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Objetivo: Analisar in vitro a influéncia da presenga de um
biofilme de Candida albicans na microdureza superficial de
duas marcas de cimentos de ionémero de vidro modificados
por resina encontrados no mercado, o Vitremer® e o Vitro Fill®
LC.

Método: Nove amostras de cada material foram confeccionadas
utilizando-se moldes de plasticos, previamente padronizados.
Os nove espécimes de cada marca foram divididos em trés
grupos: G1 —solugdo salina; G2 — BHI liquido sem C. albicans; G3
— suspensdo celular com 105 de leveduras/mL em BHI liquido e
aindugdo da formagdo de biofilme ocorreu apés incubagdo das
placas a 372C por 48 horas. Os espécimes foram esterilizados
através de o6xido de etileno. Foi avaliada a microdureza Knoop
(50g, 15s). Os resultados foram submetidos a Analise de
Varidncia (ANOVA) e teste de Tukey (5%).

Resultados: Os grupos G1 e G2 obtiveram valores médios
de dureza (KHN) maiores que G3 para ambos os materiais
testados. Comparando os grupos G2 e G3, os espécimes de G3
apresentaram menor resisténcia as indentagGes.

Conclusao: Nas condi¢cdes do estudo in vitro, o biofilme de
Candida albicans apresentou potencial de reduzir a dureza
superficial de dois iondmeros de vidro modificados por resina
encontrados no mercado (Vitremer® e Vitro Fill LC®).

DESCRITORES

Cimentos de iondmero de vidro; Candida albicans; Biofilme
dentario.

ABSTRACT

Objective: To assess in vitro the influence of the presence of a
Candida albicans biofilm on the surface microhardness of two
commercial brands of resin-modified glass ionomer cements,
Vitremer® and Vitro Fill® LC.

Method: Nine samples of each material were fabricated using
standardized plastic molds. The nine specimens of each brand
were assigned to three groups: G1: saline; G2: BHI broth without
C. albicans; G3: cell suspension with 105 yeasts/mL in BHI broth.
Induction of biofilm formation occurred after incubation of the
plates at 372C for 48 hours and the specimens were sterilized
with ethylene oxide. Knoop microhardness was measured (50
g, 15 s). Data were subjected to ANOVA and Tukey’s test at 5%
significance level.

Results: G1 and G2 presented higher mean hardness values
(KHN) than G3 for both tested materials. Comparing G2
and G3, G3’s specimens presented lower resistance to the
indentations.

Conclusion: Under the conditions of this in vitro study, the
Candida albicans biofilm reduced the surface hardness of two
commercially available resin-modified glass ionomer cements
(Vitremer® and Vitro Fill LC®).

Glass ionomer cements; Candida albicans; Dental plaque.
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INTRODUCAO

Cimentos de iondémero de vidro (CIV) tém um
grande uso na Odontopediatria, devido as suas dtimas
caracteristicas, tais como a capacidade de adesdo quimica
ao esmalte e dentina, biocompatibilidade, liberagdo
de fluor, menor contragdo volumétrica e coeficiente de
expansdo térmica semelhante ao da estrutura do dente.
Porém, a sua sensibilidade a umidade, baixa resisténcia
mecanica e baixa resisténcia ao desgaste faz com que as
restauracées de ionGmero de vidro sejam geralmente
menos duraveis®.

Na tentativa de elaborar um cimento ionomérico
com melhores caracteristicas de trabalho, melhor
resisténcia e estética foi desenvolvido o cimento de
iondmero de vidro modificado por resina?. Este material
comegou a ser comercializado no inicio da década de
90, e seu diferencial foi a incorporagdo de monémeros
resinosos na férmula original do ion6mero. A principal
forma de endurecimento do material teria que ser
através da reacdo acido/base, classica do ionémero?. A
parte resinosa nos primeiros iondmeros modificados por
resina era composta de HEMA, ou hidroxietilmetacrilato,
que é um mondmero bastante fluido e hidrofilico. O
processo de formagdo da matriz resinosa era dado pela
polimerizagdo do HEMA, formando o poliHEMAS3.

Atualmente, outros tipos de mondmeros passaram
a serem incorporados na composi¢do, tal como o Bisfenol
A-glicidil metacrilato (Bis-GMA)*. Com isso, conseguiu-se
desenvolver um material com propriedades mecanicas
mais favoraveis?, ja que a parte resinosa reforgava-o. O
tempo de trabalho também passou a ser controlado, ja
que a porc¢do resinosa era fotopolimerizada. Além disso, o
material tornou-se mais translucido®, o que proporciona
estética mais adequada.

