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Fernandes, GLP. Avaliação das propriedades físico-mecânicas e microbiológicas de um 

novo cimento de ionômero de vidro modificado por resina contendo nanopartículas 

de trimetafosfato de sódio e quitosana fosforilada: estudo in vitro. 2023 76f. 

Dissertação (Mestrado) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, 

Araçatuba 2023. 

 
Objetivo: Avaliar in vitro o efeito da adição de nanopartículas de trimetafosfato de sódio 

(TMPnano) e quitosana fosforilada (Qui-Ph) em cimento de ionômero de vidro modificado 

por resina (CIVMR), utilizado em cimentação de bráquetes ortodônticos, sobre as 

propriedades mecânicas, antimicrobianas e citotóxicas. 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 Resistência à Tração e Compressão (RT e 

RC), Dureza de Superfície (DS) após 24 horas/7 dias, e Grau de Conversão dos Monômeros 

(GC) após 24 horas. Para a liberação de fluoreto (F), corpos de prova foram imersos em 

solução desmineralizadora (6 horas) e remineralizadora (16 horas). A atividade 

antimicrobiana/antibiofilme foi avaliada pelo teste de adesão, crescimento de biofilme e 

avaliação do metabolismo do biofilme (XTT), respectivamente. Já a análise da 

Citotoxicidade foi determinada pelo método da resazurina. Os resultados foram submetidos 

à análise de variância (ANOVA), seguido pelo teste Student-Newman-Keuls (p < 0,001). 

Resultados: Após 24 horas, o grupo CIVMR-14%TMPnano apresentou o menor valor de 

RT (p < 0,001); já grupo CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph apresentou o maior valor 

após 7 dias (p < 0,001). Para RC, o grupo Controle (24 horas) apresentou o maior valor (p 

< 0,001); após 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 liberação 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 inibitório sobre o crescimento microbiano (p < 0,001), assim como a maior eficácia 

sobre a viabilidade celular quando comparado aos demais grupos (p < 0,001). Para análise 

da citotoxidade, no tempo de 24 horas, todos os grupos foram citocompatíveis e 

apresentaram metabolismo celular semelhante ao grupo com 100% de atividade metabólica 
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(Controle). Após 72 horas de exposição aos cimentos, somente o grupo CIVMR-

14%TMPnano-0,25%Qui-Ph foi citocompatível já os demais grupos apresentaram valores 

similares (p > 0,001), os quais reduziram a atividade metabólica celular. Conclusão: Diante 

dos resultados obtidos conclui-se que a incorporação de 14%TMPnano e 0,25%Qui-Ph ao 

CIVMR melhorou suas propriedades, podendo ser uma estratégia clínica em pacientes com 

alto risco à cárie e submetidos ao tratamento ortodôntico. 

 

Palavras-chave: Cárie; Esmalte dentário; Ortodontia; Microbiota; Fosfatos; Quitosana; 

Desmineralização 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. Dissertação (Mestrado) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual 

Paulista, Araçatuba 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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TMPnano Trimetafosfato nanoparticulado 

CIVMR Cimento de Ionômero de Vidro Modificado por Resina 
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RT Resistência à Tração  

RC Resistência à Compressão  

KNH Unidade de Dureza Knoop 

DS Dureza de Superfície 
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 DRX Difração de raios-X  

μL Microlitros 
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FTIR Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier 
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rpm Rotações por minuto 
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DES Solução Desmineralizadora  
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P Fósforo 
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F Fluoreto 

Al Alumínio 

KCl Cloreto de Potássio 

Mol/l Mol por Litro  

TISAB Tampão de Ajuste de Força Iônica Total 
 
mmol/L Milimol por Litro 
 
µg F/mL Micrograma de flúor por microlitro 
 
TISAB II Tampão ajustador de força iônica total 
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Kn Kilo Newton 
 
kgf/cm2 Kilo grama força por centímetro quadrado 
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CIVMRs Cimentos de Ionômero de Vidro Modificado por Resina 
 
KBr Brometo de potássio 
 
C Carbono 
 
MEV	Microscopia Eletrônica de Varredura  

EDS Espectroscopia de Energia Dispersiva 

Kv Kilo volts 

DO Densidade óptica 

Nm Nanômetro 

h Hora 

cm Centímetros 

UFC/ml Unidades Formadoras de Colônias por mililitro 
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cm2 centímetro quadrado 

µg/mL Microgramas por microlitro 

UL/ml Unidade Internacional por mililitro 

SBF Soro Fetal Bovino 

ANOVA Análise de Variação 

mA Miliampere 

MET Microscopia Eletrônica de Transmissão 

METAR Microscopia Eletrônica de Transmissão de Alta Resolução  

O Oxigênio  

H Hidrogênio 

GC Grau de Conversão 
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1. Introdução 

 A cárie é uma doença de etiologia multifatorial caracterizada pela dissolução química da 

superfície dentária decorrente de eventos metabólicos que ocorrem no biofilme, o qual recobre a 

superfície afetada [Machiulskiene et al., 2019]. Embora tenha reduzido substancialmente a 

prevalência e gravidade da cárie em todo o mundo nas últimas décadas [Whelton et al., 2019] 

continua sendo um desafio de saúde pública. Relatórios globais recentes mostram que a saúde 

bucal não melhorou nos últimos 25 anos, com 573 milhões de crianças estimadas com cárie 

dentária não tratada em dentes decíduos [Peres et al., 2019]. Considerando sua etiologia 

multifatorial, diversos fatores podem contribuir para o risco de desenvolver a doença, dentre eles 

destaca-se o uso de aparelhos ortodônticos [Perkowski et al., 2019].  

 A aparatologia ortodôntica fornece locais de retenção adicionais para estagnação do 

biofilme [Oliveira et al., 2021] podendo resultar, na queda do pH do biofilme em repouso e 

consequentemente a desmineralização do esmalte e formação de lesões de mancha branca 

[Cardoso et al., 2022], decorrentes de ácidos orgânicos produzidos por microrganismos presentes 

no biofilme ao redor dos bráquetes e bandas [Chen et al., 2021]. Estudos anteriores [Lucchese et 

al., 2018; Contaldo et al., 2021] mostraram que as alterações que ocorrem na microflora 

bacteriana de pacientes com aparelhos ortodônticos, caracterizam-se como uma relação sinérgica 

dessas bactérias e o aumento do risco de cárie. Ainda, outros estudos mostram que no período de 

um ano de tratamento ortodôntico há um aumento significativo no crescimento de 

microrganismos orais como S. mutans e Lactobacillus spp gerando mudanças microbiológicas e 

bioquímicas do biofilme [Papageorgiou  et al., 2018; Jing et al., 2019; Mummolo et al., 2020; 

Santonocito et., 2022]. Alguns métodos podem auxiliar na prevenção das lesões de manchas 

brancas, como: escovação diária com dentifrícios fluoretados, bochechos fluoretados, baixa 

ingestão de carboidratos fermentáveis e tratamento com flúor tópico [Khoroushi et al., 2017]. No 

entanto, a maioria desses métodos dependem da adesão do paciente, nem sempre obtendo uma 

boa aceitação. Dessa forma, alcançar uma adequada concentração de flúor na boca, sem 

dependência da total colaboração do paciente, seria o ideal [Benson et al., 2019]. Nesse sentido, 

é interessante que se utilize um material que combine a capacidade de ligação a superfície do 

esmalte e de liberação de flúor (F) tornando o material ao mesmo tempo ideal para cimentação 

de bandas [Fricker, 2022]. 

