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RESUMO 

 

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influência de diferentes compósitos 
restauradores experimentais contendo nanopartículas com capacidade de liberação 
de clorexidina sobre a desmineralização de esmalte dentário humano. Para isso, a 
etapa inicial deste estudo baseou-se na manipulação dos compósitos com matrizes 
resinosas à base de Bis-GMA e TEGDMA, cargas inorgânicas à base de vidro de bário 
e sílica coloidal e variando em duas concentrações (30% e 60% em peso) e em duas 
proporções (80/20 e 70/30), além da adição de 5% do complexo 
montmorilonita/clorexidina (MMT/CHX). Outros três grupos foram utilizados como 
controle, sendo um constituído apenas por matriz resinosa, outro por matriz e as 
partículas de MMT/CHX e o último por um compósito comercial, totalizando 7 grupos 
experimentais. A etapa subsequente foi o preparo dos espécimes, mediante 
aprovação do CEP (CAAE: 58611322.8.0000.0081, ANEXO A), onde 49 espécimes 
(n=7) oriundos de 25 terceiros molares humanos extraídos foram seccionados, 
planificados e fixados com resina acrílica em dispositivos circulares de PVC, 
finalmente as cavidades foram cuidadosamente preparadas em formato circular com 
cerca de 2,1 milímetros de diâmetro e 2,4 milímetros de profundidade e restauradas 
com os compósitos experimentais. Com os espécimes supracitados já restaurados, 
procedeu-se a realização de dois ensaios: (1) Microdureza Knoop, que mensurou em 
pontos padronizados ao redor da restauração a dureza de superfície do espécime 
antes e após o crescimento do biofilme, e desta forma foi possível prever o perfil de 
desmineralização após a perda da dureza, (2) Biofilme, experimento que 
desencadeou a desmineralização do esmalte e avaliou a resposta dos compósitos 
experimentais diante do desafio microbiano a que foram expostos com a formação do 
biofilme a partir de culturas com Streptococcus Mutans. A análise estatística foi 
realizada de acordo com a normalidade e a homocedasticidade dos dados. A partir 
dos resultados obtidos com estes ensaios foi possível observar que houve 
desmineralização em todos os grupos após 7 dias de crescimento do biofilme, notada 
a redução da dureza em todos os grupos. Além disso, no grupo com maior redução 
na dureza também foi visto um alto valor na contagem de unidades formadoras de 
colônias (UFCs), o que pode ser explicado pela ausência de cargas inorgânicas no 
referido compósito experimental e com isso uma possível liberação rápida e excessiva 
da clorexidina. Apenas numericamente há uma tendência de melhor desempenho 
bioativo nos grupos com alta concentração de carga inorgânica embora 
estatisticamente não os grupos não tenham apresentado diferença. Portanto, dentro 
das limitações do estudo pode-se concluir que somente os compósitos experimentais 
com MMT/CHX não são suficientes para liberar clorexidina ao longo de 7 dias e 
impedir desmineralização.. 
 
 
 
 

Palavras Chave: Desmineralização. Biofilme. Microdureza. Clorexidina. Materiais 
Dentários.



ABSTRACT 
 
 
The aim of the present study was to evaluate the influence of different experimental 
restorative composites containing nanoparticles capable of releasing chlorhexidine on 
the demineralization of human dental enamel. For this, the initial stage of this study 
was based on the manipulation of composites with resin matrices based on Bis-GMA 
and TEGDMA, inorganic fillers based on colloidal silica and barium glass, varying in 
two concentrations (30% and 60% by weight ) and in two proportions (80/20 and 
70/30), in addition to the addition of 5% of the montmorillonite/chlorhexidine complex 
(MMT/CHX). Another three groups were used as controls, one consisting only of resin 
matrix, another for matrix and MMT/CHX particles and the last for a commercial 
composite, totaling 7 experimental groups. The subsequent step was the preparation 
of specimens, after approval by the CEP (CAAE: 58611322.8.0000.0081, ANNEX A), 
where 49 specimens (n=7) from 25 extracted human third molars were sectioned, 
flattened and fixed with acrylic resin in devices PVC rings, finally the cavities were 
carefully prepared in a circular shape about 2 mm in diameter and 1.5 mm in depth 
and restored with the experimental composites. With the aforementioned specimens 
already restored, two tests were carried out: (1) Knoop Microhardness, which 
measured the surface hardness of the specimen at standardized points around the 
restoration before and after the growth of the biofilm, and in this way it was possible 
predict the demineralization profile after loss of hardness, (2) Biofilm, experiment that 
triggered enamel demineralization and evaluated the response of experimental 
composites to the microbial challenge to which they were exposed with the formation 
of biofilm from cultures with Streptococcus Mutans. Statistical analysis was performed 
according to data normality and homoscedasticity. From the results obtained with 
these tests, it was possible to observe that there was demineralization in all groups 
after 7 days of biofilm growth, with a reduction in hardness in all groups. In addition, in 
the group with the greatest reduction in hardness, a high value in the count of colony 
forming units (CFUs) was also seen, which can be explained by the absence of 
inorganic fillers in the aforementioned experimental composite and with this a possible 
rapid and excessive release. of chlorhexidine. Only numerically there is a tendency of 
better bioactive performance in the groups with high concentration of inorganic filler, 
although statistically the groups did not show any difference. Therefore, within the 
limitations of the study, it can be concluded that experimental composites with 
MMT/CHX alone are not sufficient to release chlorhexidine over 7 days and prevent 
demineralization. Statistical analysis was performed according to data normality and 
homoscedasticity. 
 
