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Hosida, TY. Propriedades antimicrobianas, fisico-mecénicas e de liberagdo de fluoreto
do cimento de iondbmero de vidro associado ao hexametafosfato de sodio
microparticulado e nanoparticulado [dissertacdo]. Aracatuba: Universidade Estadual

Paulista; 2015.

Resumo
O objetivo do presente estudo foi avaliar as propriedades antimicrobianas, fisico-
mecanicas e de liberacdo de fluoreto do cimento de iondmero de vidro (CIV) associado
ao hexametafosfato de s6dio (HMP) microparticulado e nanoparticulado. Inicialmente,
foram obtidas solugbes de HMP nas concentragdes 1, 3, 6, 9 e 12 % e a atividade
antibacteriana foi avaliada contra Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus e
Actinomyces israelli por meio do teste de difusdo em é&gar. A mesma metodologia foi
empregada para determinar a atividade antimicrobiana do CIV associado ao HMP nas
concentracdes de 6, 9 e 12 % microparticulado ou nanoparticulado. Foi determinada a
liberacdo de fluoreto (F) e HMP em solugbes de desmineralizacdo e remineralizacao.
Além disso, as resisténcias a tracdo diametral e compressao, dureza de superficie e grau
de conversdo de monémeros foram analisados. Testes paramétricos e ndo paramétricos
foram realizados, apos a verificacdo da homocedasticidade dos dados (p < 0,05). As
solucdes de 6, 9 e 12 % de HMP apresentaram melhor atividade antimicrobiana contra
as bactérias testadas, sendo essas concentracdes incorporadas ao CIV. Todas as
concentracdes de HMP associado ao CIV tiveram atividade antimicrobiana para todas
as bactérias. Observou-se uma relacdo dose-resposta entre concentracdo de HMP no
CIV e a atividade antimicrobiana. Com relacdo a liberacdo de F e HMP, os maiores
valores ocorreram no primeiro dia em todos o0s grupos e as maiores medias de liberacédo

ocorreram nos grupos contendo 9 e 12 % de HMP nanoparticulado. Entretanto, a
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incorporagdo do HMP ao CIV reduziu as propriedades fisico-mecéanicas quando
comparado ao CIV mostrando uma relacdo dose-resposta. Concluiu-se que a
incorporagdo de HMP no CIV melhora a atividade antimicrobiana e aumenta a liberagao
de F, porém reduz suas propriedades fisico-mecanicas. A reducdo das particulas de

HMP levou a melhores resultados antimicrobianos e de liberacdo de fluoreto.

Palavras-chave: Cimentos de ionémeros de vidro, Fosfatos, Nanoparticulas,

Polimerizacéo, Forga compressiva, Antibacterianos.
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Hosida, TY. Antimicrobial, physico-mechanical and fluoride release properties of glass
ionomer cement associated with the microparticle and nanoparticle sodium

hexametaphosphate [dissertacdo]. Aracatuba: Universidade Estadual Paulista; 2015.

Abstract
The aim of this study was to evaluate antimicrobial, physico-mechanical and fluoride
release properties of the glass ionomer cement (GIC) associated with HMP
microparticle and nanoparticle. Initially, solutions of HMP were obtained at
concentrations of 1, 3, 6, 9 and 12 %, and the antibacterial activity was evaluated
against Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus and Actinomyces israelli by
agar diffusion test. The same methodology was used to determine the antimicrobial
activity of GIC associated with HMP at concentrations of 6, 9 and 12 % microparticle
or nanoparticle. The release of F and HMP were determined in demineralization and
remineralization solutions. Furthermore, the resistance to diametral tensile and
compression, surface hardness and the degree of conversion of monomers were
measured. Parametric and non-parametric tests were performed, after checking
homocedasticity data (p < 0.05). The solutions of 6, 9 and 12 % of HMP showed better
antimicrobial activity against all bacteria tested, and these concentrations incorporated
into the CIV. All concentrations of HMP incorporated into the GIC had antimicrobial
activity for all bacteria. There was a dose-response relationship between concentration
of HMP in the GIC and antimicrobial activity. Regarding the release of F and HMP,
higher values occurred on the first day in all groups and the highest levels of release
occurred in groups containing 9 and 12 % of HMP nanoparticle. However the
incorporation of HMP in the GIC reduced values of physical and mechanical tests when

compared to the GIC, showing a dose-response relationship. It was concluded that the
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incorporation of HMP in GIC improves antimicrobial activity and increase the release
of fluoride, but reduces its physical and mechanical properties. The reduction of

particulate HMP led to better antimicrobial and fluoride release results.

Keywords: Glass ionomer cements, Phosphates, Nanoparticles, Polymerization,

Compressive strength, Anti-bacterial agents.
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HMP
CIv

%

BHI
°C
ML
mL

nm

um
DRX

LC

mm
mW/cm?
DES

RE

Ca

P

mmol/L

LISTA DE ABREVIATURAS

Hexametafosfato de sodio
Cimento de iondémero de vidro
Porcentagem

Fluoreto

Nivel de significancia
Brain Heart Infusion
Grau Celsius

Microlitro

Mililitro

Nanometro
Microparticulado
Nanoparticulado
Micrometro

Difragéo de raios-X
Light-Cured

Grama

Milimetro

Miliwatts por centimetro quadrado
Desmineralizagéo
Remineralizacéo

Calcio

Fosforo

Milimolaridade
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mol/L
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pH

Mg F/mL
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D
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MPa

Mg
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KBr
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Micrograma de fluoreto por mililitro

Tampéo ajustador de forca idnica total
Micrograma por centimetro quadrado

Acido cloridrico

Micrograma de fosforo por mililitro

Micrograma

Milimetro por minute
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Forca
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Miligrama

Espectroscopia no infravermelho transformada de Fourier
Por centimetro

Micrograma de fluoreto por centimetro quadrado
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Limitada
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Fig 1. Médias e desvio-padrdo (barras) dos diametros dos halos de 40
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Propriedades antimicrobianas, fisico-mecanicas e de liberacado de fluoreto do cimento de ionbmero

de vidro associado ao hexametafosfato de sédio microparticulado e nanoparticulado.

