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RESUMO

Horiuchi, N. C. F. N. Efetividade do cimento de iondmero de vidro enriquecido com
clorexidina em coldnias de Streptococcus mutans [Dissertagdo de Mestrado]. Barretos:
Curso de Mestrado em Ciéncias Odontologicas do Centro Universitario da Fundagao

Educacional de Barretos. UNIFEB; 2014.

O biofilme dentario ¢ o agente determinante de doencas bucais como a cérie e a doenga
periodontal. Com a finalidade de impedir a instalagdo e/ou desenvolvimento das doengas
bucais, a higienizagdo bucal representa um método basico e efetivo. Em individuos nos
quais a aplicagdo do método citado ndo ocorre de modo eficiente, a utilizacdo de agentes
quimicos para controle do biolfilme ¢ indicada. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
efetividade contra Streptococcus. mutans de um cimento de iondémero de vidro (CIV)
enriquecido por diacetato de clorexidina. Para isso, foram utilizados discos de cimento de
iondmero de vidro convencional e enriquecido com diacetato de clorexidina a 1% que
permaneceram imersos em solucao de cloreto de sddio a 0,9% por 24, 48 e 72 horas. Apos
os periodos de imersao, os discos foram inseridos em placas de Petri contendo cepas padrao
de Streptococcus mutans. As placas foram encubadas em microaerofilia e os halos de
inibicdo de crescimento do micro-organismo, foram medidos ap6s 48h. Os halos de
inibi¢do de crescimento microbianos ocorreram exclusivamente nas placas que continham
cimento de iondmero de vidro associado a clorexidina, sendo que a média, em mm?, para o
grupo que permaneceu imerso por 24 horas foi de 56,91, para o grupo de 48 horas foi de
209,26 e 152,95 para o de 72 horas. Na comparacdo entre os grupos que continham
clorexidina, verificou-se que os maiores halos foram obtidos apds 48 horas de imersdo.
Pode-se concluir que o CIV enriquecido com diacetato de clorexidina a 1% ¢ efetivo na
inibicao do crescimento de Streptococcus mutans em todos os periodos deste estudo sendo

o periodo de 48 horas o de maior efetividade.

Palavras-chave: Cimento de iondomero de vidro, clorexidina, Streptococcus mutans.



ABSTRACT

Horiuchi, N. C. F. N. Effectiveness of cement glass ionomer enriched with chlorhexidine in
colonies of streptococcus mutans. [Dissertation]. Barretos: Master’s Degree in Dental

Science of UNIFEB, 2014

The biofilm is the determinant of oral diseases such as caries and periodontal disease agent.
In order to prevent the installation and / or development of oral diseases, oral hygiene is a
basic and effective method. In individuals in whom the application of the method
mentioned does not occur efficiently, the use of chemical agents to control biolfilme is
indicated. The objective of this study was to evaluate the effectiveness against
Streptococcus mutans of a glass ionomer cement (GIC) enriched with chlorhexidine
diacetate. For this, cement discs of conventional GIC were used and supplemented with
chlorhexidine diacetate 1% that remained immersed in sodium chloride 0.9% for 24, 48 and
72 hours. After the soaking periods, the disks were placed in Petri dishes containing
standard strains of Streptococcus mutans. The plates were incubated in microaerophilic and
the inhibition of microorganism growth were measured after 48 hours. The inhibition of
microbial growth occurred exclusively in plates containing GIC associated with
chlorhexidine, while the average in mm?, for the group that remained immersed for 24
hours was 56.91, for the group of 48 hours was 209.26 and 152.95 for 72 hours. In
comparison between groups containing chlorhexidine, it was found that the larger zones
were obtained after 48 hours of immersion. It can be concluded that the MIC chlorhexidine
diacetate supplemented with 1% is effective in inhibiting the growth of Streptococcus

mutans in all periods of the study and the 48 hour period the most effective

Keywords: Glass ionomer cement, chlorhexidine, Streptococcus mutans.
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1 INTRODUCAO

O biofilme dentario corresponde a um agregado organizado de bactérias e
glicoproteinas, aderidas firmemente ao dente, que se prolifera com o passar do tempo. Este
consorcio microbiano se apresenta bem definido microscopicamente, com células
bacterianas bem arranjadas em grupos ou colonias permeaveis devido a sua porosidade,
permitindo dessa forma a entrada de fluido gengival, saliva e liquidos da dieta que irdo
influenciar no seu crescimento (Eto et al., 2003). E na regido do sulco gengival que a
coloniza¢do microbiana se inicia, sendo que o nimero de novos micro-organismos aumenta
por multiplicacdo e por retencdo de novos micro-organismos. Para o desenvolvimento das
doengas carie e periodontal, o acimulo de biofilme dentario ¢ considerado um pré-requisito
importante (Reche, 2005).

A identificagdo completa destes micro-organismos ainda ndo estd totalmente
estabelecida, mas ¢ claro que a doenga periodontal ¢ causada por estes (Eto et al., 2003).
Evidéncias mostram que a doenga periodontal ¢ causada pelo acimulo de componentes
microbianos do biofilme dentdrio no interior das areas subgengivais do periodonto e a
capacidade de adesdo das Porphyromonas gengivalis nas superficies de outras bactérias,
principalmente dos Streptococcus mutans. Dessa forma a prevengdo e a adequagao do meio
sdo fatores primordiais na restitui¢do da satide bucal (Bruschi, 2006).