 
 
Keywords: Demineralization. Biofilm. Microhardness. Chlorhexidine. Dental Materials. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A cárie secundária é um processo complexo, multifatorial, que entrelaça as 

causas da cárie primária com características da restauração e do material restaurador 

(1). Embora a propensão de insucesso na restauração seja significativamente mais 

alta em pacientes que possuem alto risco para cárie (2), com dieta cariogênica e má 

higiene oral, a ausência de atividade antimicrobiana e/ou remineralizante dos 

materiais indicados para restaurar dentes também possui grande contribuição para 

que esse processo perdure (3), além disso, defeito nas margens da restauração, 

localização, condição socioeconômicas e carga mastigatória cíclica também estão 

associados como possíveis fatores de risco (1).  

Como todas as doenças, o diagnóstico correto é imprescindível para a escolha 

da conduta adequada no tratamento, sendo por vezes indicado o reparo da 

restauração e não a sua substituição completa, no intuito de preservar a estrutura 

dental (1). Os estudos mostram que a presença da restauração torna o diagnóstico 

difícil, pois sabe-se que lacunas maiores que 60 micrometros podem levar à 

desmineralização interfacial, porém somente com a inspeção visual e tátil é muito 

difícil distinguir uma descoloração marginal de uma lacuna micrométrica com 

microinfiltração (3).   

Recente estudo especula que dentre os materiais restauradores comumente 

utilizados, o ionômero de vidro modificado por resina é o que apresenta menor risco 

de cárie, mas se tratando de resinas compostas o mesmo não acontece (4) o que 

reafirma a necessidade de contribuir com o avanço da ciência no desenvolvimento de 

materiais bioativos. A literatura sugere que os compósitos são materiais com maior 

incidência de cárie devido algumas questões técnicas e propriedades do material, tais 

como: Dificuldade de promover um bom selamento, sensibilidade técnica nas etapas 

responsáveis por promover a adesão, falhas na polimerização e biodegradação da 

interface (3).   

Muitas são as estratégias encontradas na literatura que objetivam evitar a 

formação de lesões de cárie adjacente à restauração, dentre as quais se destacam os 

materiais que buscam promover remineralização (5-7) e os materiais antimicrobianos 

(8-11). 
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 Diante dessa perspectiva, a clorexidina (CHX) pode ser uma alternativa viável. 

Amplamente utilizada como colutório, é o antimicrobiano “padrão ouro” em 

odontologia, mas que desperta interesse pelos resultados promissores quando junto 

de uma “partícula carreadora” é incorporada em compósitos (12-14), isso porque 

quando a CHX foi associada a uma sílica porosa foi observado uma manutenção das 

propriedades, liberação mais gradual e prolongada, além da inibição do crescimento 

de bactérias de importância odontológica como S. Mutans e L. Casei, entretanto 

quando está na matriz resinosa sem qualquer tipo de partícula (carreadora ou carga 

inorgânica), há uma queda nas propriedades, aumento na rugosidade e liberação 

rápida e excessiva (12), esses dados justificam a necessidade de associar a CHX a 

um carreador e a montmorilonita (MMT) é uma alternativa já estudada pelas indústrias 

farmacêuticas para liberação controlada de fármacos (15-17), isso se deve a 

capacidade de absorção de moléculas orgânicas que a nanoargila (MMT) possui (18).  

A incorporação das partículas em diferentes concentrações do complexo 

MMT/CHX em uma matriz resinosa foi alvo de um estudo, onde foi observado que 5% 

do complexo é a concentração ideal para expressar atividade antimicrobiana contra 

S. Mutans, P. Gingivalis e S. Aureus sem redução das propriedades mecânicas e grau 

de conversão (14), além disso, dados ainda não publicados demonstram que a 

atividade antimicrobiana continua existindo em compósitos com outros tipos de cargas 

inorgânicas associadas, ou seja, compósitos híbridos que possuem além de partículas 

bioativas, partículas de sílica e vidro de bário e que existe atividade bacteriana em 

períodos prolongados. 

Considerando que a cárie secundária é uma das maiores causas de 

substituições de restaurações, que mesmo diante do inconveniente da contração de 

polimerização gerada pelos compósitos esses materiais são amplamente utilizados e 

que os dados obtidos nas pesquisas que se dedicam estudar a incorporação do 

complexo MMT/CHX tem sido promissores, justifica-se dar continuidade a esta linha 

de pesquisa e avaliar o efeito de dentes restaurados com estes compósitos 

experimentais sobre a desmineralização através do ensaio de Microdureza Knoop. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 
 

2.1. ESTRATÉGIAS PARA EVITAR A FORMAÇÃO DE LESÕES DE CÁRIE 

ADJACENTES A RESTAURAÇÃO 

 

Uma das principais razões para falha e substituição de restaurações são 

representadas pelas lesões de cárie secundária (19-21). Esta doença pode ser 

considerada mais complexa que lesões de cárie iniciais, uma vez que o ataque 

cariogênico ocorre não só na superfície do dente, como também na interface dente-

restauração e além disso há uma preocupação com o desafio bacteriano, pois já foi 

observado na comparação entre espécimes hígidos e espécimes restaurados com 

compósitos que existe um aumento na proporção de S. Mutans e Lactobacilos no 

grupo com compósitos (3). 

 A desmineralização promovida por microrganismos na interface pode ser 

contribuída pela ausência de atividade antimicrobiana e/ou remineralizante dos 

materiais indicados para restaurar dentes (1), diante deste cenário, muitos são os 

métodos pesquisados para evitar este problema clínico, tais como as estratégias de 

materiais com ação antibacteriana (8-11). São exemplos dessa estratégia: 

Quitosana, polissacarídeo proveniente da quitina, encontrada na natureza 

como componente do exoesqueleto de crustáceos e insetos. Macromolécula não 

tóxica, biocompatível e com propriedades anti-inflamatória e cicatrizante (22). Seu 

efeito antibacteriano é aumentado em função de um menor pH (23). No contexto 

odontológico já demonstrou melhorar a integridade da dentina desmineralizada (10), 

e exibir atividade antibacteriana contra S. Mutans, quando adicionada em adesivo e 

compósito odontológico a quitosana metacrilada não alterou a resistência de união 

dos adesivos, porém quando adicionada em compósitos, houve uma influência 

negativa na dureza e resistência a flexão (23). Especula-se que a reticulação é 

importante para manter as propriedades mecânicas, entretanto isso poderia afetar a 

atividade antimicrobiana, e este assunto foi o objetivo de um recente estudo, que 

avaliou a reticulação de partículas de quitosana carregadas com fosfato de cálcio 

dibásico (DCPA) em 0, 8 ou 16 horas, tais partículas foram incorporadas em 

compósitos experimentais e os resultados apresentados para o grau de conversão, 

resistência a flexão e módulo de elasticidade não diferem muito entre os grupos com 
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e sem a adição das partículas, mas se tratando da atividade antibacteriana o material 

com maior reticulação promoveu a maior morte de células bacterianas (24).  

