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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a porosidade, rugosidade superficial e atividade
antibiofilme de um cimento de ionémero de vidro (CIV) apds a incorporacéo de gluconato ou
diacetato de clorexidina (CLX) em diferentes concentracdes. Para os testes de porosidade e
rugosidade superficial foram confeccionados 10 corpos de prova com o CIV Ketac Molar
EasyMix (KM) divididos nos grupos: controle (C), CIV e diacetato de CHX 0,5% (D1), CIV e
diacetato de CHX 1,0% (D2) e CIV e diacetato de CHX 2,0% (D3), CIV e gluconato de CHX
0.5% (G1), CIV e gluconato de CHX 1.0% (G2), CIV e gluconato de CHX 2.0% (G3). Para a
avaliagdo da porosidade, os corpos de prova foram fraturados, os fragmentos foram fotografados
em microscopio eletrbnico de varredura (MEV) e as imagens, analisadas com auxilio do
programa Image J. A rugosidade superficial (Ra) foi obtida por meio da média de trés leituras
realizadas na superficie de cada espécime, passando sempre pelo centro da mesma. Para a
analise do teste de atividade antibiofilme foram utilizadas cepas de S. mutans ATCC 25175 e 0s
grupos foram divididos em: C1 - CIV (1 dia); C2 - CIV (7 dias), C3- CIV (14 dias), C4 - CIV
(21 dias); grupo D1: CIV+CLX (1 dia), D2 - CIV+CLX (7 dias), D3: CIV+CLX (14 dias), D4:
CIV+CLX (21 dias); G1- CIV+ CLX (1 dia), G2- CIV+ CLX (7 dias), G3- CIV+ CLX (14 dias)
e G4- CIV+ CLX (21 dias) sendo 10 corpos de prova por grupo. Para crescimento dos
biofilmes, os espécimes foram posicionados verticalmente em placas de 24 pogos, contendo 1,5
mL de inoculo fresco preparado em caldo BHI diluindo-se 10 vezes uma suspensao incubada
overnight e 0,2% de sacarose. O meio de cultura foi renovado a cada 24 h. Apds crescimento

por 1, 7, 14 e 21 dias, os biofilmes foram re-suspensos em solucdo salina. A suspensdo foi



diluida e semeada em &gar BHI, para a quantificacdo de bactérias presentes. Para avaliacdo de
todos os testes utilizou-se analises de variancia de dois fatores e se necessario, aplicou-se o teste
de Tukey, com nivel de significancia de 5%. Quanto a porosidade do CIV, a anélise de variancia
apontou que a presenca de CLX aumentou a area de poros (p<0,001) proporcionalmente ao
aumento de suas concentracBes (p=0,001), sem porém, apresentar interacdo entre material e
concentracdo (p=0,705). Em relacdo ao numero de poros, observou-se que houve aumento
significativo dos mesmos com o aumento da concentracdo de CLX (p=0,003). O teste de
rugosidade superficial ndo demonstrou efeito estatisticamente significativo quanto ao aumento
ou diminuicdo da rugosidade em qualquer uma das concentragdes de CLX utilizada (p>0,05). A
analise da atividade antibiofilme apontou efeito significativo dos fatores material (p=0,006) e
tempo (p<0,001), sendo que o diacetato de CLX apresentou maior efetividade na diminuicdo
dos microrganismos. Assim, pode-se concluir que quando da busca de melhor efeito
antibacteriano do CIV KM, n&o se deve optar pela adi¢cdo de diacetato ou gluconato CLX nas
concentracdes estudadas, pois o gluconato de CLX demonstrou que as propriedades fisicas
estudadas mantiveram-se semelhantes ao grupo C, assim como a atividade antibacateriana. Com
adicdo de diacetato de CLX observou-se diminui¢do significativa de microrganismo, sem porém
tirar o paciente da condicdo de alto risco, além de proporcionar menor nimero de poros que
ocuparam maior area, indicando a formacdo de poros maiores e provaveis prejuizos para o
sucesso clinico das restauragoes.

Palavras chave: cimentos de iondbmeros de vidro, clorexidina, porosidade, biofilme.
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Marti LM. Incorporation of gluconate or chlorhexidine diacetate to a glass-ionomer cement:
porosity, surface roughness and antibiofilm activity. [Dissertagdo de Mestrado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the porosity, surface roughness and antibiofilm
activity of a glass ionomer cement (GIC) after incorporating gluconate or chlorhexidine
diacetate (CHX) at different concentrations. For tests of porosity and surface roughness were
prepared 10 specimens with GIC Ketac Molar EasyMix (KM) divided into groups: control (C),
and GIC CHX gluconate 0.5% (G1), GIC and 1.0% CHX gluconate (G2), and GIC 2.0% CHX
gluconate (G3), GIC and 0.5% CHX diacetate (D1), GIC and 1.0% CHX diacetate (D2) and
GIC and 2.0% CHX diacetate (D3). For the evaluation of porosity, the samples were fractured,
the fragments were photographed under a microscopy scanning electron (SEM) and the images
analyzed with the software Image J. The surface roughness (Ra) was measured by the mean of
three readings taken at the surface of each specimen, always passing through the center thereof.
For the analysis of the test anti-biofilm activity were used strains of S. mutans ATCC 25175 and
were divided into groups: C1 - GIC (1 day); C2 - GIC (7 days), C3- GIC (14 days), C4 - GIC
(21 days); group D1: GIC +CHX (1 day), D2 - GIC +CHX (7 days), D3: GIC +CHX (14 days),
D4: GIC +CHX (21 days); G1- GIC + CHX (1 days), G2- GIC + CHX (7 days), G3- GIC +
CHX (14 days) e G4- GIC + CHX (21 dias), with 10 specimens per group. For growth of
biofilms, the specimens were positioned vertically in 24-well plates containing 1.5 mL of
inoculum in fresh BHI broth prepared by diluting 10-fold a suspension incubated overnight and
0.2% sucrose. The culture medium was renewed every 24 h. After growth for 1, 7, 14 and 21
days, biofilms were re-suspended in saline. The suspension was diluted and plated on BHI agar
for quantitation of bacteria. For evaluation of all tests we used analysis of variance of two
factors, and if necessary, we applied the Tukey test, with significance level of 5%.As for the

porosity of the GIC, analysis of variance indicated that the presence of CHX increased pore area



(p <0.001) increase in proportion to their concentration (p = 0.001) without however presenting
the interaction between equipment and concentration (P = 0.705). Regarding the number of
pores observed a significant increase thereof with increasing concentration of CHX (p = 0.003).
The surface roughness test showed no statistically significant effect on the increase or decrease
in roughness at any of the concentrations used CHX (p> 0.05). The activity analysis pointed
antibiofilm significant effect of composite (p = 0.006) and time (p <0.001), whereas CHX
diacetate showed greater effectiveness in reducing microorganisms. Thus, it can be concluded
that when searching for the best antibacterial effect the GIC KM should not choose the addition
diacetate or gluconato of CHX in the studied concentrations, as the gluconato of CHX showed
that the physical properties studied were kept similar to group C, and the activity
antibacateriana. With the addition of diacetate CHX observed significant decrease of
microorganism, but without taking the patient's high-risk condition, and provide fewer pores
occupying the largest area, indicating the formation of larger pores and probable losses for

clinical success restorations.

Keywords: glass ionomer cements, chlorhexidine, porosity, biofilm
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Introducdo



Introducéo

O tratamento restaurador atraumaético (TRA), voltado para a minima intervencao
e maxima preservacdo do elemento dentario (Frencken, Leal'!, 2010; Lima et al.%,
2008; Massoni et al.?’, 2006), tem como finalidade manter o elemento dentario sadio,
evitando a remocéo excessiva do tecido e o risco de exposi¢do pulpar em cavidades
profundas, uma vez que é originalmente indicado para atender populacdes carentes que
ndo tem acesso ao servico odontoldgico tradicional. Baseada na capacidade de
remineralizacdo da dentina afetada, esta técnica pode promover a interrupcdo do
processo de desenvolvimento da lesdo de cérie e induzir a reparacdo da dentina.
(Bjorndal et al.3,1997; Duque et al.?, 2009; Hayashi et al.'®, 2011).

