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PEREIRA, J.A. Efeito da adicao de clorexidina na atividade antibiofilme,
liberagao de flior e microdureza de cimento de ionémero de vidro. 2017.
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Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2017.

Resumo
Estudos tém associado substancias antimicrobianas, como o digluconato de
clorexidina (CHX), aos cimentos de iondbmero de vidro (CIV) com o intuito de
aumentar seu efeito inibitério sobre a microbiota remanescente em procedimentos
de remocédo parcial de carie. Entretanto, sua indicagao sera efetiva somente se a
incorporagdo dessas substancias nao afetar as propriedades mecanicas e de
liberacao de fluor do cimento de iondbmero de vidro. Assim, o objetivo desse estudo
foi avaliar a influéncia da incorporacdo de CHX na acao antibiofilme, na liberagcao de
fluor e microdureza de cimento de iondmero de vidro. Para a avaliagao da atividade
antibiofilme foram confeccionados corpos de prova de CIV padronizados contendo
ou nao 1,25 e 2,5% de CHX. Esses corpos foram inseridos em pogos individuais de
placas de poliestireno contendo S. mutans em meio BHI com 1% de sacarose. Apés
24h de incubagao, os corpos foram removidos, sonicados e inseridos em microtubos
contendo solugado salina. Em seguida, foi realizada a diluigdo e plagueamento das
amostras desses microtubos e apds 48h de incubacgado, obtidos os valores de
contagem microbiana em UFC/ml. Para a obtencao dos valores de fluor, corpos de
prova dos CIV foram confeccionados e inseridos em agua deionizada por 15 dias e a
leitura foi realizada utilizando eletrodo fluor-sensivel acoplado em analisador digital
de pH/F. A microdureza foi analisada por meio de 5 endentagdes nos corpos de
prova padronizados em durédmetro Shimadzu, com carga estatica de 100g por 5s. Os
resultados mostraram que a atividade antibiofime do CIV aumentou com a
incorporagao de CHX, sendo maior na concentracéo de 2,5%. A liberacao de fluor e
a microdureza do CIV nao foram afetadas pela presenga de CHX, independente de
sua concentracdo. Conclui-se que a presenca de CHX melhorou a propriedade

antibiofilme do CIV, sem afetar sua microdureza e capacidade de liberar fluor.

Palavras-chaves: Cimentos de ionbmeros de vidro, carie dentaria, clorexidina,

biofilme, flior, microdureza.



Pereira, J.A. Effect of addition of chlorhexidine on antibiofilm activity, fluoride
release and microhardness of glass ionomer cement. 2017. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Graduagao) — Faculdade de Odontologia de Aragatuba,

Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2017.

Abstract

Studies have associated antimicrobial substances, such as chlorhexidine digluconate
(CHX), to glass ionomer cements (GIC) with the aim of increasing its inhibitory effect
on the remaining microbiota in partial caries removal procedures. However, its
indication will be effective only if the incorporation of these substances does not
affect the fluoride release and mechanical properties of the glass ionomer cement.
Thus, the objective of this study was to evaluate the influence of CHX incorporation
on the antibiofilm action, fluoride release and microhardness of glass ionomer
cement. For the evaluation of the antibiofilm activity, standardized GIC specimens
containing or not 1.25 and 2.5% of CHX were performed. These specimens were
inserted into individual wells of polystyrene plates containing S. mutans in BHI
medium with 1% sucrose. After 24h of incubation, the specimens were removed,
sonicated and inserted into microtubes containing saline solution. Then, the samples
were diluted and plated and after 48h of incubation, the microbial count values were
obtained in CFU / ml. In order to obtain the fluoride values, GIC specimens were
prepared and inserted in deionized water for 15 days and the reading was performed
using a fluoride-sensitive electrode coupled in a digital pH / F analyzer. The
microhardness was analyzed by means of 5 indentations in the test specimens using
a Shimadzu durometer, with static load of 100g for 5s. The results showed that the
antibiofilm activity of the GIC increased with the incorporation of CHX, with better
results for 2.5%. The fluoride release and microhardness of GIC were not affected by
the presence of CHX, regardless of their concentration. It is concluded that CHX
improved the antibiofilm property of the GIC, without affecting its microhardness and

ability to release fluoride.