Sais de amônio quaternário também são exemplos, uma vez que podem ser 

adicionados a um grupo metacrilato e exibir resultados positivos, como redução do 

crescimento do biofilme, ausência de citotoxidade e manutenção da resistência a 

flexão e módulo de elasticidade (9), mas a desvantagem é que inibem apenas por 

contato, e se proteínas que precedem a colonização estivem presentes, o mesmo não 

terá sua eficácia garantida (25,26). Por este motivo tem-se estudado outras 

alternativas para potencializar o efeito antimicrobiano do amônio quaternário, tais 

como: uso de repelente para proteínas, permitindo o contato direto do amônio 

quaternário com a bactéria (27, 28), combinação do amônio com polimetilmetacrilato 

e irradiação por feixe de elétrons, pois esta irradiação induz a despolarização de 

membrana, isso gera maior permeabilidade e consequentemente morte bacteriana, 

ocorrendo um efeito bactericida e não só bacteriostático (29), e até mesmo a 

combinação com flúor, para oferecer um mecanismo duplo na recidiva de cárie (30).   

Nanopartículas de prata (AgNPs), podem também serem descritas como 

material antimicrobiano com amplo espectro de ação incluindo bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas (27). E embora AgNPs alterem a cor dos materiais 

dentários, existem estudos que conseguiram contornar este problema sintentizando 

as nanopartículas de prata revestidas com dióxido de silício (31), além da possível 

manutenção da estética essas partículas se mostraram eficientes no controle da 

atividade metabólica do biofilme contra S. Mutans e na ausência de citotoxidade em 

células dentárias humanas (31). 

Peptídeos antimicrobianos (AMPs), possuem em sua estrutura aminoácidos 

carregados positivamente, com isso são facilmente atraídos por membranas 

microbianas que estão carregadas negativamente (27). O seu emprego em adesivo 

mostrou resultados positivos na atividade antibacteriana contra S. Mutans, tal efeito 

parece ser potencializado em função do aumento da concentração do peptídeo, no 

estudo foram testadas as concentrações de 1%, 3% e 5%, mas quanto maior a 

concentração menor os valores de resistência de união (32). Óxido de zinco, titânio, 

cobre e ouro também exibem propriedades antibacterianas, entretanto seu uso é mais 

comum em implantodontia (27). 
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2.2. MONTMORILONITA (MMT) 

 

A Montmorilonita é uma nanopartícula argilomineral, que possui sua origem em 

Montmotillon, região de Poitou na França. É constituída pela sobreposição de duas 

lâminas tetraédricas de SiO4 e uma centralizada de octaedros (Al2 (OH)6 ) e Mg3 (OH)6 

), ligadas entre si por átomos de oxigênio, o que constitui uma estrutura única, a 

chamada lamela. Essa estrutura lamelar é formada pela orientação paralela dos 

planos cristalinos (33). 

O formato e a dispersão da nanopartícula em relação à matriz polimérica são 

determinantes para a melhoria das propriedades dos nanocompósitos, tais como: 

resistência à compressão, impacto, fratura, tração e a flexão e o módulo de Young. 

Essa espécie de nanopartícula é frequentemente utilizada na fabricação de 

nanocompósitos, pois limita a mobilidade das cadeias poliméricas, desempenhando 

função de reforço (34). De acordo com estudos prévios, a adição de até 10% de 

concentração da nanopartícula de MMT, pode elevar propriedades mecânicas, 

térmicas e a estabilidade dimensional dos nanocompósitos (35,36). 

A nanopartícula de MMT é capaz de absorver moléculas, com isso tornou-se alvo 

de estudos que relataram possível uso da nanopartícula na indústria farmacêutica 

como veículo de liberação de fármaco (17, 36).  As drogas podem ser incorporadas 

no espaço intercamadas e por ser biocompatível e possuir capacidade de troca 

catiônica razoavelmente alta a referida nanopartícula pode ser utilizada com 

medicamentos e supõe-se que até mesmo com a entrega de materiais genéticos, mas 

a montmorilonita ainda é pouco explorada neste ramo de terapia genética e 

engenharia de tecidos e muitas pesquisas ainda devem ser realizadas para entender 

e elaborar o papel da montmorilonita nesse tipo de terapêutica (37) 

Explorando essa aplicação na área odontológica, um estudo comparou resinas 

compostas experimentais adicionadas com MMT e Vidro de Bário como carga, 

utilizando a mesma matriz polimérica à base de BisGMA/TEGDMA. Observou-se que 

o grau de conversão foi estatisticamente semelhante para os dois tipos de carga, 

mostrando que a adição da nanopartícula de MMT não alterou a cinética de 

polimerização dos nanocompósitos. Também foi observado que na concentração de 

20%  em volume de MMT, houve um aumento estatisticamente significante do módulo 

de elasticidade e da resistência à flexão, quando comparada com a mesma 

concentração de Vidro de Bário (38). 
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2.3. CLOREXIDINA (CHX) 

 

É um antimicrobiano com natureza catiônica, capaz de se adsorver a compostos 

aniônicos como glicoproteínas salivares, radicais fosfatados e carboxílicos presentes 

no biofilme dental como bactérias e polissacarídeos extracelulares, película dental e 

macromoléculas presentes na mucosa oral (39, 40). Com amplo espectro de ação, 

age sobre bactérias gram-positivas, gram-negativas, fungos, leveduras e vírus 

lipofílicos (40). 

