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RESUMO

Introducao: Os cimentos de ionémero de vidro (CIVs) possuem varias indicagdes
clinicas devido principalmente as propriedades de unido quimica a estrutura dental,
atividade cariostatica e reducdo da acidogenicidade do biofilme de Streptococcus
mutans. Porém, a incorporagdo de novos compostos ao cimento pode melhorar
suas propriedades antibacterianas. Obijetivo: Investigar o efeito antibacteriano
contra S. mutans de um cimento de iondmero de vidro anidro modificado pela
incorporagdo de uma suspensao nanoparticulas de quitosana, adicionadas ao
liquido do material em diferentes porcentagens. Metodologia: As nanoparticulas
de quitosana (ChNPs) foram sintetizadas por geleificagdo iénica (3,85 mg/mL) e
incorporadas ao liquido do CIV no momento da espatulagdo em diferentes
porcentagens em volume (v/v%), formando 5 grupos: G1 com 0% de suspenséo de
nanoparticulas de quitosana (ChNps) (controle), G2 com 20% de suspenséo de
ChNPs, G3 com 50% de suspensao de ChNPs, G4 com 80% de suspensédo de
ChNPs e G5 com 100% de suspensao de ChNPs. Placas de petri contendo Agar
Mitis Salivarius foram semeadas com in6culo de S. mutans (UA 159) e 6 pogos (6
mm didmetro) foram confeccionados em cada placa para insergdo dos cimentos,
de acordo com cada grupo, com auxilio da seringa Centrix. As placas foram
mantidas durante 1 h a temperatura ambiente para difusdo das substancias e
incubadas por 48 h a 37°C, sob microaerofilia com o emprego do método da chama
de vela. Apés, os halos de inibigdo ao redor dos cimentos foram medidos utilizando-
se um paquimetro digital. Os dados foram analisados por ANOVA e Tukey (a=0,05).
Resultados: O grupo G5 apresentou os maiores valores de halo de inibigdo contra
S. mutans, com diferenga estatisticamente significante entre os outros grupos (p=
0,04). Nao houve diferenca significante para os valores dos halos de inibicao entre
os outros grupos. Conclusao: A substituigdo em 100% do liquido do cimento de
ionbmero de vidro por uma suspensao nanoparticulas de quitosana, grupo G5,

aumentou a atividade antibacteriana do material contra S. mutans.

Palavras-chave: Quitosana, Streptococcus mutans, cimentos de ionédmero de vidro
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ABSTRACT

Introduction: Glass ionomer cements (CIVs) have several clinical indications due
mainly to the properties of chemical bonding to dental structure, cariostatic activity
and reduction of acidogenicity of the Streptococcus mutans biofilm. However, the
incorporation of new compounds into the cement can improve its antibacterial
properties. Objective: To investigate the antibacterial effect against S. mutans of
an anhydrous glass ionomer cement modified by the incorporation of a suspension
of chitosan nanoparticles, added to the liquid of the material in different percentages.
Methodology: Chitosan nanoparticles (ChNPs) were synthesized by ionic gelation
(3.85 mg / mL) and incorporated into the VIC liquid at the time of spatulation in
different percentages by volume (v / v%), forming 5 groups: G1 with 0% suspension
of chitosan nanoparticles (ChNps) (control), G2 with 20% suspension of ChNPs,
G3 with 50% suspension of ChNPs, G4 with 80% suspension of ChNPs and G5
with 100% suspension of ChNPs. Petri dishes containing Mitis Salivarius agar were
seeded with inoculum of S. mutans (UA 159) and 6 wells (6 mm diameter) were
prepared in each plate for insertion of the cements, according to each group, with
the aid of the Centrix syringe. The plates were held for 1 h at room temperature for
diffusion of the substances and incubated for 48 h at 37°C under microaerophilia
using the candle flame method. Afterwards, the inhibition halos around the cements
were measured using a digital caliper. Data were analyzed by ANOVA and Tukey
(00 = 0.05). Results: The group G5 had the highest inhibition halo values against S.
mutans, with a statistically significant difference between the other groups (p = 0.04).
There was no significant difference for the values of inhibition halos between the
other groups. Conclusion: The 100% substitution of glass ionomer cement liquid
by a nanoparticle suspension of chitosan, group G5, increased the antibacterial

activity of the material against S. mutans.

Keywords: Chitosan, S. mutans, glass ionomer cements.
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1 INTRODUCAO

A doenga carie ainda é considerada um importante problema de saude
publica mundial, apesar do uso generalizado do fluor e do declinio na sua
prevaléncia.' O processo carioso € a dinamica do fendbmeno de des-re resultante
do metabolismo microbiano na superficie dentaria que, com o passar do tempo,
pode resultar em perda de mineral e, possivelmente, em cavitagao.?

