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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
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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.
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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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