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Souza ACB. Efeito da incorporagdo de nanoparticulas de hexametafosfato de
clorexidina em propriedades de um cimento de iondmero de vidro de alta
viscosidade [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2017.

RESUMO

Lesbes de carie secundarias nas margens das restauragdes tem sido a principal
razao para a sua substituicdo. Portanto, o desenvolvimento de materiais com
propriedades antibacterianas melhoradas e duradouras € desejavel. O objetivo
deste estudo foi avaliar a influéncia da incorporacdo de nanoparticulas de
hexametafosfato de clorexidina (NPs CLX-HMP) a um cimento de ionémero de
vidro (CIV) de alta viscosidade, nas suas propriedades fisico-quimicas, mecanica
e antibacteriana. Apds a sintese e caracterizagdo, as nanoparticulas foram
adicionadas ao CIV nas concentragdes de 1%, 2% e 5%. O CIV sem adi¢ao de
nanoparticulas foi utilizado como controle. Espécimes cilindricos (3mm x 6mm)
foram confeccionados com os materiais (n=12/grupo) e mantidos em agua
deionizada por 30 dias. A liberacdo de CLX foi avaliada no eluato por
espectrofotometria ultravioleta e a dosagem do fluor foi feita com auxilio de um
eletrodo especifico, nos periodos de 1 h e 1, 7, 15 e 30 dias. No 30° dia, os
espécimes receberam uma aplicagéo topica de fluor gel neutro 2% e a liberagéo
de fluor foi reavaliada por mais 30 dias. Para avaliar a atividade antibacteriana,
biofilmes polimicrobianos cresceram sobre espécimes dos materiais
(n=10/grupo), utilizando um modelo de aderéncia ativa. Em seguida, foram
coletados e inoculados em meios de cultura especificos para a quantificacéo de
microrganismos totais, bactérias aciduricas totais e estreptococos do grupo
mutans. A atividade metabdlica foi analisada pelo ensaio de XTT e a biomassa
pela coloragdo por cristal violeta. A resisténcia de unido (RU) do material a
dentina sadia e afetada por carie foi avaliada nos periodos de 24 h e apds 6
meses de armazenamento dos espécimes em saliva artificial (n=10/grupo e
periodo), usando o ensaio de microcisalhamento. Os padrdes de fratura foram
avaliados com o auxilio de microscépio de luz. Testes estatisticos adequados

foram aplicados, de acordo com a distribuicdo dos dados e homogeneidade de



variancias. O nivel de significancia adotado foi de 5%. As nanoparticulas
sintetizadas apresentaram forma globular e didmetros que variaram de 60-100
nm. Apenas os grupos contendo 2% e 5% de nanoparticulas liberaram CLX em
pequena quantidade e ndo houve diferencga significativa entre eles (p= 0,072). A
liberagdo de fluor antes e apds o recarregamento sofreu influéncia da
concentragado de nanoparticulas e do periodo de analise (p< 0,001), sendo uma
maior liberagdo observada no grupo contendo 5% de nanoparticulas, dos 7 dias
até o final do experimento. A analise da atividade antibacteriana demonstrou que
nao houveram diferencgas estatisticamente significantes entre os grupos. Por fim,
a resisténcia de unido foi afetada pela condicdo do substrato, pelo tempo de
armazenagem dos espécimes e pela concentragcado de nanoparticulas (p<0,001).
Independentemente do tempo, o grupo contendo 5% de nanoparticulas
apresentou valores significativamente inferiores de RU comparado com o grupo
controle (p=0,014). A analise dos padrdes de fratura revelou que as fraturas do
tipo mistas foram predominantes, independente do periodo de analise e da
condicdo do substrato. A associagao de NPs CLX-HMP ao CIV em concentracao
de até 2%, nédo afetou negativamente suas propriedades, porém nao foi capaz

de potencializar o efeito antibacteriano do material.

Palavras chave: Clorexidina. Cimentos de iondmeros de vidro. Nanoparticulas.

Nanotecnologia. Antibacterianos.



Souza ACB. Effect of the incorporation of chlorhexidine hexametaphosphate
nanoparticles on properties of a high viscosity glass ionomer cement [Tese de
Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

ABSTRACT

Secondary caries on the margins of restorations have been the main reason for
their replacement. Therefore, the development of materials with improved and
long-lasting antibacterial properties is desirable. The objective of this study was
to evaluate the influence of the incorporation of chlorhexidine
hexametaphosphate nanoparticles (CHX-HMP NPs) to a high viscosity glass
ionomer cement (GIC) in its physicochemical, mechanical and antibacterial
properties. After synthesis and characterization, the nanoparticles were added to
the GIC at concentrations of 0%, 1%, 2% and 5%. Cylindrical specimens (3 mm
X 6 mm) made with the materials were kept in deionized water for 30 days. The
CHX release was evaluated in the eluate by ultraviolet spectrophotometry and
the fluoride dosage was done with the help of a specific electrode, in the periods
of 1hand 1, 7, 15 and 30 days. On the 30th day, the specimens received a topical
application of neutral fluorine gel 2% and the fluoride release was reevaluated for
another 30 days. To evaluate the antibacterial activity, polymicrobial biofilms
grew on the specimens of the materials, using an active adherence model. The
biofiims formed were collected, inoculated in specific culture media and
thereafter, the quantification of total microorganisms, total acid bacteria and
streptococci of mutans group was made. The metabolic activity was analyzed by
the XTT assay and the biomass by violet crystal staining. Finally, it was evaluated
the bond strength of the material to the sound and caries-affected dentin, after 24
h and 6 months of storage of the specimens in artificial saliva, using the
microshear test. The fracture patterns were evaluated with the aid of light
microscope. Adequate statistical tests were applied according to the distribution
of the data and the homogeneity of variances. The level of significance was set
at 5%. The synthesized nanoparticles presented globular shape and diameters
ranging from 60-100 nm. CHX was released in small amounts only by groups
containing 2% and 5% of nanoparticles and there was no significant difference
between them (p=0.072. The release of fluoride before and after recharging was



influenced by the nanoparticle concentration and the analysis period (p<0.001),
with a higher release observed in the group containing 5% of nanoparticles from
7 days until the end of the experiment. The analysis of the antibacterial activity
showed that there were no statistically significant differences between the
groups. Finally, the bond strength was affected by the substrate condition and the
storage time of the specimens (p<0.001). The group containing 5% of
nanoparticles presented significantly lower values of bond strength than the
control group (p=0.014). Analysis of fracture patterns revealed that mixed type
fractures were predominant, regardless of the period of analysis and the condition
of the substrate. The association of CHX-HMP NPs to the GIC in concentrations
of up to 2% did not negatively affect their properties, but was not able to improve

the antibacterial effect of the material.

Keywords: Chlorhexidine. Glass ionomer cements. Nanoparticles.

Nanotechnology. Antibacterials.
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1 INTRODUGAO

O acumulo de biofilme nas margens das restauragdes torna estes locais
susceptiveis ao surgimento de lesdes de carie secundaria (Nedeljkovic et al.4’,
2015), que constituem a principal razao para a substituicdo de restauragdes na

pratica odontoldgica (Lai et al.3°, 2013; Naik et al.6, 2017; Askar et al.3, 2017).

Os cimentos de iondmero de vidro (CIV) sdo efetivos como material
restaurador (Vermeersch et al.%%, 2001) por promoverem a remineralizagdo dos
tecidos duros dentais principalmente devido a sua capacidade de liberacéo e
recarregamento de fliior (Wiegand et al.??, 2007; Hoszek, Ericson33, 2008). Apos
serem liberados do material, os ions fluor participam dos fendmenos de
des/remineralizacdo. Contudo, ndo existe evidéncia cientifica suficiente que
comprove um efeito anticariogénico duradouro dos CIVs (Wiegand et al.®?, 2007;

Yengopal et al.®°, 2009).

Sendo assim € de grande interesse concentrar esforgos para aumentar as
propriedades antibacterianas desses materiais, adicionando substancias
capazes de reduzir ou inibir o crescimento bacteriano. Agentes antimicrobianos
como a clorexidina, ciprofloxacina, metronidazol e minociclina s&o alguns
exemplos de substancias estudadas (Takahashi et al.%8, 2006; Yesilyurt et al.”®,

2009; Tuziner et al.®3, 2011).

A clorexidina € um farmaco amplamente pesquisado devido as suas
inumeras caracteristicas favoraveis, dentre elas a acdo antimicrobiana imediata
e o0 amplo espectro antimicrobiano sobre bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas, aerdbias e anaerdbias facultativas, além de atuar sobre leveduras e
fungos (Lenet et al.#2, 2000). A clorexidina possui, também, a caracteristica da

substantividade, atividade resultante da adsorcdo e subsequente liberacgao,
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devido a sua capacidade de ligagdo de forma reversivel as superficies orais.
Assim, interfere na colonizagdo bacteriana, e consequentemente no
desenvolvimento do biofilme (Basrani et al.”, 2002; Gomes et al.?8, 2006; Soares

et al.5, 2007).

Quando adicionada ao CIV na forma de diacetato de clorexidina, a
liberacdo se manteve em niveis significativos por cerca de uma semana
(Sanders et al.%*, 2002) oferecendo efeito antibacteriano bastante limitado. Além
disso, quando adicionada em concentracbes superiores a 2%, as quais
apresentam um maior potencial antibacteriano, o material apresentou alteracdes
nas suas propriedades fisicas e mecanicas (Palmer et al.®?, 2004; Takahashi et

al.%8 2006; Turkun et al.%?, 2008).

Os sistemas de liberacdo controlada de farmacos que utilizam a
nanotecnologia podem ser de grande auxilio neste cenario, uma vez que
apresentam vantagens sobre o sistema convencional. Entre essas vantagens,
destacam-se a maior eficacia terapéutica, proporcionada pela liberacao
progressiva e controlada do farmaco, diminuicdo significativa da toxicidade e
aumento do tempo de acdo. Além disso, esses sistemas evitam a instabilidade

e a decomposigdo prematura do farmaco (Nhung et al.*¢, 2007).

Materiais funcionais ou estruturas em escala nandmétrica podem ser
utilizados para controlar a formagao de biofilmes cariogénicos. Assim sendo, as
principais consideragbes sobre as nanoparticulas utilizadas sdo as suas
caracteristicas fisico-quimicas tais como carga de superficie, hidrofobicidade, e
a capacidade de serem absorvidas e liberadas da superficie do biofilme (Allaker?,

2010).
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O uso da clorexidina em nanoparticulas foi descrito primeiramente por
Lboutounne et al.#' (2002). Esses pesquisadores incorporaram a clorexidina em
nanocapsulas de poli-e-caprolactona e avaliaram sua atividade bactericida
residual in vivo, como agente antisséptico, comparado a um detergente
desinfetante. Como resultado obtiveram uma acao bactericida sustentada por
mais de 8 horas do detergente que continha nanocapsulas de clorexidina.

Atualmente, a associagao das nanoparticulas de clorexidina ao CIV tem
sido explorada. Hook et al.3' (2014) sintetizaram nanoparticulas misturando o
digluconato de clorexidina ao hexametafosfato de sodio (HMP), um fosfato
inorganico ciclico amplamente utilizado na industria alimenticia como agente
antimicrobiano devido a sua capacidade de aumentar a permeabilidade da
membrana celular bacteriana (Vaara, Jaakkola®, 1989; da Camara et al.'",
2014). Além disso, da Camara et al.'?, 2015 demonstraram em um estudo
recente que o HMP 1% associado a um creme dental convencional reduziu

significantemente a desmineralizagdo do esmalte in situ.

No estudo de Hook et al.3" (2014), os autores observaram que quando
substituiram 1%, 2%, 5%,10% e 20% em massa do CIV por nanoparticulas de
hexametafosfato de clorexidina a liberacao de clorexidina foi dose-dependente e
a liberacao de fluor nao foi significativamente afetada. Além disso, a estrutura
interna do material permaneceu inalterada até a incorporagcdo de 10% de
nanoparticulas e substituicoes de 10 e 20% promoveram uma redugao numérica
da resisténcia a tragao diametral.

Apesar deste estudo®! ter contribuido para o esclarecimento de varias
questdes relacionadas a essa nova tecnologia, € de grande interesse atentarmos

para o impacto da liberagcdo controlada de clorexidina sobre biofilmes



20

polimicrobrianos, uma vez que os trabalhos existentes avaliaram o efeito
antibacteriano dessas nanoparticulas apenas em microrganismos na forma
plancténica e em biofilme monoespécie (Barbour et al.5, 2013; Bellis et al.®,
2016). E também relevante observar a influéncia que a modificagdo da estrutura
do cimento pode ter sobre a capacidade de liberagao e recarregamento de fluor

e sobre suas propriedades fisicas e mecanica.



21

2 Revisao de Literatura

2.1 Materiais restauradores e a ocorréncia de carie secundaria

A afirmativa de que a carie secundaria € a causa mais comum para a
substituicdo de restauracdes € consistente em multiplos estudos sobre o

desempenho clinico das restauragdes dentarias publicados nas ultimas décadas.

Embora os cimentos de ionébmero de vidro (CIVs) apresentem liberagao
de fluor, o efeito cariostatico dos mesmos nao havia sido demonstrado em um
ensaio clinico controlado a longo prazo. Tyas® (1991) compararam o
desempenho clinico de um CIV e uma resina composta durante cinco anos.
Foram realizadas 67 restauragdes classe V em resina e 65 em CIV.O forramento
cavitario foi feito com cimento a base de hidroxido de calcio em todas cavidades
restauradas com resina composta e, em alguns casos, nas restauradas com CIV.
Apoés 2-3 semanas, as restauragdes foram fotografadas para avaliagéo da cor e
da descoloragao marginal, que foi feita em comparagdo a um conjunto padrao
de fotografias. Os pacientes foram reexaminados anualmente, as restauragdes
foram fotografadas e tiveram as margens avaliadas com uma sonda exploradora
para determinacdo do aparecimento de lesdes cariosas secundarias. Os
resultados indicaram que no quesito carie secundaria, ndo houve diferenca
significativa entre os materiais. Com relagdo a coloracdo marginal, ndo houve
diferenca significativa inicial entre os materiais. No entanto, nos anos
subsequentes, o CIV apresentou as melhores taxas de conservacdo das
restauragdes. Por ser um estudo pioneiro a longo prazo, os autores sugeriram

que os resultados obtidos estimulam o uso dos CIVs em restauragdes de classe



22

V pois este material parece prevenir o desenvolvimento de lesdes de carie

secundaria, em comparagao as resinas compostas.

Estudos in situ permitem uma melhor compreenséo sobre a contribuicao
da liberacao de fluor pelos materiais restauradores na prevencao de lesdes de
carie secundarias. No entanto, podem apresentar diferencas importantes das
condic¢des in vivo, dentre elas: duracdo do experimento coincidente com a o
periodo em que as maiores taxas de fluor sao liberadas, ocorrendo assim maior
atividade antibacteriana; blocos de esmalte e dentina utilizados n&o reproduzem
a localizacao e relagdes anatdbmicas existentes in vivo; além do corte e polimento
das estruturas dentarias induzirem a importantes alteracbes estruturais.
Baseado nessas limitagdes dos estudos in situ, Papagiannoulis et al.>' (2002)
investigaram in vivo o potencial anticariogénico de um CIV convencional e uma
resina composta empregando um modelo padronizado de gap interfacial. Os
autores também tiveram como objetivo avaliar e validar um modelo de cérie
artificial in vitro. Para a realizagdo do estudo in vitro, cavidades limitadas ao
esmalte foram preparadas na superficie vestibular de pré-molares extraidos. A
parede oclusal das cavidades n&o recebeu nenhum tratamento e foi protegida
com espacador metalico de 40 um de espessura para a padronizagdo do gap
marginal. As cavidades foram restauradas com CIV ou resina composta e apés
4 semanas de imersao em um gel acido (pH 4) os dentes foram seccionados e
examinados por microscopia de luz polarizada. Para o estudo in vivo, quatro
voluntarios com baixa atividade de carie, possuindo os quatro primeiros pré-
molares com indicagdo de extragdo por razbes ortoddnticas, participaram do
estudo. As cavidades foram preparadas como ja citado anteriormente e

preenchidas
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contralateralmente com CIV e resina composta. Apdés 6 meses, os dentes foram
extraidos, seccionados e observados por microscopia de luz polarizada,
microscopia Raman e microanalise de Raios X SEM-EDS. No estudo in vitro, foi
constatado o desenvolvimento de lesdes nas margens oclusal e cervical em
todas as restauragcbes. Na regido livre de gap, o CIV apresentou lesdo de
menores dimensdes em comparagao com a resina composta. Nas regidoes com
gaps, nao foram encontradas diferengas significativas na profundidade das
lesbes entre os materiais restauradores testados, sendo o comprimento maior
em comparagdo com as regides sem o gap marginal. Ja no estudo in vivo,
nenhuma lesao foi observada em regiées sem o gap marginal. Nas regides de
gap, 75,5% das restauracbées em CIV e 62,5% das restauracbes em resina
composta desenvolveram lesbes. As dimensdes das lesbes foram
significativamente maiores no CIV. Uma reducéao de fosfato, carbonato, calcio e
fésforo foi encontrada nessas lesées em comparagao aos tecidos integros. Nao
foi detectado fluor ou fluoreto de calcio nas margens do esmalte voltadas para o
gap adjacente ao CIV e ndo houve correlagao entre os modelos in vivo e in vitro
utilizados no estudo. Os autores concluiram que os resultados dos estudos de
carie desenvolvida artificialmente devem ser interpretados sem qualquer
extrapolacio in vivo, uma vez que ainda ndo existem evidéncias que apoiem a

relevancia clinica destes testes.

