
deste estudo também poderao ser avaliados outros micro-organismos presentes
nas amostras, uma vez que todo material obtido estd armazenado e preservado
sob congelamento em ultra-freezers. Estas analises baseadas em identificagao
molecular e métodos independentes de cultivo contribuiria ainda mais para a
elucidagcado das espécies microbianas envolvidas no processo de carie, assim
como da susceptibilidade microbiana ao SDF e a CHX. A aplicacédo de métodos
moleculares possibilitaria a identificagcdo de micro-organismos, ndo cultivaveis

tanto aerdbios, quanto anaerdbios, bactérias, fungos, arqueias e protozoarios.
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5 CONCLUSOES

O diamino fluoreto de prata se mostrou mais eficaz quanto a reducao de
micro-organismos totais e S. mutans quando comparado a clorexidina. Da
mesma forma em relacdo a susceptibilidade de Streptococcus a clorexidina foi
menor do que a observada para diamino fluoreto de prata.

As duas formulagbes de diamino fluoreto de prata tém efeitos
semelhantes, embora o diamino fluoreto de prata a 30% tenha sido superior

guanto a redu¢ado microbiana.

Ndo houve diferenga intergrupos no comportamento clinico das
restauracdes 3 meses depois do procedimento restaurador.

Novos estudos com tecnologias moleculares sao sugeridos para uma

melhor identificacdo das espécies bacterianas responsaveis pela doenca carie.
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Resumo:"Objetivo: Este estudo tem como objetivo comparar diferentes agentes
de limpeza cavitaria. Materiais e métodos: trata-se de um ensaio clinico
randomizado. Duas solu¢des de Diamino Fluoreto de Prata com concentracdes
de 38%, 30% e clorexidina a 2% serao estudadas. Pacientes apresentando leséo
cariosa Cl | em molares deciduos seréo selecionados. A amostra sera dividida
aleatoriamente em quatro grupos: (G1) diamino fluoreto de prata a 30%; (G2)
diamino fluoreto de prata a 38%; (G3) Clorexidina 2% e (G4) grupo controle. Dez
amostras de cada solugao experimental serdo usadas para estudar seu efeito.
Durante o exame clinico, as lesbdes serdo identificadas e classificadas. Na
sessdo seguinte serdo tratadas conforme divisdo dos grupos, amostras de
dentina serao coletadas para posterior analise laboratorial e comparacao. Apos
a esfoliacdo os dentes serdo doados a pesquisa € nova analise laboratorial e
comparagao serao realizadas. Hipdtese nula: O diamino fluoreto de prata age de
maneira similar a clorexidina assim como, as duas formulagcoes de diamino
fluoreto de prata tém mecanismos de agdo semelhantes."

No tépico "Revisdo de literatura: A doencga carie € uma disbiose, que ocasiona
um processo de desmineralizagdo dos tecidos dentarios (esmalte, dentina e
cemento). Lesdes de carie que ndo sdo passiveis de higienizagdo necessitam
da intervencao invasiva para controle de doenga. Essa intervengao preconiza,
em lesdes com risco de exposigcao pulpar, a remogao seletiva do tecido cariado
previamente a reconstrugdo das estruturas perdidas, protegendo os
remanescentes de novas agressbes (FRANCO et al, 2007)." E ainda:
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"(...)Existem varios estudos mostrando que a longevidade da interface adesiva é
aumentada quando s&o utilizadas estratégias inibitorias de enzimas
inespecificas (TJADERHANE et al. 2013). Diferentes produtos quimicos ou
agentes de ligac&o cruzada de colageno foram empregados com sucesso como
iniciadores terapéuticos no procedimento de adesdo (MAZZONI, 2015). Agentes
antibacterianos podem ser benéficos como agentes desinfectantes, aplicados na
superficie dentinaria, previamente aos procedimentos restauradores adesivos
(ABU NAWAREG et al., 2016) ou como agente antimicrobiano incorporados aos
sistemas adesivos (TEKCE et al., 2016). Em ambas as situagdes, o uso de tais
agentes tém como obijetivo eliminar ou diminuir o depdsito de bactérias aderidas
as paredes dentinarias."

Traz também a informacé&o que "(...) Varios produtos podem ser utilizados como
agentes de limpeza cavitaria disponiveis no mercado. Dentre eles, pode-se citar:
digluconato de clorexidina a 2% (CHX), peroxido de hidrogénio a 3% ou 10
volumes, solugdo de hidroxido de calcio (agua de cal), detergentes, solugdes
fluoretadas e mais recentemente o glutaraldeido (GA) e o diamino fluoreto de
prata (SDF). Franco et al. (2007) realizaram uma reviséo de literatura abordando
0 uso da clorexidina como agente desinfetante de cavidades e sua influéncia na
unido resina/dentina. A analise de alguns trabalhos concluiu que é importante
realizar a limpeza cavitaria com CHX, pois sua ag&do desinfetante protege a
estrutura dentaria de sensibilidade pds-operatéria e de carie recorrente. Além
disso, observou-se que os agentes de limpeza em geral n&o prejudicam o
processo de ades&o.O Digluconato de Clorexidina 2% (CHX) representa um
agente de limpeza promissor, por sua eficacia na redugdo da microbiota
cultivavel em dentina contaminada (BORGES et al., 2012). O uso de CHX, além
de nédo ter efeito prejudicial imediato, teve um efeito benéfico na adeséo
dentina/resina, desacelerando a taxa de degradagdo especialmente nos
primeiros meses de fungdo na cavidade oral (RICCI, 2010). A aplicagdo de CHX
nao seguida de lavagem tem o potencial de inibir as MMP's (metaloproteinases)
e, consequentemente, inibe a degradacdo da camada hibrida e das fibrilas de
colageno, melhorando assim, a forga de unido dentina-resina (CARRILHO, et al.,
2007). Entretanto, outros estudos demonstraram que o pré-tratamento da
cavidade com CHX in vivo para inibicdo da degradagdo da camada hibrida n&o
adiciona qualquer efeito benéfico ao desempenho clinico das restauragdes
(FAVETTI et al., 2017). (...)"

Ainda: "(...) Em 2012, Rosenblat verificou que o diamino fluoreto de prata foi
largamente estudado, principalmente com enfoque em seu poder preventivo e
cariostatico. Porém, outras também tém sido lembradas, como efeito inibitério de
micro-organismos, 0 seu uso em saude publica e efeitos adversos. O diamino
fluoreto de prata (SDF) também vem sendo usado como agente de limpeza de
cavidades. E eficaz contra Streptococcus mutans e reduz o nimero de bactérias
em lesdes cariosas profundas, pois é bactericida(...)".

