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Resumo

Objetivo: Avaliar in vitro o efeito da incorporacdo de nanoparticulas de trimetafosfato de sddio
(TMPnano) e quitosana fosforilada (QuiPh) em cimento de iondmero de vidro modificado por resina
(CIVMR) restaurador sobre as propriedades fisico-mecanicas, antimicrobianas e citotdxicas. Material
e Métodos: Corpos-de-provaforamconfeccionados(n=6): 1) CIVMR sem TMPnanoe QuiPh (CIVMR,
Fuji Il LC); 2) CIVMR-14%TMPnano; 3) CIVMR-0,25%QuiPh) 4) CIVMR-0,5%QuiPh; 5) CIVMR-
14%TMPnano-0,25%QuiPh e 6) CIVMR-14%TMPnano-0,5%QuiPh. Determinou-se a Resisténcia a
Tracdo (RT) e Compressdo Diametral (RCD), Durezade Superficie (DS) (24 horase 7 dias), Rugosidade
de Superficie (RS) e Porcentagem do Grau de Conversdo dos Monémeros (%GC), apds 24 horas. Para
a liberacdo de fluor (F) os corpos de prova foram submetidos em solug&o desmineralizadora (6 horas) e
remineralizadora (16 horas) durante 15 dias. Para analise da atividade Antimicrobiana e Antibiofilme
foi utilizado a cepa de S. mutans (UA159) por meio do teste de adesdo e crescimento de biofilme; ja
para o Metabolismo do Biofilme o método do XTT. A analise de Citotoxicidade foi avaliada pelas
células odontoblastéides da linhagem MDPC-23, realizada através do método da resazurina. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste Student-Newman-
Keuls (p < 0,001). Resultados: Para os dados de RT e RCD, ap0s 24 horas, todos os grupos foram
similares entre si (p > 0,001); ap6s 7 dias, a associa¢ao de 14%TMPnano e 0,25%QuiPh contribuiu na
melhora da RT e RCD em ~24% quando comparado ao CIVMR (p <0,001). Para a andlise de DS, os
grupos CIVMR, CIVMR-0,5%QuiPh foram similares entre si, ap6s 24 horas, demonstrando 0os menores
valores (p >0,001); o grupo CIVMR-0,25%QUuiPh apresentou o maior valor, diferindo dos demais (p <
0,001). Os valores de RS (um) demonstra que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos CIVMR,
CIVMR-0,25%QuiPh, CIVMR-0,5%QuiPh, CIVMR-14%TMPnano-0,25%QuiPh e CIVMR-
14%TMPnano-0,5%QuiPh (p>0,001); o grupo CIVMR-14%TMPnano apresentou o maior valor de RS
(p <0,001). A %GC foi similar para todos os grupos (p > 0,001). Houve liberagao gradativa de F para
todos os grupos durante o periodo de 15 dias. O grupo CIVMR liberou menor quantidade de F quando
comparado aos demais grupos (p < 0,001); na analise cumulativa, ap6s 15 dias, o grupo CIVMR -
14%TMPnano-0,25%QuiPh apresentou o maior valor (p >0,001), ja os grupos CIVMR-14%TMPnano,
CIVMR-0,25%QuiPh, CIVMR-0,5%QuiPh e CIVMR-14%TMPnano-0,5%QuiPh foram similares
entre si (p > 0,001). O melhor efeito inibitério e maior eficaciasobre a viabilidade celular, contra S.
mutans, foi observado parao grupo CIVMR-14%TMPnano-0,25%QuiPh (p < 0,001). Para anélise da
citotoxidade, no tempo de 24 horas, 0os grupos CIVMR-0,25%QuiPh e CIVMR-14%TMPnano-
0,25%QuiPh apresentaram o menor e similar efeito citotdxico (p >0,001); paraos tempos de 48 horas
e 72 horas, apenas o grupo CIVMR-14%TMPnano-0,25%QuiPhapresentou citocompatibilidade similar

ao grupo com 100% de atividade metabdlica(DMEM). Conclusdo: Diante dos resultados conclui-se



que a adigdo de ambos os agentes ativos TMPnano (14%) e QuiPh (0,25%), favoreceu a melhora das
propriedades fisico-mecanicas, antimicrobiana/antibiofilme e citotdxicas, podendo ser um material

restaurador promissor paraa aplicacdo clinicaem paciente com atividade a carie dentaria.

Palavras-chave: Cimento de ionémero de vidro, nanoparticulas, fosfatos, quitosana, testes mecanicos,
biofilme.

Abstract

Piati, GC. Synthesis, characterization, antimicrobial/antibiofilm effect and physical-

mechanical properties of a glass ionomer cement modified by phosphorylated chitosan



and sodium trimetaphosphate nanoparticles. 2024 61f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade

de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2024.

Abstract

Objective: To evaluate in vitro the effect of incorporating sodium trimetaphosphate nanoparticles
(TMPnano) and phosphorylated chitosan (QuiPh) into restorative resin-modified glass ionomer cement
(RMGIC) on its physical-mechanical, antimicrobial and cytotoxic properties. Material and Methods:
Test specimens were made (n=6): 1) CIVMR without TMPnano and QuiPh (RMGIC, Fuji Il LC); 2)
RMGIC-14%TMPnano; 3) RMGIC -0.25%QuiPh; 4) RMGIC -0.5%QuiPh; 5) RMGIC-14%TMPnano-
0.25%QuiPh and 6) RMGIC-14%TMPnano-0.5%QuiPh. Tensile Strength (TR) and Diametral
Compression Strength (DCR), Surface Hardness (SD) (24 hours and 7 days), Surface Roughness (SR)
and Percentage of Monomer Degree of Conversion (%GC) were determined after 24 hours. For fluoride
release (F), the specimens were submitted to a demineralizing (6 hours) and remineralizing (16 hours)
solution for 15 days. For analysis of Antimicrobial and Antibiofilm activity, the S. mutans strain
(UA159) was used by means of the adhesion and biofilm growth test; for Biofilm Metabolism, the XTT
method was used. Cytotoxicity analysis was carried out on MDPC-23 odontoblastoid cells using the
resazurin method. The results were submitted to analysis of variance (ANOVA), followed by the
Student-Newman-Keuls test (p < 0.001). Results: For the RT and RCD data, after 24 hours, all the
groups were similar to each other (p > 0.001); after 7 days, the combination of 14%TMPnano and
0.25%QuiPh contributed to improving RT and RCD by ~ 24% when compared to RMGIC (p <0.001).
For the DS analysis, the RMGIC, RMGIC-0.5%QuiPh groups were similar to each other after 24 hours,
showing the lowest values (p > 0.001); the RMGIC-0.25%QuiPh group showed the highest value,
differing from the others (p <0.001). The RS values (um) show that there was no statistical difference
between the RMGIC, RMGIC-0.25%QuiPh, RMGIC-0.5%QuiPh, RMGIC-14%TMPnano-
0.25%QuiPhand RMGIC-14%TMPnano-0.5%QuiPh groups (p > 0.001); the RMGIC-14%TMPnano
group had the highest RS value (p <0.001). The %GC was similar for all groups (p >0.001). There was
agradual release of Fforall groups over the 15-day period. The RMGIC groupreleasedthe leastamount
of F when compared to the other groups (p < 0.001); in the cumulative analysis, after 15 days, the
RMGIC-14%TMPnano-0.25%QuiPh group showed the highest value (p > 0.001), while the CIVMR-
14%TMPnano, RMGIC-0.25%QuiPh, RMGIC-0.5%QuiPh and RMGIC-14%TMPnano-0.5%QuiPh
groups were similar to each other (p > 0.001). The best inhibitory effect and greatest efficacy on cell
viability against S. mutanswas observed for the RMGIC-14%TMPnano-0.25%QuiPhgroup (p <0.001).
For the cytotoxicity analysis, at 24 hours, the RMGIC-0.25%QuiPh and RMGIC-14%TMPnano-
0.25%QuiPh groups showed the lowest and similar cytotoxic effect (p > 0.001); at 48 hours and 72
hours, only the RMGIC-14%TMPnano-0.25%QuiPh group showed similar cytocompatibility to the
group with 100% metabolic activity (DMEM). Conclusion: In view of the results, it can be concluded
that the addition of both active agents TMPnano (14%) and QuiPh (0.25%) improved the physical-



mechanical, antimicrobial/antibiofilm and cytotoxic properties and could be a promising restorative

material for clinical application in patients with active dental caries.

