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Fernandes, GLP. Avaliacio das propriedades fisico-mecanicas e microbiolégicas de um
novo cimento de iondmero de vidro modificado por resina contendo nanoparticulas
de trimetafosfato de sédio e quitosana fosforilada: estudo in vitro. 2023 76f.
Dissertagdo (Mestrado) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
Aracgatuba 2023.

Objetivo: Avaliar in vitro o efeito da adicdo de nanoparticulas de trimetafosfato de sodio
(TMPnano) e quitosana fosforilada (Qui-Ph) em cimento de iondmero de vidro modificado
por resina (CIVMR), utilizado em cimentagdo de braquetes ortodonticos, sobre as
propriedades mecanicas, antimicrobianas e citotoxicas. Material e Métodos: Foram
confeccionados corpos-de-prova (n=6/grupo): 1) CIVMR sem TMPnano/Qui-Ph
(Controle-Fuji Ortho LC); 2) CIVMR-14%TMPnano; 3) CIVMR-0,25%Qui-Ph; 4)
CIVMR-0,5%Qui-Ph; 5) CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph e 6) CIVMR-
14%TMPnano-0,5%Qui-Ph. Determinou-se a Resisténcia a Tracdo e Compressdao (RT e
RC), Dureza de Superficie (DS) apo6s 24 horas/7 dias, e Grau de Conversao dos Monoémeros
(GC) apo6s 24 horas. Para a liberagao de fluoreto (F), corpos de prova foram imersos em
solugdo desmineralizadora (6 horas) e remineralizadora (16 horas). A atividade
antimicrobiana/antibiofilme foi avaliada pelo teste de adesdo, crescimento de biofilme e
avaliagdo do metabolismo do biofilme (XTT), respectivamente. J4 a andlise da
Citotoxicidade foi determinada pelo método da resazurina. Os resultados foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste Student-Newman-Keuls (p < 0,001).
Resultados: Apos 24 horas, o grupo CIVMR-14%TMPnano apresentou o menor valor de
RT (p < 0,001); ja grupo CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph apresentou o maior valor
apos 7 dias (p < 0,001). Para RC, o grupo Controle (24 horas) apresentou o maior valor (p
< 0,001); apos 7 dias o maior valor foi observado para o grupo CIVMR-14%TMPnano-
0,25%Qui-Ph (p < 0,001). CIVMR-14%TMPnano, CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph,
CIVMR-14%TMPnano-0,5%Qui-Ph apresentaram maior e similar liberacao de F ao longo
de 15 dias (p > 0,001). No teste de dureza (KNH) os grupos CIVMR-0,25%Qui-Ph;
CIVMR-0,5%Qui-Ph; CIVMR-14%TMPnano-0,5%Qui-Ph apresentaram resultados
similares (p < 0,001). O grupo CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph apresentou o melhor
efeito inibitdrio sobre o crescimento microbiano (p < 0,001), assim como a maior eficacia
sobre a viabilidade celular quando comparado aos demais grupos (p < 0,001). Para andlise
da citotoxidade, no tempo de 24 horas, todos os grupos foram citocompativeis e

apresentaram metabolismo celular semelhante ao grupo com 100% de atividade metabolica
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(Controle). Apos 72 horas de exposicdo aos cimentos, somente o grupo CIVMR-
14%TMPnano-0,25%Qui-Ph foi citocompativel ja os demais grupos apresentaram valores
similares (p > 0,001), os quais reduziram a atividade metabolica celular. Conclusdo: Diante
dos resultados obtidos conclui-se que a incorporagao de 14%TMPnano e 0,25%Qui-Ph ao
CIVMR melhorou suas propriedades, podendo ser uma estratégia clinica em pacientes com

alto risco a carie e submetidos ao tratamento ortodontico.

Palavras-chave: Carie; Esmalte dentario; Ortodontia; Microbiota; Fosfatos; Quitosana;

Desmineralizagdo do dente.
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Fernandes, GLP. Evaluation of the physical-mechanical and microbiological
properties of a new resin-modified glass-ionomer cement containing nanoparticles
of sodium trimetaphosphate and phosphorylated chitosan: in vitro study. 2023
76f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba 2023.

Aim: To evaluate in vitro the effect of addition of sodium trimetaphosphate nano-sized
particles (TMPnano) and phosphorylated chitosan (Chi-Ph) to resin-modified glass ionomer
cement (RMGIC) used for orthodontic bracket cementation on mechanical, antimicrobial
and cytotoxic properties. Material and Methods: Specimens (n=6) were made: 1) RMGIC
without TMPnano/Qui-Ph (Control-Fuji Ortho LC); 2) RMGIC-14%TMPnano; 3)
RMGIC-0.25%Qui-Ph; 4) RMGIC-0.5%Qui-Ph; 5) RMGIC-14%TMPnano-0.25%Qui-Ph
and 6) RMGIC-14%TMPnano-0.5%Qui-Ph. The tensile and compressive strength, surface
hardness and degree of conversion of the monomers were determined: RT; RC-MPa, SH-
KNH, 24 hours/7 days. For fluoride (F) release, specimens were immersed in
demineralizing (6 hours) and remineralizing (16 hours) solution. The
antimicrobial/antibiofilm activity was evaluated by the agar diffusion test and biofilm
metabolism evaluation (MTT), respectively. Cytotoxicity analysis was determined by the
resazurin method. The results were submitted to analysis of variance (ANOVA), followed
by the student-Newman-Keuls test (p < 0.001). Results: After 24 hours, the RMGIC-
14%TMPnano group showed the lower RT value (p <0.001); on the other side, the RMGIC-
14%TMPnano-0.25%Qui-Ph group showed the highest value after 7 days (p < 0.001). For
RC, the Control group (24 hours) showed the highest value (p < 0.001); after 7 days the
highest value was observed for the RMGIC-14%TMPnano-0.25%Qui-Ph group (p <
0.001). RMGIC-14%TMPnano,  RMGIC-14%TMPnano-0.25%Qui-Ph, = RMGIC-
14%TMPnano-0.5%Qui-Ph showed higher and similar release of F (p > 0.001). In the
hardness test (KNH) the groups RMGIC-0.25%Qui-Ph; RMGIC-0.5%Qui-Ph; RMGIC-
14%TMPnano-0.5%Qui-Ph showed similar results (p < 0.001). The RMGIC-
14%TMPnano-0.25%Qui-Ph group showed the better effect on microbial growth (p <
0.001), as well as the highest efficacy on cell viability when compared to the other groups
(p < 0.001). For the analysis of cytotoxicity at 24 hours, all groups were self-compatible
and similar to the group with 100% metabolic activity (Control). After 72 hours of exposure

to the cements, only the RMGIC-14%TMPnano-0.25%Qui-Ph group showed cell viability
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comparable to the control group. The other groups showed similar values (p > 0.001), which
reduced cellular metabolic activity. Conclusion: According to the results obtained, it can
be concluded that the incorporation of TMPnano-Qui-Ph to RMGIC has enhanced its
properties and may be a clinical strategy in patients at high risk of caries and submitted to

orthodontic treatment.

Keywords: Caries; Dental enamel; Orthodontics; Microbiota; Phosphates; Chitosan; Tooth

demineralization.
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LISTA DE ABREVIATURAS

TMPnano Trimetafosfato nanoparticulado
CIVMR Cimento de Ionomero de Vidro Modificado por Resina
Qui-Ph Quitosana Fosforilada

RT Resisténcia a Tragao

RC Resisténcia a Compressao

KNH Unidade de Dureza Knoop

DS Dureza de Superficie

Mpa Megapascal

TMP Trimetafosfato microparticulado
DRX Difracao de raios-X

uL Microlitros

g Gramas

mL Mililitros

°C Graus Celsius

min Minutos

um Micrometros

FTIR Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
RMN Ressonancia Magnética Nuclear
rpm Rotag¢des por minuto

mm Milimetros

DES Solugao Desmineralizadora

RE Solugdo Remineralizadora

Ca Calcio

P Fosforo

Gabriela Leal Peres Fernandes



F Fluoreto

Al Aluminio

KCI Cloreto de Potassio

Mol/l Mol por Litro

TISAB Tampao de Ajuste de Forca Ionica Total
mmol/L Milimol por Litro

pg F/mL Micrograma de flaor por microlitro

TISAB II Tampao ajustador de forca i6nica total

ug F/cm? Micrograma de flGior por centimetro quadrado
mm/min Milimetros por minuto

Kn Kilo Newton

kgf/cm? Kilo grama forga por centimetro quadrado
DTS Valor de tensdo diametral

CIVMRs Cimentos de londmero de Vidro Modificado por Resina
KBr Brometo de potassio

C Carbono

MEYV Microscopia Eletronica de Varredura

EDS Espectroscopia de Energia Dispersiva

Kv Kilo volts

DO Densidade optica

Nm Nandmetro

h Hora

cm Centimetros

UFC/ml Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

Mg/L miligrama por Litro
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cm? centimetro quadrado

pug/mL Microgramas por microlitro

UL/ml Unidade Internacional por mililitro
SBF Soro Fetal Bovino

ANOVA Analise de Variagao

mA Miliampere

MET Microscopia Eletronica de Transmissao
METAR Microscopia Eletronica de Transmissdo de Alta Resolugdo
O Oxigénio

H Hidrogénio

GC Grau de Conversao

g/ml grama por mililitro

Sumdrio
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1. Introducio

A carie ¢ uma doenga de etiologia multifatorial caracterizada pela dissolugdo quimica da
superficie dentaria decorrente de eventos metabdlicos que ocorrem no biofilme, o qual recobre a
superficie afetada [Machiulskiene et al., 2019]. Embora tenha reduzido substancialmente a
prevaléncia e gravidade da cérie em todo o mundo nas ultimas décadas [Whelton et al., 2019]
continua sendo um desafio de satide publica. Relatorios globais recentes mostram que a saude
bucal ndo melhorou nos ultimos 25 anos, com 573 milhdes de criangas estimadas com carie
dentaria ndo tratada em dentes deciduos [Peres et al., 2019]. Considerando sua etiologia
multifatorial, diversos fatores podem contribuir para o risco de desenvolver a doenca, dentre eles
destaca-se o uso de aparelhos ortodonticos [Perkowski et al., 2019].

