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RESUMO

Objetivo: avaliar a liberagdo de fons F, Ca*?, PO4?3, atividade alcalinizante, citotoxidade,
atividade antibacteriana e capacidade de inducdo da formacdo de precipitados minerais
precursores de hidroxiapatita de cimentos de ionémero de vidro (CIV). Materiais e métodos:
Foram avaliados seis CIVs comerciais: Bioglass (Biodindmica), Goldlabel (GC), Vitrofil
(DFL), Maxxion (FGM), Vidrion (SS WHITE) e longlass (Maquira). Confeccionou-se discos
(n=4) para os testes de pH e liberacdo ibnica que foram armazenados em 6 ml de
agua deionizada/destilada com pH iniciais (pHi) 4 e 7 por 28 dias a 37°. As leituras de pH
foram feitas em diferentes tempos (15min, 30min; 1,2, 24 e 48 h; 7,14, 21 e 28 dias). Apos 28
dias, analisou-se a liberagdo de F- utilizando eletrodo especifico e a liberagdo de Ca*2, PO,
foram medidas em um espectrofotdmetro de luz UV (BioTek ELX800). Para a citotoxicidade
utilizou-se células fibroblasticas, as amostras foram imersas (n=3) e analisadas em 24, 48 e 72h.
Para a andlise da capacidade de inducdo da formacgdo de nanoprecursores de hidroxiapatita,
discos foram confeccionadas (n =2) e armazenados em fluido corporal simulado (SBF) por 28
dias, a 37°C. Apos imersdo, os espécimes foram dissecados e analisados em Microscopia
Eletrdnica de Varredura/ Espectroscopia Dispersiva de raio-X (MEV/EDS), Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR/ATR) e Difracdo de Raios-x (DRX).
Biofilmes de S. mutans foram cultivados sobre os discos dos CIVs (n=3) para verificar sua
atividade antimicrobiana que foi determinada por contagens de unidades formadoras de
col6bnias e expressas como UFC/mL. Os dados de liberacdo idnica, citototoxidade e atividade
antibacteriana foram submetidos a ANOVA (One- Way) e Holm-Sidak (0=0,05). Os dados
referentes ao pH estéo representados em valores descritivos. Resultados: Independente do pHi,
todos os CIVs se apresentaram acidos ao longo de 28 dias. O Bioglass mostrou maior liberagdo
de Fluor quando comparado ao Gold Label (p<0,05) em pH4. Em pH7 ndo houve diferenga na
liberacdo de F- entre os materiais testados. O longlass e Vitro fill tiveram a maior liberacéo de
fons Ca*2, PO43, respectivamente. As imagens de MEV apontaram a presenca de precipitados
na superficie de todos os CIVs e os espectros de FTIR mostraram a presenca dos grupos
funcionais grupos funcionais carbonatos (1080/ 1413/1453cm?). Ja as analises de DRX n&o
apontaram picos cristalinos nanoprecursores de hidroxiapatita em nenhum dos cimentos de
iondbmero de vidro testados. Em relacdo a viabilidade celular, todos os CIVs apresentaram
citotoxicidade quando comparado com o grupo controle em 72h(p<0,05). Os CIVS testados

ndo apresentaram atividade antibacteriana contra o S.Mutans (p<0,05). Conclusdo: Os CIVs



apresentam liberacdo de ions importante para a remineralizacdo. Entretanto, o seu baixo
pH,citotoxicidade, auséncia de atividade antibacteriana e a ndo formacgdo de precipitados

precursores de hidroxapatita indicam que os CIVs nao sdo materiais bioativos.

Palavras-chaves: Cimento de iondmero de vidro. Bioatividade. Atividade antibacteriana.
Citotoxidade.



ABSTRACT

Objective: to evaluate the release of F, Ca™?, PO42 ions, alkalinizing activity, cytotoxicity,
antibacterial activity and the capacity to induce the formation of mineral precipitates precursors of
hydroxyapatite of glass ionomer cements (GIC). Materials and Methods: Six comercial GICs
were evaluated: Bioglass (Biodinamica), Goldlabel (GC), Vitrofil (DFL), Maxxion (FGM), Vidrion
(SS WHITE) and longlass (Maquira). Disks were made (n=4) for pH and ionic release tests, which
were stored in 6 ml of deionized/distilled water with initial pH (pHi) 4 and 7 for 28 days at 37°C.
ph readings were taken at different times (15min, 30min; 1,2, 24 and 48 h; 7,14, 21 and 28 days).
After 28 days, the release of F- was analyzed using a specific electrode and the release of Ca* and
PO, were measured in a UV light spectrophotometer (BioTek ELX800). Fibroblastic cells were
used for cytotoxicity, samples were immersed (n=3) and analyzed at 24, 48 and 72hrs. For the
analysis of the capacity to induce the formation of hydroxyapatite nano precursors, disks were made
(n = 2) and stored in simulated body fluid (SBF) for 28 days at 37°C. After immersion, specimens
were dissected and analyzed in Scanning Electron Microscopy (SEM/EDS), Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR/ATR) and X-Ray Diffraction (XRD). S. mutans biofilms were
cultured over GIC disks (n=3) to verify their antibacterial activity, which were determined by
counting of colony unit formations and expressed as CFU/ml. The data of ionic release, cytotoxicity
and antibacterial activity were submitted to ANOVA (One-Way) and Holm-Sidak (a=0,05). Data
referring to pH are represented in descriptive values. Results: Regardless of pHi, all GIC were
acidic over 28 days. Bioglass showed greater fluoride release when compared to Gold Label
(p<0,05), at pH 4. At pH 7, there was no difference on F release between tested materials. longlass
and Vitro fill had the highest release of Ca* and PO4?, respectively. SEM images indicated the
presence of precipitates on the surface of all GICs and FTIR spectra showed the presence carbonate
(1080/1413/1453 cm®) functional groups. Meanwhile, XRD analyzess did not indicate cristalline
peaks of hydroxiapatite nano precursors in any of the glass ionomer cements tested. Regarding cell
viability, all GICs presented cytotoxicity when compared to the control group in 72h (p<0,05). The
GICs tested did not show antibacterial activity against S. mutans (p<0,05). Conclusion: GICs
present important ion release for remineralization. However, their low pH, cytotoxicity, absence of
antibacterial activity and the non-formation of hydroxyapatite precursors precipitates indicate that

GICs are not bioactive materials.