Os cimentos de ionémero de vidro (ClVs) sao preferencialmente
aplicados como materiais restauradores provisorios e definitivos em dentes
deciduos, podendo também ser utilizados como materiais cimentantes,
restauragcdes provisorias e forramento de cavidades em dentes deciduos e
permanentes.® Os CIVs podem ser convencionais ou modificados por resina, e
apresentam como principais propriedades a adesao ao substrato dental e a
liberacao de fluor.*

Os CIVs convencionais sado caracterizados por uma reagao quimica e
podem apresentar-se na forma de po e liquido, no qual o acido poliacrilico pode
estar presente no liquido e as particulas de vidro no pd; ou o acido poliacrilico pode
ser liofilizado e incorporado ao pd, juntamente com as particulas de vidro, e o liquido
do material € composto praticamente por agua destilada. Esse ultimo tipo descrito
¢ classificado como CIV anidro.® A substituicdo de parte do acido poliacrilico por
monémeros hidrofilos resultou no cimento de iondmero de vidro modificado por
resina (CIVMR), no qual a reacéo acido-base corresponde a uma parte do processo
de presa do material e a outra parte € realizada por meio da polimerizagao dos
radicais acrilicos livres ativados pela luz visivel. Essa modificagcdo na composigao
do CIV possibilitou melhoras nas propriedades fisicas e mecanicas do material.®

As propriedades antibacterianas dos CIVs sao relacionadas ao seu
pH durante a presa e a liberacdo de ions.® fons fluoreto, aluminio e estréncio sdo
associados com atividade cariostatica e redug¢ao da acidogenicidade do biofilme de
Streptococcus mutans.” Entretanto, a incorporagao de outros componentes ao CIV,
como por exemplo o gluconato de clorexidina, tem sido realizada para aumentar as
propriedades antibacterianas, principalmente contra S. mutans,® mas ainda é
contraditério se a adicdo deste componente causa reducdo nas propriedades

mecanicas do material.® Sendo assim, para que o material possua aplicagéo clinica,



a incorporagdao de componentes ao CIV visando melhorar as propriedades
antibacterianas nao deve interferir nas propriedades fisicas e mecanicas do
material.

A incorporagao de quitosana ao liquido do cimento de ionédmero de
vidro reduziu a formagéo de biofilme.5'° Mishra et al. (2017)"" demonstraram que o
CIV modificado com quitosana possuiu maior halo de inibicdo de S. mutans e
Lactobacillus quando comparado ao CIV convencional.

Embora existam estudos de incorporagao de quitosana aos cimentos
de ionémero de vidro,%'%'" ainda ndo foi investigada a incorporagdo de suspensio
de nanoparticulas de quitosana a esse cimento, o que poderia ser de grande
interesse odontoldgico devido ao potencial antibacteriano das nanoparticulas’ e a
adicdo de particulas de carga nanométricas, as quais poderiam auxiliar na
resisténcia mecanica do material.

Sendo assim, este estudo possuiu o objetivo de investigar o efeito
antibacteriano contra S. mutans de um cimento de ionédmero de vidro anidro
modificado pela incorporagdo de uma suspensao nanoparticulas de quitosana,

adicionadas ao liquido do material em diferentes porcentagens de acordo com cada

grupo.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparo das nanoparticulas de quitosana

As nanoparticulas de quitosana (ChNPs) foram obtidas pelo método
de geleificagdo ibnica com tripolifosfato de sodio (TPP) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA). ¥ A quitosana foi dissolvida em solugéo de acido acético 1% m/v (Quimica
Moderna, Barueri, Sdo Paulo, Brasil), em concentracdao de 5,0 mg/mL, sendo
mantida sob agitacdo constante por 24 h, em temperatura ambiente. Apds, a
solucado de quitosana foi filtrada em papel filtro para eliminar os produtos sélidos
resultantes do processo de obtencédo da quitosana. Em seguida, 3 mL de solugao
aquosa de TPP sddico preparada com concentragdo de 2,4 mg/mL foram
adicionados a 10 mL da solugcdo de quitosana, sob agitagdo de 6000 rpm a
temperatura ambiente, por meio de uma bomba de infusdo (Figura 1) com adigao
continua da solugéo aquosa de TPP sddico a taxa de 60 mL/h. A solugao final de

nanoparticulas de quitosana foi de 3,85 mg/mL.

