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1.INTRODUGAO

As areas mais propensas ao desenvolvimento de lesdes de cérie incluem as regides interproximais, a
margem gengival e as superficies oclusais dos dentes posteriores, locais de maiores depdsitos bacterianos
(Fejerskov et al., 2005). Nas superficies oclusais, a anatomia complexa facilita a reten¢ao de bactérias e residuos
alimentares, tornando-as dificeis de limpar. A falta de acesso a saliva nessas areas também pode contribuir para
uma maior incidéncia de lesdes de carie. Portanto, além de medidas preventivas e da avaliagédo do risco e atividade
de carie do paciente, a aplicagdo de selantes nas fossulas e fissuras tem se mostrado altamente eficaz na
prevengao de lesbes, especialmente quando aplicados logo apds a erupgao dos molares e pré-molares (Mejare et
al. 2003; Wright et al., 2016).

Os selantes de fossas e fissuras sao particularmente indicados para criangas e adolescentes com alto risco
de desenvolver lesbes de carie (Mejare et al., 2003; Martignon wt al., 2006). Podem ser a base de resina ou a base
de iondmero de vidro, atuando como uma barreira mecéanica contra microrganismos e biofilme (Wright et al., 2016).
Uma revisao sistematica da literatura demonstrou que criangas e adolescentes que receberam selantes nas
superficies oclusais dos molares deciduos ou permanentes experimentaram uma reducédo de 76% no risco de
desenvolver novas lesdes cariosas apos dois anos de acompanhamento, em comparagao com aqueles que nao
receberam selantes. (Wright et al., 2016).

Além da aplicagado de selantes, outra estratégia para reforgar o controle do biofilme dental é a utilizagao de
agentes antimicrobianos, como a clorexidina (CHX). Dada a capacidade dos agentes antimicrobianos em reduzir
ou impedir a adesao do biofilme a superficie da restauracédo e inibir o crescimento bacteriano na interface dentaria
ou da restauracao (Imazato, 2003), estudos estdo sendo conduzidos para incorporar agentes antimicrobianos em
diversos materiais odontolégicos (Li et al., 2011; Inagaki et al., 2016). A adigdo de agentes antimicrobianos em
materiais resinosos pode diminuir ou controlar a adesao do biofilme a sua superficie, prevenindo assim novos
episddios de desmineralizagcdo dos tecidos dentéarios (Yoshida et al. 1999; Burgers et al., 2009; de Fucio et al.
2009). A CHX que tem sido amplamente avaliada por ser um agente antibacteriano com amplo espectro de acéo,
sendo capar de inibir o crescimento, principalmente, do Streptococcus mutans. Dessa forma, favorece a efetividade
dos materiais resinosos e suas propriedades antimicrobianas, consequentemente, a prevencgao da carie (De Paiva

et al., 2023). Além disso, essa pratica poderia potencializar a atividade antibacteriana dos selantes de féssulas e
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fissuras, especialmente contra microrganismos cariogénicos remanescentes nos sitios mais criticos como as
féssulas e fissuras (Aas et al., 2008). Considerando também a possibilidade de falhas ou perdas parciais dos
selantes, o que poderia resultar em falhas clinicas, a adigdo de um agente antibacteriano poderia conferir protecéo
a estrutura dentaria mesmo na presenca de perdas parciais ou defeitos no selante (Jedrychowski et al., 1983).

No entanto, ainda existem lacunas no conhecimento sobre os efeitos da adigdo de CHX, baixas ou altas
concentragdes, nas propriedades antibacterianas de selantes resinosos de féssulas e fissuras, principalmente no
que diz respeito ao efeito antibacteriano a longo prazo. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito inibitério de selantes

de fossulas e fissuras apés incorporagao de CHX.

2. METODOLOGIA

2.1. Delineamento experimental inicial

Os fatores em estudo foram diferentes concentragdes de CHX (0,1% e 0,2%) adicionadas a um selante
resinoso comercial (FluroShield®). A amostra foi composta por corpos de prova distribuidos aleatoriamente em 3
grupos: Selante Resinoso (Controle Negativo), Selante Resinoso + 0,1% CHX e Selante Resinoso + 0,2% CHX. A
variavel de resposta seria o tamanho do halo de inibigdo (em mm) das bactérias S. mutans e S. sanguinis (Naik et
al. 2016; Tunkur et al., 2008) observado por meio do método de difusdo em agar para avaliar a atividade
antibacteriana dos grupos experimentais em diferentes tempos de analise (0, 1, 7, 14, 21, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e
90 dias).