Na indicagdo para Tratamentos Restauradores
Atraumaticos (TRA), os CIVs tém sido usados para
preservar estrutura dentdria e fornecer cuidados
preventivos e curativos as populages carentes®. TRA
segue o conceito de intervengdo minima e envolve
escavagdo a mao de tecido cariado e utilizagdo de cimento
ionébmero de vidro convencional como um material
de preenchimento e selante a fissuras do esmalte’. A
utilizacdo de CIVs convencional com alta viscosidade
tem sido recomendada para a melhoria do TRA, devido
as suas propriedades mecanicas, que estdo relacionados
com a dimens3o e o tipo de particula do contetdo?.

Resisténcia ao desgaste e rugosidade superficial no
ambiente oral sdo critérios importantes para determinare
prever a deterioragdo clinica de materiais restauradores®.
Caracteristicas da superficie de restauracdes de

ionbmero de vidro sdo particularmente importantes,
porque superficies asperas podem ser propensas a uma
colonizagdo e maturagdo do biofilme microbiano mais
rapido, aumentando assim o risco carie®®. Adicionalmente,
os produtos originados do metabolismo microbiano
deste biofilme podem agir aumentando a rugosidade e
diminuindo a resisténcia mecanica do material.

A formagdo do biofilme ocorre de forma diferente
sobre os diversos tipos de materiais utilizados em
Odontologia. Alguns materiais odontoldgicos tém sido
descritos como antibacterianos. O cimento de ionémero
de vidro, por exemplo, possui caracteristicas que
inlbbem a adesdo e reduzem o crescimento bacteriano,
principalmente por sua liberagdo de fldor e baixo pH
inicial'’. No entanto, a liberagdo de fllor, caracteristica
desse material, é tida como principal fator na inibigdo
bacteriana e cada organismo possui uma determinada
sensibilidade ao ion. Bactérias associadas com o processo
cariogénico tém sido descritas como sensiveis as
propriedades antimicrobianas do cimento de ionémero
de vidro*2.

Leveduras do género Candida sdo habitualmente
isoladas da cavidade oral do homem?* e sua prevaléncia
entre os individuos saudaveis varia de 35-38% a 40-60%.
C. albicans pode ser isolado da boca em 5-7% dos recém-
nascidos, poucas horas apds o nascimento, e de 14,2%
deles uma semana depois®®. C. albicans é a espécie mais
prevalente na boca (60 a 70% dos isolados), seguida por
C. tropicalis e C. glabrata®.

Baseado nestas evidéncias, o objetivo deste estudo
é analisar in vitro a influéncia da presenca de um biofilme
de C. albicans na microdureza superficial de duas marcas
de cimentos de ionémero de vidro modificados por
resina encontrados no mercado, o Vitremer® (3M ESPE,
Sumaré, SP, Brasil) e o Vitro Fill® LC (DFL, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil).

METODOLOGIA

Os materiais utilizados na parte experimental foram o
Vitremer® (3M-ESPE, Sumaré, SP, Brasil) e Vitro Fill® (DFL,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil), ambos sendo ionGmeros de
vidro modificados por resina, seguindo corretamente as
instrucdes de dosagem e manipulagdo dos fabricantes.

Noveamostrasdecadamaterialforamconfeccionadas
utilizando-se  moldes de plasticos,
padronizados (Figura 1 — Etapa 1), preenchidos com
espatula de insergdo n° 1 Duflex® (SS White Art. Dent.,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil), apds a manipulagdo manual
do cimento ionomérico. As amostras que apresentavam

lieeiro excesso foram entiao recobertas com tira de matriz

previamente
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de poliéster e lamina de vidro, exercendo-se ligeira parte inferior da matriz, adaptou-se outra tira de matriz,
pressdo manual para se removerem estes excessos. Na sobre uma placa de vidro.

Micro-
dureza
Knoop

Figura 1. Confec¢do dos Corpos de Prova.

Apds polimerizagdo, a superficie foi entdo polida espécime (Figura 1 — Etapa 2). Posteriormente, essa area
de acordo com as instrucdes do fabricante. Foram protegida com a fita adesiva sera considerada como area
confeccionadas fitas adesivas (3M ESPE, Sumaré, SP, controle, ja que ndo entrard em contato direto com a

Brasil) due foram coladas na 3rea exposta de cada soluclo salina. meio de cultura e nem com a suspenslo
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celular, responsdvel pela formagdo do biofilme. Os
espécimes foram esterilizados através de éxido de etileno
e posteriormente foram armazenados em recipientes
plasticos fechados, com 100% de umidade.