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

1995 para colagem de peças ortodônticas [Silverman et al., 1995]. O CIVMR tem menor tempo 
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de presa e reduz a sensibilidade à umidade comparado ao cimento de ionômero de vidro 

convencional e contém reação ácido-base e componentes polimerizáveis [Zhao et al., 2019]. Esse 

tipo de material também é usado para cimentação de aparelhos ortodônticos e possui a capacidade 

de liberação de F associado a adequada resistência de união para colagem de peças ortodônticas 

[Fricker, 2022]. Estudos mostraram que a presença de F no CIVMR torna-o mais eficaz do que 

a resina composta na redução da desmineralização do esmalte ao redor dos bráquetes [Andrucioli 

et al., 2017; Fricker, 2022]; além disso, não promove alterações na superfície dentária após a 

descolagem e não gera desgaste iatrogênico no esmalte após condicionamento ácido, quando 

comparado a resina composta [Andrucioli et al., 2017]. Por outro lado, a duração da liberação de 

flúor é curta, iniciando-se no momento da colagem, seguido de uma rápida diminuição dentro de 

um mês [Uysal et al., 2011; Dziuk et al., 2021], tornado seu efeito limitado na prevenção da cárie. 

Dessa forma julga-se importante potencializar o efeito do F presente na composição CIVMR para 

o uso ortodôntico, com a associação de agentes ativos que participem efetivamente do processo 

des/remineralização (como fosfatos nanoparticulado), assim como alterem as propriedades do 

biofilme bacteriano [da Silva et al., 2019; Kheur et al., 2020]. 

 O trimetafosfato de sódio (TMP) tem recebido destaque na literatura, uma vez que possui 

alta afinidade pela hidroxiapatita reduzindo a dissolução mineral e consequentemente atuando na 

dinâmica da cárie [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 redução do tamanho 

das partículas à escala nanométrica o que poderia proporcionar uma melhor interação mecânica 

com a matriz polimérica do material minimizando o efeito nas propriedades físicas e mecânicas 

do CIVMR [Emerenciano et al., 2018; da Silva et al., 2019]. Somando-se a isto, o aumento da 

área de superfície pode torná-las mais reativas e potencializar seu efeito anticárie, como 

demostrado pelo estudo de da Silva et al. [2019], gerando efeitos mínimos nas propriedades 

mecânicas. Além disso produtos naturais, como a quitosana, tem disso utilizada como agente 

quelante de sais por exemplo os fosfatos orgânicos, podendo favorecer a imobilização de íons de 

cálcio na molécula e formação de sítios de nucleação [Zhang et al., 2014]. Dessa forma, a 

quitosana fosforilada (Qui-Ph), têm sido amplamente estudadas na Odontologia [Beltrame et al., 

2018; Abedian et al., 2019]. A fosforilação da molécula de quitosana, resulta em uma molécula 

bastante reativa, com propriedade altamente quelante e mucoadesiva, biocompatível, propriedade 

osteoindutora e efeito sobre microrganismos cariogênicos [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 íons cálcio e formar sítios de remineralização, induzindo a formação 

de uma barreira de cálcio e fosfato [Xu et al., 2012] e assim, a deposição 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 então disponíveis na literatura suscitam maiores estudos acerca dos agentes ativos 

supracitados que, ainda, pouco se conhece sobre suas propriedades e mecanismo de ação dentro 

das formulações em que são empregadas e em associação.  

 Dessa forma, o presente estudo in vitro teve como objetivo avaliar o efeito da 

incorporação de nanopartículas de trimetafosfato de sódio (TMPnano) e quitosana fosforilada 

(Qui-Ph) em cimento de ionômero de vidro modificado por resina (CIVMR) utilizado em 

cimentação de bráquetes ortodônticos, sobre as propriedades físico-mecânicas, antimicrobianas 

e citotóxicas. A hipótese nula foi que a incorporação de trimetafosfato de sódio (TMPnano) e 

quitosana fosforilada (Qui-Ph) ao CIVMR não alteraria as propriedades dos materiais quando 

comparado ao CIVMR. 

 
2. Material e Métodos 

2.1 Síntese e Caracterização do Trimetafosfato de sódio nanoparticulado (TMPnano) 

 A síntese e caracterização do trimetafosfato de sódio nanoparticulado (TMPnano) foi 

baseada nos estudos de Danelon et al. [2015 e 2017]. O trimetafosfato microparticulado (TMP) 

foi, primeiramente, pesado na quantidade necessária para o estudo, e a seguir, armazenado em 

frascos de polietileno. Bolas de zircônia foram adicionadas ao TMP em associação com 

isopropanol. Os frascos foram, então, vedados com veda rosca. Em seguida, levados ao moinho 

de bolas sendo submetidos à moagem por 48 horas. Após foi filtrado em peneiras granulométricas 

para a sua separação das bolas de zircônia. O frasco de polietileno contendo o TMPnano foi 

lavado com isopropanol e o material filtrado e vedado com papel alumínio, sendo posteriormente 

levado à secagem em estufa a temperatura de 85°C para evaporação do solvente (Isopropanol). 

Após a secagem do TMPnano, o mesmo foi submetido à trituração, em almofariz de ágata, pesado 

e armazenado em frasco de polietilieno. A difração de raios-X (DRX) foi utilizada para realizar 

a identificação da estrutura cristalina e estimativa do tamanho médio de TMP e TMPnano moído 

por 48 horas.  

 

2.2 Síntese e Caracterização da Quitosana Fosforilada (Qui-Ph) 

 A reação de síntese 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 ácido 

metanosulfônico (CAS: 75-75-2, Sigma-Aldrich®) com o auxílio de agitação magnética, por 3 

horas e overnight. O sistema foi colocado em banho de gelo e 420 μL de pentóxido de fósforo 

(CAS: 1314-56-3, Sigma-Aldrich®) em ácido metanosulfônico (0,25 g/mL) (CAS: 75-75-2, 

Sigma-Aldrich®) foram adicionados ao meio. Essa mistura foi agitada por três horas, sendo a 
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temperatura mantida entre 0 a 5 °C em atmosfera inerte. Após esse período, a solução foi mantida 

a -20 °C com posterior precipitação utilizando metanol (CAS: 67-56-1, Sigma-Aldrich®). 

