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Bell MF. Atividade antibacteriana de cimentos de iondémero de vidro
modificados por nanopatrticulas de 6xido de zinco [Dissertacdo de Mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2014.

Resumo: Avaliou-se a atividade antibacteriana de diferentes concentragdes
de nanoparticulas de 6xido de zinco incorporadas a um cimento de ionédmero
de vidro (CIV) quimicamente ativado e outro modificado por resina
fotopolimerizavel sobre o biofilme de Streptococcus mutans em diferentes
tempos de maturagdo. As concentracdes de nanoparticula foram 0%, 1% e
2%, os ClVs utilizados foram o Fuji Il (GC América) e Fuiji Il LC (GC América)
e 0s tempos de maturagédo foram 24 horas e 7 dias. Confeccionou-se corpos
de prova (N=108) circulares (4mm x 2mm). A atividade antibacteriana foi
avaliada pela contagem das Unidades Formadoras de Colénia por Mililitro
(UFC/ml). Analisou-se a morfologia celular em Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV). Os dados obtidos para cada material atenderam os
pressupostos de normalidade e homocedasticidade. Procedeu-se a Andlise
de Variancia a dois fatores (tempo de maturacao do biofilme e concentracao
de nanoparticulas) (a=5%). Para o CIV quimicamente ativado encontrou-se
diferenca nado significativa na atividade antibacteriana segundo o tempo de
maturacao do biofilme (p=0,744), concentragdo de nanoparticulas (p=0,966)
e a interacao entre eles (p=0,800). Para o CIV modificado por resina,
observou-se que a média de UFC/ml do biofilme com 7 dias foi
significativamente superior a do biofime de 24 horas (p=0,034). A
concentracao de nanoparticulas (p=0,570) e a interagdo entre os dois fatores
(p=0,756) nao foi significativa. Na analise em MEV nao foi observada
mudanga na morfologia celular do Streptococcus mutans. Conclui-se que a
inclusdo de nanoparticulas de 6xido de zinco a 1% e 2% aos CIVs avaliados

ndo alterou sua atividade antibacteriana.

Palavras-chave: antibacterianos, cimentos de ionbmeros de vidro,

nanoparticulas, 6xido de zinco, biofilmes



Bell MF. Antibacterial activity of modified glass ionomer cements by
nanoparticles of zinc oxide [Dissertagdo de Mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2014.

Abstract: This study evaluated the antibacterial activity of different
concentrations of zinc oxide nanopatrticles incorporated into a self-cured glass
ionomer cement (GIC) and a light-cured resin-reinforced glass ionomer
cement on Streptococcus mutans biofilm at different maturation times.
Nanoparticles concentrations were 0%, 1% e 2%, the GICs were Fuji Il (GC
America) and Fuji Il LC (GC America) and the maturation times were 24
hours and 7 days. Were prepared circular (4mm x 2mm) specimens (N= 108).
The antibacterial activity was evaluated by the number of Colony Forming
Unit per militers (CFU/ml). Morphological analysis of biofilm was taken by
scanning electron microscopy (SEM). The data obtained for each material
attended the assumptions of normality and homoscedasticity and a two-way
ANOVA (a=5%). No significant difference was observed according to the time
of biofilm maturation (p=0.744), concentration of nanopatrticles (p=0.966) and
their interaction (p=0.800). Resin-reinforced GIC showed significantly higher
CFU/ml mean for 7-day biofilms compared to 24h-biofilms (p=0.034). The
concentration of nanoparticles (p=0.570) and the interaction (p=0.756)
between the two factors was not significant. SEM analysis showed no change
in cell morphology of S. mutans according to the type of GIC, maturation time
and nanoparticles concentration. We conclude that the inclusion of zinc oxide
nanoparticles at concentrations of 1% and 2% into the glass ionomer cement
evaluated did not promote antimicrobial activity against Streptococcus

mutans.

Key Word: antibacterial, glass ionomer cement, nanoparticles, zinc oxide,

biofilms



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

ATCC American Type Culture Collection
UFC/mL Unidade formadora de col6nia por mililitro
BHI Brain heart infusion

Ag-Zn Zeolito de prata e zinco

ZOE Cimento de éxido de zinco e eugenol

PEI Nanoparticula de polietilenoamina de amdnia quaternaria
ART Técnica atraumatica restauradora

MIC Concentragdao minima inibitéria

MBC Concentragdao minima bactericida

ZnO Oxido de zinco

M Molar

MgO Oxido de magnésio

TiO, Dioxido de titanio

AlLO; Oxido de aluminio

CuO Oxido de cobre

CeO, Oxido de cério

ZnONP Nanoparticula de éxido de zinco

TSA Agar triptose de soja

Ag Prata

NACP Nanoparticulas de fosfato de calcio amorfo
CIv Cimento de iondmero de vidro

LED Light emitting diode

mW/cm?2 Miliwatts por centimetro quadrado



rom

pl
PBS

MEV

Rotacbes por minuto

Microlitros

Tampao fosfato alcalino

Watts

Média do nimero de colbnias

Valor absoluto da diluicao

Quantidade para cada diluicao nas semeaduras das placas
Microscopia eletrénica de varredura

Coeficiente de correlagao intraclasse
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1 INTRODUCAO

A Odontologia voltada para a promog¢ao de saude preconiza que o
tratamento da carie dental ndo seja apenas curativo uma vez que este tipo
de tratamento ndo promove a redugcédo de microrganismos em longo prazo e,
portanto, ndo evita que a doenca se instale novamente?*®*. Além disso,
pacientes com alto risco a carie necessitam que sua cavidade bucal seja
preparada, antes da execucdo do tratamento restaurador propriamente
dito?*®*. Esse procedimento preparatério é chamado de adequacéo do meio
bucal e deve ser adotado rotineiramente, uma vez que proporciona melhora

no progndstico do tratamento restaurador/reabilitador?®3*.

A adequacao do meio bucal € um conjunto de procedimentos, que
variam de acordo com o risco do paciente a carie, e que visam diminuir os
niveis de microrganismos cariogénicos na cavidade bucal, eliminar os focos
infecciosos e estabilizar a atividade da carie dental®92933344142  Eggeg
procedimentos visam resgatar o padrao ecologico bucal que o paciente
apresentava antes da doenca, criando condigbes de melhoria da

9,10,33,37

saude A adequacdo é uma fase preparatdéria e de extrema

importancia para a promog¢ao da saude do paciente, pois prepara 0 meio

3,10,27,29,34,41 Se esta

bucal para receber o tratamento restaurador/reabilitador
fase do tratamento for negligenciada a chance de insucesso do tratamento
restaurador podera aumentar devido a fatores como diminuicdo da
longevidade das restauragdes e aumento do numero de céries secundarias,

0 que consequentemente resultara num ciclo restaurador repetitivo'°.

Entre os procedimentos realizados na adequagcdao do meio

2 4 41,42
bucal?®333441,

, a escavacao e selamento em massa das lesbes cariosas
apresentam papel importante, pois interrompem a progressdo da leséo e
produzem a queda da microbiota bucal cariogénica, uma vez que removem

os nichos de retencdo bacteriana®®. Entre os materiais utilizados para o
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selamento das cavidades tém-se os cimentos de 6xido de zinco e eugenol e

de ionémero de vidro>%333541,

O cimento de éxido de zinco e eugenol € amplamente utilizado em
restauracdes temporarias devido ao seu baixo custo e facil manipulacao®.

33,42

Entretanto, esse cimento ndo é adesivo, ndo possui liberacdo de flaor e

sua formulacdo contém eugenol que é uma substancia que pode

desencadear dermatite de contato e reagdes alérgicas nos pacientes®*'.

O cimento de ionébmero de vidro apresenta boa adesdo quimica a

estrutura dental, liberacdo de flior®®16:33:39

e a possibilidade de
recarregamento de flior apés aplicagdes topicas®. Isso faz com que ele
tenha uma posicao de destaque na Odontologia voltada para a promogao de
salde®'®. Por alterar a producdo acida e o metabolismo eletrolitico dos
microrganismos cariogénicos ele promove a diminuicdo no numero de

Streptococcus mutans e das bactérias da placa sob a restauragao'®%"2%4,

Assim, considerando a ampla utilizacdo do cimento de ionémero de
vidro na clinica odontol6gica e suas vantagens para a adequagdao do meio
bucal esse material deve ser alvo de estudos que investiguem vantagens de
sua utilizacdo e seu potencial antibacteriano®.

A incorporacdao de nanoparticulas com agdo antibacteriana em
materiais restauradores odontolégicos vem sendo estudada nos ultimos anos
com o intuito de se obter materiais que previnam a carie recorrente e

consequentemente aumentem a longevidade do tratamento executado'*
6,14,22,36,44,45

Dentro deste contexto, a aplicagdo da nanotecnologia, por meio do
uso de nanoparticulas e materiais nanoestruturados, tém atraido o interesse
da comunidade cientifica devido a sua aplicagdo biomédica e pela

possibilidade de criar novos tipos de materiais®**°.
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Um dos materiais que tem sido empregado de forma nanoparticulada
€ 0 Oxido de zinco. Esse material na forma de pd tem sido utilizado como
ingrediente ativo de medicamentos de aplicacdo dermatoldgica devido a sua
atividade antibacteriana®®®. Acredita-se que as nanoparticulas de 6xido de
zinco sejam efetivas no controle de varios microrganismos®, por
apresentarem a capacidade de mudar os componentes da membrana celular
da bactéria e distorcé-la levando a perda do componente intracelular e
consequentemente & morte®. Entre as vantagens desse material soma-se o
fato do mesmo ser nao toxico, seguro e biocompativel®.

Embora as nanoparticulas de 6xido de zinco apresentem potencial
antibacteriano, verifica-se na literatura que a maior parte dos estudos foram
realizados incorporando varios tipos de nanoparticulas a resina composta a
qual é um material restaurador definitivo*”'4#":%4% Estudos que associam
nanoparticulas de 6xido de zinco aos cimentos de iondmero de vidro® sao
escassos, apesar de estes serem de extrema importancia principalmente no

sentido de melhorar a acao deste material na adequacao do meio bucal.

Assim, estudos sao necessarios para se avaliar o potencial
antibacteriano das nanoparticulas de O6xido de zinco associadas aos

cimentos de iondmero de vidro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Svanberg et al.*®, em 1990, visando comparar os niveis de
Streptococcus mutans presentes em placa bacteriana de restauracoes
Classe Il de amalgama, resina composta e cimento de ionébmero de vidro
coletaram 1 ml de saliva seguida de coleta de placa bacteriana da margem
vestibular, lingual e proximal de restaura¢des de 51 criangas. Foi realizada a
contagem total de UFC/ml e de Streptococcus mutans. Neste estudo foi
encontrado que a porcentagem de Streptococcus mutans foi muito maior na
resina composta e no amalgama do que na restauracdo de cimento de
iondmero de vidro na comparacgao inter-individual. Na comparacao intra-
individual a porcentagem de Streptococcus mutans foi muito maior nos

compositos do que nos iondbmeros de vidro.