Keywords: Glass ionomer cement, nanoparticles, phosphates, chitosan, mechanical tests, biofilm.
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TMPnano Trimetafosfato nanoparticulado
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RMN Ressonancia Magnética Nuclear
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C Carbono

MEV Microscopia Eletronica de Varredura

EDS Espectroscopia de Energia Dispersiva

Kv Kilo volts

DO Densidade 6ptica

Nm Nanoémetro

h Hora

cm Centimetros

UFC/mLUnidades Formadoras de Col6nias por mililitro
Ca Célcio

Mg/L miligrama por litro

cm?2 centimetro quadrado

Mg/mL Microgramas por microlitro



UL/mL Unidade Internacional por mililitro

SBF Soro Fetal Bovino

ANOVA Analise de Variacao

mA Miliampere

MET Microscopia Eletrbnica de Transmissao

METAR Microscopia Eletronica de Transmisséo de Alta Resolucéo
O Oxigénio

H Hidrogénio

%GC Porcentagem do Grau de Conversao

g/mL grama por mililitro
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1. Introdugéo

A cérie dentaria é uma doenga cronica de prevaléncia mundial. Sua alta prevaléncia pode ser
visualizada principalmente em paises com baixo indice de Desenvolvimento Humano, demonstrando o
forte impacto socioecondmico frente a doencae ao acesso aos programas de prevencao e tratamento
[Mathur etal., 2018; Peresetal., 2019; Amarasena et al., 2023]. Para o restabelecimento da saude bucal
frente a lesdes de cérie, medidas podem ser adotadasa depender do estagio da lesdo. Para a fase de
prevencdo, a literatura destaca os produtos fluoretados de uso individual como dentifricios fluoretados
com no minimo de 1000 ppm, ou de uso coletivo com a fluoretagdo das aguas, além disso selante de
fossulase fissuras [Urquhart et al., 2019]. Em lesdo de mancha branca (estagio inicial da doenca), a
remineralizagdo do esmalte torna-se possivel com aplicacdo de produtos com alta concentragéao de flior
(F),como osvernizes e géisassociados a boas medidas de higienee dieta [Bragaetal., 2019]. Entretanto,
em situacBes onde ocorre a progressao e consequentemente cavitacdo das estruturas dentarias,
procedimentos restauradores sdo indicados [Giacaman et al., 2018; Lianget al., 2018; Duggal et al.,
2022].

O cimento de iondmero de vidro convencional (CIV) e o modificado por resina (CIVMR), sdo
materiais amplamente utilizados em Odontopediatria para os procedimentos restauradores, assim como:
base em restauragdes com resina composta, selantes de fissuras e agentes cimentantes [Leal et al., 2019;
Zhao et al., 2019]. O CIV apresenta capacidade anticariogéncia, através da liberacdo de ions F,
coeficiente de expansdo térmica semelhante as estruturas dentais, adesdo aos tecidos mineralizados,
estabilidade em meio aquoso, biocompatibilidade, capacidade de liberagéo e reincorporagéo de F ao
longo do tempo [da Silva et al., 2019; Karimi etal., 2019; Nicholsonetal., 2020; Amin etal., 2021];
porem, apresenta algumas propriedades insatisfatorias quando comparado a resinas compostas, como:
maior indice de manchamento extrinseco, maior opacidade, menorespropriedad es fisico-mecanicas, ndo
sendo muitas vezes utilizado em restauragdes permanentes, ou em areas de estresse constante e maior
rugosidade superficial [Kakkad et al., 2022]. Essas caracteristicas podem causar alteracbes
dimensionais, acumulo de biofilme microbiano, e por consequente a recidiva de carie [Heboyan et al.,
2023]. Comisso, novosestudos estdosendo conduzidos para melhoraras propriedades fisico-mecanicas,
microbioldgicas e citotdxicas desses materiais [da Silva etal., 2019; Zhao etal., 2019].

Seguindo o conceito de modificagdes dos materiais, estudos com nanoparticulas [He et al., 2019],
tém sido realizados, demostrando que a reducgdo da particula pode contribuir para melhorar as
propriedades mecénicas, antimicrobianas e reduzir a formacédo de biofilme [Balhaddad et al., 2019].
Danelon et al [2015 e 2017] demostraram in situ e in vitro que a incorporacdo de nanoparticulas de
trimetosfato de sodio (TMPnano), um fosfato inorganico, em dentifricios, remineralizou
significativamente lesdes cariosas e reduziu a desmineralizacdo do esmalte quando comparado ao

dentifricio convencional 1100 ppm F. Ainda, segundo da Silva et al. [2019] a associagdo de TMPnano



26

e clorexidinaem CIVMR, potencializou o efeito antimicrobiana/antibiofilme e capacidade de prevenir
a desmineralizacdo do esmalte, do CIVMR sem alteracOes drésticas nas propriedades fisico-mecanicas.

Uma outra alterativa para otimizar materiais restauradores € o uso de agentes naturais [Sahariah
& Masson, 2017]. A quitosana (Qui), tem disso utilizada como agente quelante de ions, por exemplo 0s
fosfatos organicos, podendo favorecer aimobilizacdo de ions de calcio namolécula e formagédo de sitios
de nucleagdo. Ainda, apresenta agdo bactericidae bacteriostatica por meio do acimulo de suacarga
positiva na parede celular bacteriana, tornando-a uma base ideal paraa liberacéo sustentada do farmaco
[Sahariah & Masson, 2017]. A reacdo de fosforilagdo das moléculas de quitosana (QuiPh) (através da
fosforilacdo do carbono 6) resultam em moléculas reativas, com propriedades altamente quelante,
biocompativel, osteoindutora, reparadoras e regeneradoras de tecidos [Wang & Liu, 2014; Beltrame et
al., 2018; Sultankulov et al., 2019]. Ainda, os grupos de aminas livres sdo protonados, em meio &cido,
fornecendo propriedades bioadesivas por meioda interacdo das cargas positivas comas cargas negativas
das superficies [Wang et al., 2017].

Diante do exposto, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro o efeito da incorporagdo de
nanoparticulas de trimetafosfato de sodio (TMPnano) e quitosana fosforilada (QuiPh) em cimento de
iondmero de vidro modificado por resina (CIVMR) restaurador sobre as propriedades fisico-mecanicas,
antimicrobianas e citotdxicas. A hipotese nula do estudo foia de que a incorporacdo de TMPnano e
QuiPh ao CIVMR ndao promoveria melhorias nas propriedades fisico-mecanicas, microbiolégicas e

citotdxicas quando comparado ao CIVMR apenas.

2. Material e Métodos
2.1. Sintese e Caracterizagdo da Quitosana Fosforilada (QuiPh)

A reacdo de sintese foi baseada no estudo de Zhang et al. [2014]. Neste processo, dois gramas de
quitosana (Qui) (ANEXO A) de baixo peso molecular foram dissolvidos em 25 mL de &cido
metanosulfonico (CAS: 75-75-2, Sigma-Aldrich®) com o auxilio de agitacdo magnética. O sistema foi
colocado em banho de gelo e 420 pL de pentoxido de fosforo (CAS: 1314-56-3, Sigma-Aldrich®) em
acido metanosulfénico (0,25 g/mL) (CAS: 75-75-2, Sigma-Aldrich®) foram adicionados ao meio. Essa
mistura foi agitada por trés horas, sendo a temperatura mantida entre 0 a 5 °C em atmosfera inerte. Apds
esse periodo, a solucdo foi mantidaa -20°C com posterior precipitacdo utilizando metanol (CAS: 67-
56-1, Sigma-Aldrich®). Centrifugacio a 12857 g, por 10 min, foi realizada para separa¢éo do produto
obtido, que foi lavado com acetona por mais trés ciclos. Para total remogao dos reagentes do meio, a
QuiPh foidissolvidaem agua, filtrada em membrana de 0,45 um (Analitica®) e submetida a dialise, com
posterior liofilizacdo e maceracéo. A analise do produto obtido foi realizadautilizando -se espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourier (FTI-R) e espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN).



27

2.2 Sintese e Caracterizacdo do Trimetafosfato de Sédio Nanoparticulado (TMPnano)

A sintese e caracterizacdo do trimetafosfato de sodio nanoparticulado (TMPnano) (ANEXO B)
foirealizadabaseado nos estudos de Danelonetal. [2015e 2017]. Inicialmenteo TMP microparticulado
(TMP) foi primeiramente pesado na quantidade necessaria para o estudo, e a seguir, armazenado em
frascos de polietileno. Bolas de zirconia foram adicionadas ao TMP em associa¢do com isopropanol até
recobrir as bolas. Os frascos foram vedados com veda rosca. Em seguidas foram levadosao moinho de
bolas sendo submetidos & moagem por 48 horas. Apés, 0 mesmo foi submetido a filtragdo em peneiras
granulomeétricas paraasuaseparacdodas bolasde zirconia. O frascode polietileno contendo o TMPnano
foi lavado com isopropanol e o material filtrado vedado com papel aluminio e submetido a secagem em
estufa a temperatura de 85°C para evaporacao do solvente (Isopropanol). Apds a secagem do TMPnano,
o mesmo foi submetido a trituracdo, em almofariz de &gata, pesado e armazenado em frasco de
polietileno. A difracéo de raios-X (DRX) foi utilizada para a identificacdo da estrutura cristalina e para

estimativa do tamanho médio de TMP e TMPnano moido por 48 horas.

2.3 Preparo da Mistura dos CIVMR

O CIVMR utilizado para os experimentoslaboratoriais foi o Fuji Il LC (GC Corporation, Tokyo,
Japan). Inicialmente o0 TMPnano, foi adicionado ao p6 do CIVMR em concentragdo de 14% [da Silva
etal., 2019]. Para a QuiPh foram utilizadas 2 concentragdes (0,25% e 0,5%) [Kim et al., 2017; Mishra
etal., 2017]. Para a adicdo do TMPnano/Qui-Ph ao pé do CIVMR foi considerado que cada 100g do
produto final da mistura (CIVMR/TMPnano/QuiPh) teria 14%do TMPnanoe/ou0,25%/0,5% de QuiPh.
Cada mistura foi homogeneizada em moinho de bolas de agata (Planetary Micro Mill PULVERISETTE
7 classic line, Fritsch GmbH, Idar-Oberstein, Germany) com frequéncia de 100 rpm em 5 ciclos de
repeticdo (normal/reverso) comduracdo de 1 minuto cada [Hosidaet al., 2019]. Para a manipulacdo do
material foi mantida a proporc¢éo pd-liquido do CIVMR recomendada pelo fabricante (3,2 g p6 paral1,0
g de liquido).