A indugdo do biofilme de C. albicans sobre os
espécimes foi realizada no Laboratério de Biologia de
Protistas do Instituto de Microbiologia Geral Professor
Paulo Goes (Departamento de Microbiologia Geral)
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Foi
selecionado um isolado de C. albicans (ATCC 24433) para
a indugdo do biofilme sobre os espécimes de ionémero
de vidro modificado por resina que, previamente foram
fixados nos pogos de uma placa de cultura através de meio
de cultura BHI Agar (Brain Heart Infusion - Agar) (Figura
1 — Etapa 3). Os nove espécimes de cada marca foram
divididos em trés grupos: G1 — solugdo salina; G2 — BHI
liqguido sem C. albicans; G3 — suspensdo celular com 105
de leveduras/mL em BHI liquido (Figura 1 — Etapa 4) e a
inducdo da formagdo de biofilme ocorreu apds incubagao
das placas a 372C por 48 horas (Figura 1 — Etapa 5).

Apods o tempo de incubacgdo, os espécimes foram
retirados e colocados em tubos Falcon contendo solugdo
salina e submetidos a nova etapa de esterilizagdo por
oxido de etileno. Em seguida todos os espécimes sofreram
limpeza com uma escova dentdria macia e agua. Os
espécimes foram levados para a andlise de microdureza.

RESULTADOS

Os resultados obtidos no estudo demonstraram
que, os grupos G1 (solugdo salina) e G2 (BHI liquido sem
C. albicans) obtiveram valores médios de dureza (KHN)
maiores que G3 (submetidos ao biofilme formados por
suspensdo celular de Candida albicans, com 105 de
leveduras/ml em BHI liquido) para ambos os materiais
testados.

Comparando G2 e G3, os espécimes de G3

Os mesmos foram armazenados sob refrigeracdo, até o
momento das andlises.

Para a realizagdo do ensaio de microdureza,
os espécimes foram embutidos em resina acrilica
autopolimerizavel expondo a sua superficie interna
(Figura 1 — Etapas 6 a 10).

O ensaio de microdureza Knoop foi realizado no
Instituto Militar de Engenharia (IME) no Laboratério de
Ensaios Mecanicos, por um microdurémetro Buehler,
modelo MICROMET 2004, na qual foi acoplado um
penetrador Knoop, para a determina¢do da dureza. A
indentagdo Knoop foirealizada por uma ponta diamantada
de formato piramidal, que penetrou na superficie do
material sujeito ao teste, em fungdo da carga exercida
pela ponta, que pode variar de 25g a 1000g. A ponta
piramidal produziu uma indentagdo retangular e rasa.
Para o presente estudo, foi utilizado no procedimento a
carga de 50g por 15 segundos, produzindo 5 indentagdes
equidistantes da superficie do ionémero de vidro
modificado por resina exposto a indugdo do biofilme e 5
indentagbes equidistantes da superficie do ioné6mero de
vidro modificado por resina — ndo exposta ao biofilme
de C. albicans.

Os dados foram inseridos em um banco de dados
criado no Programa EPI INFO versdo 6.0. Foi realizada
analise de varidancia (ANOVA) (5%) e Teste de Tukey (5%).

apresentaram menor resisténcia as indentagdes (Tabela
1 e Figura 2). Assim, observa-se que mesmo havendo
uma reducdo na dureza superficial dos materiais testados
pelo meio de cultura utilizado, a formagdo do biofilme
microbiano sobre os materiais foi o principal responsavel
pela maior modificagdo superficial dos ionGmeros
testados. Isso pode ser observado quando se compara
os valores de microdureza das dreas protegidas com fita
adesiva (controle) de um mesmo espécime.

Tabela 2. Valores de microdureza de superficie Knoop (KHN) dos espécimes (*p<0,05).

Grupos Materiais Média Desvio padrao Média VKHN da Desvio padrao
VKHN da superficie (DP) superficie ndo- (DP)
exposta exposta (controle)

G1 Vitremer 53,2 +15,7 69,6 16,7
Vitro Fill LC 79,4 +3,3 93,6 15,9

G2 Vitremer 36,2 $5,3 60,6 18,8
Vitro Fill LC 79,4 +3,3 95,0 18,1

G3 Vitremer 22,9% +3,9 60,7* +9,9
Vitro Fill LC 42,8* 19,3 82,6% 12,6
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Figura 2. Percentual de redugdo da microdureza de Knoop
dos espécimes de Vitremer® e Vitro Fill LC® de acordo com a
presenca de solugdo salina (G1), meio de cultura BHI liquido
(G2) e biofilme de C. albicans (G3).

Um dos motivos da escolha dos cimentos de
ionémero de vidro para a realizagdo deste estudo foi a
sua composicdo e popularidade de uso pelas conhecidas
propriedades de liberagdo de fluor, coeficiente de
expansdo térmica e modulo de elasticidade similar ao
da dentina, adesividade e biocompatibilidade®'’. Para
Odontopediatria, além de todas estas propriedades,
adiciona-se o fator comportamental do paciente, que em
muitas situa¢des impossibilita a utilizagdo de isolamento
absoluto, e uso de materiais restauradores com vdrias
etapas ou técnicas sofisticadas®’.