Garib et al.’®, em 1993, estudaram a acdo antibacteriana e a
concentracao de fluor liberado, por meio do teste de difusdo em agar, de 5
cimentos de ionémero de vidro quimicos frescos e apos a sua presa: Ceram
fil, Chelon-FIL, Chelon-Silver, Shofu Glaslonomer e Vidrion R. A cepa de
Streptococcus mutans foi semeada em placas de petri com agar Miller
Hinton enriquecidas com 5% de sangue de carneiro na qual foi realizada 6
cavidades com 6 mm de diametro para a colocacado dos corpos de prova
(n=6). Os cimentos de iondbmero de vidro frescos foram inseridos nas
cavidades logo apdés a sua manipulacdo enquanto que os cimentos de
iondbmero de vidro testados apdés a sua presa, foram primeiramente
manipulados e inseridos em uma matriz com 6 mm de didmetro por 3 mm de
espessura. Apos a presa foram posicionados nas respectivas cavidades da
placa de petri. Apés o periodo de incubacdo de 48 horas, os halos de
inibicdo foram medidos com uma régua milimetrada. Para medir a
concentracao de fluor liberado, o teste de difusdo em agar foi repetido em 3

placas com o cimento de ionémero de vidro fresco e em 3 placas com o
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cimento de ionébmero de vidro ap6s a presa. Decorrido o periodo de
incubacdo de 48 horas, 4 blocos de agar foram demarcados e recortados de
3 diferentes regides: adjacente ao cimento, no limite do halo de inibigéo e
além do limite do halo de inibicdo. Estes blocos de agar foram alocados em
tubos de plasticos contendo agua deionizada para realizacdo da leitura da
concentracao de fluor liberada nas trés diferentes regides. Foi utilizada a
Analise de Variancia e o t Student com nivel de significancia de 5%. Os
resultados mostraram que todos os cimentos de ionébmero de vidro, frescos e
apdés a sua presa, foram capazes de inibir o crescimento bacteriano do
Streptococcus mutans (p<0,05), exceto o Ceram Fil que apresentou atividade
antibacteriana apenas no seu estado fresco. Observaram também que a
liberacao de fluor dos cimentos, tanto frescos quando geleificados, ocorreu
na seguinte ordem crescente: Ceram Fil, Chelon-Silver, Shofu Glaslonomer,
Chelon-FIL e Vidrion R. Os autores concluiram que os cimentos de iondmero
de vidro apresentaram um efeito antibacteriano, no entanto, o halo de
inibicdo nao correspondeu com a quantidade de fluor liberado.

Prati et al.®?

, em 1993, pesquisaram a atividade antibacteriana de
cimentos de ionébmero de vidro (Alpha Base, Alpha Silver, Fuiji, Fuji LC e
Vitrebond), sistemas adesivos (Clearfil Photobond, New PanaviaTPN-S,
Scotchbond 2, Superbond C&B e Teethmate), compésitos (Coltene A.R.T e
Silux), amalgama (Valiant PhD) e agentes de cimentacdo (Timeline), por
meio do teste de difusdo em agar e teste de inibicdo do crescimento, em 4
cepas de microorganismos comumente encontrados em caries e placa
bacteriana: Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis
e Streptococcus sanguis. Para o teste de difusdo em agar, os corpos de
prova com 4 mm de didmetro por 4 mm de espessura foram incubados por
uma periodo de 72 horas seguido de medi¢ao dos halos de inibicdo com uma
régua milimetrada e para o teste de inibicdo do crescimento a Densidade

Optica foi mensurada ap6s 24, 48, 72 e 96 horas de incubacdo. A andlise
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estatistica foi feita por meio da Analise de Variancia a um fator e o pés teste
de Tukey. Verificaram que todos os cimentos de ionémero de vidro
apresentaram zonas de inibicdo em todos os tipos cepas, sendo que o
Vitrebond foi o que produziu a maior zona de inibicdo e inibicdo do
crescimento. Os autores sugeriram que os cimentos de ionémero de vidro
podem ser utilizados, pois sdo capazes de promover um efeito antibacteriano

reduzindo a microinfiltracdo em restauragdes.

Fraga et al.'’, 1996 estimaram o efeito inibitério de dois cimentos de
iondbmero de vidro modificados por resina fotopolimerizavel (Vitremer e
Variglass VLC) e dois sistemas adesivos (Optibond e Syntac), em cepas de
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguis,
Streptococcus salivarius, Lactobacillus casei, Enterococcus faecalis,
Fusobacterium nucleatum e Actinomyces viscosus. Foi realizado o teste de
difusdo em agar com corpos de prova com 6 mm de didmetro e 5 mm de
espessura. Estes corpos de prova foram incubados em placas de petri com
BHI por 48 horas seguida da medicdo do diametro das zonas de inibigao.
Nenhum teste estatistico foi feito devido ao fato de os coeficientes de difusdo
dos materiais serem diferentes, portanto, uma comparagao semiqualitativa foi
realizada assim como a média e desvio padrdo. O cimento de iondmero de
vidro Vitremer apresentou a maior zona de inibicao frente a todas as cepas
testadas. O Syntac e o Variglass VLC também apresentaram zonas de

inibicdo, no entanto ndo foram maiores do que as do Vitremer.

Syafiuddin et al.*°

, em 1997, avaliaram o efeito anticariogénico de uma
resina composta contendo um material antibacteriano (Apacider) ao redor
das margens das restauragdes de 18 pré-molares humanos recém extraidos.
Foi realizada uma cavidade classe V em cada pré-molar nas superficies
lingual, vestibular ou mesial e distal abrangendo o esmalte e a dentina. A
cavidade foi restaurada com a resina Clearfill SC com 1%, 2%, 5% ou 10%

de Apacider. Restauragdes com ion6mero de vidro foram utilizadas como
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controle positivo e restauracdes com Clearfil SC sem Apacider foram
consideradas como controle negativo. Os dentes humanos foram
posicionados dentro de uma camara que foi preenchida com BHI e inoculada
com Streptococcus mutans por 20 dias. Os dentes e as lesbes foram
examinados através da macrofotografia. Observaram que nas restauragdes
contendo Apacider na concentracao de 1%, 2% e 5% houve a formagéao de
carie em sua margem enquanto que naquelas com 10% de Apacider, néo
houve.

Carvalho et al., em 1998, verificaram o potencial antibacteriano de
quatro cimentos de ionébmero de vidro (Vidrion N, Vidrion R, Vitremer, Fuiji Il
LC), uma resina composta (Tetric Ceram) e dois compémeros (Dyract e
Compoglass). Foi realizado o teste de difusdo em agar com corpos de prova
com 6 mm de didmetro e 4 mm de espessura (n=20) em cepas de
Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus e Streptococcus sobrinu semeadas em BHI. Ap6s o
periodo de incubagao de 24 horas, as zonas de inibigao foram mensuradas
por meio de uma régua milimetrada. O teste de difusdo em agar indicou que
o Vitremer foi 0 Unico cimento de ionbmero de vidro que apresentou zona de
inibicao efetiva. Os autores concluiram que a adigdo de resina ao cimento de
iondmero de vidro ndo interferiu na reacao acido-base e nem na liberagao de
ions fluor em longo prazo, explicando dessa forma a formagédo de zonas de
inibicdo no Vitremer. No entanto os autores chamaram a atencao para o fato
de que o Vidrion N e o Vidrion R n&o apresentaram zonas de inibicdo neste
estudo.

Hotta et al.??

, em 1998, examinaram o efeito da habilidade de
selamento, da atividade antibacteriana e da liberacdo dos ions metalicos de
um material temporario experimental com varias propor¢des de zeolito de
prata e zinco (Ag-Zn). Para isso, o material restaurador experimental foi

inserido em uma cavidade cilindrica de 2 mm de didmetro por 2 mm de
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profundidade feita em uma material vitroceramico. Em seguida, 6 espécimes
foram imersos em uma solugdo aquosa de 2% de fucsina basica a 37 +1°C
por uma semana € depois disso, as margens das cavidades foram
analisadas em microscopio. Para avaliar a atividade antibacteriana, 3
espécimes para cada grupo foram utilizadas. As cepas selecionadas foram
de Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius e
Streptococcus sanguis. Utilizaram o teste de contato direto onde as zonas de
inibicao foram medidas e classificadas por escores de 0 a 3. Para constatar a
liberacao de prata e de zinco, espécimes (4 mm de didmetro por 8 mm de
espessura) foram confeccionados e suspensos por um fio de nylon dentro de
um frasco contendo agua deionizada, onde permaneceram por 1, 2, 3 e 4,
semanas sendo a quantificacdo feita com espectrofotometria de absorcéo
atdmica. Como resultado foi possivel observar que nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os espécimes (p>0,05) quanto ao
selamento marginal. Foi encontrada diferenga significante entre o controle
(0% de =zeolito de Ag-Zn) e as varias taxas de zeolito de Ag-Zn
demonstrando que houve inibicdo do crescimento bacteriano do
Streptococcus mutans e do Streptococcus mitis. Verificaram também que
quanto maior a taxa de zeolito Ag-Zn incorporado, maior a liberagao de prata
e de zinco, entretanto apdés 1 semana, as taxas de liberacdo foram
diminuindo. Os autores supdem que a incorporagdo de uma pequena
quantidade de zeolito de Ag-Zn nos materiais temporarios restauradores foi o
suficiente para aplicagao clinica. No entanto, sugerem ser ainda necessario
mais estudos para averiguar outros potenciais efeitos dessa incorporagao,
como a biocompatibilidade e alteracao de suas propriedades mecanicas.

Sarrani et al.>®, em 2002, preocupados com os efeitos colaterais pouco
reportados na literatura do éxido de zinco e eugenol relataram em seu
trabalho dois casos clinicos de reacdo adversa local do 6xido de zinco e

eugenol em um material restaurador temporario e em um cimento provisorio.
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No caso clinico 1, uma mulher de 40 anos se apresentou para uma consulta
de rotina onde foi realizado forramento da cavidade do dente 27 com éxido
de zinco e eugenol seguido de restauragdo em amalgama. Apéds 2 dias do
procedimento observou-se o aparecimento de uma ulcera na mucosa bucal
da regiao do dente 27. Inicialmente o diagndstico de trauma mecénico foi
feito, porém ao retornar para o tratamento endoddntico do mesmo dente e 48
horas apds a colocagdo de um material temporéario a base de 6xido de zinco
e eugenol, uma nova Ulcera dolorosa reapareceu e nao apresentou
remissdo. A paciente foi encaminhada a Universidade de Odontologia de
Manchester onde foi possivel fechar o diagnostico de hipersensibilidade ao
eugenol. Apds o diagndstico, a restauragdo proviséria foi substituida por
outra sem eugenol em sua formulagdo. No caso clinico 2, um homem de 53
anos foi ao dentista para a substituicdo de uma coroa fraturada no dente 11.
O dentista removeu a coroa fraturada e posicionou uma coroa provisoria com
cimento provisério a base de o6xido de zinco e eugenol. Duas semanas
depois 0 paciente que ja apresentava dor aguda na gengiva, eritema e
destruicao da papila interdental do dente 11 e 21, teve sua coroa definitiva
cimentada. Como os sintomas ndo melhoraram, o paciente foi encaminhado
a Universidade de Odontologia de Manchester. Apos varios exames
diagnosticou-se hipersensibilidade ao eugenol. Frente aos dois casos
clinicos relatados, os autores concluiram que o eugenol ndo € um material
odontoldgico biocompativel podendo causar reagbes alérgicas locais, até
mesmo choques anafilaticos, e sugerem que materiais odontoldgicos que

contenham eugenol em sua formulagdo devem ser utilizados com cautela.

Wambier et al.*?

, em 2002, avaliaram o efeito antibacteriano dos
cimentos de 6xido de zinco e eugenol, do cimento de ionémero de vidro
resinoso e do diamino fluoreto de prata quando utilizados para a adequacéao
do meio bucal. Participaram deste estudo 31 criangas na faixa etaria de 3 a 5

anos de idade. Para inclusdo no estudo, as criangas deveriam ter somente
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dentes deciduos e pelo menos a presenca de 3 lesdes de carie agudas em
dentina. A saliva das 31 criancas foi coletada em 3 momentos distintos no
intuito de se contar a quantidade de UFC/ml de Streptococcus mutans antes
dos procedimentos odontologicos, 24 horas e 7 dias apos o tratamento
odontolégico. Os grupos foram divididos de forma que 11 criangas
receberam o tratamento com cimento de Oxido de zinco, 10 criangcas
receberam tratamento com cimento de ionédmero de vidro e mais 10 criangcas
receberam diamino fluoreto de prata. Foi encontrado que o grupo no qual foi
utilizado o cimento de ionémero de vidro houve reducao significativa de
UFC/ml no periodo de 24 horas e se manteve por 7 dias enquanto que para
os outros dois tratamentos isso nao foi observado. Concluiram que os
cimentos de ion6mero de vidro apresentaram uma reducado bacteriana
efetiva.