A doenga periodontal ¢ a segunda maior causa de patologia bucal, considerada uma
infeccdo cronica na maioria das vezes, produzida por bactérias gram-negativas. Evolui
continuamente com periodos de exacerbacao e de remissdo resultando em uma doenca
inflamatoria. A progressdao da doenga ¢ influenciada pela capacidade do hospedeiro em
resistir a agressdo, pelas caracteristicas morfologicas dos tecidos afetados e pelas
propriedades agressoras dos micro-organismos envolvidos (Almeida et al., 2006).

A cérie ¢ uma doenca multifatorial e infecciosa que, através da agdo dos acidos
produzidos pelos micro-organismos que colonizam o local e na presenca de carboidratos
fermentéveis, leva a dissolugdo dos tecidos mineralizados dos dentes. Além do fator tempo,
sd0 necessarios outros trés fatores, definidos com essenciais para seu aparecimento, que

sdo: o biofilme cariogénico, o substrato adequado e o hospedeiro susceptivel. A doenga nao
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se desenvolvera se um desses fatores ndo estiver presente. Devido a producdo de
glucosiltransferase e a presenga de proteina celular superficial, acredita-se que o
Streptococcus mutans seja o principal responsavel pela ocorréncia da cérie. Esta ¢ uma
doenga de alta incidéncia na populacao, causando perdas precoces de primeiros molares
permanentes em criangas de 7 a 8 anos (Abiko, 2000; Luca-Fraga & Pimenta, 2001; Amaral
et al., 2006).

A prevencao ¢ a melhor maneira de se evitar o aparecimento das doencas, além de
evitar maiores danos, pois ¢ uma maneira eficaz ¢ de baixo custo que pode ser feita por
meio da motivagdo e educagdo dos pacientes (Santos et al., 2003).

O controle quimico é outra maneira de se prevenir a instalacio de doencas na
cavidade bucal. E uma alternativa coadjuvante efetiva para o controle mecanico,
melhorando o padrao de satide bucal daqueles que ndo podem ou ndo conseguem praticar o
autocuidado ideal da sua higiene bucal (Reche, 2005). Dentre o controle quimico, a
clorexidina tem apresentado melhores resultados devido as suas propriedades como
substantividade, eficiéncia clinica, estabilidade e seguranga, embora existam inimeros
agentes quimicos com capacidade de influenciar no desenvolvimento do biofilme dentario
(Machado, 2007).

Em 1954, os efeitos da clorexidina foram descritos como um antimalarico, € em
1970, como um inibidor de biofilme dentario (Herrera et al., 2007). A clorexidina pode ser
preparada sob forma de diversos sais, entre eles o acetato, cloridrato e o digluconato, que
apresentam alto poder desinfetante, amplo espectro e ndo sdo toxicos. Atua sobre bactérias
gram-positivas, gram-negativas, virus lipofilicos, fungos e leveduras (Farias et al., 2003;
Reche, 2005).

A clorexidina apresenta efeito antimicrobiano maior que os outros agentes, devido
sua capacidade de adsor¢do aos dentes e as superficies mucosas com posterior liberacao na
cavidade bucal em niveis terapéuticos (Farias et al. 2003). Isso ocorre pelo fato da
clorexidina ter afinidade com as superficies bucais, proteinas, bactérias e polissacarideos de
origem bacteriana, originando a hipotese de que durante o bochecho, as moléculas de
clorexidina se ligam as macromoléculas das superficies bucais, liberando gradualmente um
nivel de concentragdo de clorexidina suficiente para criar um meio bacteriostatico por um

periodo de tempo (Reche, 2005).
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A clorexidina também pode ser utilizada no combate a carie, na fase de cicatrizagao
apods cirurgias periodontais e bucais, combater bacteremias pos-cirirgicas, em pacientes
com dificuldade de realizar a higienizacdo bucal, prolongamento das consultas
periodontais, implantes dentais, tratamento/inibi¢ao no numero de coldnias de C. albicans,
C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis presentes na cavidade bucal (Farias et al., 2003;
Herrera et al., 2007; Machado, 2007).

A acdo da clorexidina ocorre através da sua adsor¢do na superficie da célula
bacteriana, afetando a permeabilidade celular, causando pequenas rupturas na membrana
citoplasmadtica, permitindo que a droga entre na célula precipitando seu citoplasma
(Ramacciato, 2000).

Em concentra¢des baixas, ¢ sugerida a prevaléncia de agdo bacteriostatica, com a
molécula de clorexidina promovendo ligagdes cruzadas entre proteinas e o efeito passa a
ser o de coagulacdo e precipitagdo de proteinas intracelulares, aumentando o efeito
bactericida. A administracdo da clorexidina na cavidade bucal pode ser feita através de
géis aplicados com moldeiras, dentifricios, enxaguatorios, vernizes, spray € até por
dispositivos de liberacdo lenta, sendo que estes por apresentarem falhas sdo considerados
ndo seguros e/ou ineficazes (Carvalho & Araujo, 2004; Bruschi et al., 2006; Ferrarini et al.,
2007). Apesar de ser amplamente utilizada, apresenta efeitos colaterais como descoloracao
dos dentes, lingua e restauracdes, além de alteracdo de paladar, descamagdo da mucosa,
sensacdo de ardéncia e aumento de formagdo de calculo dentario (Bay, 1978; Machado,
2007).