A aparatologia ortodontica fornece locais de retengdo adicionais para estagnacdo do
biofilme [Oliveira et al., 2021] podendo resultar, na queda do pH do biofilme em repouso e
consequentemente a desmineralizagdo do esmalte e formacdo de lesdes de mancha branca
[Cardoso et al., 2022], decorrentes de 4cidos organicos produzidos por microrganismos presentes
no biofilme ao redor dos braquetes e bandas [Chen et al., 2021]. Estudos anteriores [Lucchese et
al., 2018; Contaldo et al., 2021] mostraram que as alteracdes que ocorrem na microflora
bacteriana de pacientes com aparelhos ortodonticos, caracterizam-se como uma relagdo sinérgica
dessas bactérias e o aumento do risco de cérie. Ainda, outros estudos mostram que no periodo de
um ano de tratamento ortodontico hd um aumento significativo no crescimento de
microrganismos orais como S. mutans e Lactobacillus spp gerando mudangas microbiologicas e
bioquimicas do biofilme [Papageorgiou et al., 2018; Jing et al., 2019; Mummolo et al., 2020;
Santonocito et., 2022]. Alguns métodos podem auxiliar na prevencao das lesdes de manchas
brancas, como: escovagdo diaria com dentifricios fluoretados, bochechos fluoretados, baixa
ingestao de carboidratos fermentéveis e tratamento com fluor tépico [Khoroushi et al., 2017]. No
entanto, a maioria desses métodos dependem da adesdo do paciente, nem sempre obtendo uma
boa aceitacdo. Dessa forma, alcancar uma adequada concentracdo de fllior na boca, sem
dependéncia da total colaborag¢do do paciente, seria o ideal [Benson et al., 2019]. Nesse sentido,
¢ interessante que se utilize um material que combine a capacidade de ligacao a superficie do
esmalte e de liberagdo de fluor (F) tornando o material ao mesmo tempo ideal para cimentacao
de bandas [Fricker, 2022].

O uso de cimento de iondmero de vidro modificado por resina (CIVMR) foi relatado em

1995 para colagem de pecas ortodonticas [Silverman et al., 1995]. O CIVMR tem menor tempo
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de presa e reduz a sensibilidade & umidade comparado ao cimento de iondmero de vidro
convencional e contém reagdo acido-base e componentes polimerizaveis [Zhao et al., 2019]. Esse
tipo de material também € usado para cimentagao de aparelhos ortodonticos e possui a capacidade
de liberacdo de F associado a adequada resisténcia de unido para colagem de pegas ortodonticas
[Fricker, 2022]. Estudos mostraram que a presenca de F no CIVMR torna-o mais eficaz do que
a resina composta na reducao da desmineralizagdo do esmalte ao redor dos braquetes [ Andrucioli
et al., 2017; Fricker, 2022]; além disso, ndo promove alteracdes na superficie dentaria apds a
descolagem e ndo gera desgaste iatrogénico no esmalte ap6s condicionamento acido, quando
comparado a resina composta [Andrucioli et al., 2017]. Por outro lado, a duracdo da liberagdo de
flaor € curta, iniciando-se no momento da colagem, seguido de uma rapida diminui¢ao dentro de
um més [Uysal et al., 2011; Dziuk et al., 2021], tornado seu efeito limitado na prevencao da cérie.
Dessa forma julga-se importante potencializar o efeito do F presente na composi¢ao CIVMR para
o uso ortoddntico, com a associagdo de agentes ativos que participem efetivamente do processo
des/remineralizagdo (como fosfatos nanoparticulado), assim como alterem as propriedades do
biofilme bacteriano [da Silva et al., 2019; Kheur et al., 2020].

O trimetafosfato de s6dio (TMP) tem recebido destaque na literatura, uma vez que possui
alta afinidade pela hidroxiapatita reduzindo a dissolu¢do mineral e consequentemente atuando na
dinamica da carie [Danelon et al., 2015; Emerenciano et al., 2018; da Silva et al., 2019]. Em sua
forma nanoparticulada (TMPnano), esse efeito torna-se ainda maior devido a redugdo do tamanho
das particulas a escala nanométrica o que poderia proporcionar uma melhor interagdo mecéanica
com a matriz polimérica do material minimizando o efeito nas propriedades fisicas e mecanicas
do CIVMR [Emerenciano et al., 2018; da Silva et al., 2019]. Somando-se a isto, 0 aumento da
area de superficie pode tornd-las mais reativas e potencializar seu efeito anticdrie, como
demostrado pelo estudo de da Silva et al. [2019], gerando efeitos minimos nas propriedades
mecanicas. Além disso produtos naturais, como a quitosana, tem disso utilizada como agente
quelante de sais por exemplo os fosfatos organicos, podendo favorecer a imobilizacdo de ions de
calcio na molécula e formacdo de sitios de nucleacdo [Zhang et al., 2014]. Dessa forma, a
quitosana fosforilada (Qui-Ph), t€ém sido amplamente estudadas na Odontologia [Beltrame et al.,
2018; Abedian et al., 2019]. A fosforilagdo da molécula de quitosana, resulta em uma molécula
bastante reativa, com propriedade altamente quelante e mucoadesiva, biocompativel, propriedade
osteoindutora e efeito sobre microrganismos cariogénicos [Sahariah & Masson; 2017; Beltrame
et al., 2018; Wang & Liu, 2018; Kheur et al., 2020]. Destaca-se que os grupos fosfatos dessa
molécula podem se ligar a ions célcio e formar sitios de remineralizac¢do, induzindo a formacao
de uma barreira de calcio e fosfato [Xu et al., 2012] e assim, a deposi¢do de uma camada

semelhante a hidroxiapatita. Ainda, a Qui-Ph pode ser utilizada para formar complexos reativos
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com outros agentes remineralizantes [Zhang et al., 2014; Beltrame et al., 2018]. Os resultados
até entdo disponiveis na literatura suscitam maiores estudos acerca dos agentes ativos
supracitados que, ainda, pouco se conhece sobre suas propriedades € mecanismo de a¢ao dentro
das formulag¢des em que sdo empregadas e em associacao.

Dessa forma, o presente estudo in vitro teve como objetivo avaliar o efeito da
incorpora¢do de nanoparticulas de trimetafosfato de sodio (TMPnano) e quitosana fosforilada
(Qui-Ph) em cimento de iondmero de vidro modificado por resina (CIVMR) utilizado em
cimentacdo de braquetes ortodonticos, sobre as propriedades fisico-mecanicas, antimicrobianas
e citotoxicas. A hipotese nula foi que a incorporagdo de trimetafosfato de sédio (TMPnano) e
quitosana fosforilada (Qui-Ph) ao CIVMR naio alteraria as propriedades dos materiais quando

comparado ao CIVMR.

2. Material e Métodos
2.1 Sintese e Caracterizacdo do Trimetafosfato de sddio nanoparticulado (TMPnano)

A sintese e caracterizacdo do trimetafosfato de s6dio nanoparticulado (TMPnano) foi
baseada nos estudos de Danelon et al. [2015 e 2017]. O trimetafosfato microparticulado (TMP)
foi, primeiramente, pesado na quantidade necessaria para o estudo, e a seguir, armazenado em
frascos de polietileno. Bolas de zirconia foram adicionadas ao TMP em associacdo com
isopropanol. Os frascos foram, entdo, vedados com veda rosca. Em seguida, levados ao moinho
de bolas sendo submetidos a moagem por 48 horas. Apos foi filtrado em peneiras granulométricas
para a sua separagdo das bolas de zirconia. O frasco de polietileno contendo o TMPnano foi
lavado com isopropanol e o material filtrado e vedado com papel aluminio, sendo posteriormente
levado a secagem em estufa a temperatura de 85°C para evaporacao do solvente (Isopropanol).
Apos a secagem do TMPnano, o mesmo foi submetido a trituragdo, em almofariz de 4gata, pesado
e armazenado em frasco de polietilieno. A difragdo de raios-X (DRX) foi utilizada para realizar
a identificag@o da estrutura cristalina e estimativa do tamanho médio de TMP ¢ TMPnano moido

por 48 horas.

2.2 Sintese e Caracterizagdo da Quitosana Fosforilada (Qui-Ph)

A reacdo de sintese foi baseada no estudo de Zhang et al. [2014]. Neste processo, 2,0
gramas de quitosana de baixo peso molecular foram dissolvidos em 25 mL de &cido
metanosulfonico (CAS: 75-75-2, Sigma-Aldrich®) com o auxilio de agitagdo magnética, por 3
horas e overnight. O sistema foi colocado em banho de gelo e 420 pL de pentdxido de fosforo
(CAS: 1314-56-3, Sigma-Aldrich®) em 4acido metanosulfénico (0,25 g/mL) (CAS: 75-75-2,

Sigma-Aldrich®) foram adicionados ao meio. Essa mistura foi agitada por trés horas, sendo a
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temperatura mantida entre 0 a 5 °C em atmosfera inerte. Apds esse periodo, a solugdo foi mantida
a -20 °C com posterior precipitagdo utilizando metanol (CAS: 67-56-1, Sigma-Aldrich®).
Centrifugagdo a 10000 rpm (12857 g) por 10 min foi realizada para separagao do produto obtido,
o qual foi lavado com acetona por mais trés ciclos. Para total remog¢ao dos reagentes do meio, a
Qui-Ph foi dissolvida em agua, filtrada em membrana de 0,45 um (Analitica®) e submetida a
dialise, com posterior liofilizagdo e maceracdo. A analise do produto obtido foi realizada
utilizando-se espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) e
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).

2.3 Preparo da Mistura dos CIVMR

O CIVMR utilizado para o trabalho foi o GC Fuji Ortho LC (GC Corporation, Tokyo,
Japan). Inicialmente o TMPnano, foi adicionado ao p6 do CIVMR na concentragdo de 14% [da
Silva et al., 2019]. Para a Qui-Ph foram utilizadas 2 concentragdes (0,25% e 0,5%) [Kim et al.,
2017; Mishra et al., 2017]. Para a adicdo do TMPnano/Qui-Ph ao p6 do CIVMR considerou-se
que cada 100 g do produto final da mistura (CIVMR/TMPnano/Qui-Ph) teria 14,0% do TMPnano
e/ou 0,25%/0,5% de Qui-Ph (% m/m). Cada mistura foi homogeneizada em moinho de bolas de
agata (Planetary Micro Mill PULVERISETTE 7 classic line, Fritsch GmbH, Idar-Oberstein,
Germany) com frequéncia de 100 rpm em 5 ciclos de repeti¢do (normal/reverso) com duracao de
1 minuto cada [Hosida et al., 2019]. Para a manipulacdo do material foi mantida a propor¢ao po-
liquido do CIVMR recomendada pelo fabricante (3,2 g p6 para 1,0 g de liquido). Assim, os
grupos experimentais definidos foram: 1) CIVMR sem TMPnano/Qui-Ph (Controle-Fuji Ortho
LC); 2) CIVMR-14%TMPnano; 3) CIVMR-0,25%Qui-Ph; 4) CIVMR-0,5%Qui-Ph; 5) CIVMR-
14%TMPnano-0,25%Qui-Ph e 6) CIVMR-14%TMPnano-0,5%Qui-Ph.