Rego et al.*®

, em 2003, objetivaram contar, em criancas, a quantidade
de UFC/mL de Candida spp apés a adequacao do meio bucal com cimento
de ionémero de vidro quimicamente ativado e cimento de 6xido de zinco e
eugenol. No total, 60 criangcas com idade entre 4 a 10 anos que possuiam a
Candida spp na cavidade oral participaram do estudo. Inicialmente essas
criangas fizeram um bochecho com salina fosfatada tamponada e a seguir
procedeu-se a contagem de UFC/ml de Candida spp. Apds a contagem, os
pacientes foram separados aleatoriamente em dois grupos: no grupo 1 as
cavidades foram seladas com cimento de éxido de zinco e eugenol e no
grupo 2 o material de escolha foi o cimento de ionédmero de vidro. Uma
semana apos a adequagao do meio bucal, outro bochecho foi realizado para
posterior contagem e comparacao das UFC/ml. Realizou-se o teste t Student
com nivel de significancia de 5%. Os resultados mostraram que houve uma
reducdo significante na quantidade de Candida spp quando foi utilizado o
cimento de 6xido de zinco e eugenol (p<0,000) e cimento de ionémero de

vidro (p<0,000) para a adequagdo do meio bucal. No entanto, a reducgéo
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encontrada para o cimento de ionémero de vidro foi menor do que para o de
oxido de zinco e eugenol. Concluiram que a adequagdo do meio bucal
diminuiu a quantidade de Candida spp na cavidade bucal provavelmente
devido a remocgao dos sitios de colonizacao da Candida spp sendo, portanto

eficaz na prevengéo de candidose.

Ciccone et al.'

, em 2004, testaram a capacidade antibacteriana,
através do teste de difusdo em agar, de 5 cimentos de iondmero de vidro
(Fuji Il LC, Ketac-Fil, Ketac-Molar, Vidrion R, Fuji IX) e 4 resinas compostas
(Ariston pHc, Degufill Mineral, Z100 e Compoglass). Os autores testaram
também individualmente a capacidade antibacteriana do p6 e do liquido dos
cimentos de ionbémero de vidro quimico. As cepas utilizadas foram
Streptococcus mutans, Micrococcus Iuteus, Staphylococcus aureus e
Streptococcus sobrinus. Os corpos de prova de 6 mm de didmetro e 2 mm de
espessura (n=18) foram confeccionados e ap6s o periodo de incubacao
adequado para cada microrganismo, foi avaliada a presenc¢a ou auséncia de
zonas de inibigdo. Verificaram que apenas o Vidrion R demonstrou zonas de
inibicdo em relacdo a todas as cepas testadas e que apenas o liquido dos
cimentos de iondbmero de vidro quimico demonstrou atividade antibacteriana.
Os autores concluiram que devido a liberagao de fluoretos do Vidrion R e da
caracteristica acida do liquido dos cimentos de iondmero de vidro quimico,
ambos apresentaram capacidade antibacteriana.

Cassanho et al.’, em 2005, avaliaram a atividade antibacteriana dos
cimentos de iondmero de vidro (Vidrion) e do cimento de 6xido de zinco e
eugenol (ZOE) contra a Candida albicans. Espécimes com 0,5 mm de
didmetro por 0,3 mm de altura de cimento de ionémero de vidro e de cimento
de 6xido de zinco e eugenol foram confeccionados e colocados em tubos
contendo uma solucao de meio de cultura e Candida albicans. Os espécimes
ficaram neste meio por um periodo de 24 horas, 48 horas e 7 dias para
posterior plagueamento e contagem de UFC/mI. A analise estatistica utilizada
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foi o teste de Kruskal-Wallis e o teste de Dunn para os espécimes incubados
pelo periodo de 24 horas. Para os periodos de incubagéo correspondentes a
48 horas e 72 horas, utilizaram a ANOVA two-way e o pos-teste de Tukey.
Observaram que em todos os periodos de incubacdo estudados (24, 48
horas e 7 dias) o cimento de éxido de zinco e eugenol foi capaz de inibir o
crescimento de Candida albicans quando comparado com o cimento de
iondmero de vidro (p<0,000). Conclui-se que o ZOE foi mais efetivo sobre a
Candida albicans do que o cimento de iondbmero de vidro.

1.'2 em 2005 estudaram a atividade antibacteriana de dois

Duque et a
cimentos de iondmero de vidro convencionais (Fuji IX e Ketac Molar) e um
cimento de ionémero de vidro modificado por resina (Vitrebond) em cepas de
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus acidophilus e
Actinomyces viscosus. Para o controle positivo foi utilizado um papel
absorvente embebido em clorexidina 0,2%. A atividade antibacteriana foi
verificada utilizando-se o teste de difusdo em agar com meio de cultura BHI e
apdés 24 horas de incubacdo as zonas de inibicdo foram mensuradas. A
andlise estatistica executada foi o teste de Kruskal-Wallis e de Mann-
Whitney, com nivel de significAncia de 5%. Os autores verificaram que todos
os cimentos de ionémero de vidro estudados apresentam zonas de inibicao

sendo o Vitrebond o que exibiu maior atividade antibacteriana.

Nelson Filho, Silva®, em 2005, descrevem 8 procedimentos clinicos
que os profissionais devem realizar na fase de adequacao do meio bucal,
enfatizando que a etapa de “escavacdo em massa e selamento” é apenas
uma etapa da adequacao do meio bucal e ndo constitui 0 procedimento de
adequacgao do meio bucal em si. Essas fases sdo: interrupgdo da cadeia de
infeccdo da cavidade bucal por microrganismos cariogénicos; instrugdes de
higiene bucal (controle mecanico do biofilme); aplicacdo de agentes

antibacterianos; escavacdo e selamento em massa das lesdes cariosas;
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instrucoes de dieta; 6) fluorterapia; 7) extragcdo de raizes residuais; e 8)
remocao de iatrogenia.

Rossi et al.**

, em 2005, avaliaram os niveis salivares de Streptococcus
mutans e de Streptococcus sobrinus em criangas, antes e apds a adequacgao
do meio bucal. Participaram 18 criancas com idade entre 4 e 9 anos, que
apresentavam um alto risco para carie e presenca de no minimo 4 lesdes de
carie com cavitagdo. Uma coleta inicial da saliva foi realizada para a
quantificacao dos niveis salivares e em seguida foi feito os procedimentos de
adequacao bucal que consistiram em instrucdo de higiene oral e de dieta e
escavacao em massa e selamento da cavidade com cimento de iondmero de
vidro Vidrion R. Os pacientes foram instruidos a retornarem 7, 14 e 21 dias
apds os procedimentos odontolégicos para novas coletas de saliva. Foi
observado que houve uma reducao significante dos niveis de Streptococcus
mutans do baseline para 7, 14 e 21 dias sugerindo que os procedimentos de
adequacgao do meio bucal sao efetivos quando se diz respeito a redugéo de

microrganismos cariogénicos.

Beyth et al.’, em 2006, fizeram um estudo no qual avaliaram as
propriedades antibacterianas e as propriedades fisicas de resinas compostas
e adesivos com a incorporagao de 1% de nanoparticulas de polietilenoamina
de amoénia quaternaria (PEI). O teste de resisténcia a flexao foi aplicado aos
espécimes (25 x 2 x 2 mm) de resina composta com Filtek Flow, Z250 e
adesivo Single Bond para verificar as propriedades fisicas dos materiais
restauradores com 1% de PEI incorporado. Para avaliar a atividade
antibacteriana, o teste de contato direto, o teste de difusdo em &gar e o
possivel efeito de dissolucdo dos materiais das resinas compostas com
nanoparticulas foram realizados. A analise estatistica realizada foi a ANOVA
one-way e o pos-teste de Tukey. Um forte efeito antibacteriano p6de ser
observado nos 2 tipos de resina composta e no adesivo contendo as
nanoparticulas de PEI porém, nenhuma zona de inibigao foi detectada em
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qualquer uma das amostras testadas (p>0,05). A incorporacao de 1% de
nanoparticulas de PEI ndo afetou a resisténcia a flexdo das resinas e
adesivos comerciais testadas neste estudo (p>0,05). Concluiram que as
nanoparticulas de PEl quando incorporadas as resinas, em baixa
concentracdo, exibiram forte atividade antibacteriana sem alterar suas
propriedades mecénicas originais, podendo, portanto, serem usadas para

prevenir a formacao de biofilme e da carie secundaria.

Pina et al.*°, em 2006, focando na nanotecnologia objetivaram tracar
um panorama, através de levantamento bibliografico por meio de livros,
paginas eletrénicas e artigos, e identificar as possibilidades de utilizacdo da
nanotecnologia e da nanobiotecnologia. Foi constatado pelos autores que de
1988 até 2003 a quantidade de artigos e citagbes sobre a nanotecnologia
vem aumentando exponencialmente, o0 que demonstra o grande interesse da
classe académica em se estudar e publicar sobre tal tema. Esse fato também
pode ser observado na quantidade de patentes relacionadas a
nanotecnologia mostrando também o interesse por parte do setor produtivo.
Os autores ressaltaram que devido ao novo mercado aberto pelas
possibilidades da nanotecnologia, havera em um futuro préoximo a falta de
profissionais da area e conseqlentemente parcerias entre universidades e
empresas serao feitas. Concluiram que o interesse pela nanotecnologia e
pela nanobiotecnologia vem crescendo tanto no setor empresarial quanto no
académico e que no Brasil os investimentos ainda sao discretos quando

comparado com os EUA e a Unido Européia.

Atta et al.®>, em 2008, apresentaram um caso clinico sobre o
tratamento da doenca cérie. A paciente do género feminino, com 13 anos, se
apresentou a Faculdade de Odontologia de Bauru insatisfeita com o seu
sorriso. ApO6s anamnese e exame clinico e radiografico verificou-se a
presenca de caries profundas, gengivite e biofilme. Na primeira sessao foi
realizada orientacdo quanto a higiene bucal e a alimentacao, profilaxia e
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aplicacdo de uma solucdo antibacteriana a base de iodo, a qual foi
reaplicada apds 3 e 5 dias. Nas sessdes seguintes foi realizada a escavagao
em massa utilizando-se cimento de ionémero de vidro. Depois de
restabelecida a saude bucal da paciente, foi realizada o tratamento
restaurador definitivo com resina composta. Concluiram que a carie € uma
doencga continua que se nao interrompida, progride levando a tratamentos
restauradores mais complexos e que antes destes tratamentos deve-se
restabelecer o equilibrio do meio bucal diminuindo a quantidade de bactérias

e modificando os habitos de higiene e alimentares do paciente.

Beyth et al.*, em 2008, testaram a biocompatibilidade e o efeito
antibacteriano de uma resina composta modificada pela incorporacao de 1%
e 2% de nanoparticulas de polietilenoamina de aménia quaternaria (PEI). Os
espécimes foram confeccionados a partir da resina composta Filtek Flow,
testados com as cepas de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis e Staphylococcus epidermidis e envelhecidos por um
periodo correspondente a 48 horas, 1 e 4 semanas. Realizou-se o teste de
difusdo em 4gar e do contato direto. Os resultados foram analisados por
meio da ANOVA one-way e do pés-teste de Tukey. A biocompatibilidade da
resina modificada foi averiguada através da viabilidade de macr6fagos e da
secrecao de citocinas TNFa. Concluiram que a incorporacao de
nanoparticulas de PElI em baixas concentracées resultou em uma
significante diminui¢gdo no crescimento de todos os microrganismos testados
nao afetando a biocompatibilidade da resina testada.