Keywords: Glass ionomer cements. Dental caries. Chlorhexidine, biofilm, fluoride,

microhardness
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1 - Introducgao

Nos paises em desenvolvimento, a prevaléncia de lesdes de carie dentaria
nao tratadas é muito alta. No Brasil, o relatério da Pesquisa Brasileira de Saude
Bucal (SBBrasil 2010) mostrou que 48,2% das criangas de 5 anos de idade possuem
lesdes de caries ndo tratadas ou quase mais da metade da populagdo nesta faixa
etaria tinha pelo menos um dente deciduo afetado por lesdes de caries'- Os motivos
da falta de tratamento sdo multiplos, como problemas financeiros, falta de servigos
de saude bucal, barreiras de dor e medo e dependéncia de cuidados bucais
convencionais?. Dependendo da severidade da carie na infancia, essa doenca pode
causar problemas funcionais, estéticos e desordens psicossociais que reduzem a
qualidade de vida das criancas e de seus familiares®.

Foram investigadas propostas alternativas para a técnica completa de
remocdo de carie para dentes permanentes e deciduos®. As evidéncias cientificas
revelaram que a remocdo incompleta de lesbes de caries para dentes com
cavidades profundas preserva o maximo de estrutura dentaria e reduz a
possibilidade de exposicdo da polpa*®. Além de ser clinicamente eficaz na
manutencido dos dentes e de sua vitalidade por mais tempo, a remocéo parcial de
carie mostrou ser também econdmica, com custos significativamente reduzidos a
longo prazo e menor desconforto para o paciente® . Uma alternativa para o
tratamento de lesbes de carie em criangas € o Tratamento Restaurador Atraumatico
(TRA) definido como tratamento restaurador definitivo que consiste na remocao dos
tecidos desmineralizados usando intervengdao minima para preservar a estrutura
dentaria e restaurar a cavidade dentaria com cimentos de ionémero de vidro (CIV).

Embora altas taxas de sucesso clinico tenham sido relatadas em varios
estudos’-? e algumas analises sistematicas e meta-analises?'3utilizando a remogao
parcial de carie, ainda ha alguma resisténcia em deixar intencionalmente a dentina
cariada, se este € realmente um procedimento seguro, € que néo levaria a falhas no
tratamento odontolégico. Dessa forma, a adicdo de um agente antimicrobiano no
material restaurador poderia reduzir ou eliminar microrganismos cariogénicos que
permaneceram apds a remocao parcial da carie e consequentemente evitar a
progressao de lesdes de cérie e injurias ao tecido pulpar'#1%. Mesmo que a literatura
aponte a manutencao da dentina cariada, o uso de um material antimicrobiano sobre
esta dentina cariada residual daria maior segurancga clinica aos dentistas quanto a

longevidade da restauragéo e recidivas de lesdes de carie'®.



A clorexidina (CHX) apresenta um amplo espectro de agdo contra bactérias
Gram-positivas, especialmente estreptococos do grupo mutans, Gram-negativas,
aerébias e anaerdbias facultativas e fungos?. Estudos tem sugerido que a
incorporagao de sais de clorexidina em CIV aumentou a atividade antimicrobiana
sem comprometer as propriedades fisico-quimicas do material'®2'22, Por outro lado,
outros estudos tem mostrado que a inclusdo de clorexidina nos CIV promoveu
significante atividade antimicrobiana, entretanto, essa mudanga induziu efeitos
negativos na biocompatibilidade e propriedades mecéanicas do material
restaurador?®>. Um estudo clinico avaliou os resultados a longo prazo de TRA
utilizando CIV contendo CHX e este material apresentou superior atividade
antibacteriana comparado ao CIV convencional, sem afetar seriamente a
performance clinica da restauragdo até 6 meses de acompanhamento?*.

