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Marti LM. Incorporacado de nanoparticulas de 6xido de zinco ou diacetato de
clorexidina em um cimento de iondmero de vidro de alta viscosidade [Tese de
Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

RESUMO: Avaliou-se a dureza superficial, rugosidade, porosidade, resisténcia a
compressédo, atividade antibiofilme, atividade metabdlica do biofilme (XTT) e
observou-se a aderéncia e formacdo do biofilme em microscopia eletrénica de
varredura (MEV) de um cimento de ionémero de vidro (CIV) de alta viscosidade
(Ketac Molar Easy Mix), associado a nanoparticulas de 6xido de zinco (NPZnO) a
2% ou ao diacetato de clorexidina (CLX) nas concentragbes de 0,5%, 1% e 2%.
Como grupo controle utilizou-se o préprio CIV. Para os testes fisicos, mecanicos e
atividade antibiofilme foram confeccionados 10 corpos de prova por grupo, para o
teste de XTT e MEV, foram utlizados 5 e 2 corpos de prova por grupo
respectivamente. A atividade antibiofilme foi avaliada para biofilme monoespécie de
Streptococus mutans, no periodo de incubacédo de 1, 7, 14 e 21 dias. Realizou-se
contagem das unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/mL) e a atividade
metabdlica do biofilme, assim como a observacdo em MEV foram avaliadas nos os
periodos de 1 e 7 dias . Os dados foram analisados estatisticamente e atenderam
quanto a normalidade e a homogeneidade de variancias. Realizou-se analise
paramétrica de variancia (ANOVA) para verificar diferenca estatistica seguida pelo
teste de Tukey. Todos os testes foram realizados com um nivel de significancia de
5%. Avaliagdo qualitativa em MEV foi realizada para a observagéo da aderéncia e
formacao de biofilme. No teste de dureza superficial todos 0s grupos apresentaram
diminuicdo dos valores, sendo, dos grupos com CLX, os menores valores. Para a
rugosidade superficial, apenas o grupo com NPZnO apresentou aumento
significativo, sendo os demais grupos, semelhantes ao controle. A CLX 0,5%
apresentou reducédo do numero (p=0,001) e area de poros (p=0,035) e o teste de
resistencia & compressao ndo demonstrou diferenga significativa entre os grupos.
Nas primeiras 24 h todos os grupos apresentaram reducdo da atividade metabolica
do biofilme em relacdo ao controle e apos 7 dias apenas a CLX 1% conseguiu
manter essa reducéo. A atividade antibiofilme foi aumentada no 14° dia de avaliacao
para os grupos de CLX a 1% e 2%. A MEV demostrou a aderéncia e formacgao de
biofilme de Streptococus mutans sobre a superficie dos espécimes no primeiro e

sétimo dia de experimento. Conclui-se que o diacetato de CLX a 1% foi o material



com resultados antibacterianos mais promissores e embora tenha diminuido a

dureza superficial do CIV ndo causou prejuizos as demais propriedades estudadas.

Palavras-chave: Cimentos de iondémeros de vidro. Nanoparticulas. Oxido de
zinco. Propriedades fisicas. Biofilmes. Clorexidina.



Marti LM. Incorporation of nanopatrticles of zinc oxide or chlorhexidine diacetate in a
high viscosity glass ionomer cement [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2017.

ABSTRACT: It was evaluated the surface hardness, roughness, porosity,
compressive strength, antibiofilm activity, metabolic activity of the biofilm (XTT) and
the adherence and formation of the biofilm in Scanning Electron Microscopy (SEM) of
a glass ionomer cement (GIC) of high viscosity (Ketac Molar Easy Mix), associated
with 2% zinc oxide (NPZnO) nanoparticles or chlorhexidine diacetate (CLX) at
concentrations of 0.5%, 1% and 2%. As a control group, the GIC itself was used. For
the physical, mechanical and antibiofilm activity tests, 10 specimens were prepared
per group, for the XTT and MEV test, 5 and 2 specimens were used per group,
respectively. The antibiofilm activity was evaluated for monospecific biofilm of
Streptococus mutans, during the incubation period of 1, 7, 14 and 21 days. The
colony forming units were counted per milliliter (CFU / mL) and the metabolic activity
of the biofilm, as well as the SEM observation, were evaluated in the 1 and 7 day
periods. The data were analyzed statistically and attended to the normality and
homogeneity of variances. We performed a parametric analysis of variance (ANOVA)
to verify statistical difference followed by the Tukey test. All tests were performed with
a significance level of 5%. Qualitative evaluation in SEM was performed for the
observation of adhesion and biofilm formation. In the superficial hardness test, all
groups showed decreased values, being the lowest values of the CLX groups. For
the surface roughness, only the group with NPZnO presented a significant increase,
the other groups being similar to the control. The CLX 0.5% presented reduction of
number (p = 0.001) and pore area (p = 0.035) and the compressive strength test
showed no significant difference between the groups. In the first 24 h, all groups
presented a reduction in the metabolic activity of the biofilm in relation to the control
and after 7 days only CLX 1% managed to maintain this reduction. The antibiofilm
activity was increased on the 14th day of evaluation for the 1% and 2% CLX groups.
SEM showed the adherence and biofilm formation of Streptococus mutans on the
surface of the specimens on the first and seventh day of the experiment. It was
concluded that 1% CLX diacetate was the material with the most promising
antibacterial results and although it has decreased the surface hardness of the GIC, it

did not cause damage to the other properties studied.



Key-words: Glass ionomer cements. Nanoparticles. Zinc oxide. Physical properties.

Biofilms. Chlorhexidin.
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1 INTRODUCAO

O cimento de ionémero de vidro (CIV) € o material de escolha para muitas
técnicas restauradoras em odontopediatria, ja que, favorece a remineralizacdo e
reorganizacdo da dentina afetada, possibilitando a interrup¢céo do desenvolvimento
da lesdo de carie, além de possuir efeito antibacteriano importante para evitar o
aparecimento de recidivas de lesbes de céarie e aumentar a longevidade das
restauracdes® 213449,

Estudos demonstram que a taxa de lesbGes de carie secundarias ainda é
bastante elevada®*®> sendo estas, as maiores resposaveis pelas falhas das
restauracdes de resina composta, CIV e outros materiais que favorecem a deposicao
de biofilme®154569.79 Sabe-se que o Streptococus mutans possui boa capaciadade
de aderir aos materiais restauradores, e a atribuicdo ou a potencializacdo do efeito
antibacteriano dos materiais odontolégicos representa grande importancia para a
prevencdo da lesdo de carie®® 728 diminuicdo do nimero de lesbes de céarie
secundarias?®® e favorecimento de reparo do tecido dentinario afetado®10.20.77,

Materiais antibacterianos como cetrimida, clorexidina (CLX)
45,15,18,26,28,37,50,51,65,67,73,7475 @ nanoparticulas (NP) como as de o6xido de zinco
(ZnO)*7! tem sido associados ao CIV na busca da potencializacdo desta
propriedade.

A CLX destaca-se por sua comprovada eficacia contra amplo espectro de
patdbgenos da cavidade bucal?®>43, porém sua associacdo aos materiais
restauradores pode provocar alteragcbes em suas propriedades fisicas e
mecénicas4r5'43r 50,51,62_

Assim, tem-se estudado as NP formuladas a partir de 6xidos de metais, como
aguelas de ZnO, as quais, apresentam boa atividade antibacteriana e sao eficientes
em reduzir ou evitar a formacéo de biofilmes sobre materiais restauradores®23. Sua
associagcdo com estes materiais resultam na formagdo de ions Zn* e espécies
reativas de oxigénio, incluindo o peréxido de hidrogénio (H202), o qual pode destruir
a membrana celular e resultar em morte da célula bacteriana*?, A NPZnO é
encontrada na forma de po e tem sido bastante utilizada em medicamentos de
aplicacédo dermatoldgica devido a sua atividade antibacteriana®* 2.