Garbin et al.’®

, em 2008, visando descrever 0s principais aspectos da
técnica restauradora atraumatica (ART) realizaram uma revisao de literatura.
Levantamento bibliografico nas bases de dados BBO, Liliacs e MedLine foi
feito empregando os descritores: ART, cimentos de ionémero de vidro,
avaliacdo clinica, indicacdo, contra-indicacdo e estudos longitudinais.

Somente os artigos relevantes entre 1991 e 2005 foram selecionados a partir
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do resumo e a seguir uma posterior avaliacao foi feita para selecao dos
artigos de acordo com o objetivo deste estudo. ApoOs citagdo de varios
autores relatando os bons resultados alcancados pelos cimentos de
iondmero de vidro com tempo de avaliagao clinica variando de seis meses a
3 anos, notou-se que o ART né&o atende as necessidades restauradoras de
todas as cavidades. Concluiram que este método, embora seja viavel, possui
eficacia apenas quando sua indicagéo for correta, sugerindo maiores estudos

e avaliagdes visando o aprimoramento do método.

Hernandez-Sierra et al.?°

, em 2008, compararam e avaliaram o efeito
bactericida e bacteriostatico de nanoparticulas de éxidos metélicos sobre o
Streptococcus mutans objetivando encontrar a concentragcdo necessaria de
nanoparticulas para a aplicagao clinica. Para este estudo foram utilizadas
nanoparticulas de prata, zinco e ouro e foram realizados os testes para
concentracdo minima inibitéria (MIC) e para a concentragdo minima
bactericida (MBC) que foram analisados pela ANOVA. Os resultados
mostram que houve uma diferenca significativa entre: prata x ouro
(p=0,00004), a prata x zinco (p=0,03) e o ouro x zinco (p= 0,003). No
entanto, os autores discutiram que a nanoparticula de prata necessitou de
uma menor concentracdo para inibir o Streptococcus mutans quando
comparada com as outras nanoparticulas, sugerindo que as nanoparticulas

de prata podem ser mais efetivas para o controle do Streptococcus mutans.

Huang et al.?*, em 2008, investigaram o efeito das nanoparticulas de
oxido de zinco (ZnO) sobre a superficie quimica das membranas bacterianas
das cepas de Streptococcus agalactiae e do Staphylococcus aureus. Para
os testes microbiolégicos, a bactéria e as nanoparticulas de ZnO com
diferentes concentracdes (de 10" a 10* M) foram cultivadas em placas de
agar solido e incubadas de um dia para o outro a 37 = 1°C e em seguida, o
nuamero de coldnias foi contado. As células inoculadas foram estimadas a
200 UFC por placa, e as placas de agar sélido sem ZnO foram usadas como
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controle. Verificaram que as células bacterianas foram danificadas apds o
contato com as nanoparticulas de 6xido de zinco concluindo-se que essas

nanoparticulas podem ser um efetivo agente biocida.

Jones et al.®®, em 2008, estimaram o efeito antibacteriano de
nanoparticulas de o6xido de zinco (ZnO) frente a um amplo espectro de
microrganismos. Para isso, os autores estudaram 6 cepas bacterianas de
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
pyogenes, Escheria coli, Enterococcus faecalis e Bacillus subtilis e utilizaram
6 nanoparticulas de 6xidos metalicos: MgO, TiO,, AloO3, CuO, CeO, e 0 ZnO.
Verificaram que 4 nanoparticulas (MgO, TiO,, CuO, CeO,) ndo mostraram
inibicdo de crescimento significante enquanto que o ZnO mostrou significante
inibicdo do crescimento das bactérias. Como o Al,O3 € altamente toxico para
a maior parte das células vivas ndo foi dada continuidade dos estudos com
essa nanoparticula. Os autores sugeriram que as nanoparticulas de ZnO tem
potencial para um agente bacteriostatico podendo ter aplicagdes no
desenvolvimento de agentes derivados utilizados para o controle da infecgao.

Lima et al.?®

, em 2008, em revisdo de literatura, afirmaram que a
técnica restauradora atraumatica preserva mais as estruturas sadias do
dente quando, comparada com a técnica restauradora convencional.
Segundo os autores, essa técnica apresenta boa eficacia, minimiza o uso de
anestesia local, reduz o grau de desconforto, aumenta as chances de
intervencao precoce e de preservacao das estruturas dentarias afetadas e
causa minima sensibilidade operatéria e pos-operatdria. Ressaltam também
0 seu baixo custo, faciltando o atendimento as populagbes carentes
desprovidas de energia elétrica. Enfatizam que esse procedimento possibilita
a criacao de um ambiente favoravel que detenha o processo da doenca carie
através da minima intervencdo gerando, dessa forma, uma estratégia de
promocao de saude bucal que visa levar o tratamento odontoldgico as

populacdes nao assistidas. Concluiram que essa técnica € uma alternativa
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viavel de tratamento da carie em saude coletiva podendo ser aplicada a toda
a populacao, principalmente aquelas que ndo possuem acesso.

Vasconcelos et al.*'

, em 2008, tiveram como objetivo avaliar a
atividade antibacteriana de um novo cimento odontoldgico utilizado para a
adequacao do meio bucal onde foi associado o 6xido de zinco (ZnO), o
hidroxido de calcio e dleo resina de Copaifera multijuga Hayne. As cepas
utilizadas foram a de Streptococcus mutans e a de Streptococcus sanguinis
para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima nos periodos de 24
horas e 48 horas, e os grupos foram alocados da seguinte forma: G1 - Oleo
resina de Copaifera multijuga Hayne + éxido de zinco + hidroxido de célcio;
G2 - Oxido de zinco; G3 - Hidréxido de calcio; G4 - Oleo-resina de Copaifera
multijuga Hayne. Um controle positivo foi realizado apenas com o meio de
cultura e a suspensdo bacteriana, assim como um controle negativo foi
composto apenas pelo meio de cultura. Os dados foram analisados através
de estatistica descritiva. Concluiram que o cimento proposto demonstrou
atividade antibacteriana e, portanto pode ser um material promissor para a
adequacgdo do meio bucal. No entanto, ainda sdo necessdarias pesquisas

para estudar as inUmeras propriedades do material.

Yudovin-Farber et al.*®

, em 2008, fizeram um estudo sobre a
composicao da superficie quimica de uma resina composta com 1% de
nanoparticulas de polietiienoamina de aménia quaternaria e sua
biocompatibilidade por meio de estudos de toxicidade local in vivo. O teste de
contato direto foi utilizado com cepa de Streptococcus mutans e espécimes
de resina composta Filtek Flow preparadas com 1% de PEIl sendo depois
envelhecidas por 1 semana e analisadas por meio da ANOVA one-way e
pds-teste de Tukey. Para avaliar a citotoxicidade os autores implantaram, em
um grupo de ratos Wistar machos, 2 discos de resina composta (5 mm de
didmetro e 1,2 mm de espessura) ndo modificados do lado esquerdo e 2

espécimes com 1% e 2% de PEI do lado direito. O segundo grupo de ratos
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teve implantado 2 espécimes com concentracdo de 4% e 5% de PEI no lado
esquerdo, e 2 espécimes de resina composta na concentracdo de 20% e
100% de PEI do lado direito. Ap6s 8 dias de implantacdo, os ratos foram
sacrificados e os tecidos com os polimeros foram levados para analise
histopatoldgica. A analise quimica da superficie foi realizada por meio da
espectroscopia fotoeletrdnica de raios X. Foi demonstrado que as amostras
possuem potencial similar de diminuigdo bacteriana. Verificou-se, através das
imagens de microscopia fluorescente, uma distribuicdo homogénea das
particulas de PEl na resina composta. Para a citotoxicidade, a analise
histopatol6gica mostrou boa tolerancia dos implantes com 1% e 2% de PEI
sendo o seu grau de reacao tecidual com formagédo capsular comparavel
com aquele dos implantes sem nanoparticulas de PEI (controle). Isso pode
sugerir que nao houve reagdo adversa com a aplicagdo da resina modificada
e nem evidéncias de reacao inflamatéria. No entanto, as maiores
concentracdes de PEI resultaram em intolerancia moderada evidenciada por
areas de necrose e acumulo de inflamagcao. Conclui-se que a incorporacao
da nanoparticula do PEI na resina composta a 1% foi compativel e resultou
em um forte efeito antibacteriano sobre Streptococcus mutans sem causar

danos.

Ahn et al.", em 2009, compararam as caracteristicas superficiais, as
propriedades fisicas e a atividade bacteriana de adesivos experimentais,
contendo particulas de silica e nanoparticulas de prata com os adesivos
convencionais. Para a pesquisa foram utilizados dois adesivos ortoddnticos,
o Transbond XT e o Fuji Il LC e trés concentragdes diferentes de adesivo
experimental com particulas de silica e 0 ppm, 250 ppm e 500 ppm de prata.
Para a caracterizagdo da superficie foram feitos espécimes em forma de
discos (10 mm x 2 mm). Utilizou-se Microscépio Confocal a Laser para
analisar a rugosidade da superficie e o angulo de contato para avaliar a

energia livre de superficie, sendo cada teste repetido 5 vezes para cada 3
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espécimes do grupo. Para analisar as propriedades fisicas, os adesivos
foram aplicados na face vestibular de pré-molares humanos recém extraidos,
armazenados por 24 horas em agua deionizada e em seguida submetidos ao
teste de resisténcia ao cisalhamento. O mesmo pesquisador analisou a
superficie do esmalte, por meio de um microscopio, para atribuir escores de
0 a 3 ao remanescente de adesivo presente na superficie do esmalte. Para
examinar a atividade bacteriana foram utilizadas cepas de Streptococcus
mutans e Streptococcus sobrinus e 0s testes de adesao estreptocécica aos
adesivos com saliva humana, teste de determinacdo do efeito adesivo no
crescimento bacteriano e o teste de difusdo em agar. O estudo demonstrou
que a incorporacdo de nanoparticulas de prata aumentou a rugosidade
superficial, no entanto a energia de superficie livre dos adesivos
experimentais foi préxima a dos adesivos comerciais. Foi observado também
que nao houve diferenca na resisténcia ao cisalhamento entre os adesivos.
O teste de atividade bacteriana indicou que teve efeito significante na adesao
bacteriana a cepa bacteriana utilizada e o tipo de adesivo, sendo que o
Streptococcus mutans aderiu aos adesivos mais do que o Streptococcus
sobrinus e o0s adesivos experimentais apresentaram menor adesao
bacteriana do que os outros testados. Apesar disso, ndo houve halo de
inibicdo presente no teste de difusdo de disco. Os autores concluiram que a
incorporacdo de nanoparticulas de prata nos adesivos foi bem sucedida
assim como o0s adesivos experimentais contendo nanoparticulas de prata
podem prevenir a desmineralizacdo do esmalte em torno dos brackets sem

alteragao significante de suas propriedades fisicas.

Biirgers et al.”, em 2009, avaliaram in vitro o potencial antibacteriano
da adicao de nanoparticulas de prata a resinas compostas em Strepfococcus
mutans. Vinte espécimes (10 mm de didmetro e 2 mm de espessura) foram
preparados com resina composta contendo 0%, 0,3% e 0,6% de prata.