Centrifugação a 10000 rpm (12857 g) por 10 min foi realizada para separação do produto obtido, 

o qual foi lavado com acetona por mais três ciclos. Para total remoção dos reagentes do meio, a 

Qui-Ph foi dissolvida em água, filtrada em membrana de 0,45 μm (Analítica®) e submetida à 

diálise, com posterior liofilização e maceração. A análise do produto obtido foi realizada 

utilizando-se espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) e 

espectroscopia de ressonância 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 pó do CIVMR na concentração de 14% [da 

Silva et al., 2019]. Para a Qui-Ph foram utilizadas 2 concentrações (0,25% e 0,5%) [Kim et al., 

2017; Mishra et al., 2017]. Para a adição do TMPnano/Qui-Ph ao pó 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 

ágata (Planetary Micro Mill PULVERISETTE 7 classic line, Fritsch GmbH, Idar-Oberstein, 

Germany) com frequência de 100 rpm em 5 ciclos de repetição (normal/reverso) com duração de 

1 minuto cada [Hosida et al., 2019]. Para a manipulação do material foi mantida a proporção pó-

líquido do CIVMR recomendada pelo fabricante (3,2 g pó para 1,0 g de líquido). 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 Liberação de F dos CIVMR 

2.4.1 Confecção dos corpos-de-prova 

 Corpos-de-prova (n=6) foram confeccionados com o auxílio de uma matriz metálica 

bipartida (5 mm de diâmetro e 2 mm de espessura). A extremidade de um fio de aço inoxidável 

de 0,25 mm de diâmetro foi posicionada no interior da matriz, previamente à inserção dos 

materiais, para facilitar a manipulação dos corpos-de-prova. A fotopolimerização (Radii-cal SDI- 

LED) foi realizada por 40 segundos, nas superfícies superior e inferior do material [Silva et al., 

2007].  Após a fotopolimerização, os excessos do material foram cuidadosamente removidos. 

2.4.2 Ciclagem de pH para liberação 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 solução desmineralizadora (DES) (Ca e P 2,0 

mmol/L em tampão 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 solução remineralizadora (RE) (Ca 1,5 mmol/L, P 

0,9 mmol/L, KCl 0,15 mol/L em tampão 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 agitação constante com frequência de 120 rpm em mesa agitadora (TE-420 Orbital 

- Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil), à temperatura de 37 ºC. Antes de serem imersos em nova solução 

(DES ou RE) os corpos-de-prova foram lavados com água deionizada e secos com papel 

absorvente. As soluções foram recolhidas diariamente, identificadas e armazenadas em tubos de 

ensaio de polipropileno a 4 oC para leitura do F liberado. 

2.4.3 Análise de F nas soluções DES e RE  

  Para a análise de F das soluções DES e RE foi utilizado eletrodo específico para íon 

fluoreto (9409-BN, Orion Research, Inc., Beverly, MA, Estados Unidos da América) e 

microeletrodo de referência, previamente calibrados com soluções padrão de 0,250 a 64 µg F/mL, 

acoplados a analisador de íons Orion 720 A (Orion Research). Para as dosagens foram pipetadas 

0,5 mL das soluções DES ou RE e acrescido 0,5 mL de TISAB II (tampão ajustador de força 

iônica total). As leituras foram realizadas sob agitação constante em agitador magnético (TE-081, 

Tecnal). Esses valores foram convertidos para µg F/cm2. 

2.5 Determinação das Propriedades Físico-Mecânicas dos CIVMR 

2.5.1 Avaliação da Resistência à Compressão (RC) 
 Doze corpos-de-prova foram confeccionados [ISO 9917−2:2017] (4 mm de diâmetro x 6 

mm de altura)  em matrizes de silicone de condensação (Speedex, Vigodent S.A. Indústria e 

Comércio, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e fotopolimerizados por 40 segundos, nas superfícies 

superior e inferior. Seis corpos-de-prova foram armazenados por 24 horas e outros seis por 7 dias, 

em estufa a 37 oC, em ambiente úmido. Em seguida, foram submetidos ao ensaio de resistência 

à compressão em máquina de ensaio universal Instron (DL3000, Instron Co.), com célula de carga 

de 5 kN a uma velocidade de 0,75mm/min, em posição vertical, até que ocorresse a fratura. A 

resistência à compressão foi medida em megapascal (MPa).  

2.5.2 Avaliação da Resistência à Tração (RT) 
 Doze corpos-de-prova foram confeccionados [ISO 9917−2:2017] (6 mm de diâmetro x 3 

mm de altura) em matrizes de silicone de condensação (Speedex) e fotopolimerizados por 40 

segundos, nas superfícies superior e inferior [da Silva et al., 2019]. Após os períodos de 

armazenamento (como descrito anteriormente) foram submetidos ao ensaio de resistência à 

tração diametral (RTD), com célula de carga de 5 kN a uma velocidade de 0,5 mm/min, em 

posição horizontal, até que ocorresse a fratura. Para tanto, foi utilizada uma máquina de ensaio 

universal Instron (DL3000, Instron Co., Canton, MA, Estados Unidos da América). Os valores 
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de tensão diametral (kgf/cm2) foram calculados usando a equação: DTS=2F/3.14DT, onde F é a 

carga, D é o diâmetro e T é a altura do espécime. 

2.5.3 Avaliação da Dureza de Superfície (DS) 

 Foram confeccionados 6 corpos-de-prova com o auxílio de uma matriz de silicona de 

condensação (6 mm de diâmetro e 3 mm de espessura) e fotopolimerizados por 40 segundos, nas 

superfícies superior e inferior [da Silva et al., 2007]. Após 24 horas, mantidos em recipiente 

plástico e em ambiente úmido (37 oC), foram submetidos ao teste de dureza de superfície. O teste 

foi realizado com o auxílio de um microdurômetro (Shimadzu Micro Hardness Tester HMV-

2.000 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan), sob carga estática (Knoop) de 100 g por um tempo 

de 5 segundos. Foram realizadas 5 impressões na superfície do material distantes 500 μm entre 

si [Silva et al., 2007]. A seguir, os corpos-de-prova foram armazenados em estufa a 37 oC (em 

ambiente úmido) e após 7 dias foi repetido o teste da dureza, sendo realizadas 5 impressões a 250 

µm das realizadas em 24 horas. 

2.5.4 Determinação do Grau de Conversão dos Monômeros (%GC)  

 Os CIVMR (n=3) foram manipulados, inseridos entre duas lâminas 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 oC. Após estes períodos, os filmes de CIVMRs foram triturados e misturados com 

brometo de potássio (KBr), na proporção 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 confecção das pastilhas, as quais foram analisadas imediatamente usando a 

técnica de espectroscopia no infravermelho transformada de Fourier (FTIR) Os espectros de 

absorção no infravermelho foram obtidos pelo método de transmissão em espectrofotômetro 

(Nexus 670, NicoletInstrument Corporation, Madison, WI, Estados Unidos da América), na 

região espectral entre entre 1.400 e 2.000 cm-1, utilizando 128 varreduras e 4 cm-1 de resolução. 

A determinação do grau de conversão na polimerização dos CIVMRs foi baseada na medida da 

diminuição da intensidade da banda de absorção associada ao metacrilato quando o monômero é 

convertido em polímero. Para o material estudado e as condições de preparo das amostras, foram 

utilizadas as bandas de absorção associadas a vibrações de estiramento das ligações C = C do 

monômero e COO- do ácido carboxílico, localizadas aproximadamente em 1640 e 1540 cm-1, 

respectivamente [da Silva et al., 2019]. O valor do grau de conversão foi determinado utilizando 

seguinte equação: 
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2.5.5 Análise da Morfologia e Composição Química Através da Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV) e Energia Dispersiva de Raios-x (EDS)  

 Três 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 vácuo e pulverização catódica para 

uma fina cobertura com ouro. A composição local foi estimada por meio de espectros de EDS e 

pela construção de mapas elementares a imagens de MEV. O instrumento utilizado foi o MEV-

PHILIPS (XL-30 FEG, Philips, Amsterdã, Holanda), equipado com EDS. As amostras foram 

selecionadas aleatoriamente em várias etapas para exame de superfície com o MEV e EDS de 

cada material. Os corpos-de-prova foram secos lentamente em ar ambiente. Em seguida, foi 

examinado com o MEV a uma tensão de aceleração de 15 kV em ampliações de 1000x [Kheur 

et al., 2020]. 