O fluor é amplamente utilizado como um agente anti-carie altamente eficaz.
Ele também possui atividade antimicrobiana, afetando diretamente o metabolismo
bacteriano como inibidor enzimatico ou reduzindo a tolerdncia acida da
bactéria 33. Assim, a liberagdo de fluor pelo CIV é uma das suas propriedades mais

importante e é intrinsecamente associada ao efeito anti-carie do cimento.
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2 - Objetivo
O presente estudo teve como objetivo avaliar in vitro as propriedades de

microdureza, liberacao de fluor e acado antibiofiime de um CIV contendo diferentes
concentracdes de CHX.
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3 - Material e Método

Materiais utilizados

O CIV usado neste estudo foi Ketac Molar Easy Mix (KM, 3MESPE, Seefeld,
Bavaria, Germany). O liquido do CIV foi modificado pela adi¢do de 1,25% ou 2,5%
de digluconato de clorexidina (CHX — C9394 Sigma-Aldrich, Steinheim, Westphalia,
Germany), como proposto por Turkun et al. (2008)?? , e entdo manipulado com o
po, de acordo com as indicagbes do fabricante, sem alterar o padrao liquido-p6.
Todos os ensaios foram conduzidos em ftriplicata, em trés experimentos

independentes.

Preparo dos corpos de prova do CIV para os ensaios in vitro (ANEXO 1)

Foram preparados corpos de prova dos dois grupos experimentais (KM +1,25% CHX
+ KM + 2,5% CHX) e um grupo de controle (KM) para testes de microdureza
superficial (n = 9), teste de fluor (n = 9) e propriedades antibiofilme (n =9 ). O pd do
CIV foi misturado por aglutinacdo de pd ao liquido previamente associado ou nao
com 1,25 ou 2,5% de CHX e depois a mistura foi colocada com seringa Centrix
(Centrix Inc., Shelton, EUA) em moldes cilindricos (2 mm de altura x 5 mm de
diametro)'”:?5. Em seguida, pressionados contra uma fita de poliéster e uma lamina
de vidro por 5 minutos. Apds isso, os espécimes foram armazenados em placas de
Petri com gaze umedecida por 1 h a 37 ° C antes de serem testados. Para os
ensaios de biofilme, juntos aos espécimes de CIV foram inseridos hastes de fio

ortodbntico para que esses pudessem ser suspensos nas placas de 24 pocos.

Ensaio de biofilme

Preparo do inéculo bacteriano (ANEXO 2)

A cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175) foi cedida pelo Instituto Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) e cultivada em meio Mitis Salivarius
Agar (Difco Laboratories, Detroit,MI, USA) contendo 0,2 Ul de bacitracina por 48 h a
37°C em estufa de 5% CO2. Em seguida, colbénias de S. mutans foram transferidas
para caldo Brain Heart Infusion (BHI; Difco Laboratories, Detroit, Ml, USA) por 18 a
24 h nas mesmas condicdes . As culturas foram novamente repicadas em caldo BHI
até atingirem a fase logaritmica com densidade 6ptica (DO) 0,5 e entéo diluidas para
a obtengdo de 1-5x108 células/mL com o objetivo de padronizar o inéculo para os

ensaios subsequentes.
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Metodologia do biofilme (ANEXO 3)

O ensaio de biofilme foi baseado nas metodologias previamente descritas por
Kubota et al. (2008)%° e Hu et al. (2013)?’. O objetivo foi avaliar a viabilidade celular
do biofilme na superficie do CIV. Os espécimes foram colocados individualmente em
suspensdao em placas de 24 pogos contendo 2uL de in6culo de Streptococcus
mutans (ATCC 25175) em 2 mL de BHI suplementado com 1% de sacarose durante
24 h a 37 ° C em estufa com 5% de CO2. Em seguida, os espécimes foram lavados
em solucéo fisiologica (NaCl a 0,9%; 1 mL) inseridos separadamente em microtubos
contendo 500 pL de NaCl e submetidos a sonicagcao em disruptor de células ultra-
sonicas (Branson, Sonifler 50, Danbury, CT, USA) a 7W por 30s?® e vortexados
durante 1 minuto. Em seguida, 25 uL desta solugdo foram diluidos seriadamente e
plaqueados em BHI agar e incubados durante 48 h a 37 ° C. Apds esse periodo, as
coldnias bacterianas foram contadas com o auxilio de uma contadora digital e os

valores expressos em Unidades Formadoras de Coldnias / mL (UFC/mL).