Resumo
Objetivos Avaliar as propriedades antimicrobianas, fisico-mecanicas e de liberacdo de fluoreto do
cimento de iondmero de vidro (CIV) associado ao hexametafosfato de sédio (HMP) microparticulado e
nanoparticulado.
Materiais e métodos Foram obtidas solu¢fes de HMP nas concentracdes 1, 3, 6, 9 e 12 % e a atividade
antimicrobiana foi avaliada contra Sreptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus e Actinomyces
israelli por meio do teste de difusdo em agar. A mesma metodologia foi empregada para determinar a
atividade antimicrobiana do CIV associado ao HMP nas concentracdes de 6, 9 e 12 % microparticulado
ou nanoparticulado. Foi determinada a liberacdo de fluoreto (F) e HMP em solugfes de desmineralizagéo
e remineralizacdo. Os ensaios de tracdo diametral, compressdo, dureza de superficie e grau de conversdo
de mondmeros foram analisados.
Resultados As soluges de 6, 9 e 12 % de HMP apresentaram melhor atividade antimicrobiana, sendo
essas concentracdes incorporadas ao CIV. Todas as concentragdes incorporadas ao CIV tiveram atividade
antimicrobiana perante as bactérias testadas. Observou-se uma relagdo dose-resposta entre concentragdo
de HMP no CIV e a atividade antimicrobiana. As maiores médias de liberacdo de F e HMP ocorreram nos
grupos contendo 9 e 12 % de HMP nanoparticulado. A incorporacdo do HMP ao CIV reduziu as
propriedades fisico-mecéanicas quando comparado ao CIV.
Conclusdes A incorporacdo de HMP ao CIV melhora a atividade antimicrobiana e aumenta a liberacéo de
fluoreto, porém reduz suas propriedades fisico-mecanicas.
Relevancia clinica O CIV com HMP estaria indicado em pacientes com alto risco a carie, pois demonstra
potencial antimicrobiano e liberacdo de fluoreto, porém indicado para regides de baixo esforco

mastigotorio ou restauracBes provisorias, devido as propriedades mecénicas reduzidas.

Palavras-chave: Cimentos de iondmeros de vidro, Fosfatos, Nanoparticulas, Polimerizagdo, Forca

compressiva, Antibacterianos.
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Introducéo

A cérie dentéria € o principal motivo da perda dentaria. Com o avango da Odontologia estdo sendo
estudados técnicas e materiais que possibilitem a minima remogao do tecido cariado, com objetivo de
conservar o remanescente dentario e minimizar danos pulpares [1-4]. Porém, mesmo apds a remocéo da
camada amolecida e infectada e adequado selamento, bactérias vidveis tém sido encontradas na dentina
remanescente afetada, apds diferentes periodos de avaliacdo, independente do material aplicado na
dentina cariada residual [1, 5-7].

A acdo inibitdria dos cimentos de iondémero de vidro (CIVs) sobre o crescimento de microrganismos
cariogénicos tem aplicacdo conhecida nos procedimentos de remocdo incompleta de cérie [5, 8], devido a
liberacdo de fluoreto para o0 meio bucal. Entretanto, essa liberago ocorre principalmente nas primeiras 24
horas decaindo acentuadamente e tendendo a uma estabilizagdo com o passar do tempo [9-12]. Em longo
prazo, seria interessante potencializar a propriedade anticarie dos CIVs, adicionando agentes que
favorecam o processo de remineralizacdo e aumentem a liberacdo de fluoreto, como os fosfatos
inorganicos [13]. Os fosfatos tém uma grande afinidade pela hidroxiapatita, impedindo o desprendimento
de fons e reduzindo a &rea de superficie disponivel para dissolucéo [14], o que produz um efeito anticarie
no esmalte [15-17]. Dentre os sais de fosfato, o HMP é um fosfato muito utilizado na inddstria como um
agente antimicrobiano [18]. Quando associado aos dentifricios com reduzida concentracdo de F melhorou
a atividade anticarie [19].

A adigdo de substancias antimicrobianas como antibidticos e a clorexidina ao CIV, aumentam a
capacidade do material em eliminar a infecgéo residual na dentina, miminizando o risco de recidiva de
carie dentaria e de danos a polpa [20, 21]. Como o HMP apresenta atividade antimicrobiana e quando
associado ao fluoreto aumenta o efeito anticarie [19], sua adicdo ao CIV poderia melhorar seu
desempenho quando aplicado sobre a dentina infectada. Além disso, a reducdo do tamanho das particulas
de HMP em escala nanométrica poderia potencializar os efeitos antimicrobianos e anticarie. As
propriedades das nanoparticulas tém sido estudadas devido a sua elevada proporcdo entre area
superficial e o volume do material, além da porcentagem mais alta de atomos em sua superficie
quando comparadas a particulas maiores, o que pode torna-las mais reativas [22].