2.4 Liberagao de F dos CIVMR
2.4.1 Confecg¢ao dos corpos-de-prova

Corpos-de-prova (n=6) foram confeccionados com o auxilio de uma matriz metalica
bipartida (5 mm de diametro e 2 mm de espessura). A extremidade de um fio de ago inoxidavel
de 0,25 mm de diametro foi posicionada no interior da matriz, previamente a inser¢do dos
materiais, para facilitar a manipulacdo dos corpos-de-prova. A fotopolimerizagado (Radii-cal SDI-
LED) foi realizada por 40 segundos, nas superficies superior e inferior do material [Silva et al.,

2007]. Apos a fotopolimerizagdo, os excessos do material foram cuidadosamente removidos.

2.4.2 Ciclagem de pH para liberagdo de F do CIVMR
Corpos-de-prova (n=6) de cada material foram colocados em tubos de ensaio de
polipropileno com tampa contendo 2 mL de solu¢do desmineralizadora (DES) (Ca e P 2,0

mmol/L em tampao acetato 0,075 mol/L, em pH 4,7) e armazenados por 6 horas. Em seguida,
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foram transferidos para novos tubos contendo solu¢do remineralizadora (RE) (Ca 1,5 mmol/L, P
0,9 mmol/L, KCI 0,15 mol/L em tampao Tris 0,02 mol/L, em pH 7,0) permanecendo por 18 horas
[Silva et al., 2007]. Estes procedimentos foram repetidos durante 15 dias. Os tubos foram
mantidos sob agita¢do constante com frequéncia de 120 rpm em mesa agitadora (TE-420 Orbital
- Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil), a temperatura de 37 °C. Antes de serem imersos em nova solucao
(DES ou RE) os corpos-de-prova foram lavados com 4dgua deionizada e secos com papel
absorvente. As solugdes foram recolhidas diariamente, identificadas e armazenadas em tubos de

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

2.4.3 Andalise de F nas solucoes DES e RE

Para a analise de F das solucdes DES e RE foi utilizado eletrodo especifico para ion
fluoreto (9409-BN, Orion Research, Inc., Beverly, MA, Estados Unidos da América) e
microeletrodo de referéncia, previamente calibrados com solugdes padrao de 0,250 a 64 ug F/mL,
acoplados a analisador de ions Orion 720 A (Orion Research). Para as dosagens foram pipetadas
0,5 mL das solugdes DES ou RE e acrescido 0,5 mL de TISAB II (tampao ajustador de forca
i0nica total). As leituras foram realizadas sob agitacdo constante em agitador magnético (TE-081,
Tecnal). Esses valores foram convertidos para ug F/cm?.

2.5 Determinacao das Propriedades Fisico-Mecanicas dos CIVMR

2.5.1 Avaliagdo da Resisténcia a Compressdo (RC)

Doze corpos-de-prova foram confeccionados [ISO 9917-2:2017] (4 mm de didmetro x 6
mm de altura) em matrizes de silicone de condensacdo (Speedex, Vigodent S.A. Industria e
Comércio, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e fotopolimerizados por 40 segundos, nas superficies
superior e inferior. Seis corpos-de-prova foram armazenados por 24 horas e outros seis por 7 dias,
em estufa a 37 °C, em ambiente imido. Em seguida, foram submetidos ao ensaio de resisténcia
a compressao em maquina de ensaio universal Instron (DL3000, Instron Co.), com célula de carga
de 5 kN a uma velocidade de 0,75mm/min, em posi¢cdo vertical, até que ocorresse a fratura. A

resisténcia a compressao foi medida em megapascal (MPa).

2.5.2 Avaliagdo da Resisténcia a Tragdo (RT)

Doze corpos-de-prova foram confeccionados [ISO 9917-2:2017] (6 mm de didmetro x 3
mm de altura) em matrizes de silicone de condensacdo (Speedex) e fotopolimerizados por 40
segundos, nas superficies superior e inferior [da Silva et al., 2019]. Apods os periodos de
armazenamento (como descrito anteriormente) foram submetidos ao ensaio de resisténcia a
tracdo diametral (RTD), com célula de carga de 5 kN a uma velocidade de 0,5 mm/min, em
posicao horizontal, até que ocorresse a fratura. Para tanto, foi utilizada uma maquina de ensaio

universal Instron (DL3000, Instron Co., Canton, MA, Estados Unidos da América). Os valores
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de tensdo diametral (kgf/cm?) foram calculados usando a equagdo: DTS=2F/3.14DT, onde F é a

carga, D ¢ o diametro e T ¢ a altura do espécime.

2.5.3 Avaliagdo da Dureza de Superficie (DS)

Foram confeccionados 6 corpos-de-prova com o auxilio de uma matriz de silicona de
condensagdo (6 mm de diametro e 3 mm de espessura) e fotopolimerizados por 40 segundos, nas
superficies superior e inferior [da Silva et al., 2007]. Apds 24 horas, mantidos em recipiente
plastico e em ambiente imido (37 °C), foram submetidos ao teste de dureza de superficie. O teste
foi realizado com o auxilio de um microdurémetro (Shimadzu Micro Hardness Tester HMV-
2.000 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan), sob carga estatica (Knoop) de 100 g por um tempo
de 5 segundos. Foram realizadas 5 impressoes na superficie do material distantes 500 pm entre
si [Silva et al., 2007]. A seguir, os corpos-de-prova foram armazenados em estufa a 37 °C (em
ambiente umido) e apds 7 dias foi repetido o teste da dureza, sendo realizadas 5 impressdes a 250

pum das realizadas em 24 horas.

2.5.4 Determinag¢do do Grau de Conversdo dos Monomeros (%6GC)

Os CIVMR (n=3) foram manipulados, inseridos entre duas laminas de vidro, pressionados
formando um filme de aproximadamente 0,12 + 0,02 mm, e fotopolimerizados por 40 segundos
de cada lado da amostra. Em seguida, foram armazenados durante 24 horas, ao abrigo da luz, em
estufa a 37 °C. Apo0s estes periodos, os filmes de CIVMRs foram triturados e misturados com
brometo de potassio (KBr), na propor¢do de 1:35 (mg:mg). As misturas foram colocadas na
prensa (PikeTechnologies, Madison, WI, Estados Unidos da América), sob uma carga de 3
toneladas, para confec¢do das pastilhas, as quais foram analisadas imediatamente usando a
técnica de espectroscopia no infravermelho transformada de Fourier (FTIR) Os espectros de
absorcdo no infravermelho foram obtidos pelo método de transmissdo em espectrofotdometro
(Nexus 670, Nicoletlnstrument Corporation, Madison, WI, Estados Unidos da América), na
regido espectral entre entre 1.400 e 2.000 cm™!, utilizando 128 varreduras e 4 cm™ de resolugéo.
A determinacdo do grau de conversdo na polimerizacdo dos CIVMRs foi baseada na medida da
diminui¢do da intensidade da banda de absor¢do associada ao metacrilato quando o mondmero ¢
convertido em polimero. Para o material estudado e as condi¢des de preparo das amostras, foram
utilizadas as bandas de absor¢do associadas a vibragdes de estiramento das ligagdes C = C do
mondmero e COO" do 4cido carboxilico, localizadas aproximadamente em 1640 e 1540 cm™:
respectivamente [da Silva et al., 2019]. O valor do grau de conversado foi determinado utilizando

seguinte equacao:
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( . [ABs(C=C)/ABs(COO-)]polimero
[ABs(C=C)/ABs(COO-)]monomero *

100)

2.5.5 Andlise da Morfologia e Composi¢cdo Quimica Através da Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) e Energia Dispersiva de Raios-x (EDS)

Trés corpos-de-prova (n=3) com espessura de 2 mm x 4 mm foram depositados sobre
stubs recobertos com fita de carbono e foram submetidas a vacuo e pulverizagdo catddica para
uma fina cobertura com ouro. A composic¢ao local foi estimada por meio de espectros de EDS e
pela constru¢do de mapas elementares a imagens de MEV. O instrumento utilizado foi o MEV-
PHILIPS (XL-30 FEG, Philips, Amsterda, Holanda), equipado com EDS. As amostras foram
selecionadas aleatoriamente em varias etapas para exame de superficie com o MEV e EDS de
cada material. Os corpos-de-prova foram secos lentamente em ar ambiente. Em seguida, foi
examinado com o0 MEV a uma tensdo de aceleracdo de 15 kV em ampliagdes de 1000x [Kheur

et al., 2020].

2.6 Determinagdo das Propriedades Antimicrobiana dos CIVMR

2.6.1 Teste de Adesdo ao Streptococcus mutans

Apos a reativagdo de espécies de S. mutans (UA159) [Huang et al., 2022], placas foram
incubadas em estufa a 37 °C por 48 horas. A seguir, foi removida e adicionada as colonias de S.
mutans reativadas em BHI caldo suplementado com 1% de sacarose para formag¢ao do in6culo.
Em seguida procede-se com a homogeneizagdo do indculo durante 30 segundos em Vortex (Maxi
MixTM, Barnstead International, Dubuque, lowa, EUA). Cada disco de material ionomérico (n
= 4) foi exposto sob condi¢des estaticas a 10 mL de BHI + 4 alcas de S. mutans de indculo
ajustado para uma densidade optica (DO) de 0,6 a 550 nm (aproximadamente 10’ UFC/mL) com
espectrofotometro (Microplate Spectrofotometer EONC, Biotek, EUA). Em seguida, uma placa
de 24 pocos foi utilizada e cada pogo preenchido com 700 pL para que as amostras ficassem
imersas no inéculo. Estas placas foram incubadas a 37 °C por 24 h, posteriormente 0s corpos-de-
prova foram retirados da placa e inseridos em tubo de polietileno contendo 3 mL de solucdo
salina. A seguir os tubos foram levados ao ultrassom durante 10 minutos para permitir o
desprendimento das células aderidas aos espécimes. Na sequéncia retirou uma aliquota de 200
uL da solucao de soluna salina com o espécime e dispensou em uma placa de 96 pogos. Uma
aliquota de 180 puL de PBS foi dispensada nos pogos subsequentes na mesma coluna da placa e

a seguir procedeu-se com a diluicdo seriada para todos os grupos, onde retirou-se 20 pL de um
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poco e transferiu para o subsequente na mesma coluna da placa, e a seguir foi realizado o
plaqueamento retirando aliquota de 5 puLL de cada pogo, e esperado até a secagem das placas para
que entdo fossem incubadas durante 48 horas em ambiente suplementado com 10% de CO». Apds
esse periodo, as coldnias foram contadas e o numero de bactérias viaveis foi determinado em —
unidades formadoras de colonia (UFC/mL) correspondente as células aderidas ao CIVMR [Fucio

etal., 2016].