Materiais restauradores que liberam fluor foram desenvolvidos com a
intencéo de fornecer este ion para locais especificos com risco a ocorréncia de
carie secundaria. No entanto, o efeito cariostatico dos CIVs sobre as lesbes de
carie secundarias nao foi comprovado em estudos clinicos, sugerindo que as

restauracdbes com materiais contendo flior ndo poderiam prevenir a carie
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secundaria in vivo. Hara et al.?” (2006) testaram a hipdtese de que as
restauracdes em CIV, envelhecidas ou ndao, ndo preveniriam a carie secundaria
na raiz, mesmo quando o dentifricio fluoretado era utilizado. Neste estudo
crossover, dezesseis voluntarios utilizaram dispositivos palatinos em duas fases
de 14 dias. Em cada fase, foram colocados nos dispositivos espécimes de
dentina radicular bovina restaurados com CIV ou resina composta. Os
espécimes foram expostos ao desafio cariogénico (solugdo de sacarose 20%) 4
vezes ao dia e ao dentifricio fluoretado 3 vezes ao dia. O conteudo de fluor no
biofilme formado sobre os espécimes e a perda mineral ao redor das
restauracdes foram analisados. Os autores constataram que nao houve
diferengas significativas entre os materiais restauradores em relacdo ao
conteudo de fluor no biofilme e a perda mineral ao redor das restauragoes,
independente dos espécimes terem sido envelhecidos ou ndo. Segundo os
pesquisadores o CIV ndo foi necessario para prevenir lesdes de carie
secundarias na dentina radicular quando o dentifricio fluoretado foi usado com
frequéncia. Embora ja tenha sido demonstrado que o uso de dentifricio fluoretado
pode inibir a carie radicular, nenhuma evidéncia clinica desse efeito na
prevencdo de carie secundaria havia sido observada anteriormente. Dessa
forma, a escolha do material restaurador para as lesdes radiculares ndo deve ser
guiada pelo seu suposto potencial antibacteriano, quando outras fontes de fluor
sao usadas. Devem ser consideradas as propriedades mecanicas e adesivas,

bem como as caracteristicas superficiais e estéticas destes materiais.

Outro fator fortemente associado ao desenvolvimento de lesbes de carie
secundaria é a microinfiltragcdo marginal, sendo o volume e a cariogénicidade do

biofilme formado ao redor das restauragdes parcialmente relacionados as
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propriedades do material restaurador. Lai et al.3° (2013) avaliaram a capacidade
anticariogénica e a integridade marginal de 3 materiais restauradores usando um
modelo in vitro de desenvolvimento de carie. Cavidades de classe Il foram
preparadas em 60 pré molares nao cariados extraidos. Estes dentes foram
divididos em trés grupos e restaurados com amalgama, CIV e resina composta.
Apods termociclagem e esterilizagdo, os dentes foram suspensos em meio
cariogénico durante 10 dias. Dez dentes de cada grupo foram utilizados para a
avaliacao das bactérias existentes nas margens da restauragdo. Em uma
segunda etapa, os mesmos dentes selecionados para a avaliagao das bactérias
foram utilizados para a avaliacdo quantitativa da microinfiltracdo pela imersao
em azul de metileno. Por fim, foi realizada uma avaliacdo quantitativa do tecido
dentario desmineralizado ao redor da restauragao nos outros 10 dentes de cada
grupo. A desmineralizagdo do tecido dentario ao redor da restauragao foi
classificada como: lesao artificial externa, lesao artificial em parede de esmalte,
lesdao artificial em parede de dentina. Os pesquisadores ndo observaram
diferengas significativas na contagem de bactérias ao redor das restauragdes
dos trés materiais. A microinfiltragdo marginal nas restaura¢des de amalgama foi
menor do que nas restauragdes de CIV e resina composta. A profundidade das
lesbes externas em esmalte ao redor do CIV foram as menores e as lesbes em
parede dentinaria foram menores no grupo com restauragdes de amalgama.
Neste estudo, assim como em varios outros, os beneficios do material
restaurador com liberacdo de fluor ndo foram completamente demonstrados,
pois o efeito antibacteriano na dentina € obtido apenas quando a liberagao de
fluor & grande. Além disso, como as restauragbes foram armazenadas em

solugao cariogénica durante todo o estudo, a quantidade de fluor liberado pelo
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CIV foi relativamente baixa para proteger os tecidos dentarios do acido. Nao sé
a liberacao de fluor, mas também varios fatores como a rugosidade e
hidrofobicidade dos materiais restauradores, bem como o fluxo de saliva e a

higiene bucal podem influenciar a formagao do biofilme dental.

O desenvolvimento de lesbes de carie secundarias em torno de qualquer
material restaurador é determinado por suas propriedades fisico-quimicas e
capacidade de selamento da cavidade. Assim, a capacidade de um material
prevenir a microinfiltragcdo marginal e lesdes de carie secundarias determina em
grande parte o éxito ou falha da restauragdo. Consequentemente, uma maior
énfase tem sido dada ao desenvolvimento de materiais com propriedades
anticariogénicas como os cimentos de iondmero de vidro. Naik et al.*¢ (2017)
avaliaram a formacao de lesdes de carie secundarias em torno de materiais
fotopolimerizaveis que liberam fluor, com propriedades fisico-mecanicas
melhoradas. Cavidades de Classe V padronizadas foram preparadas nas
superficies vestibular e lingual de quarenta pré-molares extraidos. Os dentes
foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de dez e restaurados com um
dos seguintes materiais: Fuji Il LC e Vitremer (CIVs modificados por resina), F-
2000 (compbmero) e Z-100 (resina composta, controle), foram termociclados e
imersos em frascos contendo gel acido para formacéao de lesdes semelhantes a
carie. Apés 15 semanas, as amostras foram removidas, lavadas e seccionadas
em uma espessura de 80-100 um as quais foram montadas em laminas e
examinadas, medidas e fotografadas em microscopio. Os resultados obtidos
demonstraram que a profundidade da les&o externa nos dentes restaurados com
Z-100 foi significativamente maior que os dentes restaurados com F-2000,

Vitremer e Fuiji Il LC.
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A profundidade da lesédo externa se mostrou significativamente maior nos dentes
restaurados com F-2000 do que nos dentes restaurados com Vitremer e Fuji Il
LC, e ndo houve diferengas entre estes dois grupos. Nenhuma lesédo na parede
das cavidades foi observada nos dentes restaurados com Vitremer e Fuji Il LC.
O comprimento e a profundidade das lesbes nas paredes das cavidades nos
dentes restaurados com Z-100 foram significativamente maiores do que nos
dentes restaurados com F-2000. Portanto, os CIVs modificados por resina
exibiram protecao contra a formacido de lesbes secundarias no esmalte da
parede da cavidade e a extensdo da lesdo externa também foi reduzida
significativamente o que pode ser atribuido ao fluor liberado do material,

captacéao deste fluor pelo esmalte/dentina ou uma menor infiltragcdo marginal.

2.2 Cimentos de iondmero de vidro associados a agentes antibacterianos

Embora os ClVs apresentem a propriedade de liberacido de fluor,
evidéncias clinicas a respeito de sua efetividade antibacteriana a longo prazo
sao inconclusivas. A fim de desenvolver um material que ofereca protecao
duradoura contra o desenvolvimento de lesdes de carie secundarias, diversos
agentes antibacterianos tém sido associados aos ClVs, sendo a clorexidina

(CLX) o mais estudado.

Jedrychowski et al.3* (1983) foram os pioneiros, fazendo a associagdo do
gluconato ou dicloridrato de CLX a uma resina composta e um CIV nas
concentracdes de 1%, 2%, 3%, 5% e 10% em massa. Apds a confeccdo dos
espeécimes, realizaram ensaios de resisténcia a compressao, resisténcia a tracao

e ao cisalhamento para avaliar a forca de uniao entre o material restaurador e o
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esmalte dentario. A atividade antibacteriana foi observada pelo teste de difusao
em agar contra cepas de S. viridans, S. pyogenes, S. mutans, L. acidophilus E.
coli. Os resultados mostraram que a adigdo dos agentes antibacterianos
aumentou a atividade antibacteriana da resina composta e do CIV contra as
cepas testadas. Entretanto, as propriedades mecanicas dos materiais foram
afetadas, tendo a adicdo do dicloridrato de CLX resultado em propriedades

mecanicas mais proximas do grupo controle, sem adi¢cao de antibacterianos.

Ribeiro e Ericson® (1991) relataram que os CIVs possuem alguma
atividade antibacteriana, relacionada principalmente a liberacao de fluor e ao
baixo pH inicial. Com o intuito de potencializar esta agao antibacteriana, os
pesquisadores avaliaram o efeito da adicdo de diacetato ou digluconato de
clorexidina em diferentes concentracées aos ClVs. Foram utilizados dois tipos
de CIV: um de cimentagao (Aqua Cem) e um restaurador (Chem Fil Il). Solugéo
aquosa de digluconato de CLX foi adicionada aos ClIVs em concentragbes que
variaram de 0 a 10,3% e a avaliacdo antibacteriana foi feita em cultura de S.
mutans em caldo. Em uma segunda etapa, digluconato e diacetato foram
associados aos ClVs de cimentacao e restauragao em varias concentracdes e a
atividade antibacteriana foi avaliada, pelo método de difusdo em agar contra os
microrganismos S. mutans, S. sobrinus e L. casei. Por fim foi avaliada a liberag&o
de CLX por espectrofotometria a 251 nm para as amostras contendo diacetato e
253 nm para as contendo digluconato, apds imerséo dos espécimes em agua
destilada por 42 a 48 dias. No ensaio realizado em caldo de cultura, quanto maior
a concentracdo de CLX na mistura, maior o tempo do efeito antibacteriano sobre
S. mutans e maior a tendéncia de deterioracdo do material. Ambos os cimentos

sem adicao de CLX nao foram capazes de inibir o crescimento bacteriano. Os
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testes de difusdo de agar revelaram que a inibicdo bacteriana apresentou
comportamento dose-dependente. As cepas bacterianas testadas foram inibidas
de forma semelhante e as propriedades antibacterianas diminuiram com o
tempo. Neste teste, os grupos sem adicdo de CLX apresentaram halo de
inibicdo. A diferenca de comportamento dos grupos sem adicdo da CLX em
ambos testes foi explicada devido a uma maior diluigdo dos compostos liberados
dos cimentos para o caldo. Além disso, uma pequena quantidade da CLX
adicionada foi liberada de forma dose-dependente, o que segundo os autores se
deve ao fato da CLX ter se combinado a outros componentes do CIV e formado

sais insoluveis.

Sanders et al.>* (2002) tiveram como objetivo determinar o efeito da
adicao de diacetato de CLX nas propriedades fisicas e antimicrobianas de um
CIV modificado por resina. As capsulas do CIV modificados por resina foram
abertas e o conteudo foi misturado a diacetato de CLX 5%. Foram realizadas
analises de dureza, resisténcia a tragcao diametral e erosdo apds 24 horas e 6
semanas de armazenamento dos espécimes em agua destilada a 37°C. Para a
determinacao dos niveis de liberacdo de CLX os espécimes foram imersos em
solucéo salina e armazenados em estufa a 37°C em 5% CO:2 durante 6 semanas.
A atividade antimicrobiana apdés 6 semanas foi testada contra cepas de
S.mutans. O teste de dureza demonstrou que em 24 horas nao houve diferenca
entre o grupo contendo CLX e o grupo controle, porém o grupo controle
apresentou valores de dureza significativamente maiores apds seis meses. Na
avaliagao de resisténcia a tragao diametral ndo houve diferenga entre os grupos
nos periodos de 24 horas e 6 meses. A erosao se mostrou significativamente

menor no grupo contendo CLX apds 24 horas, porém, apos 6 meses a erosao
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deste grupo foi significativamente maior do que a do grupo controle. Houve um
pico de liberacdo de CLX na primeira semana, sendo que quantidades residuais
foram liberadas na segunda e terceira semanas. A avaliagdo da atividade
antimicrobiana demonstrou que houve redu¢ado no numero de S.mutans por até
3 semanas, mas depois disso ndo houve diferenga entre os grupos. A reducéo
da atividade antimicrobiana foi correspondente a reducao da quantidade de CLX
disponivel. Estareducao pode ser explicada devido a eluicdo do material ou pela

formacéao de sais insoluveis com o CIV.

Botelho.'® (2003) enfatizaram os beneficios da associagdo de agentes
antibacterianos aos ClIVs, uma vez que sua agao antimicrobiana em casos de
remocgao parcial de carie tem sido questionada. Possiveis microinfiltracdes,
limitacbes associadas as suas propriedades fisicas e a constatacdo de que
microrganismos podem se manter viaveis por até 2 anos sob as restauragdes de
ClV, sédo as causas que justificam a necessidade de um maior potencial
antimicrobiano destes materiais. Neste estudo, os autores investigaram os
efeitos da associagao de quatro agentes antibacterianos incorporados a um CIV
convencional sobre bactérias relacionadas a carie dental. Os agentes
antibacterianos: cloridrato de clorexidina, cloreto de cetilpiridinio, cetrimida e
cloreto de benzalcénio foram adicionados ao FUJI IX nas concentragbes de 1%,
2% e 4%. O CIV sem adicdo de agentes antibacterianos foi utilizado como
controle. O teste de difusdo em agar foi realizado utilizando as espécies: S.
salivarius, S. mutans, L.casei, L. acidophilus, A. odontolyticus, A. naeslundii. Os
halos de inibicdo formados foram observados apds 24 h de incubacdo. Os
procedimentos metodoldgicos foram repetidos semanalmente até a 11? semana,

quando as superficies das amostras foram lixadas previamente a colocag¢ao nas
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placas de agar. Este procedimento nao foi realizado para simular o desgaste
clinico da restauragao e sim para examinar se a acao antibacteriana foi efeito da
liberagdo superficial ou profunda. Os espécimes do grupo controle nao
demonstraram atividade antimicrobiana contra as cepas testadas. Os espécimes
com associagdo de agentes antibacterianos demostraram efeito inibitério
significativo dose-dependente que diminuiu ao longo do periodo experimental.
O lixamento da superficie dos espécimes resultou em grande aumento da agéo
antibacteriana, similar a primeira semana. O CIV contendo cetrimida mostrou o
maior efeito inibitério durante o periodo experimental para 4 das 6 bactérias
testadas. Os autores admitem que diversas falhas estao relacionadas ao teste
de difusdo em agar, uma vez que este teste ndo fornece nenhuma informagéao
sobre a viabilidade dos microrganismos, e os resultados apresentados em seu

estudo apenas confirmam resultados de trabalhos anteriores.

Os CIVs podem ser utilizados para a liberacao lenta de espécies ativas
como o flior e diversos agentes antibacterianos. Palmer et al.®® (2004)
investigaram a liberagao de CLX de um CIV modificado por diacetato de CLX em
concentragdes que variaram de 0,5% a 13,0% em massa. A liberagdo em agua
foi examinada usando cromatografia liquida de alta performance. A maior parte
da clorexidina mensuravel foi liberada durante os primeiros 20 dias, no entanto,
a quantidade total liberada foi inferior a 10% da quantidade incorporada aos
espécimes. A liberacdo apresentou comportamento dose-dependente, mas a
maior parte da CLX foi mantida no cimento. Para explorar o efeito da associacao
de CLX nas propriedades do CIV, a resisténcia a compressao, o tempo de
trabalho e de presa também foram analisados. Em geral, a resisténcia a

compressao diminuiu de acordo com a propor¢ao de CLX adicionada, enquanto
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que os tempos de trabalho e de presa aumentaram. Embora em pequena
quantidade, os autores concluiram que a CLX pode ser incorporada e
posteriormente liberada dos ClIVs, sendo esta liberagéo prolongada de acordo

com a concentragao de CLX associada ao material.