 
2.6 Determinação das Propriedades Antimicrobiana dos CIVMR 

2.6.1 Teste de Adesão ao Streptococcus mutans 

 Após a reativação de espécies de S. mutans (UA159) [Huang et al., 2022], placas foram 

incubadas em estufa a 37 oC por 48 horas. A seguir, foi removida e adicionada as colônias de S. 

mutans reativadas em BHI caldo suplementado com 1% de sacarose para formação do inóculo. 

Em seguida procede-se com a homogeneização do inóculo durante 30 segundos em Vórtex (Maxi 

MixTM, Barnstead International, Dubuque, Iowa, EUA). Cada disco de material ionomérico (n 

= 4) foi exposto sob condições estáticas a 10 mL de BHI + 4 alças de S. mutans de inóculo 

ajustado para uma densidade óptica (DO) de 0,6 a 550 nm (aproximadamente 107 UFC/mL) com 

espectrofotômetro (Microplate Spectrofotometer EONC, Biotek, EUA). Em seguida, uma placa 

de 24 poços foi utilizada e cada poço preenchido com 700 μL para que as amostras ficassem 

imersas no inóculo. Estas placas foram incubadas a 37 oC por 24 h, posteriormente os corpos-de-

prova foram retirados da placa e inseridos em tubo de polietileno contendo 3 mL de solução 

salina. A seguir os tubos foram levados ao ultrassom durante 10 minutos para permitir o 

desprendimento das células aderidas aos espécimes. Na sequência retirou uma alíquota de 200 

μL da solução de soluna salina com o espécime e dispensou em uma placa de 96 poços. Uma 

alíquota de 180 μL de PBS foi dispensada  nos poços subsequentes na mesma coluna da placa  e 

a seguir procedeu-se com a diluição seriada para todos os grupos, onde retirou-se 20 μL de um 
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poço e transferiu para o subsequente na mesma coluna da placa, e a seguir foi realizado o 

plaqueamento retirando alíquota de 5 μL de cada poço, e esperado até a secagem  das placas  para 

que então fossem incubadas durante 48 horas em ambiente suplementado com 10% de CO2.  Após 

esse período, as colônias foram contadas e o número de bactérias viáveis foi determinado em – 

unidades formadoras de colônia (UFC/mL) correspondente às células aderidas ao CIVMR [Fúcio 

et al., 2016]. 

 
2.6.2 Avaliação 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 CO2, em caldo BHI, durante a noite a 37 °C. A suspensão bacteriana 

obtida foi ajustada para uma densidade óptica de 0,3 a 600 nm (aproximadamente 3 × 108 

UFC/mL) com um espectrofotômetro (Microplate Spectrofotometer EONC, Biotek, EUA), para 

uso posterior. Para cada material testado, seis espécimes em forma de disco (2 mm × 4 mm) 

foram preparadas usando matrizes de silicone de condensação (Speedex, Vigodent S.A. Indústria 

e Comércio, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os corpos- de- prova foram mantidos por 20 minutos em 

estufa a 37 oC com 100% de umidade, lavados com água destilada e esterilizados sob luz 

ultravioleta por 20 minutos. A seguir foram inseridos nos poços de uma placa de 24 poços 

(Corning, NY, EUA) e mantidos em suspensão por um fio ortodôntico permanecendo fixado com 

cera utilitária na tampa da placa de poliestireno durante o período experimental. Em seguida foi 

retirado, 39,6 ml de BHI suplementado com 1% de sacarose e 0,4 ml de suspensão bacteriana 

formando uma solução a qual foi colocada no vortéx por 15 segundos e em seguida inoculada em 

cada poço. As placas foram incubadas a 37 °C em um câmara anaeróbica por 24 h. Atividade 

celular metabólica do biofilme formado nos poços foi quantificada pelo XTT (2,3 (2-metoxi-4-

nitro-5-sul- fofenil) -5-[(fenilamino)carbonil]-2H-hidróxido de tetrazólio) (CAS: 111072-3-2, 

Sigma-Aldrich®) ensaio de redução. Para isso, os poços contendo o biofilme formado foram 

lavados suavemente com solução salina e 1 mL de solução 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 μL da suspensão solubilizada foram 

transferidos para microplacas de 96 poços e a absorbância lida em 490 nm. Todos os ensaios 

foram realizados em triplicata em três diferentes ocasiões. Os resultados foram expressos em 

valores de absorbância. 

 
2.7 Análise da Citotoxicidade dos CIVMR 

2.7.1 Obtenção da Cultura de Células  

 Fibroblastos da linhagem 3T3-L1 (CL-173, American Type Culture Collection – ATCC) 

foram cultivados em garrafas de 75 cm² (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 solução de estreptomicina/penicilina a 100 µg/mL 

e 100 UI/mL, respectivamente (Gibco, Thermo Fisher Scientifc, Waltham, MA, USA). As células 

foram mantidas a 37 °C em atmosfera umidificada, contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. 

Após subconfluência, as células foram plaqueadas diretamente na superfície de poliestireno em 

placas de 24 poços na densidade de 20.000 células/poço. Para cada grupo avaliado, amostras 

cilíndricas dos CIVMR’s com 2 mm de altura e 4 mm de largura (n=5) foram preparadas em 

matrizes de silicone de condensação, fotopolimerizadas por 40s e mantidas por 1 h a 37 °C em 

atmosfera umidificada, contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. Após 6 h de adesão, 

insertos (ThinCert® Cell Culture Inserts, Greiner Bio-One, Kremsmünster, KI, AT) com diâmetro 

de 0,4 uM foram acoplados aos poços e as amostras dos cimentos foram colocadas em seu interior 

para troca iônica no ambiente celular. 

2.7.2 Análise do Metabolismo Celular 

 Ao final de 24 e 72 horas de exposição aos cimentos ionoméricos experimentais, a 

proliferação celular foi avaliada pelo método de redução de um corante redox (resazurina). O 

ensaio é baseado na capacidade das células vivas de converter a resazurina em um produto final 

colorimétrico (resorufina), onde aquelas não viáveis perdem a capacidade metabólica e, portanto, 

não geram um sinal observável [Chen et al., 2018] e para isso, utilizou-se o reagente CellTiter-

Blue (Promega, Madison, WI, USA) seguindo as recomendações do fabricante. Brevemente, 20 

µL do reagente foram diluídos em 100 µL de meio de cultura suplementado e os 120 µL foram 

despejados em cada poço, seguido por incubação de 4 horas a 37 °C. Após decorrido período, o 

sobrenadante formado foi retirado dos poços e transferido para placa de 96 poços para medida 

colorimétrica em espectrofotômetro (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 inibitório 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 absorbância. 

