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RESUMO

O cimento de ionémero de vidro (CIV) € um material amplamente utilizado na
Odontologia, por apresentar capacidade de adesao aos tecidos dentérios e atividade
anticariogénica. Estudos anteriores tém sugerido que a incorporacdo de
antimicrobianos ao CIV permite um aumento na longevidade das restauracgoes, assim
como uma acao antibacteriana frente ao biofilme dental depositado sobre as
restauracées. Com o intuito de otimizar a incorporagao do antimicrobiano ao CIV o
presente estudo propde-se a desenvolver, caracterizar e avaliar um CIV contendo
microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina (CIx Dg). Realizou-se um
estudo laboratorial para (1) formular e avaliar microparticulas (met)acrilicas de Clx Dg
para serem adicionadas em um CIV comercial e (2) investigar as propriedades
citotoxicas e mecanicas desse novo material. As microparticulas foram obtidas pelo
método de emulsdo em meio ndo aquoso/evaporacdo do solvente a partir dos
polimeros (Eudragit® S100 e RS100) e do CIx Dg a 10 e 25%. A caracterizacdo dos
materiais microparticulados foi feita por métodos morfolégicos, térmicos e
espectroscopicos, avaliacdo do teor e liberacdo do farmaco. As duas melhores
formulacBes de microparticulas foram incorporadas em um CIV j& comercializado,
obtendo-se dois materiais experimentais além do CIV puro, considerado como
controle. Estes materiais foram submetidos a andlise de biocompatibilidade com
células de polpa dental e fibroblastos gengivais humanos, a atividade antimicrobiana
e a avaliacdo de propriedades mecanicas (resisténcia a abrasdo, a compressao, a
tracdo diametral e flexdo). As microparticulas (met)acrilicas de Cix Dg foram
preparadas com sucesso, apresentando caracteristicas de: particulas de tamanho
micrométrico, termoestaveis, amorfas/ndo-cristalinas, com alta eficiéncia de
encapsulacdo do farmaco, atividade antimicrobiana comprovada, liberacéo lenta e
controlada do farmaco. A incorporacdo das microparticulas (met)acrilicas de Clx Dg
ao CIV acrescentou capacidade antimicrobiana ao material e ndo causou aumento da
citotoxicidade do mesmo. As propriedades mecéanicas sofreram alteracfes positivas e
negativas apos a incorporagdo das microparticulas, porém sem contraindicar o uso
desse novo material. Conclui-se que foi possivel desenvolver, caracterizar e avaliar o
CIV contendo microparticulas (met)acrilicas inovadoras de CIx Dg, e que 0 mesmo
apresentou caracteristicas e desempenho satisfatérios. Esse novo material tem
potencial promissor para procedimentos restauradores, necessitando a realizacéo de
estudos clinicos.

Palavras-chave: Biomateriais; Citotoxicidade; Propriedades mecanicas.



Reinke SMG. Technological development, characterization and evaluation of
glass ionomer cement containing innovative microparticles of chlorhexidine
digluconate. 2014, 133f. [Doctoral thesis in Integrated Clinical Practice — Faculty os
Dentistry]. Ponta Grossa: State University of Ponta Grossa; 2014.

ABSTRACT

Glass ionomer cement (GIC) is a widely used material in dentistry for providing both
adhesion to dental tissues and anticariogenic activity. Previous studies have
suggested that the incorporation of antimicrobials to GIC allows an increase in the
longevity of restorations as well as an antibacterial activity against biofilm deposited
on the restorations. In order to have a better incorporation of an antimicrobial to GIC,
this study aims at evaluating a GIC containing chlorhexidine digluconate (Clx Dg)-
loaded (meth)acrylic microparticles. In brief, it was carried out a laboratory study (1) to
formulate and to evaluate Clx Dg-loaded (meth)acrylic microparticles for being added
into a commercial GIC and (2) to investigate the cytotoxic and mechanical properties
of this novel material. Microparticles were obtained by the non-aqueous
emulsion/solvent evaporation method using Eudragit® S100 and RS100 as polymers
and CIx Dg at 10 and 25%. The characterization was performed by morphological,
thermal and spectroscopic methods and by evaluating the drug content and drug
release. The two best formulations of microparticles were incorporated into a
commercial GIC and resulted in two new experimental materials. The pure GIC was
used as control. The biocompatibility of these materials was investigated using dental
pulp cells and human gingival fibroblasts. In addition, the antimicrobial activity and the
mechanical properties (resistance to abrasion, compressive strength, diametral tensile
strength and flexural strength) were carried out. Clx Dg-loaded (meth)acrylic
microparticles were successfully prepared. Micrometer-sized, heat-stable, and
amorphous/non-crystalline formulations with high drug-loading efficiencies, effective
antimicrobial activity, and a controlled release of the drug were obtained. The
incorporation of CIx Dg-loaded (meth)acrylic microparticles into GIC provided
antimicrobial properties to this material and did not increase its cytotoxicity. The
mechanical properties demonstrated positive and negative changes after the
microparticles incorporation. However these changes did not contraindicate the use of
this new material. It was concluded that it was possible to obtain a GIC containing
innovative ClIx Dg-loaded (meth)acrylic microparticles that showed suitable features
and performance. This new material has a promising potential for restorative
procedures. However, additional clinical studies are required.

Keywords: Biocompatible Materials; Cytotoxicity; Mechanical properties.
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ANEXOS



INTRODUCAO

O cimento de ionémero de vidro surgiu na década de 1970 a partir da
combinacdo dos cimentos de silicato e policarboxilato de zinco, resultando em um
material com propriedades altamente positivas, tais como: agédo anticariogénica e
adesividade a estrutura dentaria (Mc Lean et al.l 1989, Mount?> 1996). Essas
qualidades permitiram sua ampla aplicacdo nas varias especialidades da Odontologia,
principalmente na etapa de adequacao da cavidade bucal, como material restaurador
provisaorio.

A longevidade dos materiais restauradores na cavidade bucal esté
relacionada a manutencdo das suas qualidades estéticas e funcionais (Weerheijm,
Groen® 1999, Xie et al.# 2000, Smales, Gao® 2000, Frencken, Holmgren® 2001) frente
a acao da mastigacdo/fonacdo, erosdo ocasionada pelos alimentos e abrasao
ocasionada pela escovacdo dental. Na presenca de dentes restaurados a
mastigacao/fonacdo, erosdao e abrasdo podem levar a perda de massa, alterar a
rugosidade superficial e fraturar o material restaurador (Heath, Wilson’ 1976, Forss et
al.? 1991, Momoi et al.® 1997, Rios et al.1° 2002, Mondelli et al.** 2005, Kielbassa et
al.'2 2005, Gladys et al.'® 2007, Wang et al.}* 2009, Reinke et al.*®> 2011). A maioria
dos microrganismos, especialmente aqueles que sao responsaveis pela lesao de cérie
(Streptococcus mutans e Lactobacillus spp.) sé podem sobreviver na boca quando
conseguem se aderir as superficies duras. Portanto, a rugosidade superficial das
superficies duras intrabucais € importante no processo de retencdo bacteriana
(Quirynen et al.*® 1990, Svanberg et al.1” 1990, Bollen et al.'® 1997). Sendo o ideal
gue o material restaurador apresente propriedades mecéanicas o mais préximas do
esmalte dental (Heath, Wilson’ 1976, Mc Lean et al.! 1989, Xie et al.* 2000).

A baixa resisténcia adesiva do material com o substrato dentinario
também pode levar a consequéncias insatisfatérias, observadas clinicamente pela
falta de anatomia adequada das restauracbes, microinfiltracdo marginal e
desenvolvimento de lesdo de carie. Esses efeitos negativos reduzem a longevidade
das restauracGes (Svanberg et al.}” 1990, Cho, Cheng'® 1999, Smales, Gao® 2000).

A acao das metaloproteinases (MMPs) também tem sido relatada na
literatura como um fator que interfere na longevidade da adesdo do material

restaurador ao substrato dentinario por interferir degradando a camada adesiva
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formada (Carrilho et al.?° 2007, Carrilho et al.? 2007, Boushell et al.?2 2008, Imazato?®
2009).

Levando em consideracéo a capacidade antibacteriana da clorexidina
sobre o biofilme dental, que impede o crescimento dos microrganismos responsaveis
pelo desenvolvimento da cérie dental, assim como sua ac¢éo inibidora sobre as MMPs
(Jones?* 1997, Carrilho et al.?° 2007, Carrilho et al.?* 2007, Imazato?3® 2009), sugeriu-
se que a incorporacao da clorexidina no cimento de ionémero de vidro possa melhorar
o desempenho das restauracdes com esse material, incorporando uma acao
antimicrobiana (Takahashi et al.?> 2006, Tuzuner et al.?6 2011, Ahluwalia et al.?” 2012,
Castilho et al.? 2013). Isso modifica a visdo atual do cimento de iondmero de vidro
como material restaurador provisorio, e consolida-o como um restaurador definitivo,
bioativo, principalmente quando utilizado na técnica do Tratamento Restaurador
Atraumatico (ART). Diversos autores ja relataram a incorporagcédo de algum agente
antimicrobiano no cimento de iondbmero de vidro, descrevendo que houve o ganho
imediato na propriedade antimicrobiana, sem relatos em longo prazo, porém com
alteracdes das propriedades mecanicas, como resisténcia a compressao e tracao
diametral (Takahashi et al.?®> 2006, Yesilyurt et al.?° 2009, Tuzuner et al.?® 2011,
Ahluwalia et al.?” 2012, Castilho et al.3® 2012, Tuzlner, Ulusu.3! 2012, Castilho et al.?®
2013).

Uma forma de disponibilizar farmacos com potencial de compatibiliza-
los aos materiais odontolégicos é a microencapsulacdo. As microparticulas
poliméricas sao formas farmacéuticas que permitem otimizar a biodisponibilidade das
substancias terapeuticamente ativas por meio de uma liberagdo prolongada e
controlada (Ahmad et al.3? 2011).

Dessa forma, a incorporacdo da clorexidina viabiliza o ganho de
propriedades antimicrobianas aos cimentos de ionémeros de vidro, entretanto com o
inconveniente de reduzir as propriedades mecéanicas do mesmo. Nesse sentido, surge
a perspectiva de promover a microencapsulacéo desse farmaco, com o propoésito de
permitir uma liberagdo lenta do antimicrobiano, associada a manutencdo das
caracteristicas fisicas e de desempenho satisfatério do material odontologico.
Portanto, neste trabalho, propde-se um estudo laboratorial para (1) formular e avaliar
microparticulas (met)acrilicas inovadoras de digluconato de clorexidina para serem

adicionadas em cimentos de iondmeros de vidro e (2) investigar as propriedades
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citotbxicas e mecéanicas desses novos materiais, com potencial emprego em

procedimentos restauradores, como o ART.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CLOREXIDINA E MICROENCAPSULACAO DE FARMACOS

A clorexidina (Figura 1) € uma bisbiguanida catibnica sintética que
contém, na sua estrutura, dois anéis clorofendlicos e dois grupos biguanida, ligados
simetricamente por uma cadeia hexametilénica (Greenstein et al.3® 1986). A
clorexidina estd geralmente disponivel em trés formulas quimicas: digluconato,
acetato e cloridrato (Grupta et al.®* 2012). A bisbiguanida é uma base forte, carregada
positivamente, praticamente insolivel em &gua, sendo por isso indicado na
Odontologia o uso na forma de sal digluconato, que proporciona maior solubilidade
para a substancia.

Por sua estrutura anfipatica, a clorexidina, quando usada em alta
concentragcdo, tem extraordinario efeito bactericida e, em baixas concentracdes,
bacteriostatico, afetando a integridade da membrana da bactéria. Sendo uma
molécula catibnica, a clorexidina é atraida pela superficie bacteriana na qual é
absolvida, promovendo a ruptura da membrana citoplasmatica (Zorko, Jerala3® 2008).
Este farmaco tem sido muito utilizado como antisséptico na pele e produtos orais,
devido as suas propriedades antibacterianas amplas. A resisténcia bacteriana a
clorexidina é extremamente rara, o que faz com que o uso profilatico de longo prazo
seja possivel (Campbell et al.*6 2000).

Em relacéo as formulagdes bucais, a maioria dos estudos foi realizada
utilizando o digluconato de clorexidina, devido a sua estabilidade, solubilidade em
agua e facilidade em se dissociar no pH fisioldgico, apresentando a carga positiva
(Mohammadi, Aboott®” 2009). No entanto, quando usada em solugdo aquosa, a
clorexidina mostra incompatibilidade com algumas substancias, como o fldor, e pode
causar danos em longo prazo para a cavidade bucal (desordem gustativa, erosao da
mucosa bucal, pigmentacéo castanha de dentes e alguns materiais restauradores). A
clorexidina também tem um sabor amargo, que é dificil de mascarar completamente,

0 que torna seu uso desagradavel (Arnold et al.38 2008, Grupta et al.3* 2012).
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Figura 1 — Estrutura quimica da clorexidina

As microparticulas poliméricas sdo formas farmacéuticas que
permitem a protecdo do farmaco contra a agéo de outras substancias ou do ambiente,
a eliminacdo de incompatibilidades, ou 0 mascaramento do sabor desagradavel. As
microparticulas sédo particularmente interessantes para o desenvolvimento de
formulacdes de liberacdo controlada ou prolongada. Elas desempenham um papel
importante como sistemas de carregamento de farmacos com o objetivo de melhorar
a biodisponibilidade em relacdo aos medicamentos convencionais e minimizar efeitos
colaterais (Ahmad et al.®? 2011).

Varios métodos estdo disponiveis para a microencapsulacdo de
farmacos e um dos mais comumente utilizados é o de emulsdo/evaporacdo do
solvente (Ng et al.®® 2010). Este procedimento pode ser realizado por meio de
diferentes protocolos e a escolha da melhor opcao depende das propriedades fisicas
e guimicas do composto que se objetiva encapsular (Li et al.*° 2008). Em geral, os
compostos soluveis em agua, incluindo as proteinas e o0s peptideos, séo
encapsulados pela técnica de emulsdo dupla/evaporacdo do solvente. No entanto,
uma baixa eficiéncia de encapsulacdo é obtida utilizando esse procedimento, em
particular para farmacos com baixa massa molecular e/ou de alta natureza hidrofilica,
devido a uma migracdo substancial do farmaco a partir da emulsdo primaria para a
fase aguosa externa durante a emulsificacdo e/ou evaporacao do solvente (Farago et
al.*! 2008).

Devido a essas dificuldades, poucos estudos foram realizados
associando este método ao digluconato de clorexidina. Yue et al.#?> (2004) prepararam

microparticulas de poli(acido lactico-co-glicolico), contendo digluconato de clorexidina
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e a sua associacdo com ciclodextrinas. Baixos valores de eficiéncia de encapsulacao
de 10,2, 11,5, e 6,1% foram obtidos para as microparticulas com digluconato de
clorexidina, associacdo de digluconato de clorexidina e B-ciclodextrina-metilado e
associacdo de digluconato de clorexidina e hidroxipropil-B-ciclodextrina,
respectivamente.

Entretanto, no método de emulsdo em meio ndo aquoso/evaporacao
do solvente organico, o polimero e farmaco sdo dissolvidos num solvente organico
volatil e esta fase resultante € emulsionada numa fase oleosa (6leo mineral, 6leo de
semente de algodao ou de triglicerideos), a qual € ndo-solvente para ambos, polimero
e o farmaco, e geralmente contém uma adequada quantidade de emulsionante. O
solvente volatil € removido totalmente da emulsao por extragcdo em fase continua e/ou
evaporacgdo (Naik et al.**> 2012). Este procedimento é um método adequado para
preparar microparticulas de uma vasta gama de farmacos hidrofilicos como
pantoprazol de sédio sesqui-hidratado (Raffin et al.** 2006), ibuprofeno (Akhtar et al.*®
2012), misoprostol (Akhtar et al.*> 2012), cloridrato de metformina (Garud, Garud*®
2012) e zidovudine (Nath et al.#” 2011), além do digluconato de clorexidina, objeto do
presente estudo.

Dentre os polimeros empregados para a microencapsulacdo de
farmacos, destaca-se o uso dos polimeros (met)acrilicos, comercialmente conhecidos
como Eudragit®, amplamente difundidos na &rea farmacéutica, como agentes
formadores de filmes. Esses materiais sdo pertencentes as séries E, L, S, RL, RS e
NE30D, possuindo diferentes estruturas quimicas, com variadas caracteristicas de
solubilidade (Kibbe*® 2000). As séries L e S formam filmes insollveis no meio &cido
estomacal, atuando como revestimentos gastro-resistentes para comprimidos. De
acordo com a composicdo quimica, o Eudragit® S100 apresenta solubilidade em
valores de pH superiores a 7,0, condicbes em que forma sais com substéncias
alcalinas (Labarre et al.*° 2011). Esse polimero (Figura 2) é obtido da copolimerizacéo
por adicdo do acido metacrilico e do metacrilato de metila, sendo que a proporgéo
molar de grupos carboxila livre em relacgdo ao grupamento éster €& de
aproximadamente 1:2 no Eudragit® S100 (Raffin et al.** 2006; United States
Pharmacopeia®® 2005).
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Figura 2 — Estrutura quimica do poli(acido metacrilico-co-metacrilato de metila)

Os materiais pertencentes a série Eudragit® RS formam filmes
insollveis em agua, sendo indicados para a liberacéo sustentada de farmacos (Figura
3). Sao copolimeros contendo unidades de metacrilato de aménio, com proporcéo do
grupo funcional aménio quaternario de 5 mol%. Os grupos amdnio, presentes na
forma de sais, conferem a caracteristica de permeabilidade a esse polimero. Dessa
forma, o material € insollvel, porém permeavel a agua, permitindo que a liberacdo da

substancia ativa seja pH independente (Haznedar, Dourtng®! 2004; Wu et al.>? 2003).
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Figura 3 — Estrutura quimica do cloreto de poli(metacrilato de trimetilamonioetila-co-metacrilato de
metila-co-acrilato de etila)

2.2 CIMENTO DE IONOMERO DE VIDRO E ANTIMICROBIANOS

O cimento de ionémero de vidro consiste basicamente de um vidro
aluminossilicato com alto conteddo de ion fluoreto, interagindo com um acido
polialcenoico, numa reacao de presa do material (reacao acido-base), em que a maior
parte do processo de geleificagdo ocorre nas primeiras 48 horas (h) (Mc Lean et al.t
1989, Mount? 1996). As particulas de vidro estdo intimamente relacionadas com as
propriedades dos cimentos de ionbmeros de vidro, tanto propriedades mecanicas,

guanto a acao anticariogénica, que resulta principalmente do alto conteddo de ion
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fluoreto e a capacidade de troca i6nica com a superficie (Gladys et al.13 1997, Xie et
al.# 2000, Rodrigues et al.>® 2005, Wiegand et al.>* 2007).

O cimento de ionémero de vidro ja passou por diversas alteracfes na
formulacéo inicial com o objetivo de solucionar alguns inconvenientes como o longo
tempo de presa, a baixa resisténcia mecéanica e a alta sensibilidade as variacdes de
umidade (sinérese e embebicdo). Com a adicdo de 20% de componentes organicos
na forma de monémeros fotopolimerizaveis, ativados com luz visivel, obteve-se um
material com reducéo expressiva do tempo de trabalho, e melhoria das caracteristicas
de sinérese e embebicdo apds a fotoativacdo (Mc Lean et al.! 1989, Mount? 1996).
Em contrapartida os cimentos de iondmeros de vidro modificados por resina, como
passaram a ser chamados, criaram a necessidade de um campo operatoério livre de
umidade durante a confeccdo da restauracdo e apresentaram alteracdes positivas e
negativas das propriedades mecanicas (Momoi et al.® 1996, Gladys et al.'® 1997, Xie
et al.* 2000, Rios et al.1? 2002, Cefaly et al.>> 2003, Ellakuria et al.>® 2003, Kalix et al.5’
2004, Mondelli et al.1! 2005).

No inicio dos anos 90, foi desenvolvido o cimento de iondmero de
vidro condensavel ou de alta viscosidade. Ele resulta de uma alteracdo na relacéo
pé/liquido e na composicdo, sendo desenvolvido especialmente para uso em
restauracfes atraumaticas (ART), por apresentarem uma consisténcia que facilita a
insercdo na cavidade a ser restaurada e pelo endurecimento mais rapido (Mount?
1996, Frencken, Holmgren® 1999). Estudos demonstraram que os cimentos de
ionbmeros de vidro de alta viscosidade apresentaram propriedades mecanicas
superiores aos cimentos de iondmeros de vidro convencionais e modificados por
resina (Momoi et al.® 1997, Gladys et al.1® 1997, Cho, Cheng?!® 1999, Xie et al.# 2000,
Rios et al.1? 2002, Kunzelmann et al.>® 2003, Reinke et al.1> 2013).

Mesmo com o significativo avango mencionado para aprimorar as
propriedades mecanicas, fisicas e de adeséo dos cimentos ionoméricos, existe ainda
a necessidade de melhoria do material para que possa ser utilizado em restauracoes
oclusoproximais amplas dentro da filosofia do ART (Frencken, Holmgren® 2001) no
sentido de apresentar maior longevidade. No ART, a remoc¢ao do tecido cariado é
realizada manualmente, podendo a eficacia na eliminacdo do tecido infectado ser
menor. As bactérias residuais podem permanecer por longo tempo, e se houver uma
falha no vedamento realizado pelo material restaurador, desencadear uma reativagéo

do processo carioso (Weerheijm, Groen3 1999). Atualmente, as inovacdes guiam a
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uma nova dimensdo: o desenvolvimento de materiais com "funcao bioativa" para
fornecer efeitos terapéuticos (Imazato?® 2009). Autores tém sugerido a incorporagéo
de antimicrobianos nos materiais restauradores, como sistemas adesivos, resinas
compostas e cimento de ionémero de vidro, permitindo uma agédo antimicrobiana na
superficie do material, e na interface dente-restauracéo. Essa capacidade de controlar
bactérias € vantajosa para eliminar o risco de desmineraliza¢ao adicional e cavitacéo,
uma vez que a carie € uma doenca infecciosa e a erradicacdo de bactérias
cariogénicas compensa possiveis falhas, como remocdo ndo completa do tecido
infectado, futuras trincas e fraturas, ndo permitindo o desenvolvimento de lesbes
recorrentes (Takahashi et al.?®> 2006, Hoszek, Ericson®® 2008, Imazato?® 2009,
Yesilyurt et al.?® 2009,Hiraishi et al.®® 2010, Tuzuner et al.?® 2011, Ahluwalia et al.?’
2012, Tuzuner, Ulusu3! 2012, Castilho et al.3° 2012, Castilho et al.?® 2013).

