RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese
seré disponibilizado somente a partir

de 12/09/2019.



7“ UNESP - Universidade Estadual Paulista

‘%—i"’ “Jalio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

LUANA MAFRA MARTI

INCORPORACAO DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINCO
OU DIACETATO DE CLOREXIDINA EM UM
CIMENTO DE IONOMERO DE VIDRO DE ALTA VISCOSIDADE

Araraquara
2017



?B UNESP - Universidade Estadual Paulista
ﬁ“rf" “Julio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

LUANA MAFRA MARTI

INCORPORACAO DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINCO
OU DIACETATO DE CLOREXIDINA EM UM
CIMENTO DE IONOMERO DE VIDRO DE ALTA VISCOSIDADE

Tese apresentada ao programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Odontolégicas, Area
de Odontopediatria, da Faculdade de
Odontologia de Araraquara, da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, para
obtencéao do titulo de Doutor.

Orientador: Profa. Dra. Angela Cristina Cilense Zuanon

Co-orientador: Prof. Dr. Mério Cilense

Araraquara
2017



Marti, Luana Mafra

Incorporacdo de nanoparticulas de oxido de zinco ou diacetato de
clorexidina em um cimento de ionémero de vidro de alta viscosidade /
Luana Mafra Marti.-- Araraquara: [s.n.], 2017

53f.;30cm

Tese (Doutorado em Odontopediatria) — Universidade Estadual
Paulista, Faculdade de Odontologia
Orientador: Profa. Dra. Angela Cristina Cilense Zuanon

1. Cimentos de ionémeros de vidro 2. Nanoparticulas 3. Oxido de
zinco 4. Propriedades fisicas 5. Biofilmes 6. Clorexidina. Titulo




LUANA MAFRA MARTI

INCORPORACAO DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINCO
OU DIACETATO DE CLOREXIDINA EM UM
CIMENTO DE IONOMERO DE VIDRO DE ALTA VISCOSIDADE

Comisséo julgadora

Tese para obtencao do grau de doutor

Presidente e Orientador: Angela Cristina Cilense Zuanon
2 °examinador: Profa Dra Alessandra Nara Souza Rastelli
3° examinador: Profa Dra Elisa Maria Aparecida Giro

4° examinador: Profa Dra Hérica Adad Ricci

50 examinador: Profa Dra Patricia Aleixo dos Santos

Araraquara, 12 de setembro de 2017.



DADOS CURRICULARES

LUANA MAFRA MARTI

NASCIMENTO 19/11/1985

NATURALIDADE Aguai - SP

FILIACAO Francisco Marti Gonzalez
Leda Ap. Baldin Mafra Marti

2006 a 2010 Graduacao em Odontologia pela Faculdade de Odontologia de
Araraquara — FOAr —-UNESP.

Curso de Pds-Graduagdo em Ciéncias Odontologicas, Area de
2011 a 2013 Concentracdo Odontopediatria, nivel Mestrado, na Faculdade de
Odontologia de Araraquara — FOAr — UNESP.

Curso de Especializacdo em Odontopediatria na Associacdo
Paulista de Cirurgides Dentistas (APCD) — Araraquara.

Curso de Pds-Graduagdo em Ciéncias Odontologicas, Area de
Concentracdo Odontopediatria, nivel de Doutorado, na Faculdade
de Odontologia de Araraquara — FOAr — UNESP.

2013 a 2017



DEDICATORIA

Dedico este trabalho ao meu pai, pois mesmo sem saber bem o que
significava fazer mestrado ou doutorado me apoiou, me ajudou, me conduziu e
sempre esteve ao meu lado, hoje, talvez ndo consiga compreender a concretizacao
desse sonho, talvez ndo esteja ali na plateia me aplaudindo, mas tenho certeza que

de alguma forma se sentira orgulhoso da minha, ou melhor, da nossa conquista.

A minha mae que desde sempre me apoiou e me permitiu chegar até aqui.
Que Deus me permita ser para minha familia ao menos metade de tudo que ela é

para mim hoje.

Ao meu irmao que me substituiu nos cuidados com meu pai, permitindo

assim que eu pudesse realizar mais este sonho.