Contudo, a adicdo de fosfato poderia alterar as propriedades fisico-mecéanicas do CIV. Estudo
mostrou que a incorporagdo de nanoparticulas de clorexidina-hexametafosfato ao CIV produziu pequena

alteracdo na resisténcia a tragdo diametral, porém ndo significativa [23]. Assim, a utilizacdo de
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nanoparticulas de HMP poderia melhorar as propriedades antimicrobianas e anticarie do CIV sem
prejuizo das propriedades fisico-mecanicas. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar as
propriedades antimicrobianas, fisico-mecénicas e de liberagdo de fluoreto do CIV associado aoc HMP
microparticulado e nanoparticulado. A hipétese nula do estudo foi que a incorporacdo do HMP ao CIV

ndo alterasse seu efeito antimicrobiano, suas propriedades fisico-mecénicas e de liberacdo de fluoreto.

Material e Método
Avaliacao da atividade antimicrobiana do HMP

Teste de difusdo em agar com discos

Inicialmente, foram obtidas solugdes de HMP nas concentracdes de 1, 3, 6, 9 e 12 % (Anexo A),
definidas com base nos resultados obtidos por da Camara et al. [19] e Danelon et al. [24], para determinar
a melhor concentracdo de HMP com atividade antimicrobiana para ser incorporada aos CIVs. Realizou-se
ensaios de difusdo em agar [25] com as espécies Sreptococcus mutans (ATCC 25175), Lactobacillus
acidophilus (IAL#523) e Actinomyces israelli (ATCC 12102). Essas foram reativadas, a partir das suas
culturas originais, em placas de BHI-agar (Brain Heart Infusion) e incubadas a 37 °C por 48 horas. Em
seguida, 5 coldnias de cada espécie foram inseridas em caldo BHI individualmente e incubadas a 37 °C
por 18-24 horas (Anexo A). Uma aliquota de 300 pL de cada suspensdo bacteriana (densidade 6ptica de
0,6 e absorbancia de 550 nm) foi homogeneizada com 15 mL de BHI-4gar a 45 °C (Anexo A). Apos a
geleificacdo do meio de cultura, discos de papéis esterilizados foram colocados sobre a superficie do meio
agar. Uma aliquota de 5 pL de cada solugdo de HMP foi colocada sobre os discos de papéis (Anexo A).
Para cada experimento também foi utilizada, como controle positivo, solu¢do de digluconato de
clorexidina (CHX) a 0,2 %. As placas foram mantidas por 2 horas na temperatura ambiente para permitir
a difusdo das solucdes e em seguida incubadas a 37 °C por 24 horas. Duas medidas de cada halo de

inibicdo foram mensuradas com o auxilio de paquimetro digital (Anexo A) e as médias calculadas.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos CI Vs contendo ou ndo HMP

Preparo do HMP microparticulado (M) e nanoparticulado (N)

Para padronizar o tamanho das particulas do HMP microparticulado em até 53 um de didmetro foi
utilizado o agitador eletromagnético e peneira granulométrica (Bertel Industria Metallrgica LTDA,

Caieiras, SP, Brasil) (Anexo B).
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Para a reducdo do tamanho das particulas de HMP (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, Estados
Unidos da América) a escala nanométrica utilizou-se a técnica da moagem realizada no Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar). Primeiramente, o HMP foi pesado e
armazenado em frascos de polietileno. Bolas de zircdnia foram adicionadas ao HMP em associa¢do com
solvente (isopropanol) até recobrir as mesmas. Os frascos foram vedados com fita veda rosca e levados ao
moinho de bolas, sendo submetidos & moagem por 48 horas. Em seguida, o pé foi submetido a filtracéo
em peneiras granulométricas para a sua separacdo das bolas de zircénia. O frasco contendo o HMP foi
lavado com isopropanol e o material filtrado foi vedado com papel aluminio e submetido a secagem em
estufa a temperatura de 85°C para evaporacdo do solvente. O HMP foi submetido a trituracdo até atingir
particulas com didmetro médio de 38 nm, em almofariz de 4gata, pesado e armazenado em frasco de
polietileno. A difracdo de raios-X (DRX) foi utilizada para a identificacdo da estrutura cristalina e para

estimativa do tamanho médio de HMP sem moagem e HMP moido por 48 horas (Anexo B).

Preparo do CIV

O CIV uutilizado neste estudo foi o Fuji Il LC (GC Corporation, Tokyo, Japdo). O HMP
microparticulado ou nanoparticulado foi adicionado ao pé do CIV em concentraces de 6, 9 e 12 %,
separadamente, definidas com base nos resultados obtidos no teste de difusdo em &gar nos discos. Para a
adicdo do HMP ao p6 do CIV, foi considerado para cada 100 g do produto final da mistura (CIV + HMP)
a incorporagéo de 6, 9 e 12 g do HMP (Anexo C). A mistura foi homogeneizada em moinho de bolas
(Planetary Micro Mill PULVERISETTE 7 classic line, Fritsch GmbH, Idar-Oberstein, Alemanha) por 5
minutos (Anexo C). Para manipulacdo do material foi mantida a proporcdo pé-liquido do CIV

recomendada pelo fabricante (3,2 g de pé para 1,0 g de liquido).

Teste de difusdo em agar com ClVs

A mesma metodologia realizada para o teste de difusdo em agar com discos foi realizada para o teste
de difusdo em 4gar com CIVs. No entanto, foram confeccionados pocos equidistantes no &gar com auxilio
de cilindros com 4 mm de didmetro esterilizados. O CIV e os CIVs com HMP nas concentracfes descritas
no item anterior foram manipulados e inseridos nos pogos, preenchendo-os até a borda e
fotopolimerizados (Blue Star 2, Microdont, Socorro, SP, Brasil), por periodo de 20 segundos em cada

superficie, com intensidade de 1070 mW/cm? (Anexo D).
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Liberacédo de F e HMP dos CIVs

Confecgo dos corpos-de-prova

Seis corpos-de-prova de cada material (5 mm de didametro e 2 mm de espessura) (Anexo E), foram
confeccionados em matrizes metalicas definindo 7 grupos experimentais: CIV (controle), CIV com 6, 9 e
12 % de HMP microparticulado, CIV com 6, 9 e 12 % de HMP nanoparticulado. A fotopolimerizagéo

foi realizada, por periodo de 20 segundos, nas superficies superior e inferior [26].