No ano de 2006, Takahashi et al.®® tiveram como objetivo encontrar a
concentragdo oOtima do agente antibacteriano a ser associado a um CIV
comumente utilizado na técnica do tratamento restaurador atraumatico (TRA).
Os autores descrevem o TRA como uma técnica de minima interveng¢ao na qual
os tecidos dentarios desmineralizados sao removidos com o auxilio de
instrumentos manuais e a cavidade é restaurada com um material adesivo,
geralmente o CIV. A taxa de incidéncia de céarie secundaria em denticoes
permanentes quando utilizada esta técnica foi reportada como sendo de 1,5 a
2,4% e por isso aumentar a eficacia antibacteriana destes cimentos seria de
grande relevancia. O diacetato de CLX foi associado ao CIV nas concentragoes
de 1%, 2% e 3% e também na combinacao diacetato 1% + dicloridrato 1% e
diacetato 2% + dicloridrato 2%. Espécimes sem adi¢cédo do agente antibacteriano
foram utilizados como controle. A atividade antimicrobiana foi testada pelo teste
de difusdo em agar contra cepas de S. mutans, L. casei e A. naeslundii. A
liberagdo de CLX foi avaliada por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) apés a imersao dos espécimes em agua destilada por 24 horas a 37°C.
A resisténcia a compressao foi avaliada de acordo com a ISO 9917 apés a
armazenagem dos espécimes em agua destilada durante 24 horas ou 7 dias. Foi
analisado também o tempo de presa e a resisténcia de unidao a dentina sadia
pelo teste de tragdo apds armazenagem dos espécimes por 24 horas a 37°C em

100% de umidade. Os espécimes do grupo controle ndo produziram halo de
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inibicdo. Todos os outros grupos exibiram inibicao das trés bactérias porém os
tamanhos das areas de inibicdo ndo foram dependentes da concentragao do
agente antimicrobiano. A liberagdo de CLX também ndo foi dependente da
concentragdo associada ao CIV. A incorporagdao de 2% ou mais reduziu
significativamente a resisténcia a compressao, e o tempo de presa se estendeu
um pouco em todos os grupos contendo CLX. Ja a resisténcia de uniao a dentina
se mostrou menor nos grupos contendo 2% ou mais, porém nao houve diferencga
nos grupos contendo 1% com relagédo ao controle. Concluiram que a adigao de
diacetato de CLX 1% melhorou a atividade antimicrobiana sem afetar
diretamente as outras propriedades do CIV, sendo o CIV modificado com CLX

1% um material promissor para o uso em TRA.

Frencken et al.?? (2007) conduziram um estudo piloto in vivo para avaliar
os efeitos da adicdo de diacetato de CLX em um CIV. Foram selecionadas 50
criangas de 6 a 11 anos com pelo menos uma cavidade extensa em superficies
oclusais de diferentes quadrantes em dentes deciduos ou permanentes. As
paredes de contorno da cavidade foram limpas com instrumento manual estéril.
Para avaliar o efeito do material experimental, o assoalho da cavidade foi dividido
em duas partes. Na parte mesial foi coletada uma amostra de dentina infectada,
na distal, a dentina infectada foi removida e uma amostra de dentina afetada foi
coletada. As cavidades foram entdo restauradas com um CIV convencional
contendo CLX 1% ou apenas o CIV (controle). Decorridos 7 dias, as
restauracdes foram removidas e outra amostra de dentina foi coletada. As
amostras foram processadas, cultivadas e foi feita a contagem de S. mutans,
Lactobacillus e bactérias totais. Sete dias apos o tratamento, houve diminuicéo

significativa na contagem de bactérias.
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No grupo experimental houve menor contagem de Lactobacillus e de bactérias
totais, mas nao de S.mutans. Na dentina infectada, observou-se redugao
significativa de Lactobacillus quando foi utilizado o tratamento com o CIV
contendo CLX. Na dentina afetada, S. mutans, Lactobacillus e bactérias totais
viaveis foram significativamente menores 7 dias ap6s o tratamento, no grupo
contendo CLX. Estes resultados demonstraram que as variaveis microbiolégicas
foram claramente associadas ao tipo de dentina, material utilizado e tempo de
tratamento. A diferenga na redug¢ao de microrganismos entre o grupo controle e
o grupo CIV associado a CLX 1% justifica mais estudos com acompanhamento

a longo prazo.

Hoszek e Ericson3® (2008) reiteram em seu estudo a importancia da CLX
como um agente efetivo e seguro na redugdo dos microrganismos bucais,
principalmente o S. mutans. De acordo com os autores, a CLX é retida nas
estruturas bucais e liberada lentamente, razdo pela qual o seu efeito
antibacteriano é prolongado. Neste estudo o objetivo foi avaliar a liberagcéo de
flior e a agao antibacteriana in vitro de um CIV apds a adigdo de gluconato de
CLX 10% ou da associagao de CLX 10% com acido tartarico 11%. Apds a presa,
os espécimes foram imersos em 10 mL de agua deionizada e transferidos para
novos frascos nos periodos de 2, 4, 6, 8 e 24 horas, e depois 4, 10, 15, 20 e 30
dias, mantidos a 37°C. A efetividade antibacteriana contra cepas de S. mutans
foi avaliada pelo teste de difusdo em agar em trés periodos: imediatamente apés
a presa, apos 2 horas e 60 dias de armazenagem. Foi observado que a liberagéo
diaria média de fluor diminuiu rapidamente nos primeiros dias, estabilizou apds
10 dias e diminuiu lentamente até os 60 dias. Apds 60 dias, a liberacdo média

de fluor acumulada no grupo contendo CLX foi cerca de 27% menor quando
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comparada ao grupo CIV e 30% menor no grupo contendo CLX + &cido tartarico.
Segundo os autores isto pode ser explicado pela interagdo entre o ion fluor e a
CLX, que resulta na precipitacdo de sais com menor solubilidade, deixando o
fluor menos disponivel. Ja o teste da atividade antibacteriana mostrou que no
inicio ndo houve diferengas na inibicao bacteriana entre os grupos. No entanto,
apo6s 2 horas e 60 dias, o grupo contendo CLX + &acido tartarico determinou
menor inibicdo bacteriana. Este achado pode ter ocorrido devido a uma possivel
interacdo entre o cation divalente da CLX e os grupos carboxilicos do acido.
Concluiram que a adi¢cao dos agentes testados pode melhorar as propriedades

antibacterianas do CIV embora reduza a liberagao de fluor.

Neste mesmo ano, Turkun et al.? (2008), avaliaram o efeito antibacteriano
a longo prazo e as propriedades fisicas de um CIV associado ao diacetato ou
digluconato de CLX. O CIV sem adi¢cdo de antibacterianos foi utilizado como
controle. A CLX foi associada ao CIV nas concentragdes de 0,5%, 1,25% e 2,5%.
O tempo de presa, a resisténcia a compressao e a erosao acida foram testados
de acordo com a norma ISO 9917-1. O tempo de trabalho, a dureza, a resisténcia
a tracao diametral e a resisténcia a flexao biaxial também foram determinados.
A atividade antimicrobiana a longo prazo contra S. mutans, L. acidophilus e C.
albicans foi testada pelo método de difusdo em agar. Com relagdo ao efeito
antibacteriano imediato para S. mutans, todos os grupos testados mostraram
inibicdo em comparagdo com o grupo controle, com efeito dose-dependente.
Para L. acidophilus, todos os grupos foram efetivos em comparagao ao controle,
mas o maior efeito antibacteriano foi observado com diacetato de CLX 2,5%. O
grupo diacetato de CLX 2,5% apresentou atividade antibacteriana até 90 dias

contra S. mutans e até 60 dias contra L. acidophilus. O tempo de trabalho e de
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presa, teste de erosao acida, resisténcia a tracdo diametral e resisténcia a flexao
biaxial dos grupos testados nao foram diferentes do grupo controle. No entanto,
os grupos diacetato de CLX 1,25% e 2,5% apresentaram resisténcia a
compressao significativamente menor do que o grupo controle. Valores de
dureza inferiores foram obtidos com os grupos digluconato de CLX 0,5% e 2,5%
em comparagao ao grupo controle. Concluiram que tanto o diacetato quanto o
digluconato de CLX, adicionados ao CIV em determinadas concentragoes,
exibiram efeitos antibacterianos a longo prazo contra S. mutans e L. acidophilus

sem comprometer as propriedades fisicas do material.

Tuzlner et al.?® (2011) salientam que o TRA é uma técnica utilizada
principalmente em paises subdesenvolvidos onde faltam eletricidade e
equipamentos odontolégicos ou em casos envolvendo criangas muito pequenas,
a fim de reduzir os niveis de ansiedade e estresse. Nessas condicdes, é
improvavel que as bactérias sejam eliminadas adequadamente acarretando o
desenvolvimento de lesdes de carie sob as restauragdes e consequente falhas
nas mesmas. Assim, a associacao de agentes antibacterianos aos CIVs é vista
como uma alternativa para solucionar este problema. Neste estudo o objetivo foi
avaliar a atividade antibacteriana, a dureza de superficie e os padrdes de
liberacéo de fluor de dois CIVs convencionais contendo misturas de diacetato de
CLX e cetrimida. Os CIVs Fuiji IX e Ketac Molar foram utilizados como controle.
A mistura de diacetato de CLX 2,5% + cetrimida 2,5% foi incorporada ao pé dos
ClIVs. O efeito antibacteriano dos materiais modificados foi avaliado pelo teste
de difusdo em agar contra S. mutans e L. casei nos periodos de 1, 7, 15, 30, 60
e 90 dias. A dureza Vickers foi testada apdés 24 horas de armazenagem dos

espécimes 37°C. Por fim, foi avaliada a liberagcdo cumulativa de fluor dos
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espécimes apds imersao em agua destilada durante 1, 7, 15 e 30 dias. Os
resultados mostraram que os grupos controle ndo exibiram halo de inibicdo
contra as cepas testadas, e os grupos contendo CLX e cetrimida apresentaram
efeito antibacteriano durante todo o periodo estudado. O Ketac Molar contendo
agentes antibacterianos exibiu maiores halos de inibigdo contra L. Casei em
todos periodos e contra S. mutans apos 1, 7 e 60 dias. A dureza Vickers foi
reduzida nos grupos contendo agentes antibacterianos, ndo havendo diferengas
entre os dois grupos. O padrao de liberagdo cumulativa de flior foi menor nos
grupos contendo agentes antibacterianos, no entanto, diferengas néo foram
observadas entre estes grupos. Os autores citam as vantagens da associagao
da CLX ao CIV e explicam que seu uso em conjunto com a cetrimida seria
interessante para resultar em uma maior eficacia antibacteriana também contra
os Lactobacillus. Concluiram que a adi¢cao de diacetato de CLX + cetrimida na
concentracgao final de 5% aos CIVs convencionais pode resultar em um efeito
antibacteriano prolongado sem deteriorar gravemente a sua dureza superficial e

liberacao de fluor.

A fim de avaliar as propriedades antibacterianas, citotéxicas e mecanicas
in vitro e a agao antimicrobiana in vivo de um CIV modificado por resina utilizado
para forramento, de Castilho et al.’* (2013) associaram 0,2%, 0,5%, 1,25% e
2,5% de digluconato de CLX a este material. A avaliacdo microbioldgica consistiu
em teste de difusdo em agar sobre bactérias cariogénicas por 24 h. O
metabolismo das células odontoblasticas e as analises de morfologia mostraram
os efeitos citotdéxicos do CIV modificado apds 24h. Os mesmos grupos foram
submetidos aos testes de resisténcia a compressao e resisténcia a tracao

diametral. Para a analise in vivo o CIV foi associado a concentracdo de CLX com
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melhores resultados nos testes in vitro. Foram selecionados 16 primeiros
molares de 10 criancas com idade entre 4 e 9 anos. O tratamento pulpar indireto
foi realizado em duas sessdes pelo mesmo operador. As avaliacdes clinicas e
microbiolégicas foram realizadas antes e apdés 3 meses. O uso de digluconato
de CLX 1,25% melhorou significativamente os efeitos antibacterianos do CIV
modificado, sem causar quaisquer efeitos prejudiciais para as células
odontoblasticas e em suas propriedades mecanicas. Esta combinacao eliminou
completamente os estreptococos mutans na avaliacdo apds 3 meses. Os autores
concluiram que a associacdo de CLX a um CIV de forramento abre uma nova
perspectiva para a prevengao do surgimento de lesées de carie residuais apos

o tratamento pulpar indireto.

Em estudo recente, Becci et al.? (2016) salientaram que as condigdes da
microbiota do biofilme na cavidade bucal diferem das observadas in vitro. Diante
deste principio, tiveram como objetivo analisar a composigdo microbiolégica e
quantificar os polissacarideos totais no biofilme formado in situ na superficie de
um CIV, ao qual se adicionou diacetato de CLX em diferentes concentragdes. O
estudo foi conduzido em quatro fases de 7 dias cada com um intervalo de
washout de 15 dias entre elas. Em cada fase, oito voluntarios usaram aparelhos
palatinos contendo quatro espécimes confeccionados com o mesmo material:
CIV (controle), CIV contendo diacetato de CLX 0,5%, 1% e 2%. Os biofilmes
foram coletados, resuspensos em solucao fosfatada salina, diluidos e foi feita a
inoculacdo em placas contendo meios especificos para o crescimento de
microrganismos totais; estreptococos totais; S. mutans e Lactobacillus. As placas
foram incubadas a 37 °C sob condi¢cdes de microaerofilia durante 24 e 48 horas,

de acordo com o microrganismo. Em seguida, foi feita a contagem do numero de
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unidades formadoras de col6nias com o auxilio de um contador de colonias. Para
a dosagem de polissacarideos totais, os biofilmes foram resuspensos em
solucgao fosfatada salina, centrifugados e o sobrenadante foi filtrado e usado para
a quantificacdo pelo método fenol-sulfurico. Os resultados das contagens de
microrganismos mostraram diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos apenas para lactobacilos, que foram significativamente maiores para o
grupo CIV contendo CLX 2%. Uma possivel explicacdo para tal fato é que as
moléculas catibnicas da CLX reagiram com componentes do CIV, como fosfatos,
silicatos e fluor, resultando na precipitacdo de sais de baixa solubilidade. Esta
precipitacdo pode ter diminuido a disponibilidade de fluor e CLX reduzindo os
efeitos antimicrobianos. Ja a concentracido de polissacarideos totais no biofiime
foi menor nos grupos contendo CLX 1% e 2%. Uma menor quantidade de
polissacarideos pode ser indicativa de que a patogenicidade do S. mutans seja
diminuida pela reducdo de sua capacidade de adesdo. Outros estudos foram
sugeridos para otimizar a adi¢do de CLX aos ClVs e melhorar a sua liberagao,
tendo o cuidado de usar modelos que proporcionam condigdes mais proximas

da realidade clinica.

2.3 Desenvolvimento de nanoparticulas de clorexidina

A clorexidina (CLX) é um farmaco que possui amplo espectro de agdo sem
apresentar uma real resisténcia antimicrobiana, o que a difere dos antibidticos.
Por esta razéo, € um dos agentes mais pesquisados para o desenvolvimento de

materiais e dispositivos com propriedades antimicrobianas.
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Lboutounne et al.#' (2002) foram os primeiros pesquisadores a
desenvolverem um novo material similar as nanoparticulas de CLX utilizadas
neste estudo. Estes autores investigaram a atividade bactericida de
nanocapsulas de poli-e-caprolactona (um poliéster biodegradavel) contendo CLX
contra varias cepas bacterianas hospitalares (in vitro) e contra Staphylococcus
epidermidis (ex vivo). Segundo os autores, o uso das nanocapsulas foi sugerido
principalmente por permitirem uma liberagcdo continua do farmaco. Para avaliar
a atividade antimicrobiana in vitro, foram utilizadas nanocapsulas carregadas
com 0,15% de CLX, nanocapsulas sem CLX e solugdo aquosa de digluconato
de CLX 0,15%. Foi realizada a determinagado da concentragao inibitéria minima
(MIC) contra as cepas S. epidermidis, S. aureus, E. faecalis, E. hirae, E.
aerogenes, P. aeruginosa, E.coli. O teste ex vivo foi realizado em pele da orelha
de porco contra S. epidermidis nos tempos de 8 e 12 horas. Para este teste foram
utilizadas nanocapsulas contendo CLX 0,6%, nanocapsulas sem clorexidina
imersas em hidrogel e solugdo aquosa de digluconato de CLX 1%. Foram
avaliadas também a absorcdo de CLX no extrato corneo e a localizagao das
nanocapsulas nas estruturas da pele. Os resultados mostraram que as
nanocapsulas contendo CLX exibiram MICs similares ao digluconato e para a
cepa E. faecalis os valores de MIC foram superiores. Na avaliagao ex vivo houve
reducdo significativa no numero de colbénias no grupo das nanocapsulas
contendo CLX em relacdo ao digluconato apds 8 horas de contaminagéo
artificial, porém apds 12 horas nao houve redugao para ambas as formulagdes.
A analise do extrato corneo mostrou que houve uma quantidade de CLX residual

trés vezes maior quando utilizadas as nanocapsulas. Sendo assim os autores
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concluiram que uma liberacdo estendida de CLX a partir das nanocapsulas
propiciou o contato mais direto e prolongado entre estas e as bactérias, a
superficie e os foliculos da pele, levando a uma atividade antimicrobiana tépica

ex vivo prolongada contra S. epidermidis.