Foram realizadas analises de rugosidade superficial utilizando um
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perfilbmetro, de hidrofobicidade, da aderéncia estreptocdcica utilizando
ensaio de biofluoréscencia e da viabilidade da aderéncia bacteriana através
da microscopia de fluorescéncia. Realizou-se o teste de Kruskal-Wallis e de
Mann-Whitney, com nivel de significancia de 5%. Encontraram maior
aderéncia estreptocdcica na resina composta sem adicao de prata. Notaram
também uma porcentagem significantemente maior de células mortas na
resina com 0,3% e 0,6% (p<0,001) e diferenga estatisticamente significante
entre a mediana do angulo de contato da agua do compdsito sem prata, do
composito com 0,3% de prata e do com 0,6% de prata (p<0,001). Concluiram
que a adicao de microparticulas de prata a resina composta aumentou a sua
hidrofobicidade e reduziu o numero de aderéncia estreptocdcica.
Simultaneamente houve diminuicdo na porcentagem de células mortas e
inativas na superficie da resina sem a adicdo da prata assim como

diminuicao efeito bactericida.

Liu et al.?®, em 2009, investigaram as propriedades antibacterianas
das nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONP) contra a Escherichia coli
0O157:H7 e estudaram o modo de agcédo dessas nanoparticulas sobre as
bactérias. Por meio do teste antibacteriano, células bacterianas foram
inoculadas em placas de agar triptose de soja (TSA) que continham diversas
concentracdées da ZnONP (0, 3, 6, 12 mmol 10™). Por meio da microscopia
eletrénica de varredura, foram examinadas as mudancas morfolégicas das
células de Escherichia coli antes e ap6s o tratamento com ZnONP. A
microscopia eletrbnica de transmissao caracterizou o tamanho das
nanoparticulas e estudou a agdo bactericida da ZnONP. Os autores
relataram que a eficacia das ZnONP na inibicao do crescimento bacteriano é
dependente da concentragdo da nanoparticula, do seu tamanho e do seu
formato. No que diz respeito ao seu modo de acao, os autores acreditam que
0 mecanismo antibacteriano da ZnONP pode estar relacionado com a

destruicao dos lipideos e das proteinas na membrana celular da bactéria
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causando 0 extravasamento do contetudo celular. Concluiram que as
nanoparticulas de 6xido de zinco tém o potencial para ser considerada um

agente antibacteriano efetivo.

Silva, Mendes *’, em 2009 objetivaram, por meio de um levantamento
na literatura, rever as perspectivas dos pesquisadores da ART, no controle
da doenca carie, através da abordagem de sua aplicabilidade. A metodologia
utiizada foi um levantamento de pensamentos e dizeres na literatura,
disponivel em periodicos, revistas e na base de dados Scielo a partir de
2000. De acordo com os autores, a ART € uma técnica de baixo custo, facil
de ser empregada em locais de dificil acesso que consiste na abordagem
odontoldgica que usa apenas instrumentos manuais para remover o tecido
cariado amolecido, interrompendo dessa forma o processo da doenga carie.
Os autores enfatizam que embora a técnica seja simples, faz-se necessaria a
sua correta indicagdo. A técnica consiste em remover todo o esmalte e
dentina amolecida e sem suporte seguido pelo selamento da cavidade com
materiais provisoérios. Do ponto de vista dos autores, a ART surge como uma
variavel da adequacdo do meio, usando cimentos de ionémero de vidro
apropriados que liberam fluor e auxiliam na prevengédo de lesdes de carie
secundarias. Concluiram que a ART atua como importante estratégia no
controle da doenga carie em nivel coletivo minimizando as necessidades de

tratamentos clinicos da populacao.

Spencer et al.®, em 2009, testaram se o 6xido de zinco (ZnO)
incorporado a um agente de unido ortodéntico exibe atividade antibacteriana
e verificaram a durag&o do possivel efeito antibacteriano e suas propriedades
adesivas. O 6xido de zinco foi incorporado ao cimento de iondmero de vidro
Fuji Ortho LC na concentragdo de 0% (controle negativo), 13% e 23,1% para
a realizacao do teste de difusdo em agar e uma quarta mistura foi realizada
com adesivo ortoddntico a base de resina fotopolimerizavel (TransBond XT).
Para o teste de resisténcia ao cisalhamento, 30 incisivos bovinos deciduos



38

com brackets colados com o Fuji Ortho LC (com 0%, 13% e 23,1% de ZnO) a
superficie do esmalte foram utilizados. Observaram que a resisténcia ao
cisalhamento diminuiu com o aumento da concentracdo do ZnO, no entanto,
a diferenca das misturas estd no limite da significancia, sem diferenca
estatisticamente significante (p=0,055). O teste de difusdo em agar mostrou
que houve diferenga significante para a atividade antibacteriana (p<0,001)
exceto entre o controle negativo e a Transbond XT (p=0,294). Os autores
encontraram que o aumento na concentragcao de ZnO promove um aumento

na atividade antibacteriana e diminui¢ao na resisténcia ao cisalhamento.

Beyth et al.’, em 2010, analisaram in vivo o efeito antibacteriano de
resinas compostas com adicdo de nanoparticulas de polietilenoamina de
amoénia quaternaria. Para este estudo foram selecionados dez adultos que
utilizaram um dispositivo oral (aparelho) no arco superior por 4 horas, no qual
foi adicionado 1% do polimero sintetizado a resina composta em formato de
disco no lado direito, e do lado esquerdo apenas a resina composta. Para
avaliar o potencial antibacteriano foram utilizados o microscopio confocal a
laser e a microscopia eletrénica de varredura. Através dos resultados obtidos
pelo microscopio confocal a laser, foi possivel observar que na superficie da
resina composta a maioria das células bacterianas eram viaveis e na
superficie da resina composta com 1% de PEI ficou evidente que a maioria
das células bacterianas ndo estavam viaveis. A microscopia eletrénica de
varredura revelou um biofilme estavel com numerosas células bacterianas
para a resina composta enquanto que, para a resina composta com 1% de
PEI, um biofilme com poucas bactérias com membranas celulares claras.
Concluiram que a incorporacao de nanoparticulas de PEI a resina composta
exibiu significante atividade antibacteriana in vivo assim como potente

espectro antibacteriano contra as bactérias salivares.

Chibinsk, Wambier'®, em 2010, avaliaram dois protocolos clinicos de
adequacao do meio bucal, um com a aplicacao de cariostatico e outro com
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aplicagéo de cariostatico e selamento cavitario com cimento de éxido de
zinco e eugenol, durante a fase preparatéria do meio bucal. Para isso, 28
criangas, entre 3 e 4 anos, foram selecionadas de acordo com 0s critérios:
atividade de cérie e presencga de pelo menos 3 lesdes cavitadas em molares
deciduos. Nao participaram do estudo as criangas que ndo apresentaram
atividade de carie, que possuissem dentes com comprometimento pulpar,
menos que 3 lesbGes cavitadas e criancas que faziam uso de terapia
antibiética ou com problemas sistémicos. Amostras de saliva estimulada
foram coletadas e plagueadas e, apds essa etapa, as criangas foram
aleatoriamente distribuidas em dois grupos de tratamento: Grupo 1 -
aplicacao de diaminofluoreto a 10%, Grupo 2 - aplicacao de diaminofluoreto
a 10% associado a selamento cavitario com 6xido de zinco e eugenol. Em
seguida foi realizada a coleta de saliva 24 horas e 7 dias apds conclusao dos
tratamentos para posterior contagem de UFC/ml do Streptococcus mutans.
Os autores concluiram que os dois tratamentos foram capazes de reduzir o
crescimento de Streptococcus mutans, sendo que essa reducdo se manteve

até 7 dias apenas no grupo 2.

Seving, Hanley®®, em 2010, observaram o efeito da mistura de
nanoparticulas de 6xido de zinco a compadsitos comerciais sobre o biofilme e
sobre as células plancténicas do Streptococcus sobrinus. Para este estudo
foram confeccionados corpos de prova de resina composta microhibrida e
nanoparticuladas com a incorporacdao de 1% de prata, 10% de diéxido de
titanio, 10%, 5%, 1% de ZnONP, 1% de ZnO nao polarizado e 1% de ZnO
polarizado. Os testes utilizados foram contagem de UFC/ml, testes de
concentragdo minima inibitéria e concentragdo minima bactericida, contagem
de células viaveis no terceiro dia de formacao de biofilme do Streptococcus
oralis, Streptococcus gordonii e Actinomyces naeslundii, inibicao pelo contato
direto das resinas utilizando microscopio eletrbnico de varredura e

microscépio confocal a laser. A atividade bacteriostatica e a atividade
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antibacteriana dos compdsitos com nanoparticulas de 6xido de zinco foi
avaliada através de medidas cinéticas de crescimento bacteriano e teste de
difusdo do disco assim como foi feita a avaliagdo dos componentes liberados
da resina composta com nanoparticulas. Para a andlise estatistica foram
utilizados os testes nao paramétricos de de Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e
Wilcoxon com nivel de significancia de 5%. Os autores verificaram que houve
uma redugdo significante de até 80% da contagem bacteriana no compaésito
que continha 10% de nanoparticula de ZnO quando comparado com 0s
compositos ndo modificados (p=0,000). Foi verificado também que a
concentracao minima inibitéria para os compdsitos com nanoparticulas de
oxido de zinco suspensas em cultura planctonica de Streptococcus sobrinus,
foi de 50 ul mlI". Os compésitos com 10% de ZnO demonstraram menor
formacao de biofiime apés 1 dia de crescimento anaerdbico das trés
espécies de microrganismos, no entanto ndo reduziram significantemente o
crescimento apos 3 dias de formacao de biofilme. Os autores concluiram que
inicialmente as resinas com nanoparticulas de ZnO apresentaram efeito
antibacteriano, no entanto apds o periodo de um més, esse efeito nao se
manteve indicando que nao houve liberagéo suficiente de zinco proveniente

das nanoparticulas de ZnO.

Elsaka et al.’®, em 2011, estudaram as propriedades fisicas e
antibacterianas de um cimento de ionémero de vidro convencional com a
incorporagao de 3%, 5% e 7% de nanoparticula de didxido de titanio em
cepas de Streptococcus mutans. As propriedades fisicas foram testadas por
meio da resisténcia a fratura, a flexdo, a microtracdo e a compressao,
microdureza e tempo de presa. A atividade antibacteriana foi verificada por
meio do teste de contato direto. Foi realizada Analise de Variancia a um fator
e pos-teste de Tukey para a avaliacao das propriedades fisicas. Para o teste
antibacteriano utilizaram Analise de Variancia a dois fatores e pds-teste de

Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Os autores observaram
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que o cimento de iondmero de vidro na concentracdo de 3%, 5% e 7 % de
nanoparticula de didxido de titanio teve efeito antibacteriano eficaz (p<0,001),
no entanto, na concentracdo de 5% e 7% as propriedades fisicas foram
afetadas (p<0,05). Pode-se concluir que o cimento de ionémero de vidro com
3% de nanoparticula de diéxido de titanio pode ser um material restaurador

com atividade antibacteriana promissor.

Fan et al.'

, em 2011, demonstraram a sintese de nanoparticulas de
prata (Ag), in situ, e verificaram a existéncia de um efeito antibacteriano
efetivo.  Utilizaram resinas quimicamente ativadas associadas a
concentragdes de 0 (controle negativo), 0,2% e 0,5 % de nanoparticulas de
Ag com Streptococcus mutans, por cinco dias, para verificar o efeito inibitério
dos discos de resina com Ag. Os autores utilizaram um estudo piloto prévio
onde uma resina fotopolimerizavel na concentracdo de 0,2% de Ag foi
utilizada para comparar os resultados. Para averiguar a liberacdo da prata,
discos foram imersos em agua deionizada por um periodo de 1 e 4 dias, 1, 2
e 4 semanas. Os autores concluiram que houve um efeito antibacteriano da
resina propriamente dita, porém sendo necessario novos estudos para
investigar melhor as propriedades mecénicas, de liberacao in vitro e efeito
antibacteriano in vitro no intuito de se buscar uma série de antibacterianos

que podem vir a prevenir a carie secundaria.