Também "(...) Uma revis&o sistematica da literatura concluiu que o SDF reduz o
crescimento de bactérias cariogénicas, pois o ion prata tem agao bactericida. O
SDF pode paralisar carie de esmalte e de dentina, inibe a desmineralizacao,
promove a remineralizag&o e protege a matriz de colageno contra a degradacéo.
(ZHAO, 2017)
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Muitos estudos de laboratorio foram realizados para investigar o efeito anti-carie
do SDF em carie de dentina, a maioria destes estudos se concentram no
conteudo mineral, no entanto, a degradacdo de matriz organica também esta
envolvida na progressédo da carie dentinaria. As metaloproteinases de matriz
(MMPs) desempenham um papel importante na degradagdo enzimatica da
dentina. Assim, a inibicdo das atividades de MMP pode contribuir para a
paralisacédo do processo de carie. Foi encontrado um efeito inibitério de solucdes
SDF em diferentes concentragcbes nas atividades de MMP. O efeito inibitorio
sobre MMP-2, MMP-8 e MMP-9 esta relacionado a concentragao de solugdes de
SDF, 38% tem significativamente maior inibicdo em MMPs do que 30% e 12%.
(MEI et al, 2013)."

Em "Relevancia Social: O comportamento desses materiais no interior da
camada hibrida ainda ndo esta bem estabelecido na literatura. Avaliar a
possibilidade do uso de meios alternativos de preservacao e protecédo da dentina
de forma imediata e ao longo do tempo torna-se um tema relevante. E, ao mesmo
tempo, a analise qualitativa de micro-organismos patogénicos € importante na
identificacdo de espécies e cepas associadas com a doenga para um melhor
entendimento sobre a etiologia dessas doengas. Tendo-se em mente o
progresso cientifico e aparecimento de novas técnicas e materiais resolveu-se
realizar um ensaio clinico randomizado controlado para avaliar clinica e
histologicamente o comportamento e efeitos de duas diferentes substancias de
limpeza de cavidades apos a remocgao seletiva de dentina cariada."

"Hipotese Nula: O diamino fluoreto de prata age de maneira similar a clorexidina
assim como, as duas formulagoes de diamino fluoreto de prata t€m mecanismos
de acado semelhantes.

Hipotese: O diamino fluoreto de prata ndo age de maneira similar a clorexidina,
mostrando desempenho superior assim como, as duas formulagdes de diamino
fluoreto de prata ndo tém mecanismos de acdo semelhantes."

Local: Clinica de odontopediatria do curso de odontologia do Hospital
Universitario de Brasilia - HUB.

Custo: R$1.227,76, em Resma de Papel — Folha A4; Cartucho de tinta preta HP
662; Diamino Fluoreto de Prata - nacional e Diamino Fluoreto de Prata -
importado Clorexidina 2% (100ml); Micro Brush (100 unidades); Rolete de
Algodao (100 unidades); Sugador Odontolégico descartavel (40 unidades; Acido
fosforico 37% (3 unidades) e Sistema Adesivo Resina Composta.

Participantes: "A populacdo a ser estudada sera composta por criangas
submetidas a tratamento odontolégico no Curso de Odontologia da Universidade
de Brasilia atendidas no Hospital Universitario de Brasilia - HuB que apresentem
lesdes cariosas classe | em molar deciduo. Total 40 participantes - divididos em
grupos de 10, faixa etaria: 7 a 10 anos.

Dada inicio da coleta: Setembro/2018.

Objetivo da Pesquisa:
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Objetivo geral:

"O objetivo deste estudo sera avaliar o efeito de dois materiais nas estruturas
dentarias, previamente tratadas com clorexidina (CHX) e diamino fluoreto de
prata (Ag (NH3) 2F) em duas concentracdes diferentes, em segundos molares
deciduos."

Objetivos Especificos:

"- Avaliar a viabilidade das bactérias presentes na dentina cariada tratada com
clorexidina (CHX) e com diamino fluoreto de prata (Ag (NH3) 2F) imediatamente
apés a aplicacdo e depois da esfoliacio do dente deciduo;
- Avaliar a diversidade genotipica dos Streptococcus mutans e de Lactobacilos
na dentina cariada tratada com clorexidina (CHX) e com diamino fluoreto de prata
(Ag (NH3) 2F) apos a esfoliacdo do dente deciduo; - Avaliar os fatores de
viruléncia (aciduricidade e acidogenicidade) das bactérias cariogénicas
(Lactobacilos e Streptococcus mutans) identificadas na dentina cariada tratada
com clorexidina (CHX) e com diamino fluoreto de prata (Ag (NH3) 2F) apos a
esfoliagcao do dente deciduo;
- Investigar o efeito inibitério em MMPs por clorexidina (CHX) e por diamino
fluoreto de prata (Ag (NH3) 2F) apds a esfoliagdo do dente deciduo;

- Observar a camada hibrida, formagé&o de tags resinosos nos tubulos dentinarios
bem como nanoinfiltragdo na regido desta camada com a microscopia eletrénica
de varredura apés a esfoliacdo do dente deciduo."

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: "Riscos e Beneficios envolvidos na execugao da Pesquisa: Se o Diamino
Fluoreto de Prata (SDF) for aplicado acidentalmente sobre a pele ou a gengiva,
pode aparecer uma mancha marrom ou branca que ndo causara danos, nao
pode ser lavada e desaparecera de uma a trés semanas. O paciente podera
sentir um gosto metalico na boca, que ira desaparecer rapidamente. A area
afetada com a doenga carie podera ficar pigmentada apds a aplicagdo do SDF,
mas a estrutura dentaria saudavel ndo ira pigmentar.”

Beneficios: "Os beneficios tratam-se da cessacao da dor e restabelecimento da
saude bucal do paciente diante do tratamento com evidéncia de sucesso."

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de projeto de mestrado do Programa de PoOs-graduagdo em
Odontologia, vinculado a linha de pesquisa: Métodos e materiais para
diagndstico, prevencao e terapéutica em Odontologia, da Faculdade de Ciencias
da Saude, da discente Erica Torres de Aimeida Piovesan, orientado pela Profa.
Ana Cristina Barreto Bezerra e Coorientador: Prof. Dr. Vicente de Paulo Martins.