Estudos prévios tém mencionado a incorporacdo de diferentes
antimicrobianos, isolados ou combinados, no cimento de iondmero de vidro
convencional ou de alta viscosidade (Takahashi et al.?® 2006, Hoszek, Ericson®® 2008,
Yesilyurt et al.?® 2009, Tlzuner et al.?® 2011, Ahluwalia et al.?” 2012, Tuzuner, Ulusu3!
2012) e no cimento de ionémero de vidro modificado por resina (Ahluwalia et al.?’
2012, Castilho et al.3® 2012, Castilho et al.?® 2013). Esses antimicrobianos foram
normalmente incorporados ao p6 do cimento de iondmero de vidro, como: diacetato
de clorexidina com dicloridrato de clorexidina (Takahashi et al.?®> 2006), ciprofloxacina,
metronidazol e minociclina (Yesilyurt et al.?® 2009), diacetato de clorexidina com
cetrimida (Tuzuner et al.?6 2011), cetrimida, cloreto de cetilpiridinio (Ttztner, Ulusu3!
2012), hiclato de doxiciclina (Castilho et al.3® 2012) e clorexidina (Hoszek, Ericson®®
2008, Ahluwalia et al.?” 2012, Tuzuner, Ulusu®! 2012, Castilho et al.?® 2013).
Entretanto, TlzlUner e Ulusu®! em 2012 relataram a incorporacdo do cloreto de
benzalconio ao liquido, diferindo da tendéncia de incluir o antimicrobiano ao pé do
material.

A escolha por grande parte dos autores pela clorexidina, diferindo
apenas no tipo de sal utilizado, esta intimamente ligada aos diversos estudos que ja
demonstraram, ao longo dos anos, que ela € um agente antimicrobiano efetivo para o
meio bucal. Usada principalmente no tratamento de gengivite, tem acdo sobre o
biofime ja formado e na inibicdo da recolonizacdo do biofilme dentéario, sendo
considerada o padrdo ouro dos bochechos antimicrobianos odontolégicos (Jones?*

1997, Yue et al.*? 2004, McCoy et al.®! 2008), e com a vantagem de n&o apresentar
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risco do desenvolvimento de resisténcia como 0s outros antibidticos. Porém, na maior
parte dos relatos da literatura, a clorexidina foi usada em sua forma pura, sem nenhum
tratamento prévio para a incorporacdo no material, o que pode justificar sua eficacia
maior nas primeiras horas, questionando-se, porém sua eficacia em longo prazo
(Tuzlner et al.?6 2011, Castilho et al.2? 2012).

Além disso, a incorporacdo de agentes antimicrobianos pode causar
alteracdes nas propriedades fisicas e mecanicas do cimento de ionébmero de vidro
(Takahashi et al.?> 2006, Yesilyurt et al.?® 2009, Tuzuner et al.?6 2011, Tuzlner,
Ulusu®! 2012, Castilho et al.?® 2013). Sendo assim, torna-se importante a avaliacédo da
acao antimicrobiana do material, bem como a avaliacdo de propriedades mecanicas,
para fundamentar o uso clinico futuro. A perda de propriedades do material tem sido
0 maior problema encontrado pelos pesquisadores que desejam a incorporacéo dos
antimicrobianos, tendo sido demonstrado que essa perda esta intimamente ligada a
concentracdo do antimicrobiano incorporado (Takahashi et al.?> 2006, Yesilyurt et al.?®
2009, Tuzuner et al.?6 2011, Tuzuner, Ulusu3! 2012, Castilho et al.?® 2013).

2.3 PROPRIEDADES DO CIMENTO DE IONOMERO DE VIDRO

2.3.1 BIOCOMPATIBILIDADE E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O conhecimento do efeito causado por materiais restauradores sobre
as células é um dado importante para direcionar as suas indica¢des. Diversos estudos
ttm chamado a atencdo para a relevancia de se investigar o grau de
biocompatibilidade dos materiais odontologicos, considerando este é um passo
importante antes de sua aplicacdo clinica na cavidade bucal (Leyhausen et al.®? 1998,
Six et al.®® 2000, de Souza Costa et al.®* 2003, Aranha et al.?®> 2006, de Souza Costa
et al.®¢ 2006, Lessa et al.5” 2008, Giannelli et al.®® 2008, Bakopoulou et al.®® 2009). O
material deve ser biocompativel, isto é, ter a capacidade de causar uma resposta
biolégica apropriada, principalmente em relacdo aos tecidos moles e pulpares, ndo
contendo substancias toxicas que causem lesdes a esses tecidos, nem alteracdes de
natureza sistémica (Wataha’® 2001).

Sabendo-se da proximidade que a restauracdo com cimento de
ionémero de vidro tem dos fibroblastos gengivais e das células de polpa dental, torna-

se imperativa a avaliacdo da biocompatibilidade de materiais inovadores. Em geral os
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cimentos de iondmeros de vidro sao considerados pouco irritantes para o tecido
pulpar, por possuirem em sua composic¢ao o poli(acido acrilico), considerado um &cido
fraco e macromoléculas de alta massa molecular, que tendem a unir-se com o calcio
dos dentes, limitando sua difusao para o interior dos canaliculos dentinarios (Baratieri
et al.”t 1995, Leyhausen et al.? 1998, Six et al.®® 2000, de Souza Costa et al.®* 2003,
Aranha et al.®®> 2006, Lessa et al.?” 2008, Castilho et al.>° 2012, Castilho et al.?® 2013).

Trabalhos, que avaliaram os cimentos de ionémero de vidro
demonstraram que o material apresentou maior citotoxicidade nas primeiras horas
apos sua manipulagéo. Verificou-se uma redugcdo maior que 50% da viabilidade
celular, possivelmente pelo baixo pH inicialmente ap6s a reacdo de presa e/ou pela
liberacdo de produtos téxicos resultantes da reacdo de presa do material (Lessa et
al.6” 2008, Castilho et al.?® 2013). Os estudos que avaliam a viabilidade celular utilizam
a analise colorimétrica do metiltetrazdlio (MTT), pois ela representa a taxa de atividade
mitocondrial/citoplasmética das células pela demonstracdo citoquimica da
desidrogenase succinica (Leyhausen et al.®? 1998, Aranha et al.®®> 2006, Lessa et al.®’
2008, Castilho et al.*° 2012, Castilho et al.?® 2013).

A incorporacao de particulas resinosas nos cimentos de ion6meros de
vidro melhorou algumas propriedades mecénicas do material, e principalmente
possibilitou um melhor controle do tempo de trabalho. Porém, trabalhos demonstraram
gue a incorporacao dessas particulas aumentou o efeito citotdxico do material. Nesses
casos os efeitos citotoxicos elevados podem ser decorrentes de mondmeros resinosos
que nao reagiram (de Souza Costa et al.?* 2003, Aranha et al.®> 2006, Lessa et al.®’
2008, Bakopoulou et al.?® 2009). Sendo assim, a incorporacdo de antimicrobianos
pode resultar em um aumento da citotoxicidade do cimento de ionémero de vidro,
igualmente devido a alteracdo da composicdo do material, levando a presenca de
residuos apés a reacao de presa. Porém, os dados experimentais tém mantido a
controvérsia em relacéo a esse aspecto.

Castilho et al.3° (2012) incorporaram 1,5, 3,0 e 4,5% de hiclato de
doxiciclina a um cimento de ionémero de vidro modificado por resina, e avaliaram a
citotoxicidade por meio de extratos, obtidos de cada amostra, sobre as células
odontoblastoides durante 24 h. A avaliagdo da morfologia, do metabolismo com o
ensaio do MTT e a microscopia eletrénica de varredura (MEV) comprovaram que nao

houve nenhum efeito téxico.
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Castilho et al.?® (2013) incorporaram clorexidina 0,2, 0,5, 1,25 e 2,5%
em um cimento de iondmero de vidro modificado por resina e avaliaram a
citotoxicidade de igual forma (MTT e MEV). Os autores verificaram que a concentracao
de 2,5% causava uma diminuicdo significativa da viabilidade celular, quando
comparado ao controle. Porém, as baixas concentracdes de clorexidina apresentaram
uma tendéncia a estimular o metabolismo celular. Este trabalho demonstrou que a
incorporacdo da clorexidina ao cimento de ionébmero de vidro pode causar um
aumento da citotoxicidade do material final, estando relacionado com a citotoxicidade
da prépria clorexidina.

Giannelli et al.®® (2008) relataram em seu trabalho com fibroblastos,
células endoteliais e osteoblastos, que a clorexidina afetou a viabilidade celular de
forma dose-tempo-dependente. Seu efeito citotéxico consistiu na inducéo de apoptose
e autofagia celular, disturbios da funcéo mitocondrial, aumento de calcio intracelular e
estresse oxidativo.

A acdo antimicrobiana do cimento de iondmero de vidro é baixa,
gerando assim o interesse da incorporacdo de um antimicrobiano ao material. Fato
gue torna essencial a avaliacdo dessa propriedade nos estudos que realizam a
incorporagdo de antimicrobianos (Takahashi et al.?> 2006, Yesillyurt et al.?® 2009,
Tuzlner et al.?6 2011, Castilho et al.*° 2012, Castilho et al.?2 2013). O teste de difusdo
em agar, com Streptococcus mutans, € o método mais comumente verificado nos
artigos, por ser um teste de baixo custo e com répida resposta na determinacdo dos
efeitos antibacterianos (Takahashi et al.?> 2006, Hiraishi et al.”? 2010, Tuzuner et al.?®
2011).

Os trabalhos tém indicado que a incorporacao dos antimicrobianos em
diferentes concentracbes é efetiva para dar ao material ionomérico a acéo
antimicrobiana sobre bactérias cariogénicas, principalmente sobre Streptococcus
mutans em testes in vitro (Yesilyurt et al.?® 2009, Tuzuner et al.?® 2011, Castilho et
al.30 2012, Castilho et al.? 2013). A duracgéo do efeito microbiol6gico é proporcional a
concentracdo de antimicrobiano incorporado ao material (Yesilyurt et al.?® 2009,
Castilho et al.2° 2012). Nos trabalhos, ha controvérsias em relagdo a acdo de inibicéo
bacteriana ser também proporcional a concentracdo do farmaco. A maior parte dos
estudos verificou essa relacéo (Yesilyurt et al.?® 2009, Castilho et al.3° 2012, Castilho
et al.?8 2013) sendo que somente Takahashi et al.?> (2006) apresentou resultados em

desacordo entre os artigos revisados.
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O periodo de avaliacdo dos efeitos microbiolégicos, na maioria das
investigagdes, foi entre 24 e 48 h, demonstrando ser um periodo suficiente para a
avaliacéo com Streptococcus mutans (Takahashi et al.?> 2006, Yesilyurt et al.?® 2009,
Castilho et al.?82013). No entanto, Tuzlner et al.?® (2011) realizaram a avaliacdo de
cimentos de iondmeros de vidro convencionais de alta viscosidade contendo diacetato
de clorexidina/cetrimida (2,5/ 2,5%) contra Streptococcus mutans e Lactobacillus
casei, sendo as culturas examinadas com 1, 7, 15, 30, 60 e 90 dias. Foram
encontradas diferencas entre 0s materiais experimentais em relacdo aos niveis de
Streptococcus mutans nos dias 1, 7 e 60, bem como para Lactobacillus casei em todos
0os periodos de tempo (p<0,05). Ambos 0s materiais experimentais exibiram um

continuo efeito antibacteriano até 90 dias.

2.3.2 LIBERACAO DE iON FLUORETO

O ion fluoreto liberado pelo cimento de ionédmero de vidro € o principal
responsavel pela acéo cariostatica do material e sua capacidade de prevenir a lesdo
de cérie (Rodrigues et al.>3 2005, Wiegand et al.>* 2007). O ion fluoreto é captado pelo
dente, reduz a desmineralizacdo e aumenta a remineralizagdo, além de interferir na
formacdo do biofilme dental e na inibicdo do crescimento de microrganismos. A
presenca continua de ion fluoreto, mesmo em baixa concentracao, € eficaz para inibir
a desmineralizacdo e favorecer a remineralizacdo (Ten Cate’® 1990, Ten Cate,
Feaherstone’™ 1991, Chaves, Vieira-da-Silva’ 2002, Neelakantan et al.”® 2011). A
reacdo do ion fluoreto e da hidroxiapatita resulta na formacéo de fluorapatita, que
devido ao arranjo espacial, é mais estavel ao ataque acido. Porém, estudos clinicos
ainda sao controversos em relacéo a efetividade do ion fluoreto liberado pelo material
restaurador ao meio bucal (Wiegand et al.>* 2007).

A liberacdo de ion fluoreto pode ser influenciada principalmente pelo
valor do pH do meio bucal, sendo que em caso de lesdes cariosas ativas, um meio
com pH &cido, causa uma maior liberagdo de ion fluoreto, favorecendo a
remineralizacdo dessas lesdes (Wiegand et al.>* 2007, Markovic et al.”” 2008).
Markovic et al.”” (2008) avaliaram a influéncia de meios de armazenamento com
diferentes pH sobre a concentragdo de ion fluoreto na superficie de cinco cimentos de
iondbmeros de vidro. As alteragfes morfologicas nas superficies dos materiais foram

avaliadas por meio de MEV e técnica de espectroscopia de energia dispersiva (EDS).
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Os corpos-de-prova foram armazenados em quatro meios diferentes (I- solugéo
salina, II- solucdo de pH= 2,5, lll- solu¢do de pH= 5,5, IV- solu¢édo de fluoreto de sadio).
Apoés 7 dias, alguns corpos-de-prova foram transferidos do meio I, Il e Il para a
solucéo de fluoreto de sodio (NaF) durante 3 min. Foram entéo realizadas as analises
de MEV e EDS. As menores quantidades de ion fluoreto foram detectadas nas
superficies dos corpos-de-prova armazenados em ambientes de pH baixo. Apés a
imersdo na solucdo de NaF, a concentracdo de ion fluoreto nas superficies dos
corpos-de-prova aumentou, quando comparado com 0S meios de armazenamento
anteriores. O MEV revelou inimeras lacunas, rachaduras e microporosidades em
todos os materiais. Porém, foi observada uma estrutura mais homogénea nos corpos-
de-prova armazenados em ambiente de pH neutro, quando comparada aos corpos-
de-prova armazenados em solucdes acidas.

Outros aspectos importantes dos cimentos de iondmero de vidro séo:
sua capacidade de captacdo de ion fluoreto do meio bucal, armazenamento para
posterior liberacdo, aumentando o tempo de liberacéo de ion fluoreto ao meio bucal
(Wiegand et al.>* 2007, Markovic et al.”” 2008). Esta capacidade de recarga permite
uma liberagdo em longo prazo, auxiliando a prevenir o desenvolvimento de leséo de
carie secundaria, atuando sobre Streptoccocus mutans e Lactobacilos spp. na
interface dente/restauracéo (Smales et al.> 2000. Pedrini et al.”22001, Wiegand et al.>*
2007, Markovic et al.”” 2008). Porém, Pedrini et al.”® (2001) relataram que a maior
atividade antimicrobiana do cimento de ionémero de vidro ocorre nos primeiros 4 dias,
nado sendo recuperada apoés a recarga de ion fluoreto.

A capacidade de recarga e liberacdo de ion fluoreto pode ser
influenciada pela permeabilidade do material, concentracéo e tipo de fluoreto utilizado
(S4 et al.”® 2004, Wiegand et al.>* 2007, Aguiar et al.8% 2008, Markovic et al.”” 2008,
Silva et al.?* 2010). No estudo de Silva et al.8! (2010), foi avaliada a liberacéo de ion
fluoreto de cimentos de ion6meros de vidro convencionais e modificados por resina,
antes e apos a recarga com NaF 2%. Os autores concluiram que todos os materiais
estudados desenvolveram padrdo semelhante de liberacdo de ion fluoreto, com
liberag&o acentuada nos primeiros dias e decréscimo lento, mantendo nivel constante
até o décimo quarto dia. Além disso, verificaram que os cimentos de iondmeros de
vidro convencionais liberaram maiores concentracdes de ion fluoreto do que os
cimentos de iondémeros de vidro modificados por resina. ApOs a aplicacdo topica de

NaF 2%, todos os cimentos de ionbmeros de vidro aumentaram significativamente a
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concentracdo de ion fluoreto liberado nas 24 h subsequentes, comprovando a
capacidade de recarga desses materiais.

As modificacbes realizadas nos cimentos de ionémeros de vidro
ocasionaram, em geral, alteracdes na capacidade de liberacdo e de recarga de ion
fluoreto do material (Sa et al.”® 2004, Aguiar et al.8? 2008, Hoszek, Ericson®® 2008,
Markovic et al.”” 2008, Silva et al.®! 2010, Neelakantan et al.”® 2011, Tuzuner et al.?®
2011). Poréem, em um trabalho, ocorreu apenas alteracdes na proporcao po/liquido
(Bombonatti et al.8? 2003), sendo que a capacidade de liberacéo de fon fluoreto foi
mantida em todos os momentos. Geralmente, a reducdo dessa capacidade esta
relacionada & modificagdo da matriz, aos mecanismos de conformagéo e ao contetido
de ion fluoreto de cada material (Wiegand et al.>* 2007). Tuzlner et al.?®6 (2011)
avaliaram a liberacdo de ion fluoreto de dois cimentos de ionbmeros de vidro
convencionais de alta viscosidade com incorporacdo de diacetato de
clorexidina+cetrimida (2,5 / 2,5%). Os corpos-de-prova ficaram armazenados em agua
destilada a 37°C, sendo analisada a liberac&o de ion fluoreto apés 1, 7, 15 e 30 dias.
As diferencas entre os materiais experimentais foi pequena, sendo encontradas
maiores diferengas na comparacgdo entre os materiais experimentais e os materiais
controle. Foi possivel verificar que ocorreu liberacdo de ion fluoreto durante todo o
periodo de analise.

2.3.3 RESISTENCIA A ABRASAO

O restabelecimento e manutencdo da higiene bucal é um dos
objetivos para que se realize um procedimento restaurador em um dente com leséo
cariosa. A higiene bucal é realizada pelo uso de escova dental e dentifricio,
procedimento que podera ocasionar desgaste nos dentes e/ou materiais
restauradores. Isso ocorre em funcdo da presenca de agentes abrasivos nos
dentifricios e pelas cerdas das escovas dentais. Por essa razdo, 0s materiais
restauradores necessitam apresentar resisténcia a abrasao, sendo demasiadamente
importante a avaliacdo desta propriedade para novos materiais. Diversos estudos
realizados, com o intuito de avaliar a abraséo, preconizaram o modelo de abraséo por
escovacao simulada (estudo in vitro) que possibilitou padronizar diversas variaveis
como: técnica, forca, velocidade e tempo de escovacédo (Mondelli et al.1* 2005, Heintze
et al.8 2006, Voronets et al.?4 2008).
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Sabe-se que o cimento de ionébmero de vidro convencional de alta
viscosidade apresenta resisténcia & abrasdo menor que o esmalte dentario. Poréem,
maior que a dentina e o cimento de iondmero de vidro modificado por resina (Forss et
al.8 1991, Gladys et al.*®* 1997, Momoi et al.® 1997, Rios et al.1° 2002). Fato que
demonstrou que a alteragdo na composicdo do material pode modificar
significativamente suas propriedades.

As alteracbes ocasionadas pela abrasdo, nos materiais
restauradores, podem reduzir a longevidade das restauracdes. E possivel, com o
passar do tempo, verificar-se clinicamente estas alteracdes. A falta de anatomia
adequada, fraturas, microinfiltracdo e aumento da rugosidade superficial sdo as
alteracdes mais comuns observadas nos materiais restauradores. Por isso, a
alteracdo de massa, a rugosidade e a dureza superficial sdo 0s principais parametros
usados para mensurar a resisténcia de materiais a abrasdo pela escovacao (Momoi
et al.® 1997, Rios et al.1® 2002, Mondelli et al.*! 2005, Heintze et al.®3 2006, Voronets
et al.*2008, Reinke et al.1®> 2011).

A alteracdo de massa € medida em diferentes estudos que avaliaram
a resisténcia a abrasdo de materiais restauradores, sendo que quando se trabalha
com materiais hidrofilicos é importante o controle da umidade durante o procedimento
de pesagem. Esse passo € crucial quando se realiza estudos com o cimento de
ionémero de vidro, em funcéo da grande quantidade de agua em sua composicdo. Ja
gue nas primeiras 72 h, apds iniciada a reacdo de presa, 0 mesmo sofre sinérese e
embebicdo. Dessa forma, é necessério aguardar esse periodo até a estabilizacao da
massa para iniciar a avaliacédo de resisténcia a abrasdo (Rios et al.*? 2002, Mondelli
et al.!! 2005, Reinke et al.'®> 2011).