O mecanismo de ação da CHX é explicado por sua molécula catiônica, uma vez 

que a mesma pode ser rapidamente atraída pela carga negativa da superfície 

bacteriana, e assim é adsorvida à membrana celular por interações eletrostáticas, 

provavelmente por ligações hidrofóbicas ou por pontes de hidrogênio, sendo essa 

adsorção concentração-dependente, este é o motivo pelo qual em dosagens 

elevadas, ela causa precipitação e coagulação das proteínas citoplasmáticas e morte 

bacteriana, entretanto em doses mais baixas, ocorre alteração na integridade da 

membrana celular, o que resulta em  extravasamento dos componentes bacterianos 

de baixo peso molecular (39, 40). 

Assim como em todo medicamento, reações adversas podem ser 

desencadeadas, mas tais reações ocorrem pelo uso em períodos prolongados e 

incluem alterações no paladar, xerostomia, coloração dentária entre outras ainda mais 

incomuns (41)  

As indicações de clorexidina em odontologia vão além do uso como colutórios, é 

possível utilizá-la como substância química auxiliar ao preparo químico-mecânico e 

como medicação intracanal (42), antissepsia extra oral (43) e tem-se pesquisado 

sobre sua incorporação em compósitos (12-14).  

Ao que parece a literatura aponta duas estratégias para evitar a liberação 

excessiva e descontrolada da clorexidina livre na matriz de resina, são elas: O 

encapsulamento e a nanoparticulação (27). No encapsulamento, como o próprio nome 

sugere a clorexidina é encapsulada em um “transportador” e através dele é liberada 

lentamente (27), pois sabe-se que a incorporação de clorexidina à matriz resinosa, 

quando associada a partículas de carga de sílica coloidal, favorece a liberação da 

CHX de maneira gradual e prolongada, demonstrando atividade antimicrobiana contra 

Streptococcus mutans e Lactobacillus casei, sem influenciar negativamente as 

propriedades mecânicas do compósito experimental, por outro lado quando está na 
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matriz resinosa sem a presença da sílica, há uma queda nas propriedades, aumento 

na rugosidade e liberação rápida e excessiva (12). Portanto, entende- se que as 

nanopartículas de sílica desempenham um papel importante no que diz respeito ao 

aumento das propriedades mecânicas de compósitos (44,45) e combiná-las com 

materiais que reduzem a patogenicidade dos microorganismos orais, como a 

clorexidina seria uma combinação muito promissora. A segunda estratégia trata-se da 

síntese de nanopartículas de hexametafosfato de clorexidina (27), essa nanopartícula 

foi incorporada ao cimento ionômero de vidro e demonstrou que houve liberação de 

clorexidina durante 33 dias, entretanto não é possível adicionar mais que 20% de 

partículas no cimento, pois esta é uma condição limítrofe em que já foi possível 

observar alguma queda nas propriedades mecânicas (46). 

Além da combinação entre clorexidina com nanopartículas de sílica (12), 

montmorilonita (14) e o flúor (46), o referido antimicrobiano também já foi associado 

ao fosfato de cálcio em suas diversas fases (47,48,49), e apesar das limitações 

envolvendo principalmente as propriedades mecânicas, resultados positivos foram 

descritos: No estudo em que a clorexidina foi associada ao fosfato monocálcico 

monohidratado e fosfato β-tricálcio, os autores desenvolveram um material resinoso 

com possível aplicação como base ou para ser incorporado em adesivo (47). A 

combinação da CHX com fosfato de cálcio amorfo e flúor mostra uma liberação 

relativamente alta na primeira semana e um platô após duas semanas, os autores 

ainda ressaltam que a porcentagem de CHX liberada do ACP durante um mês foi 

pequena, cerca de 2%, por isso os autores esperam que tal quantidade desempenhe 

um efeito local, mas não sistêmico (49).  Este estudo ainda mostra que o pH dos 

compósitos com flúor, clorexidina e fosfato mostrou-se superior ao grupo contendo 

apenas CHX e fosfato, possivelmente devido a liberação de íons flúor que potencializa 

a redução na produção de ácido das bactérias. Todos esses dados mostram o quanto 

a incorporação da clorexidina pode ser benéfica em materiais resinosos, visto que 

sempre demonstra resultados positivos nas avaliações antibacterianas. 
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2.4. USO DE MONTMORILONITA E CLOREXIDINA EM COMPÓSITOS 

ODONTOLÓGICOS RESTAURADORES 

 

Estudos demonstram que é possível e parece ser vantajoso associar o complexo 

montmorilonita/clorexidina à matriz resinosa à base de Bis-GMA/TEGDMA, supondo-

se que a MMT funcione como um carreador que auxilie na liberação controlada do 

fármaco, uma vez que a adição dessa partícula apresentou efetiva atividade 

antibacteriana para Streptococcus Mutans, Porphyromonas Gingivallis, e 

Staphylococcus Aureus (14). Esse estudo avaliou o comportamento da adição do 

complexo em três concentrações, 2,5%, 5% e 10% e observou que a concentração 

de 5% apresentou atividade antimicrobiana para todas as bactérias avaliadas, sem 

diminuição das propriedades mecânicas (resistência a flexão e módulo de 

elasticidade) e do grau de conversão. No que diz respeito à atividade antibacteriana, 

para o S. Mutans a mesma foi dependente da concentração de MMT/CHX, e a zona 

de inibição no ágar foi influenciada pela presença de CHX, uma vez que grupos 

contendo apenas MMT não exibiram resultados tão promissores se comparado aos 

grupos com CHX (14).  