2.6.2 Avaliagdo do Biofilme pelo Método do XTT

O ensaio de biofilme foi baseado no estudo de [Hu et al., 2013]. S. mutans (ATCC 25175)
foi cultivado em estufa de CO, em caldo BHI, durante a noite a 37 °C. A suspensdo bacteriana
obtida foi ajustada para uma densidade optica de 0,3 a 600 nm (aproximadamente 3 x 108
UFC/mL) com um espectrofotometro (Microplate Spectrofotometer EONC, Biotek, EUA), para
uso posterior. Para cada material testado, seis espécimes em forma de disco (2 mm x 4 mm)
foram preparadas usando matrizes de silicone de condensagao (Speedex, Vigodent S.A. Industria
e Comércio, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os corpos- de- prova foram mantidos por 20 minutos em
estufa a 37 °C com 100% de umidade, lavados com agua destilada e esterilizados sob luz
ultravioleta por 20 minutos. A seguir foram inseridos nos pocos de uma placa de 24 pocos
(Corning, NY, EUA) e mantidos em suspensao por um fio ortodontico permanecendo fixado com
cera utilitaria na tampa da placa de poliestireno durante o periodo experimental. Em seguida foi
retirado, 39,6 ml de BHI suplementado com 1% de sacarose ¢ 0,4 ml de suspensdo bacteriana
formando uma solugdo a qual foi colocada no vortéx por 15 segundos e em seguida inoculada em
cada poco. As placas foram incubadas a 37 °C em um camara anaerébica por 24 h. Atividade
celular metabolica do biofilme formado nos pogos foi quantificada pelo XTT (2,3 (2-metoxi-4-
nitro-5-sul- fofenil) -5-[(fenilamino)carbonil]-2H-hidréxido de tetrazolio) (CAS: 111072-3-2,
Sigma-Aldrich®) ensaio de redugdo. Para isso, os pogos contendo o biofilme formado foram
lavados suavemente com solucdo salina e 1 mL de solugdo compreendendo 150 mg/L de XTT e
10 mg/L de fenazina adicionou-se metosulfato (CAS: 299-11-6, Sigma-Aldrich). As placas foram
incubadas no escuro a 37 °C por 3 h e, em seguida, 200 puL da suspensdo solubilizada foram
transferidos para microplacas de 96 pocos e a absorbancia lida em 490 nm. Todos os ensaios
foram realizados em triplicata em trés diferentes ocasides. Os resultados foram expressos em

valores de absorbancia.

2.7 Anélise da Citotoxicidade dos CIVMR
2.7.1 Obtencdo da Cultura de Células
Fibroblastos da linhagem 3T3-L1 (CL-173, American Type Culture Collection — ATCC)

foram cultivados em garrafas de 75 cm? (Corning Inc., Corning, NY, USA), contendo meio de
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cultura DMEM (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA), suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB, Invitrogen) e solucdo de estreptomicina/penicilina a 100 pg/mL
e 100 Ul/mL, respectivamente (Gibco, Thermo Fisher Scientifc, Waltham, MA, USA). As células
foram mantidas a 37 °C em atmosfera umidificada, contendo 5% de CO; e 95% de ar atmosférico.
Apos subconfluéncia, as células foram plaqueadas diretamente na superficie de poliestireno em
placas de 24 pocos na densidade de 20.000 células/pogo. Para cada grupo avaliado, amostras
cilindricas dos CIVMR’s com 2 mm de altura e 4 mm de largura (n=5) foram preparadas em
matrizes de silicone de condensac¢ado, fotopolimerizadas por 40s e mantidas por 1 h a 37 °C em
atmosfera umidificada, contendo 5% de COz e 95% de ar atmosférico. Apos 6 h de adesdo,
insertos (ThinCert® Cell Culture Inserts, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, KI, AT) com didmetro
de 0,4 uM foram acoplados aos pocos e as amostras dos cimentos foram colocadas em seu interior

para troca ionica no ambiente celular.

2.7.2 Analise do Metabolismo Celular

Ao final de 24 e 72 horas de exposi¢do aos cimentos ionoméricos experimentais, a
proliferacdo celular foi avaliada pelo método de reducdo de um corante redox (resazurina). O
ensaio ¢ baseado na capacidade das células vivas de converter a resazurina em um produto final
colorimétrico (resorufina), onde aquelas ndo viaveis perdem a capacidade metabolica e, portanto,
ndo geram um sinal observavel [Chen et al., 2018] e para isso, utilizou-se o reagente CellTiter-
Blue (Promega, Madison, WI, USA) seguindo as recomendagdes do fabricante. Brevemente, 20
pL do reagente foram diluidos em 100 uLL de meio de cultura suplementado e os 120 pL foram
despejados em cada pogo, seguido por incubagdo de 4 horas a 37 °C. Ap6s decorrido periodo, o
sobrenadante formado foi retirado dos pogos e transferido para placa de 96 pogos para medida
colorimétrica em espectrofotometro (570-600nm, Epoch 2, BioTekInstruments Inc., Winooski,
VT, USA). As médias foram calculadas para os grupos e transformadas em porcentagens, o que
representou o efeito inibitério da atividade mitocondrial das células pelos CIVMR. O controle
negativo (DMEM) foi definido como tendo 100% de metabolismo celular. Os dados foram

apresentados em valores de absorbancia.

2.8 Anélise Estatistica

Para analise estatistica, foram considerados como variaveis os valores dos testes fisico-
mecanicos, microbioldgicos e citotdxico, e como fator de variacdo o tipo de CIVMR e o tempo.
Todos os dados apresentaram distribui¢ao normal (Shapiro—Wilk) e homogénea (Bartlet). Os
dados de RC, RT, DS, liberagao de F ¢ Metabolismo Celular (Abs) foram submetidos a ANOVA
(2-critérios). Ja os dados de GC e microbiolégicos (UFC/mL) foram analisados por ANOVA (1-

critério). O teste utilizado para comparagdo entre os grupos, apos as analises, foi o de Student-
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Newman-Keuls. Todas as analises foram realizadas com o programa SigmaPlot versao 12.0 com

limite de significancia de 5%.

3. Resultados

3.1 Sintese e Caracterizagdo do Trimetafosfato de sodio nanoparticulado (TMPnano)

A Figura 1 mostra os padrdes de raios-x para o TMP microparticulado (TMP) e TMP
nanoparticulado apds moagem de 48 horas (TMPnano). A difragdo de raios-X (DRX) foi utilizada
para identificar a estrutura cristalina e estimar o dominio de coeréncia cristalografica do TMP e
TMPnano. Os graficos obtidos por difracdo de raios-x revelaram que o TMPnano apresentou
picos mais amplos e mais largos demostrando que houve sintese das nanoparticulas sem afetar a
estrutura cristaina do sal. Inicialmente, o tamanho médio da particula do TMP micrométrico era
de 547 nm e ao final o p6 obtido foi de 22,7 nm mantendo a estrutura cristalina do sal. Os
difratogramas de raios-x foram obtidos de amostras na forma de p6. Utilizou-se o equipamento
Rigaku modelo DMax 2500PC, com fonte de radiagdo CuK (= 1,54056 A), voltagem de 40 kV e
corrente de 40 mA. As medidas foram feitas em varredura continua no intervalo de 10°<2 < 80°,
a uma velocidade de varredura de 2°/min. A identifica¢do estrutural das amostras analisadas foi
feita comparando os difratogramas obtidos com padrdes tabelados disponiveis em bancos de
dados “Joint Commitee on Powder Diffraction Standards — Powder Difraction File (JCPDS -
PDF). Foi possivel avaliar que o processamento de moagem reduziu o tamanho das particulas
dos pds de TMP, sem afetar a estrutura cristalina do material. O tamanho em escala nanométrica
foi caracterizado por Microscopia Eletronica de Transmissdo de Alta Resolu¢do (METAR) com
estimativa de tamanho médio para o TMP e TMPnano de 547 nm e 22,7 nm respectivamente

(Figura 2).

3.2 Sintese e Caracterizag¢do da Quitosana Fosforilada (Qui-Ph)

A rota reacional utilizada para a fosforilacdo da quitosana, utilizando pentdxido de fosforo
e 4cido metanossulfonico revelou que durante a sintese o grupo amina ficou protegido pela
interagdo i6nica com o acido, o que promove a fosforilacdo dos grupos hidroxilas presentes nos
carbonos seis e trés, sendo que hidroxila do carbono 6 (-CH2-OH), por se tratar de uma hidroxila
primaria, ¢ mais reativa que a hidroxila do carbono 3 (-CH-OH). Para analise da estrutura quimica
da quitosana fosforilada obtida, foram preparados discos de KBr da Qui utilizada como matéria
prima e da Qui-Ph obtida como produto. A varredura foi realizada de 400 a 4000 cm’!, obtendo-
se os espectros da Figura 3.

No espectro da Qui-Ph podem ser visualizados: aparecimento de ombro em 1240 cm™!,

referente ao estiramento da ligagdo P=0 e banda em 1050 cm™! relacionada a deformagdo da
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ligagdo C-O-P. Bandas fracas em 563 e 537 cm’! no espectro também foram observadas. A
deformagao da ligacdo O-H do grupo fosfato também pode apresentar banda proxima de 1336
cm!, como identificado no espectro. Além disso, foi possivel identificar sinais em 1627 e 1529
cm’! na Qui-Ph que podem ser atribuidos a deformagio simétrica e assimétrica do grupo amina.
O estiramento da ligagdo CH do carbono alifatico pode ser observado em 2878 cm™! na Chi usada
para a sintese € 2938 cm™! na Qui-Ph. J4 as bandas largas na regido de 3200 a 3450 cm™! podem
ser provenientes de diferentes tipos de vibragdo de grupos aminas e hidroxilas como a presente
na quitosana (precursor) ou também podem ter a contribuicdo da presenga de grupamentos P-
OH.