Ao meu marido, meu companheiro, meu braco direito, que muitos finais de
semana cuidou sozinho de nossa pequena filha para que eu pudesse ir a
laboratérios e escrever a tese, que cuidou de mim quando todo o mundo desabou,
sem sua ajuda e presteza nada seria possivel. Obrigada por essa linda familia que

estamos construindo juntos. Amo Vocé.

“...Para-raios em dia de sol
Para mim

Prenda minha parabdlica
Princesinha parabdlica..”

Engenheiros do Hawai



A minha querida orientadora, Profa. Dra. Angela Cristina Cilense Zuanon,
Cris, que teve todo carinho e paciéncia comigo nos momentos dificeis enfrentados
durante a realizacdo desta tese; que me garantiu todos os embasamentos para o
desenvolvimento do trabalho. N&o foi apenas uma tese de doutorado, uma
dissertacdo de mestrado, um estégio ...foram anos compartilhando o dia-a-dia, mais
precisamente 7 anos, trabalhando juntas. Dedico tudo o que sou hoje, como
profissional, a vocé, que me ensinou a ser professora, pesquisadora e
principalmente familia. Quando o mundo desabava vocé dizia, vai ficar com a sua
familia, eles precisam de vocé e eu ia. Ensinou que pesquisa é importante, que ser
um bom profissional e cumprir os deveres é primordial para a realizagdo de qualquer
sonho, mas também mostrou que amor de mae e de familia vem em primeiro lugar.
Obrigada, obrigada e mil vezes obrigada por construir comigo esse sonho. Espero

gue a nossa parceria continue por muitos e muitos anos ainda.

“Nas grandes batalhas da vida, o primeiro passo para a vitoria é o desejo de vencer.”

Mahatma Gandhi



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Agradeco a DEUS por ter me dado coragem, sabedoria e principalmente por

ter me dado a chance de continuar nesse mundo, perfeita e poder chegar até aqui.

A minha filha, Alice, razdo disso tudo, é por vocé, minha querida, que luto

todos os dias. Seu sorriso espanta qualquer tristeza, medo ou angustia.

A unica forma de chegar ao impossivel é acreditar que é possivel.”

Alice no Pais das Maravilhas

A minha familia pai, mae, irm&o e cunhada que foram alicerce e forca para
que eu pudesse realizar este sonho de vida. Estar longe torna tudo mais dificil, e
vocés conseguiram compreender minha distancia fisica, mas jamais estaremos

longe em pensamento e coracao.

A minha pequena e doce sobrinha-afilhada, Helena, que chegou para alegrar

a alma, o coracédo e a vida.

A minha avé, tias, tios e primas, familia Mafra, familia Marti que
entenderam minhas auséncias e muitas vezes supriram meu papel como filha,
cuidando um pouco dos meus pais por mim. Sei que minha vitoria € também a vitoria

de voceés.

A minha sogra que cuidou de mim, da minha filha e do meu marido no
momento em que mais tivemos medo. Obrigada por abandonar seus afazeres e ficar

ali, do ladinho dela, tdo pequenina, tao fragil e tdo amada.



A familia Tahan que me acolheu e faz meus dias mais felizes.

A minha amiga Thalita que esteve ao meu lado em momentos bons e ruins,
nas chegadas e nas partidas. Um lindo e doce presente que a vida académica me

deu para a vida real.

A minha amiga Carol Becci, desde o mestrado dividindo os dias de

laboratorio, os dias exaustivos, as risadas, com vocé tudo ficou mais facil.

Ao amigo Rafael Amorim, que me ajudou na realizagdo deste trabalho, fez
pesagens, testes e me deixou extremamente feliz e orgulhosa quando passou de
orientado da graduacéo para aluno de mestrado, aluno dedicado, com um caminho

lindo pela frente.

A técnica do laboratério Gabi, que me ajudou, ensinou e fez os dias mais

divertidos.

Aos meus amigos Liege, Camila, Pops, Luciana, Carolzinha, Vinicius,
Diego, Manuel, Natdlia, Rafael, Yasmin, Luis Felipe, Matheus, Rosa, Leopoldina
e todos os antigos e novos alunos do Departamento de Clinica Infantil. Agradeco
todos os momentos compartilhados, risadas, aprendizados, viagens, cada um de

vocés esteve presente em algum momento dessa estrada.