Figura 1 - Adicdo da solugao de TPP a solugédo de quitosana, sob gotejamento

constante 60 mL/h por meio da bomba de injecao.



2.2 Preparo das amostras do cimento de ionémero de vidro

O cimento de ionédmero de vidro anidro investigado foi Vidrion R (SS
White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (Figura 2), apresentando a seguinte composicao,
de acordo com o fabricante: 1) P6: fluorsilicato de sddio célcio e aluminio, sulfato
de bario, acido poliacrilico e pigmentos; 2) Liquido: acido tartarico e agua destilada.
O liquido do cimento foi modificado com suspensdes de nanoparticulas de
quitosana em diferentes porcentagens em volume (v/v%), formando 5 grupos: G1
com 0% de suspenséao de nanoparticulas de quitosana (ChNps) (controle), G2 com
20% de suspensao de ChNPs, G3 com 50% de suspensédo de ChNPs, G4 com 80%
de suspensado de ChNPs e G5 com 100% de suspensao de ChNPs. A suspensao
de nanoparticulas de quitosana foram adicionadas aos respectivos liquidos do
cimento no momento da espatulagdo. A quantidade em volume da gota do liquido
do cimento foi de 30 uL, de modo que o calculo da porcentagem de nanoparticulas
de quitosana a ser adicionada ao cimento foi calculada considerando 30 pL do

liqguido sendo 100% do volume total para espatulagéo.

Figura 2 - Cimento de iondbmero de vidro utilizado no estudo - Vidrion R (SS White,

Rio de Janeiro, RJ, Brasil)

2.3 Teste de difusao em agar

A cepa de S. mutans (UA 159) do Laboratério de Microbiologia da
UFJF/GV foi utilizada neste trabalho. As colénias de S. mutans foram cultivadas em
caldo de infusdo de cérebro e coragao (BHI) (DIFCO, Becton, Dickinson and
Company, NJ, EUA) a partir das culturas de estoque congeladas. Os inéculos foram
preparados em caldo de BHI contendo 100 yL de S. mutans na densidade optica
de 0,6 com 600 nm e incubados em estufa por 18 h a 37°C em microaerofilia com
o0 emprego do metodo da chama de vela.

Quinze placas de petri contendo uma base de 15 mL de agar Mitis

Salivarius (DIFCO, Becton, Dickinson and Company, NJ, EUA) foram preparadas



(Figura 3A) e foram confeccionados 5 pogos com 6 mm de didmetro em cada placa,
de modo que o CIV foi dosado e espatulado, de acordo com cada grupo e

recomendagao do fabricante. Com auxilio de uma seringa Centrix, o cimento foi

adicionado em cada poco (Figuras 3B e 3 C).

Figura 3 - Placa de petri de agar Mitis Salivarius para insergéo do in6culo de S.
mutans (A) e CIV inserido nos po¢os (6 mm de didmetro) com seringa Centrix (B e
C).

As placas foram mantidas durante 1 h a temperatura ambiente para
difusdo das substancias e incubadas por 48 h a 37°C, sob microaerofilia com o
emprego do método da chama de vela. Apds, as zonas de inibi¢do ao redor dos

cimentos foram medidas utilizando-se um paquimetro digital.

2.4 Andlise Estatistica

Os valores dos halos de inibi¢ao foram analisados quanto a normalidade
pelo teste de Kolmogorov—Smirnov. Apds, os dados foram submetidos aos testes
One-Way ANOVA e Tukey para comparagdo entre os grupos. O nivel de

significancia foi 0,05.



3 RESULTADOS

Os resultados dos halos de inibicdo contra S. mutans dos cimentos de
iondbmero de vidro modificados com a incorporagdo de uma suspensdo de
nanoparticulas de quitosana, de acordo com cada grupo, sao descritos na Tabela
1.

Tabela 1 - Valores dos halos de inibicdo dos cimentos de ionbmero de vidro
incorporados uma suspensao com nanoparticulas de quitosana contra S. mutans.

Os valores sdo expressos em milimetros (mm) com meédia + desvio padréo.

Grupos contendo a porcentagem Média £+ Desvio padrao
de incorporacao de suspenséao de (mm)
ChNPs

G5 7,97 £1,054

G4 599+1,60°B

G3 6,02+ 1,64 B

G2 6,58 + 1,968

G1 6,76 £ 2,148

* Letras iguais significam que nao existe diferenca estatistica entre os grupos,
ANOVA One Way e Tukey p> 0,05.