2.8 Análise Estatística 

 Para análise estatística, foram considerados como variáveis os valores dos testes físico-

mecânicos, microbiológicos e citotóxico, e como fator de variação o tipo de CIVMR e o tempo. 

Todos os dados apresentaram distribuição normal (Shapiro–Wilk) e homogênea (Bartlet). Os 

dados de RC, RT, DS, liberação de F e Metabolismo Celular (Abs) foram submetidos a ANOVA 

(2-critérios). Já os dados de GC e microbiológicos (UFC/mL) foram analisados por ANOVA (1-

critério). O teste utilizado para comparação entre os grupos, após as análises, foi o de Student-
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Newman-Keuls. Todas as análises foram realizadas com o programa SigmaPlot versão 12.0 com 

limite de significância de 5%. 

 

3. Resultados 
 
3.1 Síntese e Caracterização do Trimetafosfato de sódio nanoparticulado (TMPnano) 

 A Figura 1 mostra os padrões de raios-x para o TMP microparticulado (TMP) e TMP 

nanoparticulado após moagem de 48 horas (TMPnano). A difração de raios-X (DRX) foi utilizada 

para identificar a estrutura cristalina e estimar o domínio de coerência cristalográfica do TMP e 

TMPnano. Os gráficos obtidos por difração de raios-x revelaram que o TMPnano apresentou 

picos mais amplos e mais largos demostrando que houve síntese das nanopartículas sem afetar a 

estrutura cristaina do sal. Inicialmente, o tamanho médio da partícula do TMP micrométrico era 

de 547 nm e ao final o pó obtido foi de 22,7 nm mantendo a estrutura cristalina do sal. Os 

difratogramas de raios-x foram obtidos de amostras na forma de pó. Utilizou-se o equipamento 

Rigaku modelo DMax 2500PC, com fonte de radiação CuK (= 1,54056 Å), voltagem de 40 kV e 

corrente de 40 mA. As medidas foram feitas em varredura contínua no intervalo de 10°≤ 2 ≤ 80°, 

a uma velocidade de varredura de 2°/min. A identificação estrutural das amostras analisadas foi 

feita comparando os difratogramas obtidos com padrões tabelados disponíveis em bancos de 

dados “Joint Commitee on Powder Diffraction Standards – Powder Difraction File (JCPDS - 

PDF). Foi possível avaliar que o processamento de moagem reduziu o tamanho das partículas 

dos pós de TMP, sem afetar a estrutura cristalina do material. O tamanho em escala nanométrica 

foi caracterizado por Microscopia Eletrônica de Transmissão de Alta Resolução (METAR) com 

estimativa de tamanho médio para o TMP e TMPnano de 547 nm e 22,7 nm respectivamente 

(Figura 2). 

 
3.2 Síntese e Caracterização da Quitosana Fosforilada (Qui-Ph) 
 A rota reacional utilizada para a fosforilação da quitosana, utilizando pentóxido de fósforo 

e ácido metanossulfônico revelou que durante a síntese o grupo amina ficou protegido pela 

interação iônica com o ácido, o que promove a fosforilação dos grupos hidroxilas presentes nos 

carbonos seis e três, sendo que hidroxila do carbono 6 (-CH2-OH), por se tratar de uma hidroxila 

primária, é mais reativa que a hidroxila do carbono 3 (-CH-OH). Para análise da estrutura química 

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-1, obtendo-

se os espectros da Figura 3. 

 No espectro da Qui-Ph podem ser visualizados: aparecimento de ombro em 1240 cm-1, 

referente ao estiramento da ligação P=O e banda em 1050 cm-1 relacionada à deformação da 
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ligação C-O-P. Bandas fracas em 563 e 537 cm-1 no espectro também foram observadas. A 

deformação da ligação O-H do grupo fosfato também pode apresentar banda próxima de 1336 

cm-1, como identificado no espectro. Além disso, foi possível identificar sinais em 1627 e 1529 

cm-1 na Qui-Ph que podem ser atribuídos à deformação simétrica e assimétrica do grupo amina. 

O estiramento da ligação CH do carbono alifático pode ser observado em 2878 cm-1 na Chi usada 

para a síntese e 2938 cm-1 na Qui-Ph. Já as bandas largas na região de 3200 a 3450 cm-1 podem 

ser provenientes de diferentes tipos de vibração de grupos aminas e hidroxilas como a presente 

na quitosana (precursor) ou também podem ter a contribuição da presença de grupamentos P-

OH.  

 Já a análise de RMN 31P (Figura 4) contatou a presença de sinal em duas regiões: -9,83 

e 0,04. Mono alquil fosfatos não cíclicos costumam apresentar sinal na faixa de -5 a 5 ppm, o que 

comprova a fosforilação do carbono 6. O sinal de valor negativo pode estar relacionado à 

presença de pirofosfatos, que podem ocorrer devido à condensação de fosfatos da cadeia de 

quitosana com o ácido fosfórico presente no meio reacional. Enfim, utilizando a condição de 

síntese descrita (n = 4), foi obtido rendimento médio de 75,65%, demonstrando que a síntese 

realizada resultou na formação da quitosana fosforilada. 

 

3.3 Propriedades mecânicas (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). Após 7 dias os grupos CIVMR-0,25%Qui-Ph e CIVMR-14%TMPnano-

0,5%Qui-Ph apresentaram valores similares (p > 0,001). Já o grupo CIVMR-14%TMPnano-

0,25%Qui-Ph apresentou um aumento significativo após 7 dias, sendo superior em ⁓ 27% em 

relação ao CIVMR (Tabela 1).  

 Na análise da DS (KHN) dos cimentos ionoméricos experimentais, após 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 e 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). Após 7 dias os grupos CIVMR, CIVMR-14%TMPnano 

e CIVMR-0,25%Qui-Ph não apresentaram diferenças estatísticas em relação 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 

relação ao grupo CIVMR (Tabela 1). Ainda, após 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 conversão (%GC) para os cimentos ionoméricos 

experimentais, após 24 horas, estão mostrados na Figura 6. A adição dos agentes ativos sozinhos 

(14%TMPnano, 0,25%Qui-Ph e 0,5%Qui-Ph) ou em associação (14%TMPnano-0,25%Qui-Ph e 

14%TMPnano-0,5%Qui-Ph) ao CIVMR, não alterou a %GC em relação ao CIVMR apenas 

(p=0,747). 

 

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

 A Figura 5 revela a micrografia da superfície dos cimentos ionoméricos experimentais. 

Foi possível notar que os grupos CIVMR (a), CIVMR-14%TMPnano (b), CIVMR-0,25%Qui-Ph 

(c) e CIVMR-0,5%Qui-Ph (d) apresentaram superfícies com maiores microfissuras. Entretanto, 

fissuras em maior profundidade foram observadas para o grupo CIVMR (a). Depósito globulares, 

semelhantes a minerais, foram observados com a adição de TMPnano e Qui-Ph, em maior 

extensão para o grupo CIVMR-TMPnano-0,25%Qui-Ph. A análise pela EDS confirmou a 

presença, em todos os grupos experimentais, de elementos tipicamente encontrados no CIVMR, 

incluindo alumínio, flúor, zinco, fósforo, silício, estrôncio, magnésio e cálcio, mesmo com a 

adição dos agentes ativos. Na associação de TMPnano e Qui-Ph maior concentração de P foi 

observado (Figura 5e). 