2.4. Determinacédo das Propriedades Fisico-Mecanicas dos CIVMR
2.4.1. Avaliacdo da Resisténcia a Tracdo Diametral (RTD)

Doze corpos-de-prova foram confeccionados [ISO 9917—2:2017] (6 mm de didmetro X 3 mm
de espessura) em matrizes de silicone de condensacdo (Speedex) e fotopolimerizados
(Fotopolimerizador Radii-Cal - SDI, intensidade da luz: 1200mW/cm?2 (pico) e fotopolimerizados por
40 segundos, nas superficies superior e inferior [da Silva et al., 2019]. Ap6s os periodos de
armazenamento (como descrito anteriormente) foram submetidos ao ensaio de resisténcia a tragao
diametral (RTD), com célulade carga de 5 kKN a umavelocidade de 0,5 mm/min, em posi¢éo horizontal,
até que ocorresse a fratura. Para tanto, foi utilizada uma maquina de ensaio universal Instron (DL3000,

Instron Co., Canton, MA, Estados Unidos da América). Os valores de tensdo diametral (kgf/cm?) foram
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calculados usando a equagdo: RTD=2F/3.14DT, onde F é a carga, D é o didametro e T é a altura do

espécime.

2.4.2. Avaliagao da Resisténcia & Compressao (RC)

Doze corpos-de-prova foram confeccionados [ISO 9917-2:2017] (4 mm de diametro x 6 mm
de altura) em matrizes de silicone de condensagéo (Speedex, Vigodent S.A. Industria e Comeércio, Rio
de Janeiro, RJ, Brasil) e fotopolimerizados (Fotopolimerizador Radii-Cal - SDI, intensidade da luz:
1200mW/cm2 (pico)) por 40 segundos, nas superficies superior e inferior. Seis corpos-de-prova foram
armazenados por 24 horas e outros seis por 7 dias, em estufaa 37 oC, em ambiente Umido. Em seguida,
foram submetidos ao ensaio de resisténcia a compressdo em maquina de ensaio universal Instron
(DL3000, Instron Co.), com célula de carga de 5 kN a uma velocidade de 0,75mm/min, em posicdo
vertical, até que ocorresse a fratura. A resisténcia a compressao foi medida em megapascal (MPa).

2.4.3. Avaliagdo da Rugosidade Superficial (RS)

A RS das amostras para cada grupo experimental (6 mm de didmetro x 3 mm de altura; n = 6)
foianalisada com uminstrumentode medic&o derugosidade (Surfcorder SE1700; KosakaCorp, Toquio,
Japao) equipado com uma agulha de diamante de 2 pm de raio. Pararegistrar as medidas de rugosidade,
a agulha foi movida a uma velocidade constante de 1,25 mm/s sob uma carga de 0,7 mN. O valor de
corte foi estabelecido em 0,25 mm para maximizar a filtracdo da ondulacdo superficial. Trés tragos
foram registrados para cadaamostraem trés locais diferentes - paralela, perpendicular e obliqua para
escaneartoda a area da amostra. A rugosidade da superficie foi caracterizada pela rugosidade média
(Ra), que é o valor médio aritmético de todas as distancias absolutas do perfil de rugosidade a partir da

linha central, dentro do comprimento de medicéo [Cibim et al., 2017].

2.4.4. Avaliacdo da Dureza de Superficie (DS)

Foram confeccionados 6 corpos-de-prova com o auxilio de uma matriz de silicona de
condensacédo (6 mm de didmetro e 3 mm de espessura) e fotopolimerizados (Fotopolimerizador Radii-
Cal - SDI, intensidade da luz: 1200mW/cm?2 (pico)) por 40 segundos, nas superficies superior e inferior
[Menezes-Silvaetal., 2020]. Apds 24 horas, mantidos em recipiente plastico e em ambiente imido (37
°C), foram submetidos ao teste de dureza de superficie. O teste foi realizado com o auxilio de um
microdurometro (Shimadzu Micro Hardness Tester HMV-2.000 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan),
sob carga estatica (Knoop) de 100 g por um tempo de 5 segundos. Foram realizadas 5 impres sdes na
superficie do material distantes 500 um entre si [Menezes-Silva etal., 2020]. A seguir, 0s corpos-de-
prova foram armazenados em estufa a 37 °C (em ambiente Umido) e apds 7 dias foi repetido o teste da

dureza, sendo realizadas 5 impressoes a 250 um das realizadasem 24 horas.
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2.4.5. Determinacéo da Porcentagem do Grau de Conversao (GC) dos Monémeros dos CIVMR
Corpos-de-provados CIVMR (n=6) foram confeccionados utilizando matrizes plasticas com 13
mm de didmetrox 0,3 mmde espessuraposicionadaentreduas laminasde vidro. Esse conjunto contendo
o CIVMR foi acoplado em um suporte paraser analisado no espectrofotdmetro infravermelho Nicolet
670 FTIR - Fourier Transform Infrared. De cada amostra, espectros FTIR foram obtidos na regiao
espectral de 4000-400 cm™, com resolucdo de 4 cm™. Espectros das amostrasde CIV antes e apés a
polimerizacao foram obtidos para avaliar o grau de converséo. As ligacdes éster (C=0) foram utilizadas
como padréo interno de normalizagdo. O valor da porcentagem do grau de conversdo foi determinado

utilizando seguinte equacéo:

_[ABs(C=C)/ABs(COO-)]polimero !
[ABs{C=C)fABRS(COO0=)]mondmero *

2.4.6. Analise da Morfologia e Composi¢do Quimica Através da Microscopia Eletrdnica de
Varredura (MEV) e Energia Dispersiva de Raios-x (EDS)

Trés corpos-de-prova (n=3) com4 mm de diametro x 2 mm espessura foram depositados sobre
stubs recobertos com fita de carbono e foram submetidasa vacuo e pulverizacdo catodica parauma fina
cobertura com ouro. A composi¢do quimica foi estimada por meio de espectros de EDS e pela
construcdo de mapas elementares a imagens de MEV. O instrumento utilizado foi o MEV-PHILIPS
(XL-30 FEG, Philips, Amsterda, Holanda), equipado com EDS. As amostras foram selecionadas
aleatoriamente em vérias etapas para exame de superficie com o MEV e EDS de cada material. Os
corpos-de-prova foram secos lentamente em ar ambiente. Em seguida, foi examinadocom o MEV a
uma tensdo de aceleragdo de 15 kV em ampliagdes de 2000x [Kheur etal., 2020].

2.5 Analise da liberacéo de F dos CIVMR
2.5.1 Confecgdo dos corpos-de-prova

Seis corpos-de-prova de cada CIVMR experimental [Silva et al., 2007] (5 mm de didmetroe 2
mm de espessura), foram confeccionados em matrizes metalicas definindo 6 grupos experimentais: 1)
1) CIVMR sem TMPnano e QuiPh (CIVMR, Fuji Il LC); 2) CIVMR-14%TMPnano; 3) CIVMR-
0,25%QuiPh) 4) CIVMR-0,5%QuiPh; 5) CIVMR-14%TMPnano-0,25%QuiPh e 6) CIVMR-
14%TMPnano-0,5%QuiPh). A fotopolimerizacéo (Fotopolimerizador Radii-Cal - SDI, intensidade da
luz: 1200mW/cmz2 (pico)) foi realizada por periodo de 40 segundos, nas superficies superior e inferior
[Silvaetal., 2007].

2.5.2. Ciclagem de pH para liberagéo de F dos CIVMR

Os corpos-de-provaforamcolocados emtubos de ensaiode polipropileno com tampa, suspensos
por um fio de ago inoxid&vel. Cada tubo continha 2 mL das solu¢des DES ou RE [Silva et al., 2007].
Inicialmente, os corpos-de-prova foram armazenados 6 horasem solugdo DES (Ca e P 2,0 mmol/L em
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tampa@o acetato 0,075 mol/L, em pH 4,7). Em seguida, as amostras foram transferidas para novos tubos
contendo solugdo RE (Ca 1,5 mmol/L, P 0,9 mmol/L, KCI0,15mol/L em tamp&o cacodilato 0,02 mollL,
em pH 7,0) permanecendo por 18 horas. Os tubos foram deixados sob agitacdo constante (mesa
agitadora TE-420 Orbital - Tecnal), a temperatura de 37 °C. Estes procedimentos foram repetidos
durante 15 dias. Os corpos-de-prova foram lavados com dgua deionizada e secos com papel absorvente
antes de serem imersos em nova solucéo. As solucdes foram recolhidas diariamente, identificadas e
armazenadas em tubos de ensaio de polipropileno a 4 “C para leitura do F liberado. Para a dosagem de
F nas solucdes DES e RE, foi utilizado o eletrodo especifico combinado para ion F (9609 BN, Orion
Research, Inc., Beverly, MA, USA) e microeletrodo de referéncia previamente calibrado com solugdes
padrdo de 0,250 a 64,0 ug F/mL, acoplados a um analisador de ions Orion 720 A (Orion Research). Para
as dosagens foram pipetadas 0,5 mL das solu¢des DES e RE e acrescido 0,5 mL de TISAB Il (tampéo
ajustador de forca ibnica total). As leituras foram realizadas sob agitacdo constante em agitador
magnético (TE-081, Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil). Os valores obtidosem mV foram convertidos em
pg F/ecm? [Silva etal., 2007; da Silva et al 2019].