Ciclagem de pH para liberacéo de F e HMP dos ClVs

Seis corpos-de-prova de cada material foram colocados em tubos de ensaio de polipropileno com
tampa, suspensos por um fio de aco inoxidavel (Anexo E). Cada tubo continha 2 mL das solu¢des de
desmineralizacdo (DES) ou remineralizacdo (RE) [26]. Inicialmente, os corpos-de-prova foram
armazenados 6 horas em solugdo DES (Ca e P 2,0 mmol/L em tampdo acetato 0,075 mol/L, em pH 4,7).
Em seguida, as amostras foram transferidas para novos tubos contendo solucdo RE (Ca 1,5 mmol/L, P 0,9
mmol/L, KCI 0,15 mol/L em tampé&o cacodilato 0,02 mol/L, em pH 7,0) permanecendo por 18 horas. Os
tubos foram deixados sob agitacdo constante (mesa agitadora TE-420 Orbital — Tecnal, Piracicaba, SP,
Brasil), & temperatura de 37 °C (Anexo E). Estes procedimentos foram repetidos durante 15 dias (Anexo
E). Os corpos-de-prova foram lavados com &gua deionizada e secos com papel absorvente antes de serem
imersos em nova solucdo. As solugbes foram recolhidas diariamente, identificadas e armazenadas em

tubos de ensaio de polipropileno a 4 °C para leitura do F e HMP liberado.

Andlise de F e HMP nas solugdes DES e RE

Para a dosagem de fluoreto das solu¢fes DES e RE foi utilizado o eletrodo especifico (9409 BN,
Orion Research, Inc., Beverly, MA, Estados Unidos da América) e microeletrodo de referéncia,
previamente calibrados com solugdes padrdo de 0,0625 a 16 ug F/mL, acoplados a um analisador de ions
Orion 720 A (Orion Research). Para as dosagens foram pipetadas 0,5 mL das solu¢cdes DES e RE e
acrescido 0,5 mL de TISAB Il (Tampdo ajustador de forca idnica total). As leituras foram realizadas sob
agitagdo constante em agitador magnético (TE-081, Tecnal) (Anexo F). Esses valores foram convertidos
para pug F/cm®. O HMP liberado pelos materiais foi dosado ap6s hidrélise em meio acido seguido da
determinacdo do fosforo (P) liberado. Para isto, aliquotas de 0,2 mL das solugdes DES ou RE foram

acrescidas de 0,2 mL de acido cloridrico (HCI) a 1,0 mol/L e aquecidas em banho fervente, a 100 °C, por
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1 hora. Apds a hidrdlise, a concentracdo de P nas solugdes foi determinada pelo método colorimétrico
[27], em placas de 96 pogos (Placa para cultura de células de fundo chato - Modelo 92096 - TPP, Suica).
Aliquotas de 0,02 mL das solu¢bes DES ou RE foram utilizadas para as leituras em leitor de microplacas
(PowerWave 340, Biotek, Winooski, VT, Estados Unidos da América), no comprimento de onda de 660
nm (Anexo G). A concentracdo de P determinada nas solu¢bes DES e RE apds hidrélise &cida foi
subtraida da quantidade de fosforo existente nas solugbes DES (57,5 +7,6 pg P/mL) e RE (26,9 +2,7 ug
P/mL) e o valor final considerado como a proveniente de HMP presente nas solugdes. Esses valores
foram convertidos para pg HMP/cm? As concentragdes de F e HMP das solugdes DES e RE foram
determinadas separadamente. Posteriormente, os resultados das solu¢Bes DES e RE foram somados (DES
+ RE), completando um periodo de 24 horas e um ciclo da metodologia utilizada (ciclagem de pH), nos

15 dias analisados.

Determinacéo das propriedades fisico-mecanicas dos CIVs

Avaliacdo da resisténcia a tragéo diametral

Seis corpos-de-prova foram confeccionados por meio de matrizes com 6 mm de didmetro x 3 mm de
altura (Anexo H). Apds os periodos de 1 e 7 dias de armazenamento em estufa a 37 °C, em ambiente
Umido, os espécimes foram submetidos ao ensaio de resisténcia & tracdo diametral (TD), a uma
velocidade de 1 mm/min, em posicdo horizontal, com carga de 500 N, até que ocorresse a fratura. Para
tanto, foi utilizada uma méaquina de ensaio universal Instron (DL3000, Instron Co., Canton, MA, Estados
Unidos da América) (Anexo H). Os valores de tracdo diametral (kgf/cm?) foram calculados usando a
equacdo: TD=2Fr/zDT, onde Fr € a forca, D é o didmetro e T é a altura do espécime e convertidos em

MPa.