Keywords: Glass ionomer cemente. Bioactivity. Antibacterial activity. Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Dentro do campo da Odontologia restauradora, o ionémero de vidro, pode ser
considerado um dos primeiros materiais bioativos (SPAGNUOLO, 2016) devido a liberacao
de ions biologicamente ativos (fluoreto, sodio, fosfato e silicato) no ambiente aquoso
circundante em niveis nos quais eles tém propriedades bioldgicas (MAKANJUOLA et al.,
2022).

Dentre os ions liberados por este material, hd& um destaque para o flior
(YOSHIHARA et al., 2017) Acredita-se, que quando liberado pelos CIVs, o fluor provoca uma
remineralizacdo através da formacdo de fluorapatita (HYUN-JUNG et al., 2021). De acordo
com Hafshejani et al. (2017), a liberacdo de flior desse material também concede a ele uma
atividade anticariogenica através da modificacdo da patogenicidade das bactérias. O fluor
liberado por esse material inibe a enzima enolase, que controla indiretamente o sistema
fosfotransferase, responséavel pela entrada de aclUcar nas bactérias e obtencdo de energia
interferindo no metabolismo da célula bacteriana (PIRES et al., 2022) Além disso, a acidez do
meio provocado pela queda do pH em decorréncia do &cido poliacrilico torna o ambiente
desfavoravel ao crescimento bacteriano (CHING et al., 2018; SPEZZIA, 2017).

Apesar de ja ter seu uso consolidado na odontologia, ainda existem controvérsias
na literatura sobre a real efetividade da atividade antibacteriana e capacidade de neoformacéo
tecidual dos CIVs. O estudo de Farrugia e Camilleri (2015) apontam que a quantidade de fltor
liberado pelos CIVs ndo € suficiente para minimizar ou anular o crescimento bacteriano. A
revisao sistematica de Randall e Wilson (1999) mostra que ndo ha evidéncia conclusiva sobre
o efeito positivo dos CIVs contra a cérie recorrente. Adicionalmente, Cury et al. (2015)
mostram que o efeito antibacteriano do fldor, clinicamente, ndo é relevante e sua eficacia no
controle da cérie ainda ndo foi comprovada. Em relacdo a capacidade de remineralizagdo,
estudos laboratoriais (MORAES et al., 2021) mostram que apesar da formacéo da fluorapatita,
que apresenta maior estabilidade quimica em pH baixo que a hidroxiapatita, 0s ions F~ ndo tém
a capacidade de estimular a formacéo de novos tecidos, ndo apresentando assim, caracteristicas
de bioatividade.

A bioatividade pode ser definida como uma resposta bioldgica especifica na
interface tecido-material que resulta na formacéo de uma ligacao entre eles (GIANNINI, 2021;
VALLITTU et al., 2018) De acordo com Hamdy (2018) , um material restaurador bioativo

inclui pelo menos um ou mais dos seguintes comportamentos: remineralizacdo dos tecidos
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duros através da liberacdo de flior e/ou outros minerais e formagdo semelhante a apatita ao
longo da interface do tecido material por imersdo em liquido que simula os fluidos fisiologicos
normais. A literatura aponta os CIVs como um material naturalmente bioativo (SIDHU;
NICHOLSON, 2016). No entanto, essa bioatividade é determinada em sua capacidade de
formagdo de apatita na superficie do material apds imersdo em um fluido fisioldgico
(MAKANJUOLA et al., 2022)

Para Darvel (2021) determinar a bioatividade desta forma configura auséncia de
uma resposta biologica especifica, que é uma caracteristica crucial de um material bioativo
(SKALLEVOLD et al., 2019). Ele descreve essa resposta como um resultado quimico da
reatividade do vidro e da composicdo do meio abrindo precedentes para criticas sobre as
metodologias utilizadas nos testes de bioatividade (DARVEL, 2021). Os mesmos Sao
realizados com a imersdo do material em solucdes super saturadas, como o simulated body fluid
(SBF) (KOKUBO; TAKADAMA, 2006) onde a resposta positiva para o teste é 0 aparecimento
de um precipitado de apatita naquele material (DARVEL, 2021). O trabalho de Pan et al. (2010)
levanta um questionamento sobre a bioatividade ser prevista a partir da formacdo de um
precipitado de apatita observado simplesmente na imersdo no SBF. Para Ferracane e Bertassoni
(2021), a precipitagdo mineral resultante de uma supersaturagao de um ambiente com misturas
apropriadas de ions célcio e fosfato ndo constitui bioatividade, a menos que seja dirigido por
celulas.

Apesar disso, é possivel encontrar na literatura trabalhos definindo a bioatividade
dos CIVs através da formacdo de precipitados de hidroxiapatita apds a imersdo em SBF sem
que haja nenhum contato do material com células vivas (MAKANJUOLA et al. 2022;
MORAES et al., 2021) quando na verdade, a bioatividade deve ser determinada pela resposta
bioldgica da interacdo do material com organismos vivos (SONARKAR; PURBA, 2015).

Os resultados clinicos controversos dos CIVs podem ser o reflexo das falhas na
determinacéo das propriedades desse material nos estudos laboratoriais. A revisdo sistematica
de Raggio et al. (2016) enfatiza que ha um nimero maior de falhas em restauragGes apds a
técnica de tratamento restaurador atraumatico (ART) quando o tratamento foi realizado com
CIV. Adicionalmente, estudos longitudinais relataram que as taxas de insucesso sdo ainda
maiores quando o procedimento é realizado em cavidades envolvendo mdaltiplas superficies,
apresentando uma taxa de sobrevivéncia de 71% apds um ano da restauragcdo com este material
(LOPES et al., 2018). O ensaio clinico de Ersim et al. (2006) e Akman e Tosun (2020) mostram
gue os CIVs ndo possuem desempenho clinico superior ao ser comparado com outros materiais

restauradores o que corrobora com a revisdo sistematica de Rosa et al. (2019) que aponta, que,
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independentemente do material restaurador utilizado, exames clinicos, radiograficos e
microbiolégicos mostram que a selagem correta da cavidade leva a inativacdo de lesdes
cariosas. Darvel (2021) explica esse processo como uma “resposta de defesa contra um desafio”
onde ha a formacao de uma dentina reparadora que acontece com o objetivo de selar e proteger
a polpa independente do material restaurador utilizado.