2.6 Determinacao das propriedades antimicrobianasdos CIVMR
2.6.1 Teste de Adesdo ao Streptococcus mutans

Foi utilizada a cepade referéncia de Streptococcus mutans ATCC UA159. A cepafoi obtida na
Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e foi mantidaem caldo BHI a -80 °C. A reativacédo da cepa foi
realizada de acordo com as condicBes de crescimento descritas na Tabela 1. Um in6culo do micro-
organismo estudado foi preparado, ajustando-se a leitura da densidade 6ptica em 630 nm para 0,08 -
0,10 (~1x108 células/mL). Apbs a reativacao de espécies de S. mutans (UA159) [Hu et al., 2013], placas
foram incubadasem estufa a 37 °C por 48 horas. Para o preparo do inéculo de S. mutans (UA159) cada
disco de material ionomérico (n = 6) foi exposto sob condic¢des estaticas a 25 pL de indculo ajustado
para uma densidade éptica (DO) de 0,6 a 550 nm (aproximadamente 8 x 10** CFU/mL). Apds 2 horas
em temperaturaambiente, as células ndo aderentes foram removidas lavando duas vezes com solucdo
de NaCl a 0,9% (solucédo salina). Cada disco foi entdo inserido em 3 mL de solugéo salina contendo trés
esferas de vidro e passaram pelo vartex durante 1 min. A suspenséo foi diluidaem séries decimais de
10t a 10*em soro fisiol6gico e inoculada em triplicado em &gar BHI. Estas placas foram incubadas a
37 °C por 48 horas em ambiente suplementado com 5% de CO,. As coldnias foram contadas e 0 nimero
de bactérias viaveis foi determinado - CFU/mL correspondente as células aderidas aos CIVMR ap6s 2
horas de exposi¢do a S. mutans [Fucioetal., 2016]. Todos os corpos de prova foram preparados no dia
do experimento. Os corpos de prova foram colocados no fundo da placa (contato direto).

2.6.2 Ensaio de Biofilme

Uma nova proposta de ensaio de biofilme foi apresentada baseada nas metodologias propostas
por Cassanho et al. [2005] com modificagbes. Avaliou-se a viabilidade celular nos biofilmes formados
sobre a superficie dos CIVMR e a influéncia dos componentes liberados dos CIVMR na formagao de
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biofilme no fundo do pocgo das placas de poliestireno. S. mutans (UA159) foram cultivados em BHI
caldo a 37 °C por 18 a 24 horas. A suspensdo bacteriana obtida foi medida em espectrofotémetro
(PowerWave 340, Biotek) e ajustada a umadensidade éptica de 0,3a 600 nm (aproximadamente 3x 108
UFC/mL). Cinco espécimes cilindricas (3 mm x 2 mm x 1 mm) foram confeccionadas em matrizes
metalicas para cada grupo testado, em experimentos independentes. Apds 1 hora em ambiente de estufa
a 100% de umidade, os espécimes foram lavados com agua destilada e desinfetados em camara de fluxo
laminar sob luz UV por 15 min. Os espécimes de CIVMR foram inseridosem po¢os individuais de
placas de 24 pogos (Coming Inc., Corning, NY, USA) e mantidos em suspenséo dentro do meio caldo
BHI. Para isso, no momento da manipulagédo dos CIVMR, um fio ortodéntico foi inserido no meio de
corpo de prova e ap0s fotopolimerizacao (Fotopolimerizador Radii-Cal - SDI, intensidade da luz:
1200mW/cmz2(pico), este fio foi fixado por cerade utilidade natampada placade poliestirenoe mantido
durante o periodo dos ensaios de biofilme. Umasolucdo de 1mL de BHI caldo suplementado com 1%
de sacarose e 5uL de suspensdo bacteriana foi inoculada em cada poco. No fundo dos pogos foram
avaliados os biofilmes formados a distancia dos corpos de prova, porémsob a acdo dos componentes
liberados pelos CIVMR. Apos incubagéo das placaspor 24ha 37 °C em condi¢Ges de anaerobiose, 0s
espécimesde CIVMR, de cada grupo experimental, foram removidos, lavados com 1mL de solugdo
salina para remocdo das bactérias ndo aderidas e inseridos individualmente em microtubos contendo
1mL desolucdo salina. Em seguida, os espécimes foramsonicados por 30sa 30W (Misonix Ultrassonic,
USA) e agitados por 1 minemvortex. As solucdes foram diluidas seriadamente e inoculadas em placas
de BHI&gar. Ap6s 48 horas,o numerode Unidades Formadoras de Colénias (UFC/mL) foi determinado.
Os pogos contendo o biofilme formado foram lavados delicadamente com solucéo salina, em seguida
coradoscomsolucdode XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl - Sigma-Aldrich) por 3 horas;
a seguir, 200 pL da suspensédo solubilizada foi observada em espectrofotdmetro em nova placa de 96
pocos, considerando a densidade Gtica de 492nm.

2.8 Analise da Citotoxicidade
2.8.1 Obtengdo da Culturade Células

Células odontoblast6ides da linhagem MDPC23 foram cultivados em garrafas de 75 cm?
(Corning Inc., Corning, NY, USA), contendo meio de cultura DMEM (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, CA, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Invitrogen) e
solucdo de estreptomicina/penicilinaa 100 pg/mL e 100 UI/mL, respectivamente (Gibco, Thermo Fisher
Scientifc, Waltham,MA, USA). As célulasforammantidasa 37 °C em atmosfera umidificada, contendo
5% de CO, e 95% de ar atmosférico. Apos subconfluéncia, as células foram plaqueadas diretamente na
superficie de poliestireno em placas de 24 pocos na densidade de 20.000 células/poco. Para cada grupo
avaliado, amostras cilindricas dos CIVMRs com 2 mm de espessura e 4 mm de didmetro (n=5) foram
preparadas em matrizes de silicone (previamente esterilizadas), fotopolimerizadas (Fotopolimerizador
Radii-Cal - SDI, intensidade da luz: 1200mW/cm2 (pico)) por 40s e mantidas por 1 horaa 37 °C em

atmosfera umidificada, contendo 5% de CO, e 95% de ar atmosférico. Apds 6 h de adesao, insertos
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(ThinCert® Cell Culture Inserts, Greiner Bio-One, Kremsminster, KI, AT) foram acoplados aos pogos

e as amostras dos cimentos foram colocadas em seu interior para troca ibnicano ambiente celular.

2.8.2 Andlise do Metabolismo Celular

Ao final de 24, 48 e 72 horas de exposi¢do aos cimentos ionoméricos experimentais, 0
metabolismo celular foi avaliado pelo método de redugéo de um corante redox (resazurina). Para isso,
utilizou-se o reagente CellTiter-Blue (Promega, Madison, WI, USA) seguindo as recomendagdes do
fabricante. Brevemente, 20 uL do reagente foram diluidosem 100 pL de meio de cultura suplementado
e 0s 120 pL foram despejados em cada poco, seguido por incubacéo de 4 horas a 37 °C. Apds, o
sobrenadante formado foi retirado dos pogos e transferido para placa de 96 pocos para medida
colorimétrica em espectrofotdmetro (570-600nm, Epoch 2, BioTeklInstruments Inc., Winooski, VT,
USA). As médias foram calculadas para os grupos e transformadas em porcentagens, o que representou
o efeito inibitdrio da atividade mitocondrial das células pelos CIVMR. O controle negativo (DMEM)
foi definido como tendo 100% de metabolismo celular. Os dados foram apresentados em valores de
absorbancia.

2.9 Analise dos dados

Para anélise estatistica, foram considerados como variaveis os valores dos testes fisico-
mecanicos, microbiolégicos e citotdxicos e como fatores de variagdo 0s grupos experimentais e o tempo.
Todos os dados apresentaram distribui¢do normal (Shapiro—Wilk) e homogénea (Bartlet). Os dados de
RC, RTD, DS, RS, liberagéo de F e Metabolismo Celular (Abs) foram submetidos a ANOVA (2-
critérios). Jaos dados da %GC e microbiol6gicos (UFC/mL) foram analisados por ANOVA (1 -critério).
O teste utilizado para comparacgdo entre 0s grupos, apés as analises, foi 0 de Student Newman-Keuls.
Todas as andlises foram realizadas com o programa SigmaPlot versdo 12.0 com limite de significancia
de 5%.

3. Resultados

3.1 Sintese e Caracterizacdo do Trimetafosfato de S6dio Nanoparticulado (TMPnano)

A difragéo de raios-x foi utilizada para a identificagdo das estruturas cristalinas e estimativa do
dominio de coeréncia cristalograficado TMP microparticulado (TMP) e do TMP nanoparticulado
(TMPnano). Na Figura 1 pode-se observar os padrdes de raios-x para 0 TMP microparticulado (TMP)
e TMP nanoparticulado (TMPnano) ap6s processo de moagem de 48 horas. As imagens demonstram
que ndo houve alteragdo na estrutura cristalina do sal apos 48 horas de moagem, evidenciando picos
mais amplos e mais largos no DRX, com tamanho das particulas de 547 nmparao TMP e de 22,7 nm
para 0 TMPnano. A identificagcdo estrutural das amostras analisadas foi realizada comparando os
difratogramas obtidos com padrdes tabelados disponiveis em bancos de dados “Joint Commitee on

Powder Diffraction Standards — Powder Difraction File (JCPDS - PDF). O tamanho em escala
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nanomeétrica foi caracterizado por Microscopia Eletrénica de Transmissao de Alta Resolucdo (METAR)
(Figura 2).