Apo6s a remocédo da dentina infectada com instrumentos manuais e limpeza da
cavidade, esta é preenchida preferencialmente com cimento de ionémero de vidro (CIV)
(Frencken, Leal.*, 2010, Frencken et al.'?, 2004). Este material favorece a
remineralizagdo e reorganizacdo dos tecidos dentarios (Maltz et al.?, 2002) e contribui
para que a técnica seja bem sucedida no controle do desenvolvimento das lesdes de
cérie (Holmgren et al.'®, 2013).

Os CIV apresentam propriedades importantes, como a biocompatibilidade,
adesividade quimica as estruturas do dente, capacidade de liberacdo e reincorporagéao de
fldor do meio bucal e coeficiente de expansdo térmica linear semelhante ao da dentina
(Mhaville at al.”®, 2006; Pellegrinetti et al.*!, 2005; Tiirkun et al.*’, 2008 ). Um dos
principais objetivos da aplicagdo da técnica do TRA é o controle da microbiota da
cavidade bucal, e por isso, para potencializar esta propriedade, a adicdo de um agente
antibacteriano a este material demonstra ser uma boa opcéo clinica (Palmer et al.*,

2004; Takahashi et al.®, 2006; Verraedt et al.*®, 2010). Takahash et al.** (2006)



observaram que um beneficio terapéutico foi obtido quando substancias antibacterianas
foram utilizadas em associacdo com um CIV.

Baseados na observacdo da presenca de bactérias viaveis na dentina
remanescente apos remoc¢do da camada infectada e adequada vedacdo da cavidade
(Bjorndal et al.®,1997; Duque et al.?, 2009), pesquisadores (Botelho®, 2003; Cheng et
al.®, 2012; Deepalakshmi et al.”, 2010; Farret et al.®, 2011; Frencken et al.’°, 2007,
Hoszek, Ericson'®, 2008; Ribeiro, Ericson®, 1991; Sanders et al.**, 2002; Takahashi et
al.**, 2006; Tirkiin et al.*’, 2008; Tiiziiner et al.*®, 2011) observaram sob condigdes in
vitro que a adicdo de clorexidina (CHX) aos CIV apresentou efeito antibacteriano
favorével contra microrganismos, como Streptococcus mutans, Lactobacillus spp.,
Candida albicans e Actinomyces naeslundii.

Para avaliar adequadamente esta propriedade, ten Cate®® (2006) sugere o estudo
de bactérias arranjadas em biofilmes, pois estas apresentam maior resisténcia a acao de
agentes antibacterianos do que aquelas no estado plancténico. O biofilme dental é uma
sequéncia ordenada de eventos que resultam em uma estrutura funcionalmente
organizada e rica em espécies microbianas (Marsh®, 2004).

O teste de difusdo em &gar para estudar a atividade antibacteriana dos CIV
modificados por CHX, utilizado na maioria dos trabalhos, consiste em um teste
preliminar cujos resultados dependem diretamente de varios fatores, como nimero,
tamanho e forma das particulas, carga elétrica e polaridade da substancia a ser analisada
(Heneine'’, 2000).

O efeito dos CIV modificados por CHX no biofilme dentario também foi
observado por Sanders et al.** (2002) e Cheng et al.® (2012), porém sem referéncias a
comparacdo entre diferentes compostos de CHX (gluconato ou diacetato), diferentes

concentragOes e efeito da CHX contra colonizadores iniciais do biofilme. Além disso,



h& poucos relatos na literatura de possiveis alteracbes nas propriedades dos CIV
modificados por CHX, como a rugosidade superficial, porosidade e outras propriedades
fisicas e mecénicas.

A adicdo de CHX ao CIV pode resultar em mudangas em sua
microestrutura e em suas propriedades mecéanicas, como resisténcia a compressdo e
tempo de presa (Palmer et al.*, 2004). Fatores como a integridade da interface entre as
particulas de vidro, o tamanho das particulas, bem como o nimero e o tamanho dos
poros contidos no interior do material apresentam papel importante na determinagéo de
suas propriedades mecénicas, como resisténcia a compressdo, a flexdo, a tracdo
diametral, & fratura, ao desgaste e microdureza (Xie et al.*°, 2000).

A manutencdo das propriedades fisicas e antibacterianas de um material é
importante para a durabilidade das restauragdes dentérias. A rugosidade superficial
representa grande importancia no processo de retengdo de microrganismos, formacgéo do
biofilme e consequentemente na longevidade das restauracGes. Estd relacionada a
composicdo, tamanho das particulas de vidro e a porosidade do material restaurador
(Lopes et al.*, 2010), sendo a Gltima prejudicial as propriedades fisicas e mecanicas do
material. (Hardin, Beckermann®®, 2007). Sendo assim, o estudo da porosidade e
rugosidade superficial de CIV modificado por CLX é importante para buscar a
manutencdo das propriedades mecanicas e durabilidade das restauracoes.

Presenca, adesdo e desenvolvimento de microrganismos as estruturas dentais
disponiveis e predispostas caracterizam a formacdo do biofilme dental, o qual é
determinante no insucesso clinico. O S. mutans € um dos principais e mais abundante
microrganismo cariogénico que contribui para a formacao da matriz do biofilme dental,
com capacidade de produzir grandes quantidades de acidos organicos. (Banas,

Vickerman?, 2003; Bowen, Koo®, 2011; Gross et al.'*, 2012; Lemos et al.??, 2005;



Quivey et al.**, 2001). O controle deste microrganismo por meio de materiais e técnicas
clinicas efetivas, controle mecénico e quimico, assim como a associacéo destes métodos
é fundamental para a obtencao da satde bucal.

Tanto o gluconato como o diacetato de CLX pode ser facilmente incorporado ao
CIV, do qual subsequentemente s&o liberados na cavidade bucal (Palmer et al.*°, 2004).
Aumentam o efeito antibacteriano do CIV, mas podem, dependendo da concentragéo
utilizada, comprometer as propriedades mecénicas do material restaurador
(Jedrychowski et al.?°, 1983). A utilizacdo do diacetato ou gluconato de CLX associados
ao CIV precisa ser avaliada e comparada, uma vez que a maioria dos achados na

literatura refere-se a apenas um dos compostos.
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Proposicéo

Objetivo Geral

Avaliar o efeito do gluconato ou do diacetato de CLX em diferentes

concentracdes adicionados ao CIV Ketac Molar Easymix.

Objetivo Especificos:

Estudo 1:

Avaliar a porosidade e a rugosidade superficial do CIV Ketac Molar Easymix

apos adicdo de gluconato ou diacetato de CLX em diferentes concentracgdes.

Estudo 2:

Avaliar a atividade antibiofilme do CIV Ketac Molar Easymix apés adicdo de

gluconato ou diacetato de CLX em diferentes concentracdes.



Incorporagdo de gluconato ou diacetato
de clorexidina a um Cimento de Ionomero
de Vidro: porosidade e rugosidade

superficial.