O valor da rugosidade superficial é importante, uma vez que age
diretamente no processo de retencdo bacteriana e consequentemente no
desenvolvimento do biofilme dental. Pois, os microrganismos necessitam aderir-se a
superficie dentaria para que seja desenvolvido o biofilme dental (Quirynen et al.t®
1990, Svanberg et al.l” 1990, Bollen et al.'® 1997). O valor de rugosidade limite,
sugerido na literatura para iniciar a retencdo bacteriana, é 0,2 ym. Assim, valores
acima deste representam um maior acumulo de biofilme e resultam em um maior risco
de desenvolvimento de leses de cérie e de inflamacédo periodontal (Bollen et al.*®
1997). Os estudos utilizaram a avaliacdo da rugosidade média aritmética (Ra) e

rugosidade total (Rt) como parametros isolados ou associados para mensurar a
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resisténcia a abrasao (Gladys et al.'® 1997, Rios et al.1° 2002, Mondelli et al.11 2005,
Attin et al.85 2006, Silva, Zuanon®® 2006, Reinke et al.*®> 2011). Para realizar a medicéo,
0 equipamento possui uma ponta de diamante de alta precisdo, que se desloca
paralelamente a superficie do corpo-de-prova, gerando uma curva com variagao de
alturas e reproduzindo exatamente os vales e picos existentes na superficie do corpo-
de-prova. Apos obter esses dados, o rugosimetro calcula o perfil médio entre os vales
e picos e gera o valor de Ra. A Rt € a distancia vertical entre o pico mais alto e o vale
mais profundo no comprimento de avaliacédo (Perez et al.8” 2009).

O valor da dureza superficial dos materiais restauradores é mais um
parametro que esta relacionado com a resisténcia do material, o qual esta intimamente
ligado ao risco de desadaptacédo e de fratura das restauracdes. Além disso, é um dado
importante para prever possiveis danos que a restauracdo pode causar aos dentes
antagonistas. Por essa raz&o, o material restaurador deve ter o seu valor de dureza
superficial o mais préximo do valor da dureza do esmalte dentario (Gladys et al.*®
1997, Xie et al.# 2000, Voronets et al.84 2008). O valor de dureza superficial tem sido
avaliado em estudos associados a resisténcia a abrasédo (Gladys et al.*3 1997, Momoi
et al.? 1997, Reinke et al.'®> 2011) e isoladamente, como parametro de comparacéo
entre materiais (Xie et al.# 2000, Ellakuria et al.>® 2003, Tlzlner et al.?6 2011, Tuzlner,
Ulusus! 2012).

As diferenciadas modificacbes na composicdo dos cimentos de
ionbmeros de vidro resultaram em materiais com propriedades diferenciadas, como ja
relatadas, sendo demonstrado que os cimentos de ionémeros de vidro modificados
por resina apresentaram valores de dureza menores que 0s cimentos de iondmeros
de vidro convencionais de alta viscosidade (Gladys et al.'® 1997, Xie et al.* 2000,
Ellakuria et al.%® 2003).

A adicdo de antimicrobianos nos cimentos de iondmeros de vidro
ocasionou uma reducdo no valor de dureza do material, estando essa alteragcéo
relacionada ao tipo de antimicrobiano e a concentracdo do mesmo (Tuzlner et al.?®
2011, Tuzuner, Ulusu3! 2012). Tuzuner, Ulusu®(2012) avaliaram o efeito, na dureza
Vickers (VHN), da adicdo de cetrimida, cloreto de benzalcénio e clorexidina nas
concentracdes de 1 e 2% em um cimento de iondmero de vidro convencional de alta
viscosidade. As medidas foram realizadas apés 1, 7, 15, 30, 60 e 90 dias de
armazenamento a 37°C em Aagua destilada. Foram observadas diferencas

significativas entre o material controle e 0s grupos experimentais em todos o0s
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periodos de tempo. Os materiais experimentais apresentaram diferencgas significativas
entre os periodos de estudo, sendo que o valor de dureza apresentou reducdo nos
valores apés 7 dias, enquanto que o grupo controle continuou a aumentar a sua
dureza. Os valores de dureza foram menores para 0s materiais experimentais com

maior concentracao de antimicrobiano.

2.3.4 PROPRIEDADES MECANICAS: COMPRESSAO, TRACAO DIAMETRAL E
FLEXAO

A avaliagéo das propriedades mecanicas dos materiais restauradores
€ importante para demonstrar o seu comportamento frente as forcas que estaréo
expostos quando em uso. Os estudos que relataram a avaliacdo de propriedades
mecanicas do cimento de iondmero de vidro, objetivando a comparacdo entre
materiais j& comercializados ou a alteracdo de cimentos de ionémeros de vidro,
utilizaram, geralmente, como parametros a resisténcia a compressao (Xie et al.* 2000,
Kalix et al.>” 2004, Corréa, Ogasawara® 2006, Takahashi et al.?> 2006, Yesilyurt et
al.?® 2009, Ahluwalia et al.?” 2012, Castilho et al.*® 2012, Castilho et al.? 2013), a
tracdo diametral (Xie et al.# 2000, Cefaly et al.>> 2003, Kalix et al.>” 2004, Aguiar et
al.” 2008, Ahluwalia et al.?” 2012, Castilho et al.3° 2012, Castilho et al.?® 2013) e a
flexdo (Xie et al.* 2000, Aguiar et al.”® 2008).

Esses diferentes testes permitem uma reproducdo das forcas
mastigatorias, que ndo sao exercidas de igual forma sobre o material. Sendo assim,
no teste de resisténcia a compressdo, duas forcas axiais sdo aplicadas sobre o
material com direcbes opostas, aproximando sua estrutura molecular. O teste de
resisténcia a tracdo diametral é uma adaptacdo do teste de resisténcia a tracao,
semelhante ao teste de compressao, porém exercendo uma tensdo em todo longo
eixo do material. Ja o teste de resisténcia a flexdo, mede simultaneamente as tensdes
de tracdo, compressao e cisalhamento, pois a tensédo é exercida sobre um lado do
corpo-de-prova (Xie et al.* 2000, Aguiar et al.”® 2008).

Novamente, os estudos ja demonstraram que a alteracdo na
composi¢cdo do cimento de iondmero de vidro resultou em mudancas das suas
propriedades mecanicas (Xie et al.* 2000, Cefaly et al.%® 2003, Corréa, Ogasawara®®
2006, Takahashi et al.?> 2006, Aguiar et al.”® 2008, Yesilyurt et al.?® 2009, Ahluwalia et

al.?” 2012, Castilho et al.?8 2013). Entretanto, diferente do ocorrido com 0s outros
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parametros ja relatados, a incorporacdo de particulas resinosas nos cimentos de
ionbmeros de vidro ocasionou melhoria das propriedades mecanicas avaliadas.
Possivelmente, resultante das ligacdes cruzadas entre os materiais resinosos (Xie et
al.* 2000, Cefaly et al.>> 2003, Kalix et al.>” 2004). Isso comprova a necessidade de
investigar diversos parametros quando se objetiva modificar os materiais.

Os estudos que realizaram a incorporacdo de antimicrobianos e que
realizaram avaliacdo de propriedades mecéanicas optaram pela avaliacdo da
resisténcia a compressao. Pois, é a forca mais frequentemente exercida nos materiais
restauradores (Takahashi et al.?> 2006, Yesilyurt et al.?® 2009, Ahluwalia et al.?” 2012,
Castilho et al.3® 2012, Castilho et al.?® 2013). A maioria dos trabalhos fez a
incorporacdo do antimicrobiano em cimentos de ionémeros de vidro modificados por
resina (Ahluwalia et al.?” 2012, Castilho et al.3° 2012, Castilho et al.?® 2013). Takahashi
et al.?> (2006) incorporou o diacetato de clorexidina isolado ou associado com o
dicloridrato de clorexidina ao p6 do cimento de iondbmero de vidro, nas concentracées
de 1/0, 2/0, 3/0, 1/1 e 2/2% (diacetato de clorexidina/ dicloridrato de clorexidina). A
resisténcia a compressao foi avaliada apds 24 h e 7 dias, ocorrendo aumento apos 7
dias para todos os grupos. Em particular, quando a incorporacédo de diacetato de
clorexidina 1% foi feita isoladamente, ndo causou alteracdo negativa, em comparagao
com o controle, em ambos os momentos avaliados.

Yesilyurt et al.?° (2009) incorporaram a associacdo de ciprofloxacina,
metronidazol e minociclina ao cimento de iondmero de vidro convencional de alta
viscosidade nas concentracfes de 1,5, 3,0 e 4,5%. A resisténcia a compressao foi
avaliada apds 24 h e 7 dias, demonstrando valores maiores apos sete dias para todos
0s grupos. Os grupos experimentais apresentaram ainda, valores menores quando
comparados com o controle, sendo essa diferenca significativa para as concentracdes
de 3,0 e 4,5%.



3 PROPOSICAO

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, caracterizar e avaliar cimentos de iondmeros de vidro

contendo microparticulas (met)acrilicas inovadoras de digluconato de clorexidina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v
v
v

v

v

v

v

v

v

v

Formular microparticulas (met)acrilicas inovadoras de digluconato de clorexidina;
Avaliar o teor de digluconato de clorexidina presente nas formulacdes;
Caracterizar 0os novos materiais por métodos morfolégicos, térmicos e
espectroscopicos;

Avaliar do perfil de liberacdo do digluconato de clorexidina pelas microparticulas
(met)acrilicas por meio do ensaio de dissolucéo;

Estudar a atividade microbiologica das microparticulas (met)acrilicas de
digluconato de clorexidina;

Incorporar microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina em cimento
de ionGmero de vidro;

Avaliar a biocompatibilidade dos cimentos de ionémeros de vidro contendo
microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina por meio de testes em
cultura de células humanas;

Avaliar a atividade antimicrobiana dos cimentos de iondmeros de vidro contendo
microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina;

Verificar a capacidade de liberacéo de ion fluoreto e de recarga dos cimentos de
iondbmeros de vidro contendo microparticulas (met)acrilicas de digluconato de
clorexidina;

Analisar a resisténcia a abrasdo dos cimentos de iondmeros de vidro contendo
microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina por meio de alteracao
de massa, rugosidade superficial e dureza superficial, quando submetidos a
escovacao simulada,;

Avaliar as propriedades mecanicas de resisténcia a compressao, resisténcia a

tracdo diametral e resisténcia a flexdo dos cimentos de iondmeros de vidro contendo

microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina.



4 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa contou com o auxilio financeiro da Fundacao
Araucaria, obtido pelo Edital 14/2009 do Programa de Apoio a Pesquisa Basica e
Aplicada no valor de R$ 16.734,11.

O presente trabalho foi desenvolvido em diferentes etapas, sendo

gue as mesmas estdo sumarizadas no fluxograma apresentado na Figura 4.

4.1 MATERIAIS PARA ELABORACAO DAS MICROPARTICULAS (MET)ACRILICAS
DE DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA

Os polimeros poli(acido metacrilico-co-metacrilato de metila) na
raz&o de 1:2 e Mw = 135.000 g/mol (Eudragit® S100) e cloreto de poli(metacrilato de
trimetilamonioetila-co-metacrilato de metila-co-acrilato de etila) na razdo de 1:2:0,1 e
Mw = 150.000 g/mol (Eudragit® RS100) foram gentilmente cedidos pela R6hm
Pharma Polymers (Darmstadt, Alemanha). O digluconato de clorexidina foi fornecido
como solucdo aquosa a 20% (m/V) pela Galena (Sado Paulo, Brasil). Os outros
solventes e reagentes apresentaram grau analitico e foram utilizados como

recebidos.

4.2 PREPARACAO DAS MICROPARTICULAS (MET)ACRILICAS DE
DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA

Esta etapa foi realizada nos laboratérios do Programa de Pés-
graduacdo mestrado em Ciéncias Farmacéuticas e mestrado/doutorado em
Odontologia da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

As microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina foram
elaboradas pelo método de emulsdo em meio ndo-aquoso/evaporagdo do solvente
organico, a partir de dois polimeros (met)acrilicos amplamente difundidos no meio
farmacéutico, Eudragit® S100 e Eudragit® RS100. Esses polimeros foram
selecionados, pois na composicdo do cimento de iondmero de vidro ja ha
previamente o Eudragit®, acreditando-se, dessa forma que o0s mesmos
apresentariam compatibilidade com o material. Para tanto, foram delineadas

diferentes diferentes formulagcdes (Tabela 1), empregando o digluconato de



Obtencao e caracterizacdo das microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina
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clorexidina (Clx Dg) nas concentracdes de 0, 10 e 25%.

Cada formulacgéo foi elaborada em triplicata. De forma sintética, onde
o CIx Dg e o polimero foram dissolvidos no(s) solvente(s) organico(s) adequado(s) por
agitacdo magnética (800 rev/min), em temperatura ambiente 25 + 2°C. Apds ser
conservada por 12 h a 5 £ 1°C, a fase interna (fase metandlica/aceténica) foi vertida
sobre a fase externa (Monooleato de sorbitano Span® 80 e Vaselina liquida),
mantendo a emulsdo formada em agitacdo mecanica (1.000 rev/min), a temperatura
de 25 £ 2°C, durante 6 h. Transcorrido o tempo para a evaporacao do(s) solvente(s)
organico(s), as microparticulas foram separadas por filtragdo a vacuo e lavadas, por
2 vezes, com 50 mL de ciclo-hexano, para a remocdo do 6leo mineral (vaselina
liquida). Por fim, os produtos foram secos em estufa a vacuo a 37 + 2°C por 4 h e,
posteriormente, mantidos em dessecador, sob vacuo, em temperatura ambiente
(Figura 5).

Tabela 1 — Formulacdes das microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina
Formulacbes

Composicao MS10 MS25 MRS10 MRS25
Solugdo de digluconato de clorexidina 20% 0,50 1,25 0,50 1,25
(mL)

Eudragit® S100 (g) 0,90 0,75 — —
Eudragit® RS 100 (g) — — 0,90 0,75
Metanol (mL) 20,0 20,0 40,0 40,0
Acetona (mL) 20,0 20,0 — —
Monooleato de sorbitano Span® 80 (g) 0,63 0,63 0,63 0,63

Vaselina liquida (mL) 200,0 200,0 200,0 200,0
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A) Obtencédo da fase metandlica/acetdnica
l Polimero
Cix Dg
— MeOH
. Acetona

B) Formacéo da emulsdo em meio ndo aquoso e evaporacdo do solvente

Vaselina liquida

Monooleato de sorbﬂan}] il 1

C) Separacgdo das microparticulas

Emulsdo ndo-aquosa (O/O)

Ciclohexano

Figura 5 — Esquema de preparacdo das microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina
pelo método de emulsdo em meio ndo-aquoso/evaporacéo do solvente

Mediante o emprego do mesmo procedimento, foram preparadas
microparticulas na auséncia do farmaco, designadas de MS0O e MRSO, representando

as formulacdes controles correspondentes.

4.3 AVALIACAO DAS MICROPARTICULAS (MET)ACRILICAS DE DIGLUCONATO
DE CLOREXIDINA

4.3.1 AVALIACAO DO RENDIMENTO

Esta etapa foi realizada no laboratério do Programa de Pos-
graduacédo mestrado/doutorado em Odontologia da Universidade Estadual de Ponta
Grossa.

Para cada uma das formulagdes, o rendimento foi obtido pela razéo

entre a massa recuperada apos a filtracdo das microparticulas (etapa final da
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elaboracdo) pela soma das massas do polimero, do CIx Dg e do tensoativo
(Monooleato de sorbitano, Span® 80), excluindo o Metanol/Acetona e a vaselina

liquida, como indicado na Equacéo 1.

massa microparticulas

R=
massa[ polimero + CIxDg +tensoativo]

x100 (Equacéo 1)

4.3.2 QUANTIFICACAO DO DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA NAS
MICROPARTICULAS (MET)ACRILICAS

Esta etapa foi realizada no laboratorio de Quimica Farmacéutica e
Controle da Qualidade do curso de graduagcdo em Farmacia da Universidade Estadual
de Ponta Grossa.

A concentracao de farmaco incorporado nas microparticulas (mg/g) e
a eficiéncia de encapsulacéo (%) (Equacédo 2) foram obtidas a partir dos ensaios de
guantificacdo desenvolvidos por espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV), em
espectrofotometro Genesys 10 UV Scanning (ThermoScientific Fisher, Madison, WI,
EUA), com leitura em 255 nm, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6tico.
Esses ensaios foram feitos em triplicata para todos os produtos (ou materiais) obtidos.
Previamente foi desenvolvida uma curva analitica, com dez niveis de concentracéo
(3, 6,9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 e 30 pg/mL), utilizando agua destilada como solvente
ao sistema. Além disso, a equacao de reta e o coeficiente de correlacdo (r) foram
determinados. A validacdo do método de UV foi também realizada, por meio dos
seguintes parametros: especificidade, linearidade, intervalo, limite de deteccao, limite
de quantificacdo, exatiddo, precisdo e robustez (International Conferencen
Harmonisation®?). A faixa de concentracéo variou de 3,0 a 30,0 mg/mL. A linearidade
foi de 0,9992 e o limite de deteccéo foi de 82,06 ng/mL.

EE - [massa do farmaco nas microparticulas

— - x100 (Equacéo 2)
massa tedricado farmaco
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Para cada formulacdo, uma massa exata de microparticulas
equivalente a 30 mg de CIx Dg para cada formulagéo foi pesada e mantida sob
agitacdo magnética (1000 rev/min) em 7 mL de agua destilada, por 12 h, para extracéo
total do farmaco. O volume foi completado, em baldo volumétrico, com o mesmo
solvente (4gua destilada), até 10 mL e filtrado por um filtro de membrana poli(fluoreto
de vinilideno) (membrana Durapore™, tamanho de poros de 0,22 um, Millipore,
Bedford, MA, EUA). Em seguida, o filtrado foi diluido em baldo volumétrico com agua
destilada. A concentracao do ativo (CIx Dg) foi determinada por UV em 255 nm (United
States Pharmacopeia® 2005), frente a curva analitica padrdo obtida anteriormente,
uma vez que este método tem sensibilidade analitica para a quantificacdo do farmaco

presente nas microparticulas.

4.4 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS (MET)ACRILICAS DE
DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA

4.4.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Esta etapa foi realizada no laboratério do Centro Interdisciplinar de
Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

A avaliacao morfologica de superficie das microparticulas foi realizada
por microscopia eletrénica de varredura (MEV). As microparticulas foram levadas a
estufa e, posteriormente, fixadas em suporte metalico. Na sequéncia, foram
submetidas a metalizacdo com ouro no equipamento IC-50 lonCoater (Shimadzu,
Quioto, Japédo). As micrografias foram obtidas apos a visualizagdo das amostras em
microscopio eletrénico de varredura SSX-550 Superscan (Shimadzu, Quioto, Japéo)
em uma voltagem de aceleragdo de 10 ou 15 kV com diferentes magnificagdes. A
distribuicdo do tamanho das particulas foi estimada a partir da medida de cerca de
200 particulas, assumindo a forma esférica, que foram visualizadas em uma éarea
escolhida arbitrariamente em micrografias ampliadas pelo software Image-Pro Plus
(verséo 3.0, Silver Springs, MD, EUA).
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4.4.2 DIFRACAO DE RAIOS X

Esta etapa foi realizada no laboratério do Centro Interdisciplinar de
Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

As microparticulas que compdem os sistemas poliméricos, o farmaco
Clx Dg e os polimeros foram examinadas em difratdmetro de raios X Shimadzu XRD-
6000 (Shimadzu, Quioto, Japao), scan de 5° a 50°, a uma taxa de varredura de 2°/min,
utilizando uma fonte Cu-Ka (A= 1,5418 A) a 40 kV e 40 mA para a observacéo de picos
indicativos de cristalinidade. Essa analise foi realizada com o propdésito de se verificar
se o farmaco estava na forma amorfa ou cristalina e trazer indicios sobre o tipo de

sistema formado (microesfera ou microcapsula).

4.4.3 AVALIACAO POR ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Esta etapa foi realizada no laboratério do Centro Interdisciplinar de
Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Com o objetivo de avaliar o tipo da interacgédo (fisica ou quimica) entre
o farmaco e o polimero ap6s a microencapsulagéo, as microparticulas (met)acrilicas
foram analisados por espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR). Usou-se pastilha com KBr (Figura 6), empregando 0,0020 g de cada
amostra e 0,20 g de KBr, no equipamento Shimadzu IR Prestige-21 (Shimadzu,
Quioto, Japao), de 4000-400 cm™? com 32 scans/min e resolugdo de 4 cm™. Os
espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos materiais foram
avaliados frente aos espectros obtidos para o farmaco CIx Dg e para os polimeros de
partida (Eudragit® S100 e Eudragit® RS100).

Figura 6 — Pastilha de KBr contendo microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina
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4.4.4 ANALISE TERMICA

Esta etapa foi realizada no laboratério do Centro Interdisciplinar de
Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Como o ambiente bucal sofre constantes alteracées de temperatura, a
degradacéo térmica das microparticulas foi investigada por termogravimetria (TG),
sendo realizadas as medidas com o equipamento Shimadzu TGA-50 analisador
termogravimétrico (Shimadzu, Quioto, Japdo). A massa de cada amostra foi de 10 mg
e as curvas termogravimétricas (TGA) foram registradas no decurso do aquecimento
a partir da temperatura ambiente até 800°C, a uma taxa de 20°C/min utilizando uma
atmosfera de ar sintético. Foi realizado o teste até 800°C para avaliar a estabilidade

das microparticulas até valores extremos.

4.4.5 ENSAIO DE DISSOLUCAO- LIBERACAO DO FARMACO

Esta etapa foi realizada no laboratério de Quimica Farmacéutica e
Controle da Qualidade do curso de graduacao em Farmécia da Universidade Estadual
de Ponta Grossa.