Dando continuidade a esta linha de pesquisa, o estudo subsequente com dados 

ainda não publicados avaliou se a atividade antimicrobiana continua existindo em 

compósitos com outros tipos de cargas associadas, ou seja, compósitos híbridos, e é 

possível afirmar que alguns grupos atingiram formação de halos de inibição por até 

10 meses de forma consecutiva, e outros chegando a 12 meses não consecutivos e 

que tanto para o ensaio de biofilme como para halos de inibição parece que as carga 

vidro de bário e sílica exercem  influência sobre a liberação das partículas do complexo 

MMT/CHX, uma vez que nos grupos em que a carga foi adicionada se mostraram mais 

estáveis e previsíveis, especula-se que isso se deve a um aumento na rigidez que 

resulta numa liberação mais lenta da clorexidina. 

Estudos de microdureza KNOOP realizados em esmalte e dentina nos permitem  

avaliar a dureza das superfícies destes e ser comparados por médio de protocolos 

descritos na literatura no  caso da presente pesquisa realizaremos com carga de 25 g 

que foi aplicada por 10 s (58). 

 

 



 
 

22 

3 OBJETIVOS 

 

 

Os objetivos do presente estudo foram: 

• Avaliar a desmineralização in vitro do esmalte dental humano através 

da microdureza Knoop,  

• Avaliar as Unidades Formadoras de Colônias. 

A hipótese nula do trabalho foi que a desmineralização fosse igual para todos os 

grupos testados. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  
 

4.1 MANIPULAÇÃO DOS COMPÓSITOS  

 

Foram confeccionados compósitos experimentais com matrizes resinosas à 

base de Bis-GMA (Sigma-Aldrich) e TEGDMA (Sigma-Aldrich) em proporções iguais 

em peso. Os compósitos tinham como carga carreadora a montmorilonita 

organofilizada (Cloisite 30B) com incorporação de clorexidina, e cargas inorgânicas 

convencionais o vidro de bário e a sílica coloidal. O sistema fotoiniciador utilizado foi 

composto por amina terciária (Sigma-Aldrich) na concentração de 1% em peso, e 

canforoquinona (Sigma-Aldrich) na concentração de 0,8% em peso. Os compósitos 

foram manipulados em sala com iluminação amarela para evitar a polimerização 

durante o processo de confecção. Primeiramente foi manipulado a matriz orgânica 

com o auxílio de uma balança analítica (BEL Engineering, Monza, Itália). Para a 

incorporação da carga foi utilizado um misturador automático à vácuo (SpeedMixer 

DAC 150 FVZ, Hauschild) por um período de 3 minutos numa velocidade de 3500 rpm.  

Afim de verificar a influência da carga inorgânica sobre a liberação da clorexidina 

foram avaliadas em duas concentrações diferentes, 30 ou 60% em peso, sendo que 

dessas concentrações a proporção vidro de bário/sílica foram 80/20 e 70/30, 

compondo os grupos de 1 a 4 conforme detalhado a seguir na tabela 1. Dentre os 

grupos controle, o grupo 5 da tabela 1 não tinha vidro de bário e sílica coloidal, mas 

recebeu 5% de MMT/CHX, o 6 não recebeu qualquer tipo de carga, sendo constituído 

apenas por matriz resinosa e o 7 foi constituído por uma resina comercial (3MTM 

ESPETM FILTEKTM Z350 XT Restaurador Universal, Minnesota, EUA), cuja 

composição é resumida em Bis-GMA, UDMA, TEGDMA, Bis-EMA, partículas de sílica 

e zircônia 1. 

Ao término da manipulação foram estabelecidos 7 grupos conforme tabela 1 no 

item 4.2 deste trabalho que foram armazenados em frascos escuros hermeticamente 

fechados e mantidos sob refrigeração até o momento do uso. 

 

 

 

 
1 Informações extraídas do perfil técnico da resina. 
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4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

Sete grupos foram estabelecidos conforme a tabela abaixo: 

 
Tabela 1- Grupos experimentais distribuídos de acordo com as concentrações e proporções 
determinadas, a matriz orgânica foi a mesma para todos. VB= Vidro de bário, Si= Sílica Coloidal. 
*Z350- compósito comercial cuja descrição da composição encontra-se no item 4.1 

  Grupo 

               Carga inorgânica 

 Carga Bioativa 

MMT/CHX 
 

(% em peso) 

 

 

        Matriz 

 
 
 

 
       

Concentração 
(% em     peso) 

 
    Proporção                    

VB/Si 

1  

30 
    80/20  

 

 

 

5 

   Composição: 
  

 
Bis-GMA 

 
TEGDMA 

 
  Amina terciária 

 
Canforoquinona 

  

2    70/30 

3  

60 
   80/20 

4     70/30 

5               Nenhuma 

6               Nenhuma Nenhuma 

7    Z350-comercial*      Nenhuma     Nenhuma 

  
4.3 PREPARO DAS CAVIDADES E RESTAURAÇÃO 

 

O projeto foi inicialmente submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa com 

Seres Humanos da Universidade Santo Amaro (CAAE: 58611322.8.0000.0081, 

ANEXO A), uma vez que dentes humanos foram usados na confecção dos corpos 

de prova, onde posteriormente foi realizada a restauração com os compósitos 

descritos no item 4.2.  