Teste de microdureza Knoop (ANEXO 4)

A microdureza de superficie dos espécimes foi medida com um microdurdmetro
(Shimadzu HMV-2000 Micro Hardness Tester, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao),
sob uma carga estatica (Knoop) de 50 gF por 5 s apds 24 h de umidade relativa.
Cinco indentagdes foram realizados na superficie superior do material a 500 um de

distancia um do outro. Uma média da microdureza foi obtida para cada espécime.

Ensaio de liberagao de fluor (ANEXO 5)

Os espécimes foram colocados individualmente em um tubo de poliestireno
contendo 4 mL de agua deionizada e foram deixados para agitar (mesa de agitagcéo
orbital TE-420, Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) a temperatura ambiente durante 7
dias. Um volume igual de TISAB Il (tampao de acetato 1,0 M, pH 5,0, contendo NacCl
1,0 M e 1,2-ciclo-hexanodiaminotetraacético 0,4%) foi adicionado aos tubos. Os
espécimes foram lavados com spray de agua deionizada, secos com papel
absorvente e transferidos para novos tubos contendo 4 mL de agua deionizada. As
solugdes coletadas em 24h e 7 dias foram identificadas e armazenadas em tubos de
poliestireno a 4°C. A liberagao de fluor foi medida usando um eletrodo especifico de

fluoreto (Orion 9609-BN, Orion Research, Inc., Beverly, EUA) conectado a um
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analisador de ions digital (Orion 720A, Orion 9609-BN, Orion Research, Inc.,
Beverly, EUA), previamente calibrado com solugbes padrdo de 0,0625a 1 ou 1 a 16

mg F-/ mL em TISAB Il e expresso em mg F-/ cm?.

Analise estatistica

Primeiramente, as contagens bacterianas foram expressas como log1o (UFC / mL).
Os dados foram submetidos a testes de normalidade e homogeneicidade usando o
software SPSS versao 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) e o nivel de significancia
foi estabelecido em 5%. Os efeitos antibiofilme dos grupos de CIV foram analisados
pelos testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Para os testes de microdureza e

liberacao de fluor foram aplicados os Testes de ANOVA e Tukey.
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4 - Resultados

Acao antibiofilme

A figura 1 mostra os valores obtidos para os ensaios de biofilme e verifica-se que
houve diferenga estatistica comparando KM e KM + CHX. A acao antibiofilme de
KM+2,5% CHX foi estatisticamente maior (0,007) que a observada para o grupo
KM+1,25% CHX.

10

-]
<

log (CFU/mL +1)
|:| ’

KM KM+ 1.25% CHX KM + 2.5% CHX

Figura 1. ‘Box-plots da atividade dos CIV contra biofime de S. mutans. Barras
indicam valores minimos e maximos. Caixas cinzas e pretas indicam valores de
quartis mais baixos e mais altos, respectivamente. A linha do meio das caixas € a
mediana.

* Letras minusculas diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, Segundo os testes de

Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, considerando p<0,05.



15

Microdureza

A figura 2 mostra as médias e desvios-padréo dos valores de microdureza obtidos
para os grupos de CIV. Nao houve diferenca estatistica entre KM, KM+1,25% CHX e
KM+2,5% CHX. A CHX, em ambas as concentra¢des, ndo afetou essa propriedade
do CIV.

60

N
(=]
-
-4

40

W
f=}

Enoop microhardness (KHN)
2 ¢
S

—
(=}

KM KM+1.25% CHX KM+ 2.5% CHX

Figura 2. Valores das médias (barras — desvio padrdo) de microdureza para os
grupos de CIV.