 

3.5 Liberação de flúor 
 

 A Figura 7 apresenta o padrão de liberação de F (µgF/cm2) e os valores médios (±dp) de 

liberação cumulativa ao longo de 15 dias, pelos cimentos ionoméricos experimentais. Após 24 

horas, todos os grupos apresentaram uma rápida e alta liberação 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 15º dia para o grupo CIVMR-

14%TMPnano seguido pelo grupo CIVMR-14%TMPnano-0,5%Qui-Ph. No período total de 15 

dias, todos os grupos apresentaram uma redução na liberação de F, sendo que, a partir do 12º dia, 

a liberação foi semelhante para todos os grupos. Em relação aos valores médios de liberação de 

F observa-se que CIVMR-14%TMPnano, CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph e CIVMR-

14%TMPnano-0,5%Qui-Ph apresentaram a maior liberação ao longo de 15 dias, sendo 

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

 Na análise dos dados para efeito antimicrobiano, obtidos através do teste de adesão ao S. 

mutans sobre os cimentos ionoméricos experimentais (Log10-UFC/mL), todos os grupos testados 

foram similares entre si (p=0,881) (Figura 8). Para análise do biofilme formado (log10-UFC/mL) 

foi possível notar o maior efeito inibitório 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). Já os grupos CIVMR, CIVMR-14%TMPnano e CIVMR-0,5%Qui-Ph 

apresentaram valores similares entre si e  o menor efeito antimicrobiano/inibitório (p > 0,001).  

 A Figura 10 mostra os dados da redução do biofilme de S. mutans (pelo método XTT), na 

presença dos cimentos ionoméricos experimentais. A adição dos agentes ativos (TMPnano e Qui-

Ph), aos cimentos ionoméricos promoveu uma redução na atividade metabólica do biofilme de S. 

mutans em relação ao Controle negativo e CIVMR (p < 0,001). Os grupos CIVMR-

14%TMPnano e CIVMR-14%TMPnano-0,5%Qui-Ph foram similares (p > 0,001) entre si, 

reduzindo a atividade metabólica em ⁓ 22% quando comparados ao CIVMR (p < 0,001). Por 

outro lado, a adição de 14%TMPnano e 0,25%Qui-Ph ao CIVMR, promoveu uma redução de ⁓ 

50% e ⁓ 35% quando comparado ao CIVMR e CIVMR-14%TMPnano-0,5%Chi-Ph (p < 0,001). 

  

3.7 Análise da Citotoxidade dos CIVMR’s 

 Os resultados da resposta do metabolismo celular pelo método da resazurina, obtidos após 

exposição das células de Fibroblastos da linhagem 3T3-L1, aos cimentos ionoméricos 

experimentais (24 horas e 72 horas) são apresentados na Figura 11. Quando comparado ambos 

os tempos (24 horas e 72 horas) houve diferença 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 tóxico 

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 citotóxico 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.  Discussão 
 
 A desmineralização do esmalte dentário durante o tratamento ortodôntico, tem-se 

mostrado elevada devido ao acúmulo de biofilme decorrente da dificuldade de higienização 

[Marinelli et al., 2021]. As peças ortodônticas fornecem locais de retenção adicionais para 

estagnação do biofilme que pode resultar na redução do pH e consequentemente, a 

desmineralização e progressão da cárie - lesões de mancha branca [Cardoso et al., 2022]. Dessa 
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forma a busca por materiais que apresentem efeito positivo no processo de remineralização, 

biofilme e boas propriedades mecânicas tem se tornado uma prática constante [Müller et al., 

2021]. Diante deste contexto, os cimentos ionoméricos parecem ser uma boa opção para colagem 

de aparelhos ortodônticos devido às suas boas propriedades [Patel et al., 2021], principalmente 

em relação a liberação e recarga de F (a qual mostrou induzir a remineralização dos tecidos 

dentários duros) [Toledano et al., 2018], além de ser classificado como um material bioativo 

[Kumari et al., 2019]. Por outro lado, sabe-se de suas limitações, e com isso, a necessidade de 

otimizar suas propriedades. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro o efeito da 

incorporação de nanopartículas de trimetafosfato de sódio (TMPnano) e quitosana fosforilada 

(Qui-Ph) em cimento de ionômero de vidro modificado por resina (CIVMR) utilizado em 

cimentação de bráquetes ortodônticos, sobre as propriedades mecânicas, antimicrobianas e 

citotóxicas. A hipótese nula do estudo foi a de que a incorporação dos agentes ativos ao CIVMR 

não 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 terapêutico no controle da cárie dentária 

[Toledano et al., 2018] já o trimetafosfato de sódio possui afinidade por cátions livres da mistura 

do CIVMR e pode ser capaz de modificar a reação-ácido base, promovendo uma fonte extra de 

íons fosfatos no processo de remineralização. Diante dos resultados obtidos, a hipótese nula foi 

rejeitada. 

 Os testes mecânicos (RC, RT e DS) permitem uma boa representação da integridade 

mecânica de materiais friáveis, como o CIVMR. Esta propriedade é extremamente importante 

particularmente no processo de mastigação. Dessa forma, o agente utilizado como cimento para 

peças ortodônticas deve ser capaz de resistir a essas forças, mantendo os componentes estáveis 

na cavidade oral, contribuindo para o sucesso do tratamento. No presente estudo a associação de 

TMPnano-0,25%Qui-Ph ao CIVMR melhorou a resistência a compressão, tração e dureza após 

7 dias em comparação ao CIVMR (Tabela 1). Estes bons resultados podem ser explicados pela 

interação entre os grupos catiônicos formado por amina da quitosana e grupos carboxilato que 

são carregados negativamente na estrutura do CIVMR provocando a formação de uma rede de 

polímeros mais estável. Ainda, vale destacar que a quitosana atua como um agente aglutinante, 

contribuindo para que haja uma maior ligação entre os componentes químicos do CIVMR, 

reduzindo a tensão interfacial entre os constituintes do material e aumentando dessa forma a 

capacidade de resistir a forças externas (ex: mastigação) [Najeeb et al., 2016; Kim et al., 2017; 

Fakhri et al., 2020]. Por outro lado, a presença de íons fosfatos contribuem para a melhora da 

propriedade quelante do cálcio da molécula de quitosana. Além disso, a literatura destaca que a 

Qui-Ph pode induzir a deposição biomimética de uma camada semelhante à apatita sob condições 
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fisiológicas simuladas, devido a quelação de íons de cálcio e hidrólise parcial de fosfato 

funcionalizados [Vallittu et al., 2018], o que contribui também na remineralização do tecido 

cariado e redução da desmineralização dentária. É importante destacar a propriedade do TMP em 

complexar cátions durante a reação ácido-base, o que também pode ter contribuído na alteração 

das propriedades mecânicas do material. Ainda, a morfologia e composição química da superfície 

dos cimentos ionoméricos experimentais (Figura 5) evidenciam depósito globulares, semelhantes 

a minerais na associação de TMPnano e Qui-Ph, em maior extensão para o grupo CIVMR-

TMPnano-0,25%Qui-Ph, e pela análise do EDS maior concentração de P foi observado (Figura 

5e), assim os agentes ativos adicionados em conjunto levam a uma menor tensão interfacial 

melhorando a adesão entre os componentes, podendo também justificar os bons resultados 

mecânicos encontrados no presente estudo. 