O estudo da liberacao in vitro, em triplicata, foi conduzido para o Clx
Dg e para as microparticulas (met)acrilicas contendo o farmaco, na forma de
comprimidos, sem conter outros excipientes farmacéuticos, os comprimidos foram
obtidos por compressdo direta empregando 3 kgf/cm? por 2 min. O ensaio de
dissolucéo foi conduzido em dissolutor de cubas Nova Etica 299/6 (Nova Etica,
Vargem Grande Paulista, Brasil), equipado com o aparato de pa, empregando cubas
de vidro que foram mantidas em banho termostatizado a 37 + 0,5°C, com agitacdo de
50 rev/min. A liberacdo do CIx Dg a partir das microparticulas foi avaliada em saliva
artificial (NaF 0,0044 g/L, MgCl2 0,06 g/L, CaCl. 0,17 g/L, KCI 0,62 g/L, NaH2PQO4.H20
4,82 g/L, NazHPO4.7H20 4,04 g/L e H20 para perfazer 1 L) com o objetivo de
reproduzir o ambiente da cavidade bucal. Foi usado volume de 350 mL e em pH de
6,5 (Appel, Réus® 2003). A coleta das aliquotas provenientes do estudo de liberacédo
foi realizada com pipetas (5 mL), nos intervalos de tempo pré-determinados de 5, 10,
15, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 300, 360 min, totalizando 6 h de
experimento, sendo filtradas em papel filtro de 0,45 um de tamanho de poros (J Prolab,
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Sado José dos Pinhais, Brasil), diluidas (quando necessario), e analisadas
espectrofotometricamente a 255 nm no equipamento Genesys 10 Scanning UV
(Thermo Fisher Scientific, Madison, WI, EUA).

O valor da porcentagem de dissolucao foi obtido a partir da quantidade
de farmaco liberado. Um fator de correcao foi aplicado devido a diluicdo cumulativa
causada pela coleta das amostras, uma vez que a cada coleta foi reposto um volume

igual de meio recentemente preparado.

4.4.5.1 ANALISE DO COMPORTAMENTO DE LIBERACAO

Os perfis de dissolucdo foram investigados por métodos modelo-
dependentes, utilizando o software MicroMath Scientist® 2.01 (Salt Lake City, Utah,
EUA). Os dados foram ajustados aos modelos monoexponencial, biexponencial,
ordem zero e Weibull (Tabela 2). A selecdo do modelo mais adequado foi baseada no

valor do r, do critério de selecdo do modelo (MSC) e do melhor ajuste gréfico.

Tabela 2 — Modelos matematicos relacionados aos ensaios de dissolucdo
Modelo Equacéo

%D =100(1—-¢™)

Monoexponencial

Biexponencial %D =100[1- (Ae ™ +Be )]
Ordem zero %D =kt
Weibull %D =100[1—e “'™"]

Legenda: %D= porcentagem dissolvida, b = parametro de forma, TD = intervalo de tempo necessario
para libertar 63,2% do farmaco, k, « e = constantes cinéticas, t = tempo de dissolucdo, A e B =
concentracao inicial de farmaco que contribuem para as duas fases de dissolugdo

A fim de verificar o mecanismo de liberacdo do farmaco, uma equacéo
simples e semi-empirica foi utilizada para descrever a referida liberacdo a partir dos

sistemas poliméricos, a lei de poténcia ou modelo de Korsmeyer-Peppas (Equagéo 3).

ft=at (Equacéo 3)
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Onde ft é a fracdo de farmaco dissolvido no tempo t, n € 0 expoente
de liberacao, o qual indica o mecanismo da liberacdo do farmaco e a € uma constante

gue incorporam caracteristicas estruturais e geomeétricas da forma farmacéutica.

4.5 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DAS MICROPARTICULAS
(MET)ACRILICAS DE DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA

Esta etapa foi realizada no laboratério de Microbiologia Clinica da
Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Foi avaliado o potencial antimicrobiano das microparticulas
(met)acrilicas de digluconato de clorexidina em comparacdo ao digluconato de
clorexidina 0,12% - Periogard™ (Colgate-Palmolive, Sdo Paulo, SP, Brasil),
considerado controle positivo e a solucao salina estéril, considerada controle negativo.
Inicialmente, foram preparadas suspensfes padronizadas com 0S microrganismos
Candida albicans ATCC 10231, Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus
pyogenes ATCC 19615 e Staphylococcus aureus ATCC 25923, correspondendo a 0,5
na escala de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). Inicialmente, as cepas dos
microrganismos foram inoculadas em meio nutriente a 37 + 2°C, por 24 h, com
excessao dos Streptococcus que foram armazenados em ambiente de anaerobiose a
37 = 2°C por 48 h, até atingir a fase exponencial de crescimento. Em seguida, a
suspensao bacteriana foi preparada diluindo colénias em 3 mL de salina estéril,
centrifugada a 4000 RPM durante 1 min, sendo ajustada pelo método colorimétrico a
concentracéo de 1,5 x 108 UFC/mL.

As suspensdes foram semeadas pela técnica de pour-plate, em agar
Mueller Hinton e agar BHI + 5% de sangue de carneiro, sendo o ultimo utilizado para
os Streptococcus. Em seguida, foram feitas as cavidades (po¢os) de 7 mm de
didmetro no agar, que posteriormente receberam os produtos a serem testados. As
placas de Petry foram incubadas a 35 + 0,5°C por 10 min para secagem. Ap0s, uma
massa igual a 300 pg de digluconato de clorexidina, a partir de cada formulagéo, foi
depositada em cada cavidade, em seguida, 20 pL de solucéo salina foi colocada para
umedecer as microparticulas. As placas foram novamente incubadas a 35 + 0,5°C por
24 h, em condic¢des de aerobiose para Candida albicans e Staphylococcus aureus, ja
0s Streptococcus pyogenes e Streptococcus mutans foram incubados em condigéo

de anaerobiose. Transcorrido esse tempo, foi aferido o halo de inibigéo do crescimento
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microbiano, quando presente, com o auxilio de um paquimetro digital Absolute
Mitutoyo 500-171-20B (Mitutoyo, Kawasaki, Japao) e de lupa Standard Estek (Estek,

Séo Paulo, Brasil). Os testes foram realizados em triplicada.

46 INCORPORACAO DAS MICROPARTICULAS (MET)ACRILICAS DE
DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA NO CIMENTO DE IONOMERO DE VIDRO

Esta etapa foi realizada no laboratorio do Programa de POs-
graduacéo mestrado/doutorado em Odontologia da Universidade Estadual de Ponta
Grossa.

Com base nas etapas de avaliacdo, caracterizacédo e de avaliacdo do
potencial antimicrobiano in vitro das microparticulas (met)acrilicas de digluconato de
clorexidina, as duas formulagdes com resultados mais adequados foram adicionadas
pela técnica de incorporacdo geométrica ao p6é do cimento de ionébmero de vidro de
alta viscosidade (Ketac™ Molar Easymix, 3M Espe, St Paul, MN-EUA) para obter uma
concentracdo de 20% de microparticulas no cimento de ionébmero de vidro, com 5%
de CIx Dg. Além disso, esse material foi considerado como material controle. Foram
utilizadas as microparticulas (met)acrilicas contendo 25% de digluconato de
clorexidina formuladas com Eudragit® S100 (MS25) e Eudragit® RS100 (MRS25). Em
todas as etapas, os cimentos de ionémeros de vidro (experimentais e controle) foram
manipulados conforme as instru¢des do fabricante do Ketac™ Molar Easymix (Quadro
1 e Figura 7), sendo que o ambiente de trabalho foi mantido em uma temperatura
controlada de 23 + 1 °C.

Quadro 1- Marca comercial, fabricante, lote, composicdo e manipulagdo do material testado

Marca Fabricante Lote Composicao Manipulacao
Comercial
Ketac™ 3M ESPE 429345 | P6: Vidro de fluorsilicato Agitar previamente o frasco
Molar (St. Paul, de aluminio, lantanio e para soltar o p6; a propor¢ao
Easymix MN-EUA) célcio, poli(acido da mistura é 1 colher de p6: 1
acrilico), Eudragit®, gota do liquido.
acido tartarico, acido Manipular a temperatura
sorbico, acido benzoico. ambiente de 20-25°C.
Liquido: Agua, Aglutinar o p6 no liquido em,
copolimero de &cido no maximo, 2 por¢des, até
acrilico e acido maleico, obter uma consisténcia
acido tartérico e 4cido homogénea.
benzoico.
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Figura 7- Cimento de iondmero de vidro, usado como controle e como base para a incorporacédo das

microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina

A avaliagdo dos novos materiais seguiu o delineamento apresentado

na Figura 8.
CIV+MS0 CIV+MS25 CIV+MRSO CIV+MRS25 Clv
Citotoxicidade esquema Citotoxicidade esquema
dinamico e microbioldgico (n=10) acumulativo (n=4)
CIV+MS25 CIV+MRS25 Clv
Liberacéo de ion Abraséo Compressdo Tragdo diametral Flexdo

fluoreto (n=5) (n=10) 24 h (n=5) 24 h (n=5) 24 h (n=5)

1 més (n=5) 1 més (n=5) 1 més (n=5)

Figura 8- Delineamento dos testes para a avaliagdo dos novos materiais

4.7 AVALIACAO DE BIOCOMPATIBILIDADE

Este teste foi realizado no Laboratério de Farmacologia e

Biocompatibilidade Celular, da Faculdade de Medicina Dentaria, na Universidade do

Porto, Portugal, durante o periodo de Doutorado Sanduiche pelo Programa PDSE.
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Com o objetivo de avaliar a biocompatibilidade dos materiais, foi
realizado o ensaio em cultura de células de polpa dental humana e de fibroblastos
gengivais humanos (cultura primaria), avaliando a citotoxicidade de forma direta e
indireta. As células foram obtidas por meio de cultura primaria e utilizou-se como
materiais controle o cimento de iondmero de vidro de alta viscosidade puro e
incorporado com as microparticulas sem CIx Dg (MSO e MRSO0). Para isso foram
confeccionados corpos-de-prova de 4 mm/1 mm (Figura 9), utilizando um molde
metalico. Os moldes foram lubrificados com vaselina sélida (Miyako do Brasil, Sao
Paulo, Brasil) e apoiado em uma tira de poliéster (TDV Dental, Pomerode, Brasil)
sobre uma placa de vidro. A insercédo foi realizada em Unico incremento, sendo todos
0s materiais manipulados de acordo com as instrucdes do fabricante (Quadro 1). Os
cimentos de ionbmeros de vidro foram inseridos no molde com uma espatula de
insercéo. Apos completo preenchimento do molde, o cimento de iondémero de vidro foi
coberto com tira de poliéster. Em seguida, o material foi pressionado com uma placa
de vidro, por 1 min, para extravasar o excesso e padronizar a superficie com a maior

lisura possivel, enquanto aguardava-se a sua geleificacao.

(I

Figura 9- Corpo-de-prova para a avaliacdo da biocompatibilidade celular dos materiais

Apos 1 h os corpos-de-prova receberam um acabamento com tiras de
lixa de poliéster, para se obter extremidades lisas. Em seguida os corpos-de-prova
foram esterilizados por 6xido de etileno e posteriormente, em ambiente adequado
(camara de fluxo laminar) foram armazenados em meio de cultura contendo 88% de
a-MEM (meio essencial minimo, modificacao alfa), 1% de penicilina e 1% de fungicida,
sendo que os 10% de soro fetal bovino foram incluidos somente no momento de
semeadura das células.

Foram realizados dois esquemas de trocas dos meios de cultura, um

dinAmico e outro, acumulativo. Em ambos foram avaliadas as citotoxicidades direta
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(semeando as células diretamente sobre os corpos-de-prova) e indireta (uso do meio

de cultura no qual os corpos-de-prova foram armazenados previamente).

4.7.1 ESQUEMA DINAMICO

Nesse estudo 10 corpos-de-prova foram armazenados em 1000 pL de
meio de cultura. Em cada tempo pré-determinado (1,2,4e8h, 1, 2, 4 e 7 dias) foram
realizadas trocas do meio de cultura. Esses meios, apds serem removidos, foram
utilizados para incubar as células de fibroblastos gengivais humanos, caracterizando
uma avaliacdo de citotoxicidade indireta. Sobre os corpos-de-prova foram também
semeadas células de fibroblastos gengivais humanos, caracterizando a avaliacao de
citotoxicidade direta.

Em ambos os casos, 0s ensaios foram realizados em triplicata,
utilizando placas de 96 pocgos, nas quais foram adicionados 100 pL de meio por poco.

Para avaliar a citotoxicidade indireta, foram semeados fibroblastos
gengivais humanos na concentragéo de 10* cel/cm?, sendo que as placas de 96 pocos
foram armazenadas em estufa a 37°C e 5% de CO? por trés dias. Apds esse periodo,
foram realizadas as avaliagbes pelo método MTT, para comprovar a fixacdo e o
crescimento dos fibroblastos gengivais humanos. Neste momento foi realizada a troca
do meio, utilizando os meios de cultura (90%) armazenados previamente com 0
acréscimo de soro fetal bovino (10%).

Para a avaliagédo de citotoxicidade direta, foram colocados os corpos-
de-prova com a face mais lisa voltada para cima em placas de 96 poc¢os. Em seguida,
foram semeados 100 uL de meio de cultura com células de fibroblastos gengivais
humanos, na concentracdo de 10 X 10 cel/cm?. Usou-se somente semeadura com as
células como controle nos pogos, sem 0s corpos-de-prova.

Apos 1 e 4 dias, o meio de cultura foi removido e a viabilidade celular
foi avaliada por meio do MTT. Depois de aspirados os meios de cultura, de cada poco,
foram aplicados 10 uL de MTT que permaneceu reagindo por 3 h. Concluido esse
periodo, o MTT foi aspirado e aplicado tampéao fosfato salino (PBS) para lavar os
pocos. Um volume de 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) foi adicionado em cada poco
e homogeneizou-se com o auxilio de pipeta. Efetuando-se uma analise
espectrofotométrica do corante incorporado, empregando um leitor de microplacas

(Biotech, Winooski, EUA) no comprimento de onda de 550 nm, sendo utilizado como



60

valor de branco o DMSO. Afim de se obter o valor somente do crescimento sobre os
corpos-de-prova, os mesmos foram retirados apds lavagem com PBS, colocados em
outra placa de 96 pocos, sendo adicionados 100 uL de DMSO por poco, o qual
permaneceu por 1 h. Apos esse tempo o DMSO foi retirado com o auxilio de pipeta e

colocado em nova placa para leitura em 550 nm.

4.7.2 ESQUEMA ACUMULATIVO

Nesse experimento foram armazenados 4 corpos-de-prova em 400 pL
de meio de cultura por cada tempo pré-determinado (1 e 4 h, 1, 3, 7 e 14 dias). Ap6s
a remocao desses meios, os mesmos foram utilizados para incubar as células de
polpa dental humana, caracterizando uma avaliacdo de citotoxicidade indireta. Sobre
0s corpos-de-prova, foram semeadas células de fibroblasto gengival humano,
caracterizando a avaliagédo de citotoxicidade direta.

Em ambos os casos, foram realizados os ensaios em triplicata,
utilizando placas de 96 pocos, nas quais foram utilizados 100 puL de meio por poco.

Para avaliar a citotoxicidade indireta, foram semeadas células de
polpa dental humana na concentracdo de 2 X 10 cel/cm? em placas de 96 pocos, as
quais foram armazenadas em estufa a 37°C e 5% de CO?por 24 h. Apos esse periodo,
foi efetuada a avaliacdo com o MTT para comprovar a fixacdo e o crescimento das
células de polpa dental humana. Neste momento foi realizada a troca do meio,
utilizando os meios de cultura (90%) armazenados previamente acrescidos de soro
fetal bovino (10%).

Para a avaliacado de citotoxicidade direta, foram colocados os corpos-
de-prova com a face mais lisa voltada para cima em placas de 96 pocos e semeados
100 pL de meio de cultura com células de fibroblasto gengival humano, na
concentracédo de 10 X 10% cel/lcm?. Células semeadas diretamente na placa sem os
corpos-de-prova foram usadas como controle.

Transcorrido um dia, foi removido o meio de cultura e a viabilidade
celular das células de polpa dental humana foi avaliada por meio do método
colorimétrico do MTT. Depois que os meios de cultura foram aspirados, de cada poco,
foram aplicados 10 pL de MTT que permaneceu reagindo durante 3 h. Apds esse
periodo, o MTT foi aspirado e adicionado PBS para lavar os po¢os. Apés, 100 uL de

DMSO foi colocado em cada po¢o e homogeneizado com o auxilio de pipeta. A analise
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espectrofotométrica do corante incorporado foi efetuada empregando um leitor de
microplacas (Biotech, Winooski, EUA) no comprimento de onda de 550 nm, sendo
utilizado DMSO puro como branco. Para a obtencédo dos valores da viabilidade celular
dos fibroblastos gengivais humanos, quando do crescimento somente sobre os
corpos-de-prova, o0s mesmos foram retirados apds lavagem com PBS. Em seguida
foram colocados em outra placa de 96 pogos, nos quais foram adicionados 100 puL de
DMSO. Apds 3 h, o DMSO foi retirado com o auxilio de pipeta e colocado em nova

placa para a leitura em 550 nm.

4.8 AVALIACAO MICROBIOLOGICA DOS CIMENTOS DE IONOMEROS DE VIDRO

Os meios de cultura armazenados no esquema dinamico nos tempos
experimentais de 1, 2,4 e 8 h, 1, 2, 4 e 7 dias, foram também utilizados para o teste
microbiolégico contra Streptococcos mutans, a fim de comprovar a atividade
antimicrobiana dos cimentos de iondbmeros de vidro contendo microparticulas
met(acrilicas) de digluconato de clorexidina. A avaliacdo do crescimento bacteriano
ocorreu por meio da leitura de absorvancia, em comprimento de onda de 600 nm.
Uma suspensao antimicrobiana (Cennoxicicime Sys) foi utilizada como controle
positivo.

Inicialmente, cepas de Streptococcos mutans foram inoculadas em
caldo de triptona de soja (TSB) a 37 + 2°C, por 18 h, até atingir a fase exponencial de
crescimento. Em seguida, a suspensao bacteriana foi centrifugada a 4000 RPM
durante 15 min, sendo resuspendinda em caldo Mdieller Hinton por duas vezes,
ajustada para uma densidade o6ptica (600 nm) de 4 x 10° UFC/mL. Para a
determinacdo da concentracdo minima inibitéria (MIC) e da concentracdo minima
bactericida (MBC), a cultura microbiolégica foi realizada em placas de 96 pocos. Por
tanto, em cada poco, 50 uL de suspensao bacteriana e 50 UL de cada meio de cultura
previamente armazenado foram adicionados. As placas foram incubadas a 37 £ 2°C,
durante 24 e 48 h, em estufa, em condi¢cdo de anaerobiose.

A leitura da turbidimetria visivel a 600 nm foi realizada apds 24 h,
empregando um leitor de microplacas (Biotech, Winooski, EUA). Das concentra¢des
(meios de cultura previamente armazenados) que ndo apresentaram crescimento
visivel, 50 yuL foram semeados em placas de Petri com &gar Mueller Hinton, com

auxilio de pipeta e swab. Essas placas foram armazenadas em anaerobiose,
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produzida com o auxilio de um gerador de atmosfera GENbox Microaer (Bio-Merieux
S.A., Marcy I'Etoie, Franga), em estufa a 37 + 2°C.
A leitura do numero de colonias formadas nas placas de Petri foi

realizada apds periodo de 48 h.

4.9 LIBERACAO E RECARGA DE ION FLUORETO

Esta etapa foi realizada no laboratorio do Programa de POs-
graduacéo mestrado/doutorado em Odontologia da Universidade Estadual de Ponta
Grossa.

Para comprovar se ndo houve interacéo do digluconato de clorexidina
com o ion fluoreto, foi medida a liberagcéo de ion fluoreto a partir de cinco corpos-de-
prova por material. Os corpos-de-prova foram confeccionados em matriz plastica,
medindo 8,0 mm de diametro e 2,5 mm de espessura. Uma fina camada de vaselina
sélida (Miyako do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) foi aplicada na porcao interna do molde
com um pincel. O molde (Figura 10) foi colocado sobre uma tira de poliéster (TDV
Dental, Pomerode, Brasil) que foi fixada sobre uma placa de vidro. O material foi
inserido levemente, em Unico incremento na matriz, com auxilio de seringa
descartavel Medinject 1 mL (Med Goldman, Manaus, Brasil) para que ndo fossem
incluidas bolhas de ar no interior da amostra. Em seguida, foi colocado um pedaco de
fio dental, seguido por outra tira de poliéster sobre o molde preenchido e, sobre esta
foi colocada outra placa de vidro espessa, sendo feita presséo durante 1 min. O fio
dental foi incluido para permitir que o corpo-de-prova ficasse suspenso durante o
armazenamento, sem ter contato com as paredes do recipiente de armazenagem.

Depois da confeccdo dos corpos-de-prova, 0os mesmos foram
protegidos com vaselina sélida e aguardou-se 1 h para serem armazenados em
frascos individuais, identificados, com 5 mL de 4gua deionizada. A armazenagem foi
feita em estufa, regulada a temperatura de 37 + 2°C, na qual os recipientes
permaneceram durante os periodos de tempo entre as leituras. Nos tempos pré-
determinados (1, 2, 7 e 14 dias), foi avaliada a concentracéo de ion fluoreto presente

na agua deionizada, sendo que a mesma foi trocada a cada tempo de analise.
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Figura 10- Molde e corpo-de-prova para a avaliagdo da capacidade de liberagdo e recarga de ion
fluoreto

A mensuracédo da liberacdo de ion fluoreto foi realizada por meio de
um eletrodo especifico para esse ion (Orion, modelo 96-09), acoplado ao aparelho
analisador de pH/fluoretos (Orion 4Star ph-lse Thermo Electron Comporation,
Marietta, OH, EUA). Previamente a realizacdo das determina¢des, o equipamento foi
calibrado em cinco pontos, sendo ainda, a cada medida, recalibrado com duas
solucdes padrao de fluoreto de sédio a 1 e 10 ppm, preparadas com TISAB Il (solucéo
tampdo para ajuste da forca i6nica total). Nos recipientes onde 0s corpos-de-prova
foram armazenados misturou-se 0,5 mL de TISAB Il e 0,5 mL de 4gua destilada, com
0 objetivo de realizar a leitura da quantidade de ion fluoreto liberado.