Xie et al.®®, em 2011, avaliaram a influéncia na atividade
antibacteriana e nas propriedades mecéanicas da adicao de 1%, 3%, 5%, 7%,
10% e 20% do sal de polietiienoamina de aménia quaternaria ao cimento de
ionémero de vidro Fuji Il LC. Testes de resisténcia a compressao e a tragéo
diametral foram conduzidos para verificar as propriedades mecéanicas. Para a
atividade antibacteriana utilizou-se o teste do contato direto. Utilizaram
Andlise de Variancia a um fator com poés-teste de Tukey. O nivel de
significancia adotado foi de 5%. A adigdo do sal de polietilenoamina de

amoénia quaternaria ao cimento de ion6mero de vidro exibiu atividade
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antibacteriana significativa (p<0,05) enquanto que diminuiu sua resisténcia a
compressao (p<0,05). Concluiram que o cimento de ionémero de vidro
proposto pode ser um material restaurador clinicamente atraente por oferecer
atividade antibacteriana maior do que o cimento de ionémero de vidro
convencional. Ressaltaram que futuros estudos devem ser conduzidos no

sentido de melhorar sua resisténcia a compressao.

Xu et al.**, em 2011, propuseram o desenvolvimento do primeiro
compdsito dental com nanoparticulas de fosfato de célcio amorfo. Testaram
também se a combinacdo desse compdsito com particulas de vidro estético
produziria resinas compostas fotopolimerizaveis com alto nivel de liberagéo
de calcio e de fosfato. Os autores utilizaram como controle uma resina com
baixo nivel de liberacdo de fluor, a Heliomolar, um ionébmero de vidro
modificado por resina, o Vitremer, e outro controle consistindo de vidro de
fluoraluminosilicato. Foi utilizado também o compdsito com nanoparticulas de
fosfato de calcio amorfo (NACP) combinado com particulas de vidro nas
seguintes concentracdes: 0% de NACP com 75% de vidro; 10% de NACP
com 65% de vidro; 15% de NACP com 60% de vidro e 20% de NACP com
50% de vidro. Testes de resisténcia a flexdo e mdédulo de elasticidade foram
realizados. Para avaliar a liberagédo de ions célcio e ions fosfato, os corpos
de prova foram imersos em solugdes com pH de 4, 5,5 e 7 com leituras feitas
com 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias utilizando espectrofotébmetro. A analise
estatistica utilizada foi a ANOVA one-way e two-way e pos-teste de Tukey.
Os autores observaram que quanto maior o nivel de nanoparticulas de
fosfato de célcio amorfo, maior a liberacao de ions (p<0,05) e quanto menor
o pH maior a liberagdo de ions (p<0,05). O pH néao influenciou nas
propriedades mecéanicas do composito (p>0,05). Os autores concluiram que
o novo compoésito de NACP possui resisténcia a flexao e médulo de
elasticidade igual ou superior aqueles existentes no mercado e que nao

possuem liberacao de fllor. As nanoparticulas que apresentam alta area de
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superficie permitiram que a resina apresentasse maior nivel de liberacao de
flior com um nivel menor de particula. De acordo com os autores, 0s
nanocompa@sitos foram “inteligentes” e conseguiram aumentar a liberagao de

ions em pH &cido.

Ferreira et al.’®, em 2012, investigaram a atividade antiaderente dos
cimentos de ionémero de vidro puros e de cimentos de iondmero de vidro
associados a clorexidina a 2% e a tintura de Schinus terebinthifolius
(Aroeira). Os espécimes confeccionados (6 mm de didmetro e 3 mm de
espessura) foram alocados em tubos contendo uma solucdo composta pelo
meio de cultura em caldo e pela suspensao bacteriana de Streptococcus
mutans e de Streptococcus oralis por 24 horas para verificagdo da aderéncia
de células bacterianas e posterior contagem de UFC/ml. Os autores
observaram que a adicdo de clorexidina ao cimento de ionémero de vidro
conferiu inibicdo do crescimento bacteriano, porém alterou as suas
propriedades mecéanicas. Concluiram que a clorexidina e a tintura de aroeira
associada ao cimento de ionémero de vidro potencializam a atividade
antiaderente dos materiais restauradores contra Streptococcus mutans € o
Streptococcus oralis e sugeriram que testes mais especificos sao
necessarios para avaliar a atividade antiaderente do cimento de ionédmero de

vidro frente ao Streptococcus mutans e ao Streptococcus oralis.

Hojati et al.?'

, em 2013, avaliaram as propriedades fisicas e
mecanicas e a atividade antibacteriana de uma resina flow (Heliomolar Flow)
com a incorporagao de 1%, 2%, 3%, 4% e 5% de nanoparticula de 6xido de
zinco em cepas de Streptococcus mutans. Para avaliar a atividade
antibacteriana foi realizado teste de difusdo em &gar, contato direto com
meio de cultura BHI e a microscopia eletrbnica de varredura. Para as
propriedades mecanicas, os testes de forca e moédulo de flexdo e
compressao foram executados. Para a propriedade de unido, testes de

resisténcia ao micro cisalhamento e para as propriedades de cura, testes de



44

grau de conversao e profundidade de cura foram executados. Os dados
foram submetidos a Andlise de Variancia a um fator e pés-teste de Tukey. O
nivel de significancia adotado foi de 5%. Os resultados demonstraram que
quanto maior a concentracdo de nanoparticula, maior foi sua atividade
antibacteriana, porém as maiores concentragbes afetaram as propriedades
mecanicas e fisicas da resina flow. Concluiram que a resina flow com 1% de
nanoparticula de o6xido de zinco foi capaz de inibir o crescimento do
Streptococcus mutans sem afetar as propriedades mecanicas e fisicas da

resina estudada.

122, em 2013, estudaram o efeito antibacteriano de um

Hotwani et a
cimento de ionébmero de vidro modificado por resina (Fuji Il LC) e de um
giébmero (Beautiful Il) em cepas de Streptococcus mutans. O teste de difusao
em &gar foi executado e a clorexidina a 0,2% foi utilizada como controle
positivo. Apds 24, 48 horas e 7 dias as zonas de inibicdo foram medidas. A
andlise estatistica foi realizada por meio da Andlise de Variancia com nivel
de significancia de 5%. Observaram que os dois materiais testados exibiram
atividade antibacteriana a qual diminuiu ao longo de 7 dias. No entanto,
houve diferenca significativa entre os dois cimentos materiais (p<0,05). Os
autores concluiram que o gibmero e o cimento de ionébmero de vidro
modificado por resina foram eficazes para inibir o crescimento bacteriano, no

entanto, mais estudos precisam ser conduzidos.

Prabhakar et al.®’

, em 2013, verificaram a influéncia da adicao de 1%
e de 2% de uma mistura de dois antibidticos (ciprofloxacino e metronidazol)
ao cimento de ionémero de vidro convencional Fuji IX sobre suas
propriedades fisicas, habilidade de liberacdo de fluor e propriedades
antibacterianas em cepas de Streptococcus mutans e Lactobacillus casei. Foi
realizado o teste de difusdo em agar em meio de cultura BHI, com corpos de
prova de 10 mm de diametro e 2 mm de espessura (n=15) onde apds 48

horas e 7 dias seus respectivos halos de inibicao foram mensurados. Para a
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analise das propriedades antibacterianas foi realizada a Analise de Variancia
a um fator, pos-teste de Tukey e o t-Student pareado. Para verificar a
liberacdo de fluor, os espécimes de 10 mm de didmetro e 2 mm de
espessura (n=10) foram alocados em recipientes fechados com agua
destilada e apds o periodo de 24 horas e 7 dias a quantidade de fluor foi
medida. A andlise estatistica utilizada foi o teste de Kruskal Wallis, de Mann
Whitney e de Wilcoxon. Para avaliar as propriedades fisicas do cimento de
iondbmero de vidro, foram executados os testes de resisténcia ao
cisalhamento com espécimes de 3 mm de didmetro por 4 mm de espessura
confeccionadas sobre a dentina oclusal de molares permanentes humanos
(n=10), o teste de resisténcia a compressdao no qual foram utilizadas 10
espécimes com 4 mm de diametro por 6 mm de espessura e o teste de
tempo de presa com espécimes de 10 mm de didmetro por 5 mm de
espessura. Foi realizada a Andlise de Varidancia a um fator e teste de
Bonferroni. Para a avaliagdo da microinfiliragdo, foi confeccionado uma
cavidade classe V com 4 mm de didmetro e 2 mm de profundidade na face
vestibular de pré-molares (n=15) seguida de restauracdo com os cimentos de
iondmero de vidro estudados. Os espécimes passaram por termociclagem,
foram imersos em azul de metileno e seccionados para avaliagdo da
microinfiltracao. A analise estatistica realizada foi o teste de Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney. O nivel de significancia adotado para todos os testes foi de
5%. Os autores observaram que a zona de inibicdo assim como a liberacao
de flor do cimento de iondmero de vidro com 2% da mistura dos antibiéticos
foi significantemente maior (p<0,05) do que o cimento de iondbmero de vidro
convencional e com 1%. No entanto as propriedades fisicas da mistura com
2% foram diminuidas (p<0,05). Concluiram que o cimento de ionémero de
vidro adicionado de 1% de ciprofloxacino e metronidazol demonstrou
atividade antibacteriana satisfatoria e liberagdo melhorada de flior sem que
propriedades fisicas fossem afetadas drasticamente.
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3 PROPOSICAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antibacteriana de diferentes concentragbes de nanoparticulas de éxido de
zinco incorporadas a um cimento de ionbmero de vidro quimicamente ativado
e um modificado por resina fotopolimerizavel sobre o biofilme de
Streptococcus mutans com diferentes tempos de maturacao.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Delineamento Experimental e Variaveis de Estudo

Trata-se de estudo experimental do tipo laboratorial duplo cego. Dois
cimentos de iondmero de vidro foram avaliados, um quimicamente ativado e
outro modificado por resina fotopolimerizavel. Para cada material, duas
variaveis independentes foram consideradas: a incorporacdo de
nanoparticulas de 6xido de zinco (3 niveis: sem nanoparticulas, com 1% de
nanoparticulas em peso e 2% de nanoparticulas em peso) e o periodo de
maturacao do biofilme de Streptococcus mutans (2 niveis: 24 horas e 7 dias).
Como variavel dependente considerou-se a capacidade antibacteriana
analisada por meio do numero de UFC/ml, cujos valores foram transformados
em logaritmo de base 10. Realizou-se também andlise da morfologia das
células bacterianas.

Para a realizacdao do estudo foram confeccionados 108 corpos de
prova os quais foram em 12 grupos experimentais (n=9) como mostra a
Figura 1.

Figura 1 — Organograma dos grupos experimentais
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1% de 1% de 1% de 1% de
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2% de 2% de 2% de 2% de

nanoparticula nanoparticula nanoparticula nanoparticula
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4.2 Materiais

Foram utilizadas nanoparticulas de oOxido de zinco (20 nm)
desenvolvidas pelo Grupo de Crescimento de Cristais e Materiais Ceramicos

do Instituto de Fisica de Sao Carlos-USP (Universidade de Sao Paulo).

O cimento de iondmero de vidro quimicamente ativado utilizado foi o
Fuji Il (GC America) enquanto o cimento de iondmero de vidro modificado por

resina fotopolimerizavel foi o Fuji Il LC (GC America).
4.3 Confeccao dos corpos de prova

Foi realizada a pesagem tanto do p6 do 6xido de zinco quanto dos
cimentos utilizados. Para a obtencao das proporcées adequadas do p6 dos
cimentos de iondbmero de vidro e das nanoparticulas de éxido de zinco,
inicialmente foi pesada a quantidade de pé dos cimentos de iondmero de
vidro necessaria para preenchimento da colher-medida de pé presente no kit
dos materiais. A partir disso, realizou-se uma regra de trés, considerando-se
a quantidade de pé dos cimentos pesada como 100%, para obtencao da
quantidade de p6 de nanoparticula de 6xido de zinco que deveria ser pesada
de acordo com a concentracdo de 1% e 2%. ApO6s a pesagem, a
manipulacdo dos cimentos ocorreu de acordo com as instrugbes do
fabricante.