2.2. Estudo piloto 1
2.2.1. Adicao de 0,1% e 0,2% CHX ao selante de féssulas e fissuras

Para a adigdo do agente antimicrobiano ao selante comercial (FluroShield®) utilizou-se diacetato de CHX
em po (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha) e a relagdo peso/peso do material resinoso e agente antimicrobiano
nas concentracdes 0,1% e 0,2%. Tanto o material quanto o antimicrobiano foram pesados em balanc¢a analitica e
em seguida misturados manualmente com auxilio de espatula. Para evitar a polimerizacdo precoce do material,
todo o procedimento foi realizado em ambiente controlado de luz e temperatura e em frascos de cor &mbar (Inagaki
et al.,, 2016).
2.2.2. Preparo dos corpos de prova

Para o preparo dos corpos de prova, foram confeccionadas matrizes (6 mm de didmetro x 2 mm de
espessura) utilizando silicone de condensacgéo (Perfil, Coltene / Vigodente). Os materiais correspondentes ao grupo
controle e grupos experimentais foram inseridos em um Unico incremento. Em seguida, foi posicionada uma tira de
matriz de poliéster sob a superficie, e entdo fotoativados com o aparelho Radii Cal por 40 segundos (1200
mW/cm?). Posteriormente, os corpos de prova foram removidos das matrizes, desinfetados com alcool 70% e luz
UV (15 minutos/lado) e armazenados separadamente em placas de pogos (uma para cada grupo), imersos em 1,5
mL de saliva artificial em temperatura ambiente, com 100% de umidade, por 24 horas, em estufa.
2.2.3. Analise da atividade antimicrobiana

Para a analise da atividade antimicrobiana foi utilizada a técnica de semeadura em estrias multiplas no
agar. As bactérias foram cultivadas overnight em meios de cultura especificos: caldo triptona soja TSB para cultura
de S. mutans e de S. Sanguinis a 37°C. A cultura em caldo foi diluida e cultivada até uma densidade de 108
UFC/mL, confirmada pela contagem de células viaveis. Em seguida, 20 mL dos meios de cultura com agar foram
distribuidos uniformemente sobre a superficie de placas de Petri (90 x 15mm) até uma espessura de 5 mm. Apos
solidificagdo do agar, os corpos de prova foram posicionados sobre a superficie. Apds serem armazenados em
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camara aerdbica com 10% de CO2 a 37°C por 48 horas, observou-se auséncia de halo de inibicdo para os materiais

estudados, sendo necessario um novo delineamento experimental.

2.3. Delineamento experimental final

Para o novo delineamento experimental, optou-se por aumentar a concentracdo de CHX, dessa forma, os
fatores em estudo foram diferentes concentragdes de CHX (0,2% e 1%) adicionadas a um selante resinoso
comercial (FluroShield®). A amostra foi composta por corpos de prova distribuidos aleatoriamente em 3 grupos
(n=1): Selante Resinoso (Controle Negativo), Selante Resinoso + 0,2% CHX e Selante Resinoso + 1% CHX. Foram
realizados ensaios de inibicdo para a determinagao das concentragdes inibitérias minimas (MIC), pelo método de
microdiluicdo em caldo em placas de 96 pogos, seguindo o protocolo recomendado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012), imediato e a longo prazo (0, 7, 14 e 30 dias).

2.4. Estudo piloto 2
2.4.1. Adigao de 0,2% e 1% CHX ao selante de fossulas e fissuras e preparo dos corpos de prova

A adicdo de CHX ao selante de féssulas e fissura, foi realizada conforme descrito anteriormente no item
2.2.1. com excec¢ao da maior concentracgao utilizada. O preparo dos corpos de prova também foi realizado conforme
oitem 2.2.2.

2.5. Andlise da atividade antimicrobiana

Para analise da atividade antimicrobiana utilizou-se o microrganismo S. mutans (UA159) por meio da
determinacdo das concentragdes inibitérias minimas (MIC), a partir dos grupos controle e experimentais. Os
valores de MIC foram determinados em triplicata utilizando uma versao simplificada do documento de referéncia
M02-A11 (CLSI, 2012). Os testes foram realizados em microplacas de 96 pocos e todos os procedimentos foram
realizados sob condi¢des assépticas em cabine de fluxo de ar laminar.