Assim, fica a duvida da real capacidade do CIV em relagdo a sua propriedade
antibacteriana, capacidade de formar nanoprecussores de hidroxiapatita e a sua
biocompatibilidade. Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar a capacidade de diferentes
cimentos de iondmero de vidro convencionais na indugéo da formagao de precipitados minerais
precursores de hidroxiapatita, bem como a atividade antibacteriana contra 0s streptococos

mutans, viabilidade celular/citotoxicidade e a sua liberacdo idnica.



2. CAPITULO |
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RESUMO

Obijetivo: avaliar a liberacdo de ions F-, Ca*?, PO43, atividade alcalinizante, citotoxidade,
atividade antibacteriana e capacidade de inducdo da formacdo de precipitados minerais
precursores de hidroxiapatita de cimentos de iondmero de vidro (CIV). Materiais e métodos:
Foram avaliados seis CIVs comerciais: Bioglass (Biodinamica), Goldlabel (GC), Vitrofil
(DFL), Maxxion (FGM), Vidrion (SS WHITE) e longlass (Maquira). Confeccionou-se discos
(n=4) para os testes de pH e liberacdo ibnica que foram armazenados em 6 ml de
agua deionizada/destilada com pH iniciais (pHi) 4 e 7 por 28 dias a 37°. As leituras de pH
foram feitas em diferentes tempos (15min, 30min; 1,2, 24 e 48 h; 7,14, 21 e 28 dias). Apds 28
dias, analisou-se a liberagdo de F- utilizando eletrodo especifico e a liberagdo de Ca*2, PO,
foram medidas em um espectrofotdmetro de luz UV (BioTek ELX800). Para a citotoxicidade
utilizou-se células fibroblasticas, as amostras foram imersas (n=3) e analisadas em 24, 48 e 72h.
Para a andlise da capacidade de inducdo da formacdo de nanoprecursores de hidroxiapatita,
discos foram confeccionadas (n =2) e armazenados em fluido corporal simulado (SBF) por 28
dias, a 37°C. Apds imersao, os corpos de prova foram dissecados e analisados em Microscopia
Eletrdnica de Varredura/ Espectroscopia Dispersiva de raio-X (MEV/EDS), Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR/ATR) e Difracdo de Raios-x (DRX).
Biofilmes de S. mutans foram cultivados sobre os discos dos CIVs (n=3) para verificar sua
atividade antimicrobiana que foi determinada por contagens de unidades formadoras de
colbnias e expressas como UFC/mL. Os dados de liberacdo idnica, citototoxidade e atividade
antibacteriana foram submetidos a ANOVA (One- Way) e Holm-Sidak (0=0,05). Os dados
referentes ao pH estéo representados em valores descritivos. Resultados: Independente do pHi,
todos os CIVs se apresentaram acidos ao longo de 28 dias. O Bioglass mostrou maior liberacdo
de Fluor quando comparado ao Gold Label (p<0,05) em pH4. Em pH7 ndo houve diferenga na
liberacdo de F- entre os materiais testados. O longlass e Vitro fill tiveram a maior liberagéo de
fons Ca*2, PO43, respectivamente. As imagens de MEV apontaram a presenca de precipitados
na superficie de todos os CIVs e os espectros de FTIR mostraram a presenca dos grupos
funcionais grupos funcionais carbonatos (1080/ 1413/1453cm?). Ja as analises de DRX n&o
apontaram picos cristalinos nanoprecursores de hidroxiapatita em nenhum dos cimentos de
iondbmero de vidro testados. Em relacdo a viabilidade celular, todos os CIVs apresentaram
citotoxicidade quando comparado com o grupo controle em 72h(p<0,05). Os CIVS testados
ndo apresentaram atividade antibacteriana contra o S.Mutans (p<0,05). Conclusdo: Os CIVs

apresentam liberagdo de ions importante para a remineralizacdo. Entretanto, o seu baixo
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pH,citotoxicidade, auséncia de atividade antibacteriana e a ndo formacdo de precipitados

precursores de hidroxapatita indicam que os CIVs ndo sdo materiais bioativos.

Palavras-chaves: Cimento de iondbmero de vidro. Bioatividade. Atividade antibacteriana.
Citotoxidade.

ABSTRACT

Objective: to evaluate the release of F-, Ca™?, PO ions, alkalinizing activity, cytotoxicity,
antibacterial activity and the capacity to induce the formation of mineral precipitates precursors of
hydroxyapatite of glass ionomer cements (GIC). Materials and Methods: Six comercial GICs
were evaluated: Bioglass (Biodindmica), Goldlabel (GC), Vitrofil (DFL), Maxxion (FGM), Vidrion
(SS WHITE) and longlass (Maquira). Disks were made (n=4) for pH and ionic release tests, which
were stored in 6 ml of deionized/distilled water with initial pH (pHi) 4 and 7 for 28 days at 37°C.
ph readings were taken at different times (15min, 30min; 1,2, 24 and 48 h; 7,14, 21 and 28 days).
After 28 days, the release of F- was analyzed using a specific electrode and the release of Ca*2 and
PO, were measured in a UV light spectrophotometer (BioTek ELX800). Fibroblastic cells were
used for cytotoxicity, samples were immersed (n=3) and analyzed at 24, 48 and 72hrs. For the
analysis of the capacity to induce the formation of hydroxyapatite nano precursors, disks were made
(n =2) and stored in simulated body fluid (SBF) for 28 days at 37°C. After immersion, specimens
were dissected and analyzed in ScaMnning Electron Microscopy (SEM/EDS), Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR/ATR) and X-Ray Diffraction (XRD). S. mutans biofilms were
cultured over GIC disks (n=3) to verify their antibacterial activity, which were determined by
counting of colony unit formations and expressed as CFU/ml. The data of ionic release, cytotoxicity
and antibacterial activity were submitted to ANOVA (One-Way) and Holm-Sidak (a=0,05). Data
referring to pH are represented in descriptive values. Results: Regardless of pHi, all GIC were
acidic over 28 days. Bioglass showed greater fluoride release when compared to Gold Label
(p<0,05), at pH 4. At pH 7, there was no difference on F release between tested materials. longlass
and Vitro fill had the highest release of Ca*? and PO4?, respectively. SEM images indicated the
presence of precipitates on the surface of all GICs and FTIR spectra showed the presence carbonate
(1080/1413/1453 cm') functional groups. Meanwhile, XRD analyzess did not indicate cristalline
peaks of hydroxiapatite nano precursors in any of the glass ionomer cements tested. Regarding cell
viability, all GICs presented cytotoxicity when compared to the control group in 72h (p<0,05). The
GICs tested did not show antibacterial activity against S. mutans (p<0,05). Conclusion: GICs
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present important ion release for remineralization. However, their low pH, cytotoxicity, absence of
antibacterial activity and the non-formation of hydroxyapatite precursors precipitates indicate that