J4 a analise de RMN 31P (Figura 4) contatou a presenca de sinal em duas regides: -9,83
e 0,04. Mono alquil fosfatos ndo ciclicos costumam apresentar sinal na faixa de -5 a 5 ppm, o que
comprova a fosforilagdo do carbono 6. O sinal de valor negativo pode estar relacionado a
presenca de pirofosfatos, que podem ocorrer devido a condensacdo de fosfatos da cadeia de
quitosana com o 4cido fosforico presente no meio reacional. Enfim, utilizando a condi¢ao de
sintese descrita (n = 4), foi obtido rendimento médio de 75,65%, demonstrando que a sintese

realizada resultou na formagao da quitosana fosforilada.

3.3 Propriedades mecanicas (RC, RT, DS e GC)

A RC foi maior em 7 dias quando comparada a 24 horas para os grupos CIVMR-
14%TMPnano, CIVMR-0,5%Qui-Ph, CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph, CIVMR-
14%TMPnano-0,5%Qui-Ph (p < 0,001), exceto para os grupos CIVMR e CIVMR-0,25%Qui-Ph.
No tempo de 24 horas e 7 dias o melhor desempenho foi observado para o grupo CIVMR-
14%TMPnano-0,25%Qui-Ph p < 0,001 (Tabela 1). Para os dados de RT, no tempo de 24 horas,
todos os grupos apresentaram valores similares, exceto o CIVMR-14%TMPnano que apresentou
o menor valor (p <0,01). Apds 7 dias os grupos CIVMR-0,25%Qui-Ph e CIVMR-14%TMPnano-
0,5%Qui-Ph apresentaram valores similares (p > 0,001). Ja o grupo CIVMR-14%TMPnano-
0,25%Qui-Ph apresentou um aumento significativo apés 7 dias, sendo superior em ~ 27% em
relagdo ao CIVMR (Tabela 1).

Na andlise da DS (KHN) dos cimentos ionoméricos experimentais, apos as 24 horas, os
grupos CIVMR-14%TMPnano e CIVMR-0,5%Qui-Ph apresentaram valores similares (entre si)
de DS (KHN) (p > 0,001), assim como os grupos CIVMR-TMPnano-0,25%Qui-Ph ¢ CIVMR-
TMPnano-0,5%Qui-Ph (p > 0,001). Apenas o grupo CIVMR-0,25%Qui-Ph apresentou o maior
valor, diferindo dos demais (p < 0,001). Apds 7 dias os grupos CIVMR, CIVMR-14%TMPnano
e CIVMR-0,25%Qui-Ph ndo apresentaram diferencas estatisticas em relagdo ao tempo de 24

horas (p <0,001). Em contrapartida houve um aumento da DS para os grupos CIVMR-0,25%Qui-
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Ph, CIVMR-0,5%Qui-Ph e CIVMR-14%TMPnano-0,5%Qui-Ph sendo ~23% superior que em
relacdo ao grupo CIVMR (Tabela 1). Ainda, apés 7 dias os grupos CIVMR-14%TMPnano e
CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph (KHN) foram similares entre si (p > 0,001), sendo que o
grupo CIVMR apresentou o menor valor (p < 0,001) (Tabela 1).

Os valores de porcentagem do grau de conversdo (%GC) para os cimentos ionoméricos
experimentais, apds 24 horas, estdo mostrados na Figura 6. A adi¢do dos agentes ativos sozinhos
(14%TMPnano, 0,25%Qui-Ph e 0,5%Qui-Ph) ou em associacao (14%TMPnano-0,25%Qui-Ph e
14%TMPnano-0,5%Qui-Ph) ao CIVMR, nao alterou a %GC em relacio ao CIVMR apenas
(p=0,747).

3.4 Miscroscopia Eletronica de Varredura e Energia Dispersiva de Raios-X

A Figura 5 revela a micrografia da superficie dos cimentos ionoméricos experimentais.
Foi possivel notar que os grupos CIVMR (a), CIVMR-14%TMPnano (b), CIVMR-0,25%Qui-Ph
(c) e CIVMR-0,5%Qui-Ph (d) apresentaram superficies com maiores microfissuras. Entretanto,
fissuras em maior profundidade foram observadas para o grupo CIVMR (a). Deposito globulares,
semelhantes a minerais, foram observados com a adi¢do de TMPnano e Qui-Ph, em maior
extensdo para o grupo CIVMR-TMPnano-0,25%Qui-Ph. A anélise pela EDS confirmou a
presenga, em todos os grupos experimentais, de elementos tipicamente encontrados no CIVMR,
incluindo aluminio, fluor, zinco, fosforo, silicio, estroncio, magnésio e calcio, mesmo com a
adi¢do dos agentes ativos. Na associagdo de TMPnano e Qui-Ph maior concentragdo de P foi

observado (Figura 5e).

3.5 Liberagao de fluor

A Figura 7 apresenta o padrio de liberagdo de F (ugF/cm?) e os valores médios (+dp) de
liberagdo cumulativa ao longo de 15 dias, pelos cimentos ionoméricos experimentais. Apos 24
horas, todos os grupos apresentaram uma rapida e alta liberagao de F. Foi observado no primeiro
dia os maiores valores para os grupos CIVMR-14%TMPnano>CIVMR-14%TMPnano-
0,5%Qui-Ph>CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph e no 15° dia para o grupo CIVMR-
14%TMPnano seguido pelo grupo CIVMR-14%TMPnano-0,5%Qui-Ph. No periodo total de 15
dias, todos os grupos apresentaram uma reducdo na liberagdo de F, sendo que, a partir do 12° dia,
a liberagdo foi semelhante para todos os grupos. Em relagdo aos valores médios de liberagao de
F observa-se que CIVMR-14%TMPnano, CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph ¢ CIVMR-
14%TMPnano-0,5%Qui-Ph apresentaram a maior liberacdo ao longo de 15 dias, sendo

semelhantes entre si (p > 0,001).
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3.6 Propriedades Antimicrobiana

Na andlise dos dados para efeito antimicrobiano, obtidos através do teste de adesdo ao S.
mutans sobre 0s cimentos ionoméricos experimentais (Logio-UFC/mL), todos os grupos testados
foram similares entre si (p=0,881) (Figura 8). Para andlise do biofilme formado (logio-UFC/mL)
foi possivel notar o maior efeito inibitério e maior atividade antibacteriana (contra S. Mutans)
para o grupo CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph, seguido pelo grupo CIVMR-0,25%Qui-Ph
(p < 0,001) (Figura 9). Ja os grupos CIVMR, CIVMR-14%TMPnano ¢ CIVMR-0,5%Qui-Ph
apresentaram valores similares entre si ¢ 0 menor efeito antimicrobiano/inibitério (p > 0,001).

A Figura 10 mostra os dados da redugdo do biofilme de S. mutans (pelo método XTT), na
presenga dos cimentos ionoméricos experimentais. A adi¢cao dos agentes ativos (TMPnano e Qui-
Ph), aos cimentos ionoméricos promoveu uma reducdo na atividade metabolica do biofilme de S.
mutans em relacdo ao Controle negativo e CIVMR (p < 0,001). Os grupos CIVMR-
14%TMPnano ¢ CIVMR-14%TMPnano-0,5%Qui-Ph foram similares (p > 0,001) entre si,
reduzindo a atividade metabdlica em ~ 22% quando comparados ao CIVMR (p < 0,001). Por
outro lado, a adi¢ao de 14%TMPnano e 0,25%Qui-Ph ao CIVMR, promoveu uma redugdo de ~
50% e ~ 35% quando comparado ao CIVMR e CIVMR-14%TMPnano-0,5%Chi-Ph (p < 0,001).

3.7 Analise da Citotoxidade dos CIVMR’s

Os resultados da resposta do metabolismo celular pelo método da resazurina, obtidos apos
exposicdo das células de Fibroblastos da linhagem 3T3-L1, aos cimentos ionoméricos
experimentais (24 horas e 72 horas) sdo apresentados na Figura 11. Quando comparado ambos
os tempos (24 horas e 72 horas) houve diferenca no metabolismo celular para todos os grupos (p
<0,001). Para o tempo de 24 horas destaca-se que nenhum dos agentes ativos causou efeito toxico
sobre as células 3T3-L1; todos os grupos foram similares ao grupo de Controle (DMEM) (p >
0,001). Para o tempo de 72 horas, o menor efeito citotoxico foi verificado para o grupo CIVMR-
14%TMPnano-0,25%Qui-Ph (p < 0,001), sendo os demais grupos semelhantes entra si (p <
0,001).

4. Discussao

A desmineralizacdo do esmalte dentario durante o tratamento ortodontico, tem-se
mostrado elevada devido ao acimulo de biofilme decorrente da dificuldade de higienizagdo
[Marinelli et al., 2021]. As pecas ortodonticas fornecem locais de retengdo adicionais para
estagnacdo do biofilme que pode resultar na reducdo do pH e consequentemente, a

desmineralizag¢do e progressao da carie - lesdes de mancha branca [Cardoso et al., 2022]. Dessa
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forma a busca por materiais que apresentem efeito positivo no processo de remineralizagdo,
biofilme e boas propriedades mecanicas tem se tornado uma pratica constante [Miiller et al.,
2021]. Diante deste contexto, os cimentos ionoméricos parecem ser uma boa opgao para colagem
de aparelhos ortodonticos devido as suas boas propriedades [Patel et al., 2021], principalmente
em relagdo a liberagdo e recarga de F (a qual mostrou induzir a remineralizagdo dos tecidos
dentarios duros) [Toledano et al., 2018], além de ser classificado como um material bioativo
[Kumari et al., 2019]. Por outro lado, sabe-se de suas limitacdes, € com isso, a necessidade de
otimizar suas propriedades. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro o efeito da
incorporag¢do de nanoparticulas de trimetafosfato de sodio (TMPnano) e quitosana fosforilada
(Qui-Ph) em cimento de iondmero de vidro modificado por resina (CIVMR) utilizado em
cimentacdo de braquetes ortoddnticos, sobre as propriedades mecanicas, antimicrobianas e
citotoxicas. A hipodtese nula do estudo foi a de que a incorporagdo dos agentes ativos ao CIVMR
ndo alteraria de forma positiva as propriedades dos materiais quando comparado ao CIVMR. No
presente estudo, a quitosana fosforilada apresentou efeito sobre os microrganismos abrindo
caminho para seu uso como agente preventivo e terapéutico no controle da cérie dentaria
[Toledano et al., 2018] ja o trimetafosfato de sddio possui afinidade por cations livres da mistura
do CIVMR e pode ser capaz de modificar a reagdo-acido base, promovendo uma fonte extra de
ions fosfatos no processo de remineralizacdo. Diante dos resultados obtidos, a hipotese nula foi
rejeitada.