 A redução do tamanho das partículas do TMP à escala nanométrica favoreceu a interação 

com Ca2+ e Al+3 do CIVMR proporcionando uma melhor interação mecânica com a matriz 

polimérica do material [da Silva et al., 2018], contribuindo para a melhora das propriedades 

físicas e mecânicas. Por outro lado, sabendo-se que a Qui-Ph apresenta uma molécula com grande 

reatividade por fosfatos [Sahariah & Masson, 2017] assim como os grupos aniônicos do TMP (P-

O-), provavelmente as características dos agentes ativos levam à um efeito satisfatório entre eles, 

estabelecendo também reações eletrostáticas com os componentes do CIVMR e TMPnano, uma 

vez que este devido ao tamanho de suas partículas possui um maior número de átomos 

disponíveis em sua superfície contribuindo para a maior interação e menor tensão entre os 

componentes, levando aos bons resultados encontrados em nosso estudo. É importante mencionar 

que o cimento de ionômero de vidro utilizado no presente estudo constitui-se por ácidos 

poliacrílicos apresentando caráter bifuncional, possuindo grupamentos carboxílicos (COO-) em 

uma das extremidades e grupamentos metacrilatos [CH2=C-(CH3)] na outra. Assim a hipótese 

seria que a redução da reação do grupo carboxílico às partículas de carga (silicato de alumínio) 

pode influir na polimerização do grupamento metacrilato, principalmente quando há muito 

grupamento carboxílico livre. Vale destacar que, as concentrações adequadas de ambos os 

componentes adicionados não afetaram a reação do ácido poliacrílico com as partículas de vidro 

do CIVMR mencionadas acima, tampouco as propriedades físico-mecânicas, e este fato também 

é verificado através dos dados do grau de conversão (GC) (Figura 6), onde mesmo com a adição 

dos agentes ativos sozinhos ou em combinação, não houve alteração na reação monomérica do 

mesmo, indicando que a melhora das propriedades mecânicas dos CIVMRs ao longo do tempo 

foi praticamente dependente da reação ácido-base e influenciada pela adição do TMPnano e Qui-

Ph.  
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 A liberação de F do CIVMR caracteriza-se por uma liberação rápida inicial, seguida por 

uma redução gradual. Estudos demonstraram que o F é liberado por até 18 meses em quantidade 

cada vez menor e parte dele está disponível para solubilização [Chiu et al., 2017; Nishanthine et 

al., 2022]. A liberação de F do CIVMR tem muitos efeitos na estrutura dentária como: aumento 

a resistência ácida à estrutura dentária e previne lesões secundárias de cárie pela inibição do 

crescimento bacteriano. No presente estudo, a adição de 14%TMPnano ao CIVMR contribuiu 

para a maior liberação de F nas primeiras 24 horas com valor significativamente maior que o 

grupo CIVMR (Figura 7). Essa maior liberação de F pode estar relacionada à afinidade do TMP 

por íons metálicos presentes no material [Danelon et al., 2017; da Silva et al., 2019]. Durante a 

aglutinação do pó e líquido, o Ca+2 e o Al+3 da mistura reagiriam com o TMP reduzindo a reação 

destes íons com o F, tornando-o mais disponível para ser liberado. Ainda, a redução das partículas 

em escala manométrica do TMP (Figura 1)  propiciou uma maior reatividade de fosfatos presente 

na cadeia cíclica do TMP com os íons metálicos 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 veículos tais como: resina composta, vernizes, géis e dentifrícios [Tiveron et al; 2013; 

Manarelli et al; 2015; Akabane et al., 2018; Emerenciano et al., 2018]. Além disso, a liberação 

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 

catalítico da Qui-Ph sobre a liberação de F. Nesse contexto, mesmo que o CIVMR apresente F 

em sua composição, a liberação não foi expressiva quanto aos grupos associando Qui-Ph com 

TMPnano. Diante deste achado, pode-se inferir que a grande interação dos grupos carboxílicos 

do ácido poliacrílico com os grupos amino de quitosana leva uma maior hidrólise da matriz de 

vidro e mais rápida liberação de íons metálicos para serem complexados na cadeia dos poliácidos, 

o que favoreceu a maior liberação do F como subproduto da reação. Dessa forma, em situações 

clínicas, levará à uma rápida difusão desse íon beneficiando a remineralização e prevenção de 

cárie. 

 Aparelhos ortodônticos induzem modificações na cavidade oral, como redução do pH, 

com aumento da susceptibilidade à formação de lesões de mancha branca causadas por ácidos 

orgânicos produzidos pelas bactérias presente no biofilme [Fricker, 2022]. Dessa forma, a busca 

por materiais que apresentem potencial na redução e/ou formação do biofilme, e 

consequentemente no metabolismo bacteriano tem sido constante. A incorporação de quitosana 

fosforilada a 0,25% ao pó do CIVMR produziu um efeito antimicrobiano sobre a formação de S. 

mutans (isolada e em associação com o TMPnano). Os prováveis mecanismos que podem 

explicar a atividade antibacteriana da Qui-Ph estão relacionados a interação de sua carga positiva 
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permitida pela protonação e dispersão dos grupos amino livres NH2 e NH3+3 em meio ácido e a 

carga negativa da célula microbiana. Essa interação age deslocando o Ca+2 dos sítios aniônicos 

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 

fosforilação (Qui-Ph) resulta em uma molécula bastante reativa, com propriedade altamente 

quelante, biocompatível o que pode resultar em maior disponibilidade de íons 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 adição de maior concentração de Qui-Ph (0,5%), não contribuiu para um melhor 

efeito antimicrobiano (Figura 9 e Figura 10). Sugere-se que a maior concentração de Qui-Ph 

dificulte a interação agente ativo/S. mutans e consequentemente, sua destruição celular, não 

levando a um efeito sinérgico em associação ao TMPnano. Embora, os CIVMRs sejam capazes 

de liberar compostos químicos de sua estrutura como íons (estrôncio, alumina e flúor) e 

monômeros (HEMA-2-hidroxietil metacrilato) a concentração de 0,5% influenciou nas ligações 

iônicas de cálcio e alumínio durante a aglutinação do pó ao líquido, contribuindo dessa forma 

para uma menor reatividade com os íons metálicos do material e desempenhando menor efeito 

antimicrobiano. No presente estudo, a contagem das unidades formadoras de colônias foi similar 

entre os grupos testados, podendo ser explicado pela capacidade dos cimentos em fornecerem 

inicialmente adesão para microrganismos tais como espécies de S. mutans, porém essa 

colonização é superficial. No entanto, a presença de um substrato/meio que proporcione 

condições adequadas ao microrganismo para desenvolver suas funções, ao longo do tempo, pode 

evoluir para formação de biofilme. Dessa forma, na análise do crescimento do biofilme houve 

diferenças entre os grupos, onde o CIVMR-14%TMPnano-0,25%Qui-Ph apresentou a maior 

atividade antibiofilme. P provavelmente a incorporação dos agentes ativos promoveu uma maior 

interação entre os componentes químicos do CIVMR e maior liberação dos íons presentes no 

material contribuindo para melhor ação sobre o crescimento de S. mutans. 