O efeito antibacteriano presente nas NP, representa uma propriedade que

resulta em uma boa opcédo para os materiais restauradores**°%76, Considerado sua
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dimensé&o de 1 a 100 nm, proporciona boa relacdo entre sua area de superficie e seu
volume®3, além de apresentar propriedades favordveis como boa
biocompatibilidade*. O tamanho das particulas de ZnO também resulta em inibicdo
de biofilme mais efetiva quando comparadas as microparticulas ou ao pé ultra fino**.

Baseando-se no fato de que tanto a CLX quanto as NPZnO possuem efeito
antibacteriano, que existem poucos estudos na literatura associando NPZnO a um
CIV de alta viscosidade e que € interessante a obtencdo de um material restaurador
com efeitos antibacterianos promissores, que nao alterem suas propriedades fisicas
e mecanicas originais, este estudo, teve como objetivo avaliar propriedades fisicas,
mecanicas e antibacterianas de um CIV de alta viscosidade associado a NPZnO ou
ao diacetato de CLX.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A partir da utilizacdo de discos de CLX e testes de diluicdo e difusdo em agar,
Emilson?3, em 1977, estudou a resisténcia de bactérias aer6bias, anaer6bias e
aerObias facultativas a este material. Entre os isolados anaerdbios testados, as
cepas mais suscetiveis a CLX foram Propionibacterium e Selenomonas, enquanto as
cepas menos suscetiveis foram cocos Gram-negativos.

Jedrychowski et al.** em 1983 avaliaram a resisténcia a compressdo, a
tracdo, ao cisalhamento e a atividade antibacteriana apés adicédo 1, 2, 3,5 e 10% de
gluconato de CLX ou de dihidroclorido de CLX a uma resina e a um CIV. A atividade
antibacteriana foi medida por inibicdo do crescimento de S. viridans, S. pyogenes,
Streptococus mutans, L. acidophilus e E. colli durante 4 dias. A adicdo de gluconato
ou de dihidroclorido de CLX aumentou a atividade antibacteriana dos materiais
testados, sendo o ultimo capaz de manter as propriedades mecanicas mais proximas
daquelas apresentadas pelo grupo controle. Em geral, houve prejuizo nas
propriedades de resisténcia a tracdo, compresséao e forcas de cisalhamento com a
adicdo do gluconato de CLX em concentracbes superiores a 3%. ApoOs analise dos
resultados, os autores concluiram que a adicdo de pequenas concentracdes de CLX
aumentaram a atividade antibacteriana sem comprometer as propriedades testadas

de ambos os materiais.

Xie et al. 7 (2000) estudaram propriedades mecanicas como a resisténcia a
flexdo, & compressdo, a tracdo diametral, ao desgaste e dureza Knoop de CIV
modificados por resina e convencionais. Os pesquisadores observaram que a
relacdo entre composicao, estrutura e propriedade mecanicas dos CIV apontaram
gue microestruturas mais integradas com melhor ligacdo entre matriz e particulas de
vidro resultaram em valores mais altos de resisténcia a flex&o, tragdo diametral e ao
desgaste. Os CIV modificados por resina apresentaram valores maiores de
resisténcia a flexdo e a tracdo diametral, e os convencionais, valores mais altos de
dureza e resisténcia ao desgaste. Observaram também que a resisténcia ao
desgaste aumentou na presenca de particulas de vidro maiores, ja que as particulas

de vidro menores foram relacionadas com menor porosidade microestrutural.
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Apos adicédo de 5 % de diacetato de CLX a um CIV, Sanders et al. 87 (2002)
avaliaram a resisténcia a tracdo, dureza superficial, erosdo, liberacdo de CLX e
atividade antibacteriana nas primeiras 24 h e em 6 semanas de estudo. Houve
reducdo dos valores de dureza apds 6 semanas, a resisténcia a tracdo nao
apresentou diferenca significativa, houve aumento significativo de eroséo e a
liberacdo de CLX foi mais efetiva na primeira semana do teste, com reducdo nas 5
semanas seguintes. Observaram redu¢do do numero de Streptococcus mutans nas
primeiras semanas de avaliacdo, o que representou melhora da atividade

antibacteriana do material quando comparado ao CIV controle.

Palmer et al.®? (2004) observaram liberacdo de diacetato de CLX em
concentracbes que variaram de 0,5% a 13% quando associada a um CIV. A
liberacdo de concentracdo mais alta ocorreu até 20 dias apdés o inicio do
experimento. Nas primeiras 22,5 h de estudo ocorreu liberagdo de toda CLX
mensuravel, sendo esta quantidade inferior a 10% da massa total incorporada aos
espécimes. Concluiram que a maior parte da CLX adicionada ficou retida no
espécime, que sofreu aumento no tempo de presa e diminuicdo da resisténcia a

compressao.

Utilizando CLX a 2% como controle positivo, Duque et al.?° (2005) observaram
atividade antibacteriana significativa de dois CIV convencionais (Fuji IX e Ketac
Molar) e um modificado por resina (Vitrebond) para Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus, Lactobacillus acidophilus e Actinomyces viscosus, A
atividade antibacteriana foi verificada utilizando-se o teste de difusdo em agar com
meio de cultura BHI e apos 24 horas de incubacdo os halos de inibicdo foram
avaliados. A analise estatistica utilizada foi teste de Kruskal-Wallis e de Mann-
Whitney, com nivel de significancia de 5%. Os autores verificaram que todos 0s
materiais estudados apresentam halo de inibicdo sendo o Vitrebond o que exibiu

maior atividade antibacteriana.

Para avaliar a resisténcia a compressao, tempo de presa, adesdo a dentina e
a atividade antibacteriana, Takahashi et al.”? (2005) adicionaram diacetato de CLX
combinado com dihidrocloreto de CHX, nas concentracdes de 0, 1%, 2% e 3% a um
CIV. Atividade antibacteriana contra Streptococcus mutans, Lactobacillus casei ou
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Actinomyces naeslundii foi examinada utilizando método de difusdo em agar.
Observaram que todos o0s grupos estudados apresentaram halo de inibicéo
significante e que a concentracdo de CLX liberada n&o foi dose dependente. Valores
superiores a 2% levaram a diminuicao da resisténcia a compressao e
desfavoreceram a adesao a dentina. Os autores concluiram que a adicdo de CLX a
1%, de maneira geral, favoreceu as propriedades estudadas.

Beyth et al.2 em 2006, avaliaram o efeito antibacteriano e a biocompatibilidade
de uma resina composta Flow associada a 1% e 2% de NP de polietilenoamina de
amoénia quaternaria (PEI). Os microorganismos utilizados foram Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e
Staphylococcus epidermidi e as analises foram realizadas em 48 horas, 1 e 4
semanas. Os testes antibacterianos realizados foram de difusdo em agar e de
contato direto. Para avaliar a biocompatibilidade fez-se viabilidade de macréfagos e
secregao de citocinas TNFa. As amostras que incorporaram NP a 2% inibiram o
crescimento de todas as cepas bacterianas testadas. A NP 1% resultou em inibi¢édo
completa de Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis e diminuicdo do
crescimento de Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus epidermidis e
Escherichia coli. O teste de contato direto ndo mostrou halo de inibicdo para os
micrrorganismos testados, indicando que as NP né&o se difundiram no meio de agar.
Quanto a biocompatibilidade os testes mostraram viabilidade dos macréfagos e a
secrecdo de TNFa nao foi alterada. Concluiram que a incorporacdo de
nanoparticulas de PEI garantiu diminuicdo no crescimento de todos o0s

microrganismos testados néo afetando a biocompatibilidade da resina.