Avaliacdo da resisténcia a compressao

Seis corpos-de-prova foram confeccionados utilizando matrizes com 2 mm de didmetro x 4 mm de
altura (Anexo I). Ap6s os periodos de armazenamento (como descrito anteriormente), 0s espécimes foram
submetidos ao ensaio de resisténcia a compressdo em maquina de ensaio universal Instron (DL3000,
Instron Co.), a uma velocidade de 1 mm/min, em posicao vertical, com carga de 500 N, até que ocorra a
fratura (Anexo ). Os valores obtidos nos testes de compressao foram calculados (kgf/cm?) dividindo a

forca pela area e convertidos em MPa.
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Avaliacdo da dureza de superficie

Seis corpos-de-prova dos CIVs (5 mm de diametro e 2 mm de espessura), mantidos 1 dia em
recipiente plastico e em ambiente Umido (37 °C), foram submetidos ao teste de dureza de superficie
(Anexo J). O teste foi determinado utilizando microdurémetro (Micromet 5114 hardness tester, Buehler,
Lake BIuff, IL, Estados Unidos da Ameérica), sob carga estatica (Knoop) de 100 g e tempo de 10
segundos. Foram realizadas 5 impressdes na superficie de topo do material distantes 500 um entre si [26].
A seguir, os corpos-de-prova foram armazenados em estufa a 37 °C (100 % de umidade) e ap6s 7 dias foi

repetido o teste da dureza (Anexo J).

Determinacgao do grau de conversio (GC) dos mondmeros dos CIVs
Os CIVs (n=4) foram manipulados, inseridos entre duas laminas de vidro, pressionados formando um
filme de aproximadamente 0,12 + 0,02 mm, e fotopolimerizados por 20 segundos em cada lado da
amostra. Em seguida, foram armazenados durante 1 e 7 dias em estufa a 37 °C. Apds estes periodos, 0s
filmes de CIVs foram triturados e misturados com brometo de potassio (KBr), na proporcdo de 1:70
(mg:mg). As misturas foram colocadas na prensa (Pike Technologies, Madison, WI, Estados Unidos da
América) para confeccdo das pastilhas, as quais foram analisadas imediatamente usando a técnica de
espectroscopia no infravermelho transformada de Fourier (FTIR). Os espectros de absor¢do no
infravermelho foram obtidos pelo método de transmissdo em espectrofotometro (Nexus 670, Nicolet
Instrument Corporation, Madison, WI, Estados Unidos da América), na regido espectral entre 500 e 2.000
cm™, utilizando 128 varreduras e 4 cm™ de resolucdo. Para obtencdo dos espectros de absorcdo do
mondmero, filmes da parte liquida do CIV foram depositados sobre pastilhas de KBr. Para tanto, foram
preparados 10 amostras e o valor médio da razdo Abs(C=C)/Abs(COO-) obtido foi de (10,09 + 0,93). A
determinacdo do grau de conversdo na polimerizagdo dos CIVs foi baseada na medida da diminuicéo da
intensidade da banda de absor¢do associada ao metacrilato quando o monémero é convertido em polimero
(Anexo K). Para o material estudado e as condi¢fes de preparacdo das amostras, foram utilizadas as
bandas de absorcéo associadas a vibragdes de estiramento das ligagdes C = C do monémero e COO™ do
4cido carboxilico, localizadas aproximadamente em 1640 e 1540 cm™, respectivamente. O valor do grau

de conversdo foi determinado utilizando a seguinte equacdo:

[Abs(C=C)/Abs(COO)]polimero
Abs(C=C)/Abs(COO ) monsmero

GC (%)=(1—[ ) x 100,
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Andlise estatistica

Os dados dos halos de inibicdo (teste de difusdo em &gar) mostraram-se heterogéneos e foram
submetidos & andlise de Kruskal-Wallis seguida pelo teste de Mann-Whitney. Para as varidveis
concentragdo de F (ug F/cm?) e HMP (ug HMP/cm?) nas solugdes DES e RE e valores obtidos dos testes
fisico-mecénicos (tracdo diametral — MPa, compressdo — MPa, dureza dos materiais — KHN e grau de
conversdo — %) foram considerados como fatores de variagdo os materiais e o tempo. Os dados de
liberagcdo (F e HMP) mostraram distribui¢do heterogénea e foram submetidos a andlise de variancia (2-
critérios) seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. Os resultados de tracdo diametral e dureza
apresentaram distribuicdo normal (Teste de Shapiro-Wilk) e homocedascidade (Teste de Cochran) apds
transformacdo logaritmica e, juntamente com os dados de compressdo e grau de conversdo, foram
submetidos a analise de variancia (2-critérios) seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. Todas as

analises foram realizadas com o programa SigmaPlot versdo 12.0 com limite de significancia de 5%.

Resultados

A acdo antimicrobiana do HMP em solugdo aumentou de modo crescente com a concentracdo da
solucéo, com excec¢do de 1 % que ndo apresentou atividade para nenhuma das bactérias testadas (Fig. 1).
As concentracdes de 3 e 6 % também ndo foram eficazes para Actinomycesisraeli. A solucdo de HMP 12
% nanopariculado apresentou os melhores resultados para todas as bactérias, quando comparada com as
demais solugdes. O controle positivo, a clorexidina, apresentou os maiores halos de inibicéo.

Para os CIVs, houve atividade antimicrobiana para todas as concentracfes e bactérias. Observou-se
uma relacdo dose-resposta entre concentracdo de HMP no CIV e a atividade antimicrobiana mostrando
diferenca estatistica entre as concentracdes e tamanho de particulas, exceto para a de HMP 6 %
microparticulado e HMP 6 % nanoparticulado contra as bactérias Streptococcus mutans e Actinomyces

israelli. O CIV com HMP 12 % nanoparticulado apresentou melhor desempenho que 0s demais grupos

(Fig. 2).
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5. mutans A, israelii L. acidophilus
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Fig. 1. Médias e desvio-padrdo (barras) dos didmetros dos halos de inibi¢do de acordo com a bactéria e as
diferentes concentracdes de HMP. Letras distintas mostram diferenca estatistica entre as concentracfes de

HMP para cada bactéria.
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Fig. 2. Médias e desvio-padrao (barras) dos diametros dos halos de inibicdo de acordo com a bactéria e 0s

CIVs. Letras distintas mostram diferencas estatisticas entre os CIVs para cada bactéria.
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Com relacédo a liberacdo de F, os maiores valores ocorreram no primeiro dia em todos os grupos (p <
0,05) (Fig. 3). A média do fluoreto total liberado durante os 15 dias foi maior no grupo do HMP 12 %
nanoparticulado (p < 0,05) seguido do HMP 9 % nanoparticulado (p < 0,05). A partir do terceiro dia
todos os grupos apresentaram liberagdo constante (Fig. 3).