Barbour et al.> (2013) inovaram ao realizar a sintese e caracterizagao de
nanoparticulas de hexametafosfato de clorexidina (NPs CLX-HMP). Neste
estudo, os pesquisadores observaram os perfis de eluicdo da CLX, sua
distribuicao, estrutura e eficacia antimicrobiana. O preparo das nanoparticulas
se deu pela mistura de solugdo aquosa de digluconato de CLX e
hexametafosfato de sddio na concentracao final de 5 mmol L~' e 0.5 mmol L™,
respectivamente. O potencial zeta e o tamanho das particulas foram analisados
por espalhamento de luz dindmico. Espécimes de vidro, curativo elastomérico e
titAnio foram cobertos com as nanoparticulas e entdo observados por
microscopia eletrobnica de varredura. A eluicdo de CLX dos materiais
funcionalizados com as nanoparticulas foi observada durante 60 dias de imersao
dos espécimes em agua deionizada, por espectrofotometria ultravioleta. Foram
realizados também os testes de Concentrag&o Inibitéria Minima (MIC) contra S.
aureus e P. aeruginosa, contagem de células viaveis totais e analise da
biomassa obtido pelo modelo de biofilme estatico. Os autores constataram que
as nanoparticulas possuiram carga altamente negativa (-50 mV) e tamanho
médio de 20-160 nm. As nanoparticulas aderiram rapidamente aos espécimes
de forma dose-dependente. Todos os espécimes funcionalizados exibiram
liberagdo de CLX; sendo que a magnitude, resposta a dose e dependéncia do
tempo variaram de acordo com o material. Houve elui¢ado gradual durante um

periodo de pelo menos 50 dias. Com relagdo as analises microbioldgicas, a
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suspensao coloidal de NPs CLX-HMP se mostrou eficaz contra as cepas
testadas em condi¢des planctdnicas e biofilme. Sendo assim os autores
concluiram que as NPs CLX-HMP poderiam ser aplicaveis em uma variedade de
materiais biomédicos e de consumo. Além disso, apontaram para uma potencial
aplicagao destas nanoparticulas em cimentos de ionbmero de vidro, uma vez
que as tentativas de aumentar a capacidade antimicrobiana deste material, por
adicao de digluconato ou diacetato de CLX, apresentou algum sucesso embora
tenham ocorrido alteragdes indesejaveis em suas propriedades mecanicas bem

como uma perda da eficacia antimicrobiana ao longo de algumas semanas.

Partindo dessa premissa, Hook et al.3!' (2014) desenvolveram um novo
CIV funcionalizado com NPs CLX-HMP. Neste estudo os autores reiteraram as
varias caracteristicas favoraveis que tornam os CIVs aplicaveis em diversas
situacbes clinicas e quao benéfico seria aumentar suas propriedades
antimicrobianas com o auxilio da nanotecnologia. As nanoparticulas foram
sintetizadas utilizando método semelhante ao de Barbour et al.® (2013). Foram
observados o tamanho e o potencial zeta das nanoparticulas em suspensao e
também o tamanho, morfologia e agregagao das mesmas por microscopia de
forgca atdmica. Em seguida, foi realizada a mistura de um CIV comercialmente
disponivel (Diamond Carve™, Kemdent, Purton, UK) as nanoparticulas nas
concentragdes de 1%, 2% 5%, 10%, 20% e 30%. Na concentragao de 30%, a
manipulacéo foi dificultada e o material ficou quebradico, por esta razéo, para os
testes posteriores foram utilizadas as concentragcbes de até 20%. Os autores
avaliaram, a liberacao de fluor e CLX e a resisténcia a tracao diametral do
material modificado. Os resultados mostraram que as NPs CLX-HMP estavam

carregadas negativamente, possuiam diametro entre 80 e 90 nm e formaram
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agregados com didmetro médio de 196 nm. Foi observado que todos os cimentos
com diferentes concentragdes do agente antimicrobiano liberaram CLX durante
todo o periodo do experimento, e que a liberagao foi dose-dependente. Ja a
liberacdo de fluor ndo foi afetada na maioria das formulacdes e a estrutura do
material ndo foi comprometida com a associacao de até 10% de nanoparticulas.
A resisténcia a tragcao diametral diminuiu com a adicéo de 10% e 20%, no entanto
nao houve diferenca estatisticamente significante. Com base nestes resultados
os autores acreditam que estes cimentos possam ter uma aplicagao clinica como
nanomateriais antimicrobianos que ajudem a prevenir ou reduzir a carie

secundaria protegendo os tecidos dentarios da infecgao bacteriana.

Wood et al.?8 (2015), testaram a hipotese de que as NPs CLX-HMP néo
apresentariam eficacia antimicrobiana quando usadas como revestimento para
titanio utilizado em implantes dentarios. Apds a sintese, a suspensao coloidal foi
levada ao microscépio eletrénico de varredura para formagdo das imagens.
Utilizou-se espectroscopia de Raios X energizante in situ para determinar a sua
composicao elementar. Apds o recobrimento das amostras de titdnio por 30
segundos com as NPs CLX-HMP foram obtidas imagens utilizando microscopia
eletrénica de varredura. Em uma segunda etapa foi observada a eluigdo da CLX
apo6s 99 dias de imersao em agua deionizada. A fim de determinar se a eluigéao
seria influenciada pela presencga de pelicula salivar, espécimes contendo esta
pelicula também foram avaliados. Por fim foi avaliada a eficacia antimicrobiana
contra a cepa S. gordonii. Os autores observaram que as nanoparticulas
mostraram didmetro médio de 49 nm havendo formagédo de agregados de
tamanho micrométrico, e em sua composicao foi confirmada a presenca de cloro

e fésforo. Houve liberagao prolongada de CLX, tanto na auséncia como na
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presenca da pelicula salivar, durante o periodo de estudo sem atingir um platé.
Os corpos de prova do grupo controle ndo exibiram liberacdo de CLX. As
superficies revestidas com as NPs CLX-HMP exibiram eficacia antimicrobiana
contra a colonizagao bacteriana primaria da cepa S. gordonii durante 8 horas.
Houve mais bactérias viaveis nas amostras de titdnio ndo revestidas com as
nanoparticulas apos 24 e 48 h. Este resultado se mostrou de forma mais
pronunciada na presenca da pelicula salivar, o que pode ter ocorrido devido a

retencao de CLX soluvel pela mesma.

Neste mesmo ano, Garner e Barbour?®* (2015) dando continuidade aos
estudos sobre as NPs CLX-HMP tornaram publicos os resultados de uma
pesquisa que teve como objetivo comparar a retencdo da CLX quando
administrada na forma de digluconato ou NPs CLX-HMP. A hipotese foi de que
nao haveria diferenga na liberagcao entre a forma nanoparticulada ou aquosa. A
sintese das nanoparticulas foi realizada de acordo com metodologia ja descrita
no estudo de Barbour et al.® (2013), de forma que a concentragéo final fosse de
1, 2,2 e 5 mM. Solugdes aquosas de digluconato de CLX foram preparadas nas
mesmas concentragdes. Discos de hidroxiapatita (n=6 por grupo) foram imersos
na suspensao/solucdo de CLX e a liberacao foi avaliada por espectrofotometria
ultravioleta apds imersao em agua deionizada durante 60 dias. Outro grupo de
espécimes contendo CLX na forma aquosa e nanoparticulada a 5mM e
espécimes sem CLX foram observados por microscopia eletrénica de varredura.
Os resultados indicaram que a liberagao foi de 2 a 3 vezes maior e sustentada
por mais tempo quando a CLX foi administrada na forma de NPs CLX-HMP nas
concentragdes de 2,2 e 5 mM. Nao houve diferenca estatisticamente significativa

na concentracdo de 1 mM.
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Neste estudo, as concentracbes usadas foram selecionadas com base
nos produtos comerciais que possuem concentracdo de CLX 0,2% o que
corresponde a uma concentragao molar de 2,2 mM. Assim, as solugcdes foram
preparadas com uma concentragao de 2,2 mM, bem como a metade e o dobro,
para investigar os efeitos das concentragdes que fossem clinicamente
relevantes. Em conclusido, as NPs CLX-HMP apresentaram potencial para o
tratamento de infeccdes bucais, bem como, para a prevencgao da transferéncia

microbiana para o trato respiratério.

Bellis et al.® (2016) avaliaram as propriedades de um protétipo de CIV
funcionalizado com uma pasta concentrada de NPs CLX-HMP. Segundo os
autores os métodos de sintese anteriormente relatados por Barbour et al.> (2013)
poderiam resultar em grandes agregados de NPs CLX-HMP que se formariam
durante o processo de confecgdo. Segundo eles, é possivel que esses
agregados sejam responsaveis pelos efeitos adversos sobre as propriedades
mecanicas observadas, por isso neste estudo o objetivo foi incorporar as
nanoparticulas ao CIV (Diamond Carve™, Kemdent, Purton, UK) de uma outra
forma. A pasta de NPs CLX-HMP foi sintetizada pela mistura de solucbes
aquosas (concentragdo 10mM) de digluconato de CLX e hexametafosfato de
sédio associadas a cloreto de potassio (1M). O teor de agua da pasta foi
estabelecido para permitir que a concentragdo do componente liquido do CIV
fosse ajustado de modo a representar a agua adicional na pasta. Foi observado
que a pasta consistia 83% agua e 17% nanoparticulas. A pasta foi associada ao
CIV nas concentragcées de 0,17%, 0,34%, 0,85%, 1,70% em massa de
nanoprticulas (1%,2%,5% e 10% em massa da pasta). Foram realizados os

testes de resisténcia a compressao apos 7 dias da confeccdo dos espécimes,
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resisténcia a tracdo diametral apds 7 e 436 dias, analise da liberagao de CLX e
analise in vitro da atividade antimicrobiana contra cepas de S. mutans.
Observou-se que houve liberagao de CLX sustentada por 436 dias e que esta
liberacdo ocorreu de forma dose-dependente e relacdo nao linear. A resisténcia
a tracao diametral dos espécimes apods 7 dias nao foi afetada até a concentracao
de 0,85% (5% em massa da pasta). Os valores de resisténcia a tracao diametral
nao foram afetados pelo envelhecimento, mas a quantidade de NPs CLX-HMP
necessaria para afetar adversamente a resisténcia a tragao foi menor apoés o
envelhecimento, 0,34% (2% em massa da pasta). A resisténcia a compressao
foi afetada negativamente pelas NPs CLX-HMP em substitui¢des de 0,85% ou
mais. A concentracdo testada na analise antimicrobiana (0,34%) mostrou a
formacgao de halos de inibigdo contra S. mutans diferente do grupo controle, no
qual ndo houve formacao do halo. Sendo assim, os autores concluiram que para
uma aplicagdo clinica deste novo protétipo seria melhor que a pasta de
nanoparticulas fosse incorporada aos CIVs em baixas concentragdes uma vez
que as mesmas nao afetaram negativamente as propriedades mecanicas e

demostraram algum efeito antibacteriano.

Buscando uma nova aplicacéo para este material nanomeétrico, Haseeb et
al.?® (2016) estudaram a sintese, caracterizagdo e eficacia antimicrobiana de
nanocapsulas de CLX, para uso na desinfec¢ao de canais radiculares. O preparo
das nanoparticulas se deu pela sintese do polimero e encapsulagao do farmaco.
A caracterizacao foi feita pela avaliacdo da eficiéncia de encapsulamento,
composi¢cado, morfologia e tamanho das particulas. As nanoparticulas foram
imersas em solugao PBS e caldo BHI durante 1 hora, 7,14 e 21 dias e depois

utilizadas nos testes de atividade antimicrobiana contra a cepa E. faecalis. Esta
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etapa foi realizada a fim de investigar o potencial de inibicdo bacteriana e
liberacdo do farmaco e para observar quanto tempo as nanocapsulas seriam
capazes de permanecer ativas dentro dos tubulos dentinarios. A investigagao do
comportamento térmico dos materiais sintetizados mostrou que a encapsulacao
da CLX foi alcancada. As nanoparticulas variaram em tamanho entre 300-500
nm, tamanho considerado pequeno o suficiente para a penetragao nos tubulos
dentinarios. As nanoparticulas mostraram inibicdo bacteriana aumentada
durante periodos de tempo mais longos, sendo assim, demonstraram potencial
como veiculo de farmacos para uso em tratamentos endoddnticos, pois o seu
tamanho e velocidade de liberacdo podem permitir uma inibicdo sustentada das

bactérias no sistema de canais radiculares.
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3 PROPOSIGAO

Proposicao Geral

Sintetizar e caracterizar as nanoparticulas de hexametafosfato de
clorexidina (NPs CLX-HMP) e avaliar as propriedades fisico—quimica,
antibacteriana e mecanica de um CIV de alta viscosidade modificado pela

incorporacao dessas nanoparticulas.

Proposicoes especificas:

. Avaliar a capacidade de liberacado de clorexidina e de liberacao de

flior antes e apds o recarregamento.

" Avaliar a composi¢cado microbiolégica, a atividade metabdlica e a

biomassa do biofilme formado sobre a superficie do material.

=  Avaliar a resisténcia de unido do material a dentina higida e afetada

por carie, nos periodos imediato e apds seis meses.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Sintese e preparo das nanoparticulas de hexametafosfato de

clorexidina (NPs CLX-HMP)

Solugao de digluconato de CLX a 20% e hexametafosfato de sédio (HMP)
(Sigma Aldrich, Gillingham, Reino Unido) foram misturadas em agua deionizada,
de modo que a concentragéo final foi de 4 mM de CLX e 5 mM de HMP (Hook et
al.3', 2014). A suspensido resultante de nanoparticulas de CLX-HMP foi
cuidadosamente colocada em ultrassom por aproximadamente 15 minutos para
dispersao das particulas. Apos a dispersao das particulas, as mesmas foram
congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas em um liofilizador de bancada
Enterprise | (Terroni Equipamentos Cientificos, S&do Carlos, SP, Brasil) por
aproximadamente 3 dias. O material resultante foi armazenado em tubos de

polietileno.

4.2 Caracterizagdao das nanoparticulas de hexametafosfato de clorexidina

(NPs CLX-HMP)

4.2.1 Espalhamento de Luz Dinamico

O tamanho das particulas foi analisado pela técnica de Espalhamento de
Luz Dindmico (DLS — Dynamic Light Scaterring). As nanoparticulas foram
solubilizadas em agua e a solugdo colocada em ultrassom por 5 minutos.
Utilizou-se o0 equipamento Zetasizer Nano ZS Malvem, na Embrapa
Instrumentagao, Sao Carlos - SP, em temperatura ambiente, com tempo de
equilibrio de 10 e 120 segundos. As medidas foram realizadas em triplicata e foi

considerada a média da distribuicao do tamanho das particulas.
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4.2.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

Para observar o tamanho, a morfologia e a agregagao das nanoparticulas,
estas foram depositadas sobre laminulas de vidro. As laminulas foram limpas
por ultrasonificagao durante 10 minutos em acetona, seguido por 10 minutos em
etanol. Em seguida, estas laminulas foram imersas por 30 segundos no
preparado fresco de nanoparticulas. O conjunto foi lavado em agua deionizada
corrente durante 10 segundos, e seco a temperatura ambiente. As laminulas
revestidas por nanoparticulas foram observadas nos aumentos de 20000x e
40000x usando um Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) (Inspect F50, FEI

Company, Oregon, EUA).

4.3 Determinagao da quantidade de p6é de nanoparticulas incorporado ao

Clv

O cimento de iondbmero de vidro usado foi o Ketac Molar EasyMix

(3M- ESPE Dental Products, St Paul, MN, EUA).

Inicialmente dez porgcdes de p6é do CIV, correspondentes a uma
colher medida cada, foram individualmente pesadas, com a finalidade de
determinar a média aritimética de uma colher medida do p6 do CIV. Com base
nesta média foi calculada a quantidade de pé de NPs CLX-HMP que foi usada
para substituir o pé do CIV nas fragbes de 1%, 2% e 5% em massa. O po6 de
nanoparticulas foi incorporado ao pé do CIV imediatamente antes da

manipulacido do cimento.

Para todos os experimentos, o CIV sem adi¢gao de nanoparticulas foi

utilizado como grupo controle.
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4.4 Avaliagao da liberagao de clorexidina e da liberacao de fluor antes e
apo6s o recarregamento

4.4 1 Confeccao dos espécimes

A manipulagao do material foi realizada mantendo a proporg¢ao po:liquido
(2,9:1) determinada pelo fabricante do CIV, em ambiente com temperatura
controlada (24 °C £ 1 °C). Imediatamente apds a mistura, os materiais foram
introduzidos com o auxilio de seringa Centrix (DFL Industria e Comércio S.A.,
Jacarepagua, Rio de Janeiro, Brasil) em matrizes de silicone medindo 6 mm de
didmetro interno e 3 mm de altura. Sobre a superficie do material, foram
colocadas uma tira matriz de poliéster e uma placa de vidro para auxiliar na

eliminacao dos excessos de material e garantir uma superficie plana e lisa.

ApOs a presa inicial do material, os espécimes foram removidos das
matrizes, colocados em recipientes plasticos individuais em atmosfera de 100%

de umidade e mantidos a 37 °C durante 24 horas.