Estudo 1




Resumo

Introducdo: Entre os agentes antibacterianos, a clorexidina (CLX) é considerada uma
das substancias mais eficazes e seguras e, adicionada ao cimento de ionémero de vidro (CIV)
potencializa seu efeito antibacteriano, podendo, porém ocasionar mudangas nas propriedades
fisicas e mecénicas do material. Objetivo: Avaliar a porosidade e rugosidade superficial do CIV
Ketac Molar Easymix (KM) ap6s adi¢cdo de gluconato ou diacetato de CLX. Métodos: Foram
confeccionados 10 corpos de prova (n=10) com CIV para ambos os testes, e distribuidos
aleatoriamente nos grupos: controle C; G1: CIV e gluconato de CHX 0.5%, G2: CIV e
gluconato de CHX 1.0%, G3: CIV e gluconato de CHX 2.0%, D1: CIV e diacetato de CHX
0,5%, D2: CIV e diacetato de CHX 1,0% e D3: CIV e diacetato de CHX 2,0%. A rugosidade foi
obtida por meio da média aritmética de trés leituras realizadas na superficie de cada espécime e
a porosidade, por meio de andlise de fotomicrografias no programa Image J. Realizaram-se
analises de variancia de dois fatores e se necessario, teste de Tukey, adotando-se o nivel de
significancia de 5%. Resultados: Observou-se aumento significativo da area ocupada pelos
poros proporcional ao aumento de (p<0,001) concentracdo dos materiais (p=0,001). Em relacéo
ao numero de poros, houve efeito significativo da interacdo entre material e concentragdo
(p=0,003), sendo que maior aumento foi encontrado para o gluconato de CLX. Ndo houve
evidéncia de efeito significativo quanto aos materiais antibacterianos em qualquer uma das
concentragdes quando foi analisada a rugosidade superficial (p>0,05). Concluséo: Para associar
a CLX ao CIV, a melhor opc¢do é a utilizacdo de gluconato de CLX a 1 e 2%, pois nao

interferiu na rugosidade superficial e apresentou nimero de poros e area ocupada pelos

mesmos semelhantes ao CIV em sua forma original.

Palavras chave: cimentos de iondmeros de vidro, clorexidina, porosidade.



Introducdo

A filosofia de minima intervencdo aplicada ao tratamento restaurador
atraumatico (TRA) promove a estabilizacdo do processo da doenca carie, por meio da
escavacao seletiva de tecido acometido e preservacdo maxima dos tecidos sadios. De

acordo com Holmgren et al.*

(2013) é uma abordagem confiavel e eficaz no controle da
leséo de carie.

O material de escolha para 0 TRA é o cimento de ionémero de vidro (CIV)
(Frencken, Leal™® 2010), o qual favorece a remineralizacéo e reorganizacdo dos tecidos
dentérios (Maltz et al.*®, 2002). Tais propriedades sdo importantes diante da existéncia
de microrganismos viaveis (Bjorndal et al.%, 1997; Bjorndal et al.*, 2000; Weerheijm et
al.®®, 1999; Duque et al.”, 2009) ap6s remocéo do tecido infectado e vedaco efetiva da
cavidade com o material adequado. Takahashi et al.*® (2006) relataram também que a
utilizacdo de um material antibacteriano associado ao CIV pode ser uma boa alternativa
na busca da eliminacdo dos microrganismos viaveis sob restauracoes.

Entre os diversos agentes antibacterianos utilizados no controle de
microrganismos dentarios, a clorexidina (CLX) € considerada uma das substancias mais
eficazes e seguras. (Emilson®, 1977, Jedrychowski et al.’, 1983).

Sabe-se, porém, que a adicdo de CLX ao CIV pode resultar em mudancas na
microestrutura e propriedades mecéanicas do material restaurador, como a resisténcia a
compressdo e tempo de presa (Palmer et al.**, 2004). Fatores como a integridade da
interface entre as particulas de vidro, o tamanho das particulas, bem como o nimero e

tamanho dos poros contidos no interior do material desempenham papel importante na

determinacéo de suas propriedades mecanicas (Xie et al.**, 2000). Tanto o gluconato



como o diacetato de CLX pode ser facilmente incorporados ao CIV, do qual
subsequentemente sdo liberados na cavidade bucal (Palmer et al.*, 2004).

Desempenho clinico satisfatorio € importante quando a CLX é adicionada ao
ClV, a fim de que ndo haja alteracbes indesejaveis em suas propriedades fisicas,
mecanicas e microbiolégicas (Sanders et al.?”, 2002; Palmer et al.?*, 2004; Takahashi et
al.*®®, 2006; Tiirkun et al.*?, 2008).

A durabilidade das restauracfes dentarias depende de sua resisténcia ao
desgaste, da qualidade da interface dente/restauracdo, dureza e rugosidade superficial
(Rios et al.?®, 2008; Heath, Wilson'®, 1976). A (ltima, esté relacionada & composicdo,
ao tamanho das particulas e & porosidade do material restaurador (Lopes et al.'®, 2010) e
representa grande importancia na formagéo do biofilme, durabilidade e longevidade da
restauracdo (Hardin, Beckermann', 2007).

Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a porosidade e a rugosidade
superficial do CIV Ketac Molar Easymix ap6s adi¢éo de gluconato ou diacetato de CLX

em diferentes concentracdes.

Materiais e Métodos

Foram adicionados gluconato de CLX (Sigma Aldrich, Steinheim, GE) ou
diacetato de CLX (Sigma Aldrich, Steinheim,GE) ao CIV Ketac Molar Easymix (3M-
ESPE Dental Products, St. Paul, MN, EUA) (Tabela 1) em diferentes concentragdes de

acordo com a Tabela 2.



Tabela 1 - Materiais utilizados no estudo

Nome Comercial Classificacdo/ Composicao Proporgdo TPI*
(Fabricante) Indicagao (porcentagem em peso) P6/Liquid
o
Pé: pd de vidro (cristais de fluor-
Ketac Molar Clv alumino-silicato) - 85%-95%; acido 2,9:1 5 min
Easymix convencional / poliacrilico - 5%-15%.
(3M -ESPE Dental restauracao Liquido: dgua - 55%-65%,; acido
Products, St. Paul, polietileno policarbonico - 25%-35%;
MN, EUA) acido tartarico - 5%-10%.
Gluconato de
Clorexidina Gluconato de clorexidina- liquido | -----
(Sigma Aldrich, Antibacteriano Solugdo aquosa a 20%
Steinheim,
Alemanha)
Diacetato de Diacetato de clorexidina —98% pé6 | -

Clorexidina
(Sigma Aldrich,
Steinheim,
Alemanha)

Antibacteriano

*TPI: tempo de espera para presa inicial

Tabela 2 — Distribui¢do dos grupos experimentais de acordo com o tipo e concentragdo de CLX

adicionada ao CIV.

GRUPO MATERIAL

C Cciv

D1 CLX-0.5%
D2 CLX -1%
D3 CIV + CLX -2%
Gl CLX-05%
G2 CLX -1%
G3 CLX -2%

Para estabelecer a proporcéo po-liquido em peso do CIV, foram realizadas 10

pesagens de uma por¢do de p6 com auxilio da colher medida fornecida pelo fabricante,

para obter-se a média aritmética. Para 0s grupos experimentais D1, D2 e D3, foram



acrescentados 0,5%, 1% ou 2% em peso de diacetato de CLX a porg¢do do pé do CIV
previamente pesada.

O mesmo procedimento foi realizado com o gluconato de CLX para obter-se a
média aritmética entre as medidas, com auxilio do gotejador do préprio frasco. Os
volumes finais de gluconato de CLX foram obtidos utilizando-se a proporgéo entre as
massas e volumes (m;vi=m5V,) para os grupos G1, G2 e G3.

A CLX foi adicionada ao CIV durante sua manipulacdo, realizada por um Unico
operador treinado, em ambiente com temperatura controlada de 23°C + 1°C.

Foram confeccionados 10 corpos de provas por grupo para cada teste realizado,
por meio de uma matriz de silicone com dimensdes de 3 mm de altura x 6 mm de
didmetro, preenchida com um Unico incremento de CIV com CLX de acordo com o
grupo experimental (Tabela 2). Logo ap6s, o material foi coberto com fita de poliéster e
uma placa de vidro, sobre as quais um peso de 100 g foi depositado durante 40
segundos para acomodacéo e extravasamento do excesso do material.