Os corpos de prova foram confeccionados usando uma matriz
metdlica de 4 mm de diametro e 2 mm de espessura®?°. Para os corpos de
prova com cimento de ionébmero de vidro quimicamente ativado, apds a
insercdo do mesmo na matriz foi posicionado uma tira de poliéster, uma
placa de vidro e um peso de 1 kg para permitir o escoamento do excesso do
material deixando a superficie lisa e padronizada. Apés o processo de

geleificagao, o conjunto tira de poliéster/placa de vidro/peso foi removido.
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Para os corpos de prova confeccionados com o cimento de
iondbmero de vidro modificado por resina fotopolimerizavel os mesmos
procedimentos foram realizados, ou seja, inser¢cdo do material, colocagao da
tira de poliéster, placa de vidro e peso. Apds 30 segundos, 0 peso e a placa
de vidro foram removidos e o cimento foi fotopolimerizado com aparelho de
luz LED Radii Plus (SDI, Austradlia) com densidade de poténcia de 1500

mW/cmz2.

Apos sua confecgdo todos os corpos de prova foram distribuidos
aleatoriamente, por meio da técnica simples de aleatorizacdo, e embalados
separadamente em papel grau cirdrgico, de acordo com o Qrupo
experimental pertencente, para serem esterilizados com géds de oxido de
etileno (ACECIL Ind Ltda, Campinas/SP, Brasil.) O processo de esterilizagao
com gas de oxido de etileno levou 2 dias para ser concluido. Apds isso, foi
necessario um intervalo de 15 dias antes do inicio do experimento para que
nenhum residuo do gas de 6xido de etileno permanecesse sobre a superficie

dos corpos de prova.
4.4 Microrganismo

Foi utilizada neste estudo a cepa de Streptococcus mutans ATCC
25175 fornecida pela Fundacdo FioCruz (Departamento de Microbiologia,
Laboratério de Materiais de Referéncia, Setor de Bactérias de Referéncia
localizados na Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude — INCQS, Av. Brasil, 4365 — Manguinhos, Cep: 21045-
900, Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

4.5 Reativacao da espécie

O Streptococcus mutans foi reativado em 5 ml de meio de cultura BHI
(Brain Heart Infusion) e mantido em ambiente de microaerofilia a 37°C +1 por
18 horas. Apos o crescimento, a suspensao foi centrifugada a 3000 rpm por
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15 min (centrifuga Excelsa Il, modelo 206-BL, FANEM) e as células lavadas
duas vezes com solucao salina estéril. O produto final foi suspenso em BHI
caldo e a turbidez do material foi ajustada a absorbancia de 0,15 lida em
600nm (espectrofotdmetro FEMTQO) que corresponde a uma suspensao para
solucdo estoque de 10® células/mL™".

4.6 Formagao do biofilme bacteriano in vitro sobre os corpos de prova

Previamente os corpos de prova foram distribuidos em placas de
microtitulacdo (24 pocgos) contendo 1000 pl de BHI e suspensao bacteriana
de Streptococcus mutans (Figura 2). Todos os corpos de prova ficaram
submersos no meio de cultura e foram incubados a 37°C %1 por 24 horas e 7
dias em ambiente de microaerofilia (Permution®, Curitiba/PR, Brasil).

Figura 2 - Esquema de distribuicdo dos corpos de prova para a formagéao do

biofilme in vitro.
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4.7 Teste antibacteriano

Apos a formacao do biofilme bacteriano, a suspensao de cada poco
foi aspirada e os corpos de prova foram lavados trés vezes com 1000 pl de
PBS (Tampao Fosfato Alcalino) estéril, sendo esse procedimento repetido 3

vezes, com o intuito de remover as células bacterianas nao aderidas.
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Apés a lavagem, os corpos de prova foram retirados dos pocos com
pincas esterilizadas e colocados em tubo Falcon com 5 mL de PBS. Os tubos
foram agitados com auxilio de agitador “Vortex” por 1 minuto e imersos em
agua dentro de uma cuba ultrassénica por 8 minutos (Digital Ultrasonic
Cleaner, produzida pela Kondortech, com forca de limpeza de 160 W). Esse
procedimento foi realizado para desagregar o biofilme e liberar as células
bacterianas que estavam aderidas nos corpos de prova para a contagem de
células viaveis da solucao resultante.

O método utilizado para contagem foi o das diluicées seriadas, onde a
partir da solucao inicial, da qual se queria conhecer o numero de células,
foram produzidas varias diluicdes, seguido de plaqueamento das diluicoes
(semeadura sobre meio de cultura sélido) e contagem de UFC presentes nas
placas. A partir da suspensao resultante apds a desagregacao do biofilme,
suspensao essa considerada inicial para o procedimento de contagem foram
feitas 7 diluigdes, 107, 102, 103, 10*, 10>, 10°® e 10”7 para cada poco de
cada grupo investigado. Da solucao inicial 100pl, foi inoculado em 900ul de
PBS originando a diluicdo 10, e depois de um ependorf para o outro 100,
pois em cada ependorf havia 900 pl de PBS, sendo originadas assim as
demais diluigbes (Figura 3).

Figura 3 - Diluicdo seriada do biofilme desagregado dos corpos de
prova.
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De cada diluicao foi pipetado 25uL sobre meio de cultura apropriado
(agar sacarose) contido em placas de Petri (90x15ml) divididas em 4
quadrantes. Este in6culo foi espalhado sobre a superficie deste meio com

auxilio de alca de Drigalsky sempre da maior diluicdo para a menor.

Apos a distribuicdo das diferentes diluicbes nas placas, as mesmas
foram incubadas em estufa a 37°C (x 1°C) em atmosfera de microaerofilia
como descrito por 24 horas, para que ocorresse a multiplicacdo bacteriana a
ponto de surgirem colonias visiveis a olho nu. Cada colbnia visivel
correspondeu a uma UFC ap6s ocorréncia da multiplicagao celular ao longo
do tempo. Para a contagem e calculo do numero de UFC/mL foi utilizada a
diluicdo que apresentou de 30 a 300 colénias. O numero de UFC/mL foi

determinado por meio da Equagéo 1.

cx 10"

UFC/mL =

(1)

Onde:

¢ = média do numero de colénia
n = valor absoluto da diluigdo na qual as coldnias foram contadas
q = quantidade pipetada para cada diluicao nas semeaduras das placas, em mL (q = 0,025)

4.8 Analise da morfologia do biofilme por microscopia eletrénica de varredura
(MEV)

A observacao microscopica da aderéncia e formagao de biofilme de
Streptococcus mutans sobre a superficie dos corpos de prova foi realizada
para todos os grupos. Os procedimentos para incubacdo e o tempo de
maturacao do biofilme foram os mesmos em relagdo ao teste antibacteriano.
A seguir, os corpos de prova foram colocados nos pocos de uma placa de
microtitulacdo de 24 pocgos e imersos em solucao de glutaraldeido a 2,5%
durante 15 minutos para a fixagdo dos microrganismos, seguida da
desidratacao gradual em série de alcool (15, 30, 50, 70, 90 e 100%), por 15
minutos cada. Os corpos de prova foram colados em suporte metélico para
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observacdo. Como os corpos de prova analisados nao apresentavam
condutividade elétrica, para esta fixagdo foi empregado adesivo condutor,
necessario para garantir um caminho condutivo. Em seguida eles foram
metalizados, cobertos com ouro, com o mesmo objetivo de torna-los
condutivos. Na observagao por MEV foi utilizado o microscopio eletrénico de
varredura - MEV LEO, modelo 440 (Leica-Zeiss, Alemanha).

4.9 Andlise Estatistica

A calibragdo do pesquisador que fez a contagem das UFC/ml foi
realizada em estudo piloto, com o intuito de se obter a confiabilidade das
medidas obtidas intra-examinador. Para tanto, o pesquisador examinou em
duplicata as fotografias de 20 placas inoculadas com Streptococcus mutans,
com intervalo de uma semana entre as avaliacées. A concordancia intra-
examinador foi estimada por meio do Coeficiente de Correlacao Intraclasse
(p), sendo o grau de concordancia classificado segundo a proposta de
Fermanian'® (1984). Para realizacdo do experimento definitvo a
concordancia intra-examinador deveria ser classificada no minimo como
“Boa”. Neste estudo o valor de concordancia obtido foi classificado como
“Excelente” (p = 0,99).

A andlise de dados foi conduzida de forma independente para os dois
tipos de cimento de iondbmero de vidro. O nivel de significancia adotado para
tomada de deciséo foi de 5%.

Para o cimento de iondmero de vidro quimicamente ativado o
pressuposto de normalidade foi atendido em cinco dos seis grupos
estudados (Teste de Shapiro Wilk: p=0,067). O pressuposto de
homocedasticidade foi atendido (Teste de Levene: p=0,087).

Para o cimento de ionébmero de vidro modificado por resina
fotopolimerizavel o pressuposto de normalidade foi atendido em cinco dos
seis grupos (Teste de Shapiro Wilk: p=0,066). O pressuposto de
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homocedasticidade foi atendido (Teste de Levene: p=0,576). Realizou-se
Andlise de Varidncia a dois Critérios (tempo e concentragdo de

nanoparticula).
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5 RESULTADO

Os resultados serdo apresentados segundo o tipo de cimento de

ionOmero de vidro.

5.1 Cimento de ionébmero de vidro quimicamente ativado

A média e o desvio padrao dos valores de logio UFC/mL referente ao
cimento de iondmero de vidro quimicamente ativado segundo o tempo de
maturacdo e a concentracdo de nanoparticulas podem ser observadas na
Tabela 1.

Tabela 1 - Medidas de resumo dos valores de logio (UFC/mL) do cimento de
iondmero de vidro quimicamente ativado segundo o tempo de maturacéao do

biofilme e a concentracdo de nanoparticula. Araraquara, 2014.

Concentragao de Periodo de Incubagao
nanoparticula 24 horas 7 dias Total
0% 8,74+1,41 8,22+1,52 8,48+1,45
1% 8,47+1,29 8,66+1,78 8,57+1,51
2% 8,48+1,36 8,39+2,02 8,43%1,67
Total 8,56+1,31 8,42+1,73

A Tabela 2 mostra o resumo da Analise de Variancia para o cimento

de ionébmero de vidro quimicamente ativado.
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Tabela 2 - Resumo da Andlise de Variancia a dois critérios para analise dos
valores de logip UFC/mL encontrados no cimento de iondmero quimicamente
ativado (tempo de maturacdo do biofilme-tempo e a concentragdo de

nanoparticula-nano). Araraquara, 2014.

Fonte de Variacao SQ gl QM F p
Tempo 0,272 1 0,272 0,108 0,744
Nano 0,172 2 0,086 0,034 0,966
Tempo x Nano 1,126 2 0,563 0,224 0,800
Residuo 120,635 48 2,513

Observa-se diferenca nao significativa para os fatores tempo de
maturacdo do biofilme e concentracdo de nanoparticula, bem como para a

interag&o entre os mesmos.

As imagens obtidas pela Microscopia Eletrénica de Varredura estédo
apresentados na Figuras 4.
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Pode-se observar que nao houve alteracdo na morfologia das células
bacterianas (membrana celular e manutengao do conteudo extra celular) em
funcdo da concentracdo de nanoparticulas e do tempo de maturacdo do

biofilme.

5.2 Cimento de ion6bmero de vidro modificado por resina fotopolimerizavel

A média e o desvio padrao dos valores de logio UFC/mL referente ao
cimento de ionébmero de vidro modificado por resina fotopolimerizavel
segundo o tempo de maturagcado e a concentragcdo de nanoparticulas podem
ser observadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Medidas de resumo dos valores de logi (UFC/mI) obtidos apds
avaliagdo do cimento de ionbmero de vidro modificado por resina
fotopolimerizavel segundo o tempo de maturacdo do biofime e a

concentracdo de nanoparticula. Araraquara, 2014.