A andlise da liberacdo de HMP total nas solucGes de ciclagem pelos materiais mostrou que 0s grupos
contendo HMP nanoparticulado apresentaram maiores valores (p < 0,05) quando comparados com 0s
microparticulados (Fig. 4). As maiores médias de liberacdo do HMP (p < 0,05) ocorreram nos grupos
contendo 9 e 12 % de HMP nanoparticulado sendo semelhantes entre si (p > 0,05). Todos 0s grupos
apresentaram maior liberacdo de HMP no primeiro dia. A partir do segundo dia todos 0s grupos

apresentaram liberagéo similar e constante.

180+ *Fluoreto total liberado (pg/cmz)
média (DP)
160
—=—CIV 4.23 (4.26)%
140+ ——HMP 6 % M 13.05 (23.52)"
120 ——HMP 9 % M 11.95 (22.58)°
(9V)
= ——HMP 12 % M 14.07 (26.47)°
L 100+
T —0—HMP 6 % N 10.28 (20.47)°
o e
3 80 —A—HMP 9 % N 15.55 (32.68)
604 ——HMP 12 % N 19.29 (40.19)'
40
20
O_
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tempo - dias

Fig. 3. Valores médios de fluoreto liberado nas solu¢des DES e RE em funcdo do tempo (15 dias). Barras
verticais mostram o desvio padrdo da média. *Valores médios (DP) de fluoreto total liberado nas solucdes

DES e RE durante 15 dias. Letras distintas mostram diferenca estatistica entre os grupos.
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Fig. 4. Valores médios de HMP liberado nas solugdes DES e RE em funcéo do tempo (15 dias). Barras
verticais mostram o desvio padrdo da média. *Valores médios (DP) de HMP total liberado nas solucGes

DES e RE durante 15 dias. Letras distintas mostram diferenca estatistica entre os grupos.

Os ensaios mecanicos mostraram que a adigdo de HMP no material diminuiu a resisténcia a tragdo
diametral (p < 0,05) quando comparado ao CIV (Fig. 5). A resisténcia foi maior no sétimo dia quando
comparado ao primeiro dia (p < 0,05), com excecdo das misturas contendo HMP nanoparticulado que ndo
apresentaram diferenca estatistica. Houve uma correlagdo entre compressdo e tracdo (r = 0,851, p <
0,001).

A adicdo de HMP no CIV leva a uma diminuicdo na resistencia a compressdo (Fig. 6) quando
comparado ao CIV (p < 0,05). Relacdo dose-resposta foi observada apenas no tempo de 1 dia. Maior
resisténcia a compreessdo foi verificada no sétimo dia quando comparada ao primeiro dia para todos 0s
grupos estudados (p < 0,05). O HMP microparticulado levou a menores alteragfes na resisténcia a

compressdo quando comparado ao HMP nanoparticulado (p < 0,05).
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Fig. 5. Valores médios da resisténcia a tracdo diametral de acordo com os grupos. Letras distintas

mostram diferenca estatistica entre os grupos e o tempo. Barras verticais mostram o desvio padrdo da

média.
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Fig. 6. Valores médios da resisténcia a compressdo de acordo com os grupos. Letras distintas mostram

diferenca estatistica entre os grupos e o tempo. Barras verticais mostram o desvio padrdo da média.
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A incorporacdo do HMP ao CIV reduziu os valores de dureza de superficie (Fig. 7) quando
comparado ao CIV (p < 0,05). O aumento na porcentagem de HMP diminuiu a dureza de superficie (p <
0,05), exceto no primeiro dia para os grupos de HMP microparticulados. A dureza ap6s 7 dias aumentou
para todos os grupos (p < 0,05), com exce¢do do grupo de HMP 12 % nanoparticulado. Quanto ao
tamanho das particulas, os grupos de HMP 6 e 9 % nanoparticulados apresentaram maior dureza quando
comparado aos microparticulados, independente do tempo (p < 0,05). Houve uma correlacéo entre tragdo

e dureza de superficie (r = 0,770, p < 0,001) e entre compressao e dureza (r = 0,670, p < 0,001).
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Fig. 7. Valores médios da dureza de superficie de acordo com os grupos. Letras distintas mostram

diferenca estatistica entre os grupos e o tempo. Barras verticais mostram o desvio padrdo da média.

A adicdo do HMP nas concentracdes de 9 e 12 % reduziu o grau de conversdo quando
comparado ao CIV (p < 0,05), exceto no tempo de 1 dia e concentracdo de 12 % M (Fig. 8). N&o houve
diferenga significante entre 0 HMP microparticulado e nanoparticulado nos diferentes tempos de anélise,
considerando cada concentragdo. Houve uma correlacdo entre o grau de conversdo e a compressao (r =

0,392, p = 0,003), a tragdo (r = 0,490, p < 0,001) e a dureza (r = 0,414, p = 0,001).
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Fig. 8. Valores médios do grau de conversdo dos monémeros de acordo com os grupos. Letras distintas

mostram diferenca estatistica entre os grupos e o tempo. Barras verticais mostram o desvio padréo da

média.