3.2 Sintese e Caracterizacdo da Quitosana Fosforilada (QuiPh)

A rotareacional utilizada para a fosforilagcdo daquitosana, utilizando pentoxido de fosforoe acido
metanossulfonico revelou que durante a sintese o grupo amina ficou protegido pela interagdo ibnica com
0 acido, o que promove a fosforilacdo dos grupos hidroxilas presentes nos carbonos seis e trés, sendo
que hidroxila do carbono 6 (-CH,-OH), por se tratar de uma hidroxila primaria, € mais reativa que a
hidroxila do carbono 3 (-CH-OH). Paraanalise da estrutura quimica da QuiPh obtida, foram preparados
discos de KBr da Qui utilizada como matéria primae da QuiPh obtida como produto. A varredura foi
realizada de 400 a 4000 cm?, obtendo-se os espectrosda (Figura 3).

No espectro da QuiPh podem ser visualizados: aparecimento de ombro em 1240 cm?, referente
ao estiramento da ligacdo P=0O e banda em 1050 cm™* relacionada a deformacédo da ligacdo C-O-
P. Bandas fracas em 563 e 537 cm™ no espectro também foram observadas. A deformacéo da ligacéo
O-H do grupo fosfato também pode apresentar banda préxima de 1336 cm, como identificado no
espectro. Além disso, foi possivel identificar sinais em 1627 e 1529 cm™* na QuiPh que podem ser
atribuidos a deformagédo simétrica e assimétricado grupo amina. J& as bandas largas na regido de 3200
a 3450 cm podem ser provenientes de diferentes tipos de vibragéo de gruposaminas e hidroxilas como
a presente na quitosana (precursor) ou também podem ter a contribui¢do da presencade grupamentos P-
OH. O estiramento da ligacdo CH do carbono alifatico pode ser observado em 2878 cm* na Chi usada
para a sintese e 2938 cm* na QuiPh.

Jaa andlise de RMN 31P (Figura 4) contatou a presenca de sinal em duas regides: -9,83 e 0,04.
Mono alquil fosfatos néo ciclicos costumam apresentar sinal na faixade -5 a5 ppm, o que comprova a
fosforilagdo do carbono 6. O sinal de valor negativo pode estar relacionado a presenca de pirofosfatos,
que podem ocorrer devido a condensacao de fosfatos da cadeia de quitosana com o acido fosforico
presente no meio reacional. Utilizando a condicao de sintese descrita (n = 4), foi obtido rendimento

médio de 75,65%, demonstrando que a sintese realizada resultou na formacé&o da quitosana fosforilada.

3.3 Propriedades Fisico-mecénicas (RC, RTD, DS, RS e %GC)

A Tabela 1 mostra dos dados de RC, RTD, DS e RS. Para o teste de RC, ap6s 24h, todos os
grupos apresentaram valores similares entre si (p >0,001), exceto parao CIVMR, o qual apresentou 0
menor valor (p < 0,001). Transcorridos 7 dias, o grupo CIVMR-14%TMPnano-0,25%QuiPh
demonstrou o melhor resultado, sendo ~ 24% superior ao CIVMR (Tabela 1). Frente aos dados de RTD,
apoés 24 horas, 0s grupos ndo apresentaram diferenca estatistica (p > 0,001); ap6s 7 dias, 0S grupos
CIVMR, CIVMR-14%TMPnano, CIVMR-0,5%QuiPh e CIVMR-14%TMPnano-0,5%QuiPh foram
similares entre si (p > 0,001); ainda, a associacdo de 14%TMPnano e 0,25%QuiPh (CIVMR-
14%TMPnano-0,25%QuiPh) contribuiu na melhorada RTD em ~ 25% quando comparado ao CIVMR
(Tabela 1). Para a anélise de DS, os grupos CIVMR, CIVMR-0,5%QuiPh foram similares entre si, ap6s



34

24 horas, demonstrando os menores valores (p > 0,001); ja o grupo CIVMR-0,25%QuiPh apresentou 0
maiorvalor, diferindodos demais (p <0,001). Ap6s 7 diasos menores valores para DS foram observados
para os grupos CIVMR e CIVMR-0,5%QuiPh e os outros grupos foram similares entre si. Os valores
de RS (um) dos grupos experimentais séo apresentados na Tabela 1, demonstrando que ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos CIVMR, CIVMR-0,25%QuiPh, CIVMR-0,5%QuiPh, CIVMR-
14%TMPnano-0,25%QuiPh e CIVMR-14%TMPnano-0,5%QuiPh (p > 0,001); o grupo CIVMR-
14%TMPnano apresentou o0 maior valor de RS (p < 0,001). A andlise da % GC ap6s 24h, demonstrou
que a adi¢do dos compostos ao CIVMR isoladamente ou em associagéo, ndo afetou significativamente
as propriedades fisico-mecanicas ap6s 24 horas, quando comparadas ao grupo controle (CIVMR) (p <
0,001) (Figura5).

3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Energia Dispersiva de Raios-x (EDS)

A Figura 6 revela a micrografia da superficie dos cimentos ionoméricos experimentais. Foi
possivel notar que os grupos CIVMR (a), CIVMR-14%TMPnano (b), CIVMR-0,5%Qui-Ph (c)
apresentaram superficies lisa e regular. Depdsito globulares, semelhantes a minerais, foram observados
nos grupos CIVMR-0,25%QuiPh, CIVMR-14%TMPnano-0,25%QuiPh e CIVMR-14%TMPnano-
0,5%QuiPh, em maior extensdo para os grupos CIVMR-14%TMPnano-0,25%QuiPh e CIVMR-
TMPnano-0,5%QuiPh. A anélise pela EDS confirmou a presenca, em todos 0s grupos experimentais,
de elementos tipicamente encontrados no CIVMR, incluindo aluminio, fltor, zinco, fosforo, silicio,
estroncio, magnésio e calcio, mesmo com a adicdo dos agentes ativos. Na associacdo de 14%TMPnano

e 0,25%QuiPh maior concentracéo de P foi observada (Figura 6e).

3.5 Liberacao de Fluor

O padrio de liberagao de fltor (ugF/cm?) foi quantificado durante 15 dias, com o intuito de
avaliar o efeito cumulativo dos cimentos de iondmero de vidro (Figura 7). Nas primeiras 24h a maior
disponibilidade de liberagdo de F foi apresentada pelos grupos CIVMR-14%TMPnano-
0,25%QuiPh>CIVMR-14%TMPnano-0,5%QuiPh, com diminuic¢do ao longo do tempo. O grupo de
controle (CIVMR) liberoumenor quantidade de F quando comparado com os demais grupos (p <0,001);
ja os grupos CIVMR-14%TMPnano, CIVMR-14%TMPnano-0,25%QuiPh e CIVMR-14%TMPnano-
0,5%QuiPh apresentaram a maior liberagéo ao longo de 15 dias, sendo semelhantes entre si (p > 0,001).

3.6 Andlise das Propriedades Antimicrobianas

Na analise dos dados paraefeito antimicrobiano (Figura 8), obtidos através do teste de adesao
ao S. mutans (Log;o-UFC/mL) sobre 0s cimentos ionoméricos experimentais, 0 menor valor de adesdo
foi observado para o grupo CIVMR-14%TMPnano-0,25%QuiPh (p < 0,001); os demais grupos
apresentaram valores similares entre si (p >0,001).

Para analise do biofilme formado (log;,-UFC/mL) foi possivel notar o maior efeito inibitdrio e
maior atividade antibacteriana (contra S. mutans) para o grupo CIVMR-14%TMPnano-0,25%QuiPh,
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seguido dos grupos CIVMR-0,5%QuiPh e CIVMR-14%TMPnano-0,5%QuiPh, os quais foram
similares entre si (p > 0,001); ja os grupos CIVMR, CIVMR-14%TMPnano e CIVMR-0,25%QuiPh
apresentaram o menor e similar efeito antimicrobiano/inibitorio (p >0,001) (Figura 9).

A Figura 10 exibe os dados de atividade metabdlica do biofilme de S. mutans (pelo método
XTT), na presencados cimentos ionoméricos experimentais. A adi¢ao dos agentes ativos (TMPnano e
Chi-Ph), aos cimentos ionomeéricos promoveu uma reducdo na atividade metabdlicado biofilme de S.
Mutans em relacdo ao Controle negativo e CIVMR (p < 0,001). Os grupos CIVMR-14%TMPnano-
0,25%QuiPhe CIVMR-14%TMPnano-0,5%QuiPh reduzirama atividademetabolicaem ~96%e ~ 89%
quando comparados ao CIVMR (p < 0,001). Por outro lado, a adi¢do de 14%TMPnano (CIVMR-
14%TMPnano), 0,25%QuiPh (CIVMR-0,25%QuiPh) e 0,5%QuiPh (CIVMR-0,5%QuiPh) ao CIVMR,
promoveu umaredugdo de ~ 74%, ~ 66% e ~ 70% quando comparado ao CIVMR (p <0,001).

3.7 Andlise da Citotoxicidade

Os resultados da resposta do metabolismo celular pelo método da resazurina, obtidos apds
exposicdo das células odontoblastoides da linhagem MDPC-23, aos cimentos ionoméricos
experimentais (24, 48 e 72 horas), sao apresentadosna Figura 11. No tempo de 24 horas, 0S grupos
CIVMR-0,25%QuiPh e CIVMR-14%TMPnano-0,25%QuiPh apresentaram o menor e similar efeito
citotoxico (p > 0,001); ja para os tempos de 48 e 72 horas a reduc¢do da citotoxicidade para o grupo
CIVMR-14%TMPnano-0,2 5%QuiPh foi superior em ~20% quando comparado ao CIVMR (p <0,001).
Apenas o grupo CIVMR-14%TMPnano-0,25%QuiPh apresentou citocompatibilidade similar ao grupo
com 100% de atividade metabdlica (DMEM), apds 72 horas.