GICs are not bioactive materials.

Keywords: Glass ionomer cemente. Bioactivity. Antibacterial activity. Cytotoxicit
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1 INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, inumeros estudos tem sido publicados buscando o
desenvolvimento de materiais bioativos através da incorporacdo de particulas liberadoras de
ions calcio e fosfato que estimulam a remineralizacdo (BALBINOT et al., 2020; BRAGA,
2019; BARAS et al.; 2019; CARVALHO et al., 2015) . A presenca de particulas bioativas nos
materiais proporcionam o aumento do pH (CARNEIRO et al., 2018), atividade antibacteriana
(BAUER et al., 2019), atividade enziméatica (MAKOWSKI; RAMSBY, 2004) e a precipitacdo
de uma camada rica em calcio e fosfato (FERNANDO et al., 2017) nanoprecursores de
hidroxapatita (BRAGA; FRONZA, 2020).

Inimeros estudos também tem adicionado particulas bioativas em cimento de
iondmero de vidro em busca da bioatividade com a formagao de precipitados ricos em célcio
e fosfato (ANA et al., 2003; CALUWE et al., 2017; KARIMI; REZABEIGI; DREW, 2019;
OSORIOQO et al., 2015; YLI-URPO et al., 2004). No entanto, alguns autores relatam que o
cimento de iondbmero de vidro ja apresenta caracteristicas de bioatividade desde a sua invencao
por Wilson e Kent em 1971 (SPAGNUOLO, 2022; WILSON; KENT, 1972). A maioria dos
cimentos apresentam particulas de silicato com uma complexa mistura de componentes como:
SiO2 (24,9%), Al.O3 (14,2%), AlFs(4,6%), CaF2 (12,8%), NaAlFs (19,2%), AIPO4 (24,2%) que
liberam ions Ca*, POs3 e F" (YLI-URPO et al., 2004; SIDHU; NICHOLSON, 2016) capazes
de formar precipitados (PROENCA et al., 2020).

Por outro lado, criticas contundentes tem sido apontada na metodologia da
avaliacdo da bioatividade atraves da formacdo de precipitados dos novos smart materials
(DARVELL, 2021; GIANNINI, 2021). A bioatividade deve ser determinada através da
interacdo com células e tecidos vivos com o intuito de produzir uma resposta especifica, como
a formacdo mineral biologicamente direcionada (FERRACANE; BERTASSONI, 2021). No
entanto, ela tem sido caracterizada com a formacéo de precipitado de apatita na superficie do
material apds a imersdo em uma solugdo saturada com ions Ca*2e PO42 (SKALLEVOLD et
al., 2019) sem que haja o contato com células, configurando auséncia de uma resposta biologica
0 que ndo constitui bioatividade (FERRACANE; BERTASSONI, 2021).

Sabendo que a bioatividade deve ser estabelecida em uma condicao biolégica com
a presenca de células e/ou bactéria (PAN et al., 2010) o uso desta metodologia pode levar a
resultados falsos positivos (CALUWE et al., 2017) e por isso testes celulares devem ser

conduzidos para validar os resultados. Entretanto, ndo ha na literatura um relato da avaliagéo
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da bioatividade (FERNANDO et al., 2017), que avalia o impacto desses precipitados em

organismo Vivos.

Portanto, este estudo tem como objetivo avaliar a liberagdo de ons Ca*?, POs3eF,

atividade de alcalinizacdo, formagdo de precipitados bem como a atividade antibacteriana e

citotoxicidade de diferentes cimentos de iondmero de vidro comerciais.

2 MATERIAL E METODOS

fabricante, nimero de lote e composicao estdo na Tabela 1.

Foram utilizados 6 cimentos de ionébmero de vidro comercial, a composicéo,

Tabela 1 - Nome, fabricante, nimero de lote, composi¢do dos materiais utilizados no estudo

Composigao
Material posI¢
Fabricante
(Lote) P4 Liquido
Apos a mistura das fases: Vidro de

Maxxion R Aluminofluorsilicato, Acido Policarboxilico,
FGM Acido Tartarico, Fluoreto de Calcio,
(070319) Radiopacificadores e Agua
Bioglass R Fluorsilicato de Calcio, Bario, Aluminio, Acido Acido poliacrilico, Acido
Biodinamica oliacrilico e Cargas Inorganicas Tartéarico e Agua Deionizada
(078/21) P g g g
Vitro Fil - , . L . N <.