Ao restaurar a regiao oclusal de molares permanentes de 50 criancas de 6 a
11 anos de idade, Frencken et al.?® (2007) adicionaram CLX a 1% a um CIV
convencional. As restauracdOes foram realizadas sobre dentina afetada e infectada e
apos 7 dias foram removidas. Observou-se diminui¢do significativa na contagem de
bactéria anaerobias e aerobias (p = 0,0001), alem de menor nimero de lactobacilos
anaerobios (p = 0,02) e lactobacilos aerdbicos, mas ndo de Streptococos mutans.
Reducéo significativa nos lactobacilos aerdbicos na dentina infectada tratada com
CIV associado a CLX (p = 0,05) foi observada, enquanto que na dentina afetada,

Streptococos mutans anaerébios e aerdbios mutans foram significativamente



22

menores no grupo de teste 7 dias apods o tratamento (p = 0,01). Observaram também
diferenca significativa na redugéo de todos 0s microorganismos para ambas as

situacoes.

A partir da realizacdo de testes para concentragdo minima inibitoria (MIC) e
para a concentragdo minima bactericida (MBC), Hernandez-Sierra et al.>> em 2008,
estudaram o efeito bactericida e bacteriostatico de NP de prata, oxido zinco e ouro
sobre Streptococcus mutans. Os resultados mostram que houve diferenca
significativa entre todos os materiais. A NP de prata, por inibir Streptococcus mutans
a partir de menor concentracdo quando comparada com as outras NP testadas,

mostrou-se mais efetiva para o controle do microrganismo.

Com o objetivo de avaliar a liberagdo de flior assim como a atividade
antibacteriana, Hoszec e Ericson®’ (2008) adicionaram &cido tartarico (11%) e
gluconato de CLX (10%) a um CIV. Durante 60 dias de observacado, notou-se
diminuicdo gradativa da liberacédo de fluor, estabilizacdo apds 10 dias e diminuicédo
lenta do mesmo até o ultimo dia de estudo. A libertag@o de flior no grupo com CLX
foi de cerca de 27% menor quando comparado ao controle, e 30% menor que o
grupo com 4&cido tartarico. Observou-se também reducdo do numero de
Streptocuccus mutans para ambos os materiais. Os autores concluiram que a
liberacdo de flior e o efeito antibacteriano dos materiais estudados diminuiram com

0 tempo, mas permaneceram mensuraveis por 60 dias.

Huang et al.®®, em 2008 estudaram o efeito das NPZnO sobre a superficie
guimica das membranas bacterianas de Streptococcus agalactiae e do Staphylococcus
aureus. Foram utilizadas concentracdes de 10t a 10+ M, cultivadas em placas de agar e
incubadas por 24 h a 37 £ 1°C. Observaram que as células bacterianas foram
danificadas apdés o contato com as NPZnO e concluiram que essas nanoparticulas

podem ser um efetivo agente biocida.

Em estudo de efeito antibacteriano, Jones et al.** em 2008 avaliaram cepas
bacterianas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
pyogenes, Escheria coli, Enterococcus faecalis e Bacillus subtilis a partir da

utilizacdo de nanoparticulas de MgO, TiO2, Al203, CuO, CeO2 e ZnO. Observaram
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que as NP de MgO, TiO2, CuO, CeO2 nédo resultaram em inibicdo significante de
crescimento bacteriano, enquanto que as de ZnO mostraram-se efetivas. O Al203
mostrou-se altamente toxico para a maior parte das células vivas e foi retirado do
estudo. Os autores concluiram que o ZnO tem potencial bacteriostatico na luz visivel
e que a NPZnO tem este potencial aumentado devido ao tamanho reduzido de suas
particulas. Asseguraram ainda que no futuro, as NPZnO poderéo ser utilizadas como
agentes antibacterianos, locdes e revestimentos de superficie em diferentes

substratos para prevenir contaminag¢ao por microrganismos.

Turkun et al.” (2008) associaram gluconato e diacetato de CLX a um CIV nas
concentractes de 0,5%, 1,25%, 2,5% e avaliaram propriedades fisicas, mecanicas e
antibacterianas. Observaram que o maior efeito antibacteriano foi propiciado pelo
diacetato de CLX a 2,5%, sendo este efeito efetivo até 90 dias para Streptococcus
mutans e de até 60 dias para Lactobacillus acidofilus, acompanhado de diminuicao
da resisténcia a compressdo. Os autores indicaram a concentracdo de 1,25% de
diacetato de CLX a mais apropriada para associacdo com o CIV, pois aumentou o
efeito antibacteriano do material sem deterioracdo de suas propriedades fisicas e

mecanicas.

Liu et al.*® (2009), investigaram as propriedades antibacterianas de diferentes
concentracbes de NPZnO e seu modo de acdo contra a Escherichia coli O157:H7,
por meio de teste antibacteriano. Ao microscopio eletrdnico de transmissdo pode-se
observar efeitos inibitorios no crescimento de Escherichia coli O157: H7 diretamente
proporcional ao aumento de concentracdo, tendo a eliminagdo completa do
microrganismo em 12 mmol 1(-1). Considerou-se também o tamanho e formato das
particulas ao realizar a analise em microscopia eletronica de varredura. Os autores
sugeriram que o mecanismo antibacteriano da NP de ZnO pode estar relacionado
com a destruicdo dos lipideos e das proteinas da membrana celular das bactérias,
causando o extravasamento do contetdo celular. Concluiram que as NPZnO tem o

potencial para ser considerada um agente antibacteriano efetivo.

Ao avaliar a resisténcia ao cisalhamento e atividade antibacteriana de um CIV
modificado por resina (Fuji Orto LC) e de um adesivo ortoddntico (TransBond XT)

apo6s adicdo de ZnO a 13% e 23,1%, Spencer et al.”* em 2009, observaram que 0s
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efeitos antibacterianos foram 1,6 vezes maiores quando utilizado o ZnO a 23,1%.
Nao houve diferenca entre o Transbond e o CIV. Encontraram também que a
incorporacdo do ZnO no Fuji Ortho LC adicionou propriedades antimicrobianas ao
composto original sem alterar significativamente a resisténcia ao cisalhamento.
Concluiram que a medida que a concentragdo de ZnO aumentou, a atividade
antibacteriana também aumentou permanecendo até pelo menos um més, embora

em niveis menores.

Deepalakshmi et al.*® em 2010, avaliaram a resisténcia a compressao, tempo
de presa e propriedades antibacterianas de um CIV (FUJI IX) associado a 1% e 2%
de diacetato de CLX ou cetrimida. A atividade antibacteriana foi avaliada para
Lactobacillus casei por meio do teste de difusdo em agar. O CIV contendo 2%
cetrimida exibiu inibi¢do significativamente maior do microrganismo seguida pelo CIV
com 1% de cetrimida e com 2% de CLX. A maior resisténcia a compressao foi
exibida pelo grupo controle seguido do CIV com 1% de cetrimida, e o menor valor foi
exibido pelo CIV com 2% de CLX. O tempo de presa para todos os grupos testados
foi maior que para o grupo controle. Os autores observaram que o CIV adicionado a
materiais antibacterianos resulta na inibicdo de bactérias associadas a lesao carie. A
adicdo de 1% de CLX foi a melhor op¢do para reduzir o nimero de bactérias sem

afetar as propriedades fisicas do material.

A partir da adicdo de NP a diferentes compdsitos, Seving e Hanley® (2010)
avaliaram a acdo antibacteriana de resinas compostas microhibrida e
nanoparticuladas. Confeccionaram corpos de prova com a incorporacao de NP a 1%
de prata, 10% de diéxido de titanio, 10%, 5%, 1% de ZnO e realizaram os testes de
contagem de UFC/mL, concentragdo minima inibitoria, concentracdo minima
bactericida, contagem de células viaveis no terceiro dia de formacéo de biofilme do
contato direto das resinas utilizando MEV e microscopio confocal a laser. Como
resultados verificaram que houve reducéo significante de até 80% na contagem
bacteriana quando associado 10% de NPZnO. Apds acompanhamento por 3 dias,
observaram que a adicdo da NP em todas as concentracbes nao foi efetiva para

reduzir significativamente o nimero de microorganismos. Os autores acreditam que
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a insolubilidade das NPZnO impediu a difusédo de quantidade suficiente de Zn?* para

o0 ambiente circundante, resultando em menor efeito antibiético.