A partir dos estudos sobre o cimento de silicato, em 1960, foi descoberto o cimento
de ionomero de vidro, no laboratério de Quimica do Governo Britanico, em Londres. Alan
Wilson e Brian Kent, em 1972, descreveram uma massa intratavel com endurecimento
lento, como um novo cimento odontologico translicido e deram o nome de ASPA
(“aluminosilicate-polyacrylate”) ou cimento de iondomero de vidro. Este cimento também
chamado de cimento ionomérico ou cimento de polialcenoato de vidro € composto por po e
liquido. O pd ¢ constituido de silica, alumina e fluoreto de célcio, j4 o liquido ¢ uma
solugdo aquosa de 4acidos polialcendicos com aceleradores de presa (Queiroz, 2003;

Barreto, 2007; Padovani, 2008).
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De acordo com Bernardo et al. (2000), com o desenvolvimento do ionomero de
vidro pode-se fazer seu uso inclusive como selante de fossulas e fissuras, para obter efeitos
preventivos adicionais causados pela liberacdo de fluor desses materiais. Hoshi (2006)
relatou que por ser de baixo custo e apresentar boa efetividade, ¢ um cimento muito
utilizado na rede publica de saude.

As principais propriedades do cimento de iondmero de vidro sdo a continua
liberagdo de ions fluoreto e a possibilidade de sofrer recargas, ao ser exposto novamente ao
fltor, atuando como um reservatdrio na cavidade bucal. O iondmero apresenta também boa
biocompatibilidade, expansao térmica linear proxima a do dente, boa adesao quimica com a
estrutura dentaria, onde sua adesdo ¢ mais satisfatoria em nivel de esmalte, possui cor
satisfatoria, translucidez adequada, facil manipulacdo e estabilidade em longo prazo no
ambiente bucal, ndo necessitando de condicionamento acido no esmalte para sua adesao a
este (Vieira, 2004; Oliveira, 2005).

Segundo Sacramento et al. (2008), ¢ possivel a liberagdo de flior e clorexidina
simultaneamente, através da incorporacao da clorexidina ao cimento de iondmero de vidro.
E indicado o uso do fluor associado com a clorexidina, pois de acordo com Amorim et al.
(2008), o fluor mostra-se insuficiente para controlar a formagao de placa visivel e redugao
da acidogenicidade quando usado sozinho.

Além da adicdo de substancias desinfetantes ao CIV melhorar seu efeito
antibacteriano, estudos tem mostrado que estes ndo alteram suas propriedades fisicas
(Tiiztiner, Ulusu, 2012).

Jedrychowshi et al. (1983) realizaram um estudo utilizando o gluconato de
clorexidina associado a uma resina composta e ao CIV em concentragdes de 1 a 5% e 10%.
Realizaram teste de resisténcia a tracdo e compressao, onde concluiram que o gluconato de
clorexidina aumentou a atividade antimicrobiana da resina e do cimento.

Palmer et al. (2003), relatam que a concentragdo de clorexidina préxima aos 7% nao
altera as propriedades fisicas do cimento, além disso a adicdo também aumenta o tempo de
trabalho do cimento o que facilita a sua manipulagdo e a sua colocagdo sobre a superficie
dentaria. Ja em um estudo realizado por Ferreira (2005), observou-se que a adi¢ao de 5% de
digluconato de clorexidina ndo alterou as propriedades do cimento de iondmero de vidro.

Em 2005, Millett et al., testaram um CIV para cimentacdo de bandas ortodonticas,
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modificado com digluconato de clorexidina a 10%. Concluiram que ndo houve diferencas
significativas de retengao.

A liberagdo do fluor e da clorexidina simultaneamente, ocorre inicialmente pelo
baixo pH durante a reacdo da presa (Sacramento et al., 2008), por isso a maior quantidade
de clorexidina ¢ liberada ainda nas primeiras horas. Apos esse tempo ela tende a decair até
alcangar uma quantidade minima em que toda clorexidina disponivel seja liberada (Palmer
et al., 2003). A clorexidina apresenta uma gama de incompatibilidade com outros materiais
(Ferrarini, 2007), embora no caso do cimento de iondmero de vidro ela ndo reage com
qualquer outra substancia presente no cimento e a maior quantidade de clorexidina liberada
inicialmente ocorre devido as moléculas que ndo estdo presas quimica ou fisicamente ao
cimento de iondmero de vidro (Palmer et al., 2003).

Takahashi et al. (2006), realizaram um estudo com diacetato de clorexidina
combinado com dicloridrato de clorexidina adicionado ao p6 do CIV em concentragdes
1/0, 2/0, 3/0, 1/1, e 2/2%. Eles testaram o efeito anti-microbiano para Streptococcus
mutans, Lactobacillus casei e Actinomyces naeslundii, além de testar o efeito anti-
microbiano eles testaram também resisténcia a compressdo, a forca de ligacdo a dentina e
tempo de presa em tratamentos restauradores atraumaticos. Os autores concluiram com este
estudo que a adi¢do de diacetato de clorexidina a 1% apresenta bom efeito antimicrobiano e
¢ importante quanto as suas propriedades fisicas foi o que melhor apresentou os resultados.