Silicato de fluor, estréncio, aluminio, acido Acido poliacrilico, Acido
DFL oliacrilico desidratado e 6xido de ferro Tartarico e Agua destilada
(12071201) P ' g
\S/é%(;ﬁi':eR Fluorsilicato de sddio, calcio, aluminio, sulfato Acido tartarico e agua destilada.
00500321 de bario, &cido poliacrilico e pigmentos
longlass . e L Acido poliacrilico, Acido
Maquira Fluorsilicato de sédio, calcio e aluminio . < Al

Tartarico e Agua Deionizada.
956220
Apo0s a mistura das fases: Vidro de

GC Gold . L - X -

Aluminofluorsilicato, Acido Policarboxilico,
GC - L gy
201021 Acido Tartarico, Fluoreto de Calcio,

Radiopacificadores e Agua

2.1 Anadlise de pH e liberac&o idnica

Duas solugdes com diferentes valores de pH inicial foram preparadas: uma solucéo

de pHi4 (utilizando &cido cloridrico para o ajuste) e uma solugdo de pH; 7 (utilizando o
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hidroxido de sddio para o ajuste). Quatro discos (L0mmx1mm) foram confecionados para cada
grupo experimental. Os CIVs foram manipulados com espatula de plastico e bloco de papel,
inseridos em matriz de silicone, cobertos com uma tira de poliester e prensados com lamina de
vidro. Foi padronizado o tempo de presa de 10min para todos os CIVs. Os corpos de prova
foram armazenados em frascos plasticos individuais contendo 5 ml das solucGes preparadas
(pH 4 ou pH 7) em estufa a 37 °C. A leitura do pH foi verificada nos intervalos de
15m,30m,1h,2h, 24h, 7 dias, 14 dias, 21 dias e 28 dias com o auxilio de um um eletrodo (QM-
A338, Quimis, S&o Paulo, Brasil) posicionado diretamente nos frascos (PROENCA et al., 2020;
MORAES et al., 2021).

Apds a analise da atividade alcalina, as solu¢des onde os corpos de prova estavam
armazenados anteriormente foram utilizadas para a mensuragao das concentracdes de ions Ca*?,
POs3e F.

Para a mensuracdo da concentracdo dos ions calcio foi utilizado o reagente
colorimétrico arsenazo (célcio arsenazo, Doles, lote # 13051, Goiania, GO, Brasil) e para o
fosfato o respectivo reagente colorimétrico (fosfato, Doles, lote # 14041, Goiania, GO, Brasil).
A quantificacdo de ions Ca?* e PO, foram realizadas em trés leituras repetidas de cada amostra
por meio de um espectrofotdmetro (ELX800, Biotek, Winooski, VT, EUA), sendo determinada
uma média aritmética da absorbancia das misturas a 650 nm.

Para liberacdo de ions fluoretos (F) foi utilizado um eletrodo de ions seletivo para
F (Modelo Q400ISE, Quimis, Sao Paulo, Brasil) acoplado a um analisador digital pH/ F
(Alyser Fluoreto 18 AF-001). O aparelho foi preveamente calibrado usando solucGes padrdes
com as seguintes concentracdes de F:1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16ppm, apds o tamponamento com
TISAB Il (ImL:1mL). As leituras dos ions na solucéo foram feitas em tripicatas (MORAES et
al., 2021).

2.2 Formacao de nanoprecursores (MEV/EDS, FTIR-ATR e DRX)

Dois corpos de prova em formato de disco (10 mm de didmetro e 2 mm de
espessura) foram confeccionados para cada grupo da mesma maneira descrita nos itens
anteriores. As amostras foram posicionadas em frascos plasticos individuais contendo 5 ml de
solucdo de fluido corporal simulado (SBF) e armazenados em estufa por 28 dias a 37°C. Ap0s
0 periodo de imersdo, estas foram retiradas da solugéo e desidratadas em dessecador por 24 h
(MORAES et al., 2021).
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As analises de MEV/EDS (TM3030, Hitachi, Toquio, Japdo) em magnificacdes de
2000x e 5000x foram obtidas antes e depois da imersao em SBF para caracterizacdo
morfologica dos precipitados depositados na superficie. Posteriormente, espectros de
FTIR/ATR foram coletados (IRTracer-100, Shimadzu, Quioto, Japdo) para identificacdo de
bandas caracteristicas de precipitados de célcio e fosfato. Os espectros foram obtidos em modo
de transmitancia, com 60 varreduras em resolucdo de 4 cm™ e extensdo de 400 a 2000 cm™,
utilizando pastilhas de Brometo de potassio (KBr) (PROENCA et al., 2020).

Caracterizacdo adicional dos precipitados foi realizada através de medidas de
difracdo de Raios-X em um difratdmetro (D8 Advance, Bruker, Alemanha) com radiacdo Cu-
Ka (40 kV, 40 mA), detector linear e fenda de 0,6 mm. Todas as medidas foram feitas a 25 °C,

com passo angular (20) de 0,02° e intervalo de medida de 4 a 94° .

2.3 Citotoxicidade

As células de fibroblastos gengivais humanos HGF (American Type Culture
Collection - ATCC® CRL-2014™), foram mantidas em estufa a 37°C e 5% CO_ em atmosfera
umida, e cultivada em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Gibco)
enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB; Atlanta biologicals®), 100 U mL™? de
penicilina, 100 pug mL™ de estreptomicina e 250 mg mL™! Fungizone (anfotericina B; Gibco) e
armazenadas a 37°C em 5% de CO> até o momento do uso. Para avaliar seus efeitos bioldgicos,
0 meio condicionado foi produzido por imersdo dos corpos de prova (@ 5 mm, 1 mm h/
esterilizados / luz ultravioleta / 30 min), ao meio de cultura a 37°C por 24h.

A viabilidade celular relativa das amostras foi avaliada usando solucdo de MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5difenil-tetraz6lio brometo 0,5% + DMEM/SFB). As placas foram
incubadas por 24 horas (37°C, umidade 98%, 5% de CO;) protegidas da luz. Depois desse
periodo, o meio foi trocado por dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10% (100 uL/poco) e incubada
por 30 min a 37°C e o valor de absorbancia foi registrado em leitura espectrofotométrica a um
comprimento de onda de 550 nm (Synergy H1, Bio Tek Instruments, Winooski, VT, EUA). A
partir dos valores de absorbancia obtidos foram calculadas as porcentagens de viabilidade
celular. O célculo considerou: % Viabilidade = TA / T1 x100. Onde: TA = média da
absorbancia da célula tratada — absorbancia do branco da amostra / T1 = absorbéncia da
suspensdo celular sem tratamento. Foram gerados graficos comparativos entre as concentracfes

testadas e as porcentagens de crescimento e viabilidade celulares utilizando-se o programa
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GraphPad Prism. (GraphPad Software, LLC, 2365 Northside Dr., Suite 560, San Diego, CA
92108, EUA) (BIANCHI et al., 2013; CALDAS et al., 2019).