4. Discussao

Materiais restauradores vém sendo estudados com o objetivo de melhorar seu potencial
biomineralizador e interferir na formacdo de biofilme, pensando no restabelecimento de dentes que
perderam suas estruturas devido & extensdo da lesdo cariosa [Liang et al., 2018]. Além disso, técnicas e
materiais que permitam a auséncia ou remocdo minima do esmalte e/ou dentina afetada, a fim de
conservar o remanescente dentério e evitar danos pulpares, tém sido enaltecidas na Odontologia, com
abordagens minimamente invasivas [Liang etal., 2018].

Dentre esses materiais 0 CIVMR é amplamente utilizado em Odontologia, por apresentar
biocompatibilidade, liberacéo e recarga de ions fluor, ligagdo quimica com as estruturas dentarias,
coeficiente de expansdo semelhante ao do esmalte e dentista, e estética do material aceitavel. Porém,
apresentabaixa resisténcia a compressdo, resisténcia ao desgaste, sensibilidade a agua, dificuldade de
manuseioos tornando inadequados parao usoem areas de alta carga de tensdo como material restaurador
[Vallittu et al., 2018]. Diante disso, ha a necessidade do desenvolvimento de materias que superem as
restri¢ces fisico-mecénicas, antimicrobianas e citotoxicas dos CIVMRs. Com isso, 0 objetivo do

presente estudo avaliar in vitro o efeito da incorporacao de nanoparticulas de trimetafosfato de sodio
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(TMPnano) e quitosana fosforilada (QuiPh) em cimento de ionémero de vidro modificado por resina
restaurador (CIVMR) sobre as propriedades fisico-mecénicas, antimicrobianas e citotoxicas. A hipotese
nula do presente estudo foi a de que a incorporacdo de TMPnano e QuiPh ao CIVMR néo promoveria
melhorias nas propriedades fisico-mecanicas, microbiol6gicas e citotoxicas quando comparado ao
CIVMR apenas. Diante dos resultados obtidos, a hip6tese nula foi rejeitada.

A escolha dos testes de resisténcia foi baseadanas recomendacdes da ISO 9917-2:2017, para
cimentos a base de resina. Os testes in vitro sobre as propriedades mecénicas (RC, RT e DS) replicam
situacdes reais de forgas de carregamento, como a forga de mastigagdo, demonstrando a integridade dos
materiais. ModificacBes na matriz polimérica do CIVMR podem interferir ou ndo nas propriedades
intrinsecas do material restaurador, alterando a reagao entre as particulas de vidro e o acido poliacrilico,
e consequentemente as suas propriedades fisico-mecanicas [da Silva et al., 2019]. No presente estudo a
associacdo de 14%TMPnano e 0,25%QuiPh (CIVMR-14%TMPnano-0,25%QuiPh) contribuiu
significativamente para a melhoradaRC, RTD e DS ap6s 7 dias em comparacdo ao CIVMR (Tabela 1).
Essa melhora pode ser justificada pela formacéo de uma matriz polimérica mais estavel, formada pela
interacdo das aminas da quitosana e 0s grupos carboxilato, somado a isso, a QuiPh atua como um agente
aglutinante, contribuindo para que haja uma maior ligacéo entre os componentes quimicos do CIVMR,
o que poderd,dessaforma, aumentar a capacidade de resistir a forgas externas (ex: mastigacao) [1brahim
etal., 2015; Najeebetal., 2016; Kim etal., 2017].

Por outro lado, a presenca de ions fosfatos contribuem para a melhora da propriedade quelante
do célcio da molécula de quitosana. Além disso, a literatura destaca que a QuiPh pode induzir a
deposicdo biomimética de uma camada semelhante & apatita sob condicdes fisioldgicas simuladas,
devido a quelagdo de ionsde célcio e hidrolise parcial de fosfato funcionalizados [Vallittu et al., 2018],
0 que contribui também na remineralizacdo do tecido cariado e reducdo da desmineralizagdo dentéria.
E importante destacar a propriedade do TMP em complexar cations durante a reac&o acido-base, o que
também pode ter contribuido na alteracdo das propriedades mecéanicas do material. VVale destacar que,
as concentragdes adequadas de ambos 0s componentes adicionados ndo afetaram a reacao do acido
poliacrilico comas particulas de vidro do CIVMR mencionadas acima, tampoucoas propriedades fisico-
mecanicas, e este fato também é verificado através dos dados da %GC (Figura 5), onde mesmo coma
adicao dos agentes ativos sozinhos ou em combinacdo, ndo houve alteracdo na reacdo monomeérica do
mesmo, indicando que a melhora das propriedades mecéanicas dos CIVMRs ao longo do tempo foi
praticamente dependente dareacdo acido-base e influenciada pelaadicdo do TMPnano e QuiPh. Ainda,
a morfologia e composi¢ao quimica da superficie dos cimentos ionoméricos experimentais (Figura 6)
evidenciam,depositos globulares semelhantes a minerais naassociacdo de TMPnano e QuiPh (CIVMR-
14%TMPnano-0,25%QuiPh e CIVMR-14%TMPnano-0,5%QuiPh) e pela analise do EDS maior
concentragéo de P foi observada.

A liberacdo de F dos CIVMR (Figura 7) caracteriza-se por uma liberagéo répida inicial, seguida
por uma reducdo gradual. Estudos demonstraram que o F € liberado por até 18 meses em quantidade
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cada vez menore parte dele esta disponivel para reagir com as estruturas dentérias [Chiu et al., 2017;
Nishanthine etal., 2022]. A liberacdo de F € necessaria para prevencao de lesdes secundarias de carie e
auxilio no processo de remineralizagdo [Chiu et al., 2017; Nishanthine et al., 2022]. No presente estudo,
a adicdo dos agentes ativos aos cimentos ionomericos contribuiu para a maior liberacdo de F nas
primeiras 24 horas com valor significativamente maior que o grupo CIVMR (Figura 7). Essa maior
liberagéo de F pode estar relacionada a afinidade do TMP por ions metalicos presentes no material
[Danelon etal., 2017; da Silva etal., 2019]. Durante a aglutinacdo do pé e liquido, o Ca*? e 0 Al*® da
mistura reagiriam com o TMP reduzindo a reacao destes ions com o F, tornando-o mais disponivel para
ser liberado. Ainda, a reducdo das particulas em escala manométricado TMP (Figura 1) propiciou uma
maior reatividade de fosfatos presente na cadeia ciclica do TMP com os ions metalicos presentes no
CIVMR [Fakhrietal.,2020] o que levatambém, a maior disponibilidadede Fcomoobservadono estudo
de da Silva et al. [2019]. Além disso, a liberacdo total ao longo de 15 dias foi maior para o CIVMR -
14%TMPnano-0,25%QuiPh, o que pode ser explicado pelo efeito catalitico da QuiPh sobre a liberacdo
de F. Nesse contexto, mesmo que o CIVMR apresente F em sua composicao, a liberagéo ndo foi
expressiva quanto aos grupos associando QuiPh com TMPnano. Diante deste achado, pode-se inferir
que a grande interacdo dos grupos carboxilicos do acido poliacrilico com o0s grupos amino de quitosana
leva uma maior hidrolise da matriz de vidro e mais rapida liberacdo de ions metalicos para serem
complexados na cadeia dos poliacidos, o que favoreceu a maior liberagcdo do F como subproduto da
reacdo. Dessa forma, em situacdes clinicas, levara a uma rapida difusdo desse ion beneficiando a
remineralizagdo e prevencao de cérie.

A presenca de biofilme microbiano na cavidade oral modifica 0 pH, aumentando a
susceptibilidade as lesbes cariosas, dessa forma, a reducdo da formagao de biofilme é uma proposta para
melhoria dos materiais restauradores. Nosso estudo demonstrou que a incorporagao de 0,25%QuiPh ao
p6do CIVMR emassociacdo com 14%TMPnano produziuum efeito antimicrobiano significativo sobre
a formacao de S. mutans (Figura 8 e Figura 9). O efeito da QuiPhsobre S. mutans pode ser justificado
pela interacdo dos grupos aminos com carga positiva (NH, e NH;*®), bastante reativos presentes na
QuiPh, com os grupos anidnicos (carga negativa) da parede celular bacteriana, causando alteracéo na
permeabilidade celular e consequentemente levando ao extravasando de componentes importantes para
a sobrevidabacteriana [Beltrame et al., 2018; Ismiyati & Alhasyimi, 2022].