Frencken et al. (2007) realizaram um estudo in vivo, no qual restauraram
provisoriamente dentes cariados que possuiam cavidades na superficie oclusal. Os dentes
foram preparados e selados com CIV convencional e CIV modificado com diacetato de
clorexidina a 1% e esta restauragdo provisoria foi removida apds sete dias. Amostras de
dentina infectada e afetada antes e apds a restauracdo foram anaerobicamente e
aerobicamente cultivadas para a contagem total de bactérias dos tipos estreptococos do
grupo mutans e lactobacilos. Com este estudo os autores observaram que houve diferenca
significativa na redu¢do de microrganismos quando utilizado o CIV modificado.

Tiirkiin et al. (2008), testaram diversas propor¢des de diacetato de clorexidina (po)
e digluconato (liquido) no CIV em meios de cultura para estreptococos, lactobacilos e
candidas. Apds as andlises microbiologicas realizadas, os autores afirmaram que o CIV

modificado com clorexidina possui efeito antibacteriano superior ao CIV convencional e
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que a forma de diacetato de clorexidina 2,5% apresentou melhores resultados para
Streptococcus mutans. Além disso, os autores demonstraram resultados nulos para a
inibi¢cdo de C. albicans.

Hoszek e Ericson (2008) realizaram um estudo in vitro, no qual testaram as
propriedades fisicas e seus efeito antimicrobianos foram testados para Streptococcus
mutans do CIV, CIV+ vaselina, CIV+ gluconato de clorexidina 10%, CIV+gluconato de
clorexidina 10%+ écido tartaricol 1% e CIV+ gluconato de clorexidina 10%+4acido tartarico
11%+ vaselina. Os autores concluiram que ha a liberacdo do fluor e o efeito antibacteriano
sobre Streptococcus mutans, in vitro, e este efeito inibidor ird depender da quantidade de
clorexidina adicionada ao cimento, da quantidade liberada de fluoreto e clorexidina e
também do tempo de retencdo do material, que depende da concentragdo de clorexidina
adicionada ao cimento.

Deepalakshmi et al. (2010), através de testes fisicos e microbioldgicos in vitro com
Lactobacillus casei, também concluiram que o CIV contendo diacetato de clorexidina 1%
¢ eficaz na inibi¢do de bactérias associadas com carie e pode ser adicionado sem afetar as
propriedades fisicas do cimento. Entretanto, os autores sugerem que investigacdes futuras
sejam necessarias para analisar os efeitos em biofilmes mais complexos.

Farret et al. (2011), realizaram um estudo in vitro sobre cimentacdo de bandas
ortodonticas com CIVs aos quais foram adicionados digluconato de clorexidina nas
concentracoes de 10 e 18% em duas marcas comerciais diferentes de cimentos. Observaram
que ndo h4 diferenga na adi¢@o de digluconato de clorexidina, uma vez que nao influencia
significativamente a resisténcia a tracdo, a compressao, ou a resisténcia ao cisalhamento.
Além disso, os autores relataram que os CIVs mostraram efeito antibacteriano com a adi¢ao
de 10% e 18% de digluconato de clorexidina, durante um periodo de tempo relativamente
longo e que uma maior concentracdo de clorexidina apresenta uma liberagcdo mais
duradoura.

Jardim et al. (2011) realizaram um trabalho para avaliar as propriedades
antimicrobianas, a longo prazo, da associacdo do cimento de ionémero de vidro com
digluconato de clorexidina. Comprovaram que ndo houve inibigdo no crescimento do A.

actinomycetemcomitans, apresentando uma limitacdo no auxilio do controle do biofilme
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periodontopatogénico. Os resultados diferem quanto a agcdo na inibicdo do Streptococcus
mutans apresentando um resultado relevante frente ao biofilme dental.

Estudo realizado por Ahluwalia et al. (2012), no qual o diacetato de clorexidina a
1% foi incorporado ao CIV, verificaram resultados semelhantes para a resisténcia a tracdo e
a microinfiltragdo quando eram comparados o CIV convencional com o CIV modificado,
podendo este ser um substituto do cimento convencional.

Du et al. (2012), realizaram um estudo in vivo de boca dividida, no qual o diacetato
de clorexidina 2% foi adicionado ao CIV convencional e ao CIV resinoso, para selamento
de fissuras de primeiros molares superiores. A avaliagdo antimicrobiana foi feita apds 4h e
24h e os autores concluiram que a adi¢ao de diacetato de clorexidina ao cimento determina
a diminui¢do de micro-organismos sem prejuizo a resisténcia do material.

Tiiziiner, Ulusu (2012), em um estudo in vitro, avaliaram a resisténcia a compressao
do material. Relataram que o CIV modificado pela adi¢do de diacetato de clorexidina nas
concentragdes de 1 e 2% apresentam resultados antimicrobianos satisfatorios e quando essa
concentracgdo ¢ elevada para 2% este cimento apresenta menor resisténcia a compressao.