Apos 14 dias, os corpos-de-prova foram secos com papel absorvente.
Aplicou-se sobre eles gel de fluoreto de sédio neutro a 2% (DFL, Rio de Janeiro, Brasil)
por 4 min, com auxilio de pinca clinica e algodao. Apos esse periodo de tempo, 0s
corpos-de-prova foram lavados em agua deionizada, secos e imersos em 5 mL de
agua deionizada. Realizou-se nova leitura, apds 24 h, para confirmar a capacidade de

recarga de ions fluoreto dos materiais.

4.10 AVALIACAO DA RESISTENCIA A ABRASAO

Esta etapa foi realizada no laboratério do Programa de POs-
graduacéo mestrado/doutorado em Odontologia da Universidade Estadual de Ponta
Grossa.

A fim de confirmar a manutencdo da qualidade dos cimentos de
iondbmeros de vidro, foi realizada a avaliagdo da resisténcia a abrasdo por meio dos
parametros: alteracdo de massa, rugosidade superficial e dureza superficial. Essas

propriedades foram determinadas antes e apds a escovacao simulada.
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Foram confeccionados 10 corpos-de-prova de cada material, medindo
5 mm de espessura e 6 mm de diametro (Figura 11). Para a confeccao dos corpos-
de-prova dos cimentos de ionémeros de vidro, o molde foi lubrificado com vaselina
sélida (Miyako do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) e apoiou-se em uma tira de poliéster (TDV
Dental, Pomerode, Brasil) sobre uma placa de vidro. A manipulagcdo do cimento de
ionbmero de vidro foi realizada conforme as instru¢bes do fabricante do material
controle (Quadro 1) e a insercao sendo feita no molde em Unico incremento, com o
auxilio de uma seringa descartavel Medinject 1 mL (Med Goldman, Manaus, Brasil).
Apos o completo preenchimento do molde, o cimento de iondmero de vidro foi coberto
com uma tira de poliéster, e, em seguida, pressionado com uma placa de vidro
espessa por 1 min, para extravasar o excesso de material e padronizar a superficie,

com a maior lisura possivel, enquanto aguardou-se a sua geleificacéo.

Figura 11- Molde e corpo-de-prova para a avaliacdo de resisténcia & abrasao

Os corpos-de-prova foram recobertos com vaselina sélida para a
protecdo dos cimentos de ionébmeros de vidro, evitando a sinérese e a embebicao.
Apés 1 h da sua confeccédo, os corpos-de-prova foram imersos em agua destilada e
mantidos em recipientes individuais, devidamente identificados. O armazenamento
ocorreu em estufa a 37 * 2°C até a estabilizacdo de massa (inicial e final) dos
materiais, verificada por meio de pesagens em balanca de precisdo modelo AW 220
(Shimadzu do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) com precisdo de 0,0002 g.

Os corpos-de-prova foram manipulados, em todas as etapas, com
pinga clinica universal, evitando-se contato das méos, as quais poderiam contaminar
0S mesmos com oleosidade, capaz de interferir nos resultados. Todas as etapas foram
realizadas em ambiente com temperatura controlada de 23 + 1°C, sendo utilizado um

termbémetro de ambiente para a sua afericéo (Incoterm, Porto Alegre, Brasil).
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4.10.1 ALTERACAO DE MASSA

A massa dos corpos-de-prova, expressa em gramas, foi obtida
utilizando-se uma balanca de precisao calibrada modelo AW 220 (Shimadzu do Brasil,
S&o Paulo, Brasil) com precisao de 0,0002 g. Para esse procedimento, os corpos-de-
prova foram removidos de seus moldes e pesados a cada intervalo de 24 h, até que o
valor obtido entre dois dias consecutivos tivesse uma variagdo maxima de 0,0002 g.
Esse fato demonstra que ndo ha mais alteracdo da massa dos corpos-de-prova. Por
convencao, o valor determinado no ultimo dia foi considerado o valor de massa inicial.

Para a pesagem diaria, os corpos-de-prova foram secos com papel
absorvente por 30 s. Em seguida, cada um deles foi posicionado na extremidade
direita do prato da balanca, no qual havia uma marcacdo e, durante a pesagem, a
porta de acesso ao interior da balanca permaneceu fechada para evitar a interferéncia
do meio externo. A pesagem foi realizada até alcancar a estabilidade da massa dos
corpos-de-prova, com variacdo aceitavel de, no maximo, 0,0002 g. Quando foram
verificados valores estaveis no mesmo dia, apds as pesagens consecutivas, registrou-
se a média dos ultimos trés valores, como massa do respectivo dia.

O valor de massa final foi obtido, apdés a escovacdo simulada

empregando o mesmo procedimento.

4.10.2 ALTERACAO DA RUGOSIDADE SUPERFICIAL

A rugosidade superficial inicial foi verificada apés ter sido atingida a
estabilidade de massa dos corpos-de-prova. Utilizou-se um rugosimetro de contato
modelo Surftest-301 (Mitutoyo, Japao) que foi calibrado pelo resultado da placa
padrdo em 9,50 um para rugosidade total (Rt) e 2,95 um para Ra. Além disso, foi
regulado com cut-off de 0,25 mm, para minimizar a interferéncia de ondulacdo da
superficie e com limite de medicdo de 1,25 mm.

Foram realizadas cinco leituras, distribuidas sobre o corpo-de-prova,
tendo como referéncia o centro do mesmo. Tentou-se dessa forma abranger o maximo
de sua extenséao para obter o valor de rugosidade média aritmética (Ra) e rugosidade

total (Rt), conforme demonstrado na Figura 12. A rugosidade Ra e Rt inicial de cada
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corpo-de-prova foi obtida calculando-se a média aritmética dos cinco valores de Ra e
Rt, respectivamente.

Demarcou-se a superficie na qual foram realizadas as leituras iniciais
e esse lado foi submetido ao contato com as cerdas das escovas dentais durante a
escovacdo simulada. O valor da rugosidade superficial final foi obtido apés a
escovacao simulada, da mesma forma adotada antes do procedimento de abraséao.

Figura 12- Esquema das leituras para a avaliagdo da rugosidade superficial

4.10.3 ALTERACAO DA DUREZA SUPERFICIAL

A dureza superficial foi avaliada com um microdurémetro (HMV
MicroHardness tester, Shimadzu, Quioto, Japdo) utilizando-se uma carga de 100 g
por 20 s. Foram realizadas cinco medidas, com distancia de 50 um a partir da margem
externa do corpo-de-prova, na mesma superficie em que foi realizada a leitura da
rugosidade superficial, conforme o esquema da Figura 13. O valor obtido foi expresso
em dureza Vickers (VHN). O valor da dureza superficial inicial de cada corpo-de-prova
foi determinado pela média aritmética dos cinco resultados de VHN.

O valor da dureza superficial final foi obtido apdés a escovacao

simulada da mesma forma que descrito anteriormente.
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Figura 13- Esquema das indentacfes para a avaliagdo da dureza superficial

4.10.4 ESCOVACAO SIMULADA

Os corpos-de-prova foram adaptados a maquina de escovagao com
uma saliéncia de 2 mm acima do molde, para permitir o contato das cerdas das
escovas dentais somente com 0s materiais testados. Para tanto, foram encaixados
em um tubo de poli(cloreto de vinila), preenchido com resina acrilica, apresentando
um orificio central de 10 mm (Figura 14). Esse cuidado evitou que as escovas dentais
entrassem em contato com o molde. O referido conjunto foi levado a base da maquina
de escovacéao e os corpos-de-prova foram submetidos a 100.000 ciclos de escovacéo,
com carga de 300 gramas de for¢ca, em uma velocidade de 4,5 ciclos por segundos,
na maguina desenvolvida para esse procedimento de escovacdo simulada (EIQuip,
Séo Carlos, Brasil). A quantidade de ciclos realizados no teste equivaleram a

aproximadamente cinco anos de escovacao dentaria.

Figura 14- Dispositivo para adaptacao do corpo-de-prova e fixacdo na matriz da maquina de escovagao

A magquina de escovacao apresenta dez bragcos metalicos, os quais

fazem movimentos de vai-e-vem, onde foram fixadas as escovas dentais. Para essa
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fixacdo, os cabos das escovas dentais foram removidos com uma serra manual de
aco de 300 mm (Starrett, Itu, Brasil). Dessa forma, somente a cabeca da escova dental
e 10 mm do cabo foram adaptados nos bracos da maquina. Para cada corpo-de-prova,
foi utilizada uma escova dental com cerdas macia (Colgate Extra Clean, Colgate-
Palmolive, S&o Bernardo do Campo, Brasil) (Figura 15). Os corpos-de-prova foram
fixados numa base de ac¢o inoxidavel, com dez dispositivos, onde os mesmos foram
posicionados. Isso possibilitou a escovacdo simultanea de 10 corpos-de-prova. A
escovacao simulada foi realizada em ambiente com temperatura a 37 + 0,3°C, o que
foi possivel em funcdo da maquina ter um sensor de temperatura e uma cupula de
vidro, que manteve 0s corpos-de-prova e as escovas dentais em um ambiente

fechado.

ot ol S

Figura 15- Escovas dentais e dentifricio utilizados na escovagéo

Os corpos-de-prova foram escovados com o dentifricio Colgate Total
12 (Colgate-Palmolive, Sdo Bernardo do Campo, Brasil) (Figura 15) diluido em agua
destilada, com auxilio de um agitador magnético sem aquecimento (Fisatom, S&o
Paulo, Brasil), de acordo com a especificacdo da ISO 14569-1 (International
Organization for Standardization®! 1999) na proporc¢do de 1:2 em massa. Essa diluicdo
foi feita para reproduzir o que ocorre na saliva. Depois de diluido, o dentifricio foi
colocado em seringas descartaveis de 20 mL (Embramac, Itajai, Brasil) que foram
acopladas a maquina de escovacao, sendo esta regulada para injetar 2 mL do
dentifricio diluido a cada 2 min.

Ao término da escovacao, os corpos-de-prova permaneceram por 10
min em uma cuba ultra-sénica (Cristofoli, Campo Mourdo, Brasil) para remoc¢éo de
residuos de dentifricio que ficaram impregnados nas superficies dos corpos-de-prova.
Em seguida, foram novamente armazenados em agua destilada, a 37 + 2°C, em



69

recipientes individuais. Esses corpos-de-prova foram entdo, submetidos a
determinacdo da massa, da rugosidade superficial e da dureza superficial, como

descrito anteriormente.

4.11 PROPRIEDADES MECANICAS

Esta etapa foi realizada nos laboratérios do Programa de POs-
graduacédo mestrado/doutorado em Odontologia da Universidade Estadual de Ponta
Grossa e Centro Interdisciplinar de Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta
Grossa.

Para investigar se ocorreu a manutencédo da qualidade do cimento de
ionbmero de vidro apOs a incorporacdo das microparticulas (met)acrilicas de
digluconato de clorexidina, foram avaliadas trés propriedades mecanicas: resisténcia
a compressao, a tracdo diametral e a flexdo. Essas propriedades foram analisadas
apos 24 h e 1 més, ap6s o armazenamento em agua destilada a 37 + 2°C em
recipientes individuais, contados a partir da mistura inicial. Os ensaios foram
realizados utilizando uma célula de carga de 10 kN, com uma velocidade de 0,5
mm/min até a ruptura final dos corpos-de-prova na maquina de ensaios universal (AG-

| Shimadzu-Modelo Autograph, frequéncia de 60 Hz; Shimadzu, Quioto, Japao).

4.11.1 RESISTENCIA A COMPRESSAO

Para a determinacdo da resisténcia a compressdo, foram
confeccionados cinco corpos-de-prova de cada material para cada periodo de
avaliacdo (24 h e 1 més), com o auxilio de um molde de 6 mm de altura por 4 mm de
didmetro (Figura 16).

Para a confec¢céo dos corpos-de-prova dos cimentos de ionémero de
vidro, o molde foi lubrificado com vaselina sélida (Miyako do Brasil, Sdo Paulo, Brasil),
e apoiou-se em uma tira de poliéster (TDV Dental, Pomerode, Brasil), sobre uma placa
de vidro. A manipulacdo dos materiais foi realizada conforme as instrugbes do
fabricante do material controle e efetuou-se a inser¢cdo do material no molde em anico
incremento, com o auxilio de uma seringa descartavel Medinject 1 mL (Med Goldman,
Manaus, Brasil). Apés o completo preenchimento do molde, o cimento de iondmero

de vidro foi coberto com uma tira de poliéster e, entdo, pressionou-se contra uma placa



70

de vidro espessa, por 1 min. Isso foi realizado para extravasar o excesso de material
e padronizar a superficie com maior lisura possivel enquanto aguardou-se a sua
geleificacdo. Decorrido 1 h apds a manipulacdo dos cimentos, 0s corpos-de-prova
foram removidos de seus moldes, protegidos com vaselina sélida, armazenados em
frascos individuais contendo 4gua destilada e mantidos na temperatura de 37 + 2°C
em uma estufa. Previamente aos ensaios mecanicos, 0S corpos-de-prova foram

lixados manualmente com tiras de lixa de poliéster para remoc¢ao dos excessos.

Figura 16- Molde para a confeccao dos corpos-de-prova para a avaliac@o da resisténcia a compressao

Os cinco corpos-de-prova de cada grupo foram posicionados
individualmente, com seu eixo mais longo na posicéo horizontal em relagéo a base da
maquina. Os valores maximos de resisténcia obtidos foram convertidos em MPa, por

meio da Equacéo 4.

Tens&o de compressdo (MPa) = % (Equacéo 4)
Onde: F = carga de ruptura (N) e d = diametro da amostra (mm).
4.11.2 RESISTENCIA A TRACAO DIAMETRAL

Para a obtencdo da resisténcia a tracdo diametral, foram
confeccionados cinco corpos-de-prova de cada material, para cada periodo de
avaliacdo (24 h e 1 més), com o auxilio de um molde metalico de 2 mm de altura por

4 mm de diametro (Figura 17).
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A obtencéo dos corpos-de-prova dos cimentos de ionémeros de vidro,
assim como a manipulacdo desses materiais foi realizada conforme o relatado
anteriomente para a realizacdo do teste de resisténcia a compressdo. A Unica

diferenca foi em relacédo ao molde utilizado.

Figura 17- Molde para a confeccdo dos corpos-de-prova para a avaliacdo da resisténcia a tracdo
diametral

Os corpos-de-prova foram posicionados com 0 seu eixo mais longo
na posicao vertical em relagéo a base da maquina. Os valores maximos de resisténcia

obtidos foram convertidos em MPa, com o emprego da Equacéo 5.

Tens&o de tragéo diametral (MPa) = %(Equagéo 5)

Onde: F = carga de ruptura (N), d = didmetro da amostra (mm) e | = comprimento do

corpo-de-prova (mm).
4.11.3 RESISTENCIA A FLEXAO

Para avaliacdo da resisténcia a flexdo foram confeccionados cinco
corpos-de-prova retangulares de cada material para cada periodo de avaliagcao (24 h
e 1 més), com o auxilio de um molde de 17 mm de comprimento, 2 mm de largura e 2
mm de altura.

A obtencéo dos corpos-de-prova dos cimentos de iondmeros de vidro,
assim como a manipulacdo desses materiais foi realizada conforme o detalhado
anteriomente, para a realizacdo do teste de resisténcia a compressao. A Unica

diferenca foi em relagéo ao molde utilizado.
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Os corpos-de-prova foram posicionados com seu eixo mais longo na
posicao horizontal em relacdo a base da maquina. Os valores maximos de resisténcia

obtidos foram convertidos em MPa, a partir da Equacéao 6.

3FI ~
—— (Equagao 6)

Tens&o de flexdo (MPa) =
2bh

Onde: F = carga de ruptura (N), | = distancia entre os suportes (mm), b = largura do
corpo-de-prova (mm) e h = altura do corpo-de-prova (mm).

4.12 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicho dos valores obtidos nos testes foi analisada
empregando-se o teste de Shapiro-Wilks, para verificar a distribuicdo normal desses
dados.

Os resultados da avaliacao de viabilidade celular, para cada tempo,
em ambos os esquemas, foram analisados com o teste ANOVA de 1 critério. Nesse
caso, o critério foi cada grupo experimental. Quando detectadas diferencas
significantes entre os grupos, realizou-se o pos-teste de Bonferroni. Isso foi realizado
para identificar entre quais grupos ocorreram as diferencas.

Os resultados da analise de liberagdo de ions fluoreto foram
analisados com o teste ANOVA de 2 critérios (grupos e tempos), e quando detectadas
diferencas significantes, foi realizado o pds-teste para comparacdes multiplas de
Tukey.

Os resultados obtidos para cada parametro na avaliacdo de
resisténcia a abrasao foram analisados separadamente. Os resultados de cada grupo
foram submetidos a analise estatistica para verificar se ha diferencas ou nao entre os
valores iniciais, finais e médias das diferencas com o teste t de Student (amostras
pareadas). O teste ANOVA de 1 critério foi usado para a comparagao entre 0s grupos,
antes e apos a abrasdo. Ao se detectar diferencas significativas entre os grupos, foi
realizado o pOs-teste para comparacdes multiplas de Tukey.

Os resultados obtidos na avaliacdo das propriedades mecanicas para
cada grupo foram submetidos a andlise estatistica para avaliar a ocorréncia de

diferencas ou n&o entre os valores obtidos apos 24 h e 1 més com o teste t de Student
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(amostras pareadas). O teste ANOVA de 1 critério foi usado para a comparagao entre
0S grupos, nos momentos 24 h e 1 més separadamente. Quando foram detectadas
diferencas significativas entre os grupos, realizou-se o pos-teste para comparacdes
multiplas de Tukey.

O nivel de significancia adotado foi de 5% (a=0,05), sendo que todo o
tratamento estatistico foi feito com o programa GraphPad Prism 5.00™ (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA).



5 RESULTADOS

Os resultados produzidos nesse estudo possibilitaram o
desenvolvimento dessa Tese de Doutorado do Programa de Pds Graduacao Stricto
Sensu em Odontologia, Area de Concentracéo Clinica Integrada e a elaboracdo de
cimento de ionébmero de vidro contendo microparticulas (met)acrilicas inovadoras de
digluconato de clorexidina. Fato que possibilitou requerer sua patente junto ao Instituto
Nacional de Propriedade Industrial (INPI) sob o nimero BR 1020120285860, de 08 de
novembro de 2012 (Anexo 1). Além disso, parte desses resultados constituem um
artigo que foi publicado no periédico Latin American Journal of Pharmacy (Anexo 2).

51 PREPARACAO DAS MICROPARTICULAS (MET)ACRILICAS DE
DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA

As microparticulas (met)acrilicas de CIx Dg foram obtidas com
sucesso para todas as formulacdes, apresentaram-se na forma de pé de cor branca e
amarela para o Eudragit® S100 e para o Eudragit® RS100, respectivamente (Figura
18).

Figura 18- Microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina
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5.2 AVALIACAO DAS MICROPARTICULAS (MET)ACRILICAS DE DIGLUCONATO
DE CLOREXIDINA

5.2.1 AVALIACAO DO RENDIMENTO

A avaliacdo do rendimento foi realizada apds a secagem a vacuo,
sendo que taxas de rendimento adequadas (mais de 80%) foram obtidas para todas

as formulacoes.

5.2.2 QUANTIFICACAO DO DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA NAS
MICROPARTICULAS

Todas as formulacbes apresentaram valores de eficacia de
encapsulacado meédia superiores a 90%, tal como indicado na Tabela 3. Além disso, as
microparticulas preparadas com Eudragit® RS100 mostraram valores de eficiéncia de
encapsulacdo superiores em comparacdo com Eudragit® S100, na mesma

concentracéo de farmaco.

Tabela 3 - Eficacia de encapsulacdo e tamanho de particula para as microparticulas
(met)acrilicas de digluconato de clorexidina

Formulacéo Teor do farmaco Eficacia de Média de didmetro
(mg/g) encapsulacao (%) (um)

MS10 94,77 + 1,46 94,77 4,12 + 3,48

MS25 225,20+ 2,88 90,08 2,01+1,16

MRS10 96,78 + 1,28 96,78 6,99 + 5,80

MRS25 228,62 + 2,39 91,45 21,07 + 17,76

5.3 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS (MET)ACRILICAS DE
DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA

5.3.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As microparticulas obtidas utilizando o Eudragit® S100 revelaram uma

forma esférica ou quase esférica e apresentaram uma superficie lisa, com agregados
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de diferentes tamanhos (Figuras 19a e 19b). No entanto, agregados de forma irregular
foram observados para as formulacdes preparadas com o Eudragit® RS100, com
superficie lisa para MRS10 (Figura 19c) e superficie mais irregular para MRS25
(Figura 19d). Nao foram observados poros na superficie das microparticulas.

O tamanho das microparticulas (met)acrilicas de digluconato de
clorexidina estéo indicados também na Tabela 3. Em geral, formula¢gdes de tamanho
micrométrico foram registradas. Além disso, as microparticulas produzidas usando
Eudragit® S100 mostraram diametros médios mais reduzidos do que as obtidas a partir
do Eudragit® RS100.