Os corpos de prova foram armazenados em recipiente apropriado com umidade
relativa do ar de aproximadamente 100% e em temperatura ambiente por 24 horas
(Towler et al.*, 2001).

Para a avaliacdo da porosidade, os corpos de prova foram fraturados com auxilio
de martelo e cinzel cirurgicos. Os fragmentos foram revestidos com liga de ouro-paladio
sob alto vacuo e levados ao microscépio eletronico de varredura (MEV) (SM-300,
Topcon, Téquio, Japdo) com 100 vezes de aumento, para obtencdo de imagens, as quais
foram analisadas com auxilio do programa Image J (Rasband WS, Image J; US National
Institutes of Health, Bethesda, MD). Todas as imagens obtidas foram subdivididas em

quadrantes sendo sempre 0 mesmo quadrante analisado para padronizacdo da area de



medidas (Coldebella et al.?, 2011; da Mata et al.?°, 2012). O mesmo pesquisador fez
duas leituras de cada imagem com 1 semana de intervalo entre as mesmas.

A avaliacdo da rugosidade superficial foi realizada por meio de leitura de todos
0s espécimes, sendo os valores (Ra) obtidos da média aritmética entre os picos e vales
registrados pelo rugosimetro (SURFCORDER SE 1700; Kosaka Laboratorio Ltd,
Kosaka, Japdo). Foi utilizado um cut-off de 0,25 mm, necessario para maximizar a
filtragem da ondulac&o superficial. Em cada superficie foram efetuadas trés leituras em
diferentes posicdes sempre passando pelo centro do espécime e a meédia aritmética
calculada (Silva, Zuanon®, 2006). A distancia de deslocamento da ponta sobre o corpo
de prova foi de 3 mm.

As avaliacBes da rugosidade, da area ocupada pelos poros, assim como do
namero de poros, foram realizadas por andlises de varidncia de dois fatores: CLX
(diacetato de gluconato) e suas concentragfes (0.5, 1.0 e 2.0%). Esta analise incluiu
também um grupo controle isolado. Quando necessario, empregou-se o teste de Tukey
de comparag6es multiplas de médias.

As condicbes de homogeneidade de variancia e de normalidade dos residuos
dessas analises foram comprovadas, pelos testes de Levene e de Shapiro-Wilk,
respectivamente. Adotou-se o nivel de significancia de 5% para a tomada de decisao e

construiram-se intervalos de confianga de 95% para as médias populacionais.

Resultados

Na Tabela 3 sdo mostrados as médias e desvios padrdo de percentual de area
ocupada pelos poros e de niumero de poros, de acordo com o material antibacteriano e

suas concentrag(”)es.



Tabela 3 — Material, concentragdo de CLX (%), média (desvio padrdo) de percentual de area
ocupada pelos poros e numero de poros (desvio padrdo), de acordo com o material
antibacteriano e suas concentraces.

Material Concentracédo % de area NUmero
(%) de poros de poros
Controle - 3,0 (0,8) ® - 51(11) °©
Diacetato 0,5 4.4 (1,2) ¢ 41 (5) be
1,0 5,0 (1,5) e 38(5) ®
2,0 5,6 (1,3) ¢ 4411 ™
Gluconato 0,5 2,1(0,7) @ 30 (5) 8
1,0 3,4 (1,4) a 43 (7) be
2,0 3,8(1,2) b 45 (7) be
Nota: Médias na coluna acompanhadas de letras iguais ndo sao significativamente diferentes pelo teste de
Tukey (p>0,05)

A andlise de varidncia apontou efeito significativo dos materiais antibacterianos
(p<0,001) sobre a porcentagem de éarea ocupada pelos poros, assim como de
concentracdes desses materiais (p=0,001), mas nédo da interacdo entre eles (p=0,705).
Assim, o diacetato produziu, em média, porcentual de area ocupada pelos poros maior
do que o gluconato, independentemente da concentracdo. O teste de Tukey demonstrou
que com relacdo as concentracdes de diacetato ou de gluconato, a concentragdo mais
alta de 2% forneceu a média maior e a concentracdo mais baixa de 0,5% a média menor
da é&rea ocupada pelos poros no interior do material. A concentracdo de 1% apresentou
média intermediaria de &rea ocupada pelos poros e 0 controle apresentou médias nédo
diferentes significativamente das médias do gluconato, mas menores do que aquelas
apresentadas pelo diacetato.

Em relacdo ao nimero de poros, houve efeito significativo da interacdo entre
material e concentracdo (p=0,003). O teste de Tukey demonstrou que o diacetato na
concentracdo de 1% e o gluconato a 0,5% apresentaram as menores medias em relacéo
ao grupo controle.

Nas Figuras 1 e 2 estdo representadas as médias de porcentual de area de poros e

de numero de poros, respectivamente.
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Figura 1 — Média e intervalo de confianga de 95% para a média populacional de percentual
de area ocupada pelos poros
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Figura 2 — Média e intervalo de confianga de 95% para a média populacional de nimero de
poros

A andlise de variancia realizada para avaliar a rugosidade superficial ndo
demonstrou evidéncia de efeito significativo quanto aos materiais antibacterianos em
qualquer uma das concentragbes, ou mesmo em relagdo ao controle (p>0,05). Na
Tabela 4 sdo mostradas as médias amostrais de rugosidade, além dos limites inferior e

superior de um intervalo de confianca de 95% para as médias populacionais.



Tabela 4 — Material, concentracdo de CLX e média amostral (limites de um intervalo de confianca
de 95%) para a média populacional de rugosidade (Ra).

Material Concentracdo (%) Média (IC 95%)*

Controle 2,05 (0,74; 5,26)

Diacetato 0,5 1,88 (0,69; 4,84)
1,0 2,56 (0,92; 6,55)

2,0 1,95 (0,86; 5,42)

Gluconato 0,5 1,99 (0,73; 5,13)
1,0 2,35 (0,85; 6,04)

2,0 1,83 (0,58; 4,51)

* N&o houve evidéncia de diferenca significativa entre médias pela ANOVA (p>0,05)

Discussao

Estudos voltados para o entendimento das propriedades dos CIV realizaram
testes fisicos como os de rugosidade superficial e porosidade, os quais possuem relagao
direta entre si e representam grande importancia no processo de formacao de biofilme e
na longevidade das restauracdes (Lopes et al.*®, 2010).

Os poros presentes nos materiais restauradores sdo pontos de propagacdo de
trincas, responsaveis por falhas que diminuem a resisténcia do material (Geirsson et
al.'®, 2004; Nomoto, McCabe?, 2001) e reduzem a longevidade clinica das restauragdes
(Arcoria et al.!, 1992; Nomoto, McCabe®*, 2001). De acordo com Geirsson et al.”
(2004), os poros constituem regides com alta concentragdo de estresse que aumentam a
probabilidade de fratura do material e pode ser incorporado a0 mesmo durante sua
manipulacdo. Assim também acontece ao CIV, que quando espatulado manualmente
incorpora bolhas com didmetros maiores que aqueles encapsulados (Mitchell,

Douglas®, 1997).



Neste estudo, apos a adicdo de CLX ao CIV, pOde-se observar que a area
ocupada pelos poros ap6s a adi¢do do diacetato de CLX (D1, D2 e D3) foi maior que
aquela encontrada ap6s adicdo do gluconato de CLX (G1, G2, e G3), independente da
concentragéo estudada (Tabela 3). A concentracédo de 2% e 0.5%, tanto para o diacetato
como para o gluconato de CLX, apresentaram a maior € menor média respectivamente.
Da mesma maneira que de Castilho et al.” (2013), Palmer et al.?* (2004), Takahashi et
al.*® (2005) e Turkiin et al.* (2008) afirmaram que algumas propriedades do material
foram alteradas em concentragdes de CLX iguais ou superiores a 2%.