4.4.2. Liberagao de CLX e Fluor

Foram usados 12 espécimes (superficie total igual a 113,1 mm?) de cada
grupo experimental (CIV + CLX-HMP 1%; CIV + CLX-HMP 2% e CIV + CLX-
HMP 5%) e do grupo controle (CIV) para avaliar a liberagéo de CLX e a liberagcéo
e recarregamento de fluor. Vinte e quatro horas apds a sua confecgéo, cada
espécime foi suspenso em um microtubo contendo 2 mL de agua deionizada
(razdo superficie total/liquido igual a 56,5 mm#*mL) e mantido sob agitacdo a
37°C (Banho maria metabdlico dubnoff reciprocante CE-160/RE, CIENLAB,

Campinas, Sao Paulo, Brasil). As avaliagbes foram realizadas nos periodos de



52

1h,24 h, 7,15 e 30 dias apos a imersao dos espécimes em agua deionizada e
foram apresentados dados cumulativos. Decorrido cada periodo, os espécimes
foram removidos dos microtubos, lavados com agua deionizada por 10
segundos, secos em papel absorvente e transferidos para um novo microtubo

contendo 2 mL de agua deionizada.

Para cada periodo de imersao dos espécimes, duas aliquotas de 300 uL
da agua deionizada de cada recipiente foram transferidas para pogos de placas
de 96 pocos e a concentracdo de CLX foi medida por espectrofotometria
ultravioleta (ELX 800 — Universal Microplate Reader; Bio-Tek instrument, Inc.,
VT, EUA) em comprimento de onda de 255 nm. A leitura foi convertida para
concentragéo de CLX com referéncia a padroes de calibracao de 2,5-30 ymol.L',
sendo os resultados apresentados em pmol/mL. A normalizacéo foi feita pela
subtracao da leitura para o grupo controle (CIV sem adi¢do de nanoparticulas),
corrigindo assim a absorgao a 255 nm por quaisquer outras moléculas presentes
no sistema (Hook et al.3', 2014).

Para a dosagem do fluor foi feita leitura em duplicata. Aliquotas de 500
ML dos extratos obtidos dos ClIVs foram misturadas com TISAB Il (Total lonic
Strenght Adjustment Buffer — Orion, n® 940911, Orion Research Inc., Boston, Ma,
EUA) na razéo de 1: 0,1 para evitar a formagao de complexos entre o fluor e
outros ions liberados pelos materiais. Essa analise foi realizada utilizando um
eletrodo especifico para ions fluor (Modelo 51928, Hach Company, Loveland,
Colorado, EUA), acoplado a um potenciédmetro (Analisador de ions Digital — EA
— 940, Orion Research Inc., Boston, MA, EUA) previamente calibrado pela leitura
em triplicata de uma série de solugdes padrao (0,03125 ug; 0,0625 ug; 0,125 ug;

0,25 pg; 0,5 ug; 1,0 yg; 2,0 ug e 4,0 ug de fluor/mL). Apds a calibragéo e a
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dosagem de cada 10 amostras foi realizado o teste de exatiddo com um padrao
de concentracdo conhecido (2,0 ug de fluor/mL). Os resultados foram obtidos em

milivolts (mV) e transformados em microgramas de fluor por mililitro (ug F/mL)

Completados 30 dias de imersdo em agua deionizada, os espécimes
(n=10 por grupo) foram imersos em gel neutro de fluoreto de sddio a 2% (Flugel,
Nova DFL, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil) por 4 minutos, lavados em
agua deionizada, secos em papel absorvente e recolocados em &gua
deionizada. As analises para a avaliagao da concentragao de fluor liberado foram
repetidas nos periodos de 1 h, 24 h, 7, 15 e 30 dias ap6s a aplicacao topica de

fldor.

4.5 Analise microbiolégica, da atividade metabdlica e da biomassa do

biofilme formado sobre a superficie do material
4.5.1 Coleta da saliva

A aprovacdo para coleta da saliva foi obtida junto ao Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia de Araraquara (CAAE
38991514.0.0000.5416) (ANEXO A) . Foi coletada a saliva estimulada de quatro
voluntarios adultos com idade entre 25 e 30 anos, saudaveis, denticao completa
e que nao tivessem feito uso de antibidticos ou antifungicos nos ultimos seis
meses. A saliva foi coletada no periodo da manha e os doadores estavam em
jejum e sem escovar os dentes por 24 horas (van de Sande et al.%3, 2011).
Durante a coleta, a saliva foi mantida em gelo. A saliva coletada por cinco
minutos foi diluida em glicerol (concentracao final 30%), aliquotas de 2 mL foram

transferidas para tubos esterilizados e armazenadas a — 80 °C.
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Uma das aliquotas foi imediatamente processada para a determinacdo da
concentragdo microbiana inicial da saliva de cada voluntario e da mistura da
saliva de todos os voluntarios, a fim de se verificar a taxa de crescimento

bacteriano dos microrganismos estudados.
4.5.2 Crescimento dos biofilmes polimicrobianos

Para o crescimento do biofilme polimicrobiano, foi usado o modelo de
aderéncia ativa de Exterkate et al.?’ (2010), com algumas modificagdes no
dispositivo para manutencéo da posigao dos espécimes. Espécimes (n=10 por
grupo e tipo de analise) dos grupos CIV (controle) e CIV com NPs CLX-HMP nas
concentracdes de 1%, 2% e 5%, com dimensdes de 6 mm de didmetro e 3 mm
de altura, foram confeccionados conforme descrito anteriormente, e em

condicdes assépticas.

Os espécimes ficaram suspensos verticalmente, em pocos de placas
de 24 pogos (Modelo 92024, TPP - Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Suica), contendo 1,8 mL do meio de cultura McBain composto por: mucina
gastrica suina (2,5 g/L), peptona bacterioldgica (2,0 g/L), triptona (2,0 g/L),
extrato de levedura (1,0 g/L), NaCl (0,35 g/L), KCI (0,2 g/L), CaCl, (0,2 g/L),
cloridrato de cisteina (0,1 g/L), hemina (0,001 g/L) e vitamina K1 (0,0002 g/L),
pH 7,0. Um inéculo 0,4 mL da saliva congelada foi adicionado e as placas foram
incubadas a 37 °C em condi¢cdes de anaerobiose (5-10% CO2 e <1% 02),
obtidas em gerador (BD GasPak EZ Gas Generating Container Systems) por 5

dias. O meio de cultura foi substituido por um meio fresco a cada 24 horas.
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4.5.3 Analise microbiologica do biofilme

Apds o crescimento dos biofilmes, os espécimes foram removidos dos pocos,
lavados por 10 segundos em NaCl 0,9% para remogao de células ndo aderidas
e transferidos individualmente para tubos contendo 2 mL de NaCl 0,9%. Os
biofiilmes foram dispersos em ultrassom (Cristofoli Equipamentos de
Biosseguranca LTDA, Campo Mourao, Parana, Brasil) durante 10 segundos. As
suspensdes foram sequencialmente diluidas e inoculadas em triplicata nos
seguintes meios de cultura: agar sangue para analise de microrganismos totais;
agar BHI com pH 4,7 para analise de bactérias aciduricas totais; agar mitis
salivarius suplementado com 0.2 U/mL de bacitrina e 15% de sacarose, para

analise de estreptococos do grupo mutans.

As placas foram incubadas a 37 °C, em anaerobiose (5-10% CO2 e <1%
O2) por 48 horas para o agar sangue, em 5% de CO2z por 48 horas para o agar
MSBS e em anaerobiose 96 horas para o agar BHI com pH 4,7. Em seguida, o
numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) foi obtido com o auxilio de
um contador de colbnias (CP 600 Plus, Phoenix Industria de Equipamentos
Cientificos, Araraquara, SP, Brasil). No caso de duvida na identificagdo das
coldnias de estreptococos do grupo mutans foram observadas as caracteristicas
morfotintoriais por meio da coloracdo de Gram. Os resultados foram

apresentados em UFC/ mL.

4.5.4 Analise da atividade metabdlica e da biomassa dos biofiimes

Os biofilmes foram obtidos pelas mesmas condicdes descritas

anteriormente.
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Para a avaliagao da atividade metabdlica dos biofilmes foi usado o ensaio
de XTT (Jin et al.35, 2004). As solugbes de XTT (1 mg/mL em PBS) e de
menadiona (0,4 mmol/L) foram preparadas, esterilizadas por filtragdo e
misturadas na razao de 5:1. Em seguida, 1,5 mL dessa mistura foram colocados
em cada poc¢o de placas de 24 pocgos, nos quais foram imersos os espécimes
contendo os biofilmes. As placas foram incubadas por 3 horas a 37 °C, e os

valores de absorbancia foram lidos a 490 nm.

A coloracao por cristal violeta foi usada para analisar a biomassa,
utilizando um outro conjunto de biofilmes. Os espécimes contendo os biofilmes
foram colocados em etanol por 15 min, secos a temperatura ambiente por
aproximadamente 20 min e imersos em solucao de cristal violeta por 5 min. Em
seguida, foram lavados com agua deionizada, secos novamente em temperatura
ambiente e imersos em acido acético 33% para remogao do cristal violeta. O
conteudo dos pocos foi transferido em triplicata (200 yL cada) para placas de 96

pocos e a absorbancia foi lida a 570 nm.

4.6 Avaliagao da resisténcia de unidao a dentina sadia e afetada por carie,

nos periodos imediato e apos seis meses
4.6.1 Selecao e distribuicdo dos dentes

Oitenta terceiros molares humanos higidos extraidos foram obtidos junto

ao Banco de Dentes da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP, apods
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aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da mesma instituico
(CAAE 38991514.0.0000.5416). Foram selecionados apenas os dentes sem
defeitos anatdomicos e estruturais. Estes foram armazenados em solugao de timol
a 0,1% sob refrigeragao (4°C) até o momento da sua utilizagdo. Os dentes foram
aleatoriamente divididos em dois grupos (n=40) de acordo com a condigédo do
substrato (dentina afetada por carie e dentina sadia) e, em seguida, cada um
destes grupos foi dividido em quatro sub grupos (n=10) (CIV; CIV + CLX-HMP

1%; CIV + CLX-HMP 2% e CIV + CLX-HMP 5%).

4.6.2 Obtencao da superficie de dentina

Os dentes foram cortados transversalmente no terco oclusal da coroa,
com a finalidade de produzir uma superficie plana em dentina. O corte foi
realizado com o auxilio de cortadeira metalografica (ISOMET 1000, Buehler Ltd,
Lake Bluf, IL, EUA) equipada com disco diamantado (n.11-4254, Buehler Ltd.
Lake BIluf IL, EUA), com velocidade de 300 rpm e forca de 200 df, sob
refrigeracdo constante. As superficies foram inspecionadas em lupa
estereoscopica (Modelo SZX7, Olympus, S&o Paulo, Brasil) com
aproximadamente 40 vezes de aumento para comprovar a auséncia de

remanescentes de esmalte sobre a superficie dentinaria.

4.6.3 Indugéo artificial de lesdo de carie
Os dentes que passaram pelo processo de inducao artificial de carie
(n=40) tiveram uma das raizes perfurada e transfixada com um fio ortodéntico

para permitir que eles ficassem suspensos no meio cariogénico. Estes foram
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impermeabilizados com duas camadas de esmalte acido resistente, deixando
apenas a superficie dentinaria exposta, e foram posicionados em um béquer e
enviados para esterilizagdo com oxido de etileno. Em seguida, os dentes foram
suspensos em solugdo cariogénica (caldo BHI suplementado com 2% de
sacarose, 1% de glicose e 0,5% de extrato de levedura; 25 mL/ dente) e foi feita
a inoculagdo com 10° UFC/mL de S. mutans ATCC 25175 (Colegao de Culturas
Tropical Fundac&o André Toselo). O conjunto foi incubado em microaerofilia por
14 dias a 37 °C, com trocas da solugdo cariogénica a cada 48 horas, sem a
inoculagdo de novos microrganismos. Apos o periodo de incubacéo, o biofilme
foi removido com gaze e o material isolante com o auxilio de ldminas de bisturi.
Os dentes foram abundantemente lavados em agua deionizada e a superficie de
dentina apresentou-se escurecida e amolecida ao toque com sonda exploradora

aplicada sem pressao.

4.6.4 Inclusado dos dentes em resina acrilica e remocéao do tecido cariado

Todos os dentes foram incluidos em resina acrilica autopolimerizavel,
usando como matriz um tubo cilindrico de PVC com 20 mm de didmetro externo
por 18 mm de altura, de forma que a superficie de dentina ficasse centralizada e
paralela a base do tubo.

Nos dentes artificialmente cariados, a dentina infectada foi manualmente
removida com lixas de carbeto de silicio de granulagdo 320, até a obtencéo de
uma dentina endurecida e resistente ao toque com sonda exploradora sem
pressdo (dentina afetada). Na tentativa de obter uma profundidade dentinaria

semelhante entre os dentes afetados por carie e os dentes mantidos
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higidos, os ultimos também foram desgastados com a mesma lixa. Todos os

procedimentos foram realizados por um unico operador previamente treinado.

4.6.5 Confeccao dos espécimes

Na superficie dentinaria de cada dente foram confeccionados dois
espécimes. Inicialmente, foi realizada a delimitacdo das areas adesivas
utilizando-se fita adesiva dupla face acido resistente (3M do Brasil, Sumaré, SP,
Brasil) com duas perfuragdes (didmetro de 1,2 mm) confeccionadas com o
auxilio de um perfurador de lengol de borracha adaptado (modelo Ainsworth,
Wilcos do Brasil Industria e Comércio Ltda, Petropolis, RJ, Brasil). Em seguida,
as areas delimitadas em dentina foram tratadas com o liquido do CIV por 10
segundos, lavadas com jato de agua-ar por 10 segundos e secas com papel
absorvente. Matrizes cilindricas transparentes de silicone com 1 mm de altura e
orificio de 1 mm de didmetro foram obtidas pelo corte de sonda uretral
descartavel (Embramed, S&o Paulo, SP, Brasil). Estas foram posicionadas sobre
as areas de dentina exposta e utilizadas como matriz para a confecgédo dos
especimes.

O material foi manipulado em temperatura ambiente controlada (24 + 1
°C), conforme as recomendagdes do fabricante do CIV (3M — ESPE Dental
Products, St. Paul, MN, EUA) e inserido nas matrizes com o auxilio de uma
seringa Centrix (DFL, Industria e Comércio S.A, Jacarepagua, RJ, Brasil). A
superficie do material foi protegida com vaselina e o conjunto (troquel + matriz
plastica + espécime) foi armazenado em estufa a 37 °C com 100% de umidade
durante 24 horas. Em seguida, a matriz de um dos espécimes de cada dente foi

cortada com o auxilio de uma lamina de bisturi numero 15 (Embramed,
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Jurubatuba, SP, Brasil) e removida. Este espécime foi tracionado imediatamente
apds a remocao da matriz.

Em seguida, a matriz do outro espécime foi removida e este foi
armazenado em saliva artificial, pH 6,8 (20 mL/espécime), a 37 °C, por seis
meses para posterior realizacdo do teste de microcisalhamento. Durante este
periodo a saliva artificial teve seu pH monitorado mensalmente com o auxilio de
um pHmetro (Modelo Q400AS, Quimis Aparelhos Cientificos, Diadema, SP,

Brasil).

4.6.6 Ensaio mecanico de microcisalhamento

O ensaio mecanico de microcisalhamento foi realizado em maquina para
testes mecanicos (DL-Digital Line, EMIC, Parana, Brasil), previamente ajustada
para forcas de tragcdo. Para a execucao do teste, foi usado um fio metalico de
0,2 mm de diametro lagando simultaneamente o corpo-de-prova o mais proximo
possivel da unido material/dentina e o prolongamento da célula de carga. Os
movimentos de tragcdo foram realizados utilizando célula de carga de 100 N a
uma velocidade de 0,5 mm/min. Os testes foram iniciados por meio de um
programa computadorizado especifico (Tesc-Test Script, EMIC Equipamentos
de Ensaio Ltda, Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil) e prosseguiram até que
ocorresse a fratura. Os resultados de resisténcia de unido foram dados pelos
valores de tensdo maxima suportada pela unido dentina/material, em

MegaPascal.
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4.6.7 Analise dos padrdes de fratura

O padrao de fratura de cada espécime foi avaliado por um unico
examinador treinado, com o auxilio de microscopio de luz (Modelo SZX7
Olympus, Sdo Paulo, Brasil) e aumento que permitisse a analise adequada
(aproximadamente 40x). As fraturas foram classificadas como adesivas (falha
entre substrato e material restaurador), coesivas em dentina ou em material
(falha em dentina ou em material, respectivamente) e mistas (combinagao de
falhas adesiva e coesiva). O operador desconhecia o grupo ao qual cada

espécime pertencia.

4.7 Analise estatistica

Os resultados das analises de caracterizagao das NPs CLX-HMP foram

apresentados de forma descritiva.