5

£

Figura 19- Imagns de microscopia eletrbnica de varredura com aumento de 1200 X das
microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina MS10 (a), MS25 (b), MRS10 (c) e MRS25

(d)

5.3.2 DIFRACAO DE RAIOS X

As amostras de digluconato de clorexidina, Eudragit® S100, Eudragit®
RS100 e as microparticulas (met)acrilicas foram estudadas por difracédo de raios X, a
fim de avaliar os seus padrdes de cristalinidade (Figura 20). Os padrdes iniciais do
farmaco puro e dos polimeros revelaram estruturas mais amorfas/nédo-cristalinas,
considerando que nenhum pico indicativo de cristalinidade foi observado em seus

difratogramas de raios X. Os difratogramas das microparticulas (met)acrilicas de
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digluconato de clorexidina também demonstraram padrdes nao-cristalinos e foram
bastante semelhantes aos verificados para o0s polimeros de partida.
Consequentemente, o processo de microencapsulagéo néo alterou as estruturas néao-

cristalinas tipicas das matérias-primas.
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Figura 20- Padrbes de difragdo de raios X do digluconato de clorexidina, Eudragit® S100, Eudragit®
RS100 e microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina

5.3.3 AVALIACAO POR ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO
COM TRANSFORMADA DE FOURIER

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
registrados para o digluconato de clorexidina, Eudragit® S100, Eudragit® RS100 e para
as microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina estdo representados
na Figura 21. O espectro de FTIR do digluconato de clorexidina mostrou as bandas
tipicas referentes as suas ligagbes quimicas, como anteriormente relatadas na
literatura (Musial®? 2011). A vibracéo de estiramento de N-H do grupo imina C=N-H
ocorreu em 3320 cm?, a vibracdo de estiramento de C-H alifatico foi atribuida em 2935
cm?, a vibragéo de estiramento de C=N do grupo imina C=N-H foi verificada em 1623
cm, as bandas de estiramento de C=C aromatico foram observadas em 1601 e 1580
cm, a vibracdo de estiramento caracteristica das guanidinas =N-C=N- foi registrada
em 1526 cm™? e a vibracdo de estiramento de C-Cl foi detectada em 824 cm™. O

espectro de FTIR do Eudragit® S100 apresentou as bandas tipicas de estiramento de
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C=0 de &cido carboxilico em 1705 cm™ e de éster em 1730 cm™. Uma banda alargada
da vibracdo de estiramento de O-H foi exibida entre 3100 e 3500 cm™. A vibracéo de
estiramento de C-H alifatico permitiu a formacéo de bandas entre 2900 e 3000 cm™.
O Eudragit® RS100 revelou um espectro de FTIR semelhante ao Eudragit® S100. No
entanto, as vibracdes de estiramento atribuidas ao C=0 de &cido carboxilico e ao

grupo O-H néo foram verificadas, em concordancia com a sua estrutura quimica.
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Figura 21- Espectros de FTIR do digluconato de clorexidina, Eudragit® S100, Eudragit® RS100 e
microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina

A interacdo quimica entre o farmaco e os polimeros geralmente leva
a alteracOes identificaveis nos padrées de FTIR. Os espectros de FTIR das
microparticulas indicaram auséncia de altera¢cbes dos numeros de onda das bandas
de absorcdo de infravermelho caracteristicas das matérias-primas. Esse resultado
sugere que nao houve nenhuma ligacdo quimica entre o digluconato de clorexidina e

Eudragit® S100/Eudragit® RS100 durante a microencapsulagao.
5.3.4 ANALISE TERMICA
A Figura 22 resume 0s eventos de degradacédo térmica verificados

para as microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina. As formulagbes

obtidas com Eudragit® S100 (MS10 e MS25) exibiram um perfil de decomposicédo
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térmica de trés estagios. A primeira fase de perda de massa foi associada a perda de
adgua. Na segunda e terceira fases, a perda de massa foi atribuida a uma combinacéo
de eventos de degradacao da cadeia polimérica e do farmaco, além da formacao de
produtos de volatilizacdo, respectivamente. A analise térmica realizada para as
microparticulas de Eudragit® RS100 (MRS10 e MRS25) mostrou uma perda
insignificante de umidade. Além disso, estas formulacdes apresentaram eventos de
degradacéo similares como os descritos anteriormente para MS10 e MS25, sendo,

neste caso, observadas duas fases distintas de decomposicao térmica.
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Figura 22- Termogramas das microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina

Além disso, os termogramas indicaram que a temperatura de inicio de
decomposicdo de todas as microparticulas (met)acrilicas de digluconato de
clorexidina foi superior a 145°C, sob fluxo de ar. Este resultado sugere uma
estabilidade térmica adequada, considerando o seu potencial uso como antisséptico

em produtos bucais.
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5.3.5 ENSAIO DE DISSOLUCAO- LIBERACAO DO FARMACO

As taxas de dissolucao do digluconato de clorexidina, como farmaco
puro e em microparticulas (met)acrilicas, estdo demonstradas no Grafico 1. O tempo
médio para 80% de liberacdo do digluconato de clorexidina puro foi inferior a 5 min.
No entanto, um valor de 80% de liberacdo do farmaco foi atingido em tempos médios
de dissolucédo de 348, 112 e 223 min para as formulacdes MS10, MS25 e MRS25,
respectivamente. Em particular, as microparticulas MRS10 mostraram um valor médio
de dissolucao de apenas 65% no tempo final de 360 min. Portanto, o digluconato de
clorexidina a partir das microparticulas (met)acrilicas teve uma taxa de dissolucéo

expressivamente mais lenta do que o farmaco puro.
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Gréfico 1- Taxas de dissolu¢do de digluconato de clorexidina como farmaco puro e em microparticulas
(met)acrilicas

5.3.5.1 ANALISE DO COMPORTAMENTO DE LIBERACAO

Os perfis de liberacdo foram ajustados aos modelos matematicos e a
selecao do melhor modelo foi realizada, considerando o coeficiente de correlagéo (r),
o critério de selecdo do modelo (MSC) e o ajuste grafico. O digluconato de clorexidina
como farmaco puro mostrou um perfil de dissolucdo segundo o modelo

monoexponencial, com uma constante cinética (k) de 0,51283 min* (r =0,9993 e MSC
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= 5,70). No entanto, as microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina
foram melhor ajustadas a equacao biexponencial do que aos outros modelos. A
constante rapida de liberacdo (a) e a constante lenta de liberacdo (B) para as

formulacdes de microparticulas estdo resumidas na Tabela 4.

Tabela 4- Dados de liberacdo obtidos por meio do ajuste dos perfis de dissolucdo do digluconato de
clorexidina a partir das microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina frente a equagao
biexponencial

Modelo Biexponencial

Formulaco r MSC a (mint) B (min-1)
MS10 0,9996 6,53 0,02674 0,00043
MS25 0,9994 6,04 0,57491 0,09666
MRS10 0,9998 7,95 0,00799 0,00045
MRS25 0,9992 5,91 0,60242 0,00839

Em relacdo ao modelo Korsmeyer-Peppas, as formulacdes
mostraram valores de n iguais a 0,62 (MS10), 0,50 (MS25), 0,62 (MRS10) e 0,60
(MRS25). Todos os comprimidos contendo microparticulas (met)acrilicas de
digluconato de clorexidina tiveram expoente de liberacéo (n), variando entre 0,43 e
0,85, indicando um transporte anémalo. Portanto, tanto os mecanismos da difusdo e
erosdo agiram para a liberacdo do digluconato de clorexidina (Siepmann, Peppas®
2001).

5.4 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DAS MICROPARTICULAS
(MET)ACRILICAS DE DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA

A Tabela 5 resume a avaliacdo antimicrobiana das microparticulas
(met)acrilicas de digluconato de clorexidina, onde apresentam-se as zonas de inibicao
do crescimento microbiano fornecidas pelas microparticulas citadas e controles contra
Candida albicans, Streptococcus mutans, Streptococcus pyogenes e Staphylococcus
aureus. Em geral, apos 24 h de incubacdo as formulag6es mostraram um potencial
antimicrobiano semelhante em relacdo ao controle positivo empregado (solucéo
aquosa comercial de digluconato de clorexidina). Nesse sentido, o processo de
microencapsulacédo utilizando ambos os polimeros (met)acrilicos ndo prejudicou o

desempenho antimicrobiano do digluconato de clorexidina.

Tabela 5- Zonas de inibicdo do crescimento* em milimetros obtidas a partir da microparticulas
(met)acrilicas de digluconato de clorexidina e controles contra microrganismos habituais do meio bucal
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Candida albicans  Staphylococcus  Streptococcus Streptococcus
ATCC 10231 aureus mutans pyogenes
Formulacéo ATCC 25923 ATCC 25175 ATCC 19615
MS10 20,85+ 1,37 20,69 £ 0,43 27,91+ 1,69 17,64 +1,15
MS25 20,11+ 0,40 21,10 £ 0,65 29,75+ 1,06 18,93 £ 0,95
MRS10 21,21 +1,27 21,44 £ 0,40 30,31 +1,74 19,08 + 1,18
MRS25 18,92 + 1,38 21,94 +£ 0,22 28,70+ 1,49 17,16 + 1,06
Controle positivo 20,94 + 0,55 21,28 £ 0,37 30,62 + 2,25 18,84 + 1,27
Controle negative — — — —
* Cada valor representa média + desvio padrdo de trés determinacfes; “—*“: significa um resultado

negativo.

Em particular, as formulacbes avaliadas apresentaram zonas de
inibicdo expressivas contra Streptococcus mutans. Esse tipo de bactéria apresenta-
se em forma de cocos Gram-positivos e desempenha papel fundamental no
desenvolvimento de infec¢des bucais em seres humanos, principalmente a carie

dental, onde é considerado o principal agente etioldgico.

55 INCORPORACAO DAS MICROPARTICULAS (MET)ACRILICAS DE
DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA NO CIMENTO DE IONOMERO DE VIDRO

Apbés a analise dos dados de caracterizacdo e da avaliacdo
antimicrobiana in vitro, as microparticulas (met)acrilicas contendo 25% de digluconato
de clorexidina formuladas com Eudragit® S100 (MS25) e Eudragit® RS100 (MRS25)
foram incorporadas geometricamente ao p6 do cimento de iondmero de vidro de alta
viscosidade (Ketac™ Molar Easymix, 3M Espe, St Paul, MN, EUA). Esse
procedimento foi realizado com o objetivo de obter-se uma concentracéo de 20% de
microparticulas no pé do cimento de ionébmero de vidro. A escolha foi baseada na
presenca de resultados aceitaveis na caracterizacdo, com a maior presenca de CIx
Dg nessas formulagdes. As microparticulas selecionadas apresentaram conforme
desejado tamanho micrométrico, foram termoestaveis, amorfas/ndo-cristalinas, com
ligacéo fisica entre farmaco e polimero, alta eficiéncia de encapsulacdo do farmaco,

atividade antimicrobiana comprovada, liberacdo lenta e controlada do farmaco.
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5.6 AVALIACAO DE BIOCOMPATIBILIDADE

A avaliacdo da biocompatibilidade dos cimentos de ionémero de vidro
contendo CIx Dg possibilitou verificar o efeito desses novos materiais direta e
indiretamente sobre os fibroblastos gengivais humanos e sobre as células de polpa

dental humana, nos dois esquemas propostos: dinamico e acumulativo.

5.6.1 ESQUEMA DINAMICO

A Figura 23 sumariza os resultados obtidos pelo esquema dinamico,
acerca da citotoxicidade indireta sobre fibroblastos gengivais humanos, nos tempos
pré-determinados e decorrente da cultura de célula por 1 dia. Em geral, até 4 dias de
andlise os materiais avaliados apresentaram baixa citotocixidade. Apenas no
experimento de 7 dias, ocorreu reducédo da viabilidade celular significativa para os
corpos-de-prova CIV+MSO e CIV puro. Enquanto que para o material CIV+MRS25
verificou-se um aumento significativo na viabilidade celular.

Ao avaliar os dados decorrentes da cultura celular por 4 dias, observou-
se maior citotoxicidade. Porém, em nenhum momento, foi verificada uma diferenca
significativa entre os materiais experimentais contendo microparticulas poliméricas de

ClIx Dg e o cimento de iondmero de vidro sem microparticulas (Figura 24).
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0 esquema dinamico, método indireto, com tempo de cultura celular de 4 dias
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A Figura 25 apresenta os resultados de viabilidade celular para cultura
de células de fibroblastos gengivais humanos em contato direto com 0s corpos-de-
prova. Para ambos os tempos de analise, verificou-se que o contato direto do material
restaurador com as células, apresentou efeito citotoxico significativo. Porém, ao
comparar 0s materiais restauradores, observou-se que a inclusao de microparticulas
contendo clorexidina ndo aumentou a citotoxicidade em relagdo ao CIV puro. Ao
contrario, em algumas situacdes, esses materiais apresentaram menor citotoxicidade,

guando comparados com o cimento de ionémero de vidro controle.
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Figura 25: Viabilidade celular dos fibroblastos gengivais humanos em contato direto com os corpos-de-
prova

5.6.2 ESQUEMA ACUMULATIVO

O efeito citotoxico de forma indireta sobre as células de polpa dental
humana dos materiais experimentais ndo apresentou diferenca significativa com o
verificado para o cimento de iondmero de vidro sem microparticulas poliméricas
(Figura 26).
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Figura 26: Viabilidade celular das células de polpa dental humana, nos tempos pré-determinados,
esquema acumulativo, método indireto

Ao analisar os dados obtidos pelo esquema acumulativo, o efeito
citotoxico de forma direta sobre as células de fibroblastos gengivais humanos
demonstrou que todos os materiais avaliados apresentaram um efeito citotoxico alto
e semelhante. Porém, o cimento de iondmero de vidro contendo as microparticulas
MS25, na maioria dos tempos (1 e 3 h, 1 dia, 7 e 14 dias) foi 0 material que apresentou
menor efeito citotdxico, sendo diferente significativamente (p<0,05) do cimento de

ionbmero de vidro sem microparticulas nos tempos 3 h, 1, 3, 7 e 14 dias (Figura 27).
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Figura 27: Viabilidade celular dos fibroblastos gengivais humano, nos tempos pré-determinados para o
esquema acumulativo, método direto

5.7 AVALIACAO MICROBIOLOGICA DOS CIMENTOS DE IONOMEROS DE VIDRO

Os meios de cultura armazenados para a cultura de células foram
igualmente utilizados para a analise microbiolégica. Os meios foram primeiramente
semeados em caldo, sendo avaliados apés 24 h por meio da turbidimetria visivel.
Neste momento, foi realizada a avaliagdo da turbidade do meio fresco, obtendo-se o

valor do branco de 0,070, considerado para definir a turbidade visivel. Ao verificar os
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resultados a partir do meio armazenados, pode-se observar que o efeito
antimicrobiano € maior nas duas primeiras horas, possivelmente pela presenca de
mondmero residual, sendo que o cimento de ionémero de vidro controle e as
microparticulas sem CIx Dg foram os primeiros materiais a perder a acao
antimicrobiana, ja em 4 h. (Gréfico 2). Os materiais contendo as microparticulas
(met)acrilicas de CIx Dg ndo apresentaram crescimento de S. mutans nos periodos

de tempo investigados.
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Gréfico 2: Valores obtidos por turbidimetria visivel referentes ao crescimento microbiano de
Streptococcus mutans, a partir dos meios de cultura coletados no esquema dinamico (valor do
branco=0,070)

Apos avaliacdo por turbidimetria, os meios com valores abaixo do
valor de branco, foram semeados em meio sélido (aAgar Mulller Hinton) em placas de

Petri, para a confirmacgéo do efeito antimicrobiano (Tabela 6).
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Tabela 6: Niumero de unidades formadoras de coldnias de Streptococcus mutans, obtidos apds a
semeadura em placa de Petri, com 0os meios de cultura coletados no esquema dindmico

Tempo CIV+ MSO0 CIV+ MS25 CIV+ MRSO  CIV+ MRS25 CIiv
1lh + 0 + 0 00
2h 1 3 + 0 01
4h + 4 + 0 +
8h + 6 + 1 +

1ldia + 7 + 0 +

2 dias + 4 + 2 +

4 dias + 3 + 2 +

7 dias + 2 + 1 +

Nota: As células da tabela preenchidas com “+“ representam, que ocorreu crescimento prévio,
determinado por turbimetria.

O crescimento microbiano foi ausente ou muito reduzido para os
materiais com microparticulas (met)acrilicas de Cix Dg, o que comprova 0 seu
potencial antimicrobiano. O CIV puro, pela presenca de monémeros residuais também

teve uma baixa carga microbiolégica nas duas primeiras horas.

5.8 LIBERACAO E RECARGA DE ION FLUORETO

Para comprovar que ndo houve interacdo da clorexidina com o ion
fluoreto, foi determinada a liberacao desse ion contido nos materiais experimentais e
no controle. Os resultados demonstraram que a maior liberacdo de ion fluoreto
ocorreu nas primeiras 24 h, na qual o material controle liberou um valor médio (ppm)
de 18,26; o cimento de ionémero de vidro contendo MS25 liberou 13,26 e o cimento
de ionébmero de vidro contendo MRS25 liberou 23,08. Nos periodos de tempo
seguintes, uma liberacdo mais reduzida, mas efetiva, foi observada, sendo que todos
0S materiais apresentaram capacidade de recarga do ion fluoreto (Gréafico 3). Ao
comparar 0os materiais nos diferentes tempos de avaliacdo, foram encontradas
diferencas estatisticamente significantivas (p<0,05) entre CIV+MS25 e CIV+MRS25
em todos os tempos e entre CIV+MRS25 e CIV nos tempos 7 dias, 14 dias e apds
recarga. O material com melhor desempenho na liberacdo de ion fluoreto foi o CIV
contendo microparticulas MRS25.
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Gréfico 3: Média da liberacdo de ions fluoreto (ppm) dos cimentos de ionémeros de vidro, 1 dia (1), 2
dias (2), 7 dias (3), 14 dias (4) e ap6és recarga (5). Comparacdes dos valores por material entre os
diferentes tempos: diferenca significativa (*) com 7 dias, 14 dias e ap0s recarga,; (#) com 7 dias, 14 dias
e apds recarga; (**) com apoés recarga; (***) com 14 dias e apés recarga; (p<0,05, ANOVA 2 critérios
com pds-teste de Bonferroni)

Ao analisar cada material nos diversos periodos de tempo, foram
constatadas diferencas estatisticamente significantivas (p<0,05) para todos os eles,
ao comparar os tempos 1 e 2 dias comparado aos periodos de 7 dias, 14 dias e apos
recarga. Ao comparar os periodos de 7 dias e 14 dias, somente encontrou-se
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) para o grupo com CIV+MS25. J& ao
se comparar os tempos 14 dias e apOs a recarga, ndo detectou-se diferenca
estatisticamente significantiva. O mais importante, foi verificar que os materiais
experimentais em nenhum momento apresentaram valores significativamente
menores em relacdo ao material controle, 0 que demonstrou que a incorporacao de
microparticulas (met)acrilicas de CIx Dg ndo alterou a capacidade de liberacdo e
recarga de ion fluoreto do CIV.

5.9 AVALIACAO DA RESISTENCIA A ABRASAO

Para avaliar o desgaste sofrido pelos materiais restauradores apos a
escovacdo simulada foram utilizados trés parametros diferentes: perda de massa,
rugosidade superficial e dureza superficial. Foram testados os dois materiais

restauradores experimentais e o controle, antes e ap0s a escovacdo simulada,
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empregando escovas dentais de cerdas macias (classificagcdo fornecida pelo
fabricante).

5.9.1 ALTERACAO DE MASSA

A alteracdo de massa expressa em gramas foi analisada pela
comparacao dos valores obtidos antes (inicial) e apos (final) o procedimento de
abrasdo (escovacao simulada). A menor perda de massa ocorreu para 0 grupo
controle (CIV), seguido pelo material experimental contendo microparticulas MRS25.
A maior perda de massa ocorreu para 0 material experimental contendo
microparticulas MS25. Foram detectadas diferencas estatisticas significantes (p<0,05)
entre a massa inicial e final para todos os materiais avaliados. Ao avaliar entre os
materiais 0s valores iniciais e finais, isoladamente, encontrou-se diferencas
estatisticamente significativas. Os materiais experimentais em ambos 0os momentos
(inicial e final) apresentaram um valor de massa significativamente menor que o
material controle. Sendo que, o cimento de ionédmero de vidro com microparticulas
MS25, teve um valor significativamente menor que o cimento de ionGmero de vidro

com microparticulas MRS25 (Gréfico 4).
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Gréfico 4: Média e desvio padrdo da massa (g) dos cimentos de iondmeros de vidro antes e depois de
submetidos a abrasdo. Comparacdes entre os valores iniciais e finais: diferencas significativas para os
grupos CIV+MS25, CIV+MRS25 e CIV (teste t de student pareado). Comparac¢8es dos valores iniciais
entre os diferentes grupos: diferenca significativa entre todos (p<0,05, ANOVA com pés-teste de
Tukey). Comparacdes dos valores finais entre os diferentes grupos: diferenca significativa entre todos
(p<0,05, ANOVA com pos-teste de Tukey)
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Comparando-se os valores obtidos para a diferenca entre massa
inicial e final, entre os materiais, ndo foram verificadas diferencas estatisticamente
significantivas (Grafico 5). Fato que demonstrou que 0s materiais experimentais
apresentaram resisténcia semelhante ao material controle.

O tempo para estabilizagdo da massa foi igual para os trés materiais,
sendo necessarias 96 h.
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Gréfico 5: Valores das diferencas entre massa inicial e final (g) dos cimentos de iondmeros de vidro
submetidos a abrasdo. Comparagdes dos valores sem diferencga estatisticamente significantivas entre
todos (ANOVA com pds-teste de Tukey)

5.9.2 ALTERACAO DA RUGOSIDADE SUPERFICIAL

Os valores de alteragdo da Ra dos materiais foram expressos em pm
e obtidos pela diferenca entre a rugosidade inicial e a rugosidade final (apds abraséao,
escovacao simulada). Os valores demonstraram que o procedimento de escovacao
causou um aumento da rugosidade superficial de todos os materiais restauradores
(Tabela 7). Ao avaliar estatisticamente esses resultados, verificou-se diferenca
estatisticamente significantivas (p<0,05) entre os valores iniciais e finais somente para

o cimento de iondmero de vidro com as microparticulas MRS25 (p=0,0005).
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Tabela 7- Média (desvio padrdo) da rugosidade Ra (um) dos cimentos de iondmeros de vidro antes e
depois da abraséo

Material Média Rugosidade Inicial Média Rugosidade Final
CIV+MS25 1,03 (£ 0,93)Aa 1,20 (£ 0,47)A,b
CIV+MRS25 0,76 (+ 0,84)B,a 2,57 (+ 0,49)C,c
CIV 0,77 (+ 0,43)D,a 0,89 (+ 0,26)D,b

Nota: Horizontal: Comparagfes entre os valores iniciais e finais: letras (mailsculas) diferentes
significam valores estatisticamente diferentes (teste t de student pareado). Vertical: Comparac®es dos
valores iniciais e finais entre os diferentes grupos: letras (mindsculas) diferentes significam valores
estatisticamente diferentes (p<0,05, ANOVA com pds-teste de Tukey).