Mediante aprovação do comitê, 49 amostras (n=7) oriundas de 25 terceiros 

molares humanos extraídos foram preparadas com auxílio de caneta de alta rotação 

(NSK Pana-Max PLUS, Japão) e acopladas a ela, pontas diamantadas FG 2131 

Cônica e FG 3053 Roda (KG Sorensen, Cotia, São Paulo, Brasil) sob constante 

refrigeração. 
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          Os dentes foram seccionados inicialmente na junção esmalte-cemento, e em 

seguida as coroas foram seccionadas ao meio no sentido vestíbulo-lingual, de modo 

que cada dente resultasse em duas amostras (mesial e distal que são as faces mais 

paralelas e menos convexas). As faces foram ligeiramente planificadas. Com auxílio 

de uma fita dupla face, os espécimes foram fixados em uma placa de vidro, com a 

face planificada livre e incluídas em tubos de PVC com 16mm de diâmetro e 8,0mm 

de altura (Tigre, Bolívia), e o tubo foi completamente preenchido com resina acrílica 

auto-polimerizável (VIPI, Pirassununga, São Paulo, Brasil). Após a polimerização da 

resina acrílica, as faces livres do esmalte foram planificadas com lixas d’água de 

granulação 600 e posteriormente de 1200 (Norton, Guarulhos, São Paulo, Brasil) sob 

refrigeração utilizando uma politriz (PVV, TECLAGO, Itapevi, São Paulo, Brasil), 

permitindo desta forma o paralelismo entre as superfícies polidas e a base de PVC no 

qual foram fixados os espécimes. 

Cavidades circulares com diâmetro aproximado de 2,1 mm e profundidade de 

2,4 mm foram preparadas na porção central das faces planificadas sob constante 

refrigeração com ponta diamantada FG 2131 (MICRODONT, São Paulo, SP, Brasil) 

as quais foram restauradas com um dos 7 compósitos do estudo. As paredes das 

cavidades foram condicionadas com ácido fosfórico a 37% (Condac, FGM, Joinville, 

Santa Catarina, Brasil) por 15 segundos e em seguida lavadas também por 15 

segundos com seringa tríplice. O excesso de água foi removido com jatos de ar e o 

sistema adesivo de frasco único (3M™ Adper™ Single Bond 2, Minnesota, EUA) foi 

aplicado de forma ativa utilizando microbrush, em seguida fotoativados com uma 

dose de 18J/cm2 (Radii Plus LED SDI, Southern Dental Industries). Finalmente as 

cavidades foram restauradas com um dos compósitos e a fotoativação realizada em 

bloco único com uma dose de também de 18J/cm2, posteriormente os corpos de 

prova foram lixados de forma manual com lixa 1200 (Norton, Guarulhos, São Paulo, 

Brasil) para remoção dos  excessos do adesivo e a resina. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

26 

4.4 AVALIAÇÃO DA DUREZA SUPERFICIAL 

 

Concluída a etapa de confecção das cavidades e restauração, os corpos de prova 

foram distribuídos aleatoriamente entre os 7 grupos experimentais. A dureza de 

superfície inicial foi avaliada aproximadamente 24 horas após a confecção da 

restauração e a final após 7 dias de biofilme em todos os espécimes com o auxílio do 

equipamento Microdurômetro (Shimadzu HMV 2T) que possui um penetrador 

diamantado piramidal tipo KNOOP, com carga de 25 g que foi aplicada por 10 s. A 

dureza inicial e final foi mensurada em 4 pontos padronizados ao redor da restauração, 

cerca de 200µ da sua borda (figura 1), sendo que as indentações após 7 dias foram 

realizadas muito próximo das iniciais, mas não sobre as mesmas. A diferença entre 

elas foi calculada de acordo com a seguinte equação: 

 

 
 

Onde: X representa a porcentagem de diminuição da microdureza. Dk1 representa 

a Dureza inicial. Dk2 representa a dureza final. 

 
Figura 1- Representação esquemática da indentação em pontos padronizados ao redor da 
restauração.  
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4.5 BIOFILME 

 

A etapa inicial deste ensaio se deu através da reativação da bactéria S. Mutans 

em meio de cultura composto por BHI caldo e glicose a 20%, onde foi incubada em 

ambiente anaeróbio a 37ºC por 18 horas. Após o período correspondente uma nova 

solução com BHI caldo e glicose a 20% foi preparada substituindo-se 0,5 mL desta 

solução pela cultura bacteriana preparada inicialmente, a nova solução também foi 

incubada sob as mesmas condições que a anterior durante o período de 

aproximadamente 6 horas, para que a leitura de absorbância no espectrofotômetro 

corresponda a 0,7. Ao término deste período procedeu-se com o preparo do meio de 

cultura que foi dispensado nos poços da placa de 12 poços. Este meio foi constituído 

por BHI caldo, sacarose a 20% e o inóculo bacteriano e finalmente foi dispensado 

cerca de 2mL por poço onde os espécimes foram posicionados individualmente em 

cada poço, posteriormente a placa foi fechada e incubada em estufa no ambiente 

anaeróbio por 24 horas. 

No dia seguinte, o meio foi removido dos poços, e substituído por outro meio 

semelhante ao anterior, distinguindo-se apenas na ausência de bactéria, a placa 

retornou para estufa em ambiente anaeróbio por mais 24 horas. Essa etapa foi 

igualmente repetida pelos próximos dias até completar 7 dias de crescimento do 

biofilme. (Figura 2) 
 
Figura 2-Placa recém removida da estufa para troca do meio de cultura. 
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Após 7 dias de cultura com o auxílio de uma pinça estéril cada espécime foi 

removido de seu respectivo poço (Figura 2) e foi imediatamente imerso em solução 

salina, com o objetivo de remover as bactérias fracamente aderidas. Em seguida o 

espécime foi colocado em tubo tipo falcon com 5mL de soro estéril (Figura 3), que foi 

vortexeado e sonicado, para em seguida ser diluído. Deste soro tomou-se uma 

alíquota de 10 µl e transferiu-se para um eppendorf contendo 990 µl de soro estéril, 

desta diluição tomou-se uma alíquota de 100 µl e transferiu-se para outro eppendorf 

contendo 900 µl. A cada repetição deste último processo consegue-se uma diluição 

10 vezes maior, assim sendo 8 diluições foram feitas: 

• 1:100 = 102                                  • 1:1000 = 103                          • 1:10000 = 104        

• 1:100000 = 105                        • 1:1000000 = 106                     • 1:10000000 = 107       

• 1:100000000 = 108               • 1:1000000000 = 109  

Após as 8 diluições foi selecionada a última para realizar o plaqueamento. 
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Figura 3- Espécime sendo removido com pinça estéril para imersão em salina 
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Figura 4- Apreensão do espécime com pinça estéril sendo levado ao tubo de Falcon com 5mL 
de soro estéril 

 
.  