A resisténcia a compressédo, a fratura, a flexdo, a microdureza superficial, o
tempo de presa, a liberagdo de fllor e a atividade antibacteriana foram estudados
por Elsaka et al.?? (2011) apds a adicdo de NP de diéxido de titanio (TiO2) a 3%, 5%
e 7% a um CIV. Os autores observaram que em todas as concentracfes das NP
houve efeito antibacteriano eficaz. No entanto, nas concentracdes de 5% e 7% as
propriedades fisicas foram afetadas. Concluiram que o CIV contendo 3% de NPTiO2
mostrou ser um material restaurador promissor, com melhoras em suas

propriedades mecanicas e antibacterianas.

Farret et al.?® (2011) adicionaram gluconato de CLX a 10% e 18% a dois CIV
utilizados para cimentacdo de banda para tratamento ortoddntico e avaliaram a
resisténcia a tracdo diametral, a compressdo e ao cisalhamento, assim como a
atividade antibacteriana. Ao longo das analises, a adicdo de 18% de CLX
demonstrou maior inibicdo da atividade antibacteriana que a concentracdo de 10%.
Concluiram que a adicdo da CLX a esses materiais foi interessante j& que houve
aumento da atividade antibacteriana e ndo acarretou prejuizos as propriedades

fisicas do material.

Durante 90 dias de estudo, Tizlner et al.” (2011) observaram permanéncia
do efeito antibacteriano, manutencéo da dureza e liberagdo de fluor de dois CIV (Fuji
IX e Ketac Molar) apoés adicdo de 2,5% de diacetato de CLX e 2,5% de cetrimida.
Observou-se menor dureza em relagdo aos grupos que continham apenas CIV. O
Ketac Molar apresentou melhor efeito antibacteriano, adicionado a ambos os
materiais e esse efeito foi continuo por 90 dias. Com relacdo a liberacéo de fluor,
nos dias 1 e 7 o Ketak Molar associado aos dois materiais foi melhor que o Fuji com

CLX e cetrimida, porém nos dias 15 e 30 o Fuji apresentou melhor resultado.

Xie et al.8% (2011), associaram 1%, 3%, 5%, 7%, 10% e 20% do sal de
polietiienoamina de aménia quaternaria ao CIV Fuji Il LC e avaliaram a atividade
antibacteriana por meio do teste do contato direto, a resisténcia a compressédo e a

tracdo diametral. Essa associacdo demostrou atividade antibacteriana significativa
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enquanto que diminuiu a resisténcia a compressao em todas as concentragdes
estudadas. Os autores concluiram que o material proposto pode ser clinicamente

atraente por oferecer atividade antibacteriana maior do que o CIV convencional.

Cheng et al.'® (2012) estudaram a adicdo de quatro materiais (fosfato de
calcio nanoparticulado, fluoreto de calcio nanoparticulado, fosfato de calcio
nanoparticulado associado a 10% de CLX e fluoreto de calcio com 10% de CLX) ao
Vitremer, Heliomolar e Renamel, para serem testados quanto a atividade
antibacteriana e resisténcia a flexdo. A adicdo da CLX garantiu aos materiais
melhora da atividade antibacteriana, um pH a cima de 6,5 e ndo houve alteracao
significativa da resisténcia a flexdo. Observaram também que os grupos sem CLX

apresentaram pH de 4,2 e maior resisténcia a flexao.

Hojati et al.3® em 2013 adicionaram 1%, 2%, 3%, 4% e 5% de NPZnO a uma
resina flow e observaram que, embora o teste de difusdo em agar ndo tenha
revelado diferenca significativa entre os grupos, o teste de contato direto demonstrou
que, ao aumentar a concentracdo de NP, o crescimento de bactérias foi
significativamente diminuido. Nao houve alteragdo na resisténcia a flexdo e a
resisténcia a compressdo foi aumentada. As NPZnO resultaram em menor
profundidade de cura da resina. Os autores concluiram que a adicdo de NPZnO a
1% na resina fluida inibiu significativamente o crescimento de Streptococcus mutans

e ndo afetou prejudicialmente suas propriedades mecanicas.

A utilizacdo de NP na odontologia foi estudada por Melo et al.>® (2013) a partir
de revisdo de literatura. Relataram futuro promissor quanto ao desenvolvimento de
novos biomateriais que podem causar impacto na gestdo atual da carie dentaria.
Afirmam ainda que, baseados na nanotecnologia, materiais restauradores podem

proporcionar diferentes beneficios para prevenir e controlar a carie dentéria.

Becci et al.* em 2014, avaliaram a influéncia da adi¢édo do diacetato de CLX a
0,5%, 1% e 2% a um CIV de alta viscosidade, na resisténcia de unido a dentina
sadia e afetada por cérie artificial. A condicdo do substrato (dentina afetada ou
sadia), nao influenciou os valores de resisténcia de unido. As falhas adesivas na

dentina afetada pela carie, aumentou proporcionalmente ao aumento da
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concentracédo de CLX; para a dentina sadia o aumento das fraturas ocorreu apenas
com 2% de CLX. Os autores concluiram que a adi¢do de 0,5% ou 1% de CLX ao
CIV néo prejudicou a propriedade do material sendo uma boa opcdo para melhorar

sua atividade antibacteriana.

ApGs incorporacgéo de 0,5 % 1% e 2% de diacetato ou gluconato de CLX a um
CIV convencional, Marti et al.>° (2014) observaram aumento da area e nimero de
poros proporcional ao aumento das concentracfes de CLX e independente do
material testado. O teste de rugosidade superficial ndo demonstrou alteracdo
estatisticamente significativa em qualquer uma das concentragcbes de CLX utilizada.
A avaliacdo da atividade antibacteriana no tempo de 1, 7, 14 e 21 dias demonstrou
que a concentracdo de 1% de diacetato resultou em reducdo do numero de
microorganismos independente do tempo avaliado, sem prejuizo as propriedades
fisicas e mecénicas testadas.

Marti et al.>! em 2014 avaliaram a dureza superficial, resisténcia a tracéo,
tempo de presa e atividade antibacteriana de um CIV associado a gluconato de CLX
nas concentragoes de 0,5% 1% e 2%. Houve aumento estatisticamente significativo
para o tempo de presa apoés a adicdo de CHX a 1% e 2%. O CIV associado a CLX a
2% foi 0 que apresentou a maior reducdo de dureza. Com relacdo a resisténcia a
tracdo, apenas o grupo com CLX 2% apresentou reducéo significativa em relacao ao
grupo controle. Os autores observaram também que a atividade antibacteriana nao
apresentou alteracdo com a adicdo da CLX. A adicao de gluconato de CLX a 0.5%
com a finalidade de aumentar o efeito antibacteriano CIV foi viavel e ndo interferiu

nas propriedades estudadas.

Kasraei et al.*®> 2014 adicionaram 1% de NZnO ou NP de prata (Ag) a uma
resina composta, com a finalidade de observar, por meio do teste de contato direto,
0 potencial antibacteriano desses materiais. Os grupos que continham NP
apresentaram maior atividade antibacteriana que 0 grupo controle, tanto para
Streptococcus mutans quanto para Lactobacillus. O efeito da NPZnO para
Streptococcus mutans foi significativamente maior que para a NP de Ag. Para

Lactobacillus ndo houve diferenca significativa.
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Farrugia e Camilleri?’ realizaram em 2015, revisdo de literatura sobre as
propriedades antibacterianas de resinas compostas e CIV. Concluiram que a adi¢éo
de agentes antibacterianos aos materiais restauradores é bastante vélida a fim de
melhorar esta propriedade, porém ndo deve causar falhas de restauracao.
Ressaltam o acompanhamento em longo prazo desses novos materiais a fim de

monitorar a durabilidade desse efeito antibacteriano

Em 2015, Gjorgievska et al.®? adicionaram 10% de NP de 6xido de aluminio,
oxido de zirconio e didxido de titdnio a dois CIV. Ao avaliarem a resisténcia a
compressdo e imagens em MEV, observaram que as NP preencheram os espacgos
vazios presentes nos CIV e diminuiram as microfissuras internas. O diéxido de
tithnio aumentou a resisténcia a compressao dos materiais testados e as NP

apresentaram-se distribuidas uniformemente por toda a matriz.