Tipo: "Ensaio clinico randomizado"
Critérios de inclusao: "Pacientes que apresentem pelo menos uma lesao cariosa
em molar deciduo classe | (oclusal) com lesdes cariosas ativas localizadas no

terco externo da dentina, sem doencga pulpar ou periodontal; Ambos os sexos;
Faixa etaria: de 7 a 10 anos."
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Critérios de Exclusdo: "Pacientes com doengas sistémicas; Pacientes especiais."

Alocacédo aleatéria dos participantes:" ApOs o processo de triagem, pelos
critérios de inclusdo e exclusdo, os pacientes selecionados serao distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos: (G1) diamino fluoreto de prata a 30%; (G2)
diamino fluoreto de prata a 38%; (G3) Clorexidina 2% e (G4) grupo controle."

"Tratamentos:

Diamino Fluoreto de prata a 30%: Sera utilizado o Cariestop ® da Biodinamica,
Brasil.

Diamino Fluoreto de prata a 38%: Sera utilizado o Saforide ®, Toyo Seiyaku
Kasei Co. Ltd., Osaka, Japan. Clorexidina a 2%: Sera utilizada a Clorhexidina ®,
FGM, Brasil.

Estes produtos s&o registrados e estdo presentes em diversas pesquisas sobre
prevencao."

"Orientagdes, exames clinicos e radiograficos: ETAPA 1: Exame clinico,
classificagdo das lesdes, avaliacdo radiografica e orientagbes; ETAPA 2:
Tratamento restaurador com prévia coleta de dentina cariada; ETAPA 3: Fase
laboratorial de analise microbioldgica; ETAPA 4: Coleta de dentes deciduos apos
a esfoliacdo; ETAPA 5: Fase laboratorial de analise microbiologica; ETAPA 6:
Mensuracéao da eficacia dos tratamentos".

"DETALHAMENTO: Etapa 1 — Exame clinico, classificagcao das lesdes, avaliacao
radiografica e orientagdes. 1.1) Exame clinico: S&o coletadas informagdes
clinicas com o objetivo de identificar as lesdes cariosas que podem ser incluidas
na pesquisa. 1.2) Classificagdo das lesdes: O exame clinico utilizara luz artificial,
espelho e sonda exploradora. O objetivo sera identificar as lesbes cariosas e
classifica-las segundo a classificagdo de black. A classificagdo sera registrada
no prontuario e apenas as cavidades classe | entrardo na pesquisa. 1.3)
Avaliagao radiografica Os dentes serdo radiografados com o objetivo de avaliar
a profundidade da lesédo de carie. Ao exame radiografico interproximal
padronizado, a lesdao cariosa ndo devera ultrapassar 1/3 da espessura da
dentina. 1.4) Orientacbes: Receberao orientagbes verbais e escritas sobre dieta,
escovagao e habitos parafuncionais. Todos os voluntarios serdo devidamente
esclarecidos sobre os objetivos do estudo e, em se tratando de menores, sera
obtida a assinatura do termo de consentimento por seus responsaveis. Os
responsaveis também serdo orientados quanto a doagao dos dentes deciduos
apos a esfoliacdo natural dos mesmos para darmos continuidade a pesquisa.

Etapa 2 — Tratamento restaurador com prévia coleta de dentina cariada: O
procedimento clinico de tratamento restaurador e as avaliagbes clinicas e
radiograficas serado realizadas por apenas um operador devidamente treinado. O
dente sera isolado, o preparo cavitario sera feito usando broca esférica n ° 4
estéril com turbina de baixa rotagao.

Para G1: No primeiro grupo experimental Ag (NH3) 2F a 30% para limpeza

cavitaria sera aplicado, Para G2: no segundo grupo experimental sera aplicado
Ag (NH3) 2F a 38% para limpeza cavitaria, Para G3: no terceiro grupo
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experimental CHX a 2% sera aplicada, Para G4: o quarto grupo (G4) sera o
controle e ndo sera usado agente de limpeza de cavidade. Antes do selamento,
as amostras de dentina serédo coletadas por duas brocas estéreis esféricas de
baixa rotagao n ° 4. Antes da coleta, as brocas serdo umedecidas em meio de
transporte reduzido (RTF) para facilitar a impregnacéo da dentina na broca.

Os grupos receberdo o sistema adesivo convencional e serdo manipulados
conforme as instrucoes do fabricante. O sistema adesivo que sera empregado
neste estudo sera o de tres passos, condicionamento acido total a 37%, primer
e adesivo Scotchbond Multi Purpose 3M/ESPE (Mineapolis, Minesota, USA) e a
resina composta nanoparticulada Filtek Z350 XT 3M ESPE cor A2D da mesma
procedéncia. Um fotopolimerizador de luz halégena com 600 mW/cm2 de
poténcia sera utilizado.

Etapa 3 — Fase laboratorial de analise microbiologica: A amostra de dentina sera
imediatamente transferida para um recipiente estéril com 1,2 ml de RTF e placas
de petri [Syed e Loesche, 1972]. E ainda "(...) As contagens em meios seletivos
serdo realizadas em microorganismos que possuem morfologia celular
caracteristica. Algumas colbnias presentes poderdo ser submetidas a coloragéo
Gram para confirmacgao da eficiéncia da metodologia aplicada. A contagem sera
realizada por um examinador treinado e cego."

Na Etapa 4 — "Coleta de dentes deciduos apds a esfoliagdo.: Os responsaveis,
terdo sido orientados quanto a necessidade de doagao dos dentes deciduos
apos a esfoliagdo natural dos mesmos, retornardo algum tempo depois e sera
feita a coleta destes elementos dentarios para a continuidade da pesquisa.”

Etapa 5 — "Fase laboratorial de analise microbiologica: As amostras passarao
por um protocolo de procedimentos para prepara- los para a visualizagdo ao
microscopio eletrénico de varredura (M.E.V)."

Etapa 6 — Mensuracéo da eficacia dos tratamentos: Os resultados obtidos em
todos os grupos serdo analisados e comparados.”

Em "6.3 Taxa de Retencao: Esfor¢cos serdo empreendidos para aumentar a taxa
de retencao, como disponibilizar informagao detalhada acerca do estudo a todos
os participantes, encaminha-los para atendimento, caso algum problema que
requeira imediato tratamento seja encontrado, as atividades serdo agendadas
de forma a adaptar-se as necessidades de cada caso."