 O plaqueamento (Figura 5) é a etapa que consiste na semeadura sobre meio 

de cultura ágar, essa etapa, assim como as demais foi realizada entre as chamas 

do bico de Bulsen, onde uma alíquota da diluição foi dispensada sobre a placa de 

BHI Ágar e espalhada com uma alça Drigalski estéril sobre toda a superfície do ágar, 

esse procedimento foi repetido para todos os espécimes e as placas foram 

acondicionadas nas jarras de anaerobiose com gerador ativado e mantidas assim 

por 48 horas. No último dia do experimento, após as 48 horas, as placas foram 

retiradas da estufa e a contagem das colônias (UFCs) foi realizada a olho nú. 
 
Figura 5- Plaqueamento, etapa em que a última diluição é semeada no meio de cultura BHI Ágar. 
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4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  

 Os dados foram analisados utilizando ANOVA de dois fatores (compósito e 

tempo) para o ensaio de microdureza Knoop e ANOVA de um fator (compósito), para 

o ensaio de biofilme, e para ambos o teste de Tukey. O nível global de significância 

adotado foi de 5%. 
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5 RESULTADOS 

 
 

Na tabela 2 encontramos as médias (desvios-padrão) para os dados de 

microdureza Knoop, e redução de microdureza (em %) entre inicial e após 7 dias de 

crescimento de biofilme, de acordo com resultados apresentados todos os grupos 

foram desmineralizados, notada a menor dureza em todos os espécimes após 7 dias 

de crescimento do biofilme estatisticamente significante (p<0,05). Não houve 

diferença estatística entre os valores de dureza inicial (p=0,0530) e dureza final 

(p=0,1470) entre os diferentes grupos. Onde, a menor redução foi observada no grupo 

6 (Grupo sem adição de carga e do complexo MMT/CHX) com 33% e a maior redução 

observada no grupo 5 (Composto apenas por matriz e 5% do complexo MMT/CHX) 

com 63%.  

A tabela 3 expressa as médias (desvios-padrão) para os dados de unidades 

formadoras de colônias (UFC/µl), numa diluição de 109 , nela podemos observar que 

embora não exista diferença estatística entre os grupos analisados (p>0,05) apenas 

numericamente existe uma tendência de menor formação de UFCs nos grupos com 

60% de cargas convencionais e 5% do complexo MMT/CHX. 

O alto valor de 63% na redução apresentado pelo grupo 5 na tabela 2 pode ser 

correlacionado com a segunda maior média da tabela 3, também apresentada por 

este mesmo grupo. 

Dentre os grupos experimentais de 1 a 4, é possível notar resultados mais 

previsíveis para os grupos com maior concentração de carga inorgânica tanto para os 

dados de redução na dureza, quanto para as unidades formadoras de colônia no 

ensaio do biofilme. 
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Tabela 2- Médias (desvios-padrão) para os dados de microdureza Knoop, e redução de microdureza (em %) entre inicial e após 7 dias de crescimento 
de biofilme. Na mesma coluna (ou seja, comparação entre os grupos em um mesmo período), valores seguidos pela mesma letra maiúscula são 
estatisticamente semelhantes (P>0,05). Na mesma linha (ou seja, comparação entre inicial e 7 dias para um mesmo grupo), valores seguidos pela 
mesma letra minúscula são estatisticamente semelhantes (P>0,05). 

 

Grupo Composição Microdureza Knoop  

Carga  Inicial 7 dias Redução 

Quantidade Proporção Bioativa Matriz 

1 30% 80/20 MMT+CHX Matriz 
 

82,9 (29,4)Aa 51,6 (20,7)Ab 38  

2 30% 70/30 MMT+CHX Matriz 
 

72,5 (26,9)Aa 
 

37,2 (24,3)Ab 51 

3 60% 80/20 MMT+CHX Matriz 
 

56,4 (31,2)Aa 24,21(16,9)Ab 55 

4 60% 70/30 MMT+CHX Matriz 
 

91,8 (50,5)Aa 
 

46,5 (33,9)Ab 53 

5 ------ ------ MMT+CHX Matriz 
 

84,1 (79,5)Aa 41,1 (48,4)Ab 63 

6 ------ ------ ----- Matriz 
 

95,6 (62,7)Aa 63,3 (44,1)Ab 33 

7 Z350 
 

82,4 (52,2)Aa 43,8 (37,7)Ab 52 
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Tabela 3- Médias (desvios-padrão) para os dados de unidades formadoras de colônias (UFC). 
Não houve diferença estatística entre os grupos analisados (p>0,05). 

 
Grupo Composição UFC  

 7 dias 

Carga  

Quantidade Proporção Bioativa Matriz 

1 30% 80/20 MMT+CHX Matriz 
 

19,0 (23,8) 

2 30% 70/30 MMT+CHX Matriz 
 

28,4 (32,4) 

3 60% 80/20 MMT+CHX Matriz 
 

6,20 (3,3) 

4 60% 70/30 MMT+CHX Matriz 
 

12,0 (9,1) 

5 ------ ------ MMT+CHX Matriz 
 

22,0 (10,8) 

6 ------ ------ ----- Matriz 
 

19,6 (7,9) 

7 Z350 
 

15,0 (16,6) 
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6 DISCUSSÃO 

 

Foi realizada a leitura da dureza inicial na superfície de esmalte do corpo de prova e 

a leitura final para observar a desmineralização de forma indireta porque o 

Streptococcos Mutans desmineraliza formando carie dessa forma podemos nos 

aproximar mas perto da realidade da flora bucal. 