* Letras minusculas diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, segundo os testes de
ANOVA e Tukey, considerando p<0,05.
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Liberagao de flaor

A figura 3 mostra os valores meédios de fluoreto liberado dos grupos de CIV e nota-
se que houve um aumento na liberacdo cumulativa de flior com o tempo, de 24h
para 7 dias. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos experimentais (KM +
1,25 ou 2,5% CHX) e controle (KM) e nem entre as concentragbes de CHX,

demonstrando que a CHX néo afetou a liberagao de fluor pelo material.

100 Ab Ab
90 - Ab
a T
g s0
£ 70
&
£ 60 Aa "
T 5 Aa ;
5 50 Aa
£ 40 T
E 30
g 20
=
10
0
KM (24h) KM+ 1.25% KM+2.5% KM (7d) KM+ 1.25% KM+ 2.5%
CHX (24h) CHX (24h) CHX(7d) CHX(7d)

Figura 3. Valores das médias (barras — desvio padrao) de liberagao de fluoreto dos

grupos de CIV, de acordo com o tempo avaliado.
* Letras maiusculas diferentes mostram diferenga estatistica entre os grupos e letras minusculas
mostram diferenca estatistica entre os tempos de avaliagdo, segundo os testes de ANOVA e Tukey,

considerando p<0,05.
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5 — Discussao

Varias tentativas foram realizadas com a intengdo de introduzir
propriedades antimicrobianas aos materiais restauradores, incluindo a incorporagao
de sais de CHX em CIV, como uma nova perspectiva para a eliminagéao de residuos
microbianos nas lesbdes de carie apos ART. Alguns autores demonstraram que a
adicdo de CHX aos CIV melhorou o efeito inibitdrio contra microrganismos bucais,
incluindo espécies de Streptococcus e Lactobacillus’2%30. No entanto, existem
varias diferengas nas metodologias utilizadas nestes estudos, principalmente no que
se refere ao cimento de iondbmero de vidro e ao sal de clorexidina escolhido para os
experimentos. Estudos afirmaram que ambas as formas de digluconato e diacetato
de clorexidina apresentaram atividade antimicrobiana'® 22 2%-31, Contudo, diferengas
entre elas foram encontradas considerando as zonas de inibicdo contra S. mutans e
L. acidophilus, indicando que o tipo de sal pode afetar a acdo antimicrobiana de CHX
quando associada com os CIV 152930 Streptococcus mutans tém sido considerado
como o principal agente etiologico da carie dentaria e desempenha um papel
importante na formacéo do biofilme dental®?. Este presente estudo demonstrou que a
atividade de CIV contendo CHX contra o biofilme de S. mutans foi significativamente
maior quando comparado ao controle sem CHX e aumentou com a maior
concentracdo de CHX.

A maioria dos estudos na literatura demonstraram a eficacia antibacteriana
da incorporagao de CHX em CIV convencional usando o teste de difusdao em agar e
nao por atividade anti-biofilme %2231, No presente
estudo, considerando as limitagbes do ensaio de biofilme, a incorporacdo de CHX
reduziu significativamente as contagens de S. mutans aderidos a superficie do CIV,
e esta propriedade antibiofiime aumentou com a maior concentracdao de CHX.
Embora neste estudo tenha sido utilizado o digluconato de CHX e um cimento de
iondmero de vidro diferente, os resultados estdo de acordo com os obtidos por Hu,
et al. 27 (2013) e Du, et al.?° (2012). Foi especulado que o CHX liberado do material
poderia persistir no ambiente, devido a sua substantividade, criando um efeito
bacteriostatico e interferéncia na colonizacdo pelas bactérias e na formacao de
biofilmes®2.

Estudos demonstraram que a adicdo de agentes antibacterianos pode
mudar as propriedades fisico-mecénicas dos cimentos de iondmero de vidro'5: 22. 29

30, Neste presente estudo, os valores de microdureza do CIV nao foram afetados
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pela adicdo de CHX (1,25 ou 2,5%) quando comparados com o grupo controle.
Esses achados sdo consistentes com os obtidos por Takahashi et al.’ (2006) e Hu
et al.?’ (2013). De acordo com Jedrychowski et al.?3
(1983), o cimento de iondbmero de vidro deteriora-se apds a adicdo de CHX em
concentracdes superiores a 5%.