Discusséo

A adicdo de novos compostos aos cimentos de iondmero de vidro visa a melhora nas suas
propriedades antimicrobianas, anticarie e fisico-mecéanicas. No presente estudo, a incorporacédo de HMP
micro ou nanoparticulado ao CIV aumentou sua atividade antimicrobiana e a liberagdo de fluoreto, porém
diminuiu suas propriedades fisico-mécanicas. Diante dos resultados obtidos a hip6tese nula foi rejeitada.

A utilizagdo do CIV na técnica de remogdo parcial da carie exige uma ac¢do antimicrobiana do material
com a finalidade de inviabilizar as bactérias presentes na dentina residual evitando a possibilidade de
danos pulpares. No presente estudo, o HMP mostrou uma acéo inibitdria contra a maioria das bactérias
cariogénicas estudadas (Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus e Actinomyces israelli) nas
concentragBes de 6, 9 e 12 % (Fig. 1), sendo essas associadas ao CIV. A acéo antimicrobiana apresentou
uma relagdo dose-resposta, ou seja, quanto maior a concentracdo de HMP na solucdo, maior a atividade
antimicrobiana. Ao ser incorporado ao CIV, o efeito antimicrobiano do HMP também foi dependente da
concentracdo no material (Fig. 2). Provavelmente, a capacidade de liberar HMP apresentada pelos CIVs
(Fig. 4) seja um dos fatores desse efeito, mas ndo o principal. Apesar da reducdo do tamanho das
particulas aumentar em aproximadamente 400% a liberagdo de HMP, a atividade antimicrobiana foi entre

6 a 12% maior. Como HMP forma complexos com fons metélicos (Mg?*, Ca**, K*, Al*, Fe*") [28, 29,30],
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existe uma maior probabilidade de ligacBes deste fosfato com os ions Mg?* presentes nas camadas
superficiais das bactérias. O fon Mg?* é importante para a manutencio da barreira de permeabilidade e
para o transporte de glicose, e a formacdo de complexo com HMP aumentaria a morte bacteriana [31].
Assim, a maior reatividade das nanoparticulas, em decorréncia do maior nimero de 4tomos em sua
superficie [22], teria maior reatividade com os fons Mg?" que poderia explicar a melhor ago
antimicrobiana dos CIVs com HMP nanoparticulado.

A adi¢do de HMP ao CIV aumentou em média 230 % a liberacdo de fluoreto (Fig. 3) o que pode
ter também contribuido com o efeito antimicrobiano [32, 33]. Como 0 HMP tem forte afinidade com
fons metalicos [28-30], durante a aglutinacdo do po e liquido, o célcio e o aluminio reagiriam com o HMP
reduzindo a reacdo destes fons com o fluoreto [34]. Assim, o fluoreto estaria mais disponivel para ser
liberado podendo aumentar o efeito na remineralizacdo da dentina cariada residual[32, 33] e na presenca
do HMP este efeito pode ser melhorado [20]. Entretanto, propriedades mecéanicas diminuidas também
estdo associadas com aumento na liberagdo de F [35].

Apesar de o HMP ter levado a uma melhora na atividade antimicrobiana e na liberacdo de fluoreto,
essa incorporagdo resultou em uma diminuigdo nas propriedades mecanicas, mesmo apds sete dias. Os
CIVs aumentam suas propriedades mecénicas com o passar do tempo, e isto € atribuido a reacéo cido-
base tardia que ocorre com o material [36]. A maioria dos valores disponiveis na literatura para tracdo
(15,7 — 35,9 MPa) [37-40], compressdo (137,7 — 228,2 MPa) [38-41] e dureza (64,7 — 89,4 KHN) [42, 43]
foram analisados apés 1 dia de armazenamento. Os valores obtidos no presente estudo (Figs. 5, 6 € 7)
para o CIV apresentam-se dentro da variagdo para este material. Com a adigdo do HMP houve uma
reducdo de 52% (tracdo), 52% (compressao) e 36% (dureza), ap6s 1 dia e de 50%, 43% e 46%, apos 7
dias. Alteragdes nas composi¢des do p6 e na relacdo pé-liquido podem ser responsaveis pelo aumento do
tempo de endurecimento e decréscimo na resisténcia a compressdo e tracdo diametral [44].

A capacidade de formar complexos aos cétions durante a reacdo &cido-base também pode ter
influenciado as propriedades mecanicas do material ja que ap6s 7 dias ndo houve uma melhora em
relacdo ao CIV. A relagdo dose-resposta da concentracdo de HMP e a forte correlacdo [45] entre as
anélises de compressdo, tracdo e dureza apontam o efeito do HMP sobre a reagdo acido-base como a
causa mais provavel nas alteracdes das propriedades mecénicas. Como o iondmero de vidro estudado
apresenta mon6meros em sua composicdo, a reacdo de polimerizagcdo destes pode influenciar as

propriedades mecanicas do material [46]. Porém, a conversdo dos mondmeros ndo se alterou entre 0s
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tempos de analise, com excecdo do primeiro dia para 12% microparticulado (Fig. 8), indicando que a
melhora das propriedades mecanicas dos CIVs ao longo do tempo foi praticamente dependente da reacdo
acido-base e influenciada pela adicdo de HMP. Apesar de haver correlagdo entre o grau de conversdo dos
mondmeros e as analises de compressdo, tracdo e dureza, esta foi moderada. Isto pode indicar que o HMP
influenciou o grau de conversdo e este efeito ocorreu durante o processo de fotopolimerizacéao.
Consequentemente, pode ter contribuido com uma baixa propriedade mecénica dos CIVs no primeiro dia,
principalmente nas concentracdes maiores de HMP. E importante saber que o iondmero utilizado no
presente estudo é constituido por &cidos poliacrilicos com carater bifuncional, isto é, possuem
grupamentos carboxilicos (COO’) em uma das extremidades e grupamentos metacrilatos [CH,=C-(CH,)]
na outra. A hipotese seria que a reducdo da reagdo do grupo carboxilico as particulas de carga (silicato de
aluminio) pode influir na polimerizacdo do grupamento metacrilato, principalmente quando ha muito
grupamento carboxilico livre.