Em 2013, Castilho et al.,, fizeram uma investigacdo in vivo e in vitro do
comportamento mecénico e bioldgico do CIV enriquecido com clorexidina. Para os estudos
in vitro foram associados ao ionomero a clorexidina com 0,2, 0,5, 1,25 € 2,5%. O teste de
difusdo foi em agar sobre bactérias cariogénicas durante 24 h. Observaram que a utilizagao
de clorexidina a 1,25 % melhorou significamente os efeitos do iondomero sem qualquer
efeito prejudicial, concluindo que essa combinacdo pode oferecer melhor protecdo contra
bactérias cariogénicas € devem evitar a progressdao da carie, usado especialmente em
procedimentos de remogdo de lesdes de carie parcial.

Korkmaz et al. (2013) realizaram um estudo para avaliar a atividade antibacteriana
em superficies rugosas de CIVs. Analisaram também a resisténcia a flexdo e solubilidade
da cimentagdo convencional e daquela com cimentos que contenham acetato de clorexidina.
Neste estudo os micro-organismos usados foram o Streptococcus mutans € o L. casei. No
grupo controle, o CIV convencional apresentou inibicdo limitada do crescimento
microbiano, ja o CIV modificado apresentou uma prote¢do significantemente maior e mais
duradoura por até 180 dias. Concluiram que essa mistura altera os padrdes de rugosidade

da superficie prolongando a a¢do antibacteriana.
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Mathew et al. (2013) afirmaram a partir de seu estudo in vivo, que a incorporacao
de diacetato de clorexidina 1% no CIV da marca Fuji IX, foi de consideravel valia devido
as suas propriedades antibacterianas e consideravel veda¢do marginal, sendo de grande
importancia em técnicas menos invasivas e de utilidade geral em odontopediatria.

Pereira et al. (2013) concluiram em seu trabalho que a associag¢ao de clorexidina ao
CI1V foi efetiva in vitro contra os micro-organismos Streptococcus mutans € L. acidophilus,
no entanto afeta a liberacdo de fltor dos CIVs.

Um estudo comparativo foi realizado por Prabhakar et al. (2013) para avaliar a
estabilidade de cor e liberacao de fluor apods a associagdo de diacetato de clorexidina com
CIV. No grupo modificado foi incorporado a clorexidina de 1,25 e 2,5% e analisados apos
24 horas, 7 dias e 1 més. Dentro das limitagdes do estudo concluiram que apds a
incorporacdo de diacetato de clorexidina ao CIV teve uma baixa na estabilidade de cor e
liberagao de fluoretos.

Hook et al. (2014) desenvolveram um novo CIV de liberagdo de antimicrobianos
com nanoparticulas de clorexidina. Observaram que sua liberacdo ¢ dose/dependente e
ocorre pelos proximos 33 dias. A liberagdo de fllior ndo foi significantemente afetada pela
substituicdo de nanoparticulas e a estrutura interna apareceu inalterada. A resisténcia a

tracdo diametral diminuiu numericamente, mas ndo foi estatisticamente significante.
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2 PROPOSICAO

Verificar a efetividade microbioldgica in vitro do cimento de iondmero de vidro

enriquecido com diacetato de clorexidina a 1% contra Streptococcus mutans.
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3 METODOLOGIA

3.1 Preparaciao das amostras

Os materiais utilizados neste estudo foram o Cimento de Iondmero de Vidro Fuji IX
(GC Corporation, Toquio, Japao) e Cimento de Iondmero de Vidro (CIV) Fuji IX (GC
Corporation, Toquio, Japao) modificado por diacetato de clorexidina a 1% manipulado pelo
Laboratdrio de Farmacia do UNIFEB.

Utilizando discos de resina composta fotopolimerizavel de 2 mm de didmetro por 1
mm de altura foram confeccionados moldes em silicone de condensagdo para moldagem
odontologica. Nos moldes obtidos foram posteriormente inseridos os cimentos em questao,
obedecendo aos critérios de manipulagdo preconizados pelo fabricante. Apos a geleificacdo
do material, foram obtidos 30 discos de CIV, sendo 15 referentes ao cimento convencional
e 15 composto pelo cimento enriquecido com clorexidina. Estes discos foram embalados
em papel grau cirurgico, autoclavados e mantidos em ambiente seco e protegidos da luz.

Os discos de CIV convencional constituiram o grupo controle (G C) e os
enriquecidos com diacetato de clorexidina 1% constituiram o grupo experimental (G E).

As amostras dos cimentos foram inseridas em tubos de vidro contendo 5 ml de
solucdo salina estéril, na condicao de cinco amostras em cada tubo perfazendo um total de
seis tubos.