Os resultados da analise do biofilme formado (Figura 9) demonstraram que o grupo CIVMR-
14%TMPnano-0,25%QuiPh foi capaz de produzir o maior efeito inibitdrio e a maior atividade
antimicrobiana contra S. mutans, seguido dos grupos CIVMR-0,5%QuiPh e CIVMR-14%TMPnano-
0,5%QuiPh. J& os grupos CIVMR, CIVMR-14%TMPnano e CIVMR-0,25%QuiPh apresentaram
valores similares entre si e 0 menor efeito antimicrobiano/inibitério (Figura 9). Esses achados também
sdo encontrados em nossos resultados de viabilidade metab6lica dos CIVMR’s (Figura 10). A adigdo
dos compostos ativos demonstrou reducéo da viabilidade celular quando comparados ao controle
negativo e CIVMR, sendo que, a adigdo de 14%TMPnano e 0,25%QuiPh ao CIVMR, promoveu uma
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reducdo significativa em relagdo aos demais grupos, seguido pelo CIVMR-14%TMPnano-
0,5%QuiPh>CIVMR-14%TMPnano>CIVMR-0,5%QuiPh>CIVMR-0,25%QuiPh. Esses resultados sdo
ainda explicados pelainterferéncia da QuiPh na sintese de RNAm bacteriano, afetando negativamente
a producdo de enzinas essenciais e proteinas [Magalhées et al., 2021].

A biocompatibilidade de um material representasua capacidade em nao provocar injdrias ao
hospedeiro bioldgico [Kashyap etal., 2022]. Até o0 momento, existem muitos modelos experimentais
capazes de avaliar a biocompatibilidade dos materiais usados em Odontologia utilizando diferentes
metodologias. Em nosso estudo a citotoxicidade dos CIVMR’s foi avaliada pelas células
odontoblastoides da linhagem MDPC-23 conforme mostrado na Figura 11. Para o tempo de 24 horas,
osgrupos CIVMR-0,25%QuiPh e CIVMR-14%TMPnano-0,25%QuiPh apresentaram o menor e similar
efeito citotoxico (p > 0,001); para os tempos de 48 horas e 72 horas, apenas 0 grupo CIVMR -
14%TMPnano-0,25%QuiPh apresentou citocompatibilidade similar ao grupo com 100% de atividade
metabdlica (DMEM). Especula-se que quando a QuiPh foi adicionada ao CIVMR contendo
14%TMPnano, seu grupo amino (NH,) reagiu com grupos carboxilicos (COOH) a partir do &cido
poliacrilico e redes poliméricas foram formadas, mudando assim, as propriedades mecanicas e
bioldgicas do CIVMR. Além disso, muitos autores demonstraram que o complexo interpolimero
formado, pode aumentar a bioatividade do material [Carvalho et al., 2020; Kashyap et al., 2022]. Sendo
assim, os resultados deste estudo revelaram que a associa¢do de 14%TMPnano a 0,25%QUuiPh ao
CIVMR foi eficaz e promoveu baixo efeito citotoxico para as células estudadas, podendo ser uma
alternativa a outros agentes antimicrobianos, tais como a clorexidina. Além disso, estudos devem ser
explorados para verificar se as alteragdes que ocorreram no material para o presente grupo supracitado
podem estar relacionadas a formagdo de uma nova molécula, 0 que poderia a aumentar a bioatividade
do material e levar a baixa citotoxidade.

Diante dos resultados conclui-se que a adicdo de ambos os agentes ativos TMPnano (14%)e
QuiPh (0,25%), favoreceu a melhora das propriedades fisico-mecanicas, antimicrobiana/antibiofilme e
citotoxicas, podendo ser um material restaurador promissor para a aplicacao clinica em paciente com

atividade a céarie dentéria.
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Legenda de Tabela

Tabela 1: Valores médios (+dp, n=12) dos dadosde RC, RTD, DS e RS de acordo com 0s cimentos
ionoméricos experimentais e tempo (24 horas e 7 dias).

Legenda de Figuras

Figura 1: Graficos dos padrdes de raios-x para 0 TMP micrométrico e TMP nanoparticulado apds

moagem de 48 horas.

Figura 2: Imagens obtidas através da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para o TMP
micrométrico (TMP) e TMP nanoparticulado (TMPnano) ap6s moagem de 48 horas.

Figura 3: Espectros de infravermelho (FI-IR) da quitosana - precursor (em preto) e da quitosana

fosforilada - produto (em vermelho).
Figura 4: Espectrode RMN 31P da quitosana fosforilada produzida.

Figura 5: Porcentagem do Grau de Conversao dos Monémeros (% GC, ap6s 24 horas) (xdp, n=3), de
acordo com os Cimentos lonoméricos Experimentais. Letras mindsculas indicam diferencas estatisticas
entre os grupos (ANOVA 1-critério, Kruskal-Wallis, p <0,001).

Figura6: Imagens obtidasatravés do MEV e anélise da% atdmica de elementos quimicos nos Cimentos
lonoméricos Experimentais: (a) CIVMR; (b) CIVMR-14%TMPnano; (c) CIVMR-0,25%QuiPh; (d)
CIVMR-0,5%0QuiPh; (e) CIVMR-14%TMPnano-0,25%QuiPh; (f) CIVMR-14%TMPnano-0,5%QuiPh
(% 2000). Asterisco: Deposito globulares, semelhantesa minerais.

Figura 7: Valores médios de F liberados nas solucdes DE e RE em func¢édo do tempo (15 dias) (xdp,
n=6), de acordo com os Cimentos lonoméricos Experimentais. Letras minusculas indicam diferencas

estatisticas entre osgrupos (ANOVA 2-critérios, Student-Newman-Keuls, p <0,001).

Figura 8: Valores médios (+dp, n=4) de adesdo ao S. mutans (Log;,-UFC/mL) de acordo com o0s

cimentos ionomeéricos experimentais. (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p <0,001).

Figura 9: Valores médios (+dp, n=6) de crescimento de biofilme S. mutans (Log;,-UFC/mL) de acordo

com os cimentos ionoméricos experimentais. (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p < 0,001).

Figura 10: Valores médios (xdp, n=6) da viabilidade celular (Biofilme S. mutans, Log,,-UFC/mL) de
acordo com os cimentos ionomeéricos experimentais. (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p <
0,001).
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Figura 11: Valores médios (+dp, n=6) do metabolismo celular apds 24 horas, 48 horas e 72 horas de
acordo com os cimentos ionomeéricos experimentais. Letras minusculas indicam diferencas estatisticas
entre 0s grupos e as maidsculas entre os tempos (ANOVA 2-critérios, Student-Newman-Keuls, p <

0,001).
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Figura 1: Graficos dos padrdes de raios-x para 0 TMP micrométrico e TMP nanoparticulado apds moagem
de 48 horas.
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Figura 2: Imagens obtidas através da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) para o TMP
micrométrico (TMP) e TMP nanoparticulado (TMPnano) ap6s moagem de 48 horas.
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Figura 3: Espectros de infravermelho (FI-IR) da quitosana - precursor (em preto) e da quitosana

fosforilada - produto (em vermelho).
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Figura 4: Espectro de RMN 31P da quitosana fosforilada produzida.
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Tabela 1. Valores médios (+dp, n=12) dos dados de RC, RTD, DS e RS de acordo com os cimentos

ionoméricos experimentais e tempo (24 horas e 7 dias).

RC RC RTD RTD Ds DS RS
Cimentos lonoméricos
Experimentais MPa MFPg MPa MPa KHR KHR Ro
Tempo 24 horas 7 digs 24 horgs 7 dias 24 horgs 7 dics 24h
208,0 1427 13,9 14.8 266,5 362,5 0,3
CIVMR {1,3)A.a {2,2)B,a {1,5)a (1,6 a {1,8)4,3 (2,2)B,a (0,03} a
136,1 1445 14,5 16,7 317,3 4816 0,5
CIVMR-14%TMFPriano (1,2)Ab (1,3)4,3 (1,2) a (1,9) a (2,2)a,b {1,0)B,b (0,24)b
142,0 151,7 13,7 18,0 381,7 462,3 0,3
CIVMR-0,25%QuiPh (1,5)Ab (1,3)A.= (L7}a  (L3)b [15)Ac {1,8]B,b (0,28)a
1453 156,1 15,6 17,2 3390 3741 0,2
CIVMR-0,5%GuiPh (2,2)A.b (1,2)B,a (2,8) a (1,5)a (21)Ab (1,7)B,a (0,04)a
135,1 176,8 13,3 18,3 328,8 4544 0,2
CIVMR-14%IMPnano-0,25%aQuirh | (2,4)A.b (2,6)8,b (1,6)a (1,6)c (1,9)4.b {2,7)B,b (0,07)a
137,5 1410 14,3 14,0 2859 457,1 0,3
CIVMR-14%TMPnano-0,55%uiPh | (1,8)Ab {1,9)4,3 [1,8) a (1,3) a {1,5)4.a {1,3)B,b {0,20)a

Letras minasculas indicam diferencas estatisticas entre 0s grupos de acordo com cada tempo e letras mailsculas
diferencasentre os periodos (ANOVA, 2 critérios, Student-Newman-Keuls, p <0,001).
**RC: Resisténciaa compressdo diametral; RTD: Resisténcia a tragdo diametral; DS: Dureza de superficie; RS:

Rugosidade superficial.