Comparando-se os valores obtidos para a diferenca entre a
rugosidade Ra inicial e final, dos materiais, foram constatadas diferencas
estatisticamente significantivas (p<0,05) (Grafico 6) entre o cimento de ionébmero de

vidro com microparticulas MRS25 e os outros dois materiais.
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Gréfico 6- Valores das diferengas entre rugosidade Ra inicial e final (um), dos cimentos de iondmeros
de vidro submetidos & abraséo. Comparagdes dos valores: diferenca significativa (*) com CIV+MS25 e
CIV (ANOVA com pés-teste de Tukey)

Igualmente foi realizada a medida dos valores de Rt, sendo expressos
em pm e calculado pela diferenca entre a rugosidade inicial e a rugosidade final. Os
valores de rugosidade total demonstraram mais enfaticamente a alteracdo apos a
abraséo, sendo essa estatisticamente significante (p<0,05) para todos os materiais
(Tabela 8).
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Tabela 8- Média (desvio padrdo) da rugosidade Rt (um) dos cimentos de iondmeros de vidro antes e
depois da abraséo

Material Média Rugosidade Inicial Média Rugosidade Final
CIV+MS25 9,41 (+ 6,63)Aa 15,09 (+ 3,99)B,a
CIV+MRS25 9.47 (+ 7,07)C,a 21,62 (+ 3,25)D,b
CIV 8,40 (+ 3,30)E,a 11,68 (+ 3,02)F,a

Nota: Horizontal: Comparagfes entre os valores iniciais e finais: letras (mailsculas) diferentes
significam valores estatisticamente diferentes (teste t de student pareado). Vertical: Comparac®es dos
valores iniciais e finais entre os diferentes grupos: letras (minlsculas) diferentes significam valores
estatisticamente diferentes (p<0,05, ANOVA com pds-teste de Tukey).

Ao avaliar os valores de rugosidade superficial final Rt, apenas o
material com microparticuas MRS25 apresentou diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) em relacdo aos outros dois grupos.

Comparando-se os valores decorrentes da diferenca entre a
rugosidade superficial Rt inicial e final, para cada material, foram verificadas
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) (Grafico 7), entre o cimento de

ionbmero de vidro com microparticulas MRS25 e os outros dois materiais.
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Gréfico 7- Valores das diferencas entre rugosidade Rt inicial e final (um), dos cimentos de iondbmeros
de vidro submetidos & abraséo. Comparagdes dos valores: diferenca significativa (*) com CIV+MS25 e
CIV (ANOVA com pés-teste de Tukey)

5.9.3 ALTERACAO DA DUREZA SUPERFICIAL

O resultado da dureza superficial foi calculado a partir da diferenca
entre a dureza antes (inicial) e apds (final) os cimentos de iondbmeros de vidro serem

submetidos a abrasdo (escovacdo simulada). Houve aumento do valor da dureza
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superficial para todos os materiais. Os materiais experimentais apresentaram menor
alteracdo no valor de dureza superficial, ficando com valores, apds a abrasao,
semelhantes ao valor inicial do material controle. O material controle foi o Unico a
apresentar alteracao significativa do valor de dureza depois da abrasdo (p=0,0002)
(Tabela 9).

Tabela 9- Média (desvio padrao) da dureza (VHN) dos cimentos de iondmeros de vidro antes e
depois da abraséo

Material Média Dureza Inicial Média Dureza Final
CIV+MS25 25,4 (£ 6,2)A,a 32,8 (£9,9)Ac
CIV+MRS25 28,8 (+5,2)B,a 31,5 (+7,4)B,c
CIV 35,4 (£6,2)C,b 62,4 (+ 9,1)D,d

Nota: Horizontal: Comparagdes entre os valores iniciais e finais: letras (mailsculas) diferentes
significam valores estatisticamente diferentes (teste t de student pareado). Vertical: Comparac¢6es dos
valores iniciais e finais entre os diferentes grupos: letras (mindsculas) diferentes significam valores
estatisticamente diferentes (p<0,05, ANOVA com pos-teste de Tukey).

Ao analisar os dados de dureza inicial e final separadamente, entre os
materiais experimentais, observou-se que ocorreu diferenca estatisticamente
significantiva (p<0,05) entre os materiais experimentais e o material controle. Porém,
nao foi constatada diferenca entre os materiais experimentais em ambos 0s momentos
de avaliacao.

Comparando-se os valores obtidos a partir da diferenca entre a dureza
superficial inicial e a dureza superficial final, dos materiais, foram verificadas
diferencas estatisticamente significantivas (p<0,05) entre o CIV controle e os dois

materiais experimentais (Gréafico 8).
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Gréfico 8- Valores das diferencas entre dureza superficial inicial e final (VHN), dos cimentos de
iondmeros de vidro submetidos & abrasdo. Comparacdes dos valores: diferenca significativa (*) com
CIV+MS25 e CIV+MRS25 (ANOVA com poés-teste de Tukey)

5.10 PROPRIEDADES MECANICAS

Foram investigadas trés propriedades mecanicas dos materiais em
relacdo a resisténcia: a compressao, a tracdo diametral e a flexdo. Para tanto os dois
cimentos de ionbmeros de vidro experimentais e o CIV controle foram testados, apos

24 h e 1 més de armazenamento em meio Umido.
5.10.1 RESISTENCIA A COMPRESSAO

Os valores de resisténcia a compressao dos materiais experimentais,
apos 24 h foram significativamente (p<0,05) mais reduzidos em comparag¢do ao
material controle. Apos 1 més, todos os materiais apresentaram aumento do valor de
resisténcia a compressao, o qual foi significativo para o CIV controle e para o cimento
de ionbmero de vidro com microparticulas MS25. Os dados de resisténcia a
compressao apés 1 més apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre todos

0s grupos analisados (Grafico 9).



98

120 -
_ p=0,0280
& 100 - M !
=3 T
[e]
3 80
@
a
5 60 - W24 horas
3 p=0,0005 X
T EEEEE— Tmés
]
o T
S 40 -
3 T
]
© 20 -
R m

0 . .

CIV+MS25 CIV+MRS25 CIV

Grafico 9: Média e desvio padrdo dos valores de resisténcia a compressdo (MPa) apés 24 horas e 1
més de armazenamento em meio Umido dos cimentos de iondmeros de vidro. Comparagdes entre 0s
valores 24 horas e 1 més: diferencas significativas para os grupos CIV+MS25 e CIV (teste t de student
pareado). Comparac6es dos valores de 24 horas entre os diferentes grupos: diferenca significativa (*)
com CIV+MS25 e CIV+MRS25 (p<0,05, ANOVA com poés-teste de Tukey). Comparacdes dos valores
de 1 més entre os diferentes grupos: diferenga significativa entre todos os grupos (p<0,05, ANOVA com
pos-teste de Tukey)

5.10.2 RESISTENCIA A TRACAO DIAMETRAL

Os dados revelaram que em ambos 0os momentos de avaliacdo, os
valores de resisténcia a tracdo diametral foram semelhantes entre os materiais
experimentais. Porém, foram significativamente menores que os valores do material
controle. Ap6és 1 més de armazenamento, nenhum material apresentou aumento

significativo no valor de resisténcia a tracao diametral (Grafico 10).
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Gréfico 10: Média e desvio padréo dos valores de resisténcia a tracéo diametral (MPa) apds 24 horas
e 1 més de armazenamento em meio Umido dos cimentos de iondmeros de vidro. Comparagfes entre
os valores 24 horas e 1 més: sem diferencgas significativas para todos os grupos (teste t de student
pareado). Comparac6es dos valores de 24 horas entre os diferentes grupos: diferenca significativa (*)
com CIV+MS25 e CIV+MRS25 (p<0,05, ANOVA com pds-teste de Tukey). Compara¢Bes dos valores
de 1 més entre os diferentes grupos: diferenca significativa (#) com CIV+MS25 e CIV+MRS25 (p<0,05,
ANOVA com pés-teste de Tukey)

5.10.3 RESISTENCIA A FLEXAO

Os valores de resisténcia a flexdo, dos materiais experimentais, apos
24 h, foram significativamente reduzidos, em comparacdo ao material controle. No
entanto, apos 1 més, o material controle apresentou uma reducdo nesta propriedades,
enguanto que 0s materiais experimentais apresentaram aumento. Apos 1 més, houve
diferenca significativa somente entre os valores do CIV controle com o cimento de
iondbmero de vidro com microparticulas MS25. A alteracdo entre os valores de
resisténcia a flexdo apdés 24 h e 1 més demonstrou tendéncia a aumentar nos
materiais experimentais, atingindo valores aceitaveis. Embora, esse aspecto nao

tenha sido significativo para todos os materiais (Grafico 11).
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Gréfico 11: Média e desvio padréo dos valores de resisténcia a flexdo (MPa) apés 24 horas e 1 més de
armazenamento em meio Umido dos cimentos de ion6meros de vidro. Comparacdes entre os valores
24 horas e 1 més: diferengas significativas no grupo CIV+MRS25 (teste t de student pareado).
Comparacdes dos valores de 24 horas entre os diferentes grupos: diferenga significativa (*) com
CIV+MS25 e CIV+MRS25 (p<0,05, ANOVA com pos-teste de Tukey). Comparacgdes dos valores de 1
més entre os diferentes grupos: diferenca significativa (#) com CIV+MS25 (p<0,05, ANOVA com p0s-
teste de Tukey)



6 DISCUSSAO

O cimento de ionébmero de vidro tem sido indicado amplamente como
material restaurador, desde o inicio do seu uso na década de 1970. Isso deve-se ao
fato de apresentar uma acdo anticariogénica e adesividade a estrutura dentaria (Mc
Lean et al.! 1989, Mount? 1996). Sua capacidade anticariogénica esta relacionada,
principalmente, a capacidade de liberacdo do ion fluoreto, o que contribui para a
remineralizacdo de superficies dentarias acometidas por lesdo de cérie incipiente.
Porém, a capacidade antibacteriana desse material € minima (Yap et al.®* 1999).

Considerando o elevado interesse em melhorar a capacidade
antimicrobiana do cimento de ionémero de vidro, diversos autores tém sugerido a
incorporagdo de um agente antimicrobiano ao material (Takahashi et al.?> 2006,
Hoszek, Ericson®® 2008, Yesilyurt et al.?® 2009, Tuzuner et al.?6 2011, Ahluwalia et al.?’
2012, Tuzuner, Ulusu®! 2012). O objetivo dessa inclusédo é auxiliar na reducéo das
bactérias viaveis remanescentes nas cavidades cariosas. Esse fato, permitiria reduzir
a possibilidade de surgimento de lesdes de cérie secundarias em dentes que tenham
sido restaurados, além disso, nos casos em que fosse utilizado o procedimento
minimamente invasivo preconizado pelo tratamento restaurador atraumatico. Nestes
casos onde apenas a dentina desorganizada é removida e a dentina infectada deve
ser mantida na cavidade dentaria produzida. O que deixa muitos profissionais
receosos com essa pratica, ja que havera microrganismos remanecentes abaixo das
restauracdes feitas com essa técnica. Com a incluséo de substancias antimicrobianas
no material, seria possivel reduzir essa preocupacdo, pois a acdo antimicrobiana
inviabilizaria a acdo desses microrganismos. Por fim, a melhora da capacidade
antimicrobiana do material possibilitaria reduzir a producdo de MMPs o que tornaria a
interface adesiva menos degradante. Todos esses fatores possibilitariam que as
restauracdes apresentassem maior longevidade, mesmo que iSSO gerasse uma
reducdo da resisténcia mecanica do material.

Em func&o da ampla capacidade antibacteriana da clorexidina sobre
o biofilme dental, a qual impede o crescimento dos microrganismos responsaveis pelo
desenvolvimento da cérie dental, bem como sua acao inibidora sobre as MMPs
(Jones?* 1997, Carrilho et al.?° 2007, Carrilho et al.?? 2007, Imazato?® 2009), surgiu a
perspectiva de promover a inclusdo desse farmaco no cimento de ionémero de vidro

convencional de alta viscosidade assim como outros estudos propuseram (Takahashi
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et al.?> 2006, Hoszek, Ericson®® 2008, Yesilyurt et al.?® 2009, Tlzlner et al.?® 2011,
Ahluwalia et al.?” 2012, Tuzlner, Ulusu3! 2012). Todavia, deve-se salientar que em
alguns estudos os antimicrobianos foram incluidos ao p6é (Takahashi et al.?®> 2006;
Yesilyurt et al.?® 2009; Tlzlner et al.?® 2011; Tuzuner, Ulusu®! 2012; Castilho et al.*°
2012), inclusive a clorexidina (Hoszek, Ericson® 2008, Ahluwalia et al.?’ 2012,
Tlzuner, Ulusu®! 2012, Castilho et al.?2 2013). Em outro estudo, os autores preferiram
incorporar o antimicrobiano ao liquido (Tuztner, Ulusu3! 2012).

Para a realizacdo desse estudo, optou-se pela clorexidina pelas
mesmas razdes consideradas pelos diversos estudos com esse material. Trata-se de
uma substancia efetiva como agente antimicrobiano para o meio bucal (Jones?* 1997,
Yue et al.#? 2004, McCoy et al.?1 2008). Outro aspecto importante para ser salientado,
€ que nesse estudo optou-se pela incorporacdo da clorexidina por meio de
microparticulas, diferentemente dos demais estudos que usaram na forma pura
(TUzUner et al.?6 2011, Castilho et al.3° 2012).

A perspectiva de microencapsulacdo da clorexidina visava permitir a
partir das microparticulas, uma liberacdo lenta do antimicrobiano, associada a
manutencdo das caracteristicas fisicas e de desempenho do material odontol6gico.
Para tanto, este estudo laboratorial foi constituido em duas etapas: (1) formulacdo e
avaliacdo das microparticulas (met)acrilicas inovadoras de Cix Dg para serem
adicionadas em cimentos de ionébmeros de vidro e (2) investigacdo das propriedades
citotdxicas, antimicrobianas e mecanicas desse material.

As microparticulas (met)acrilicas de CIx Dg foram preparadas com
sucesso para todas as formulagbes, apresentando rendimentos semelhantes e
adequados para ambos os polimeros, Eudragit® S100 e Eudragit® RS100. Foram
obtidas taxas médias de eficacia de encapsulacdo superiores a 90%. Porém, as
microparticulas preparadas com Eudragit® RS100 mostraram uma melhor eficiéncia
de encapsulacdo, na mesma concentracdo de farmaco, possivelmente por uma maior
afinidade quimica entre o Eudragit® RS100 e o Clx Dg.

Esses resultados que foram considerados adequados estao,
principalmente, relacionados ao procedimento de microencapsulacdo adotado. O
meétodo de emulsdo em meio ndo-aquoso/evaporacédo do solvente proporcionou uma
condicao anidra crucial, a qual foi necesséria para impedir a migracdo do Clx Dg a
fase contendo 6leo mineral, o qual foi previamente selecionado como fase externa

para este farmaco. Em particular, os resultados do presente estudo sdo mais elevados
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do que os relatados por Yue et al.*? (2004). Esses autores obtiveram microparticulas
de CIx Dg usando poli(acido lactico-co-acido-glicélico) e sua associacdo com
ciclodextrinas pelo método solido/emulsédo 6leo em agual/evaporacédo do solvente,
resultando em valores de eficacia de encapsulacdo inferiores a 12%. Portanto,
considerando os excelentes resultados encontrados nesta investigacao e a elevada
carga de bisbiguanida catidnica presente nas microparticulas (met)acrilicas, é
possivel propor a incorporacdo ao material assim como em outras formulacdes, como
antisséptico para pele e produtos bucais, devido ao seu potencial como sistemas de
liberacéo de farmaco.

Nas imagens de microscopia eletronica de varredura das
microparticulas (met)acrilicas de ClIx Dg, para ambos os polimeros, foi verificada a
presenca de agregados, estando esse resultado relacionado, novamente, ao método
de obtencgédo escolhido. E bem conhecido que o método de emulsdo em meio nao-
aquoso/evaporacdo do solvente tende a conduzir a agregacdo as particulas,
resultando em aglomerados de maior tamanho (Deasy®® 1984). Uma alternativa para
evitar estes agregados € voltar a suspender as microparticulas, utilizando
hidrocarbonetos alifaticos tais como pentano, hexano, heptano ou octano. No entanto,
uma vez que o interesse esta centrado na liberagdo controlada do farmaco, os
agregados podem fornecer um desempenho melhorado, devido a reducéo da area de
superficie exposta.

Os resultados de difracdo de raio X e FTIR demonstraram que as
microparticulas apresentaram um perfil amorfo/ndo cristalino, sem a presenca de
microdominios do CIx Dg, condizente ao tipo microesferas e resultante da interacéo
apenas fisica entre farmaco e polimero. A auséncia de reacdo quimica entre farmaco
e polimero € o resultado esperado ap6s a microencapsulacdo, pois viabiliza a
liberacdo do ClIx Dg a partir das matrizes poliméricas. Assim como a estabilidade
térmica apresentada pelas microparticulas era o esperado, pois confirma que néo
ocorrera degradagdo das mesmas frente a mudancgas de temperatura.

Em relacdo ao ensaio de dissolugéo, os resultados demonstraram que
ambos os polimeros, Eudragit® S100 e Eudragit® RS100, desempenharam um papel
importante no controle da liberagéo do farmaco, o qual pode ser associado a diferentes
aspectos, como razao polimero:farmaco e tipo de polimero (met)acrilico utilizado.
Para ambos os polimeros, as formulacdes MS10 e MRS10 obtidas em uma razéo

polimero:farmaco de 9:1 (10% de farmaco) mostraram uma liberagdo mais lenta do
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ClIx Dg. Possivelmente, a maior quantidade de Eudragit® nessas formulacées foi mais
efetiva no controle da taxa de liberagdo do farmaco. Além disso, formulacdes a base
de Eudragit® RS100 apresentaram uma liberagcdo mais lenta de CIx Dg em
comparagdo com as preparadas utilizando Eudragit® S100, na mesma razéo
polimero:fArmaco. Esse resultado pode ser justificado pelo fato do Eudragit® RS100
ser um polimero insolavel, com baixa permeabilidade e reduzida hidratacao,
independente do pH (Labarre et al.*® 2011), diminuindo a liberagdo de ClIx Dg. Por
outro lado, o Eudragit® S100 é um polimero (met)acrilico solivel a pH superior a 7,0
(Labarre et al.*® 2011). Nesse sentido, o mesmo também permitiu a liberacédo
controlada do farmaco, uma vez que foi usada uma saliva artificial com pH 6,5 como
meio de dissolucdo, o que manteve esse polimero insoltvel.

A analise do comportamento de liberacdo demonstrou que a
microencapsulacdo com Eudragit® S100 e Eudragit® RS100 reduziu a taxa de
dissolucdo e alterou o perfil inicial de liberacdo do farmaco a um modelo cinético
biexponencial, o0 que pode ser considerado um efeito interessante. Pois, a liberacdo
imediata pode ajudar a atingir a concentracdo eficaz de Clx Dg rapidamente na
cavidade bucal, ao passo que a liberacdo controlada pode manter a concentracao
eficaz do farmaco durante um longo periodo de tempo (Mendes et al.®¢ 2012).

Os resultados do potencial antimicrobiano comprovaram que as
microparticulas (met)acrilicas de CIx Dg, apés 24 h, apresentam um potencial
semelhante a solucdo aquosa comercial de ClIx Dg utilizada para bochecho, que nesse
estudo foi usada como controle positivo. Com iSso, cComprovou-se que 0 processo de
microencapsulagcéo nao prejudicou o desempenho antimicrobiano do CIx Dg.

Uma vez que as microparticulas (met)acrilicas de CIlx Dg foram
preparadas com sucesso pelo método de emulsdo em meio ndo-aquoso/evaporacao
do solvente, com as caracteristicas de: particulas de tamanho micrométrico,
termoestaveis, amorfas/ndo-cristalinas, com alta eficiéncia de encapsulacdo do
farmaco e atividade antimicrobiana comprovada, a segunda etapa deste trabalho
consistiu na incorporagdo dessas formulagdes em um cimento de ionémero de vidro
comercial, Ketac™ Molar Easymix. A escolha desse cimento foi baseada por ser um
material com reconhecimento internacional. Além disso, por ser um material
amplamente indicado para uso no tratamento restaurador atraumatico (Frencken,
Holmgren® 2001). Com base nas caracteristicas das microparticulas, sobretudo o teor

de farmaco incorporado, e a capacidade de liberac&o controlada do mesmo, optou-se
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pela utilizacdo das microparticulas com maior concentracdo de CIx Dg de ambos os
polimeros (met)acrilicos.

A incorporacdo das microparticulas (met)acrilicas de Clx Dg ocorreu
de forma adequada néo interferindo na manipulacéo e geleificacdo do material, fato
que pode ser verificado pelo uso do material nas etapas subsequentes, onde houve
necessidade de manipulacdo do mesmo no preparo de corpos-de-prova.

Assim como um potencial antimicrobiano é interessante para os
materiais odontologicos, informacfes sobre seu efeito irritativo aos tecidos biolégicos
também sdo importantes. Dessa forma, a biocompatibilidade do cimento de iondmero
de vidro contendo microparticulas (met)acrilicas de Clx Dg foi investigado por meio
dos ensaios de citotoxicidade, afim de fornecer evidéncias complementares referentes
a sua interacdo com a polpa dental e os tecidos moles adjacentes (Six et al.®3 2000,
Wataha’® 2001, Lessa et al.5” 2008).