Por meio de implantes subcutaneos de CIV associado a 10 % e 18 % de CLX,
Lacerda-Santos et al.*” (2016) observaram, por meio de microscoépio éptico, infiltrado
inflamatério, edema, necrose, tecido de granulagao, células gigantes multinucleadas
e fibras de colageno. Notaram que embora a concentracdo de 18% tenha resultado
em efeito toxico nos ratos estudados, a de 10% mostrou-se adequada quando

considerada a biocompatibilidade com os tecidos dos animais.

Becci et al.® (2016) avaliaram in situ, durante 7 dias, a presenca de
Streptococcus totais, Streptococcus mutans e Lactobacillus spp e o total de
polissacarideos presente no biofilme formado na superficie de um CIV associado a
CLX nas concentracdes de 0,5, % e 2%. Observaram que a adicdao de CLX nas
concentragdes estudadas ndo reduziu o numero de microorganismos. No entanto,
nas concentracdes de 1% e 2% de houve reducéo na producéo de polissacarideos,
caracteristica importante relacionada a menor capacidade de adesdo da placa e

formacao de menor espessura de biofilme.

Moshaverinia et al.>® (2016) avaliaram os efeitos da adicdo de NP de
fluorapatita sobre a microdureza, a liberacdo de flior e a biocompatibilidade quando
associado a um CIV convencional. Observaram aumento da dureza para o grupo

com NP quando comparado ao grupo controle; a liberacéo de fluor foi avaliada por
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28 dias e ndo demonstrou diferenca estatistica entre 0os grupos testados; o grupo
com NP ndo apresentou reducdo da atividade metabdlica e se mostrou

biocompativel.

Jaidka et al.*! (2016) avaliaram, ap6s 24 horas, a resisténcia a compresséao, a
tracdo diametral e ao cisalhamento de um CIV, associado ao diacetato de CLX ou ao
Triclosano nas concentracdes de 0,5%, 1,25% e 2,5%. Mostraram que 0,5% de CLX
foi significativamente melhor em todos os testes avaliados, demonstrando ser a

melhor op¢éo para o uso clinico.

Em 2017, Mishra et al.>®¢ comparam os efeitos antibacterianos e as
propriedades fisicas de um CIV modificado com 10% de Quitosano ou com 2,5% de
CLX-Cetrimida. Placas de Hawley contendo os corpos de prova foram utilizadas por
50 criangcas com idade entre 7 e 12 anos por 48 horas. Os grupos experimentais
foram divididos em: G | - CIV convencional (grupo controle), G Il - CIV com
quitosano e G Ill — CIV com CHX-Cetrimida. Observou-se aumento da atividade
antibacteriana para Streptococcus mutans e Lactobacillus (Grupo II> 11> 1) e
aumento na resisténcia a compressao e flexao (Grupo II> I> 1ll). Concluiram que o
CIV modificado por Quitosano foi eficaz na inibicdo das bactérias associadas as
lesBes de carie junto com propriedades fisicas melhoradas quando comparado com

o CIV modificado por CHX-Cetrimida ou convencional.

Garcia et al.’° em 2017 avaliaram a adi¢cdo de NPZnO nas concentracdes de
1% e 2% em CIV convencional e CIV modificado por resina quanto a atividade
antibacteriana. O tempo de maturacdo do biofiime foi de 1 e 7 dias e o
microrganismo testado foi o Streptococcus mutans. A morfologia do biofilme foi
analisada por MEV. Observaram que para o CIV convencional ndo houve alteracéao
na morfologia das células bacterianas em relagcdo a concentracado de NP e ao tempo
do biofilme formado; para o CIV modificado por resina, quanto maior o tempo do
biofilme maior o niumero de células aderidas, sendo a concentracdo de CLX nao
significante. Concluiram que a adicdo dessas concentracdes nado proporcionou

melhora da atividade antibacteriana dos materiais testados.
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3 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar as propriedades fisicas,
mecanicas e antibacterianas de um CIV de alta viscosidade modificado por agentes

antibacterianos
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4 MATERIAIS E METODO

Para realizacdo deste estudo foi utilizado o CIV Ketac Molar Easy Mix (3M-
ESPE Dental Products, St. Paul, MN, EUA) o qual, apdés pesagem em balanca
analitica (Gehaka Ltda- modelo BG 440), teve sua proporcdo po-liquido estabelecida
em peso, a partir da média aritimética dos valores de 10 pesagens de 1 por¢céo de
po (colher medida fornecida pelo fabricante). Desse valor foi removida a
porcentagem a ser estudada em peso e logo apds, acrescentada a mesma
quantidade de NPZnO ou de diacetato de CLX (Sigma Aldrich, Steinheim,
Alemanha).

As NPZnO foram sintetizadas pelo Grupo de Crescimento de Cristais e
Materiais Ceramicos do Instituto de Fisica de S&o Carlos, da Universidade de S&o
Paulo — USP.

4.1 Confeccéo dos espécimes

Foram confeccionados 520 corpos de prova para todo o experimento, sendo
10 corpos de prova por grupo experimental, exceto para agueles submetidos ao
MEV para avaliacdo da aderéncia e formacado do biofilme (2 espécimes por grupo) e
para o teste da atividade metabdlica do biofilme (XTT) (5 espécimes por grupo).
Utilizou-se uma matriz especifica para cada teste a ser realizado. Apés a insercao do
material na matriz, foi acomodada sobre 0 mesmo uma tira de poliéster. Sobre esta
foi colocada uma lamina de vidro de 1 mm de espessura, € um peso de 100 g, por
periodo de 30 s, para planificacdo e eliminacdo dos excessos de material. Para
realizacdo dos testes fisicos e mecanicos os corpos de prova foram armazenados
em recipiente apropriado com umidade relativa do ar de aproximadamente 100% por
24 horas a aproximadamente 37 °C.

As concentracdes de NPZnO, assim como o numero de corpos de prova para
cada grupo experimental foram determinados a partir de projeto piloto (Apéndice).
Nesta etapa foi realizado o teste de selecéo inicial da atividade antibacteriana, nas
concentracbes de 0,5%, 1% e 2% para ambos os materiais testados, quando
considerou-se para o estudo, aquelas que proporcionaram halo de inibicdo maior
que 11 mm®3 .

As concentragdes utilizadas neste trabalho foram 0,5%, 1% e 2% de diacetato
de CLX e 2% de NPZnO.
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4.2 Testes Fisicos e Mecanicos

Rugosidade superficial

Os corpos de prova (n=10) foram confeccionados por meio de uma matriz de
teflon que apresentava dimensdes de 4 mm de diametro e 2 mm de altura.

Na superficie de cada corpo de prova foram efetuadas trés leituras em
posicbes padronizadas, sempre iniciando a leitura 1 mm aquém da borda do
espécime e passando pelo seu centro. O valor da rugosidade superficial (Ra) de
cada espécime foi dado a partir do célculo da média aritmética destes tres valores’®.
Realizou-se também, pelo préprio rugosimetro (Surfcorder SE 1700; Kosaka
Laboratério Ltd, Kosaka, Japédo), a média aritmética entre os picos e vales
registrados e foi utilizado um cut-off de 0,25 mm, necessario para maximizar a

filtragem da ondulacéo superficial.