O grupo G5 com 100% de suspensao de nanoparticulas de quitosana
adicionadas ao liquido do CIV apresentou os maiores valores de halo de inibicao
contra S. mutans, com diferenga estatisticamente significante entre os outros
grupos (p= 0,04). Nao houve diferencga estatisticamente significante para os valores
dos halos de inibicao entre os grupos G1, G2, G3 e G4 (p>0,05).

A Figura 4 ilustra os halos de inibicdo dos diferentes grupos do estudo

contra S. mutans.



Figura 4 - Halos de inibicao dos diferentes grupos do estudo contra S. mutans, de
acordo com a porcentagem de suspensdo de nanoparticulas de quitosana

adicionadas ao cimento.



4 DISCUSSAO

As propriedades antibacterianas dos CIVs foram relatadas
principalmente a liberagéo de ions fluoreto, os quais atuam sobre microrganismos
cariogénicos e alteram seu estado fisiologico.' Os trés principais mecanismos de
inibicdo do crescimento bacteriano pelo fluoreto sdo: a adesao direta dos ions
fluoreto as enzimas e outras proteinas bacterianas, a formacgao de complexos fluor-
metal e a agdo como um carregador de protons transmembrana.' A presenga do
fluor dos ClVs exerce influéncia positiva também na adequacdo do meio bucal,
particularmente na interface dente/restauragcdo, atuando na prevencdo da
desmineralizagéo e no favorecimento da remineralizagido do esmalte e da dentina.?

No entanto, foi relatado que o efeito antibacteriano dos CIVs
convencionais pode nao ser eficiente na inibicdo da aderéncia e formacao de
biofilme S. mutans.'®'” Estudos também mostraram que os CIVs liberam
aproximadamente 10 ppm de fluor durante as primeiras 48 h apds a insergéo na
cavidade®, sendo considerado um valor baixo para alcangcar os efeitos
antibacterianos desejados.® Sendo assim, a incorporagdo de outros compostos ao
CIV vem sendo realizada na tentativa de aumentar seu potencial antibacteriano,
como digluconato de clorexidina,’® quitosana,®'02® e neste trabalho as
nanoparticulas de quitosana, ainda ndo investigadas.

A quitosana é obtida por desacetilacdo da quitina e é utilizado em
aplicagdes biomeédicas devido a sua alta biocompatibilidade e propriedades
antimicrobianas.’® A incorporagdo de quitosana em produtos de higiene bucal,
principalmente dentifricios, tem sido extremamente explorada’®?° devido a suas
propriedades antimicrobianas e capacidade de formar uma pelicula sobre a
estrutura dentaria, prevenindo-a do desgaste acido."®

A incorporagéao de quitosana ao liquido do cimento de ionédmero de vidro,
na proporgéo de 5 a 10% (em volume), melhorou as propriedades antibacterianas
do CIV contra S. mutans, pois reduziu a formagéo de biofilme e a contagem de
unidades formadoras de col6nias.®'% Além de nao afetar a resisténcia de unido do
cimento a superficie dentinaria, a incorporagdo de 10 e 50% (em volume) de

quitosana ao CIV aumentou a resisténcia de unido a dentina.%°



Mishra et al. (2017)'"" demonstraram que o CIV modificado com 10%
quitosana (em volume) possuiu maior halo de inibicdo e diminuiu a contagem de
células de S. mutans e Lactobacillus quando comparado ao CIV convencional, esta
incorporagao também possibilitou aumento na resisténcia a compressdo do
cimento. Além disso, a incorporacao de 10% v/v de quitosana ao CIV conferiu um
efeito catalitico a liberagao de fluor. Esse ion, apos sua liberagao do cimento, forma
um acido fraco (HF), o qual é atribuido ao aumento das propriedades
antimicrobianas do CIV modificado com quitosana, uma vez que o fluor entra na
célula como HF e é dissociado dentro da célula.™

As nanoparticulas de quitosana possuem maior capacidade de absorgéo
e ades3o a estrutura dentaria comparada a solugéo de quitosana.?? Além disso, no
presente estudo foram utilizadas as nanoparticulas de quitosana com a quitosana
de baixo peso molecular, a qual possui maior atividade antibacteriana comparada
a de alto peso molecular.?’