Também: "7.1- Critério de Encerramento ou Suspensdo da Pesquisa, quando
couber

Caso o pesquisador perceba qualquer possibilidade de dano ao participante,
decorrente da participagcado na pesquisa, sera discutido com os participantes as
providéncias cabiveis e a forma de assisténcia, que podem incluir o
encerramento ou suspensao da pesquisa para que as providéncias cabiveis
sejam tomadas. O Comité de Etica em Pesquisa sera comunicado
imediatamente se necessario o encerramento da pesquisa. "

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoéria:
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Documentos  analisados para emissao  do presente parecer:
1) Projeto - em "PB_INFORMACOES BASICAS_DO_PROJETO_1124591.pdf",
postado em 01/09/2018. 2)Carta_resposta.docx”, postado em 01/09/2018.
3) Orgamento em "ORCAMENTO_FINANCEIRO.docx", postado em 01/09/2018.
4) Cronograma em "CRONOGRAMA_DE_ATIVIDADES.docx", postado em
01/09/2018.

5) Modelo de TCLE em "TCLE.docx", postado 01/09/2018.
6) Modelo de TALE em "TALE.docx", postado em 01/09/2018.
7) Projeto detalhado em "Projeto_Erica_Piovesan.docx", postado em
01/09/2018.

Recomendacgoes:
N&o se aplicam.
Conclusoées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Analise das respostas as pendéncias apontadadas no Parecer Consubstanciado
No. 2.826.478: 1) Substituir o termo "sujeito de pesquisa" por "participante de
pesquisa” ao longo do texto. (Res. CNS 466/2012, item [1.10).
RESPOSTA: "1- O termo "sujeito de pesquisa" foi substituido por "participante
de pesquisa" ao longo do texto. Projeto: pagina 15 paragrafos 6 e 8, pagina 21
paragrafo 5."

ANALISE: termo alterado. PENDENCIA ATENDIDA

2. No que se refere aos riscos "os riscos envolvidos sdo relativos a utilizagado dos
equipamentos de protegcdo individual (EPl) quando o dente estiver sendo
restaurado."; conforme a Resolugcdo 466/2012 no item V — DOS RISCOS E
BENEFICIOS diz "Toda pesquisa com seres humanos envolve risco em tipos e
gradacgdes variados. Quanto maiores e mais evidentes os riscos, maiores devem
ser os cuidados para minimiza-los e a protegcdo oferecida pelo Sistema
CEP/CONEP aos participantes. Devem ser analisadas possibilidades de danos
imediatos ou posteriores, no plano individual ou coletivo. A analise de risco é
componente imprescindivel a analise ética, dela decorrendo o plano de
monitoramento que deve ser oferecido pelo Sistema CEP/CONEP em cada caso
especifico." Apresentar analise de risco no projeto de pesquisa, no projeto da
plataforma e no TCLE para o participante de pesquisa, mesmo que sejam
inerentes ao tratamento convencional odontolégico.

RESPOSTA: "A analise de risco foi apresentada no projeto de pesquisa na
pagina 20 paragrafo 5 e no TCLE na pagina 1 paragrafo 4."
ANALISE: A avaliagdo de risco foi realizada conforme ""Riscos e Beneficios
envolvidos na execugéo da Pesquisa: Se o Diamino Fluoreto de Prata (SDF) for
aplicado acidentalmente sobre a pele ou a gengiva, pode aparecer uma mancha
marrom ou branca que n&o causara danos, ndo pode ser lavada e desaparecera
de uma a trés semanas. O paciente podera sentir um gosto metalico na boca,
que ira desaparecer rapidamente. A area afetada com a doencga carie podera
ficar pigmentada apos a aplicagdo do SDF, mas a estrutura dentaria saudavel
nao ira pigmentar.”
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PENDENCIA ATENDIDA

3. Solicita-se atualizar o cronograma prevendo o inicio da pesquisa para periodo
posterior a aprovacdo pelo CEP. Ressalta-se que cabe ao pesquisador
responsavel aguardar a decisdo de aprovagéao ética, antes de iniciar a pesquisa
(Res. CNS 466/2012, item Xl.2.a). E também solicita-se discriminar as etapas da
pesquisa clinica e a descricao das etapas, sendo as apresentadas insuficientes
e incompativel com o projeto de pesquisa.

RESPOSTA: "O cronograma foi atualizado e as etapas da pesquisa
discriminadas no novo cronograma."

ANALISE: Cronograma foi alterado como solicitado. PENDENCIA ATENDIDA

4) O orgcamento do projeto de pesquisa apresentado ndo é compativel com os
gastos do estudo. Por exemplo nop Projeto Detralhado item 1.3: pg. 17
"Avaliacdo radiografica os dentes seréo radiografados com o objetivo de avaliar
a profundidade da lesdo de carie. Ao exame radiografico interproximal
padronizado, a lesdao cariosa ndo devera ultrapassar 1/3 da espessura da
dentina.", ndo orgcado. Conforme, a Norma Operacional CNS N° 001/2013, item
3.3.e, estabelece que todos os protocolos de pesquisa devem “detalhar os
recursos, fontes e destinacdo; forma e valor da remuneragdo do pesquisador;
apresentar em moeda nacional ou, quando em moeda estrangeira, com o valor
do cambio oficial em Real, obtido no periodo da proposicdo da pesquisa;
apresentar previsdo de ressarcimento de despesas do participante e seus
acompanhantes, quando necessario, tais como transporte e alimentagdo e
compensagao material nos casos ressalvados no item 11.10 da Resolugédo do
CNS 466/2012". Solicita-se adequar.

RESPOSTA: "O or¢gamento foi atualizado e gastos como radiografias, transporte
e alimentacgao para o participante da pesquisa e responsavel foram incluidos no
orcamento".

ANALISE: O orgamento foi alterado com a inclusdo dos custsos com Transporte
participante e responsavel no valor de 1.600,00 e Alimentagdo participante
responsavel 400,00, sendo total: R$ 3.490,76. PENDENCIA ATENDIDA

5. Solicita-se esclarecer quem na equipe de pesquisa sera Operador conforme
projeto detalhado item 1.4) Etapa 2 pg. 18 - "Tratamento restaurador com prévia
coleta de dentina cariada: O procedimento clinico de tratamento restaurador e
as avaliagdes clinicas e radiograficas serao realizadas por apenas um operador
devidamente treinado." Caso este ndo esteja incluso na equipe - acrescenta-lo e
o respectivo Curriculo. RESPOSTA: "O operador da pesquisa sera a
pesquisadora responsavel, conforme incluido no projeto na pagina 17 paragrafo
8."