Porosidade

Os corpos de prova (n=10), foram confeccionados por meio de uma matriz de
silicone e apresentaram dimensdes de 6 mm de diametro por 3 mm de altura. Em
todos os corpos de prova foi confeccionada uma canaleta, com auxilio de alta
rotacdo, para direcionar a fratura dos mesmos em seu centro, a qual foi realizada
com martelo e cinzel cirdrgicos. Estes fragmentos foram revestidos com liga de
ouro-paladio sob alto vacuo e levados ao MEV (SM-300, Topcon, Tokyo, Japan) com
aumento de 100 vezes para obtencdo de imagens, as quais foram analisadas com
auxilio do programa Image J (Rasband WS, Image J; US National Institutes of
Health, Bethesda, MD). Todas as imagens obtidas, do interior do corpo de prova,
foram subdivididas em quadrantes, sendo a area do primeiro quadrante analisada,
para evitar tendéncias nos resultados!®°2. O mesmo pesquisador realizou trés
leituras de cada imagem com 1 semana de intervalo entre elas, para avaliar a

reprodutibilidade intra-examinador.

Dureza Superficial

Os corpos de prova (n=10) foram confeccionados utilizando-se matrizes de
teflon com 4 mm de diametro e 2 mm de altura (ISO 4049). Cada espécime foi polido
sequencialmente por discos abrasivos (da maior para a menor granulagéo) (Sof-Lex,

3M) acoplados a baixa-rotagéo, por um Unico operador, utilizando presséo leve3.
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A leitura da dureza Vickers foi obtida por meio do microdurébmetro digital
(Micromet 2100 - Buehler Ltda., Lake Bluff, lllinois, EUA), aplicando-se carga de
50 gf durante 30 s sobre a superficie dos corpos de prova’®. Estes, foram divididos
em quatro quadrantes e, em cada um deles, foram realizadas duas endentacfes. Os
resultados foram inicialmente expressos em micrometros (um), e transformados em

valores de dureza Vickers (VHN) diretamente pela maquina de teste.

Resisténcia a compressao

Os corpos de prova (n=10) foram confeccionados por meio de matriz metdlica
bipartida em aco inoxidavel com 4 mm de diametro e 6 mm de altura (ISO 9917-1.:
2007). Ap6s 24 hs armazenados em agua destilada foram submetidos ao teste em
maquina de ensaios mecéanicos (EMIC — Equipamentos e Sistemas de Ensaios Ltda,
Sao José dos Pinhais, PR, Brasil) com célula de carga com capacidade méaxima de 5
kN, operando a uma velocidade de 0,5 mm/min. O valor maximo foi obtido assim que

aconteceu a fratura do espécime.

4.3 Avaliacéo da Atividade Antibacteriana

Preparo do in6culo

Utilizou-se cepa de Streptococcus mutans ATCC 504, a qual foi mantida a
-80°C em glicerina e reativada em agar BHI por 48 h. Em seguida, uma colénia foi
adicionada a 15 mL de caldo infuso de cérebro e coracéo (BHI). Apds incubacéo por
16 h, um ind6culo foi preparado diluindo-se 10 vezes essa cultura em BHI
suplementado com 0,2% de sacarose (caldo BHIS)?*. Todas as incubacdes foram

realizadas a 37°C em microaerofilia.

Atividade antibiofilme

Os corpos de prova (n=10) foram confeccionados por meio de uma matriz de
silicone com dimensdes de 3 mm de altura por 6 mm de didmetro sob condi¢des
assépticas.

Para crescimento dos biofilmes, foi utilizado modelo desenvolvido por

Exterkate et al.?* (2010) com adaptacdes, o qual permite que 0s corpos de prova
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sejam fixados e suspensos verticalmente para favorecer a formacédo de biofilme
somente com células capazes de aderir aos espécimes, evitando a deposicao e
aderéncia dos microrganismos pela forca da gravidade. Os corpos de prova foram
imersos em placas de 24 pocos, contendo 2 mL do inéculo preparado de acordo
com o descrito anteriormente. O meio de cultura foi renovado a cada 24 h.

Foi realizada contagem de células viaveis dos biofilmes apés crescimento por
1,7, 14 e 21 dias'>®’,

Para contagem de células viaveis, os corpos de prova foram removidos do
dispositivo e re-suspensos em 2 mL de solugdo salina 0,9%, com auxilio de
ultrassom. Cada tubo permaneceu no ultrassom por 10 segundos, individualmente. A
suspensao foi sequencialmente diluida e semeada em agar BHI, em duplicata, para
a quantificacdo de bactérias presentes. Apds incubacdo por 48 h, o numero de
unidades formadoras de col6nias (UFC) foi obtido com o auxilio de contador de
colonias digital. A contagem foi realizada por um pesquisador que desconhecia 0s

grupos estudados e os resultados foram expressos em UFC/mL.

Atividade metabdlica do biofilme

Foi avaliada pelo ensaio colorimétrico de XTT, o qual permite estimativa do
metabolismo ativo microbiano por reducédo das enzimas desidrogenases, presentes
no sistema de transporte de elétrons em um cristal solivel em agua, o formazano. O
sal de XTT (Sigma, MO, USA) foi preparado em 4&gua ultrapurificada na
concentracgdo final de 1 mg/mL. A solucéo foi filtrada e armazenada a -20 °C até sua
utilizacdo. Solucao de menadiona (Sigma, MO, USA) foi preparada em acetona a 0,4
mM anteriormente ao experimento. Cada poco recebeu 200 pL de solugéo (contendo
158 uL de PBS com 200 mM glicose, 40 yL de XTT e 2 yL de menadiona diluida).
As placas foram incubadas por 3 horas no escuro a 37 °C. A absorbancia foi
determinada em 492 nm por espectrofotdbmetro (ELX 800 - Universal Microplate
Reader; Bio-Tek instrument, Inc., VT, EUA). Os grupos (n=5) foram avaliados nos

periodos de 1 e 7 dias. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Observacdo em MEV da aderéncia e formacéo de biofilme
A observacdo em MEV (SM-300, Topcon, Tokyo, Japan) com aumento de
7.000X vezes da aderéncia e formacgéao de biofilme de Streptococus mutans sobre a
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superficie dos espécimes foi realizada para todos os grupos experimentais. Os
procedimentos para incubacdo foram os mesmos em relacdo ao que foi realizado
para o0 experimento da atividade antibiofilme. Os corpos de prova (n=2) foram
colocados nos pocos de uma placa de poliestireno e imersos em solugdo de
glutaraldeido a 2,5% durante 15 minutos para a fixacdo dos microrganismos,
seguida da desidratacdo gradual em séries de alcool (15, 30, 50, 70, 90 e 100%),
por 15 minutos cada. Os corpos de prova foram entéo, fixados em stubs por meio de
adesivo condutor elétrico e metalizados para a observacdo em MEV. Esta avaliacédo

foi realizada para os periodos de 1 e 7 dias.

4.4 Analise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente quanto a normalidade e a
homogeneidade de varidncias. Realizou-se analise paramétrica de variancia
(ANOVA) para verificar diferenca estatistica seguida pelo teste de Tukey. Todos 0s
testes foram realizados com um nivel de significancia de 5%. Avaliacdo qualitativa

foi realizada para a observacdo em MEV da aderéncia e formacéo de biofilme.
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5 RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo apresentados as médias e desvios padrdo de dureza
Vickers, rugosidade superficial, nimero e percentual de area ocupada pelos poros e
de resisténcia & compresséo, de acordo com o material e suas concentragfes. Para
o0 teste de Dureza Vickers todos os grupos apresentaram reducéo de valores
comparados ao grupo controle (p = 0,000). O CIV associado a NP foi o grupo que
apresentou maior rugosidade superficial comparada aos demais e o0 numero
(p=0,002) e a area (p=0,000) ocupada pelos poros do grupo CLX 0,5%
apresentaram os menores valores com diferenca estatistica entre os grupos. O
resultado para o teste de rugosidade superficial ndo apresentou diferenca entre os

grupos, p= 0,158.