Para a liberacdo de CLX, apenas os grupos contendo 2% e 5% de
nanoparticulas apresentaram liberacdo em niveis detectados pelo método
utilizado. Os dados nao apresentaram distribuicdo normal (Shapiro-Wilk,
p<0,036), foram entdo aplicados o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para
comparagao entre os materiais e o teste de Friedman complementado pela
comparagao multipla de médias de ordens para identificar os periodos em que a

liberagdo mostrou diferenca significativa.

A significancia da influéncia da adicdo de diferentes concentragdes de
NPs CLX-HMP ao CIV sobre a liberacao de fluor antes e apds a aplicagao topica
de gel neutro de fluoreto de sédio, nos cinco periodos de analise foi avaliada pelo
teste ANOVA de medidas repetidas mista. Antes da aplicacao topica, a maioria

dos grupos mostraram distribuicdo normal dos dados (Shapiro-Wilk; p=0,077), e,
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apos a aplicagéo topica, todos os grupos apresentaram distribuigdo normal
(Shapiro-Wilk; p=0,079). Entretanto, para ambos os grupos de dados, o
pressuposto de esfericidade da matriz de variancias-covariancias nao foi
alcancado (Mauchly; p<0,001). Portanto, aplicou-se a corregéo pelo fator Epsilon
de Greenhouse-Geisser e, para identificar os pares de médias que diferiam entre
si, para a interagao entre os fatores e para os momentos avaliados, procedeu-se

a comparacgao multipla de médias com correcéo de Bonferroni.

Os dados de contagem de microrganismos do biofilme foram
transformados em logaritmo na base 10, ndo apresentando distribuigdo normal
(Shapiro-Wilk; p<0,027) e foram analisados pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis. Na avaliacdo do metabolismo celular todos os grupos
apresentaram distribuicdo normal dos dados (Shapiro-Wilk; p=0,066), com
excecdo de um deles (Shapiro-Wilk; p=0,025), e houve homogeneidade de
variancias (Levene; p=0,865). Portanto, considerou-se uma tendéncia a
normalidade e a analise foi conduzida pelo teste de Analise de variancia a um
fator. A analise da biomassa mostrou distribuicdo normal dos dados (Shapiro-
Wilk; p=0,050), porém nao houve homogeneidade de variancias (Levene;
p=0,008), por este motivo foi aplicada a Analise de variancia a um fator, com

correcao de Welch.

Para os dados de resisténcia de unidao (em Mpa), a maioria dos grupos
mostraram normalidade (Shapiro-Wilk; p=0,065), com excec¢ao de dois grupos
(p=0,036 e p=0,039). Assim, considerou-se uma tendéncia a normalidade e
optou-se pela analise paramétrica pois trata-se de um experimento fatorial onde
a ANOVA a 3 fatores possui robustez de analise. Como o pressuposto de

homocedasticidade nao foi obedecido (Levene, p<0,001), a complementacao da
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analise, quando necessaria foi feita pelo pds-teste de Games-Howell para dados

heterocedasticos.

Para os padrbes de fratura, foram realizadas duas leituras e aplicada a
estatistica Kappa (K=0,69 - concordancia substancial) (Landis, Koch*?,1977). Em
seguida, foi selecionada a primeira leitura, e aplicado o teste de Qui-quadrado
para comparar as proporcdes dos padrées de fratura entre as condicbes do
substrato, os periodos de envelhecimento e entre as diferentes concentracoes
de nanoparticulas adicionadas ao CIV. As falhas pré-teste foram computadas,

porém nao foram consideradas para a analise estatistica.

Todos os testes estatisticos foram efetuados pelo software PASW
Statistics (v.22, SPSS Inc, Chicago, IL) considerando-se uma probabilidade de

erro tipo | (a) de 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagao das nanoparticulas CLX-HMP

Os resultados entre as trés medidas de dispersdo usando o Teste de
Espalhamento de Luz Dinamica, com o tempo de equilibrio em 10 s mostraram
picos de tamanho centrados em torno de 60 nm, variando até cerca de 100 nm
(Figura 1). Quando o tempo de equilibrio foi alterado para 120 s, pode-se notar
que houve precipitacdo das nanoparticulas e formagao de aglomerados (Figura

2).

Figura 1- Grafico representativo da dispersao das nanoparticulas com tempo de

equilibrio em 10 segundos.
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Fonte: Autoria préopria com a colaboragdo da Dr? Lidiane Patricia Gongalves, do Laboratério
Interdisciplinar de Eletroquimica e Cerdmica (LIEC), Departamento de Quimica, Universidade
Federal de S&o Carlos, Séo Carlos, SP, Brasil.
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Figura 2- Grafico representativo da dispersao das nanoparticulas com tempo de

equilibrio em 120 segundos
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Fonte: Autoria prépria com a colaboragdo da Dr? Lidiane Patricia Gongalves, do Laboratério
Interdisciplinar de Eletroquimica e Cerdmica (LIEC), Departamento de Quimica, Universidade
Federal de Sao Carlos, Sao Carlos, SP, Brassil.

As imagens em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) mostram que os
agregados formados pelas nanoparticulas de CLX-HMP podem ser grandes
atingindo varios micrometros. As nanoparticulas individuais que compdem estes

agregados se apresentaram regularmente com forma globular (Figura 3).

Figura 3 - (A) Imagem em MEV das NPs CLX-HMP com aumento de 20.000x e (B)

detalhe da figura A com aumento de 40.000x.
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Fonte: Autoria propria com a colaboragdo da Dr? Lidiane Patricia Gongalves, do Laboratério
Interdisciplinar de Eletroquimica e Cerdmica (LIEC), Departamento de Quimica, Universidade
Federal de Sao Carlos, Sao Carlos, SP, Brasil.
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5.2 Liberagcao de CLX e liberagao de fluor antes e apés recarregamento

Os grupos CIV e CIV + CLX-HMP 1% nao apresentaram niveis de
liberacdo de clorexidina detectaveis pelo método utilizado neste estudo. Os
grupos CIV + CLX-HMP 2% (Md=0,3 pymol/mL) e CIV + CLX-HMP 5% (Md=0,1
pmol/mL) ndo apresentaram diferenga significativa (Mann-Whitney, p=0,072),
mas em ambos a liberagdo de CLX foi influenciada pelos periodos de analise
(Friedman, p=0,013 e p<0,001). Como mostram as comparagdes multiplas
apresentadas na Tabela 1, diferengas significativas na liberacdo de CLX
ocorreram apenas entre os periodos de 1 hora e 15 dias para os grupos CIV +
CLX-HMP 2% (p=0,002) e CIV + CLX-HMP 5% (p=0,037), e entre os periodos
de 1 dia e 15 dias para o grupo CIV + CLX-HMP 5% (p=0,022).

Tabela 1- Liberacdo cumulativa de clorexidina (mediana, percentil 25 e percentil 75)

observada no cimento de iondbmero de vidro contendo diferentes concentragdes de

nanoparticulas CLX-HMP, de acordo com o periodo de analise

Liberagdo Cumulativa de Clorexidina (umol/mL)

Periodo
CIV + CLX-HMP2% CIV + CLX-HMP5%
(n=10) (n=10)

1hora 0,1 (0,0-0,3) 0,0 (0,0-0,1)°
1dia 0,3 (0,0-0,7)2 0,0 (0,0-0,1)°
7dias 0,9 (0,0-1,1) 0,3(0,2-0,6)%
15 dias 1,2 (0,5-1,9)° 0,5 (0,2-1,2)2
30 dias 1,2 (0,0-1,3) 0,6 (0,0-1,0)2

Para cada material, letras iguais na comparagao entre periodos indicam grupos homogéneos
e letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa para um nivel de confianga
de 95% (teste de Friedman com pos-teste ndo paramétrico de comparagédo aos pares;
p<0,037).

Fonte: Elaboragéao propria.



67

A liberagdo média inicial de fluor foi significativamente diferente entre os
CIVs contendo diferentes concentragdes de nanoparticulas (p<0,001, Eta=0,649,
Poder =1,000), sendo a liberagdo maior no grupo CIV + CLX-HMP 5% (p<0,001),
seguido pelos grupos CIV + CLX-HMP 2% e CIV + CLX-HMP 1%, que nao
apresentaram diferengca (p=0,504). O grupo CIV, ndo apresentou diferenca
quando comparado ao CIV + CLX-HMP 1% (p=0,239), mas liberou quantidade
de fluor inferior ao grupo CIV + CLX-HMP 2% (p=0,002).

Com relagcdo aos periodos de analise, observou-se diferencas
estatisticamente significativas e de magnitude elevada na liberagao de fluor entre
os cinco periodos (p<0,001, Eta=0,984, Poder =1,000), com maior concentragéo
de fluor liberada quanto maior o periodo (p<0,001).

Além disso, a liberacao de fluor nos diferentes periodos sofreu a influéncia
da concentragao de nanoparticulas adicionada ao CIV, conforme demonstrado
pela interagcdo significativa entre esses fatores (p<0,001, Eta=0,758,
Poder=1,000).

A Tabela 2 mostra um resumo do efeito do periodo e da concentragao de
nanoparticulas de CLX-HMP adicionadas ao CIV, na liberagdo de fluor. De
acordo com as comparagdes multiplas, diferengas estatisticamente significativas
ocorreram entre os 5 periodos, para todos os materiais estudados (p<0,001), e,
nos periodos de 7, 15 e 30 dias, a liberagao de fluor foi significativamente maior

no grupo CIV + CLX-HMP 5% (p<0,017).
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Tabela 2- Liberagao cumulativa de fluor (média e desvio padrao) observada no cimento
de ionbmero de vidro contendo diferentes concentragbes de nanoparticulas de CLX-

HMP, de acordo com o periodo de analise

Liberagdo cumulativa de flaor (ugF/mL)

Periodo cIv CIV + CLX- CIV + CLX- CIV + CLX- Total
(n=12) HMP1% (n=12)  HMP2% (n=12) HMP5% (n=12)

1hora 514 (1695 515 (1,48)Ea 6,01 (1,052  563(0,62)2 548 (1,29)F

1dia 21,08 (356)® 23,67 (6,63 26,04 (4,41)0  27.47 (1,68)°2 24,56 (4,95)°

7dias 56,75 (6,80)°c 66,91 (16,38)cc 72,41 (8,01 84,35 (4,84)= 70,11 (13,98)C

15dias 78,36 (8,66)Bc 89,85 (20,80)B 98,76 (10,35)8> 127,72 (6,82)Ba 98,67 (22,26)8

30dias 104,71 (11,61)A° 119,65 (26,49)"c 134,69 (18,30)"* 180,66 (9,64)*@ 134,93 (33,51)A

Total 53,21 (37,43)c 61,05 (4543) 67,58 (48,36)° 85,17 (64,94)° 62,72 (30,24)

Letras mailsculas (comparacao entre periodos) e minusculas (comparagdo entre
materiais) iguais indicam grupos homogéneos e letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significativa para um nivel de confianca de 95%.

Fonte: Elaboracao prépria.

ApoGs aplicagao topica, a liberagdo média de fluor foi significativamente
diferente entre os grupos (p<0,001, Eta=0,580, Poder =1,000), sendo a liberagao
do grupo CIV + CLX-HMP 5% estatisticamente superior aos demais grupos (p <
0.007). O grupo CIV + CLX-HMP 2% foi semelhante aos grupos CIV + CLX-HMP
1% e CIV (p=0,903 e p=0,160, respectivamente), e o CIV + CLX-HMP 1% foi

superior ao CIV (p=0,002).
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Com relagcdo aos periodos de analise, observou-se diferencas
estatisticamente significativas e de magnitude elevada na liberagao de fluor entre
os cinco periodos (p<0,001, Eta=0,981, Poder =1,000), tendo os materiais no
periodo de 30 dias apresentado liberagao significativamente maior, seguido por
15 dias, 7 dias, 1 dia e 1 hora (p<0,001).

Adicionalmente, apdés o recarregamento, a liberacdo de fluor nos
diferentes periodos sofreu a influéncia da concentragdo de nanoparticulas,
conforme demonstrado pela interac&o significativa entre esses fatores (p<0,001,
Eta=0,729, Poder=1,000). A Tabela 3 mostra um resumo das comparagdes
multiplas evidenciando o efeito do periodo e da concentragao das NPs CLX-HMP

na liberacao de fluor apds o recarregamento.
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Tabela 3- Liberagdo cumulativa de fluor apds recarregamento (média e desvio padrao)

observada no cimento de ionédmero de vidro contendo diferentes concentragdes de

nanoparticulas CLX-HMP, de acordo com o periodo de analise

Periodo

Liberagédo cumulativa de fluor (ugF/mL) apds recarregamento

Clv
(n=10)

CIV +
CLX-HMP1%
(n=12)

CIV +
CLX-HMP2%
(n=10)

CIV +
CLX-HMP5%
(n=12)

Total

1hora

1dia

7dias

15 dias

30 dias

17,70 (5,73)Ee

22,65 (6,47)Pc

38,64 (7,79)Cc

49,55 (9,13)e

69,93 (11,10)A

30,19 (7,34)Eab

37,19 (8,09)Pab

56,13 (10,61)Ca

66,93 (11,51)B°

86,37 (14,06)A°

22,78 (6,46)E

29,20 (6,58)Pbe

49,01 (7,39)Cbe

61,78 (8,60)B

84,36 (9,30)Ab

34,96 (9,08)E=

41,02 (9,69)02

62,94 (11,60)Ca

83,51 (13,11)Ba

121,98 (16,24)r

26,97 (9,76)E

33,11 (10,47)P

52,39 (13,00)°

66,33 (16,23)8

91,89 (23,42)A

Total

39,69 (20,67)°

55,36 (22,89)°

49,43 (23,74)c

68,88 (33,99)

53,78 (19,35)

Letras maiusculas (comparagao entre periodos) e minusculas (comparagéo entre
materiais). Letras iguais indicam grupos homogéneos e letras diferentes indicam
diferenca estatisticamente significativa para um nivel de confianca de 95%.

Fonte: Elaboracao prépria.

5.3 Analise microbiolégica, atividade metabdlica e biomassa do biofilme

Na Tabela 4 sdo apresentadas as medianas, percentil 25 e percentil 75

da contagem de microrganismos em Log10 UFC/mL em biofiimes formados

sobre os espécimes de cada grupo experimental. O teste de Kruskal-Wallis ndo

apontou diferengas significativas na contagem de bactérias anaerdbias totais, S.

mutans e bactérias aciduricas totais, para as diferentes concentracbes de

nanoparticulas adicionadas ao CIV (p20,470).
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Tabela 4- Quantificagdo de microrganismos no biofilme formado sobre o cimento de
iondmero de vidro contendo diferentes concentracdes de nanoparticulas CLX-HMP, por

um periodo de 5 dias (mediana, Percentil 25, Percentil 75)

Contagem Microrganismos (Log10 UFC/mL)

Material Bactérias S. mutans Bactérias
anaerdbias totais aciduricas totais
CIV (n=10) 7,71 (7,05-7,74) 4,82 (4,46-6,63) 7,49 (6,89-7,76)

CIV + HMP-CLX 1% 7,66 (6,93-7,72) 4,11(3,12-5,81) 6,79 (6,66-7,85)

(n=10)

CIV + HMP-CLX 2%
(n=9)

7,62 (7,09-7,69) 3,90 (3,09-4,88) 7,38 (6,60-7,77)

CIV + HMP-CLX 5% 7,62 (7,23-7,75) 5,36 (3,06-6,03) 7,62 (6,76-7,74)

(n=9)

valor de p* 0,875 0,470 0,984

*Auséncia de diferenga estatisticamente significativa para um nivel de confianga de
95% (teste de Kruskal-Wallis; p>0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.

A atividade metabdlica (ensaio do XTT) e a analise da biomassa
(coloragéao por cristal violeta) dos biofilmes polimicrobianos formados sobre os
espécimes ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa para as
diferentes concentracdes de nanoparticulas adicionadas ao CIV. Isto €, a adigao
dessas nanoparticulas ndo melhorou a atividade antibacteriana do CIV (Tabela

5).
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Tabela 5- Atividade metabdlica e quantificagcdo da biomassa (média e desvio-padrao)
em biofilmes polimicrobianos formados sobre a superficie de cimentos de ionébmero de

vidro contendo diferentes concentragdes de nanoparticulas CLX-HMP durante 5 dias.

Absorbancia
Material Atividade Metabdlica*™™ Biomassa***
CIV (n=10
( ) 1,31 (1,11) 2,81 (0,55)
CIV + HMP-CLX 1%
(n=10) 1,22 (0,96) 3,09 (0,19)
CIV + HMP-CLX 2%
(n=10) 1,34 (0,99) 3,01 (0,30)
CIV + HMP-CLX 5%
(n=10) 1,06 (1,03) 2,86 (0,51)
valor de p* 0,928 0,335

* Auséncia de diferenca estatisticamente significativa para um nivel de confianga de
95% (**ANOVA a um fator e ***ANOVA a um fator com corregdo de Welch; p>0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.

5.4 Resisténcia de uniao do material a dentina sadia e afetada por carie,

nos periodos imediato e apos seis meses.
A Tabela 6 mostra as médias e desvios-padrao da resisténcia de uniao
para o CIV modificado nas duas condicbes de substrado e periodos de

envelhecimento.