Os tubos foram nomeados da seguinte maneira:

e G C 1 — Tubo contendo solugdo salina estéril no qual cinco discos de iondmero de
vidro convencional ficaram imersos por 24 horas

e G E I — Tubo contendo solugdo salina estéril no qual cinco discos de iondmero de
vidro os enriquecidos com diacetato de clorexidina 1% ficaram imersos por 24
horas

e G C 2 - Tubo contendo solugdo salina estéril no qual cinco discos de iondmero de
vidro convencional ficaram imersos por 48 horas

e G E 2 — Tubo contendo solugdo salina estéril no qual cinco discos de iondmero de
vidro os enriquecidos com diacetato de clorexidina 1% ficaram imersos por 48
horas

e G C 3 — Tubo contendo solugdo salina estéril no qual cinco discos de iondmero de
vidro convencional ficaram imersos por 72 horas
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e G E 3 — Tubo contendo solugdo salina estéril no qual cinco discos de iondmero de
vidro os enriquecidos com diacetato de clorexidina 1% ficaram imersos por 72
horas

3.2 Preparo das cepas padrao

A atividade antibacteriana de cada material foi analisada por meio do teste de
formacao de halo de inibi¢do em agar para Streptococcus mutans (ATCC # 25175).

As cepas bacterianas foram semeadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion -
BHITM, DifcoLaboratories, Detroit, MI) e incubadas em estufa bacteriologica a 37°C, por
48h. Os micro-organismos resultantes foram repicados em 5Sml de caldo BHI e incubados
em estufa bacterioldgica a 37°C, por 24h, para obtengdo de uma suspensdo, denominada

inéculo com concentragio aproximada de 1,5x10* UFC/ml de meio de cultura.

3.3 Analise Microbiolégica

Em cada placa de Petri esterilizada, foi preparada uma camada-base contendo
15ml do meio de cultura BHI 4gar para cultivo de Streptococcus mutans. Apds a
solidificacdo do meio de cultura, foi realizada a semeadura das placas, sendo que cada placa
foi acrescida de 200ul do in6culo.

Aguardado o periodo para secagem das placas e apds os periodos especificos de
permanéncia dos discos nos tubos contendo solucdo salina, os espécimes foram inseridos
em pocos de 2 mm de didmetro confeccionados nas placas contendo o micro-organismo
citado (2 discos por placa). As placas foram, entdo, incubadas em jarra de microaerofilia e
o crescimento microbiano foi avaliado 48hs de incubagdo em estufa bacteriologica a 37°C.

Ap6s o periodo de incubacdo, os halos de inibicdo foram medidos em milimetros,
utilizando régua milimetrada de uso em Endodontia. Todas as medidas foram determinadas
a partir de dois pontos opostos localizados nos limites mais externos de cada halo formado
ao redor de cada pogo/disco. Dois examinadores, previamente treinados, realizaram as

medic¢des. Essas medidas foram repetidas trés vezes e obteve-se a média para cada halo. A
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area dos halos foi calculada através da formula utilizada para estimativa da area em

circulos, por meio da média dos raios obtidos (A= 7 x R?).

3.4 Analise Estatistica

Para o confronto estatistico dos resultados obtidos nos grupos controle e
experimental, foi utilizada a prova U de Mann-Whitney. Por se tratar de um dos mais
eficientes testes ndo paramétricos e constitui uma alternativa extremamente util para a

prova paramétrica t.



22

4 RESULTADOS

Na tabela 1 sdo apresentados os valores individuais e as médias dos halos de
inibicao promovidos pelo iondmero de vidro convencional imerso em solugdo salina por 24
horas (G C 1) e pelo iondmero enriquecido com diacetato de clorexidina 1% (G E 1) nas
mesmas condigdes. A andlise permite a verificacdo de que os espécimes do grupo
experimental promoveram halos inibitérios com uma média de 56,91 mm? ao contrério dos

representantes do grupo controle que ndo produziram o halo de inibicao.

Tabela 1. Valores em milimetros quadrados (mm?) da 4rea do halo de inibi¢do promovido
em culturas de Streptococcus mutans por iondmero de vidro convencional (G C
1) e por iondmero enriquecido com clorexidina 1% (G E 1) imersos em solucao

salina pelo periodo de 24 horas.Teste de Mann-Whitney.

GCl1 GE1
0 50,24
0 63,58
0 50,24
0 63,58
0 56,91
X X
0 56,91
U calc: 0*
p [U]: 0,004

*estatisticamente significante para a< 0,01
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A tabela 2 apresenta os valores individuais e as médias dos halos de inibi¢ao
promovidos pelo iondmero de vidro convencional imerso em solugdo salina por 48 horas
(G C 2) e pelo iondmero enriquecido com diacetato de clorexidina 1% (G E 2) nas mesmas
condi¢gdes. A analise permite a verificagdo de que os espécimes do grupo experimental
promoveram halos inibitorios com uma média de 209,26 mm’ ao contrario dos

representantes do grupo controle que ndo produziram o halo de inibigao.

Tabela 2. Valores em milimetros quadrados (mm?) da area do halo de inibicdo promovido
em culturas de Streptococcus mutans por iondomero de vidro convencional (G C
2) e por iondmero enriquecido com clorexidina 1% (G E 2) imersos em solug@o

salina pelo periodo de 48 horas.Teste de Mann-Whitney.

GC2 GE2
0 209,33
0 213,52
0 200,96
0 213,52
0 209,33
X X
0 209,26

U calc: 0*

p [U]: 0,004

*estatisticamente significante para a< 0,01
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Na tabela 3 pode ser verificado que, como nos periodos de 24 e 48 horas, ha
formagao de halo inibitorio para o grupo experimental enquanto que para o grupo controle

ndo ha inibi¢do do crescimento de Streptococcus mutans.