Tabela 1- Médias (desvios padrdo) dos dados para os testes de dureza
(HNV), rugosidade superficial (Ra), numero (n) e area (%) dos poros e
resisténcia a compressdo (mPa) de acordo com 0s grupos experimentais.

Grupos Dureza Rugosidade N de Poros (n) Area Resisténcia
P (HVN) (Ra) Poros (%)  Compr. (mPa)
Controle 64,90 (8,3)2 0,62 (0,26)2 55,62 (7,022  4,96(1,06)2 35,30 (19)2
NPZnO 2% 53,40 (7,1)° 3,06 (1,5)° 55,15 (9,79)2  4,75(1,10)2 24,23 (6,53)

CLX 0,5% 40,39 (9,55)¢ 0,56 (0,30)2 37,15 (5,55)b 3,49(0,64)b 32,11 (11,51)2

CLX 1% 41,70 (4,2)° 0,41 (0,13)> 40,50 (6,63)>  4,93(0,78)% 36,85 (7,0)

CLX2% 37,60 (5,44)° 0,44 (0,19)* 45,10 (16,61)® 5,59(1,23) 33,24 (10,08)

Nota: Médias nas colunas acompanhadas de letras iguais ndo apresentam diferencga significativa pelo teste de Tukey (p>0,05)
FONTE: Elaboragéo propria

Na Tabela 2 estdo apresentados as médias e desvios padrdao do teste de
atividade metabolica (XTT) nos periodos de 24 horas e 7 dias, de acordo com o

material e suas concentracoes.
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Tabela 2- Médias e desvios padrao do teste de atividade
metabdlica (XTT) nos periodos de 24 horas e 7 dias de
acordo com 0s grupos experimentais.

Grupos XTT 24 horas XTT 7 dias
Controle 0,20 (0,07)Aa 0,23 (0,04) A2

NPZnO 2% 0,10 (0,05)"b 0,18 (0,04)"a
CLX 0,5% 0,13( 0,07)Aab 0,25 (0,04)82
CLX 1% 0,06 (0,02)2b 0,13 (0,04)"
CLX 2% 0,06 (0,04)"b 0,21 (0,09)82

Notas: Médias nas colunas acompanhadas de letras mindsculas e médias nas linhas
acompanhadas de letras mailsculas indicam ndo haver diferenga estatistica significativa
entre as mesmas (p>0,05).
FONTE: Elaboragéo prépria

A analise de variancia apontou efeito significativo para a atividade metabdlica
ao longo dos dias (p= 0,020). Nas primeiras 24 h todos 0s grupos experimentais
foram estatisticamente semelhantes, demonstrando menor atividade metabdlica
guando comparadas ao grupo controle. Apés 7 dias, a CLX a 1% foi o material que
proporcionou menor atividade metabdlica, com 0 mesmo potencial apresentado em
24h.

Na Tabela 3 observam-se as médias e desvios padrdo do teste de atividade
antibiofilme para os dias 1,7,14 e 21 apresentados em logaritmos decimais de

UFC/mL de acordo com 0s grupos experimentais.

Tabela 3- Médias (desvios padrdo) dos dados para o teste de atividade antibiofilme
A analise de variancia apontou efeito significativo em logaritmos decimais de
UFC/mL de acordo com 0s grupos experimentais.

Grupos 1ldia 7 dias 14 dias 21 dias
CONTROLE 7,49 (0,09)** 8,53 (0,06)3 8,5 (0,058 8,79 (0,26)52
NPZnO 2% 7,37 (0,20)" 8,64 (0,04)8%2 8,5 (0,01)8%@ 8,31 (0,31)"

CLX05% 7,45(0,21)** 8,49 (0,10)®* 8,38 (0,06)®* 8,51 (0,03)52"

CLX 1% 7,86 (0,43)" 8,49 (0,10)%2 7,42 (0,12)°* 8,08 (0,45)""

CLX 2% 7,36 (0,14)" 8,28 (0,09)%2 7,51 (0,07)** 8,3 (0,30)EP

Nota: Médias nas colunas acompanhadas de letras minlsculas e médias nas linhas acompanhadas de letras mailsculas

indicam ndo haver diferenca estatistica significativa entre as mesmas (p>0,05).
FONTE: Elaboragéo propria
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No primeiro e sétimo dia a analise de variancia ndo apontou efeito significativo
entre os grupos (p >0,005). Na avaliagédo do 14° dia houve reducao estatisticamente
significante do niumero de UFC/mL para os grupos modificados com 1% e 2% de
diacetato de CLX. No 21° dia, todos os grupos avaliados apresentaram reducao
significativa nos valores de UFC/mL.

Na Figura 1 observam-se as imagens obtidas por meio da MEV para
observacédo da aderéncia de biofilme ao longe de 1 e 7 dias de maturacao de acordo

com 0S grupos experimentais.
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6 DISCUSSAO

A adicdo de materiais antibacterianos aos CIV tem como principal objetivo
diminuir a incidéncia de lesdo de carie secundaria®®>®°. Ao serem associados aos
materiais restauradores devem proporcionar suferficie lisa, a fim de evitar a adesao e
retencdo de biofilme, além de apresentar caracteristicas antibacterianas que
diminuam ou evitem a desmineralizacdo dental, sem prejuizo de suas propriedades
fisicas e mecanicas®1>4568:80,

A associacdo de NPZnO ou de CLX ao CIV, em quaisquer concentracdes
estudadas, demonstrou neste estudo, diminuicdo da dureza superficial (Tabela 1).
N&o foi encontrado na literatura a avaliacdo da dureza superficial de um CIV
associado a NPZnO. Outras NP como a de fluorapatita, fluoreto de itérbio e sulfato
de bario foram associadas ao CIV, como o Fuji IX e Riva, quando os autores
observaram aumento da dureza para pequenas concentracdes de NP5, Prentice
et al.%3 (2011) observaram que para concentracdes maiores que 10% de NP houve
diminuicdo dessa propriedade. Os autores sugeriram, que a adicdo de NP aos CIV
resulta em menor quantidade de particulas de vidro na superficie do material,
proporcionando reacao acida mais intensa e alteracéo de sua dureza.

Quanto a adicdo de CLX, Tarkun et al.”* (2008), a associaram ao ChemFil
Superior LY, nas concentracfes de 0,5%, 1,25% e 2,5%, e ndo observaram reducao
da dureza para nenhum dos grupos experimentais acrescidos de diacetato de CLX.
A reducéo da dureza superficial aconteceu apenas para 0s grupos com 0,5% e 2,5%
de gluconato de CLX. Tuziner et al.”>, em 2011 adicionaram 2,5% de diacetato de
CLX ao Fuji IX e ao Ketac Molar e observaram diminuicdo da dureza superficial
corroborando os resultados deste estudo. A reducdo da dureza superficial pode
resultar em abrasdo do material e reduzir a resisténcia as forgas mastigatorias, pois
esta diretamente ligada a resisténcia ao desgaste, podendo ser utilizada para indicar
sua durabilidade em longo prazo®e.

A rugosidade superficial também caracteriza importante propriedade guando
considerada a durabilidade e vida util de um material restaurador. Influencia
significativamente na adesdo bacteriana e formacdo de biofilme, uma vez que
aumenta a retencdo e a area de adesao, além de proteger as bactérias da remocao

mecanica provocada pela mastigacéo 5564,
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Todos os grupos estudados mantiveram a rugosidade superficial semelhante
ao grupo controle, com excec¢ao da NPZnO, a qual a aumentou significativamente
(Tabela 1). Marti et al.>® (2014), obtiveram os mesmos resultados quando
trabalharam com CLX associada ao CIV. De acordo com Janus et al.#?, 2010 e
Berger et al.”, 2011, o aumento de rugosidade superficial encontrada quando do uso
de NP pode ser explicada pelo fato de que esta propriedade ndo € influenciada
apenas pelo tamanho das particulas inorganicas.