Ao considerar a adicdo de mais volume de liquido a um material restaurador,
Jedrychowski et al.'” (1983) afirmaram que o gluconato de CLX tem potencial para
provocar alteracdes nas propriedades fisicas e mecanicas das restauragdes.

O presente estudo demonstrou que ao comparar 0S grupos experimentais, o C
apresentou maior nimero de poros, que ocuparam a menor area (Tabela 3, Figura 1 e 2).
Os grupos G1, G2 e G3 apresentaram numero e area ocupada pelos poros menores que
nos grupos D1, D2 e D3. (Tabela 3 e Figuras 1 e 2). Deve-se considerar que guanto
maior o nimero de poros em determinada &rea, menor diametro eles apresentam. Assim,
a relacdo entre nimero de poros e area ocupada pelos mesmos nos grupos C, G2 e G3
sugere que estes apresentaram 0s menores tamanhos, o que favorece o sucesso clinico,
uma vez que poros pequenos tornam a restauracdo menos suscetivel a falhas ou
alteracdes (Nomoto et al.?*, 2004).

Em D1, D2 e D3 pode-se observar aumento tanto do numero quanto da area
ocupada pelos poros, sendo este proporcional ao aumento da concentragdo da CLX.
Considerando que a area ocupada pelos poros em D1, D2 e D3 foi significativamente
maior que em C e que 0 nimero de poros em D1 e D2 foi estatisticamente semelhante

que em C, pode-se considerar que 0s poros contidos apos a adi¢do de diacetato de CLX



eram maiores e consequentemente representam prejuizos para o sucesso clinico.
Preocupado com o tamanho dos poros no interior das restauragdes, Balamuth? (1963),
utilizou a aplicacdo de ultrassom, a qual promoveu o rompimento das bolhas de ar
transformando-as em microbolhas ou micro poros, os quais podem migrar para a
superficie da restauracdo, e com seu desgaste fisioldgico desaparecerem.

Frencken et al.™ (1998), em estudo longitudinal de acompanhamento de
restauracdes realizadas pela técnica do TRA, observaram que metade das restauracdes
apresentou falhas e que, muitas estavam relacionadas com as caracteristicas fisicas do
CIV utilizado. Sabendo que a presenca de porosidades no material, o torna mais friavel
(Fleming et al.®, 2006; Nomoto et al.*, 2004) e que pode levar a falhas na restauracéo
(Nomoto, McCabe??, 2001), este estudo indica que ao utilizar a CLX associada ao CIV,
deve-se optar pelo gluconato.

Ainda, preocupando-se com a conservacao e sucesso clinico das restauragdes, a
avaliagdo da rugosidade superficial de materiais restauradores, como o CIV, torna-se
importante, uma vez que resulta em implicacdes clinicas, a partir de desgaste e
alteragOes superficiais do material. O aumento da rugosidade superficial leva ao
acumulo de microrganismos, e consequente formacdo de biofilme com posterior
deterioracdo do material (Lopes et al.'®, 2010; Yip et al.*®, 2001 ).

A rugosidade superficial esta relacionada a combinacdo de fatores que incluem
as caracteristicas da matriz, proporcdo e tamanho de particulas inorganicas de vidro, a
exposicdo destas particulas inorganicas e a formacdo de bolhas de ar ou porosidades
durante o preparo do material (Yip et al.*®>,1999; Rios et al.®, 2002; Geiger et al.*?,
1999). O Ra é o parametro comumente utilizado para caracterizar a rugosidade de uma
superficie, sendo o valor final resultado da média aritmética das medidas (Sidhu et al.?,

1997).



Observou-se neste estudo que, quanto a rugosidade superficial, ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos analisados (Tabela 4, Figura 3).
Assim, quando se avalia a associacdo da CLX ao CIV buscando a reducdo de
microrganismos e formacgdo de biofilme, a rugosidade superficial ndo representa
interferéncia nas propriedades finais da restauragdo, pois aléem de ndo proporcionar
alteracOes superficiais que propiciem o acimulo de microrganismo, tem-se ainda o
efeito da CLX como auxiliar do efeito antibacteriano do CIV. De acordo com Palmer et
al.?* (2004) o CIV tem potencial para liberacio lenta de espécies ativas, como o flior
(Frencken at al.**, 1998) e a CLX incorporada a0 mesmo.

Embora a literatura apresente resultados sobre propriedades como resisténcia a
compresséo, tracdo diametral, flexdo, fratura, tempo de presa, desgaste e microdureza
(Jedrychowski et al.*’, 1983; Palmer et al.**, 2004; Xie et al.**, 2000) do CIV quando
associado a CLX em diferentes concentragdes, poucos relatos sdo encontrados sobre as
propriedades fisicas como porosidade e rugosidade superficial, assim como a

comparacao entre as diferentes formas fisicas da CLX.

Conclusao

Quando da associacdo de gluconato ou diacetato de CLX em diferentes
concentracdes ao CIV avaliado neste estudo, a melhor opcéo € a utilizacdo de gluconato
de CLX a 1% ou 2%, pois nao interferiu na rugosidade superficial e apresentou nimero

de poros e area ocupada pelos mesmos semelhantes ao CIV em sua forma original.
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Atividade antibiofilme de um
Cimento de Ionomero de Vidro
modificado por gluconato ou

diacetato de clorexidina

Estudo 2




Resumo

Introducdo: A atividade antibacteriana do cimento de ionémero de vidro (CIV) pode
ser potencializada pela adi¢do da clorexidina (CLX). Objetivo: Avaliar a atividade
antibiofilme do CIV Ketac Molar Easymix (KM) apés adicdo de 1% de gluconato ou
diacetato de CLX e apds diferentes periodos de tempo. Métodos: Utilizaram-se 10
corpos de prova com CIV por grupo:

Cl1l-CIV (1 dia); C2 - CIV (7 dias), C3- CIV (14 dias), C4 - CIV (21 dias); grupo D1.:
CIV+CLX (1 dia), D2 - CIV+CLX (7 dias), D3: CIV+CLX (14 dias), D4: CIV+CLX
(21 dias); G1- CIV+ CLX (1 dia), G2- CIV+ CLX (7 dias), G3- CIV+ CLX (14 dias) e
G4- CIV+ CLX (21 dias) e cepas de S. mutans ATCC 25175. Um inoculo fresco foi
preparado em caldo BHI diluindo-se 10 vezes uma suspensao incubada overnight. Para
crescimento dos biofilmes, os espécimes foram posicionados verticalmente em placas
de 24 pocos, contendo 1,5 mL do inéculo e 0,2% de sacarose. O meio de cultura foi
renovado a cada 24 h. Apds crescimento por 1, 7, 14 e 21 dias, os biofilmes foram re-
suspensos em solucdo salina. A suspensdo foi diluida e semeada em &gar BHI, para a
quantificacdo de bactérias presentes. Utilizou-se analise de variancia de dois fatores:
material e tempo, complementada pelo teste de Tukey. Os resultados foram expressos
em ufc/mL. Adotou-se o nivel de significancia de 5%. Resultados: A anédlise de
variancia apontou efeito significativo dos fatores material (p=0,006) e tempo (p<0,001),
mas ndo da interacdo entre eles (p=0,732). Desse modo, considerando a média global,
ndo houve diferencas estatisticamente significantes na concentragdo de S. mutans entre
0 grupo controle e o gluconato. Entretanto, observou-se que o diacetato diminuiu
significativamente a concentracédo de S. mutans, independente do tempo. A reducéo total
em todo o periodo foi cerca de 90% nas médias de contagens em ufc/mL. Concluséo:

Quando da associacdo de CLX a 1% ao CIV avaliado neste estudo, a melhor opcéo é a



utilizacdo de diacetato de CLX, pois apresentou maior eficacia da atividade anti-
biofilme, ao longo dos dias analisados.