As bactérias foram cultivadas overnight em caldo BHI (Infusdo Cérebro Coragao) para cultura de S. mutans
a 37°C. A cultura em caldo foi diluida e cultivada até uma densidade de 108 UFC/mL, confirmada pela contagem
de células viaveis. O indculo foi ajustado por uma leitura de absorbancia de 0,1 a 660 nm usando um
espectrofotémetro de tubo (Unico, Princeton, NJ, USA), seguido por uma diluigdo de 100 vezes e depois de 2
vezes, resultando em uma concentracgéo final de 5x105 UFC/mL por pogo. As placas foram incubadas em camara
aerdbica com 10% de CO:2 por 24 horas para microrganismos aerobicos. Utilizamos como controle negativo pogos
de microplacas contento apenas meio de cultura e como controle positivo pogos de microplacas contendo meio de
cultura mais suspensdes microbianas. A MIC foi definida como a menor concentracédo na qual nenhum crescimento
bacteriano foi observado apods a incubagéo, determinadas pela leitura de absorbancia a 660 nm usando um
espectrofotdmetro de microplacas (Biochrom Ltd, Cambridge, CB, Inglaterra), inspeg¢éo visual e coloragdo com
resazurina (0,01%; Sigma Aldrich 199303-5G).

3) RESULTADOS PRELIMINARES E DISCUSSAO

A partir do novo delineamento experimental, pode-se observar a atividade antimicrobiana do selante de
féssulas e fissuras, quando adicionado 1% de CHX por meio do ensaio de concentragao inibitéria minima (MIC),
utilizando resazurina como indicador. A coloragao azul indica auséncia de crescimento bacteriano, enquanto o rosa

indica proliferacéo.
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No grupo experimental selante + 0,2% CHX todos os pogos apresentaram coloragao rosa, incluindo as
maiores concentragoes, sugerindo auséncia de inibigao significativa de S. mutans (Figura 1A). Além disso, o grupo
controle também apresentou coloragao rosa em todos os pogos. Os pogos nos quais haviam somente meio de
cultura (controle negativo), permaneceram inativos (azuis), isto &, ndo houve crescimento bacteriano, como
esperado. Ja os pogos de controle positivo, nos quais havia somente o meio de cultura com bactérias, houve
crescimento bacteriano. Ja no grupo selante + 1% CHX observou-se coloragédo azul nos pogos de maior
concentragdo, com ftransicao progressiva para rosa nas diluigdes mais baixas, indicando inibicdo efetiva do
crescimento bacteriano. O controle negativo permaneceu inativo (azul), e o controle positivo demonstrou
crescimento esperado (rosa), validando o ensaio.

A partir desses resultados preliminares, novos ensaios MIC serao realizados com as concentracdes de 1%
e 2% tanto para o S. mutans quanto para o S. sanguinis nos tempos de 0, 7, 15 e 30 dias, sendo assim, os

resultados finais, serdo apresentados no relatério final e no XXXIIl Congresso de Iniciagao Cientifica da Unicamp.
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Figura 1. Ensaio concentragado inibitéria minima (MIC) de acordo com os grupos controle e selante + 0,2%
clorexidina (A); Ensaio concentracao inibitéria minima (MIC) de acordo com os grupos controle e selante + 1%

clorexidina (B).

A incorporagdo de agentes antimicrobianos, como a clorexidina, a materiais restauradores visa reduzir a
colonizagao bacteriana em areas de dificil acesso, como féssulas e fissuras. Neste estudo, apenas a formulagao
com 1% de CHX demonstrou eficacia antimicrobiana contra S. mutans. Além disso, eficacia da CHX depende da
sua concentragao e capacidade de liberagdo da matriz resinosa (Gomes, 2023). Dessa forma, a auséncia de efeito
inibitério com 0,2% pode estar relacionada a baixa difusdo do agente antimicrobiano a partir da matriz de resina
polimerizada ou concentragao insuficiente para superar a atividade bacteriana.

Ainda que o desempenho antimicrobiano da formulagdo com 1% tenha sido promissor in vitro, estudos
complementares sdo necessarios para avaliar o impacto dessa incorporagéo nas propriedades fisico-mecanicas e
na durabilidade clinica do selante. De maneira geral, a incorporacéo de 1% de CHX ao selante resinoso apresentou

efeito inibitorio contra S. mutans, enquanto a concentragéo de 0,2% n&o foi eficaz nas condigdes testadas. Esses

XXXIII Congresso de Iniciagao Cientifica da UNICAMP — 2025 4



achados sugerem que a incorporagao de CHX em concentragdes adequadas pode potencializar a agao preventiva
dos selantes, desde que nao comprometa suas propriedades clinicas.
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