Os resultados obtidos nos ensaios em células de tecidos moles,
fibroblastos gengivais humanos, demonstraram que 0s materiais experimentais néo
apresentaram maior citotoxicidade do que o material comercial, sem as
microparticulas (met)acrilicas de CIx Dg. Isso indica que o seu uso ndo causara maior
injuria aos tecidos moles da cavidade bucal que porventura entrem em contato com o
material restaurador (Six et al.®3 2000, Lessa et al.5” 2008). Para reproduzir a maioria
das possibilidades clinicas, duas formas diferentes de ensaio foram realizadas, uma
delas foi contato indireto, a qual engloba a maioria dos casos, onde o material
restauraudor n&do fica em contato com os tecidos moles, exemplo disso sdo as
restauracfes em cavidades tipo classe | (envolvendo somente superficies oclusais).
Nesse caso, utilizou-se o meio de cultura obtido no esquema dinamico, que objetivava
reproduzir a acdo da saliva em alterar o meio frequentemente. O ensaio de contato
direto, utilizando o préprio material restaurador, reproduz casos clinicos onde ha
contato do material restaurador e os tecidos moles, exemplo tipico sdo as
restauragdes de cavidades tipo classe V (envolvem superficies vestibular e/ou lingual
na cervical, geralmente préximas ao tecido gengival) ou classe Il (envolvendo
superficies proximais).

Ao comparar os valores de viabilidade celular obtidos com o controle
de meio de cultura fresco, verificou-se que no esquema acumulativo em ambos os
ensaios, contato indireto e contato direto, 0s materiais experimentais e o material

controle apresentaram grande efeito citotoxico. O que esta fortemente relacionado a
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presenca de mondmeros residuais no material e ndo em fungéo das microparticulas.
Deve-se salientar que o efeito acumulativo dificilmente ocorre, como resultado da agéo
da saliva. Os dados encontrados devem servir de alerta e contraindicar o uso dos
materiais em restauracdes onde ocorra o contato direto com os tecidos moles e em
cavidades profundas.

Ao analisar os dados do ensaio indireto, esquema dinamico,
observou-se que eles corroboram com os resultados disponiveis na literatura
cientifica, para cimentos de ionébmero de vidro ja comercializados. Ha maior
citotoxicidade nas primeiras horas, apdés a sua manipulagdo, possivelmente
relacionado ao baixo pH inicial ocasionado pela reacdo de presa e/ou pela liberagéao
de produtos toéxicos, resultantes da reagéo de presa do material (Lessa et al.®” 2008,
Castilho et al.?® 2013). Porém, assim como verificado por Castilho et al.?® 2013, a
clorexidina apresentou uma tendéncia a estimular o metabolismo celular, o que se
torna mais um ponto positivo para o uso de cimentos de iondmero de vidro com
clorexidina.

Os resultados obtidos para a andlise da atividade antimicrobiana
sobre Streptococcus mutans estdo de acordo com os verificados na literatura para
outros estudos de incorporacdo de diferentes agentes antimicrobianos em cimentos
de iondmeros de vidro (Hoszek, Ericson®® 2008, Yesilyurt et al.2° 2009, Tuzuner et al.?®
2011, Castilho et al.3® 2012, Castilho et al.?®8 2013). O que demonstrou que a
incorporacao de microparticulas (met)acrilicas de Clx Dg foram eficazes para dar ao
cimento de iondmero de vidro uma acdo antimicrobiana sobre as bactérias
cariogénicas. A permanéncia da a¢do antimicrobiana por um longo periodo de tempo
ficou de acordo com os estudos de Hoszek, Ericson®® (2008) e Tuzliner et al.?® (2011),
gue verificaram essa acéo por mais de 48 h. O que torna-se muito importante pelo
fato dos cimentos de ion6bmeros de vidro jA comercializados terem apenas um efeito
antimicrobiano, nas primeiras horas, possivelmente resultante dos mondomeros
residuais da reacao de presa.

A capacidade de liberacdo de ion fluoreto do cimento de ionémero de
vidro € o principal fator responsavel pela acéo cariostatica do material, interagindo no
processo des-remineralizacdo (Pedrini et al.”® 2001, Bombonatti et al.3 2003,
Wiegand et al.>* 2007), o que torna essa propriedade de extrema importancia para ser
avaliada quando se desenvolvem novos materiais. A manutencéo dessa capacidade

foi comprovada neste estudo, demonstrando que a incorporagéo de microparticulas
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(met)acrilicas ndo prejudicou a acao cariostatica do material. Verificou-se ainda que
0S materiais experimentais apresentaram melhores valores de liberacdo de ion
fluoreto em comparacédo com o material controle, possivelmente pela modificacédo das
ligacdes resultantes do processo de reacdo de presa e permeabilidade do material
(Wiegand et al.>* 2007). Tuziner et al.?® (2011) verificaram a reducdo da capacidade
de liberacéo de ion fluoreto apds incorporacao de diacetato de clorexidina+cetrimida
(2,51 2,5%), possivelmente porque os antimicrobianos foram incorporados na forma
pura. Assim como, Hoszek, Ericson®® (2008), verificaram reducéo dessa capacidade
apos incorporacdo de 10% de CIx Dg. Um dos objetivos da microencapsulacéo foi
reducdo dos efeitos de interagdo dos antimicrobianos (clorexidina e ion fluoreto) no
Cl1V, o qual foi atingido com sucesso.

Um dos objetivos primordiais das restauracdes de dentes com lesdes
de cérie cavitadas é possibilitar um melhor controle do biofilme dentario por meio da
higienizag&o bucal. Normalmente, usa-se escova dental e dentifricio para que esse
controle de biofilme dentéario seja eficaz. Dessa forma, esse procedimento provoca
alteracdes nas superficies dentais bem como nos materiais restauradores devido ao
uso diario da escova dental e dos dentifricios. Essas alteracées ocorrem em virtude
da abrasividade dos dentifricios e pela acdo das cerdas das escovas dentais. Esses
aspectos devem ser considerados e avaliados quando se elaboram novos materiais.
Deve-se reforcar que essas informacfes sdo importantes no ato da escolha do
material restaurador e dos agentes mecanicos de higiene bucal (Momoi et al.® 1997,
Mondelli et al.! 2005). Salienta-se que a resisténcia a abrasdo é um fator importante
para garantir maior longevidade as restauracdes. A resisténcia a abrasao dos
materiais experimentais foi avaliada por meio do teste de escovag¢do simulada
utilizando trés parametros: massa, rugosidade superficial e dureza superficial.

Por ser um material que possui &gua na sua composi¢ao, e apresentar
uma grande afinidade com a mesma, o procedimento de avaliagdo de massa foi muito
criterioso e padronizado. Caso contrario, a perda de massa causada pela abrasao
poderia ser mascarada pela desidratacdo do material. Ao realizar as pesagens iniciais
de todos os materiais, verificou-se comportamento semelhante quanto ao tempo
necessario para estabilizar a massa dos corpos-de-prova. Ao avaliar os valores antes
e apos o procedimento abrasivo (escovacdo simulada), verificou-se que todos os
materiais apresentaram perda de massa significativa. A qual foi menor no material

controle. Porém, ao compararem-se os valores de merda de massa, diferenca entre
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os valores inicias dos finais, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os
materiais controle e os experimentais. ISso permite comprovar que a incorporacao das
microparticulas (met)acrilicas ndo causaram perdas significativas nessa propriedade.
A literatura cientifica mostra que materiais ja comercializados apresentaram valores
de massa semelhantes aos materiais experimentais desse estudo, o0 que demonstrou
que os valores dos mesmos sdo aceitaveis (Rios et al.1% 2002, Reinke et al.*®> 2011).
O cimento de ionébmero de vidro com microparticulas MRS25 teve melhores resultados
gue o cimento de ionémero de vidro contendo microparticulas MS25. Esse fato pode
estar relacionado a uma melhor afinidade do polimero Eudragit® RS100 com os
componentes do cimento de ionémero de vidro.

A rugosidade superficial é outro parametro demonstrativo de
resisténcia a abrasdo dos materiais restauradores. A principal consequéncia do
aumento da rugosidade superficial € o aumento no acumulo de biofilme dental, o que
pode levar ao desenvolvimento de lesdes de carie secundarias (Quirynen et al.16 1990,
Bollen et al.'® 1997). Ao comparar os dados de rugosidade superficial obtidos neste
estudo, foi constatado que nenhum dos materiais avaliados apresentou valores de
rugosidade superficial inicial dentro do preconizado por Bollen et al.'® (1997), que
sugeriram que o valor maximo para a rugosidade superficial deveria ser de 0,2 um.
Valores acima desse poderiam propiciar maior predisposicdo a colonizacdo
bacteriana. O interessante € que o material com menor rugosidade superficial inicial
foi o cimento de ionémero de vidro contento microparticulas MRS25, cujo valor atingiu
0,76 um. Salienta-se que esse valor € trés vezes mais alto que o valor aceitavel de
rugosidade superficial, o que reforca a necessidade da realizacdo de acabamento e
polimento das superficies das restauracdes, conforme citado por Peres et al.%” (2009).

As diferencas nos valores da rugosidade superficial estdo
relacionadas principalmente ao tamanho das particulas (Gladys et al.13 1997, Rios et
al.’2 2002, Mondelli et al.** 2005). No caso do cimento de iondmero de vidro Ketac™
Molar Easymix, o fabricante menciona que sao menores de 14 pum enquanto as
microparticulas (met)acrilicas de Clx Dg MS25 apresentaram valores médios de 2,01
um e as MRS25 valores médios de 21,07 pm. O maior valor final e o aumento
significativo da rugosidade superficial, observados somente para o cimento de
ionbmero de vidro contendo as microparticulas MRS25 deve-se, possivelmente, a
abraséo ocasionada pelas cerdas das escovas dentais, ter causado a exposi¢céo das

microparticulas (met)acrilicas que possuem um diametro mais elevado. Porém, esse
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aspecto ndo inviabiliza o uso do material, ja que Reinke et al.1® (2011) observaram
valores semelhantes para cimentos de iondbmero de vidro j& comercializados. Os
valores de rugosidade iniciais de todos os materiais e apds abrasdo do material
controle e do cimento de ionébmero de vidro contendo microparticulas MS25 estéao de
acordo com os valores encontrados no estudo de Rios et al.1° (2002), Wang et al.'4
(2009) e Reinke et al.’®> (2011) para os cimentos de ionémero de vidro.

Os valores de Rt demonstraram um perfil semelhante a Ra. Foi
possivel verificar que a abrasdo causou um desgaste da matriz formada em torno e
sobre as particulas de vidro e microparticulas (met)acrilicas de CIx Dg expondo as
mesmas. Assim como, pode ter ocorrido o deslocamento dessas particulas, causando
cavidades as quais tornaram-se responsaveis pelo aumento da rugosidade superficial.
A exposicdo de possiveis bolhas de ar formadas no interior do material durante a
manipulacdo também contribui para esse aumento (Gladys et al.*® 1997, Wang et al.'4
2009).

A Ultima propriedade testada relacionada a resisténcia a abrasao, foi
a dureza superficial. Esse parametro por si s, € capaz de demonstrar a qualidade do
material restaurador, possibilitando avaliar seu comportamento frente ao contato com
outro material restaurador ou com o esmalte dental. O que pode influenciar no
desgaste que o CIV ir4 sofrer ou causar (Gladys et al.13 1997, Xie et al.* 2000, Ellakuria
et al.5¢ 2003, Reinke et al.'® 2011). Diferentes estudos efetuaram alteracGes na
composicdo do cimento de iondmero de vidro e detectaram uma reducao do valor de
dureza superficial. Igualmente verificou-se no presente estudo, que em todos os
periodos (antes e apds a abraséo), os materiais experimentais apresentaram valores
significativamente menores (Gladys et al.1® 1997, Xie et al.# 2000, Ellakuria et al.%®
2003, Tuzuner et al.?6 2011, Tuzuner, Ulusu3! 2012).

Estudos com a adicdo de antimicrobianos aos cimentos de iondbmeros
de vidro, os quais analisaram os valores de dureza, porém sem o procedimento de
abrasao, encontraram resultados semelhantes ao do presente estudo, com uma perda
significativa dos valores de dureza (Tuzuner et al.?® 2011, Tlzuner, Ulusus! 2012).
Nesses trabalhos foi verificada uma relacdo entre o aumento da concentracdo do
antimicrobiano e a perda nos valores de dureza, assim como observaram que, apos
sete dias, 0os materiais experimentais apresentaram reducédo do valor de dureza,
enquanto o material controle continuou a aumentar (TlUzuner et al.?® 2011, Tuzuner,

Ulusu®! 2012). Ellakuria et al.%® (2003) comprovaram que o cimento de ionémero de
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vidro, apods diferentes periodos de tempo de armazenamento, apresentaram um
aumento do valor de dureza superficial. Acredita-se que esse fator é resultante da
maturacdo da matriz e completa reagdo acido-base (Ellakuria et al.>® 2003). Sendo
assim, a camada superficial do material apresenta menor valor de dureza, porque
durante a sua reacao de pressa, permanece exposta ao meio. Como essa camada
sera removida apés a abrasdo por escovacao acredita-se que o material apresente
um maior valor de dureza superficial. Com base nessas informacdes, € possivel
questionar se 0 baixo valor de alteracdo da dureza superficial dos materiais
experimentais, apos o procedimento abrasivo (escovagdo simuada), é resultante de
um material mais resistente a abrasdo, ou de uma menor reacdo de pressa nas
camadas mais internas do material. Deve-se salientar que o importante € que nesse
estudo, os valores relatados para os materiais experimentais sdo semelhantes a
alguns cimentos de iondmero de vidro ja comercializados (Reinke et al.*®> 2011).

Neste estudo, optou-se pelo uso de trés parametros para avaliar a
resisténcia a abrasao, por acreditar-se que, assim, mais subsidios seriam fornecidos
para concluir sobre a qualidade dos materiais experimentais em compara¢cdo com o
material controle, e se estes valores sdo aceitaveis em relacédo aos dados da literatura.

A avaliacdo dos materiais experimentais completou-se com a
realizacdo de avaliacdo de trés propriedades mecanicas: resisténcia a compressao, a
tracdo diametral e a flexdo. Testes que permitem reproduzir as forcas mastigatorias
gue incidem sobre o material restaurador quando encontra-se na cavidade bucal. Esta
avaliacdo é de extrema importancia, jA que diversos estudos que avaliaram
modificagdes nos cimentos de ionGmeros de vidro encontraram diferencas de outros
parametros ja relatados, e ao avaliar algumas destas propriedades mecéanicas relatam
uma melhora (Xie et al.* 2000, Cefaly et al.>®> 2003, Kaliex et al.>” 2004).

Os estudos que realizaram a incorporacdo de antimicrobianos no
cimento de ionbmero de vidro optaram, principalmente, pela avaliacdo da resisténcia
a compressao (Takahashi et al.?> 2006, Yesilyurt et al.?® 2009, Ahluwalia et al.?” 2012,
Castilho et al.3° 2012, Castilho et al.?8 2013). No presente estudo, verificou-se que
houve reducéo dos valores de resisténcia a compressao nos materiais experimentais,
o0 que foi observado na maioria dos trabalhos que promoveram a incorporacédo de
antimicrobianos (Takahashi et al.?®> 2006, Yesilyurt et al.?° 2009, Castilho et al.3° 2012,
Castilho et al.?® 2013). Somente Ahluwalia et al.?’ (2012), que incorporou 1% de

diacetato de clorexidina ao cimento de iondmero de vidro modificado por resina, ndo
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verificou diferencas significativas na resisténcia a compressao e a tracdo diametral.
Nesta investigacao todos os materiais apresentaram aumento do valor de resisténcia
a compressdo apos 1 més de analise. Assim como, foi verificado nos estudos
anteriores encontrados na literatura cientifica (Corréa, Ogasawara® 2006, Takahashi
et al.?®> 2006, Yesilyurt et al.?® 2009). Este aumento néo foi significativo, somente, para
0 cimento de iondmero de vidro contento microparticulas MRS25.

Os resultados de resisténcia a tracao diametral demonstraram que,
em ambos 0s momentos testados 0s materiais experimentais foram semelhantes
entre si e diferentes estatisticamente do material controle. Além disso, apds 1 més de
analise, ndo houve aumento significativo desses valores. Esses dados diferem dos
verificados por Yesilyurt et al.?® (2009), Ahluwalia et al.?” (2012), Castilho et al.3? (2012)
e Castilho et al.?8 (2013). Possivelmente, isso se deve ao fato desses pesquisadores
terem empregado concentracdo menor de antimicrobiano, no maximo 4,5%.
Entretanto esses autores verificaram que, quanto maior a concentracdo do
antimicrobiano, menor a resisténcia a tracédo diametral.

Seguindo a mesma logica dos dados de resisténcia a compressao e
a tracdo diametral, nos resultados de resisténcia a flexdo, foi observado que os
materiais experimentais apresentaram valores significativamente menores que o
controle, apos 24 h. Porém, apds 1 més, o material controle apresentou queda desse
valor, enquanto os experimentais revelaram um aumento. Esse aumento foi
significativo para o cimento de iondmero de vidro contento as microparticulas MRS25.
O aumento tardio sugeriu haver um possivel atraso na reacdo de presa do material, o
gue demonstrou que com o passar do tempo, os materiais tendem a alcangar um valor
ideal.

Os valores de resisténcia a compresséao e flexdo verificados para os
cimentos de ionémeros de vidro contendo microparticulas (met)acrilicas de CIx Dg,
mesmo baixos, encontram-se dentro dos valores aceitaveis para os cimentos de
ionbmero de vidro. O que pode ser verificado em relatos na literatura cientifica (Xie et
al.* 2000). Deve-se salientar que nesses estudos inclusive empregando materiais ja
comercializados.

A reducdo da qualidade nas propriedades mecanicas é um possivel
resultado da agdo das microparticulas (met)acrilicas de CIx Dg, as quais podem
dificultar a reacéo do poli(acido acrilico) com o vidro. Relacionada também a alteracao

na proporgao po:liquido resultante da incorporagao das microparticulas (met)acrilicas
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seria uma justificava que esta de acordo com o que ja foi extensivamente descrito na
literatura. (Rios et al.1? 2002, Billington et al.®” 2004).

Nesse estudo, foi possivel verificar que a incorporacdo de
microparticulas (met)acrilicas causou alteracdes positivas e negativas no cimento de
iondbmero de vidro. Fato que esta relacionado a composicéo e as caracteristicas do
material final, como ja detalhado. Como esperado, o cimento de ionémero de vidro
(controle) apresentou melhores propriedades mecéanicas que 0S materiais
experimentais. Mas, entre 0s materiais experimentais, em um contexto geral, o
cimento de iondmero de vidro com microparticulas MRS25 teve resultados bem
interessantes e seria 0 de primeira escolha. Contudo, estudos in vivo adicionais sao
necessarios para demonstrar que as microparticulas (met)acrilicas de Clx Dg podem
constituir uma nova abordagem promissora, a fim de manter uma atividade
antimicrobiana bucal durante um longo periodo de tempo e, consequentemente,

diminuir a reincidéncia de lesdes cariosas.



7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel concluir que:

v As formulagdes propostas foram preparadas com sucesso pelo método de emulséo
em meio ndo-aquoso/evaporacdo do solvente, obtendo-se microparticulas
(met)acrilicas inovadoras de digluconato de clorexidina;

v O teor de digluconato de clorexidina presente nas microparticulas (met)acrilicas
apresentou valores elevados, caracterizando uma alta eficiéncia de encapsulacéo
do farmaco;

v As microparticulas (met)acrilicas de Clx Dg revelaram tamanho micrométrico, foram
termoestaveis e amorfas/ndo-cristalinas;

v As microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina provocaram uma
liberacao lenta e controlada do farmaco;

v As microparticulas (met)acrilicas de digluconato de clorexidina exerceram atividade
antimicrobiana comprovadamente elevada;

v Pelo método de incorporagdo geométrica, as microparticulas (met)acrilicas de
digluconato de clorexidina foram adicionadas com sucesso ao cimento de ionébmero
de vidro;

v' Os cimentos de iondbmeros de vidro contendo microparticulas (met)acrilicas de
digluconato de clorexidina, por meio de testes de cultura de células humanas,
tiveram baixo valor de citotocixidade, sendo semelhante ao do cimento de ionG6mero
de vidro comercial,

v' Os cimentos de iondbmeros de vidro contendo microparticulas (met)acrilicas de
digluconato de clorexidina apresentaram elevada atividade microbioldgica;

v' Os cimentos de iondbmeros de vidro contendo microparticulas (met)acrilicas de
digluconato de clorexidina mantiveram a capacidade de libera¢éo e recarga do ion
fluoreto;

v' Os cimentos de iondbmeros de vidro contendo microparticulas (met)acrilicas de
digluconato de clorexidina, conduziram a valores de resisténcia a abraséo
semelhantes ao do cimento de ionémero de vidro comercial;

v' Os cimentos de iondbmeros de vidro contendo microparticulas (met)acrilicas de
digluconato de clorexidina apresentaram propriedades mecanicas reduzidas

quando comparados ao cimento de ionémero de vidro comercial. Porém, dentro
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dos limites aceitaveis para a resisténcia & compressao e resisténcia a flexao.

Conclui-se que foi possivel desenvolver, caracterizar e avaliar
cimentos de iondbmeros de vidro contendo microparticulas (met)acrilicas inovadoras.
Os quais apresentaram alteracdes positivas e negativas quando comparados ao
cimento de iondbmero de vidro comercial. Entretanto, os pontos positivos se
sobrepfem aos negativos, 0 que caracteriza esses novos materiais experimentais

CcOmo promissores ao uso clinico.
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