ANALISE: Esclarecimento realizado. PENDENCIA ATENDIDA
6. No projeto detalhado pg 18, item 1.4 - apresenta o trecho "Os responsaveis

também serdo orientados quanto a doacdo dos dentes deciduos apods a
esfoliacdo natural dos mesmos para darmos continuidade a pesquisa." Na pg.
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20 do mesmo documento: "Etapa 4 — Coleta de dentes deciduos apds a
esfoliagdo: Os responsaveis, terdo sido orientados quanto a necessidade de
doacao dos dentes deciduos apos a esfoliacdo natural dos mesmos, retornaréao
algum tempo depois e sera feita a coleta destes elementos dentarios para a
continuidade da pesquisa." E ainda no TCLE :"A participacdo dele (a) nesta
pesquisa consistira em comparecer a clinica de odontopediatria do HUB nos dias
marcados para que os dentes cariados sejam restaurados com tempo estimado
de 30 minutos e futuramente quando este dente “cair’” ele devera ser
voluntariamente doado para continuar a pesquisa.”

Com relacao a esses trechos, solicita-se adequacao:
6.1. Compreende-se pelo trecho que apds o processamento e aquisicdo dos
resultados, as pesquisadoras manterdo o material bioloégico almejando realizar
analises futuras. O armazenamento de material biolégico para o estudo
caracteriza formacado de biorrepositorio. Dessa forma, documentos para
adequacdo a Resolucdo CNS 441/2011, Portaria MS 2.201/11 e Norma
Operacional CNS 001/2013 deverdo ser apresentados. Ou, se for o caso,
apresentar declaracao informando a destruicido das amostras ao final do estudo.
Tal informacao devera constar também no TCLE.

6.2. Solicita-se esclarecer se ira executar analises distintas daquela do protocolo
vigente em um futuro estudo, se sim incluir no texto do projeto a descri¢cado destas
para analise - com atencdo para — Caracteristicas dos bancos de material
bioldgico utilizados em pesquisa.

6.3. Os termos "doador", "doar, "doacao" devem ser substituidos pelos termos

"cessao", "ceder" e "cedente", visto que a propriedade do material biologico é
sempre do participante de pesquisa.

6.4. Assegurar acesso ao resultado dessa etapa;

6.5. Detalhar melhor (tempo posterior; coleta e etc).
RESPOSTA: "A etapa de Coleta de dentes deciduos apods a esfoliacdo foi
excluida do projeto de pesquisa. Projeto: pagina 5 paragrafo 2, pagina 16
paragrafo 10; TCLE: pagina 1 paragrafo 3;"

ANALISE: Foi apresentado "4.6. Alocacdo aleatéria dos participantes Apoés o
processo de triagem, pelos critérios de inclusdo e exclusdo, os pacientes
selecionados ser&o distribuidos aleatoriamente em quatro grupos: (G1) diamino
fluoreto de prata a 30%; (G2) diamino fluoreto de prata a 38%; (G3) Clorexidina
2% e (G4) grupo controle." E ainda:"Etapa 2 — Tratamento restaurador com
coletas prévias de dentina cariada O procedimento clinico de tratamento
restaurador e as avaliagbes clinicas e radiograficas serdo realizadas
exclusivamente pela pesquisadora responsavel. O dente sera isolado, o preparo
cavitario sera feito usando broca esférica n ° 4 estéril com turbina de baixa
rotacdo. Amostras de dentina seréo coletadas por duas brocas estéreis esféricas
de baixa rotacado n ° 4, durante o preparo cavitario. Antes da coleta, as brocas
serdo umedecidas em meio de transporte reduzido (RTF) para facilitar a
impregnagao da dentina na broca. Para G1: No primeiro grupo experimental Ag
(NH3) 2F a 30% para limpeza cavitaria sera aplicado, Para G2: no segundo
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grupo experimental sera aplicado Ag (NH3) 2F a 38% para limpeza cavitaria,
Para G3: no terceiro grupo experimental CHX a 2% sera aplicada, Para G4: o
quarto grupo (G4) sera o controle e ndo sera usado agente de limpeza de
cavidade. Antes do selamento, novas amostras de dentina serdo coletadas por
duas brocas estéreis esféricas de baixa rotagdo n ° 4. Os grupos receberéo o
sistema adesivo convencional e serdo manipulados conforme as instrucoes do
fabricante. O sistema adesivo que sera empregado neste estudo sera o de tres
passos, condicionamento acido total a 37%, primer e adesivo Scotchbond Multi
Purpose 3M/ESPE (Mineapolis, Minesota, USA) e a resina composta
nanoparticulada Filtek Z350 XT 3M ESPE cor A2D da mesma procedéncia. Um
fotopolimerizador de luz halégena com 600 mW/cm2 de poténcia sera utilizado.".
PENDENCIA ATENDIDA

7. No TALE - "Queremos saber a capacidade do cariostatico na diminuicdo de
bactérias, quando comparado a clorexidina, em dentes de leite", como se trata
de menores de idade devera ser apresentado o TALE Termo de Assentimento
Livre e esclarecido, semelhante ao TCLE com linguagem adequada a idade dos
participantes. Apresentar com linguagem acessivel e adequada a idade do
convidado conforme item 11.24 - Termo de Assentimento — documento elaborado
em linguagem acessivel para os menores ou para os legalmente incapazes, por
meio do qual, apés os participantes da pesquisa serem devidamente
esclarecidos, explicitardo sua anuéncia em participar da pesquisa, sem prejuizo
do consentimento da seus responsaveis legais.” da Resolugdo CNS466/2012.
Numerar paginas TALE (ex: Pagina 1 de 2), para manter integridade do
documento. 7.1. Uniformizar a idade das criangas (7 a 11 ou 7 a 10 anos) nos
diversos documentos.

RESPOSTA: "O TALE foi alterado e encontra-se com linguagem acessivel e
adequada a idade do convidado na pagina 1 paragrafo 2; as paginas foram
numeradas no novo TALE; a.as idades foram uniformizadas no TALE pagina 1
paragrafo 3 e no projeto na pagina 15 paragrafo 12."