As professoras doutoras Fernanda e Tia Elisa, que ajudaram na elaboracao

e realizagao deste trabalho, sempre dispostas a ensinar.



A professora doutora Alessandra que nos forneceu o material para a
realizacdo de parte deste trabalho e também sempre nos colaborou com a execucéo

deste.

Ao professor doutor Mario Cilense que me auxiliou na realizacao das
microscopias, me ensinou sobre o cultivo de orquideas e me ensinou muito sobre a

vida e sobre o amor a profissao.

Sonhe com o que vocé quiser. Vi para onde vocé queira ir.
Seja o que vocé quer ser, porque vocé possul apenas uma vida
e nela so temos uma chance de fazer aquilo que queremos.
Tenha felicidade bastante para fazé-la doce. Dificuldades

para fazé-la forte. Tristeza para fazé-la humana.

esperanga suficiente para fazé-la feliz.

Clarice Lispector



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual Paulista — “Julio de Mesquita Filho”, em nome
do magnifico Reitor Prof. Dr. Sandro Roberto Valentini e Vice-Reitor Prof. Dr.

Sergio Roberto Nobre

A Faculdade de Odontologia de Araraquara — Universidade Estadual Paulista,
representada pela dignissima Diretora Profa Dra Elaine Maria Sgavioli Massucato e

pelo Vice Diretor Prof. Dr. Edson Alves de Campos.

Ao Departamento de Clinica Infantii da Faculdade de Odontologia de
Araraquara - UNESP representado pelo Chefe de Departamento Profa. Dra. Lidia
Parsekian Martins e Vice-Chefe, Profa. Dra. Elisa Maria Aparecida Giro.

Aos Professores da disciplina de Odontopediatria da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — FOAr — UNESP, Angela Cristina Cilense Zuanon,
Cyneu Aguiar Pansani, Fabio Cesar Braga de Abreu e Lima, Elisa Maria Aparecida
Giro, Fernanda Lourencdo Brighenti, Josimeri Hebling, Lourdes Aparecida Martins
dos Santos-Pinto, Rita de Céassia Loyola Cordeiro, Fabiano Jeremias pela

convivéncia diaria e saber compartilhado.

A Coordenacado de Pos-Graduacédo em Ciéncias Odontoldgicas da Faculdade
de Odontologia de Araraquara — FOAr — UNESP, representada pelos Professores
Dra. Fernanda Lourencdo Brighenti - Coordenadora e Profa. Alessandra Nara de
Souza Rastelli - Vice-Coordenadora

Aos funcionérios da Secretaria de Pos-Graduacdo em Ciéncias Odontoldgicas
da Faculdade de Odontologia de Araraquara — FOAr — UNESP José Alexandre

Garcia e Cristiano Afonso Lamounier pela atencdo que sempre nos deram.



A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES,

pela concesséo de bolsa de estudos durante o doutorado.

Ao Laboratério de Pesquisa Bioquimica e Mocrobiol6gica da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — FOAr — UNESP, representado pelo Profa. Dra.
Fernanda Lourencdo Brighenti, e todos os seus integrantes, pela disponibilidade de

sua estrutura e equipamentos, e por todos os ensinamentos compartilhados.

Aos funcionarios do Departamento de Clinica Infanti da Faculdade
Odontologia de Araraquara — FOAr — UNESP, Flavia, Dulce, Soninha, Pedro, Diego,

Totd, Marcia e Cris por toda ajuda e atencao.

Aos funcionarios da Biblioteca da Faculdade de Odontologia de Araraquara —

FOAr — UNESP, muito obrigada pela colaboracéo e ensinamentos.

Ao Grupo de Crescimento de Cristais e Materiais Ceramicos do Instituto de
Fisica de S&o Carlos, da Universidade de Sao Paulo — USP, que sintetizou as

nanoparticulas utilizadas nesse projeto.

Ao instituto de Quimica desta Univerdidade por permitir a realizacdo das

microscopias eletronicas

A todos aqueles que direta ou indiretamente contribuiram para a realizacéo

deste trabalho.

“Um sonho sonhado sozinho é um sonho. Um sonho sonhado junto é realidade.”

Yoko On



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®21:34.49,

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)
45,15,18,26,28,37,50,51,6567,73,7475 @ 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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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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