Introduzidos na odontologia há mais de 50 anos, os compósitos resinosos já 

percorreram um extenso caminho visando sua evolução e ainda hoje são alvo de 

estudos, visto que não existe um único material que combine todas as características 

e propriedades ideias (21). Tal empenho no avanço desse material é justificado pelo 

amplo uso entre os clínicos e principalmente por ser indicado em diversas situações 

para o tratamento da doença que já chegou a afetar 35% da população mundial em 

2010: A cárie (50). 

A cárie dentária é considerada uma doença evitável, mediada por biofilme que 

resulta na desmineralização dos tecidos (51), sendo o coco Gram positivo 

denominado de Streptococcos Mutans, a bactéria de grande importância envolvida na 

formação de biofilmes cariogênicos (52, 53), por esta razão se faz importante o estudo 

da metodologia para o biofilme e o desenvolvimento de materiais restauradores 

bioativos.  

O encapsulamento e a nanoparticulação são duas estratégias apontadas pela 

literatura para evitar a liberação excessiva e descontrolada da clorexidina na matriz 

de resina (27). Sendo o encapsulamento, ou seja, o uso de uma partícula que funcione 

como um carreador para a clorexidina, uma estratégia muito promissora (12).  

Foi nessa mesma perspectiva de partícula “carreadora” que um estudo propôs 

avaliar a incorporação de MMT/CHX em compósitos e sugeriu através da atividade 

antimicrobiana expressa pelo compósito que este teria um amplo espectro contra 

espécies orais, pois demostrou no teste de diluição em ágar, halos de inibição contra 

S.Mutans, P. Gingivalis e S. aureus em todos os grupos experimentais, com tal 

resultado esperava-se que o compósito pudesse impedir a colonização bacteriana em 

torno da superfície, entretanto para a formação de biofilme com S. Mutans não houve 

diferença estatística entre resina sem carga bioativa e os grupos com MMT/CHX (14), 

esses resultados concordam com os nossos, pois embora no presente estudo exista 

o acréscimo de cargas inorgânicas (vidro de bário e a sílica coloidal), além do 

complexo MMT/CHX, também não foi observado diferença estatística entre os grupos 
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controles (compósito comercial e compósito sem qualquer tipo de carga) e os grupos 

experimentais, a possível explicação para isso reside no fato que monômeros 

residuais lixiviáveis podem ser citotóxicos (54) e a presença de polímeros com longas 

cadeias podem causar morte de células (55). 

Ainda sobre as unidades formadoras de colônia nota-se que o grupo 5 apresenta 

a segunda maior média (tabela 3), isso explica a maior redução na dureza encontrada 

na tabela 2. No referido grupo não houve a incorporação de cargas convencionais 

inorgânicas, sendo composto apenas por matriz resinosa e partículas de MMT/CHX, 

isso lhe confere uma matriz polimérica com menor rigidez, pois como se sabe a carga 

é a responsável por conferir melhores propriedades mecânicas ao compósito (56), 

com isso supõe-se que a menor rigidez permitiu uma liberação mais rápida e 

excessiva da clorexidina, assim como descrito por Zhang e colaboradores (12). Já o 

grupo 2 apresentou o valor mais alto para UFCs, fato que nos chamou atenção, e ao 

que parece é provável que exista alguma relação com a quantidade de carga, pois ao 

comparar os grupos experimentais de 1 a 4 sempre que o vidro de bário e a sílica 

estão em menor concentração (30%), há uma maior tendência para formação de 

colônias bacterianas, estes resultados também concordam com um outro estudo ainda 

não publicado desta linha de pesquisa, onde ao avaliar o biofilme apenas nos 

compósitos os grupos com maior quantidade de carga forneceram resultados mais 

previsíveis e demonstrou halos de inibição por períodos prolongados.   

Estudos mostram que a liberação de clorexidina do compósito é maior nos 

primeiros dias (12, 49) e em duas semanas pode atingir um platô (49). De acordo com 

os dados apresentados neste estudo parece muito difícil inibir o crescimento de 

biofilme em 7 dias somente com compósitos bioativos, ainda que os grupos com 60% 

de carga tenham apresentado resultados mais promissores, com menor número de 

unidades formadoras de colônias, é pouco provável que o seu desempenho seja 

suficiente para impedir lesões de cárie adjacente a restauração. 

Com relação ao ensaio de dureza Knoop, ao observar os resultados apontados 

pela tabela 2, é relevante nos atentarmos sempre a coluna de redução, e não a coluna 

que compara dureza inicial e final, pois uma falsa impressão de redução ou aumento 

na dureza pode ser gerada, mas que possivelmente está relacionada a uma menor ou 

maior mineralização do próprio dente que permitiu a confecção do espécime, e não 

desencadeada pelo experimento em si. 
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Em recente estudo com dados ainda não publicados já foi possível observar que 

a presença de MMT/CHX apenas no adesivo não é eficiente, uma vez que houve uma 

redução da dureza significativamente maior ou igual para grupos em que o adesivo 

experimental foi testado com resina comercialmente disponível e com resina 

experimental sem carga inorgânica, isso nos sugere que a melhor alternativa é ainda 

a adição dessas cargas em compósitos, e que possivelmente o melhor cenário seria 

a incorporação das partículas tanto no adesivo quanto no compósito, obtendo assim 

um efeito sinérgico de ambas aplicações. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Dentro das limitações do presente estudo pode-se concluir que não houveram 

diferenças significativas e que somente os compósitos experimentais não são capazes 

de reduzir a desmineralização no período de 7 dias. 

Nas unidades formadoras de colônias (UFC/µl), observou-se  que não existe 

diferença estatística entre os grupos analisados. 
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