Ao associar a NPZnO ao CIV, observou-se também, neste estudo,
semelhanca estatistica ao grupo controle tanto no nimero quanto na area ocupada
pelos poros no material (Tabela 1). Porém, quando da associacdo a CLX, houve
reducdo do numero de poros para as concentracfes de 0,5% e 1%, sendo que a
primeira também proporcionou reducdo da area ocupada pelos mesmos (Tabela 1).
Marti et al.>° (2014), observaram aumento diretamente proporcional do nimero e da
area ocupada pelos poros em relacdo ao aumento da concentracdo da CLX. De
acordo com Geirsson et al.®! (2004), as diferencas na quantidade e area ocupadas
pelos poros no interior de um material pode ser resultado das diferentes técnicas de
manipulagcédo/espatulacdo do mesmo, as quais podem agregar mais ou menos
bolhas de ar em seu interior. Quanto menor 0 niumero e a area ocupados pelos
poros, mais resistente serd o material, pois a presenca desses, resulta em maior
fragilidade e consequentemente, menor durabilidade da restauragéo?31:60,

Diferente de outros estudos encontrados na literatura®627274 neste, a
associacao de NPZnO ou de CLX em quaisquer concentracdes ao CIV nao interferiu
nos valores de resisténcia a compressdao quando comparados ao grupo controle
(Tabela 1). Palmer et al.®? (2004) observaram que houve reducdo da resisténcia a
compressdo diretamente proporcional ao aumento da concentragdo de CLX
associada a um CIV. Prejuizo a esta propriedade também foi encontrado por
Takahashi et al.”? (2005) e Turkun et al.”* (2008), quando da utilizacdo de
concentracdes maiores que 1% de CLX. Hojati et al.*® (2013), apds incorporacgédo de
NPZnO (0,5% e 1%) a uma resina flow, observaram aumento da resisténcia a
compressao apenas para a concentracéo de 1%.

A atividade antibiofilme resultante da associacdo do CIV a estes materiais
também foi avaliada neste estudo a partir do modelo proposto por Exterkate et al.?*
(2010), quando os espécimes foram posicionados verticalmente e suspensos na

solucéo, evitando a deposicéo e fixacdo dos microrganismos sedimentados no fundo



42

da placa por acado da gravidade, sendo possivel, deste modo melhor avaliacdo desta
propriedade’.

A potencializacdo da propriedade antibacteriana por meio da adicdo de
diferentes materiais ao CIV também tem sido buscada por diversos
autores4,5,15,30,50,51,71,72,74_

O CIV é um material que apresenta atividade antibacteriana devido a
liberacdo de flior ao meio bucal, o qual modifica o biofilme por meio de alteracdes
das enzimas e interferéncia em seu metabolismo, levando assim, a apoptose
celular?0:386169 A atividade antibacteriana do CIV também é atribuida a reducéo de
pH do meio em que se encontra, resultante de sua reacdo Acido-base?0:3861.69 A
presenca de zinco também é considerada, pois juntos, o zinco e o fluoreto podem
inibir o metabolismo bacteriano de forma mais efetiva do que quando isolados no
material®®.

Este estudo, na procura do aumento do potencial desta propriedade,
observou-se que no 21° dia do experimento, todos 0Ss grupos experimentais
apresentaram menor numero de UFC/mL quando comparados ao grupo controle.
Diminuicdo da UFC/mL no 14° dia pode ser observado apés adicdo de CLX a 1% e
2% em relagcéo aos grupo controle e demais grupos experimentais (Tabela 3).

O estudo de Garcia et al.*° (2017) é um dos poucos trabalhos encontrados na
literatura que avalia a atividade antibacteriana apés associacdo NPZnO a um CIV de
alta viscosidade. Os autores ndo observaram vantagem dessa associacdo em
concentracdes mais baixas como 1% e 2%, e Seving e Hanley®® (2010), ao
adicionarem NPZnO a 5% e 10% a uma resina composta, observaram inibicdo da
atividade do biofilme. Hojati et al.3¢ (2013) notaram relacéo diretamente proporcional
entre 0 aumento das concentracdes de NPZnO (1%, 2%, 3%, 4% e 5%) e aumento
da atividade antibacteriana, sem considerarem, porém, a profundidade de
polimerizagdo, a qual interferiu negativamente na cura do material. Aumento da
atividade antibacteriana também foi observada por Spencer et al.”! (2009) ao
associarem 13% e 23,1% de NP a um CIV modificado por resina, porém em
detrimento de prejuizos a resisténcia de unido.

Embora a CLX nas concentracdes 1 e 2% tenham proporcionado reducao de
UFC/mL somente a partir do 14° dia de experimento (Tabela 3), deve-se considerar

a importancia do controle de biofilmes maduros, agueles formados a partir de 14 dias
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de desenvolvimento, os quais ocorrem em locais de dificil higienizacdo, propiciando
o desenvolvimento da leséo de carie®* .

Ao longo dos 21 dias de analise, observamos que a CLX 1% manteve o
mesmo numero de UFC/mL que apresentou nas primeiras 24 h do estudo, embora
no 14° dia tenha o reduzido significativamente (Tabela 3). Marti®® e colaboradores
observaram reducdo no numero de UFC/mL desde o primeiro dia do experimento e
esta diferenca pode ser atribuida a confeccédo dos corpos de prova, uma vez que 0s
autores submeteram os mesmos a esterilizagdo por radiacdo o que determinou
maior tempo para que comecgassem as analises, e neste estudo, foram
confeccionados em fluxo laminar para, imediatamente, serem submetidos ao meio.
Para Du et al*®. (2012), a maior liberacédo de diacetato de CLX acontece durante a
reacao de presa do CIV, nas primeiras 24 h.

O efeito antibacteriano da CLX associada ao material restaurador € maior nas
primeiras horas, estabiliza em 10 dias, e continua mensuravel por até 90 dias!%3"74 .
O diacetato de CLX, a 1% no 14° dia, foi capaz de reduzir de 108 para 10’ UFC/mL
na concentracdo de S. mutans, representando 90% na diminui¢do da concentracao
de bactérias no biofilme maduro quando comparado com o primeiro dia de
experimento (Tabela 3).

A atividade metabdlica do microrganismo foi avaliada pelo teste de XTT, o
qual permite estimar o metabolismo ativo microbiano por meio da avaliacdo da
reducdo das enzimas desidrogenases. O CIV € um material que apresenta baixo
valor de XTT, provavelmente, pela liberacédo de flior®. Observou-se que em 24 h
todos os materiais apresentaram menor atividade metabdlica quando comparados
ao grupo controle, porém na analise do 7° dia apenas a CLX 1% foi capaz de manter
essa reducéao (Tabela 2).

A Figura 1 ilustra a aderéncia e formacao de biofilme de Streptococus mutans
sobre a superficie dos espécimes no primeiro e sétimo dia de experimento.

Ao buscar um material ideal e com efetiva atividade antibacteriana para o uso
em odontologia, principalmente em odontopediatria, deve-se levar em consideracéo
a reducdo do biofilme, sem que haja prejuizos de suas propriedades fisicas e
mecanicas. Os resultados encontrados neste estudo podem favorecer o
desenvolvimento de futuros materiais restauradores associados a NPZnO ou ao
diacetato de CLX. Outros estudos devem ser realizados nessa area com a finalidade
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de determinar a concentragcdo mais adequada desse material a fim de transpor os
resultados laboratoriais para a prética clinica.
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CONCLUSAO

O CIV modificado por diacetato de CLX 1% foi o material com resultados
antibacterianos mais promissores, e embora tenha diminuido a dureza superficial do

CIV nédo causou prejuizos as demais propriedades fisicas e mecéanicas estudadas.
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APENDICE

Média (mm) do halo de inibicdo de cada material.

Material Média (mm)
Controle 0
CHX 0,5 21
CHX 1 24
CHX 2 24
Zn0 0,5 8
ZnO1 8,5
Zn0 2 14

FONTE: Elaboragéo prépria
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