2.4 Atividade Antibacteriana

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana, trés amostras de cada grupo foram
preparadas a partir de matrizes (10 mm x 2 mm) e fixadas a tampa de uma placa de 24 pogos.
Aliquotas de Streptococcus mutans (UA159) congeladas foram depositadas em placas de agar
BHI (BHI; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) e foram incubadas por 48 horas a 37°C.
Unidades formadoras de coldnias (UFC) foram coletadas e transferidas para tubos contendo
caldo BHI suplementado com 1% de sacarose e cultivadas até a fase experimental tardia. A fim
de formar um indculo microbiano, as suspensées foram ajustadas usando a solu¢do padrdo 0.5
da escala de McFarland, resultando em uma suspensdo com uma concentracdo aproximada de
108 UFC/mL (COSTA OLIVEIRA; CURY; RICOMINI FILHO, 2017).

Aliquotas de 1 ml de BHI suplementado com 1% de sacarose foram adicionadas a cada
poco de uma placa de 24 pocos estéril, seguida por 100 pl da solu¢do microbiana ajustada. A tampa
contendo as amostras esterilizadas foi posicionada na placa. Todas as amostras foram submersas na
suspensao de caldo e indculo. A placa foi incubada por 24h a 37°C. Ap6s 24 horas, uma aliquota
de 100 p de cada poco foi transferida para tubos contendo 1 ml de solucéo salina estéril e vortexada
vigorosamente. Foram realizadas diluicbes seriadas de aliquotas dessas suspens@es até alcancar
uma diluicio de 10® e 2 gotas de 20 pl de cada diluicio foi inoculada em &gar BHI (BD, Sparks,
USA) para determinar o nimero de unidades formadoras de coldnias. As placas foram incubadas
por 48 horas a 37°C, 10% CO.. Ap6s 48 horas foi realizada a contagem das unidades formadoras
de colbnias por meio de um estereomicroscopio. Os resultados foram expressos em logio UFC/mL
(COSTA OLIVEIRA; CURY; RICOMINI FILHO, 2017).

2.5. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando o Software SigamPlot 13.0. Os dados obtidos
foram tabulados e avaliados quanto a sua distribuicdo normal. Os dados de liberagéo
ibnica, citototoxidade e atividade antibacteriana foram submetidos a ANOVA (One-way) e
Holm-Sidak (a=0,05). Os dados referentes ao pH, analise de MEV/EDS, FTIR/ATR e DRX

estdo representados em valores descritivos.
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3 RESULTADOS
3.1 Atividade alcalinizante
As andlises de pH de todas as condigdes testadas neste estudo com diferentes CIVs

convencionais estdo apresentadas nas Figuras 1 e 2. Independente do pH inicial, todos os CIVs

se apresentaram &cidos ao longo de 28 dias.

—+-Bioglass -#-Gold Label ——Vitrofil ——Maxxion ——Vidrion —%-longlass

INICIAL 16min 30min 1h 2h 24 hs 48 hs 7d 14d 21d 28d

Figura 1 - VariagOes de pH ao longo do tempo para os cimentos de iondmero de vidro : pH
inicial 4,0

—+-Bioglass -#-Gold Label —==—Vitrofil ——Maxxion ——Vidrion —®-longlass

I

\

INICIAL 15min 30min 1h 2h 24 hs 48 hs 7d 14d 21d 28d

Figura 2 - Variagfes de pH ao longo do tempo para os cimentos de iondmero de vidro : pH

inicial 7,0
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3.2 Liberagéao ionica

3.2.1 Liberacdo de ions de fluor (F)

As médias e desvios padrdo da liberacdo de ions fluoreto, dos grupos testados,em
diferentes pHs, s&o mostrados na Figuras 3. Em pH4 e pH7 o cimento de ionémero de vidro

Bioglass mostrou maior liberacdo de FlGor quando comparado ao Gold Label (p<0,05),
enguanto os demais CIV apresentaram valores similares (p<0,05).

120 — pH7
140 — - -
A [ AB
120 T b T AB
A —_
100 | 80
o AB AB  |AB .
E . AB
= E AB
= ERCE B
- _ AB w
60 — B
a0
40
20 —
20 —
0 o I
Bioglass Gokd Label  Vikol  Maoxion R Vidrion B longlass Bioglass Gold Label  Virefill  Maxcon R Vidrion R longlass
Figura 3 - Liberacdo de ions fluoretos (mg/ml) para os cimentos de iondmero de vidro em Ph4
e pH7

3.2.2 Liberacdo de Calcio (Ca®") e fosfato (PO4>)

As Figuras 4 e 5 mostra as médias e desvios padréo do célcio e liberacdo de ions
fosfato para os grupos testados em um pH 4 e 7. O cimento de iondbmero de vidro longlass
apresentou valores de liberacdo de ions calcio maiores que 0s demais grupos no pH4 e pH7.
Ao avaliar a liberagdo de ions fosfato, em pH4 o cimento de iondmero de vidro Vitro fill teve

uma maior liberagdo enquanto que no pH7 o CIV Maxxion obteve o maior valor.
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Figura 4 - Liberacdo de ions fosfato (mg/dL) para os cimentos de iondmero de vidro em pH4

e pH7
20 pH7
ot 4
1.4 -
15
1.2
10 -
= 3z
—_ o —4
g s A £ 1,0 A
o] & :
o AB
06
B
AB
04 i B‘|’ — B 05 ‘ AB
B B B | AB
02
00

T T
0.0
T Bipglass Gold Label \irofll Maxxion R Vidrion R longlass
Bioglass Gold Label  Viofil Maxoon R Vidrion R longlass

Figura 5 - Liberacdo de ions calcio (mg/dL) para os cimentos de ionémero de vidro em pH4 e
pH7

3.2.3 Analises de MEV/EDS, FTIR-ATR e DRX

As imagens de Microscopia eletronica de varredura (MEV) dos materiais testados
apos 28 dias imersos em SBF (Figura 6) mostraram a presenca de precipitados cristalinos na
superficie de todos os CIVs. A anélise composicional dos precipitados mostrou a presenca de



27

fons célcio (Ca*) e fosfato (PO4) na estrutura de todos os materiais (Figura 7). Os espectros
de FTIR (Figura 8) grupos funcionais carbonatos (1080/1413/1453cm™). Nas anélises de DRX
(Figura 9), os espectros evidenciaram auséncia de picos relativos a componentes que pudessem
ser precursores de bioatividade.

v o

magnitudes (2000 e 5000)
dos materiais testados apds 28 dias imersos em SBF: (A e B) Bioglass (C e D)
GoldLabel, (E e F) longlass, (G e H) Maxxion, (1 eJ) Vidrione (Ke L) Vitro fill.