Os resultados mostram que a adicdo do HMP ao CIV aumenta a atividade antimicrobiana e a
liberacdo de fluoreto, na qual pode ser altamente efetivo para prevenir o desenvolvimento e a progresséo
de lesBes cariosas apds sua parcial remocdo, porém reduz suas propriedades fisico-mecanicas. S&o
necessarios estudos adequando a concentragcdo de HMP e componentes dos CIVs com a finalidade de
minimizar as alterag@es fisico-mecénicas do material. Também testar a solubilidade e a adesividade, pois
a presenga do HMP pode disponibilizar uma maior quantidade de grupamento carboxilico livre para se
ligar aos tecidos dentais 0 que poderia aumentar a adesdo do material, mas aumentar sua solubilidade.
Somando-se a isto verificar se a maior liberacdo de fluoreto associado a grande disponibilidade de HMP
reduz a desmineralizagdo e aumenta a remineralizacéo das estruturas dentarias.

De acordo com as condi¢des testadas, pode-se concluir que a incorporacdo de HMP no CIV
melhora a atividade antimicrobiana e aumenta a liberagdo de fluoreto, porém reduz suas propriedades
fisico-mecénicas. A reducdo das particulas de HMP levou a melhores resultados antimicrobianos e de

liberacdo de fluoreto.
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ANEXD A

Teste de difuséo em &gar com discos

i

Diluiglio da soluglo de 12 % Bactérias reativadas em
para obter as placas
del, 3, 6 %el2%

womm ok
meio, scos
de papis na superficie misturada ﬁﬁrﬁ;ﬁ'
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ANEXO B

Preparo do hexametafosfato de sadio microparticulado

HMP Peneira granulométrica acoplada ao agitador
eletromagnético, para padronizar o tamanha
das particulas (<53 m)

Preparo do hexametafosfato de sadio nanoparticulado
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ANEXO C

Preparo do cimento de iondmero de vidro

IV - Fuji IT LC . Pesagem do CIV e do HMP P& do CIV e do HWP
nancparticulads micre e nanoparticulads para
obter as concentragles de /
6 9 12%

Mistura do CIV e do HNP
no moinhe de bolas
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ANEXO D

Teste de difuséo em agar com CIVs
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ANEXD E

Liberagdo de F e HMP dos materiais

Confecgdo dos corpos-de-prova

: : ‘ Fotropolimerizagdo do material €
Manipulaglio do Insergiio do material na matriz metdlica insereda do fio de aco incxiddvel
material

Mesa agitadora Tubos na grade pora  Corpos-de-prova colacados em Seis corpos-de-prova
ogitagde tubos de ensaio contendo 2 I de coda grupe
mL da solugle DES ou RE,
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CICLAGEM DOS MATERIAIS PARA DOSAR AS CONCENTRAGOES DE F

E HMP DAS SOLUGOES DES E RE

18 horas

Solugdo sem fluoreto

Solugdo de
Desmineralizacdo
2 mLfc-d-p

Solugao de
Remineralizagdo
2 mL/c-d-p

Agitagho
constante

37°C

B horas
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ANEXD F

Analise da liberagéo de F dos materiais

Dosagem de fluoreto das solugdes DES e RE

«BGess50

SolugBes padrdo para calibragiio
do eletrodo

. i Para as dosagens foram pipetadas
cmlﬂ:::d;:: pF:nu:"lcn.:rtm 0.5 Wi dat schucties de BES ou RE
+ 05 mL de TISAB II

Leituras realizadas sob agitagdo

constante
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ANEXD G

Analise da liberagéo de HMP dos materiais

Dosagem de HMP das solugdes DES e RE

— —>
0,02 mL da solugdo foi Placa de 96 pogos com as
utilizada para leitura soluges

Leituras no leitor de placa
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ANEXO H

Teste de tragéo diametral

Manipulagiio do material Inserciio do material nas Corpos-de-prova de 1 dia e 7 dias

matrizes e fotopolimerizagdo

Velocidade de 1 mm/min
*  Posigdo horizontal
+  Carga 500 N

Thayse Yumi Hosida



Anexos 62

ANEXO |

Teste de compresséo

Manipulagio do material Insergio do material nas Corpos-de-prova de | dia e 7 dias
matrizes e fotopolimerizagdo

Velocidode de 1 mm./min
Posigdo vertical

Carga 500 N
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ANEXD J

Teste de dureza de superficie dos materiais

5§ impressies, distantes 500 pm
entre si

a - impressiies realizodas apds 24 b

b - impressdo realizada apds T dias,
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ANEXD K

Determinagéo do grau de converséo dos mondmeras dos ClVs

InsergBo entre as liminas i Filmes de 1 & 7 dios ra
de widea estufa 37 *C

Trituraglo dos filmes de
CIV « HMP

07 T T T T T T T T T T T T T T T
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Regido espectral mostrando as duas bandas de absorc@es utilizadas para estudar o grau de converséo.
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