Palavras chave: cimentos de ionémeros de vidro, clorexidina, biofilme.

Introducao

Preconizado por Frencken, Leal'® (2010), o tratamento restaurador atraumatico,
(TRA) considerado importante op¢do de intervencdo para populagdes vulneraveis, conta
com o potencial reparador da dentina afetada, por meio da redugdo de microrganismos e
do metabolismo bacteriano (Maltz et al.?, 2002, Schriks e Amerongen et al.*?, 2003).
Para isso, preconiza-se o uso do cimento de iondmero de vidro (CIV), que favorece esta
condicdo e a reorganizacdo dos tecidos dentérios (Frencken e Leal.'®, 2010). Sabe-se
que a atividade antibacteriana do CIV sobre microrganismos cariogénicos pode ser
potencializada por meio da adicdo de um agente antibacteriano a esse material
restaurador, contribuindo para reducdo ou eliminacdo de bactérias persistentes apos a
remocao parcial do tecido cariado e para a prevencdo da ocorréncia de céaries
secundarias (Frencken, et al.'®, 2007; Hoszek e Ericson®®, 2008; Ribeiro e Ericson?,
1991; Sanders at al.**, 2002; Turkin et al.*®, 2008).

Uma grande variedade de substancias antibacterianas como o metronidazol,
ciprofloxacina, cefaclor e cetrimida tem sido estudada. (Pinheiro et al.?®, 2005; Tuziiner
et al.*, 2011). Dentre essas substancias, destaca-se a clorexidina (CLX), pela sua
comprovada eficacia contra amplo espectro de patdgenos da cavidade oral (Emilson®?,
1977; Jedrychowshi?®, 1983) e pela baixa toxicidade (Pucher, Daniel®, 1992).

Diversos estudos demonstraram a atividade antibacteriana de CIV modificados

por CLX (Botelho*, 2003, Cheng et al.®, 2012, Deepalakshmi et al.’, 2010, Farret et



al.*, 2011, Frencken et al.'>, 2007, Hoszek, Ericson®® 2008, Ribeiro, Ericson®, 1991,
Sanders et al.*!, 2002, Takahashi et al.*®, 2006, Turkiin et al.*®, 2008, Tiiziiner et al.*,
2011), entretanto, a maioria desses trabalhos utilizou o teste de difusdo em agar, que é
empregado somente em avaliacbes preliminares e cujos resultados dependem
diretamente de varios fatores, como nimero, tamanho e forma das particulas, carga
elétrica e polaridade da substancia (Heneine'’, 2000).

O modelo ideal para estudo da atividade antibacteriana contra patdgenos da
cavidade bucal € utilizando os microrganismos organizados em biofilmes, pois as
bactérias nesse tipo de arranjo apresentam maior resisténcia a acdo de agentes
antibacterianos do que aquelas em suspensdo e representam melhor as condig¢des
encontradas na cavidade bucal (ten Cate®, 2006). Apesar do grande nimero de
trabalhos disponiveis sobre a atividade antimicrobiana dos CIV modificados por CLX,
ha& somente dois estudos no qual esse material foi avaliado por meio do crescimento de
biofilme (Sanders et al.®!, 2002 e Cheng et al.®, 2012). Entretanto, esses autores n&o
realizaram comparagdes entre diferentes os compostos de CLX (gluconato ou
diacetato).

Considerando a busca de um material restaurador com atividade antibacteriana
suficiente para prevenir o aparecimento de lesdes de cérie secundaria, o objetivo desse
estudo foi avaliar a atividade antibiofilme do CIV Ketac Molar Easymix apés adi¢cdo de

1% de gluconato ou diacetato de CLX apds diferentes periodos de tempo.

Materiais e métodos

Foram adicionados gluconato de clorexidina (Sigma Aldrich, Steinheim, GE) ou

diacetato de clorexidina (Sigma Aldrich, Steinheim,GE) ao CIV Ketac Molar Easymix



(3M-ESPE Dental Products, St. Paul, MN, EUA) (Tabela 1). Os grupos foram divididos
de acordo com o tratamento (n=10) e tempo de observagéo: grupo C1 - CIV (1 dia); C2
- CIV (7 dias), C3- CIV (14 dias), C4 - CIV (21 dias); grupo D1: CIV+CLX (1 dia), D2
- CIV+CLX (7 dias), D3: CIV+CLX (14 dias), D4: CIV+CLX (21 dias); G1- CIV+
CLX (1 dia), G2- CIV+ CLX (7 dias), G3- CIV+ CLX (14 dias) e G4- CIV+ CLX (21

dias) (tabela 2).

Tabela 1 - Materiais utilizados no estudo

Nome Comercial | Classificagdo/ Composicao Proporga TPI*
(Fabricante) Indicagao (porcentagem em peso) o
P6/Liquid
o
P&: pd de vidro (cristais de fluor-
Ketac Molar Clv alumino-silicato) - 85%-95%; acido 2,9:1 5 min
Easymix convencional / | poliacrilico - 5%-15%.
(3M -ESPE Dental | restauracdo Liquido: dgua - 55%-65%; acido
Products, St. polietileno policarbénico - 25%-35%;
Paul, MN, EUA) acido tartdrico - 5%-10%.
Gluconato de
Clorexidina Gluconato de clorexidina- liguido | -----
(Sigma Aldrich, | Antibacteriano Solugdo aquosa a 20%
Steinheim,
Alemanha)
Diacetato de Diacetato de clorexidina — 98% po | -
Clorexidina Antibacteriano
(Sigma Aldrich,
Steinheim,
Alemanha)

**TPI: tempo de espera para presa inicial



Tabela 2 — Distribuicdo dos grupos experimentais de acordo com o tipo e concentragdo
de CLX adicionada ao CIV.

Grupos | Materiais | Periodo (dias)
C1 1
C2 Clv 7
C3 14
C4 21
D1 Clv 1
D2 + 7
D3 Diacetato 14
D4 De CLX 21
Gl Clv 1
G2 + 7
G3 Gluconato 14
G4 De CLX 21

Para estabelecer a proporcéo p6-liquido em peso do CIV, foram realizadas 10
pesagens de uma por¢do de p6 com auxilio da colher medida fornecida pelo fabricante.
A média aritmética foi obtida e 1% em peso de diacetato de CLX foi adicionado a
porcao do p6 do CIV previamente pesada, sendo retirada a mesma massa do pé de CIV.
O mesmo procedimento foi realizado com o gluconato de CLX para obter-se a média
aritmética entre as medidas do liquido do CIV, com auxilio do gotejador do proprio
frasco. O volume final de gluconato de CLX adicionado ao liquido do CIV foi calculado
utilizando-se as regras de proporcdo entre as massas e volumes (myvi=myVv,) para atingir
uma concentracao final de 1%. A CLX foi adicionada ao CIV durante sua manipulacéo,
realizada por um unico operador treinado, em ambiente com temperatura controlada de
23°C £ 1°C. Os corpos de prova foram esterilizados por radiacdo gama cobalto 60 (25
Kgy/6 h) (Rodrigues et al.*>°, 2004).

Foram confeccionados 10 corpos de provas por grupo para cada teste realizado,
por meio de uma matriz de silicone com dimens6es 3 mm de altura x 6 mm de diametro,
preenchida com um Unico incremento de CIV com adi¢do de CLX de acordo com o

grupo experimental (Tabela 2). Logo ap6s, o material foi coberto com fita de poliéster e



uma placa de vidro, sobre as quais um peso de 100 g foi depositado durante 40
segundos para acomodacdo e extravasamento do excesso do material. Os corpos de
prova foram armazenados em recipiente apropriado com umidade relativa do ar de
100% e em temperatura ambiente por 24 horas (Towler et al.*’, 2001).