E possivel observar precipitados ( indicadores brancos) em todos os CIVs

Figura 6 -M |croscop|a eletrﬁr.iic};lmde varred-umrz-i kM EV) erﬁ“(‘juh."e}entes

Mass percent Point Mass percent (norm.) Poi

BIOGLASS GOLDLABEL VITROFIL

Mass percent (norm.) Point Mass percent (norm.) Poil

Mass percent (norm.) Point

MAXXION VIDRION IONGLASS

Figura 7 - Andlises EDS. A anélise composicional dos precipitados mostrou a presenca de ions

célcio (Ca*?) e fosfato (PO4®) na estrutura dos CIVs
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(a) (a) (@)

longlass

—— Vidrion

—— Maxxion

— Vitrofil

—— GC Gold Label
—— Bioglass

(a) Carbonate

CO? - (1080 / 1413 / 1460 cm™)

Transmittance (%)

T T T ” I - . T
500 1000 1500
Wavenumber (cm™)

Figura 8 - Anédlises de FTIR/ATR apds 28 dias de imersdo em SBF. Espectros de FTIR

mostraram a presenca dos grupos funcionais carbonatos (1080/1413/1453cm?)

—— longlass
M —— Vidrion
) Maxxion
— Vitrofil
R g GC Gold Label
—— Bioglass

Intensity (a.u.)

10 20 30 40 50 60 70 80
2-Theta (degree)

Figura 9 - Analises de DRX. Os espectros evidenciaram um comportamento amorfo e auséncia

de picos relativos a componentes que pudessem ser precursores de bioatividade para
todos os materiais

3.2.4 Citotoxicidade

Os resultados dos testes de citotoxicidade em termos de viabilidade de fibroblastos
dos CIVs por 24, 48 e 72 h sdo apresentados na Figura 10, como porcentagens de viabilidade

celular em relagéo ao grupo controle (100% = ndo toxico). Em 24h, os grupos experimentais
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longlass e Bioglass apresentaram viabilidade celular proximo a 60% enquanto que os demais
apresentaram viabilidade celular acima de 70% (p>0,05). Entretanto, em 72hrs todos 0s grupos
experimentais apresentaram viabilidade celular abaixo de 50% o que configura efeito citotoxico

do material, quando comparado ao controle (p<0,05).

100 — :
AaAa ~
H24h 48h 72h
Aab Aab Aab
[ ! Abc
A b
> T - Bb 1
Bdc | I ol
Bbc =1 B bc
L e [Bbe
L Bbc
20 Bd‘B»c
00
Live Dead

Bioglass Gold Label Vitrofill Maxxion R Vidrion R longlass

Cell Viability (%)
5 8 8 3 8 8

8

3

Figura 10 - Valores de viabilidade celular (%) dos CIVs testados

3.2.5 Atividade antibacteriana

A Figura 11 mostra os resultados em média e desvio padrdo da avaliagdo da
atividade antibacteriana dos materiais testados. Os CIVs testados ndo apresentaram reducéo
significativa das unidades formadoras de colonia (UFC) de streptococcus mutans quando

comparados com o grupo controle representado pela clorexidina 0,12% (p>0,05).

g

g

7,50 7,52
7,19 712 1 737 Sl 202

}
|
|

Log10 UFC/biofilme
o S I I S
8 8 8 8 8

g

0,00

g

Bioglass Gold Label Vitrofill Maxxiom Vidrion longlass CHX 0,12%

Figura 11 - Valores da atividade antibacteriana logio UFC dos CIVs testados
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4 DISCUSSAO

A bioatividade é uma propriedade desejavel para os cimentos de iondmero de vidro.
Compreender a interacdo na interface substrato-material é crucial para a longevidade do
tratamento restaurador. Materiais bioativos sdo definidos como materiais capazes de
interagir/provocar respostas no tecido vivo, organismos ou células (SONARKAR; PURBA,
2015). E recentemente alguns estudos citam o CIV como um material bioativo (SIDHU,;
NICHOLSON, 2016; KHOROUSHI; KESHANI, 2013; SPAGNUOLDO, 2016).

No entanto, a forma como a sua bioatividade tem sido determinada ainda suscita
algumas discussdes. De acordo com Caluwé et al. (2017), a determinacdo da bioatividade destes
materiais, ap6s imersdo em solugcfes ionicamente saturadas (PBS ou SBF), podem levar a
resultados falsos/positivos. Portanto, testes celulares in vitro e experimentos in vivo devem ser
realizados para valida-los. 1sso nos levou a investigar diferentes CIVs comerciais no intuito de
mostrar a sua real capacidade de inducdo de formacdo de precursores de hidroxiapatita, a
resposta da sua interagdo com células vivas e sua atividade antimicrobiana.

A capacidade de formacdo de hidroxiapatita na superficie dos CIVs é usada como
marcador de bioatividade (MAKANJUOLA et al., 2022) Esse processo esta diretamente
associado a capacidade de liberacdo iénica (calcio, fosfato e fllor) e neutralizacdo do meio
(CALUWE et al., 2017). Estudos in vitro mostram que esses ions podem formar hidroxiapatita
e remineralizar les6es de esmalte e dentina (PROENCA et al., 2020; SKRTIC et al., 1996).
Quando liberados em baixo pH, podem ajudar a prevenir a desmineralizacdo das estruturas
dentarias (XU; WEIR; SUN, 2009). Nesse estudo, todos os CIVs investigados apresentaram
liberacdo de célcio e fosfato. Em pH4, o CIV longlass apresentou valores de liberacdo de ions
calcio maiores que os demais grupos e o Vitro Fill obteve os melhores resultados para ions
fosfato. A formacao de precipitados precursores de hidroxhapatita foi avaliada das analises de
MEV/EDS, FTIR-ATR e DRX como recomendada por Fernando et al. (2017). As anélises de
MEV/EDS apontaram a presenca de precipitados contendo célcio e fosfato na superficie de
todos os CIVs testados, alem de outros elementos oriundos da propria composi¢do do material.