Neste estudo, as nanoparticulas de quitosana foram obtidas pelo
processo de geleificacdo idbnica com o TPP, no qual as mesmas sao sintetizadas
por meio de interagdes eletrostaticas entre as cadeias de quitosana carregadas
positivamente (acida) e polianions utilizados como agentes de reticulagao (basico),
como o tripolifosfato de sodio (TPP).22 O TPP tem sido bastante utilizado porque
nao é toxico e possui rapida capacidade de geleificagdo. 22

No estudo de Costa (2015)?3 foi avaliada a atividade antimicrobiana das
nanoparticulas de quitosana em diferentes concentracdes pela avaliagdo do halo
de inibigdo, no qual a inibicdo de S. mutans pelas nanoparticulas de quitosana foi
concentragcdo dependente, de modo que a maior concentragdo das nanoparticulas
apresentou a maior inibicdo. Além disso, a solugao de acido acético + TPP (controle
negativo) ndo possuiu atividade, mostrando que o efeito antibacteriano obtido foi
em decorréncia da quitosana. O presente estudo utilizou a mesma sintese e
concentragédo de nanoparticulas de quitosana do estudo de Costa?3, realizando a
incorporagao das mesmas em diferentes porcentagens em volume (v/v%) no liquido
do cimento: 20% ChNPs, 50% ChNPs, 80% ChNPs e 100% ChNPs, sendo que
nesse ultimo houve a substituicdo completada do liquido do CIV.

Os resultados mostraram que substituicao do liquido do acido poliacrilico
do CIV por nanoparticulas de quitosana (Grupo G5 com 100% de suspensao de

ChNPs) (Tabela 1) melhorou as propriedades antibacterianas do CIV convencional



contra o S. mutans, pois este grupo apresentou os maiores valores de halo de
inibicdo com diferencga estatisticamente significante dos outros grupos (p= 0,04).
Quando a porcentagem da suspensao de ChNPs foi menor ndo houve diferenca
entre os grupos (Tabela 1).

Embora, o mecanismo antimicrobiano da quitosana ndo seja bem
estabelecido ainda, acredita-se que a mesma possua acao na parede celular dos
microrganismos, modificando o potencial elétrico da membrana celular?* de modo
que os grupamentos protonados da amina, presente na quitosana (NHs*), possa se
unir aos grupamentos anidnicos da membrana celular dos microrganismos,
resultando em morte celular. 24

Ibrahim et al. (2015)® ao avaliarem o efeito antibacteriano do CIV,
modificado por diferentes volumes de quitosana, encontraram que a melhora da
atividade antibacteriana com a incorporacédo da quitosana foi volume dependente.
Apesar do nosso estudo nao ter encontrado um aumento progressivo da atividade
antibacteriana, em fungdao do aumento da concentragao de ChNPs, houve maior
inibicdo de S. mutans com 100% de substituicdo do liquido do cimento por ChNPs.

De acordo com o estudo de Ibrahim et al. (2015)® o aumento da atividade
antibacteriana do CIV modificado por quitosana pode ser devido: 1) a quitosana
promover deslocamento de ions Ca*? dos sitios aniénicos da membrana celular,
resultando em danos a célula; 2) a interagao entre a carga positiva da quitosana
com a carga negativa da célula bacteriana, levando a ruptura celular.

Como ainda nao existem dados da incorporagcao de nanoparticulas de
quitosana ao CIV, podemos sugerir, de acordo com os resultados encontrados, que
em funcao do tamanho nanométrico, as particulas podem ter penetrado no interior
das células mais facilmente, auxiliando no efeito antibacteriano.?' Porém, uma
maior quantidade de nanoparticulas de quitosana ao liquido do cimento deve ser
utilizada, pois s6 houve aumento de inibigdo de S. mutans quando 100% do liquido
do cimento foi substituido pela suspensdo de nanoparticulas de quitosana. De
modo que outros estudos devem ser conduzidos para confirmar tal resultado.

A interacdo quimica da quitosana ao CIV ocorre pela unido dos grupos
hidroxilas e acetamidas da quitosana aos grupos hidroxilas das particulas do CIV e
aos grupos carboxilicos do acido poliacrilico, por ligagéo e pontes de hidrogénio.?®
A rede formada entre a quitosana e o acido poliacrilico, ao redor das particulas

inorganicas, pode reduzir a tenséo interfacial entre os componentes do CIV e

10



melhorar o desempenho mecénico do material.2> Como o CIV investigado no nosso
estudo é caracterizado como anidro, o acido poliacrilico esta presente no p6 do
material. Desta forma, com a substituicdo completa do liquido do cimento (agua
destilada, praticamente) por uma suspensao de nanoparticulas de quitosana,
provavelmente houve maior interagdo quimica dos grupamentos da quitosana com
0s grupos hidroxilas e carboxilicos do cimento. No entanto, ndo foram analisadas
as propriedades mecanicas do cimento, as quais merecem atencao especial em

futuros estudos.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que a
substituicdo em 100% do liquido do cimento de ionémero de vidro por uma
suspensao de nanoparticulas de quitosana aumentou a atividade antibacteriana do

material contra S. mutans.
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