Para produzir biofilmes monoespécie, foi utilizada uma cepa de Streptococcus
mutans ATCC 35688, relacionada com o estabelecimento ou progressédo da leséo de
carie. A cepa foi mantida a -80°C em glicerina e reativadas em &gar BHI por 48 h. Em
seguida, uma coldnia foi adicionada a 15 mL de caldo infuso de cérebro e coragdo
(BHI). Apos incubagdo por 16 h, um indculo foi preparado diluindo-se 10 vezes essa
cultura em caldo infuso de cérebro e coracdo (BHI) suplementado com 0,2% de
sacarose (caldo BHIS) (Exterkate et al.®, 2010). Todas as incubacdes foram realizadas a
37°C em microaerofilia.

Para crescimento dos biofilmes, foi utilizado um modelo recentemente

desenvolvido por Exterkate et al.*®

, (2010), com adaptacdes. Esse modelo permite que
0s corpos de prova sejam fixados verticalmente e possui a vantagem de favorecer a
formacdo de um biofilme somente com células capazes de aderir aos espécimes,
evitando a deposicdo dos microrganismos pela forca da gravidade e a posterior
aderéncia dos mesmos.

Os corpos de prova foram imersos em pocos de placas de 24 pocos, contendo 1,5
mL do in6culo preparado de acordo com o descrito anteriormente. O meio de cultura foi
renovado a cada 24h.

A andlise do biofilme foi realizada apos crescimento por 1, 7, 14 e 21 dias
(Cheng et al.?, 2012; Sanders et al.**, 2002). Os corpos de prova foram removidos do

dispositivo e re-suspensos em 2 mL de solucdo salina 0,9%, com auxilio de um

disruptor de células (Sonicador Vibra Cell, Unique; 500 W, amplitude 20%, 6 pulsos de



5 segundos cada) (Bowen et al.°, 1986, com modificacdes). A suspensdo foi
sequencialmente diluida e semeada em agar BHI, em duplicata, para a quantificacdo de
bactérias presentes. Apos incubacdo por 48 h, o numero de unidades formadoras de
coldnias (UFC) foi obtido com o auxilio de contador de coldnias digital. A contagem foi
realizada por um pesquisador cego. Os resultados foram expressos em ufc/mL.

Para a para a avaliagdo de contagem de microrganismos, em ufc/mL, utilizou-se
analise de variancia de dois fatores: material (controle, gluconato e diacetato de CLX) e
tempo. O teste de Tukey foi aplicado para a comparacdo de médias de materiais e de
médias de tempo, separadamente, ao nivel de significancia de 5%. Adotou-se o nivel de

significancia de 5% para a tomada de deciséo.

Resultados

Na Tabela 3 sdo apresentadas as médias e desvios padrdo de logaritmos decimais

de ufc/mL, de acordo com os materiais e o tempo.

Tabela 3 - Médias e desvios padrao de logaritmos de ufc/mL

Grupos Global
Cl C2 C3 cC4
Média 8,16 7,63 7,71 7,28 769 °
DP 0,21 059 0,38 0,16
Gl G2 G3 G4
Média 8,10 7,52 7,58 7,08 7,57 °
DP 049 043 024 0,26
DI D2 D3 D4
Média 7,76 7,31 7,42 7,18 742 °®
DP 046 041 0,12 0,17
801 749 757 718
c b b a

Médias com letras iguais ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de

Tukey (p>0,05)



A anélise de variancia apontou efeito significativo dos fatores material (p=0,006)
e tempo (p<0,001), mas ndo da interacdo entre eles (p=0,732), o que indica
independéncia entre os fatores quanto as contagens de microrganismos. (Tabela 3).

Observa-se que a média global de logaritmo de ufc/mL do gluconato foi
equivalente a média do controle, sendo as duas significativamente maiores do que a
média de ufc/mL do diacetato, independentemente do tempo. Observou-se também que
apos 1 dia a média global de ufc/mL foi a maior de todas e diminuiu com equivaléncia
entre as médias de 7 e 14 dias e, no final, ap6s 21 dias, tornou-se menor ainda. A
reducdo total em todo o periodo foi de cerca de 10% em unidades de logaritmos, o que
corresponde a uma reducdo de aproximadamente 90% nas médias de contagens em

ufc/mL (10° para 107).

Discussao

Sabe-se que quando da utilizacdo da técnica do TRA, a dentina afetada
permanece sob a restauracdo, e contém microrganismos vidveis por meses ou até anos
(Bjorndal, Larsen®, 2000; Duque et al.'*, 2009; Pinto et al.*’, 2006; Weerheijm et al.*,
1999), apresentando risco para o0 desenvolvimento de caries recorrentes. Assim,
diferentes abordagens tem sido descritas na literatura, como a técnica de adi¢do de CLX
ao CIV para potencializar seu efeito antibacteriano (Sanders et al.**, 2002; Takahashi et
al.®®, 2006; Tirrkiin et al.*®, 2008). A CLX pode ser liberada na cavidade bucal (Palmer
et al.?*,2004) e agir sobre o biofilme, 0 qual passa a apresentar composicdo menos
patogénica em comparagdo ao biofilme acidogénico com predominancia de S. mutans,
que seria formado sem a presenca deste agente antibacteriano (van Houte*’, 1994).

Assim como a superficie dental, os materiais restauradores estdo sujeitos a

aderéncia de



microrganismos (Marsh?®, 2006), a qual da origem a uma estrutura tridimensional
complexa denominada biofilme dental (Hojo et al.'®, 2009), fundamental na instalac&o e
progressao da doenca cérie. Neste estudo, o efeito antibacteriano foi avaliado por meio
de biofilme dental, pois as bactérias nesse tipo de arranjo apresentam maior resisténcia a
acao de agentes antibacterianos do que aquelas em suspensdo, e representam melhor as
condic®es encontradas na cavidade bucal (ten Cate®, 2006).

O presente estudo demonstrou, que comparado ao grupo controle, o grupo D1
apresentou reducdo de microrganismo ja no primeiro dia de experimento. A partir da
segunda semana diminui¢cdo na concentracdo de microrganismos pode ser observada
para todos os grupos, sendo que a maior reducao foi observada apos 21 dias (Tabela 3).
Estudos de Cheng et al®. (2012) e Palmer et al®. (2004), também demonstraram
liberagdo de CLX elevada na primeira semana do estudo e estabilizagdo nas duas

semanas subsequentes. Du et al*

. (2012), demonstraram maior liberagdo de diacetato de
CLX durante a reacdo de presa do CIV, ou seja, nas primeiras 24 horas ap6s a
manipulacdo do material. No presente estudo, ap6s 1 dia de crescimento do biofilme, a
concentracdo de microrganismos nos grupos com gluconato de CLX foi semelhante ao
grupo controle (Tabela 3). Deve-se considerar que ndo foi possivel iniciar o
experimento imediatamente apds a confeccdo do corpo de prova, pois foi necessario
fixa-los nos dispositivos e envia-los para esterilizacdo por radiacao.

Observou-se também atividade antimicrobiana do CIV sem adicdo de CLX,
sendo este fato atribuido & liberacdo de flior pelo CIV (Sidhu, Schmalz*, 2001).
Entretanto, sabe-se que somente a liberacdo de fllor ndo seria capaz de atingir a

atividade antimicrobiana observada (Al-Naimi et al.', 2008). Outros mecanismos de

acdo, como a acidez do material (Palenik et al.?*, 1992).



O posicionamento vertical dos espécimes (Exterkate et al.'*, 2010) permitiu a
formacdo de um biofilme apenas por células capazes de aderir ao corpo de prova,
excluindo aquelas que poderiam se depositar sobre 0 mesmo, caso este se encontrasse
no fundo do poco da placa. Desse modo, procurou-se mimetizar as condicOes de
desenvolvimento do biofilme encontradas na cavidade bucal. Biofilmes maduros (a
partir de 14 dias de desenvolvimento), como o0s estudados no presente estudo,
representam maior relevancia clinica, ja que estes ocorrem em locais de estagnacéo e de
higienizacédo deficiente, propicios ao desenvolvimento da doenca carie.