Os testes mecanicos (RC, RT e DS) permitem uma boa representacdo da integridade
mecanica de materiais friaveis, como o CIVMR. Esta propriedade ¢ extremamente importante
particularmente no processo de mastigacdo. Dessa forma, o agente utilizado como cimento para
pecas ortodonticas deve ser capaz de resistir a essas for¢as, mantendo os componentes estaveis
na cavidade oral, contribuindo para o sucesso do tratamento. No presente estudo a associag¢do de
TMPnano-0,25%Qui-Ph ao CIVMR melhorou a resisténcia a compressao, tragdo e dureza apds
7 dias em comparagdo ao CIVMR (Tabela 1). Estes bons resultados podem ser explicados pela
interagdo entre os grupos cationicos formado por amina da quitosana e grupos carboxilato que
sdo carregados negativamente na estrutura do CIVMR provocando a formagdo de uma rede de
polimeros mais estavel. Ainda, vale destacar que a quitosana atua como um agente aglutinante,
contribuindo para que haja uma maior ligagdo entre os componentes quimicos do CIVMR,
reduzindo a tensdo interfacial entre os constituintes do material e aumentando dessa forma a
capacidade de resistir a forcas externas (ex: mastigacdo) [Najeeb et al., 2016; Kim et al., 2017;
Fakhri et al., 2020]. Por outro lado, a presenca de ions fosfatos contribuem para a melhora da
propriedade quelante do célcio da molécula de quitosana. Além disso, a literatura destaca que a

Qui-Ph pode induzir a deposi¢do biomimética de uma camada semelhante a apatita sob condi¢des
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fisioldgicas simuladas, devido a quelacdo de ions de célcio e hidrolise parcial de fosfato
funcionalizados [Vallittu et al., 2018], o que contribui também na remineralizacdo do tecido
cariado e reducio da desmineralizacio dentaria. E importante destacar a propriedade do TMP em
complexar cations durante a reagdo acido-base, o que também pode ter contribuido na alteragao
das propriedades mecanicas do material. Ainda, a morfologia e composi¢do quimica da superficie
dos cimentos ionoméricos experimentais (Figura 5) evidenciam deposito globulares, semelhantes
a minerais na associagdo de TMPnano e Qui-Ph, em maior extensdo para o grupo CIVMR-
TMPnano-0,25%Qui-Ph, e pela analise do EDS maior concentraciao de P foi observado (Figura
Se), assim os agentes ativos adicionados em conjunto levam a uma menor tensdo interfacial
melhorando a adesdo entre os componentes, podendo também justificar os bons resultados
mecanicos encontrados no presente estudo.

A redugao do tamanho das particulas do TMP a escala nanométrica favoreceu a interagao
com Ca’" e Al"* do CIVMR proporcionando uma melhor interagdo mecanica com a matriz
polimérica do material [da Silva et al., 2018], contribuindo para a melhora das propriedades
fisicas e mecanicas. Por outro lado, sabendo-se que a Qui-Ph apresenta uma molécula com grande
reatividade por fosfatos [Sahariah & Masson, 2017] assim como os grupos anidénicos do TMP (P-
O-), provavelmente as caracteristicas dos agentes ativos levam a um efeito satisfatorio entre eles,
estabelecendo também reagdes eletrostaticas com os componentes do CIVMR e TMPnano, uma
vez que este devido ao tamanho de suas particulas possui um maior nimero de atomos
disponiveis em sua superficie contribuindo para a maior interacdo € menor tensdo entre os
componentes, levando aos bons resultados encontrados em nosso estudo. E importante mencionar
que o cimento de iondomero de vidro utilizado no presente estudo constitui-se por acidos
poliacrilicos apresentando carater bifuncional, possuindo grupamentos carboxilicos (COO") em
uma das extremidades e grupamentos metacrilatos [CH>=C-(CH3)] na outra. Assim a hipotese
seria que a reducdo da reacdo do grupo carboxilico as particulas de carga (silicato de aluminio)
pode influir na polimerizacdo do grupamento metacrilato, principalmente quando ha muito
grupamento carboxilico livre. Vale destacar que, as concentragdes adequadas de ambos os
componentes adicionados ndo afetaram a reacao do acido poliacrilico com as particulas de vidro
do CIVMR mencionadas acima, tampouco as propriedades fisico-mecanicas, e este fato também
¢ verificado através dos dados do grau de conversao (GC) (Figura 6), onde mesmo com a adi¢ao
dos agentes ativos sozinhos ou em combinacdo, ndo houve alteracdo na reacdo monomérica do
mesmo, indicando que a melhora das propriedades mecanicas dos CIVMRs ao longo do tempo
foi praticamente dependente da reacdo acido-base e influenciada pela adi¢do do TMPnano e Qui-

Ph.
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A liberagdo de F do CIVMR caracteriza-se por uma liberagdo rapida inicial, seguida por
uma reducdo gradual. Estudos demonstraram que o F ¢ liberado por até 18 meses em quantidade
cada vez menor e parte dele estd disponivel para solubilizacdo [Chiu et al., 2017; Nishanthine et
al., 2022]. A liberagdo de F do CIVMR tem muitos efeitos na estrutura dentaria como: aumento
a resisténcia acida a estrutura dentaria e previne lesdes secundarias de cérie pela inibigdo do
crescimento bacteriano. No presente estudo, a adi¢do de 14%TMPnano ao CIVMR contribuiu
para a maior liberagdo de F nas primeiras 24 horas com valor significativamente maior que o
grupo CIVMR (Figura 7). Essa maior liberacao de F pode estar relacionada a afinidade do TMP
por ions metalicos presentes no material [Danelon et al., 2017; da Silva et al., 2019]. Durante a
aglutinagio do po e liquido, o Ca*? e o Al da mistura reagiriam com o TMP reduzindo a reagdo
destes ions com o F, tornando-o mais disponivel para ser liberado. Ainda, a reducao das particulas
em escala manométrica do TMP (Figura 1) propiciou uma maior reatividade de fosfatos presente
na cadeia ciclica do TMP com os ions metalicos presentes no CIVMR [Fakhri et al., 2020] o que
leva também, a maior disponibilidade de F como observado no estudo de da Silva et al. [2019],
corroborando com estudos prévios que associaram o TMP na forma micro e nanoparticulada a
outros veiculos tais como: resina composta, vernizes, géis e dentifricios [Tiveron et al; 2013;
Manarelli et al; 2015; Akabane et al., 2018; Emerenciano et al., 2018]. Além disso, a liberacao
total ao longo de 15 dias foi maior e similar para os grupos CIVMR-14%TMPnano, CIVMR-
14%TMPnano-0,25% e CIVMR-14%TMPnano-0,5%, o que pode ser explicado pelo efeito
catalitico da Qui-Ph sobre a liberacdo de F. Nesse contexto, mesmo que o CIVMR apresente F
em sua composicao, a liberagdo ndo foi expressiva quanto aos grupos associando Qui-Ph com
TMPnano. Diante deste achado, pode-se inferir que a grande interagdo dos grupos carboxilicos
do 4cido poliacrilico com os grupos amino de quitosana leva uma maior hidrolise da matriz de
vidro e mais rapida liberagdo de ions metalicos para serem complexados na cadeia dos poliacidos,
o que favoreceu a maior liberacdo do F como subproduto da reacdo. Dessa forma, em situagdes
clinicas, levard a uma rapida difusdo desse ion beneficiando a remineralizagdo e prevencao de
carie.

Aparelhos ortodonticos induzem modificagcdes na cavidade oral, como redugdo do pH,
com aumento da susceptibilidade a formacao de lesdes de mancha branca causadas por acidos
organicos produzidos pelas bactérias presente no biofilme [Fricker, 2022]. Dessa forma, a busca
por materiais que apresentem potencial na reducdo e/ou formagdo do biofilme, e
consequentemente no metabolismo bacteriano tem sido constante. A incorporagao de quitosana
fosforilada a 0,25% ao p6 do CIVMR produziu um efeito antimicrobiano sobre a formacao de S.
mutans (isolada e em associagdo com o TMPnano). Os provaveis mecanismos que podem

explicar a atividade antibacteriana da Qui-Ph estdo relacionados a interagdo de sua carga positiva
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permitida pela protonagdo e dispersdo dos grupos amino livres NH> e NH3™ em meio 4cido € a
carga negativa da célula microbiana. Essa interagdo age deslocando o Ca*? dos sitios aniénicos
da membrana microbiana resultando em danos celulares, uma vez que a ruptura leva a perda de
importantes constituintes intracelulares. Ainda, quando a molécula de quitosana (Qui) sofre
fosforilagdo (Qui-Ph) resulta em uma molécula bastante reativa, com propriedade altamente
quelante, biocompativel o que pode resultar em maior disponibilidade de ions fosfatos permitindo
além de uma atividade antimicrobiana e uma maior capacidade remineralizadora, fato este
observado para o grupo contendo CIVMR-14%TMPnano-0,5%Qui-P [Beltrame et al., 2018]. Por
outro lado, a adi¢do de maior concentragdo de Qui-Ph (0,5%), ndo contribuiu para um melhor
efeito antimicrobiano (Figura 9 e Figura 10). Sugere-se que a maior concentra¢do de Qui-Ph
dificulte a interagdo agente ativo/S. mutans e consequentemente, sua destrui¢ao celular, ndo
levando a um efeito sinérgico em associa¢do ao TMPnano. Embora, os CIVMRs sejam capazes
de liberar compostos quimicos de sua estrutura como ions (estroncio, alumina e fluor) e
mondmeros (HEMA-2-hidroxietil metacrilato) a concentracao de 0,5% influenciou nas liga¢des
ionicas de calcio e aluminio durante a aglutinacdo do pd ao liquido, contribuindo dessa forma
para uma menor reatividade com os ions metélicos do material e desempenhando menor efeito
antimicrobiano. No presente estudo, a contagem das unidades formadoras de colonias foi similar
entre os grupos testados, podendo ser explicado pela capacidade dos cimentos em fornecerem
inicialmente adesdo para microrganismos tais como espécies de S. mutans, porém essa
colonizagdo ¢ superficial. No entanto, a presenca de um substrato/meio que proporcione
condi¢des adequadas ao microrganismo para desenvolver suas fung¢des, ao longo do tempo, pode
evoluir para formagdo de biofilme. Dessa forma, na andalise do crescimento do biofilme houve
diferencas entre os grupos, onde o CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph apresentou a maior
atividade antibiofilme. P provavelmente a incorporacao dos agentes ativos promoveu uma maior
interacdo entre os componentes quimicos do CIVMR e maior liberagdo dos ions presentes no
material contribuindo para melhor acdo sobre o crescimento de S. mutans.