O fluor € amplamente utilizado como um agente anti-carie altamente eficaz.
Ele também possui atividade antimicrobiana, afetando diretamente o metabolismo
bacteriano como inibidor enzimatico ou reduzindo a tolerdncia acida da
bactéria 33. Assim, a liberagdo de fltor pelo CIV é uma das suas propriedades mais
importantes e € intrinsecamente associada ao efeito anti-carie do cimento. Neste
estudo, a liberagdo de fluor ndo foi afetada pela incorporacdo de ambas as
concentragbes de CHX, de forma semelhante ao encontrado por Tizliner, et al.3!
(2011). Em estudo anterior, a liberacao de fluor dos CIV apds a adigdo de 10% de
CHX diminuiu com o tempo, mas permaneceu mensuravel apos 60 dias 2'. Isto foi
especulado como havendo uma interagao entre o ion fluoreto e a molécula de CHX
catibnica, resultando na precipitacdo de sais com menor solubilidade, deixando
menos fluoreto disponivel 2.

Embora a concentragdo mais alta de CHX (2,5%) pare¢ca mais promissora,
estudos tem demonstrado que altas concentragdes de CHX tém efeitos citotdxicos
para as células3+35. Estudo semelhante desenvolvido por Castilho et al.? (2012) com
CIV modificado por resina mostrou que a associagao de CHX 2,5% ao CIV, levou a
danos a células odontoblastoides. Lembrando que a biocompatibilidade é uma
propriedade necessaria para os CIV, uma vez que esses materiais sdo geralmente
aplicados em dentina profunda e poderiam liberar componentes téxicos e estes

indiretamente afetam a polpa dentaria2%3435,
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6 — Conclusoes
Conclui-se que a presenga de CHX melhorou a propriedade antibiofiime do

ClV, sem afetar sua microdureza e capacidade de liberar fluor.
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8 — Anexos

ANEXO A

Preparo dos corpos de prova de CIV

Cimento de ionbmero
de vidro Ketac Molar
Easy Mix

Fixagdo de uma pequena
haste de metal no corpo de
prova somente para os
ensaios de biofilme

Manipulagéo do
CIV contendo ou
ndo CHX

Incubagao dos corpos em
estufa com umidade
relativa

25

Cimento de iondbmero de
vidro sendo inserido no molde
metalico

Corpo de prova de
Clv



ANEXO A
Preparo do in6culo de S. mutans

Coleta de aliquota Plaquemento da

de 10ul de S. aliquota em meio
mutans MSB

2

1

Incubagdo em Colbnias de
estufa S. mutans

de CO2

Coleta da cultura

Crescimento .
overnight

incubacao -
Overnight

Coleta das colbnias
bacterianas

Transferéncia

das colbnias para
caldo BHI

Transferéncia
da cultura para novo
caldo e crescimento

até DO550nm =0,5

26
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ANEXO B
Ensaio de biofilme

Insergéo da solugéo de 2 mL Corpos de prova inseridos
de BHI caldo suplementado em meio BHI com Incubacao em
com 1% de sacarose e 20ul sacarose

~ X estufa de CO2
de suspensao bacteriana

Corpos de prova

dentro dos microtubos, ~ Coletado
5 biofilme desagregado
ap6s 48 h S
para diluicdo

Diluigdo dos CIV Plagueamento das
] T amostras

Contagem das UFC/mL
em lupa estereoscoépica
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ANEXO C
Teste de microdureza Knoop

. . . B Cimento de iondbmero de
Cimento de iondmero Manipulagéo do CIV vidro inserido em molde
de vidro Ketac Molar metalico

Easy Mix

Leitura da microdureza
em Durémetro
Shimadzu
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ANEXO D
Liberagao de fluor

. ‘ . . Cimento de ionébmero de
Clme_nto de iondmero Manipulagao do CIV vidro inserido em molde
de vidro Ketap Molar metalico

Easy Mix

Leituras em analisador

2
de flior em ug F/cm