Na comparacao entre as condicdes do substrato, a média de resisténcia
de uniao foi 6,70 (£ 2,25) MPa para a dentina sadia, e 5,07 (£ 2,80) MPa para a
dentina afetada por cérie, sendo a diferenga significativa (p<0,001, Eta=0,115,
Poder=0,988). Para os periodos de envelhecimento, a diferenga também
mostrou-se significativa (p<0,008, Eta=0,049, Poder=0,756), sendo as médias

para 24 horas e 6 meses, 6,38 (+ 2,46) MPa e 5,40 (x 2,78) MPa,
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respectivamente. Também houve diferenga significativa entre os valores de
resisténcia de unido quando se analisou as diferentes concentragcdes de
nanoparticulas de CLX-HMP adicionadas ao CIV (p<0,009, Eta=0,080,
Poder=0,834), e, ndo houve interagéo significativa entre nenhum dos fatores

estudados (ANOVA a trés fatores, p=0,501).

Assim, independente da condicdo da dentina e do tempo de
armazenamento, a comparagcdo aos pares mostrou auséncia de diferenca
significativa entre os grupos CIV, CIV + CLX-HMP 1% e CIV + CLX-HMP 2%
(Games-Howell, p=0,192). O grupo CIV + CLX-HMP 5% apresentou valores de
resisténcia de unido similares aos grupos CIV + CLX-HMP 1% e CIV + CLX-HMP
2% (Games-Howell, p=0,163), porém significativamente inferiores apenas aos
do grupo controle CIV (Games-Howell, p=0,014).

Tabela 6 — Resisténcia de unido do cimento de iondbmero de vidro de acordo com a

condicdo do substrato dentinario, periodo de envelhecimento e concentracdo de

nanoparticulas adicionadas ao material.

Resistencia de unido (em Mpa)

Condic&o do Média + DP”
Substrato Material Periodo de envelhecimento
24 horas 6 meses
Clv 8,427 74120
Dentina Sadia CIV + CLX-HMP 1% 7,4 +21 6,724
CIV + CLX-HMP 2% 6,8+ 1,8 6,0+1,8
CIV + CLX-HMP 5% 5,8+ 2,6 51+1.3
Clv 6,2+ 2,0 5,0 £ 3,1
Dentina Afetada por CIV + CLX-HMP 1% 5,6£2,7 5139
carie CIV + CLX-HMP 2% 5,6+ 3,0 3,6+2,0
CIV + CLX-HMP 5% 5314 356+34

* n=10 por grupo, com excegao para os grupos CIV + CLX-HMP 2% (n=9) e CIV
+ CLX-HMP 5% (n=8), no periodo de 6 meses, em dentina afetada por carie.
Fonte: Elaboracao prépria.
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A Tabela 7 mostra o numero e a porcentagem de falhas de acordo com o
tipo. Apenas a condi¢ado do substrato mostrou uma influéncia significativa nos
tipos de falha (Qui-quadrado; p=0,009), tendo a unido do material com a dentina
sadia apresentado 20% de falhas adesivas, enquanto na unido com a dentina
afetada por carie, a porcentagem de falhas adesivas foi de apenas 3,75%.
Também foi observada maior porcentagem (5%) de falhas coesivas na dentina
afetada por carie quando comparada com a dentina sadia (1,25%). Falhas mistas
prevaleceram para todos os materiais (= 52,5%), independente do periodo de
envelhecimento dos espécimes e da condi¢gao do substrato. Falhas pré-teste
ocorreram em apenas 3 espécimes na dentina afetada por carie, no periodo

tardio.
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Tabela 7 — Distribuicdo dos tipos de falha em funcao das condi¢cdes do substrato,

periodo de envelhecimento e concentragdo de nanoparticulas de CLX-HMP adicionadas

ao cimento de iondbmero de vidro.

Tipo de Falha*

Coesiva Coesiva Pré- TOTAL valor
Adesiva Mista de de teste de p
material Dentina
Substrato Dentina 16 47 16 1 0 80 0,009**
sadia (20,00%) (58,75%) (20,00%) (1,25%) (0,00%) (100,00%)
Dentina 3 48 22 4 3 80
afetada por  (3,75%) (60,00%) (27,25%) (5,00%) (3,75%) (100,00%)
carie
Periodo 24 horas 1 47 20 2 0 80 0,866
(13,75%) (58,75%) (25,00%) (2,50%) (0,00%) (100,00%)
6 meses 8 48 18 3 3 80
(10,00%) (60,00%) (22,50) (3,75%) (3,75%) (100,00%)
Clv 7 23 10 0 0 40 0,081
Material (17,5%) (57,5%) (25,00%) (0,00%) (0,00%) (100,00%)
CIV + 7 26 6 1 0 40
HMP-CLX  (17,50%) (65,00%) (15,00%) (2,50%) (0,00%) (100,00%)
1%
CIV + 3 21 1M 4 1 40
HMP-CLX (7,50%) (52,50%) (27,50%) (10,00% (2,50%) (100,00%)
2% )
CIV + 2 25 1M 0 2 40
HMP-CLX (5,00%) (62,50%) (27,50%) (0,00%) (5,00%) (100,00%)

5%

* Os valores representam frequéncia absoluta (porcentagem do total de espécimes do

grupo)

** Diferenca estatisticamente significativa para um nivel de confianca de 95% (teste de
Qui-quadrado; p<0,05).
Fonte: Elaboracao prépria.



76
6 DISCUSSAO

Aspectos desfavoraveis da cavidade bucal, como alteragdes constantes
de temperatura e pH salivar, contribuem para a solubilidade de alguns materiais
restauradores e ocorréncia de deficiéncias na qualidade do selamento marginal
das restauragdes, proporcionando condi¢cdes propicias para o desenvolvimento
de lesbes de carie secundaria (Naik et al.*6, 2017). As propriedades fisico-
quimicas do material restaurador podem exercer influéncia sobre o volume e a
cariogenicidade do biofilme formado ao redor e sobre as restauragdes, e, desta
forma, interferir diretamente no desenvolvimento dessas lesdes (Lai et al.?d,

2013; Naik et al.*6, 2017).

Entre os materiais existentes, os cimentos de ionébmero de vidro (CIVs)
tem se mostrado a melhor opgdo em inimeras situagées clinicas (Tyas %4, 1991),
pois possuem adesao as estruturas dentarias requerendo um minimo preparo da
superficie, menor sensibilidade a técnica do que as resinas compostas,
biocompatibilidade e liberagdo de ions (Hook et al.3', 2014). Estudos in vitro
demonstraram que a liberacdo de fluor oferece um efeito protetor contra a
desmineralizagdo dos tecidos dentarios proximos a restauragao (Hicks, Flaitz®,
2000; Glasspole et al.?®, 2001). Além de atuar no processo de
des/remineralizacao dos tecidos dentarios, o fluor pode interferir na formacéo do
biofilme (Wiegand et al.6”, 2007). No entanto, como a liberagao de ions apresenta
um padrao inicial intenso e diminui rapidamente, a capacidade dos CIVs em

controlar a formacgao do biofilme é limitada (Al Naimi et al.2,2008).

Entre as diversas substancias utilizadas para melhorar a propriedade
antibacteriana dos CIVs, a clorexidina tem sido a mais pesquisada por nao

provocar uma real resisténcia antimicrobiana (Meyer, Cookson*®, 2010;Barbour
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et al.’, 2013; Garner, Barbour.?*, 2015). As formas mais comuns de
apresentacdo da clorexidina usadas em associagdo com os CIVs sio: o
diacetato, forma estavel e de facil mistura ao pé (Turkun et al.’?, 2008), e o
digluconato, um sal altamente soltvel em agua (Barbour et al.5, 2013). Embora
estudos in vitro tenham mostrado algum sucesso com estas formas de
apresentacdo, o uso da clorexidina em concentracdes elevadas acarreta
alteracdes indesejaveis nas propriedades fisico-mecanicas do material e a
eficacia antimicrobiana dura apenas algumas semanas (Takahashi et al.%8, 2006;

Tarkun et al.%?, 2008; Tlzliner et al.3, 2011).

Com o intuito de potencializar o efeito antibacteriano a longo prazo de um
CIV de alta viscosidade, propbs-se neste estudo, associar este cimento a
nanoparticulas de hexametafosfato de clorexidina (NPs CLX-HMP), uma

tecnologia recentemente desenvolvida.

A sintese deste tipo de nanoparticulas se da pela reacédo de precipitacao
entre a solugédo aquosa de digluconato de clorexidina a 20% e o hexametafosfato
de sddio em agua deionizada, sob agitagao e temperatura ambiente controlada,
resultando na formacéao instantdnea de um coléide constituido por NPs CLX-
HMP. Com base no estudo de Hook et al.3' (2014) no qual foram observados
danos as propriedades fisico-mecanicas do CIV apds a adicao de NPs CLX-HMP
numa concentracdo de 10% ou mais, e também, em treinamento prévio ao
presente estudo, onde verificou-se que a manipulagdo do material se tornou
bastante dificil e o material extremamente seco e sem brilho com a adi¢cao dessa
mesma concentragao, optou-se pela adicdo de nanoparticulas ao CIV nas

concentragdes de 1% a 5%.
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A caracterizagdao das nanoparticulas por espalhamento de luz dinamica
(Dynamic Light Scaterring — DLS) indicou a presenca de estruturas de até 100
nm. Com a alteracdo do tempo de equilibrio, identificou-se a presenca de
particulas bem maiores, as quais foram caracterizadas como agregados de
nanoparticulas, pelas imagens de microscopia eletronica de varredura. Estas
observagdes estdo de acordo com aquelas feitas por Barbour et al.® (2013) e
Hook et al.3" (2014) que sintetizaram nanoparticulas de CLX-HMP usando

metodologia semelhante a usada neste estudo.

Apods a sintese e caracterizacdo das nanoparticulas, as mesmas foram
associadas ao CIV e foi realizada uma analise das propriedades fisico-quimicas,
mecanica e antibacteriana do material resultante. Para melhor compreensao

destes aspectos, os mesmos serdo discutidos em tépicos independentes.

6.1 Liberagao de clorexidina e de fluor antes e apdés recarregamento

Pressupbe-se que dois mecanismos de liberacdo da CLX ocorram
simultédnea e independentemente nos CIVs funcionalizados: um “washout” inicial
que ocorre antes da presa final dos CIVs, seguido por uma liberagao por difus&o
que ocorre de maneira mais lenta (Palmer et al.>?, 2004).

A liberagdo da clorexidina pelos CIVs em agua foi previamente
demonstrada (Ribeiro, Ericson®2, 1991, Palmer et al.%°, 2004; Takahashi et al.%8,
2006), no entanto, é importante ressaltar que outros compostos idnicos séo
liberados dos ClVs juntamente com a CLX, e que a solubilidade da mesma nesta
solugdo pode ser diferente daquela encontrada em agua pura. (Palmer et al.%°,

2004).
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Os resultados obtidos neste estudo indicaram que houve liberacdo da
clorexidina em pequena quantidade, apenas quando as NPs CLX-HMP foram
adicionadas ao CIV nas concentracdes de 2% e 5%, e que esta ocorreu durante
todo o periodo estudado. Diferengas estatisticamente significantes foram
observadas entre os periodos de 1 h e 15 dias em ambos os grupos. Ribeiro e
Ericson®?, (1991) sugerem que uma baixa liberagdo possa ocorrer pela formagéo
de sais insoluveis da clorexidina com os componentes silicato e fosfato presentes
no ClV, e que a CLX associada ao CIV na forma de p6 pode ser retida dentro da
matriz do cimento como particulas encapsuladas que so6 sao liberadas a medida
que o material sofre deterioracgéo.

Igualmente importante € a reagdo que ocorre entre o fluor e a
clorexidina. Barkvoll et al. (1988) , demonstraram que quando o digluconato de
clorexidina e o monofluorfosfato de soédio foram associados em uma
concentracao clinicamente relevante, houve uma reacéo de precipitagao e o teor
de CLX dissolvido na solucédo foi reduzido em 96%.

No presente estudo, a liberacdo de CLX n&o apresentou uma relagao
dose-dependente, ndo sendo detectada diferenga significativa entre os grupos
contendo 2% e 5% de NPs CLX-HMP. Estes resultados diferem daqueles
observados em outros estudos utilizando as mesmas nanoparticulas associadas
ao CIV. Hook et al.3' (2014) adicionaram NPs CLX-HMP a um CIV nas
concentracdes de 0% a 20% observando uma liberacdo cumulativa de CLX
sustentada por 33 dias. Entretanto, verificaram um aumento significativo na
liberacdo relacionado ao aumento da concentragdo de nanoparticulas
adicionadas ao CIV, a partir da concentragdo de 2%. Bellis et al.° (2016)

desenvolveram uma pasta concentrada de NPs CLX-HMP e a utilizaram nas
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concentracdes de 0,17%, 0,34%, 0,85%, 1,70% em massa de nanoparticulas
(1%, 2%, 5% e 10% em massa da pasta) e também observaram um
comportamento dose dependente. Alguns fatores podem ter contribuido para
que estas diferengas tenham ocorrido, como as caracteristicas inerentes ao
cimento utilizado. Alteragdes na viscosidade e dureza dos CIVs, podem resultar
em variagdes na quantidade de CLX liberada independente do sal utilizado e da
concentragao adicionada (Takahashi et al.58, 2006). A solugdo de armazenagem
dos espécimes € um outro fator que pode determinar diferencgas na liberagcéo de
CLX. Nos estudos conduzidos por Hook et al.3' (2014) e Bellis et al.® (2016), a
saliva artificial foi usada como meio de armazenagem, enquanto neste estudo foi
usada a agua deionizada que permite a liberagdo de ions e componentes do
material sem nenhuma influéncia de minerais ou moléculas organicas que estao
presentes na saliva artificial.

Durante a reacado de presa uma variedade de componentes idnicos €&
liberado pelos CIVs, sendo o fluor o ion de maior interesse. Sua liberagao a curto
e longo prazo esta relacionada as caracteristicas da matriz do material, reagéo
de presa e contetido de fluoreto (Wiegand et al.6”, 2007; Naik et al.*6, 2017). Trés
mecanismos distintos sdo descritos para a liberagdo de fluor dos ClIVs:
dissolucédo superficial, difusdo através de microcanais e poros e difusdao em
massa (Kuhn,Wilson®, 1985; Attar, Turgut.#, 2003).

No presente estudo, a liberacédo de fluor ocorreu durante todo o periodo
de analise, em todos os grupos. Apos o pico inicial de liberagao de ions pelos
CIVs convencionais, a liberacdo desacelera podendo seguir por um periodo

prolongado, pois nesta fase as particulas de vidro sdo dissolvidas no meio
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acidificado da matriz de hidrogel (Vermeersch et al.?6, 2001; Wiegand et al.?’,
2007).

A concentracdo de nanoparticulas associada ao CIV e o periodo de
analise tiveram influéncia significativa na liberacdo de fluor, sendo que uma
interacdo entre esses fatores foi observada. Cada grupo estudado apresentou
liberagao crescente de ions fluor durante os 30 dias de armazenagem, o que era
esperado uma vez que uma analise cumulativa foi realizada. Apés 7 dias até 30
dias, a liberagao de fluor nos grupos contendo 2% e 5% de NPs CHX- HMP foi
significativamente maior do que no grupo CIV (controle), o que pode ter sido
determinado por uma maior dissolugdo do material. Hook et al.>' (2014)
observaram valores semelhantes de liberagdo de fluor entre o grupo controle
sem nanoparticulas e os grupos contendo 2% e 5% de NPs CHX- HMP, e valores
de liberacdo numericamente maiores ao final do experimento (33 dias) para o
grupo contendo 20% de nanoparticulas. Para estes autores, é possivel que
nessa concentracdo, as NPs CLX-HMP tenham alterado a reacéo de presa do
material, tornando o flior mais instavel na estrutura do cimento. Uma alteracao
na reagao de presa dos cimentos pode também torna-los mais soluveis levando
a uma maior liberagao de fltior (Vermeersch et al.®¢, 2001).

Diferentes resultados foram observados quando digluconato de
clorexidina foi associado a um CIV convencional (Hoszek, Ericson33, 2008). Apos
60 dias, a liberagdo cumulativa média de fluor no grupo contendo clorexidina foi
cerca de 27% menor quando comparada ao CIV sem adicdo do agente
antibacteriano. Os autores acreditam que a interagdo entre o fluoreto e a
molécula catidbnica de CLX tenha tornado o fldor menos disponivel para a

liberagdo. Um estudo sobre a compatibilidade da clorexidina e do fluor em
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solugdo aquosa ja citado anteriormente demonstrou que a combinag&o destes
dois elementos reduziu a disponibilidade de ambos para a liberagao (Barkvoll.6,
1988).