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA
8. Quanto ao TCLE solicita-se:

8.1. Informar que nao ha restricdo de horario para contato com o pesquisador.
8.2. Na eventualidade do TCLE apresentar mais de uma pagina, o participante
da pesquisa ou responsavel e o pesquisador responsavel deverao rubricar todas
as folhas do TCLE apondo sua assinatura na ultima pagina do mesmo.
Sugerimos que campos para rubrica sejam criados em cada folha do documento.
RESPOSTA: "Quanto ao TCLE foi acrescentado que nao ha restricido de horario
para contato com o pesquisador na pagina 2 paragrafo 1; as paginas foram
numeradas e espaco para rubricas foram criados no novo TCLE".

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA
9. Rever os critérios de exclusido. Para o participante de pesquisa ser excluido,
ele devera ter sido primeiramente incluido. No seu caso, ndo seria melhor n&o

incluir?
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RESPOSTA:"Os critérios de exclusdo foram revistos. Projeto: pagina 15
paragrafo 13."
ANALISE: "Critérios de inclusdo: Pacientes que apresentem pelo menos uma
lesdo cariosa em molar deciduo classe | (oclusal) com lesdes cariosas ativas
localizadas no tergo externo da dentina, sem doencga pulpar ou periodontal;
Ambos os sexos; Faixa etaria: de 7 a 11 anos; Critérios de Exclusdo: Aquelas
criangas cujos pais nao consentirem em participar do estudo (auséncia de
TCLE); Criangas que apresentarem algum tipo de comprometimento sistémico
e/ou necessidades especiais ao longo do tratamento."

PENDENCIA ATENDIDA

Todas as pendéncias foram atendidas.

N&o ha obices éticos para a realizagdo do presente projeto.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Conforme a Resolugcdo CNS 466/2012, itens X.1.- 3.b. e Xl.2.d, os
pesquisadores responsaveis deverao apresentar relatérios parcial semestral e
final do projeto de pesquisa, contados a partir da data de aprovagao do protocolo

de pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo . . .
Documento Arquivo Postagem |Autor Situacao
g’;girgz?ggs PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P  [01/09/2018 Aceito
. ROJETO_1124591.pdf 18:30:02
Projeto
ERICA
Outros Carta_resposta.docx ?:3/28/2218 TORRES DE|Aceito
=9 ALMEIDA
ERICA
Orgamento ORCAMENTO. FINANCEIRO.docx 01/09/2018 \ropEs DE  |Aceito
18:14:12
ALMEIDA
ERICA
Cronograma CRONOGRAMA_DE_ATIVIDADES.doc x|°1/09/2018 \+0RRES DE  [Aceito
18:13:58
ALMEIDA
TCLE / Termos de ERICA
Assentimento / 01/09/2018 [TORRES DE .
Justificativa de |1 CLE-docX 18:13:42 |ALMEIDA  [(ceito
Auséncia PIOVESAN
TCLE / Termos de ERICA
Assentimento / 01/09/2018 [TORRES DE .
Justificativa de |1/ \-E-docx 18:13:27 |ALMEIDA  [(ceito
Auséncia PIOVESAN
. ERICA
/P é(:{)e;gu?:talhado Projeto_Erica_Piovesan.docx 01/09/2018 [TORRES DE Aceito
vestioador jeto_ktrica_ . 18:13:08 |ALMEIDA
9 PIOVESAN
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ERICA
Folha de Rosto  |Nova_Folha_de_rosto.pdf 12{8;{2318 TORRES DE |Acsito
R ALMEIDA
ERICA
Outros TermoRespCompromPesq.doc ;421/22%218 TORRES DE [Aceito
o ALMEIDA
ERICA
Outros cartaencaminhprojeto.docx ;g/g;/igw TORRES DE [Aceito
o ALMEIDA
Curriculo_Lattes_Erica_Torres_Piovesa [14/07/2018 ERICA
Outros nodf - - - 55-96:34 TORRES DE |Aceito
P <0 ALMEIDA
. . o ERICA
Outros C;fmcuIo_Lattes_Na|Ie_Dame_Telxe|ra. ;421/%6318 TORRES DE |Aceito
P <0 ALMEIDA
Curriculo_Lattes_Ana_Cristina_Barreto_ [14/07/2018 ERICA
Outros Bezerra.odf - = - ~ |bo-24-99 TORRES DE |Aceito
P < ALMEIDA
ERICA
Outros Termo_de_responsabilidade.pdf ?2/21/2?18 TORRES DE |Aceito
o ALMEIDA
ERICA
QOutros Carta_de_encaminhamento.pdf ?g/gglggw TORRES DE |Aceito
R ALMEIDA
~ ERICA
Declaracéo de
T 20/06/2018 |TORRES DE .
:zfsrtgggijc;uera TERMO_INSTITUCIONAL.pdf 090320  |ALMEIDA Aceito
PIOVESAN

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

BRASILIA, 21 de Setembro de 2018

Assinado por:

Marie Togashi (Coordenador(a))
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ANEXO Il — Cadastro no ReBEC Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos

05/05/2019 Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos
USUARIO SENHA
Esqueceu a senha?
ericapiovesan! | seseseee . Registrar-se

PT | ES | EN

NOTICIAS | SOBRE | AJUDA | CONTATO
BUSCA AVANCADA

HOME / ENSAOSREGISTRADGS /

RBR-3kjjc4

Comparacao entre a Clorexidina e o Diamino Fluoreto de Prata para limpeza cavitaria
Data de registro: 23 de Set. de 2018 as 12:10

Last Update: 16 de Out. de 2018 as 13:45

Tipo do estudo:

Intervengdes
Titulo cientifico:

PT-BR EN
C entre a Cl eo C Chior and

Diamino Fluoreto de Prata para impeza Silver Diamine Fluoride for cavity cleaning
cavitaria

Identificagdo do ensaio
Namero do UTN: U1111-1220-9223
Titulo pablico:

PT-BR EN
Comparagdo entre dois agentes de limpeza c b two cavity ing

cavitéria agents

Acrénimo cientifico:

Acrénimo pablico:

Identificadores secundarios:
2.908.551
Orgao emissor: Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saide da Universidade de Brasilia

93852718.3.0000.0030
Orgao emissor: Plataforma Brasil

Patrocinadores

Patr dor priméario: Univ de Brasilia
Batrocinadores secundarios:

Instituicdo: Universidade de Brasilia

Eontes de apoio financeiro ou material:
Instituigdo: Universidade de Brasilia

Condigdes de saide

www ensaiosclinicos gov.br/rg/RBR-3kjjcd/
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05/05/2019

de satde ou p

PT-BR
Care Dentaria

Descritores gerais para as condigdes de salde:

PT-BR
Z00-299: XXI - Fatores que influenciam o

estado de saide e o contato com os
servios de saide

Descritores especificos para as condigdes de saide:

PT-BR
K02: Carie dentéria
Intervencdes
Categorias das intervencbes
Drug
Intervengdes:
PT-BR

Grupo 1: 10 Restauragbes em resina
composta usando a Clorexidina como
agente de impeza cavitaria;

Grupo 2: 20 Restauragbes em resina
composta usando o Diamino Fluoreto de
Prata como agente de limpeza cavitana;
Grupo 3: 10 Restauragbes em resina
composta sem agente de impeza cavitaria.

para as interveng

PT-BR
E06.323.428: Restauragio Dentaria

Permanente

Recrutamento

Situacdo de recrutamento: Recruitment completed

Bais de recrutamento
Brazil

Data prevista do primeiro recrutamento: 2018-09-21

Data pr do Gltimo recr 2018-09-28

Tamanho da amostra alvo:

“©

Critérios de inclusdo:

www.ensaiosclinicos gov.br/rg/RBR-3kjjxd/

Género para inclusdo:

Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos

EN
Dental caries
EN
Z00-299: XXI - Factors influencing health
status and contact with health services
ES
KO02: Caries dental
EN

Group 1: 10 Restorations in resin
composite using Chiorhexidine as a cavity
cleaning agent;

Group 2: 20 Restorations in resin
composite using Silver Diamine Fluoride as
a cavity dleaning agent;

Group 3: 10 Restorations in resin
composite without a cavity cleaning agent.

ES
[E06.323.428: Restauracion Dental

Permanente

Idade minima para inclusdo:

1Y

K02: Dental carles

Idade maxima para inclusdo:

"y
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05/05/2019

PT-BR
Pacientes que apresentem pelo menos

uma lesao cariosa em molar deciduo
classe | (odusal) com lesdes cariosas
ativas localizadas no tergo externo da
dentina, sem doenca pulpar ou

Registro Brasileiro de E Clinicos

EN
Patients who present at least one carious

lesion (ocdusal) in deciduous molar with
active carious lesions located in the
extemal third of the dentin, without pulpal or

Ambos 0s sexos;
Faixa etana: de 7 a 11 anos.

Critérios de exclusao:

PT-BR
Aquelas criangas cujos pais ndo
consentirem em participar do estudo
(auséndia de TCLE)
Criangas que apresentarem algum tipo de
comprometimento sistémico e/ou
necessidades espediais ao longo do
tratamento;

Tipo do estudo

Desenho do estudo:

PT-BR
Ensaio clinico de tratamento, randomizado-
controlado, paralelo, duplo-cego, com 3

bragos.

Programa de acesso Enfoque do
expandido estudo
Faise Treatment
Desfechos
Desfechos primarios:
PT-BR

Desfecho primario: diminuigao da
contagem bacteriana (UFC) em dentina
cariada apés a aplicagio dos diferentes
agentes de limpeza cavitaria.

Desfechos secundarios:

Nao sao esperados desfechos

Nome completo: Erica Torres de Almeida Piovesan

Endereco: SQN 204 bl H apt 107

www ensaiosclinicos gov.br/rg/RBR-3kjjc4/

Both sexes;
Age range: 7 to 11 years.

EN
Those chidren whose parents did not

to in the study (.
of EDC).
Chidren who present some type of
systemic impairment and / or spedal needs
throughout the treatment;

EN
Cliinical trial of treatment, randomized-
controlled, parallel, double-biind, 3-arm.
Desenho da Numero de Tipo de Tipo de
intervencao bragos mascaramento alocagao
Parallel 3 Double-bind Randomized-
controlled
EN
Primary outcome: reduction of bacterial
count (CFU) in carious dentin after
application of different cavity cleaning
agents.
EN

Fase do

NA
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05/052019 Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos
Cidade: ASA NORTE / Brazil

CEP: 70842-080
Fone: +5561991197061
E-mail: ericatorresa@hotmail.com

Filiacdo: Universidade de Brasilia

Contatos para questdes cientificas

Nome completo: Erica Torres de Almeida Piovesan
Endereco: SQN 204 bl H apt 107

Cidade: ASA NORTE / Brazil

CEP: 70842-080

Fone: +5561991197061

E-mail: ericatorresa@hotmail.com

Filiacdo: Universidade de Brasilia

Contatos para informacao sobre os centros de pesquisa
Nome completo: Erica Torres de Almeida Piovesan
Endereco: SQN 204 bl H apt 107

Cidade: ASA NORTE / Brazil

CEP: 70842-080

Fone: +5561991197061

E-mail: ericatorresa@hotmail.com

Filiagdo: Universidade de Brasilia

Links adicionais:

@ QpenTrials v1.2

www ensaiosclinicos gov.br/rg/RBR-3kjjc4/ 44
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ANEXO Ill - TALE

SUP= Universidade de Brasilia

Faculdade de Ciéncias da Saude

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE)

Vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa “COMPARACAO
ENTRE A CLOREXIDINA E O DIAMINO FLUORETO DE PRATA PARA
LIMPEZA CAVITARIA”, conduzida por Erica Torres de Almeida Piovesan,
telefone: (61) 99119-7061, disponivel inclusive para ligagcao a cobrar. Seus pais
permitiram que vocé participe.

Queremos saber qual o melhor produto para diminuir as bactérias no seu
dente que esta com carie.

Vocé so precisa participar da pesquisa se quiser, € um direito seu e nao
tera nenhum problema se desistir. As criancas que irdo participar desta pesquisa
tém de 7 a 10 anos de idade.

Sua participacdo nesta pesquisa consistira em comparecer a clinica de
odontopediatria do HUB nos dias marcados para que os dentes cariados sejam
restaurados e para reavaliacio.

Os exames e o tratamento s&o considerados seguros.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa; ndo falaremos
a outras pessoas, nem daremos a estranhos as informagdes que vocé nos der.
Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Faculdade de Saude da
Universidade de Brasilia (UnB) podendo ser publicados posteriormente. Os
dados e materiais serdo utilizados somente para esta pesquisa e ficardo sob os
cuidados da pesquisadora por um periodo de cinco anos, apos iSso serao
jogados fora, mas sem identificar as criangas que participaram.