A biocompatibilidade de um material representa sua capacidade em responder ao
hospedeiro bioldgico de forma satisfatoria, sem prejuizo celular [Kashyap et al., 2022]. Até o
momento, existem muitos modelos experimentais capazes de avaliar a biocompatibilidade dos
materiais usados em Odontologia utilizando diferentes metodologias. Em nosso estudo a
citotoxicidade dos CIVMR’s foi avaliada pelas linhagens celulares de fibroblastos 3T3-L1
conforme mostrado na Figura 11. Apds 72 horas, os grupos CIVMR, CIVMR-14%TMPnano,
CIVMR-0,25%Qui-Ph, CIVMR-0,5%Qui-Ph, CIVMR-14%TMPnano-0,5%Qui-Ph reduziram a
viabilidade celular/atividade mitocondrial em 30%, 21%, 45%, 69%, 41% respectivamente em

comparagdo ao grupo nado tratado (DMEM - 100 % de metabolismo). O menor efeito citotoxico
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foi verificado para o grupo CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph, sendo que os demais grupos
apresentaram citotoxicidade similar ao CIVMR. Especula-se que quando a Qui-Ph foi adicionada
ao CIVMR contendo 14%TMPnano, seu grupo amino (NH2) reagiu com grupos carboxilicos
(COOH) a partir do acido poliacrilico e redes poliméricas foram formadas, mudando assim, as
propriedades mecanicas e biologicas do CIVMR. Além disso, muitos autores demonstraram que
o complexo interpolimero formado, pode aumentar a bioatividade do material [Limapornvanich
et al., 2009; Carvalho et al., 2020; Kashyap et al., 2022]. Sendo assim, os resultados deste estudo
revelaram que a associagdo de 14%TMPnano e 0,25%Qui-Ph ao CIVMR foi eficaz e promoveu
baixo efeito citotoxico para as células estudadas, podendo ser uma alternativa a outros agentes
antimicrobianos, tais como a clorexidina. Além disso, estudos devem ser explorados para
verificar se as alteragdes que ocorreram no material para o presente grupo supracitado podem
estar relacionadas a formagao de uma nova molécula, o que poderia a aumentar a bioatividade do
material e levar a baixa citotoxidade.

A partir dos resultados obtidos, sugerem-se novos estudos tais como: utilizagdo de esmalte
como substrato, avaliacdo da recarga de F, ensaios de solubilidade e adesividade, resisténcia ao
cisalhamento para verificar possiveis falhas de adesdo, andlise por espectroscopia para
fundamentar se as possiveis ligacdes formadas foram a grande influéncia na melhora das
propriedades do material e verificar a possibilidade de formagao de um nova molécula permitida
pela interagdes do material a fim de obter melhor estimativa do comportamento desses novos
materiais ionoméricos e suas caracteristicas bioativas ao longo do tempo, assim como estudos
clinicos. Diante dos resultados obtidos, conclui-se que a adi¢dao de 14%TMPnano e 0,25%Qui-
Ph melhorou as propriedades do CIVMR podendo ser uma estratégia clinica promissora para

pacientes com alto risco a cérie e submetidos ao tratamento ortodontico.
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Legenda da tabela

Tabela 1: Valores médios (+dp, n=12) dos dados de RT, RD e DS de acordo com os Cimentos

Ionoméricos Experimentais e tempo (24 horas e 7 dias).
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Legenda de Figuras

Figura 1: Graficos dos padrdes de raios-x para o TMP micrométrico e TMP nanoparticulado
apos moagem de 48 horas.

Figura 2: Imagens obtidas através da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para o TMP
micrométrico (TMP) e TMP nanoparticulado (TMPnano) apds moagem de 48 horas.

Figura 3: Espectros de infravermelho (FI-IR) da quitosana - precursor (em preto) e da
quitosana fosforilada - produto (em vermelho).

Figura 4: Espectro de RMN 31P da quitosana fosforilada produzida.

Figura 5: Imagens obtidas através do MEV e analise da % atomica de elementos quimicos nos
Cimentos Ionoméricos Experimentais: (a) CIVMR; (b) CIVMR-14%TMPnano; (¢c) CIVMR-
0,25%Qui-Ph; (d) CIVMR-0,5%Qui-Ph; (e) CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph; (f)
CIVMR-14%TMPnano-0,5%Qui-Ph (x 1000). Asterisco: Deposito globulares, semelhantes a
minerais.

Figura 6: Porcentagem do Grau de Conversdo dos Monomeros (%GC, ap6s 24 horas) de
acordo com os Cimentos lonoméricos Experimentais. Letras minusculas indicam diferengas
estatisticas entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p < 0,001).

Figura 7: Valores médios de F liberados nas solu¢des DE e RE em fung¢do do tempo (15 dias),
de acordo com os Cimentos lonoméricos Experimentais. Letras mintsculas indicam diferencas
estatisticas entre os grupos (ANOVA 2-critérios, Student-Newman-Keuls, p < 0,001).

Figura 8: Valores médios (+ dp, n=4) de adesdo ao S. mutans (Logio-UFC/mL) de acordo com
os Cimentos Ionoméricos Experimentais. Letras mintsculas indicam diferencas estatisticas
entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p < 0,001).

Figura 9: Valores médios (+ dp, n=6) de crescimento de biofilme (S. mutans, Logio-UFC/mL)
de acordo com os cimentos ionoméricos experimentais. Letras minasculas indicam diferencas
estatisticas entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p < 0,001).

Figura 10: Valores médios (+ dp, n=6) da viabilidade celular pelo XTT (Biofilme S. Mutans,
Logio-UFC/mL) de acordo com os cimentos ionoméricos experimentais. Letras minusculas
indicam diferengas estatisticas entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p
<0,001).

Figura 11: Valores médios (+ dp, n=6) do metabolismo celular apds 24 horas e 72 horas de

acordo com o0s cimentos ionoméricos experimentais. Letras mindsculas indicam diferencas
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estatisticas entre os grupos e as maiusculas entre os tempos (ANOVA 2-critérios, Student-

Newman-Keuls, p < 0,001).
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Figura 1: Graficos dos padrdes de raios-x para o TMP micrométrico e TMP nanoparticulado

apos moagem de 48 horas.
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Figura 2: Imagens obtidas através da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para o TMP

micrométrico (TMP) e TMP nanoparticulado (TMPnano) apds moagem de 48 horas.
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Figura 3: Espectros de infravermelho (FI-IR) da quitosana - precursor (em preto) e da

quitosana fosforilada - produto (em vermelho).
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Figura 4: Espectro de RMN 31P da quitosana fosforilada produzida.
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Tabela 1: Valores médios (+dp, n=12) dos dados de RT, RD e DS dos mondmeros de acordo com os

Cimentos lonoméricos Experimentais e tempo (24 horas e 7 dias.

RCD RCD RTD RTD DS DS
Cimentos lonoméricos
__ Experimentais MPa MPa MPa MPa KHN KHN

Tempo 24 horas 7 dias 24 horas 7 dias 24 horas 7 dias
CIVMR 1323 (68)a,A 1308 (3,5)aA | 138(1,7)JaA 205(08)aB | 231,8(23)aA 2379 (1.2)a.A
CIVMR-14%TMPnano 1018 (1.5)b, A  1122(1,4b,B | 11,0(1.0)b,A  145(09)bB | 287.2(22)b,A 2948 (2.3)bA
CIVMR-0,25%Chi-Ph 126,3 (4,0)c.A 128,3 (4,8)a,A | 152(1.9)aA 155(1.3)bA 339,9 (3.3)c.A 346,9 (2.7)c.A
CIVMR-0,5%Chi-Ph 112,2 (29)d.A 132,5 (8,5)a,B 15,5 (2,0)a.A 17,9 (1.0)c.B 288,6 (2.0)b.A 352,3 (3,6)c.B
CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph| 1147 (32)d,A 1542 (27)cB | 140 (1.6)aA  260(28)dB | 3039 (25)dA 2947 (2.6)dB
CIVMR-147%MPnano-0,5%Qui-Ph | 1047 (5,3)b,A 112,8 (2,0)b.B 150 (1.0)a. A 140(1.7)b.A 309.0 (3.5)d.A 350.4 (2,4)c.B

Letras minasculas indicam diferencas estatisticas entre os cimentos ionoméricos experimentais de
acordo com cada tempo. Letras maiusculas diferencas entre os periodos (ANOVA, 2 critérios, Student-
Newman-Keuls, p < 0,001). **RC: Resisténcia a compressao; RT: Resisténcia a tracdo; DS: Dureza

de superficie.

Figura 5: Imagens obtidas através do MEV e andlise da % atomica de elementos quimicos nos
Cimentos Ionoméricos Experimentais: (a) CIVMR; (b) CIVMR-14%TMPnano; (c) CIVMR-
0,25%Qui-Ph; (d) CIVMR-0,5%Qui-Ph; (e) CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph; (f)
CIVMR-14%TMPnano-0,5%Qui-Ph (x 1000). Asterisco: Deposito globulares, semelhantes a

minerais.
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Figura 6: Porcentagem do Grau de Conversdao dos Monomeros (%GC, apds 24 horas) de

acordo com os Cimentos lonoméricos Experimentais. Letras mintsculas indicam diferencas

estatisticas entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p < 0,001).
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Figura 7: Valores médios de F liberados nas solu¢des DE e RE em fung¢do do tempo (15 dias),

de acordo com os Cimentos lonoméricos Experimentais. Letras minasculas indicam diferencas

estatisticas entre os grupos (ANOVA 2-critérios, Student-Newman-Keuls, p < 0,001).