Ap6s a recarga com gel neutro de fluoreto de sodio 2%, padrao
semelhante de liberacdo foi observado para todos os grupos, ou seja, a
concentracdo de nanoparticulas e o periodo estudado tiveram influéncia
significativa na liberagdo de fluor. A liberacdo apds a aplicacdo de agentes
fluoretados pode ocorrer parcialmente por “washout” dos ions fluor que estavam
retidos na superficie ou nos poros do material restaurador (Gao et al.?3, 2000;
Wiegand et al.??, 2007). No entanto na maioria dos trabalhos, a liberagéo de fltior
dos espécimes apos a exposic¢ao ao fluor, ndo alcangou os niveis de liberagao
iniciais do material (Attar, Turgut*., 2003; Wiegand et al.5’, 2007). O tipo, a
concentracdo e a frequéncia de aplicagdo do fluor assim como o tipo e a
permeabilidade do material restaurador sao os principais fatores que afetam a
capacidade do mesmo em atuar como um reservatoério de fluor (Kucukyilmaz et
al.®8, 2017).

Em suma, uma comparacéo da liberacéo e recarregamento de fluor pelos
materiais restauradores dentre os diversos estudos publicados na literatura se
torna dificultada devido a diversidade nos métodos e protocolos experimentais
existentes. A composig&o do p6 e do liquido do CIV (Verrmeersch et al.?6, 2001),
bem como o tamanho da amostra, os meios utilizados para medir a liberagao e
absor¢ao de fluor e o volume do meio utilizado sao alguns exemplos (Tuzuner et
al.?3, 2011). Assim como no presente estudo, a dgua deionizada tem sido a
solugdo de escolha para armazenagem dos espécimes em diversos outros

estudos (Hoszek, Ericson®3, 2008; Tuzlner et al.®3, 2011; Kucukyilmaz et al.38,
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2017). Um importante estudo de Carvalho e Cury' (1999) demonstrou que a
liberagdo de fluor de diferentes materiais odontolégicos manteve um padréo
independente da solugdo de armazenagem utilizada. No entanto, o tipo de
solugao influenciou significativamente a quantidade de fluor liberado de cada
material. Desta forma, comparagcdes devem ser feitas considerando o
comportamento dos materiais ao invés da quantidade absoluta de fluor liberado

(TGzlner et al.®3, 2011).

6.2 Composicao microbiolégica, atividade metabdlica e biomassa do
biofilme formado sobre a superficie do material

A atividade antimicrobiana dos CIVs associados a CLX em diferentes
formas de apresentagdo e concentragdes, tem sido extensivamente estudada
(Ribeiro, Ericson®?, 1991; Botelho'?, 2003; Takahashi et al.>8, 2006; Frencken et
al.?2, 2007; Hoszek, Ericson33, 2008; Tuzlner et al.%3, 2011; Becci et al.8, 2016;
Bellis et al.?, 2016). A clorexidina é um agente antimicrobiano com eficacia
comprovada contra os microrganismos patogénicos da cavidade bucal (de
Castilho et al.’#, 2013). Seu mecanismo de agéo ocorre por deslocamento de
cations divalentes (Mg?* e Ca?*) associados a grupos de fosfolipideos (Davies?,
1973) e, em altas doses, a clorexidina provoca alteragées na membrana celular
bacteriana com rapida perda de conteudo celular, levando a um desequilibrio

osmético (Chawner, Gilbert'®, 1989).

Na maioria das pesquisas sobre a eficacia antibacteriana dos CIVs
associados a CLX (Ribeiro, Ericson®?, 1991; Botelho'?, 2003; Takahashi et al.%8,
2006; Hoszek, Ericson33, 2008; Tuzliner et al.?3, 2011; Bellis et al.®, 2016), foram

aplicados testes preliminares, de baixa complexidade, como o teste de difusao
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em agar, que tem como desvantagem nao fornecer nenhuma informagao sobre
a viabilidade dos microrganismos testados. Ou ainda, usaram microrganismos
na forma planctdnica, cujo comportamento frente aos agentes antibacterianos &
diferente daquele apresentado pelos microrganismos organizados em biofilmes,
como ocorre na cavidade bucal (ten Cate'®, 2006; Kim et al.¢, 2016; Touzel et

al.1, 2016).

A adigcao de clorexidina aos CIVs tem como objetivo interferir nos
microrganismos cariogénicos pela alteragao da sua atividade metabdlica ou da
capacidade de adesdo desses microrganismos ao material (Botelho'™, 2003;
Palmer et al.>°, 2004). Com base nesse aspecto, foi empregado neste estudo, o
modelo de biofilme polimicrobiano, também conhecido como biofilme multi-
espécie ou biofilme microscosmo. As principais caracteristicas deste modelo sdo
a sua complexidade ecoldgica, bem como a capacidade de simular o ambiente
bucal, fornecendo uma versao da placa bacteriana natural in vitro, sob condi¢cdes
altamente controladas (Tang et al.%, 2003; Signori et al.®>, 2016). Para o
crescimento dos biofilmes, os espécimes foram suspensos verticalmente em
pocos de placas de microtitulagdo, o que permitiu uma real aderéncia bacteriana
ao invés de uma sedimentagéo sobre a superficie (Exterkate et al.?!, 2010).
Utilizando este método, os espécimes puderam ser manipulados sem que

houvesse pertubacdes ao biofilme formado em sua superficie.

Sistemas onde os biofiimes sdo desenvolvidos in vitro sdo uma boa
alternativa quando varios testes e condigbes precisam ser analisados (van de
Sande et al.%3, 2011). Um pool de saliva de quatro doadores foi utilizado como
in6culo, por ser mais interessante em termos microbioldgicos, uma vez que pode

existir uma grande variabilidade de individuo para individuo. A saliva tem sido o
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inéculo mais comumente utilizado em estudos prévios com biofiimes
polimicrobianos (Exterkate et al.?', 2010; van de Sande et al.?3, 2011; Kim et al.6,

2016).

Uma melhor compreensdo sobre a atividade antibacteriana do CIV
modificado exigiu uma analise de diversas caracteristicas do biofilme formado
sobre o material. Foram estudados tdpicos relevantes como a composicao
microbiolégica, avaliagdo da atividade metabdlica do biofilme e sua biomassa.
Em nenhum dos testes houve diferenga estatisticamente significante entre o
grupo controle e os grupos contendo NPs CLX-HMP, ou seja, a associagao das
nanoparticulas, neste estudo, n&o potencializou a atividade antibacteriana do
CIV. Este fato pode ser explicado em parte pela baixa liberagdo de CLX, ja
discutida anteriormente. Entretanto, a diferenciagcdo dos microrganismos em
fendtipos mais resistentes também tem sido hipotetizada (Stewart, Constenton®’,

2001).

Certas limitagdes da clorexidina contra microrganismos organizados em
biofilmes ja foram descritas, podendo-se observar que alguns microrganismos
parecem ser mais tolerantes a este agente antibacteriano. Corroborando com o
presente estudo, Becci et al.® (2016) verificaram que o biofilme formado in situ
sobre espécimes contendo 0,5%, 1% e 2% de diacetato de clorexidina, ndo
mostrou diferengas significativas entre o grupo controle e os grupos contendo
CLX, quando foi realizada a contagem de microrganismos totais e
estreptococcos do grupo mutans. Embora a CLX tenha se mostrado efetiva
contra Streptoccocus mutans in vitro, por exemplo, sua efetividade se torna
reduzida quando estes microrganismos estdo organizados em biofilmes (ten

Cate', 2006; Kim et al.3¢, 2016; Touzel et al.®!, 2016). Além disso, a microbiota
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bucal de cada individuo apresenta diferencas substanciais e o desenvolvimento
dos biofilmes in vivo ndo ocorrem sob condigbes controladas (Kim et al.36, 2016),
as quais sao necessarias para uma melhor avaliagdo de materiais em estagio de

desenvolvimento como os ClVs modificados por NPs CLX-HMP.

Levando em consideracdo a complexidade dos biofilmes bucais, para
atingir um real controle sobre a patogenicidade e o desenvolvimento desses
microrganismos, mais investigacdes devem ser realizadas. Outros aspectos do
biofilme devem ser avaliados, uma vez que este estudo foi um dos pioneiros a
pesquisar a eficacia antimicrobiana das NPs CLX-HMP em condigbes proximas

a da cavidade bucal.

6.3 Resisténcia de uniao a dentina sadia e afetada por carie, nos periodos

imediato e apoés seis meses

Os CIVs apresentam como uma de suas principais caracteristicas a
adesdo ao esmalte e a dentina, requerendo assim um minimo preparo da
superficie dentaria previamente a sua aplicacdo. O mecanismo de adesao dos
ClVs a dentina é complexo e ainda nao foi completamente elucidado. Segundo
Lin et al.*4 (1992), ocorre uma interligagdo mecénica do cimento com os tdbulos
dentinarios e o desenvolvimento de uma camada de troca ibnica adjacente a
dentina. Essa camada é constituida por ions calcio e fosfato do substrato
dentario e ions aluminio, silicio, fluoreto, calcio e estroncio do material (Colucci

et al.’8, 2014)

Dentre os diversos fatores que podem afetar os valores de resisténcia de

unido in vitro estao o substrato biolégico e a forma de armazenagem dos
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espécimes (Heintze et al.?°, 2013). No corrente estudo, a resisténcia de unido
aos substratos dentina sadia e afetada por carie, foi avaliada imediatamente e
apos seis meses de armazenagem em saliva artificial. O ensaio mecanico
selecionado para tal investigacdo foi o de microcisalhamento, pois métodos
como o ensaio de microtracao, embora eficazes para uso em pequenas areas,
sao de dificil conducdo e preparo das amostras, especialmente no caso dos

ClVs.

Clinicamente, a dentina sadia e a afetada por carie podem coexistir nos
preparos cavitarios e uma adesao adequada a estes dois substratos € esperada.
A dentina afetada, embora possua potencial de remineralizagao, difere da
dentina sadia pois apresenta-se parcialmente desmineralizada, seus tubulos sdo
ocluidos por cristais minerais e sua dentina intertubular exibe um maior grau de

porosidade devido a perda de mineral (Tosun et al.?%, 2008; Zheng et al.”?, 2003).

Neste estudo, os valores de resisténcia de unido (RU) mostraram-se
significativamente menores quando a unido foi realizada em dentina afetada.
Estes resultados estdo de acordo com outros estudos que compararam a
resisténcia adesiva dos ClVs a estes dois substratos (Choi et al.'’, 2006; Lenzi
et al.*3, 2013; Kucukyilmaz et al.38, 2017). Um menor contelido de ions célcio na
dentina cariada pode prejudicar a adesao, uma vez que a uniao quimica inicial
dos ClVs envolve a quelagao dos grupos carboxilicos do acido polialcendico com
o calcio da hidroxiapatita (Yoshida et al.”’, 2000; Choi et al.'”, 2006; Kucukyilmaz
et al.38, 2017). Além disso, a superficie da dentina afetada pode reter tragos de
acido latico envolvido na lesdo cariosa, que reagem com as particulas de vidro
formando sais de lactato de calcio e de aluminio (Nicholson et al.#®, 2000), com

capacidade de afetar a qualidade da adeséo.
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Poucos trabalhos avaliaram a resisténcia de unido dos ClVs a dentina
afetada por carie, principalmente dos CIVs modificados por agentes
antibacterianos, e nenhum desses trabalhos utilizou CIVs modificados por NPs
CLX-HMP, portanto uma comparag¢ao mais aprofundada dos resultados obtidos

neste estudo é dificultada.

Colluci et al."® (2014) analisaram, dentre outras variaveis, a influéncia da
armazenagem de espécimes confeccionados em CIV por seis meses, na sua
resisténcia de unido a dentina. Assim como neste estudo, os autores observaram
uma redugao da RU apds a armazenagem, embora a superficie dentinaria tenha
sido preparada com instrumentos rotatérios. Hoshika et al.3? (2015) estudaram o
efeito do pré-tratamento do substrato e do envelhecimento dos espécimes sobre
a RU e a morfologia interfacial da unido do CIV a dentina. Apés 6 meses de
armazenagem em agua destilada, a RU reduziu significativamente nos grupos

em que a dentina nao havia recebido nenhum tipo de pré-tratamento.

Quando a RU foi avaliada independentemente da condicdo do substrato
dentinario e do periodo de envelhecimento, diferengcas em relagdo ao grupo
controle foram observadas apenas para o grupo contendo NPs CLX-HMP 5%,
que apresentou valores de RU estatisticamente menores. E de amplo
conhecimento que a adicdo de CLX aos CIVs pode alterar as propriedades fisico-
mecanicas do material, de acordo com a concentragao utilizada (Palmer et al.®,

2004; Takahashi et al.%8, 2006; Tuzuner et al.?3, 2011; de Castilho et al.’4, 2013)

Bellis et al.® (2016) constataram a deterioragdo das propriedades
mecanicas do CIV quando uma pasta de NPs CLX-HMP em concentragao acima
de 2% foi adicionada ao cimento. Segundo os autores, com o aumento da

concentracido da pasta de nanoparticulas, a relagao entre o poliacido e o vidro é
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alterada, o que afeta a reacéo de presa do material. Uma menor quantidade de
vidro reduz a quantidade de ions bi e trivalentes disponiveis para uma
interligacdo com a matriz de poliacido. Assim, os espécimes contendo maior
concentracdo de nanoparticulas tem maior propensdo a ndo completarem sua

reacao de presa, resultando em uma menor resisténcia mecanica.

Tais resultados, bem como os encontrados em nosso trabalho, diferem
daqueles observados por Hook et al.3! (2014) que ao analisarem resisténcia a
tracao diametral de CIVs modificados por NPs CLX-HMP em concentragdes de
até 10% nao observaram diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos. Embora alguns estudos usando diacetato/digluconato de CLX né&o
tenham descrito alteracdo em determinadas propriedades fisico-mecanicas do
CIV (Sanders et al.>4, 2002, Turkun et al.%?, 2008), concentragbes elevadas de
CLX devem ser cautelosamente analisadas antes de sua indicagdo para o uso,
uma vez que podem exibir uma possivel toxicidade. Segundo de Castilho et al.’

(2013) altas concentragdes de CLX causam danos as células odontoblasticas.

Assim como a analise dos valores de RU, a classificacdo dos padrdes de
fratura dos espécimes é parte importante do teste de resisténcia de unido. Os
padroes de fratura estdo relacionados as propriedades de todos os componentes
envolvidos na adesao: material, interface de unido e substrato, além de sofrerem

a influéncia do teste mecénico utilizado (Cruz et al.’®, 2012).

Estudos tem demonstrado predominédncia de fraturas coesivas em
material quando CIVs s&o submetidos a ensaios de resisténcia de uni&o
(Jedrychowski et al.34, 1983; Choi et al.'”, 2006). Estes resultados tém sido
interpretados como uma indicagdo de que os valores de RU representam uma

baixa resisténcia do proprio material testado ao invés de sua verdadeira
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resisténcia adesiva a dentina. Uma maior tendéncia a fraturas coesivas pelo
ClVs pode ocorrer também devido a numerosas porosidades na estrutura do
material, que podem atuar como pontos de estresse para que falhas coesivas
ocorram com o tempo (Hoshika et al.3?, 2015). No presente estudo, falhas
coesivas em material foram observadas em 15,0% a 27,5% dos espécimes, no
entanto, as fraturas do tipo mistas foram prevalentes (acima de 52% dos
espécimes) para todos os materiais independente do substrato e do periodo de

armazenagem.

Além disso, foi observado um maior numero de falhas coesivas em
dentina afetada por carie. Neste grupo, apds a armazenagem dos espécimes no
periodo tardio houveram falhas prematuras, ou seja previamente ao ensaio
mecanico. Isto se deve a uma baixa resisténcia de unido apresentada pelos CIVs

modificados a este substrato.

Em sintese, diversas funcionalidades podem ser atribuidas as NPs CLX-
HMP e seu uso em associag¢ao aos ClVs parece ser promissor. Porém, estudos
aprimorando a metodologia de sintese e incorporagédo bem como a avaliagao de
outras propriedades do material modificado ainda sdo necessarios para que essa

nova tecnologia possa ser indicada clinicamente com seguranca e eficacia.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo pudemos concluir que:

- Apenas os espécimes contendo as maiores concentragdes (2% e 5%) de NPs
CLX-HMP associadas ao CIV tiveram capacidade de liberar pequena
quantidade de clorexidina para o meio de armazenagem durante o periodo de

30 dias.

- O padrao de liberagdo de fluor antes e apds o recarregamento nao foi
negativamente afetado pela associagdo das diferentes concentragbes de NPs
CLX-HMP ao CIV, no entanto, no periodo mais longo de armazenagem, os

espécimes contendo 5% de nanoparticulas liberaram maior quantidade de fluor.

- As analises da atividade antibacteriana demonstraram que a associagao das
NPs CLX-HMP ao CIV nao foi capaz de aumentar o potencial antibacteriano e

interferir na formacao de biofilmes polimicrobianos na superficie do material.

- A resisténcia de unido do CIV a dentina foi afetada pela condicdo do substrato
dentinario, pelo tempo de armazenagem e pela concentragdo de NPs CLX-HMP
associadas ao CIV, sendo a menor RU observada no grupo contendo NPs CLX-

HMP 5%, em dentina afetada por cérie, apds seis meses de armazenagem.
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