Todas as despesas que vocé e seus pais tiverem relacionadas
diretamente ao projeto de pesquisa (tais como, passagem para o local da
pesquisa, alimentagdo no local da pesquisa ou exames para realizacdo da
pesquisa) serdo cobertas pelo pesquisador responsavel. Caso haja algum dano
direto ou indireto decorrente de sua participacdo na pesquisa, vocé podera ser
indenizado, obedecendo-se as disposi¢des legais vigentes no Brasil.
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DUP= Universidade de Brasilia

Faculdade de Ciéncias da Saude

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias da Saude (CEP/FS) da Universidade de Brasilia. O CEP é composto
por profissionais de diferentes areas cuja fungcédo € defender os interesses dos
participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e contribuir no
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. As duvidas com relagéo
a assinatura do TALE ou os seus direitos podem ser esclarecidos pelo telefone
(61) 3107-1947 ou pelo e-mail cepfs@unb.br ou cepfsunb@gmail.com, horario
de atendimento de 10:00hs as 12:00hs e de 13:30hs as 15:30hs, de segunda a
sexta-feira. O CEP/FS se localiza na Faculdade de Ciéncias da Saude, Campus
Universitario Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia, Asa Norte.

Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento que foi
elaborado em duas vias, uma ficara com a pesquisadora responsavel e a outra

VOCé.

Nome da criancga:

Nome / assinatura da crianga
Brasilia, de de
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ANEXO IV - TCLE

P Universidade de Brasilia

Faculdade de Ciéncias da Saude

y

Convidamos seu filho (a) a participar voluntariamente do projeto de
pesquisa: COMPARACAO ENTRE A CLOREXIDINA E O DIAMINO FLUORETO
DE PRATA PARA LIMPEZA CAVITARIA, conduzida por Erica Torres de Almeida
Piovesan. Este estudo tem por objetivo avaliar o efeito de dois materiais nos
dentes de leite.

O(a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no
decorrer da pesquisa e lhe asseguramos que o nome do seu filho (a) n&o
aparecera sendo mantido o mais rigoroso sigilo pela omissao total de quaisquer
informagdes que permitam identifica-lo(a).

A participagao dele (a) nesta pesquisa consistira em comparecer a clinica
de odontopediatria do HUB nos dias marcados para que os dentes cariados
sejam restaurados com tempo estimado de 30 minutos e retornar para avaliagéo
da restauracgao.

Os riscos decorrentes da participagado na pesquisa sao: Se o produto for
aplicado acidentalmente sobre a pele ou a gengiva, pode aparecer uma mancha
marrom ou branca que n&o causara danos e desaparecera de uma a trés
semanas. Os beneficios tratam-se da cessagao da dor e recuperagao da forma
do dente e saude da boca do seu filho (a).

O(a) Senhor(a) pode se recusar a responder (ou participar de qualquer
procedimento) qualquer questdo que lhe traga constrangimento, podendo
desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo
para o(a) senhor(a). Sua participacao € voluntaria, isto €, ndo ha pagamento por

sua colaboracgao.

Todas as despesas que o(a) senhor(a) e seu filho (a) tiverem relacionadas
diretamente ao projeto de pesquisa (tais como, passagem para o local da
pesquisa, alimentagdo no local da pesquisa ou exames para realizacdo da
pesquisa) serdo cobertas pelo pesquisador responsavel.
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SUP= Universidade de Brasilia

Faculdade de Ciéncias da Saude
Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participagao
na pesquisa, o(a) senhor(a) devera buscar ser indenizado, obedecendo-se as
disposic¢des legais vigentes no Brasil.

Os resultados da pesquisa seréo divulgados na Faculdade de Ciéncias da
Saude podendo ser publicados posteriormente. Os dados e materiais seréao
utilizados somente para esta pesquisa e ficardo sob a guarda do pesquisador
por um periodo de cinco anos, apods isso serao destruidos.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer duvida em relagdo a pesquisa, por favor
telefone para: Erica Torres de Almeida Piovesan, telefone: (61) 99119-7061, em
qualquer horario, disponivel inclusive para ligagdo a cobrar. E-mail:

ericatorresa@hotmail.com

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias da Saude (CEP/FS) da Universidade de Brasilia. O CEP é composto
por profissionais de diferentes areas cuja fungcédo € defender os interesses dos
participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e contribuir no
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. As duvidas com relagéo
a assinatura do TCLE ou os direitos do participante da pesquisa podem ser
esclarecidos pelo telefone (61) 3107-1947 ou do e-mail cepfs@unb.br ou

cepfsunb@agmail.com, horario de atendimento de 10:00hs as 12:00hs e de

13:30hs as 15:30hs, de segunda a sexta-feira. O CEP/FS se localiza na
Faculdade de Ciéncias da Saude, Campus Universitario Darcy Ribeiro,
Universidade de Brasilia, Asa Norte.

Caso concorde que seu filho (a) participe, pedimos que assine este
documento que foi elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador
responsavel e a outra com o(a) Senhor(a).

Brasilia, de de

Nome da crianca:

Nome / assinatura do responsavel legal

Erica Torres de Almeida Piovesan
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PRESS RELEASE

O diamino fluoreto de prata (SDF), também conhecido como cariostatico,
€ uma opcao atrativa para o controle da carie em pré-escolares, pois a sua
aplicacao é simples, rapida e tem baixo custo. Varios estudos clinicos mostram
que o SDF promove a paralisagao de lesdes de carie. De forma complementar,
pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de investigar novos protocolos
clinicos de aplicagdo que sejam efetivos do ponto de vista terapéutico e
preventivo. Entretanto, as lesdes paralisadas apds a aplicagdo do SDF tornam-
se enegrecidas, o que poderia diminuir a aceitacdo desse tratamento por parte
dos pais. Alguns estudos descreveram uma estratégia para auxiliar cirurgides-
dentistas a obter, de forma eficiente, a melhor evidéncia disponivel sobre o tema.
Uma associagao entre o diamino fluoreto de prata e o iodeto de potassio (KI)
vem sendo comercializada.

O diamino fluoreto de prata também é essencial para os cirurgides-
dentistas que praticam Odontologia Minimamente Invasiva (MID) por
proporcionar melhores condigdes para a dentina e poder ajudar na preservagéo
do dente.
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