Concentragao de Periodo de Incubagao
nanoparticula 24 horas 7 dias Total
0% 8,87+1,02 9,23+1,10 9,04+1,04
1% 8,26+1,18 9,17+0,98 8,72+1,15
2% 8,27+1,05 9,07+1,41 8,69+1,29
Total 8,48+1,08 9,15+1,13

A Tabela 4 apresenta o resumo da Analise de Variancia para o

cimento de iondmero de vidro modificado por resina fotopolimerizavel.
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Tabela 4 - Resumo da Andlise de Variancia a dois critérios para analise do

cimento de ionémero de vidro modificado por resina fotopolimerizavel

segundo o tempo de maturacdo do biofilme e a concentracdo de

nanoparticula. Araraquara, 2014.

Fonte de Variacao SQ gl QM F p
Tempo 6,155 1 6,155 4,778 0,034
Nano 1,468 2 0,734 0,570 0,570
Tempo x Nano 0,724 2 0,362 0,281 0,756
Residuo 59,260 46 1,288

Observa-se diferenga significativa na contagem de UFC/mL para o

fator tempo de maturagcdo do biofilme. Dessa forma, observou-se que a

média do valor de logio (UFC/mI) foi significativamente menor nos espécimes

incubados pelo tempo de 24 horas.

Os resultados obtidos pela Microscopia Eletronica de Varredura estao

apresentados na Figura 5.
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Pode-se observar que nao houve alteracdo na morfologia das células
bacterianas em funcado da concentragdo de nanoparticulas e do tempo de

maturagao do biofilme.
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6 DISCUSSAO

A carie dental ainda acomete grande parte da populacdo sendo

considerada um problema de saude publica®*?%34,

Por ser uma doenca
transmissivel, de carater infeccioso, no qual diversos fatores etiolégicos
estdo envolvidos®’, o seu tratamento requer uma abordagem preventiva® por
meio de procedimentos que nao apenas interfiram na sua instalacdo, mas

também em sua recidiva®.

Dentro desta perspectiva, a busca por um material restaurador ideal,
com caracteristicas antibacterianas®, tem levado ao desenvolvimento de
materiais ou a modificagdo daqueles j& existentes. Materiais com
propriedades antibacterianas podem evitar que bactérias residuais continuem
sua atividade metabdlica, além de impedir que novas bactérias alcancem a
interface dente/restauracdo'®'®?®. Neste sentido Prabhakar et al.>' (2013),
advogam que como 0s cimentos de iondmero de vidro sdo amplamente
utilizados em procedimentos de adequacao do meio bucal e em tratamentos
restauradores atrauméaticos deve-se buscar a melhoria de suas propriedades
antimicrobianas. Elsaka et al.'® (2013) reforcam ainda que beneficios
terapéuticos podem ser conseguidos quando se combina agentes

antimicrobianos aos cimentos de ionébmero de vidro.

Assim, neste estudo propds-se associar nanoparticulas de 6xido de
zinco a dois tipos de cimento de ionémero de vidro com o intuito de ampliar
seu potencial antimicrobiano sobre o biofilme de Streptococcus mutans.
Pbéde-se observar que tanto para o cimento de iondmero de vidro
quimicamente ativado quanto para o modificado por resina fotopolimerizavel,
a concentracdo de nanoparticulas de éxido de zinco utilizada (1% € 2% em
peso) ndo foi capaz de aumentar o seu potencial antibacteriano (Tabelas 2 e
4 e Figuras 2 e 3).
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Seving, Hanley®® (2010) observaram que a concentragdo de 1% de
nanoparticulas de éxido de zinco associado a resina composta também nao
foi suficiente para inibir o crescimento bacteriano do biofiime de
Streptococcus sobrinus, o qual é considerado mais resistente do que o
Streptococcus mutans, enquanto que nas concentracoes de 5% e 10% a
inibicdo bacteriana foi observada. Spencer et al.*® (2009) encontraram que a
associacao de 13% e 23,1% de nanoparticula de 6xido de zinco ao cimento
de ionémero de vidro modificado por resina fotopolimerizavel foi capaz de
promover atividade antibacteriana sobre a cepa de Streptococcus mutans,
porém o aumento na concentragdo de nanoparticulas promoveu uma
diminuicdo na resisténcia & unido do mesmo. Hojati et al.?' (2013) ao
avaliarem as propriedades antibacterianas, fisicas e mecénicas de uma
resina composta tipo flow contendo nanoparticulas de 6xido de zinco (0%,
1%, 2%, 3%, 4%, 5%) verificaram que o0 aumento na concentracdo de
nanoparticulas diminuiu significativamente o numero de UFC/mL de
Streptococcus mutans (p<0,05), sendo que nas concentracdes de 4% e 5%
de nanoparticulas de 6xido de zinco houve inibicdo total de formacao de
colénias. Entretanto, nas resinas com maior concentracdo de nanoparticulas

houve diminui¢do na profundidade de polimerizagéao.

Os resultados obtidos neste estudo podem ser explicados pela prépria
caracteristica do material restaurador selecionado, bem como pela

concentracao de nanoparticulas de éxido de zinco utilizadas.

No que diz respeito ao material selecionado, estudos'?'7:19:23:32:38-4043

relataram que o cimento de ionémero de vidro apresenta atividade
antibacteriana sobre o Streptococcus mutans. Este cimento é considerado
cariostatico e antibacteriano devido a liberacdo de fluor e ao seu baixo
ph®11:1317.19.32.384043 3 f|jor muda o ecossistema da placa bacteriana, afeta
uma variedade de fung¢des enzimaticas vitais da célula bacteriana pela
inibicdo da enolase, fosfatase, pirofosfatase interferindo em alguma etapa do
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metabolismo ou até levando & morte celular'®®. A queda de ph do cimento
de ionébmero de vidro ocorre pela reagdo acido-base durante o processo de
geleificagdo, promovendo a acidez no meio, criando condi¢des
insustentaveis para o crescimento bacteriano'®. Vale ressaltar também que
um dos componentes do cimento de ionémero de vidro € o zinco, o qual

também reforca sua atividade antimicrobiana®.

Com relacdo as nanoparticulas de 6xido de zinco sabe-se que elas
podem alterar ou causar danos a membrana da célula bacteriana, resultando
em perda do conteldo extra-celular e eventualmente morte da célula
bacteriana® pela liberacdo de espécies de oxigénio ativo e pela interacdo
nanoparticula e bactéria causadas por forcas eletrostaticas?'. Este efeito ndo
foi observado neste estudo quando da analise do Streptococcus mutans na
Microscopia Eletrébnica de Varredura, independente da concentragdo
utilizada. Assim acredita-se que a concentracdo utilizada (1% e 2%) nao
tenha sido suficiente para aumentar a atividade antibacteriana dos cimentos
de ionémero de vidro testados. Spencer et al.®® (2009) observaram que o
efeito antibacteriano das nanoparticulas de 6xido de zinco foi dependente de
sua concentracdo no material restaurador testado de forma que um aumento
de 78% na sua concentracdo resultou em uma diminuicdo de 56% das
zonas de inibicdo. Hernandez-Sierra et al.?° (2008) verificaram a necessidade
de maior concentracao de nanonoparticulas de 6xido de zinco para inibicao
do desenvolvimento das cepas de Streptococcus mutans quando comparado
as nanoparticulas de prata. Huang et al.?* (2008) também observaram que
baixas concentragcdes de nanoparticulas de 6xido de zinco nao foram
capazes de levar a qualquer dano celular. Liu et al.?® (2009) encontraram
maior efeito inibitério das nanoparticulas de Oéxido de zinco sobre a
Escherichia coli com o aumento da concentracdo das nanoparticulas. Hojati

et al.?" (2013) também constataram relacdo direta entre o aumento na
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concentragao da nanoparticula de 6xido de zinco e aumento da atividade

antimicrobiana do material restaurador resultante.

Além da relagdo concentracao das nanoparticulas de éxido de zinco e
atividade antibacteriana sobre o Streptococcus mutans, outro fator observado
neste estudo foi a relacédo atividade antibacteriana e tempo de maturagdo do
biofilme. Chama a atengao o fato de apenas o cimento de ionémero de vidro
modificado por resina fotopolimerizavel ter apresentado diferenca significante
em relagdo ao periodo de maturagao do biofilme, havendo no periodo de 7
dias maior quantidade UFC/ml do que em 24 horas (p=0,034). Seving,
Hanley®® (2011) também verificaram que compdsitos contendo 10% de
nanoparticulas de 6xido de zinco ap6s multiplos ciclos de crescimento do
biofilme ndo apresentaram uma atividade antibacteriana tdo efetiva quanto a
obtida inicialmente. Hojati et al.?' (2013) observaram no teste de
envelhecimento que as propriedades antibacterianas da resina flow
associada a nanoparticulas de éxido de zinco (1% a 5%) também reduziu de
48 horas para 7 dias de incubacao. Apesar de nao ter procedido a adicao de
nanoparticulas nos materiais avaliados em seu estudo, Hotwani et al.®
(2013) obtiveram que a atividade inibitéria do biofilme de um giémero e de
um cimento de ion6mero de vidro modificado por resina foi decrescendo

gradualmente até 7 dias sendo a inibicdo maxima obtida em 24 horas.

Pode-se observar que os trabalhos que apresentaram diminuicdo da

atividade antimicrobiana com o tempo?'?3¢

utilizaram apenas material
resinoso e cimento de iondmero de vidro modificado por resina
fotopolimerizavel. De acordo com Beyth et al.° (2006), Yudovin-Farber*
(2008), Biirgers et al.” (2009) e Seving, Hanley®® (2010), os materiais
resinosos fotopolimerizaveis, os quais contém monémeros em sua
formulacdo, apresentam maior potencial de adesdo e crescimento do
Streptococcus mutans na sua superficie. Segundo Duque et al.'? (2005) a

principal diferenca na composi¢gdo entre o cimento de ionémero de vidro
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convencional e o modificado por resina € a adicao de monémeros hidroliticos
ao liquido do cimento modificado por resina. Portanto, pode-se sugerir que o
cimento de iondmero de vidro modificado por resina avaliado neste estudo,
por também possuir monémeros em sua composi¢cdo, tenha ficado mais

susceptivel ao crescimento bacteriano com o passar do tempo.

A avaliagdo da atividade antibacteriana sobre o Streptococcus mutans
deve ser a primeira propriedade a ser analisada quando se propde um
material restaurador com caracteristicas antibacterianas. Se a atividade
antibacteriana for satisfatoria, propriedades mecanicas e fisicas devem ser
avaliadas antes que o material tenha aplicabilidade. Os resultados obtidos no
presente estudo podem nortear o desenvolvimento de futuros materiais
restauradores que associam o cimento de ionémero de vidro as
nanoparticulas de 6xido de zinco pois permitiu a constatacdo de que
pequenas concentragdes dessas nanoparticulas ndao melhoraram as
propriedades antibacterianas do cimento de ionémero de vidro. Assim,
futuros estudos devem ser conduzidos em busca de novos materiais

utilizando-se maiores concentra¢des de nanoparticulas de 6xido de zinco.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que:

1 A adigéo de nanoparticulas de éxido de zinco em diferentes concentragdes
nao alterou a atividade antibacteriana do cimento de ion6mero de vidro
quimicamente ativado e do modificado por resina fotopolimerizavel;

2 O biofilme de Streptococcus mutans formado sobre o cimento de ionémero
de vidro modificado por resina fotopolimerizavel apés 7 dias de maturacao

apresentou maior volume de células bacterianas.
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