Tabela 3. Valores em milimetros quadrados (mm?) da 4rea do halo de inibicdo promovido
em culturas de Streptococcus mutans por iondmero de vidro convencional (G C
3) e por iondmero enriquecido com clorexidina 1% (G E 3) imersos em solugdo

salina pelo periodo de 72 horas.Teste de Mann-Whitney.

GC3 GE3
0 103,62
0 188,40
0 176,62
0 143,18
0 152,95
X X
0 152,95

U calc: 0*
p [U]: 0,004

*estatisticamente significante para a< 0,01

A tabela 4 apresenta comparagdo entre os resultados dos halos de inibicdo em
colonias de Streptococcus mutans dos grupos experimentais 1, 2 e 3. As analises estatisticas
permitem a afirmacdo de que o periodo de maior inibi¢do de crescimento de micro-

organismos ¢ o de 48 horas seguido pelo grupo de 72 horas e de 24 horas.
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Tabela 4. Valores em milimetros quadrados (mm?) da 4rea do halo de inibicdo promovido
em culturas de Streptococcus mutans por iondmero de vidro enriquecido com
diacetato de clorexidina 1% (G E 1) imerso pelo periodo de 24 horas (G1),

48horas (G2) e 72 horas (G3). Teste de Mann-Whitney.

GE1 GE2 GE3
50,24 209,33 103,62
63,58 213,52 188,40
50,24 200,96 176,62
63,58 213,52 143,18
56,91 209,33 152,95
X X X
56,91° 209,26" 152,95
U calc: 0%

p [U]: 0,004

a b ¢ Jetras diferentes representam resultados com diferenca estatisticamente significante

*estatisticamente significante para o< 0,01
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5 DISCUSSAO

Desde o seu desenvolvimento na década de 70, o cimento de iondmero de vidro tem
sido amplamente usado na rotina odontoldogica em funcdo de suas capacidades
anticariogénicas, de liberagcdo/receptacdo de flior e adesdo a estrutura dentaria (Wilson,
Kent, 1972). Contudo, este material também apresenta desvantagens, as quais tém sido
questionadas ao longo dos anos por meio das verificagdes clinico-cientificas, como menor
resisténcia mecanica com consequente desenvolvimento de carie secundaria. Em caso de
micro fraturas marginais, microrganismos cariogénicos podem invadir o espaco resultante
iniciando-se um processo carioso secundario (Dowling, Stamboulis, Fleming, 2006). A
presenca de carie secundaria corresponde a um critério para considerar o aumento da
possibibilidade de falha do CIV como material restaurador definitivo (Van Amerongen,
1996; Du et al., 2013).

Com o intuito de minimizar possiveis desvantagens, nos ultimos anos aditivos tem
sido utilizado para proporcionar melhor desempenho ao CIV. A adi¢do de substancias
como hidroxiapatita, vidro bioativo, estroncio, metais (prata e amalgama) e clorexidina
objetivam a melhora das condigdes fisico-quimicas do material e/ou a potencializacido de
seus efeitos antimicrobianos (Gu et al., 2005; Yli-Urpo et al., 2005; Botelho, 2003; Dabsie
et al., 2009).

A adigdo de diacetato de clorexidina ao pé do CIV tem sido testada ao longo dos
anos e diversos autores t€ém comprovado que na propor¢do de 1% nado ha redugdes em suas
capacidades mecanicas bem como nao ha interferéncia em sua importante fungdo de
liberagdo de fluoreto na cavidade bucal (Deepalakshmi et al., 2010).

Além das qualidades apresentadas, e conhecidas cientificamente da clorexidina, ha
que se considerar que quando utilizada na forma de bochecho podem ocorrer interagdes
quimicas que diminuirdo o seu efeito inibidor de micro-organismos. Para a ac¢do de inibi¢do
bacteriana, a concentracdo minima de clorexidina capaz de produzir este efeito ¢ de 0,12%.
Contudo, quando utilizada imediatamente apds a escovagdo, o monofluorfosfato de sddio,
comumente encontrado em dentifricios, interage com a clorexidina formando sais de baixa

solubilidade diminuindo a a¢ao de ambos.
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A mesma situacao a respeito de interagdo quimica ocorre com o lauril sulfato de
sodio que ¢ um detergente muito utilizado em dentificios. Esta substancia liga-se a
clorexidina formando sais de baixa solubilidade e, assim, reduz-se a acdo do agente
quimioterapico. Devido a estas incompatibilidades, o paciente devera respeitar um intervalo
de 30 minutos a 2 horas, preferencialmente, para realizar o bochecho com a solug¢ao de
clorexidina apos a escovacao (Ramacciato, 2000).

Devido a essa incompatibilidade entre as substancias presentes no dentifricio e nas
solugdes de bochecho, seria de grande importancia para a populacdo que houvesse um
material que liberasse simultaneamente flior e clorexidina sem comprometimento em suas
propriedades fisico-quimicas de ambos os agentes. Neste sentido justifica-se a idealizagdo
de um CIV que seja capaz também de liberar continuamente clorexidina (Gil, 2012).