Figura 5: Porcentagem do Grau de Conversao dos Mondmeros (% GC, apds 24 horas) (xdp, n=3), de
acordo com os Cimentos lonoméricos Experimentais. Letras minusculas indicam diferencas estatisticas

entre os grupos (ANOVA 1-critério, Kruskal-Wallis, p <0,001).
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Figura 6: Imagens obtidas através do MEV e analise da % atdmica de elementos quimicos nos Cimentos lonoméricos
Experimentais: () CIVMR; (b) CIVMR-14%TMPnano; (c) CIVMR-0,25%QuiPh; (d) CIVMR-0,5%QuiPh; (e)
CIVMR-14%TMPnano-0,25%QuiPh; (f) CIVMR-14%TMPnano-0,5%QuiPh (x 2000). Asterisco: Depdsito
globulares, semelhantes a minerais.
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Figura 7: Valores médiosde F liberados nas solu¢des DE e RE em funcgdo do tempo (15 dias) (xdp,
n=6), de acordo com os Cimentos lonoméricos Experimentais. Letras mindsculas indicam diferencas
estatisticas entre os grupos (ANOVA 2-critérios, Student-Newman-Keuls, p <0,001).
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Figura 8. Valores médios (xdp, n=4) de adesdo ao S. mutans (Log;,-UFC/mL) de acordo com os
cimentos ionomericos experimentais. (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p <0,001).
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Figura 9. Valores médios (+dp, n=6) de crescimento de biofilme S. mutans (Log;,-UFC/mL) de acordo
com os cimentos ionoméricos experimentais. (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p <0,001).
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Figura 10. Valores médios (+dp, n=6) da atividade metabdlica (Biofilme S. mutans, Log;o-UFC/mL)
de acordo com os cimentos ionoméricos experimentais. (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls,

p<0,001).
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Figura 11. Valores médios (+dp, n=6) do metabolismo celular ap6s 24 horas, 48 horase 72 horas de
acordo com os cimentos ionoméricos experimentais. Letras minasculas indicam diferencas estatisticas
entre 0s grupos e as maidsculas entre os tempos (ANOVA 2-critérios, Student-Newman-Keuls, p <

0,001)
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ANEXOA
Esquema da estrutura molecular da quitosana e quitosana fosforilada
[ o
@) =
Q( O/P\OH
(0]
OH NH \O
O HO C
9] \ P/ ° s
"o 0 /\ "
NH, OH HO  OH /p\=o
HO OH
Quitosana (Qui) Quitosana Fosforilada (QuiPh)
ANEXOB

Esquema da estrutura molecular do trimetafosfato de sédio microparticulado

1
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Anexo C

Sintese e caracterizacdo da Quitosana Fosforilada

-

o Banho de gelo Pent éxido de fésforo em
25mL de acido 4cido metanosulfénico
metanosulfénico

F-TIRe “ Centrifugacdo, o
RMN. lavagem com acetona, “ Precipitagdo “
didlise, liofilizagdo e com metanol
maceracdo

Agitagdo 3 horas

2g de quitosana de
baixo peso molecular

[ZHANG et dl., 2014]
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Anexo D

Sintese e caracterizacdo do Trimetafosfato de Sédio Nanoparticulado

40
{
.
{

A
et .___l -
B hﬂ

-
- L d oA
Pesagem do TMP avagem cas Esferas de zirconia
’ . esferas de M 48h
microparticulado Zirednia sob o TMP + oagem por 48

isopropanol M oinho de Bolas

" {

I ! DRX TrituragGo em almofariz Filt
- ] MEV F ,de Agata, pesado e “ fragem, &

secagem

) == armazenar

[Danelon et al, 2015; Danelon et al, 2017 ]

Anexo E

Preparo da Mistura dos CIVMR

=X ~)
S

- ~— @i
CIVMR FUji e Pesoge‘r:do CIVMR,

Qui-Ph e TMPnano

Moinho de Bola CIVMR, TMPnano e QuiPh Adic&o das misturas
[Hosida et al., 2019; SILVA et al., 2019]



1. CIVMR Fuji Il LC

&

4. CIVMRO,5%QuiPh

Anexo F

Grupos experimentais

L

| 2. CIVMRI 4%TM Pnano

L

5. CIVMR14%TM Pnane
0,25%QuiPh

3. CIVM R0,25%QuiPh

L

6. CIVMR14%TM Pnane
0,5%QuiPh
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ANEXOG

Avaliacao da Resisténcia a Tracao Diametral (RTD)

matriz e fotopolimerizagao
por 40s na superficie
superior e inferior

Confeccao dos corpos-de-prova com Manipulagdo do material
Matriz de silicone 6mm x 3mm

__ CRyem— . Ambiente Gmido a 37°C entre 24 horas e
6 analisados apos 24 h e os outros 6 apos 7 dias
7 dias. :

Universal Instron: Velocidade de
0,5mm/min, em posi¢do horizontal

ANEXOH

Avaliacdo da Resisténcia a Compressédo (RC)

Matnz ge slicone

C Insergao do materiol na matiz e
[4 mm de didmetro x 6 mm de allura|

fotopoimerizagdo por 40s

Avaliogdo em maquine de ensalo
Corpos de prova Mantidos em ambiente omido o - Universal L:,sion

37°C por 24 horas e 7 dias
[da SILvvAetal, 2019) V= 0,75mm/min, verfical



56

ANEXO

Andlise da Dureza de Superficie (DS)

o - ? enid P ? .
H é ; ‘ é
° —A Fotopolimerizagdo: 40
Inser¢do do material na matriz

- ) " ,_ T segundos nas
Confecgdo dos CorPoSd—de Manipulagdo do material superficies superior e
prova com matriz de inferior

silicone 5mm x 2mm

kel

Corpos-de-prova (n=6) Ambiente Gmido a 37°C entre 24
horas e 7 dias.

mpressoes:
Microdurometro Shimadzu a: apds 24 horas - 500 pm entre si;
Carga estatica: 100 g b: apés 7 dias - 250 um das
Tempo: 5 s realizadas em 24 horas.
ANEXOJ

Avaliacdo da Rugosidade Superficial (RS)

< _

Confecgdo dos Manipulacd@o do material Insercdo do material na matriz e
corpos-de-prova fotopolimerizacdo por 40s

com matriz de

silicone 6mm x

3mm

Corpos-de-prova (n=6)

Ambiente tmido a 37°C entre

S Surfcorder SE1700 Teés tragos: | _
- Rugosidade
Velocidade: 1,25 mm/s paralela ugosi

Carga: 0,7 mN

- perpend.cuk”- ~— média: Ra
- obliqua ‘
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ANEXOK

Determinacéo da Porcentagem do Grau de Conversédo (GC) dos Mondmeros dos
CIVMR

O material & pressionado entre
duas ldminas de vidro até formar
um filme de aproximadamente l

Manipulagdo do material Inserg¢do do material na pastilha Fotopolimerizagdo por 40 s

0,12 + 0,02 mm

Determinagdo do grau de conversdo: FTIR



ANEXOL

Analise da Morfologia e Composi¢do Quimica Através da Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) e Energia Dispersiva de Raios-x (EDS)

Corpos-de-prova foram
confeccionados com matriz
metalica de 2mm x 4mm

Depositados em stubs e Corpos-de-prova submetidos a vacuo +
recobertos com fita carbono pulveriza¢do catodica e cobertura em ouro

Equipamento utilizado para leitura do MEV e EDS:
MEV-PHILIPS equipado com EDS OXFORD INCA
XACT



ANEXOM
Analise da liberagdo de F dos CIVMR

—

Confecgdo dos corpos-de prova com
Matriz metalica

- X Posicionamento do fio de ago
Inser¢do do material 0,25mm

5 mm x 2 mm

Manipulagdo do material

orpos-de-prova inseridos
Fotoativagdo por 40 em sol.DES e RE
segundos na superficie

superior e inferior

3 Apds a remogdo dos Y

corpos-de-prova da sol DES

g | £ i‘ it 2

: Lavagem durante 15 segundos

Mantidos em Mesa agitadora TE-420 Orbital com agua deionizada e secagem
Tecnal), a temperatura de 37°C com papel absovente

*Eletrodo especifico para F; Orion 9409-BN
= Microeletrodo de referéncia

= Analisador de fons

l

Leitura da liberagdo de F dos 15 dias de
ciclagem das sol. DES e RE
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ANEXON

Teste de Adesdo ao Streptococcus mutans

Ajuste da DO
(Densidade optica)

Reativacdo de espécies de S.
mutans (UA159)

Retirou-se 4 algas de BHI caldo suplementado
S.mutans com 1% de sacarose

Inéculo: Homogeneizagdo 15s

A

- : _ Fotopolimerizagdo por 40 s nas 48 hioras e eshifd UFC/mL
Inser¢ao do material na matriz de superficies superior e inferior com 10% de CO
silicone 5Smm x 2mm .



ANEXOO

Ensaio de Biofilme

61

Formacio do Inéculo
— Fotopolimerizagdo s
Confecgdo dos corpos-de- por 40s + Fio Homogeneizagdo
prova com matriz de silicone ortodontico S. mutans (RTCC 25175) durante 15 s
de 2mm x 4mm
Avaliagio da atividade
— metabélica do biofilme
pelo XTT
A e Incubagdo em camara Biofilme sobrenadante e
| o s anaérobica 37°C durante lavagem com sol.salina
Os corpos-de-prova em 24 horas
contato com indculo
suspenso por fio
ortontico e fixos na
tampa da placa
Retira aliquota de 200 pl
de cada pogo e transfere
para uma placa de 96

: co,
Preparo do XTT Solugdo XTT

Leitura no
espectrofotometro em
DO de 490nm
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ANEXOP

Analise da Citotoxicidade dos CIVMRs

im
2

5818 3
o a a
S8l 8
Odontoblastos Meio de cultura D-MEM, —

estreptomicina e penicilina; €O, em ambiente lmido

ﬁ-

Molde de silicone Amostras cilindricas 2mm ——
x 2mm (n=10) 20.000 células/pago 24h e 48h de adesdo
Proliferagao Celular
Reducdo da Resazurina

! Apés 24,48 e72
| horas de exposigdo
' aos cimentos

Resazurina diluida no meio de cultura

\

Leitura em espectrofotémetro (570-600nm)