 A biocompatibilidade de um material representa sua capacidade em responder ao 

hospedeiro biológico de forma satisfatória, sem prejuízo 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. Após 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 

comparação ao grupo não tratado (DMEM - 100 % de metabolismo). O menor efeito citotóxico 
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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 carboxílicos 

(COOH) a partir do ácido poliacrílico e redes poliméricas foram formadas, mudando assim, as 

propriedades mecânicas e biológicas do CIVMR. Além disso, muitos autores demonstraram que 

o complexo interpolímero 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 associação de 14%TMPnano e 0,25%Qui-Ph ao CIVMR foi eficaz e promoveu 

baixo efeito citotóxico 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 alterações que ocorreram no material para o presente grupo supracitado podem 

estar relacionadas a formação de uma nova molécula, o que poderia a aumentar a bioatividade do 

material e levar à baixa citotoxidade. 

 A partir dos resultados obtidos, sugerem-se novos estudos tais como: utilização de esmalte 

como substrato, avaliação da recarga de F, ensaios de solubilidade e adesividade, resistência ao 

cisalhamento para verificar possíveis falhas de adesão, análise por espectroscopia para 

fundamentar se as possíveis ligações formadas foram a grande influência na melhora das 

propriedades do material e verificar a possibilidade de formação de um nova molécula permitida 

pela interações do material  a fim de  obter melhor estimativa do comportamento desses novos 

materiais ionoméricos e suas características bioativas ao longo do tempo, assim como estudos 

clínicos.  Diante dos resultados obtidos, conclui-se que a adição de 14%TMPnano e 0,25%Qui-

Ph melhorou as propriedades do CIVMR podendo ser uma estratégia clínica promissora para 

pacientes com alto risco à cárie e submetidos ao tratamento ortodôntico.   
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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: Gráficos dos padrões de raios-x para o TMP micrométrico e TMP nanoparticulado 

após moagem de 48 horas. 

Figura 2: Imagens obtidas através da Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) para o TMP 

micrométrico (TMP) e TMP nanoparticulado (TMPnano) após 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 análise da % atômica de elementos químicos 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 (× 1000). Asterisco: Depósito globulares, semelhantes a 

minerais. 

Figura 6: Porcentagem do Grau de Conversão dos Monômeros (%GC, após 24 horas) de 

acordo com os Cimentos Ionoméricos Experimentais. Letras minúsculas indicam diferenças 

estatísticas entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p < 0,001). 

Figura 7: Valores médios de F liberados nas soluções DE e RE em função do tempo (15 dias), 

de acordo com os Cimentos Ionoméricos Experimentais. Letras minúsculas indicam diferenças 

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

Figura 8: Valores médios (± dp, n=4) de adesão ao S. mutans (Log10-UFC/mL) de acordo com 

os Cimentos Ionoméricos Experimentais. Letras minúsculas indicam diferenças estatísticas 

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, Log10-UFC/mL) 

de acordo com os cimentos ionoméricos experimentais. Letras minúsculas indicam diferenças 

estatísticas 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, 

Log10-UFC/mL) de acordo com os cimentos ionoméricos experimentais. Letras minúsculas 

indicam diferenças estatísticas entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p 

< 0,001). 

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

acordo com os cimentos ionoméricos experimentais. Letras minúsculas indicam diferenças 
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estatísticas entre os grupos e as maiúsculas entre os tempos (ANOVA 2-critérios, Student-

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

após moagem de 48 horas. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2: Imagens obtidas através da Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) para o TMP 

micrométrico (TMP) e TMP nanoparticulado (TMPnano) após 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). 

 

 

 

 
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 monômeros de acordo com os 

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

Letras minúsculas indicam diferenças estatísticas entre os cimentos ionoméricos experimentais de 

acordo com cada tempo. Letras maiúsculas diferenças entre os períodos (ANOVA, 2 critérios, Student-

Newman-Keuls, p < 0,001). **RC: Resistência à compressão; RT: Resistência à tração; DS: Dureza 

de superfície. 

 

 

Figura 5: Imagens obtidas através do MEV e análise da % atômica de elementos químicos 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 (× 1000). Asterisco: Depósito globulares, semelhantes a 

minerais. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 



58 
 

Gabriela Leal Peres Fernandes 

Figura 6: Porcentagem do Grau de Conversão dos Monômeros (%GC, após 24 horas) de 

acordo com os Cimentos Ionoméricos Experimentais. Letras minúsculas indicam diferenças 

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

de acordo com os Cimentos Ionoméricos Experimentais. Letras minúsculas indicam diferenças 

estatísticas entre os grupos (ANOVA 2-critérios, Student-Newman-Keuls, p < 0,001). 
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Figura 8: Valores médios (± dp, n=4) de adesão ao S. mutans (Log10-UFC/mL) de acordo com 

os Cimentos Ionoméricos Experimentais. Letras minúsculas indicam diferenças estatísticas 

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, Log10-UFC/mL) 

de acordo com os cimentos ionoméricos experimentais. Letras minúsculas indicam diferenças 

estatísticas 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, Log10-

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

diferenças estatísticas entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p < 0,001). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a a

b c

d
b

e

A
bs

or
bâ

nc
ia

(4
90

 n
m

)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

Cimentos Ionoméricos 
Experimentais



63 
 

Gabriela Leal Peres Fernandes 

 

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

acordo com os cimentos ionoméricos experimentais. Letras minúsculas indicam diferenças 

estatísticas entre os grupos e as maiúsculas entre os tempos (ANOVA 2-critérios, Student-

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

Síntese e Caracterização do TMPnano 
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7.2 ANEXO B 

 
Síntese e Caracterização da Qui-Ph 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Pentóxido de fósforo 
em ácido 

metanosulfônico 
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7.3 ANEXO C 
 

Preparo da mistura dos CIVMR’s 
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7.4 ANEXO D 
 

Liberação de F dos CIVMR’s 
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7.5 ANEXO E 

 
Avaliação da Resistência à Compressão 
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7.6 ANEXO F 
 

Avaliação da Resistência à Tração 

 
 
 
 
 
 
 



71 
 

Gabriela Leal Peres Fernandes 

 
7.7 ANEXO G 

 
Avaliação da Dureza de Superfície 
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7.8 ANEXO H 
 

Determinação do Grau de Conversão dos Monômeros  
 

 
 
 
 



73 
 

Gabriela Leal Peres Fernandes 

7.9 ANEXO I 
 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) e 
Energia Dispersiva de Raios-x (EDS) 
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8 ANEXO J 
 

Teste de Adesão ao Streptococcus Mutans 
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8.1 ANEXO L 
 

Avaliação do Biofilme pelo método do XTT 
 

 
 
 
 
 
 

8.2 ANEXO M 
 

Análise da citotoxidade dos CIVMR’s 
 

 

 

 

 

 

8.1 ANEXO L 
 

Avaliação do Biofilme pelo método do XTT 
 

 

 

 

 

 

 

 



76 
 

Gabriela Leal Peres Fernandes 

 

8.2 ANEXO M 
 

Análise da Citotoxidade dos CIVMR’s 
 

 