Ja as andlises de FTIR mostraram a presenca apenas ligacdes de carbonato
(1080cm?/1413/1453cm™). Por outro lado, as andlises de DRX apontaram para um
comportamento amorfo do material, sem a presenga de picos cristalinos nanoprecursores de
hidroxiapatita em nenhum dos cimentos de iondmero de vidro testados o que indica a auséncia
de bioatividade dos materiais de acordo com Fernando et al. (2017) e Zamparini et al. (2019).

Esses resultados podem ser explicados pela acidificagdo do meio ocasionada pelos CIVs, como
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apontam os dados de pH. O estudo de Proenca et al. (2020) demonstra que o pH mais adequado
para favorecer a precipitacdo de minerais precursores de hidroxiapatita varia entre 8 e 10.

Adicionalmente a capacidade de inducdo a formagéo de precipitados, um material
bioativo deve interagir com tecidos vivos sem causar efeitos adversos (COSTA et al., 2014)
Um pH menos agressivo ou basico, torna viavel o uso do material em cavidades muito
profundas (XIE et al., 2008) Os CIVs apresentam pH relativamente baixo nas primeiras horas
devido a liberacdo de acidos (MORAES et al., 2021). No trabalho de Smith e Ruse (1986), os
cimentos de iondmero de vidro apresentaram pH acido de forma imediata podendo isso ser esse
o0 principal fator contribuinte para a irritacdo pulpar. Nossos achados mostram que a acidez do
pH ficou critica nas primeiras horas para todos os CIVs sendo a causa sugestiva do resultado
citotoxico apresentado por todos os materiais em 72hrs, além da alta liberacdo de ions que
podem causar algum dano celular.

Ainda sobre a biocompatibilidade, o estudo in vitro de Soheili Majd, Goldberg e
Stanislawski (2003) demonstra que a citotoxicidade de alguns CIVs podem ser atribuido a
presenca de aluminio e/ou ferro em sua composi¢do. Os materiais avaliados em nosso estudo
possuem em sua a composi¢do, aluminio, béario, silicio, estrdncio e magnésio. De acordo com
Costa et al. (2003), os componentes metalicos de alguns biomateriais restauradores podem
causar efeitos citotoxicos em células.

O efeito antibacteriano dos CIVs ja foi relatado anteriormente (WIEGAND;
BUCHALLA; ATTIN, 2007), acredita-se que o fluor liberado por este material possui um efeito
antimicrobiano (HAFSHEJANI et al., 2017) e a acidez do meio provocado pela queda do pH
torna o ambiente desfavoravel ao crescimento bacteriano (SPEZZIA, 2017). Moreau e Xu
(2010) mostram que os CIVs possuem uma maior liberacdo de F~ em pH 4 quando comparado
ao pH7 o que se caracteriza como um comportamento inteligente tendo em vista que hd uma
maior liberacdo de F quando o pH for reduzido para a faixa cariogénica.

No presente estudo, o CIV Bioglass apresentou o maior valor referente a liberagéo
de flior em pH4 se assemelhando aos resultados supracitados, no entanto, os resultados da
atividade antibacteriana mostram que os CIVs aqui testados ndo foram capazes de neutralizar
0 meio rico em bactérias o que corrobora com os achados de Caluwé et al. (2017) que mostram
gue a quantidade de flaor liberado pelos CIVs ndo é o suficiente para interferir na enzima
enolase, que regula a via glicolitica do metabolismo celular das bactérias associadas a cérie.

Os resultados clinicos dos CIVs apresentados por alguns estudos podem ser
justificados pelos nossos achados. Segundo Raggio et al. (2016) ha um percentual maior de

falhas em restauracdes com a técnica de tratamento restaurador atraumatico (ART) quando ela
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foi realizada com CIV e a principal causa da necessidade de substituicdo do material restaurador
sdo o aparecimento de novas caries. Adicionalmente, uma revisdo sistematica de estudos
clinicos ndo revela nenhuma evidéncia conclusiva sobre seu efeito inibidor de carie pelos CIVs
(RANDALL; WILSON, 1999) e o ensaio clinico de Corralo e Maltz (2013) sugere que os CIVs
ndo sdo superiores a materiais inertes quando se avalia 0 sucesso do tratamento restaurador. Os
resultados do presente estudo mostram que 0s cimentos testados apresentam apenas a
capacidade de liberar ions, sem o controle do pH, auséncia de formacdo de precipitados e
ativividade antibacteriana, além de apresentar um comportamento citototoxico.

Com base no exposto, € necessario uma busca continua pelo desenvolvimento de
materiais que englobem o novo conceito de bioativiade proposto por Darvell (2021), Ferracane
e Bertassoni (2021) e Giannini (2021) com o intuito de compensar as limita¢cdes do material
aqui demonstradas e prolongar a vida util da restauracéo.

5 CONCLUSAO

Os CIVs apresentam liberacdo de ions importante para a remineralizacéo.
Entretanto, o seu baixo pH, citotoxicidade, auséncia de atividade antibacteriana e a néo
formacédo de precipitados precursores de hidroxapatita indicam que os CIVs ndo sdo materiais

bioativos.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Na odontologia moderna, hd um grande interesse na aplicagdo de materiais
bioativos para fins restauradores, no entanto, ainda ha controvérsias na literatura sobre a
determinacdo da bioatividade. Nosso trabalho mostra que para ser bioativo, além da capacidade
de um material em formar cristais de hidroxiapatita em sua superficie, € necessario que eles
interajam com células/tecidos vivos, provocando uma resposta positiva. O presente estudo
fornece evidenciais de que o CIV pode ndo ser um material bioativo. Reforcamos a necessidade

de mais estudos para esclarecer e/ou potencializar essa propriedade dos CIVs.
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