Resultados de estudos de Cheng et al®. (2012); Sanders et al®*’. (2002)
demonstraram reducdo maior na concentracdao de bactérias do que aquela observada no
presente estudo. Porém a adicdo desse material antibacteriano foi realizada a um CIV
modificado por resina que possui caracteristicas diferentes do CIV de alta viscosidade
(Sidhu, Schmalz*, 2001; Chan et al.”, 2006) e a concentracdo de CLX utilizada foi
maior (10%) (Cheng et al.®, 2012), assim como aquela utilizada por Sanders et al®".
(2002) que foi de 5%. Deve-se considerar também que o CIV modificado por resina ndo
possui zinco em sua composi¢do como o CIV de alta viscosidade utilizado no presente
estudo. Dessa forma, a reducdo na contagem de S. mutans no grupo C apdés 21 dias de
crescimento de biofilme pode ser justificada pela presenca de zinco e pela associagéo do
zinco e do fluor liberados por esse material (Sidhu e Schmalz**, 2001).

Sabe-se que a adicdo de CLX acima de 2% altera importantes propriedades
fisicas e mecanicas dos materiais restauradores como resisténcia a compresséo, tempo
de presa, resisténcia de unido a dentina e dureza (de Catilho et al.?, 2013; Palmer et al.?,
2004; Takahashi et al.®*, 2005; Turkin et al.*®, 2008).

|38

Tarkdn et al®™®. (2008) também compararam a adicdo de diferentes sais de CLX

ao CIV. Apesar dos autores também terem encontrado maior atividade antimicrobiana



do sal diacetato, essa avaliagdo foi realizada através do teste em agar e ndo por atividade
antibiofilme. Desse modo, o presente trabalho fornece dados importantes que podem
auxiliar a industria odontoldgica na escolha do sal de CLX mais eficaz para se obter
melhor atividade antimicrobiana.

O gluconato de CLX é normalmente encontrado a 20% ja que nessa
concentracdo apresenta ampla solubilidade e boa viscosidade. O diacetato € uma 6tima
opcéo se o objetivo é obter uma solucédo alcodlica de baixo teor de &gua. Ambos os sais
podem ser usados, porém ndo sdo indicados para solugdes aquosas em concentragdes
maiores que 2%. O gluconato é mais utilizado por motivos de economia e conveniéncia
(Senior®®, 1973). No presente estudo ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significantes na atividade antimicrobiana contra S. mutans do gluconato de CLX quando
comparado ao grupo C. Por outro lado, o sal diacetato demonstrou significativa redugéo
na contagem desses microrganismos, apontando atividade antimicrobiana mais
promissora e necessidade de estudos futuros utilizando outros protocolos. Uma
estratégia interessante seria a incorporacdo de nanoparticulas desse sal ao CIV, que
possibilitaria um aumento da concentracdo de CLX diminuindo o risco de afetar suas
propriedades fisico-mecanicas.

Frencken et al*®

. (2007), avaliaram a atividade antibacteriana de um CIV com
diacetato de CLX a 1% e observaram que apos 7 dias houve reducéo significativa de
Streptococcus mutans presentes nas restauracgoes.

Este estudo mostrou que o a adi¢do de diacetato de CLX ao CIV proporcionou
reducéo de 10° para 10" ufc/ml na concentragdo de S. mutans (Tabela 3), 0 que equivale
a diminuicdo de 90% na concentracdo de bactérias no biofilme. De acordo com Kohler,

Bratthall?*, (1992), apenas pacientes com menos de 10° ufc/ml de S. mutans podem ser

considerados de baixo risco ao desenvolvimento da doenca cérie. A redugdo do biofilme



maduro, mesmo que sendo somente em uma ordem de magnitude, pode ser importante
para a prevencao de carie secundaria (Exterkate et al.*3, 2010).

Até 0 momento, ndo ha estudos cientificos que estabelecam correlagdo definitiva
entre a reducdo na concentracdo de bactérias do biofilme formado in vitro e a eficacia
do material in vivo. De acordo com Azevedo et al®. (2011) o fator mais importante para
a desmineralizacdo do esmalte dental é a presenca de sacarose e ndo a atividade ou o

risco de cérie do individuo.

Conclusao

Quando da associacdo de CLX a 1% ao CIV avaliado neste estudo, a melhor
opcao é a utilizacdo de diacetato de CLX, pois apresentou maior eficicia da atividade

antibiofilme, ao longo dos dias analisados.
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Consideracdes Finais

A adicdo da CLX ao CIV tem como objetivo melhorar as propriedades
antibacterianas do material restaurador. Estudos (Palmer et al.*°, 2004; Takahashi et
al.*®, 2006; Sanders et al.>*, 2002; Turkin et al.*’, 2008) demonstram porém, que esta
associacdo pode causar também alteracdes em suas propriedades fisicas e mecanicas.

A porosidade do CIV KM Easy Mix, propriedade fisica importante de um
material restaurador, sofreu neste estudo, alteracdes ap6s a adicdo de CLX. Pdde-se
observar que o gluconato de CLX a 1 é o mais indicado, pois apresentou niumero e area
ocupada pelos poros semelhante ao grupo controle. A rugosidade superficial ndo foi
alterada apos a adicdo de diacetado ou gluconato de CLX. Para o teste de atividade
antibiofilme o diacetato de CLX apresentou maior efetividade antibacteriana.

Ao adicionar um agente antibacteriano como o diacetato ou gluconato de CLX a
1% ao CIV KM Easy Mix buscando potencializacdo da atividade antibiofilme muitos
fatores devemos considerar. Embora o diacetato de CLX tenha apresentado diminui¢do
significativa de microrganismos, ainda manteve o paciente em situacdo de alto risco
para 0 desenvolvimento da doenca carie (Kohler, Bratthal®, 1979). Além disso, em
todas as concentracGes estudadas para o teste de porosidade pode-se observar que
resultou em menor nimero de poros que ocuparam maior area, principalmente na
concentracdo de 1%. De acordo com Geirsson et al*®. (2004) e Nomoto, McCabe®®
(2001) a presenca de poros maiores representam maior risco para o sucesso clinico das
restauragdes, pois representam pontos de propagacéo de trincas, responsaveis por falhas
que diminuem a resisténcia do material e reduzem a longevidade clinica das
restauracdes (Arcoria et al.!, 1992).

Acreditamos que estudos utilizando colonizadores iniciais e biofilmes

polimicrobianos devem ser realizadas para esclarecer a eficacia da adi¢cdo de CLX ao



CIV na atividade anti- biofilme, assim como estudos com materiais antibacterianos, a
fim de promover sucesso clinico com longevidade e qualidade das restauracées.

A determinacdo do significado clinico da redugdo de ufc/mL em determinado
periodo de tempo também deve ser considerado para que resultados laboratoriais
possam ser transportados para o dia-a-dia do profissional.

Quando da busca de melhor efeito antibacteriano do CIV KM, nédo se deve optar pela
adicdo de diacetato ou gluconato CLX nas concentracfes estudadas, pois 0 gluconato de CLX
demonstrou que as propriedades fisicas estudadas mantiveram-se semelhantes ao grupo C,
assim como a atividade antibacateriana. Com adi¢do de diacetato de CLX observou-se
diminuicdo significativa de microrganismo, sem porém tirar o paciente da condicdo de alto
risco, além de proporcionar menor nimero de poros que ocuparam maior area, indicando a

formac&o de poros maiores e provaveis prejuizos para o sucesso clinico das restauragoes.
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