Mg F/cm?
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—+—CIVMR 35,2 (2,3) *Fluoreto total
liberado (ug F/cm?)
—#- CIVMR-14%TMPn 58,1 (1,8)° média (+dp)
—4— CIVMR-0,25%QuiPh 32,3 (3,5)°
CIVMR-0,5%QuiPh 37,8 (2,6)°
—< CIVMR-14%TMPn-0,25%QuiPh 52,7 (3,3)°
—o— CIVMR-14%TMPn-0,5%QuiPh 53,1(1,2)°
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Figura 8: Valores médios (+ dp, n=4) de adesdo ao S. mutans (Logio-UFC/mL) de acordo com

os Cimentos lonoméricos Experimentais. Letras mintsculas indicam diferencas estatisticas

entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p < 0,001).
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Figura 9: Valores médios (+ dp, n=6) de crescimento de biofilme (S. mutans, Logio-UFC/mL)

de acordo com os cimentos ionoméricos experimentais. Letras mintsculas indicam diferencas

estatisticas entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p < 0,001).
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Figura 10: Valores médios (+ dp, n=6) da viabilidade celular XTT (Biofilme S. Mutans, Logio-

UFC/mL) de acordo com os cimentos ionoméricos experimentais. Letras minasculas indicam

diferengas estatisticas entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p <0,001).
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Figura 11: Valores médios (+ dp, n=6) do metabolismo celular ap6s 24 horas e 72 horas de
acordo com o0s cimentos ionoméricos experimentais. Letras mindsculas indicam diferencas
estatisticas entre os grupos e as maiusculas entre os tempos (ANOVA 2-critérios, Student-

Newman-Keuls, p < 0,001).
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ANEXOS
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7.1 ANEXO A

Sintese e Caracterizacdo do TM®Pnano

5_’ ‘ \ @ I‘k lmi*'j
Lavagem das esferas de l J 1

zircdnia Pesar péde TMP  Adicionar as esferas de Colocar M°°9e"‘ por 48 horas
e colocar em zircénia sob o po de TMP  Isopropanol até
frasco polietileno recobrir as
esferas

Gabriela Leal Peres Fernandes
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7.2 ANEXO B

Sintese e Caracterizagdo da Qui-Ph

Dissolve
— — —> —> —>
2 g\%
2 gramas de Banho de gelo :
quitosana de baixo - m'L de V&dd s ~; ) S -4
peso molecular g e Adiclana pentéxido de Agitagdo magnética da
me'ranosulfom?o e agitagdo fésforo em acido solugdo durante 3 horas
magnética metanosulfdnico de0aseC

ﬁ Centrifugagdo e lavagem com acetona ﬁ H Leitura do produto obtido por:

-
Solugdo precipitada com

metanol

Gabriela Leal Peres Fernandes
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7.3 ANEXO C

Preparo da mistura dos CIVMR s

Adigdo das esferas de zircénia sob
as misturas dos CIVMR's

Homogeneizagao das
misturas dos CIVMR’s

—

Moinho de Bola de Agata

Moinho de Bola de Agata
em agitagdo

Grupos Experimentais :

Grupo 1: CIVMR .

Grupo 2: CIVMR + 14%TMPnano: CIVMR-14%TMPnano U

Grupo 3: CIVMR + 0,25% Qui-Ph: CIVMR-0,25%Qui-Ph ]

Grupo 4: CIVMR + 0,5% Qui-Ph: CIVMR-0,5%Qui-Ph [}

Grupo 5: CIVMR + 14%TMPnano + 0,25% Qui-Ph: CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph ||
Grupo 6: CIVMR + 14%TMPnano + 0,25% Qui-Ph: CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph m

Gabriela Leal Peres Fernandes
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7.4 ANEXO D

Liberagdo de F dos CITM®R s

Confecgdo dos corpos-de prova com
Matriz metalica
5 mm x 2 mm Manipulagdo do material

. . Posicionamento do fio de ago
Inser¢do do material 0,25mm

Co-de-prova inseridos
em sol.DES e RE

Fotoativagdo por 40
segundos na superficie
superior e inferior

3 Apos a remocdo dos
corpos-de-prova da sol DES

5‘4 > ———— 1 - z
e - r gl Lavagem durante 15 segundos
Mantidos em Mesa agitadora TE-420 Orbital com agua deionizada e secagem
Tecnal), a temperatura de 37°C com papel absovente

=Eletrodo especifico para F; Orion 9409-8N
= Microeletrodo de referéncia

= Analisador de fons

l

Leitura da liberagdo de F dos 15 dias de
ciclagem das sol. DES e RE

Gabriela Leal Peres Fernandes
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7.5 ANEXO E

Avaliagdo da Resisténcia a Compressio

F 3 > M 11t
Insercdo do material na Corpos-de-prova (n=12)

. ' ) ~ . matriz e
Confecgdo dos corpos-de-prova Manipulagdo do material R
com Matriz de silicone 4mm x fotopolimerizagao por 40s
6mm

Ambiente Gmido a 37°C entre
24 horas e 7 dias.

Universal Instron: Velocidade de
0,75mm/min, em posi¢do vertical

Gabriela Leal Peres Fernandes
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7.6 ANEXO F

Avaliagdo da Resisténcia a Tragdo

nsercdo do material na

matriz e fotopolimerizagdo

por 40s na superficie
superior e inferior

Confecgdo dos corpos-de-prova com Manipulagdo do material
Matriz de silicone émm x 3mm

—

Corpos-de-prova (n=12)

) i . Ambiente Gmido a 37°C entre 24 horas e
6 analisados apos 24 h e os outros 6 apos 7 dias

7 dias.

Universal Instron: Velocidade de
0,5mm/min, em posicdo horizontal

Gabriela Leal Peres Fernandes
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7.7 ANEXO G

Avaliagio da Dureza de Superficie

o
dgv g
-9 .

Fotopolimerizagdo: 40

- : Mani 30 d teri segundos nas
Confecgdo dos cirPoste nipulagdo do material superficies superior e
prova com matriz de inferior

silicone 5mm x 2mm

il e

Corpos-de-prova (n=6) Ambiente Gmido a 37°C entre 24
horas e 7 dias.

Impressdes:
Microdurémetro Shimadzu a: apds 24 horas - 500 pum entre si;
Carga estatica: 100 g b: apds 7 dias - 250 um das
Tempo: 5 s realizadas em 24 horas.

Gabriela Leal Peres Fernandes
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7.8 ANEXO H

Determinagdo do Grau de Conversdo dos Mondmeros

Manipulagdo do material Inser¢do do material na pastilha O material é pressionado entre  ¢44050limerizagdo por 40 s
duas |aminas de vidro até formar
um filme de aproximadamente
0,12 + 0,02 mm

Determinagdo do grau de conversdo: FTIR

©°

=CH

094 GC Ortho . Diluiggo
=268 x ] —454% )
08 YEZ ] ] —a7% ]
R™=0,994 —38,5%
o7 ] | ] —278%
—25,0%

o
w
1

Absorbancia/espessura (cm") (ua.)

Absorbancialespessura (cm™) (u.a.)
o o
- (]
1 1

T T T
6100 6150 6200 6250

L
w

T T T T
0,25 0,30 0,35 0,40 0,45
. K]
Concentration (M) Ndmero de onda (cm™)

Regido espectral mostrando as bandas de absor¢do utilizadas para estudar o grau de conversdo.
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7.9 ANEXO I

Microscopia Eletronica de Varredura (MET) e
Energia Dispersiva de Raios-x (EDS)

Corpos-de-prova foram
confeccionados com matriz
metalica de 2mm x 4mm

Depositados em stubs e Corpos-de-prova submetidos a vacuo +
recobertos com fita carbono pulveriza¢do catédica e cobertura em ouro

Equipamento utilizado para leitura do MEV e EDS:
MEV-PHILIPS equipado com EDS OXFORD INCA
XACT

Gabriela Leal Peres Fernandes
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SANEXO J

Teste de Adesdo ao Streptococcus Hutans

Reativagdo de espécies de S.
mutans (UA159) Retirou-se 4 algas de BHI caldo suplementado
S.mutans com 1% de sacarose

Ajuste da DO
(Densidade optica)

Indculo: Homogeneizagdo 15s

\ A A e U )

Fotopolimerizagdo por 40 s nas 48 horas em estufa

Inser¢do do material na matriz de superficies superior e inferior com 10% de CO
silicone 5Smm x 2mm :

UFC/mL

Gabriela Leal Peres Fernandes
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8.1 ANEXO L

Avaliagio do Biofilme pelo método do XT'T

—>

Formagéo do Inéculo

Fotopolimerizagdo Q\z‘ N

Confecgdo dos corpos-de- por 40s + Fio Homogeneizagdo
prova com matriz de silicone ortoddntico S. mutans (ATCC 25175) durante 15 s

de 2mm x 4mm

Avaliagio da atividade
— metabélica do biofilme
pelo XTT
& Incubagdo em cdmara Biofilme sobrenadante e
g > anaérobica 37°C durante lavagem com sol.salina
Os corpos-de-prova em 24 horas
contato com indculo
suspenso por fio
ortontico e fixos na
tampa da placa
Retira aliquota de 200 pl

i de cada pogo e transfere
para uma placa de 96

: co,
Preparo do XTT Solugdo XTT

Leitura no
espectrofotdmetro em
DO de 490nm

Gabriela Leal Peres Fernandes
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8.2 ANEXO M

Andlise da Citotoxidade dos CITVM®R s

Fibroblastos 2
(L"'lhdgem 3T3_Ll) Garrafa de 75 cm
Meio de cultura - D-MEM, 10% SFB, 1%
estreptomicina e penicilina;

Incubadora 37 °C a
5% de CO, em

atmosfera Gmida

—

20.000 células/pogo; Molde de silicone Amostras cilindricas 2mm x 4 mm (n=5)

6h de adesdo celular

Proliferagdo celular

O_IO Apbs 24 e 72 horas Redugdo da Resazurina
de exposicdo ao

cimentos
. .
¥ /
.l

Resazurina diluida no meio de cultura

l

—
Leitura em espectrofotémetro (570-600nm)

Leitura em espectrofotémetro (570-600nm)

Gabriela Leal Peres Fernandes