A andlise das tabelas 1, 2 e 3 demonstra, claramente, a superioridade quanto a
capacidade inibitoria de crescimento de Streptococcus mutans do CIV enriquecido com
clorexidina a 1% em comparacdo ao CIV convencional. De fato, médias de halos
inibitorios do crescimento do citado micro-organismo de 56,91 mmz, 209,26 mm? e 152,95
mm” respectivamente aos grupos experimentais 1, 2 e 3 comparadas auséncia de inibigio
proporcionada pelo CIV convencional convencem sobre as grandes possibilidades de
aplicagdo da clorexidina ao cimento aqui discutido.

A literatura a respeito apresenta artigos que concordam com os resultados desta
pesquisa, assim sendo, de acordo com as pesquisas feitas por Jedrychowski et al. (1983),
Ferreira (2005), Millett et al. (2005), Takahashi et al. (2006), Frencken et al. (2007),
Tirkiin et al. (2008), Deepalakshmi et al (2010), Farret et al. (2011), Ahluwalia et al.
(2012), Du et al. (2012) e Tiiziiner, Uluso (2012), o CIV modificado pela clorexidina, seja
ela sob forma de digluconato ou diacetato, proporciona um efeito anti-microbiano maior
que o CIV convencional.

Independente da concentragdo e forma da clorexidina adicionada, todos os
trabalhos, Frencken et al. (2007), Tiirkiin et al. (2008), Du et al. (2012), que fizeram andlise
microbioldgica sdo concordantes em relacdo a inibicdo do crescimento de micro-
organismos relacionados as doencas cérie e periodontal.

O resultado obtido por Frencken et al. (2007), foi semelhante ao resultado obtido

por esta pesquisa no que se refere ao Streptococcus mutans. Isso pode ser explicado pela
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semelhanga da forma e concentragdo da clorexidina utilizada e as analises microbioldgicas
realizadas, mesmo que no trabalho citado tenham sido realizadas restauragdes atraumaticas
nos pacientes.

Em concordancia também estdo os resultados apresentados por Du et al. (2012). Os
autores, que realizaram um estudo in vivo de boca dividida, no qual também utilizaram o
diacetato de clorexidina no CIV convencional e no CIV resinoso. Em concentragdo maior
(2%), afirmaram que a adigdo clorexidina ao cimento determina melhora na capacidade de
inibi¢do do nlimero de micro-organismos sem prejuizo da resisténcia do material.

Nao foram encontrados, at¢ o momento, na literatura trabalhos que discordassem
sobre o efeito antimicrobiano do CIV enriquecido com clorexidina. Apenas foi observado
que os trabalhos relacionados com CIV enriquecidos com clorexidina em proporgdes até
20% sao discordantes a respeito das interferéncias deste nas capacidades fisico-quimicas do
cimento (Gil et al., 2012).

Quando da comparacdo estatistica entre os resultados dos grupos enriquecidos com
diacetato de clorexidina a 1%, percebe-se que a maior liberagdo do antimicrobiano ocorre
no periodo de 48 horas de imersdo em solu¢do salina. Detecta-se, também, que no periodo
de 72 horas a liberagdo ¢ menor que no periodo de 48 horas, contudo maior que no periodo
de 24 horas. Comparando-se estes resultados com os apresentados por Hook et al. (2014)
que avaliaram a liberacdo de clorexidina em diferentes concentragdes, nota-se que
concordam que hé pouca liberacdo do antimicrobiano nas primeiras 24 horas. Contudo os
resultados do presente estudo estdo em discorddncia com os mesmos autores, pois estes
afirmam que a citada liberacdo aumenta continuamente até o periodo de 791 horas
(equivalente ha 33 dias). Evidentemente, a técnica do presente estudo ndao analisou a
quantidade de clorexidina que foi liberada ao longo do tempo como o fizeram Hook et al.
(2014), mas sim o halo de inibi¢do produzido em colonias de Streptococcus mutans.

Salienta-se ainda que a inibi¢ao de crescimento menor no grupo de CIV modificado
e imerso por 24 horas em comparagao aos grupos de 48 ¢ 72 horas também ¢ discordante,
respeitando-se as diferencas técnicas, dos resultados de Palmer et al., (2003) e Sacramento
et al. (2008), que descreveram que a maior quantidade de clorexidina ¢ liberada do CIV

ainda nas primeiras horas, reduzindo-se com o passar do tempo.
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A inibigdo do crescimento de Streptococcus mutans pelo CIV convencional ¢ bem
documentada na literatura (Ferreira et al., 2011; Sultan et al., 2013; Klai et al., 2014).

Os resultados deste estudo mostram-se satisfatdrios quanto a inibi¢ao ao longo de
72 horas de Streptococcus mutans. Contudo, sugerem-se novos estudos para verificar, entre
outros dados, qual ¢ o tempo méaximo de liberagdo de flior e clorexidina no CIV
simultaneamente, sua efetividade em biofilmes mais complexos e a possibilidade de recarga
do cimento com clorexidina. Indiscutivelmente, pesquisas para o desenvolvimento de novos

materiais sdo fundamentais no processo de promocao de saude para a populagao.
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6 CONCLUSAO

O cimento de iondmero de vidro enriquecido com diacetato de clorexidina a 1 % ¢
efetivo na inibicdo de colonias de Streptococcus mutans em todos os periodos deste estudo,

sendo o periodo de 48 horas o de maior efetividade.
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