Além disso, principalmente em pacientes com
necessidades especiais, a completa remog¢do de carie
em lesdes extensas e profundas de dentina com
procedimentos convencionais (alta e baixa rotagdo) pode
aumentar o risco de exposi¢dao da polpa. Portanto, em
criangas infectadas pelo HIV!¥'°, devem ser consideradas
técnicas alternativas para aremogdo de caries extensas e/
ou profundas na denti¢do decidua, tais como: Tratamento
Restaurador Atraumatico (TRA); Carisolv; e Papacarie®.

A presenca de dente cariado com ou sem
envolvimento pulpar e abscesso dental na cavidade oral
pode ser considerado um foco de infec¢do para criangas
infectadas pelo HIV?. Devido ao comprometimento do
sistema imune destes pacientes, o tratamento dental
proposto para a denticdo decidua com envolvimento
pulpar é a extragdo dentdria, uma vez que a terapia
pulpar em tais casos pode ndo ter garantia de sucesso?.

Algumas melhorias foram conseguidas para as
falhas existentes nas propriedades dos ionémeros de
vidro com a incorporagdao de componentes resinosos.
Esta modificagdo permitiu uma melhoria nos problemas
de sensibilidade a umidade e baixa resisténcia mecanica
inicial, assim como, facilidade de manipulagdo e de

trabalho®. Como exemplos de cimentos de iond6mero de
vidro modificados por resina, podemos citar o Vitremer®
(3M-ESPE, Sumaré, SP, Brasil) e Vitro Fill® (DFL, Rio
de Janeiro, RJ, Brasil), ambos utilizados no presente
trabalho.

Todavia, os cimentos de ion6mero de vidro sdo em
geral hidroliticamente instaveis em estagios iniciais de
reagdo quando expostos ao ar. Se expostos a umidade,
pode haver captacdo da dgua enquanto ions essenciais
podem ser perdidos. O agravamento das propriedades
mecanicas pode ser uma consequéncia de ambos os
processos: perda de dgua e/ou captacdo nas primeiras
fases da reagdo?®. Durante a manipulagdo dos materiais
utilizados na presente pesquisa, todas as instrucdes dos
fabricantes foram corretamente seguidas, a fim de evitar
qualquer modificacdo dos espécimes testados.

A placa dental atualmente é considerada um
biofilme verdadeiro, onde diferentes col6nias de
microrganismos se agrupam formando uma “sociedade
microbiana”?. A adesdo bacteriana inicial ocorre apds
a formacdo de uma pelicula condicionante de natureza
glicoprotéica sobre a superficie dentaria, apds o contato
saliva/dente. Bactérias aderem-se sobre a superficie
dessa pelicula e entdo multiplicam-se, proporcionando
um espessamento do biofilme?. Outras bactérias, sem a
capacidade de se ligar diretamente a pelicula adquirida,
unem-se ao biofilme através de ligagGes especificas num
processo denominado co-adesdo?. O espessamento do
biofilme propicia o desenvolvimento de microrganismos
anaerdbicos estritos na sua porgao mais interna, onde ha
menor disponibilidade de oxigénio?’.

De acordo com a literatura, C. albicans tem sido
isolada no biofilme dental**, porém seu papel na
coagregacdo ao S. mutans durante os mecanismos de
aderéncia microbiana na superficie dentéria ainda esta
sendo motivo de investigacdo®?. A presenca de C.
albicans em lesGes cariosas ja estabelecidas tem sido
demonstrada, além da capacidade de invasdo de tecidos
e materiais artificiais que permanecem no meio bucal
como, por exemplo, o acrilico utilizado em muitos tipos
de préteses®.

A presenga de C. albicans no meio bucal estd
associada a placa dental e estomatites, porém, ha
ainda necessidade de estudos no que se refere ao

Itt

desenvolvimento da placa dental “in vivo”. Muitos estudos
“in vitro” tém sugerido que C. albicans é um organismo
colonizador da placa, contudo poucas investigagcdes tém
se concentrado no estudo da sucessdo de microrganismos
aderindo como colonizadores primarios ou secundarios.
Ha concordancia que a hidrofobicidade da superficie
celular é um importante fator na aderéncia inicial de

microrganismos em superficies inertes, porém, como
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essas superficies sdo modificadas pela agdo da saliva
ainda ndo esta completamente esclarecido.

O biofilme dental constitui um fator etiolégico em
diversos processos patoldgicos bucais. Os estudos em
periodontia tém sido direcionados para uma melhor
compreensdaodanaturezaedasinteragdesentre o biofilme
e o hospedeiro, buscando uma prevengdo mais eficiente
através do entendimento completo da causa. Os diversos
materiais utilizados em odontologia tém sido estudados
também pelo seu potencial bactericida/bacteriostatico.
Um material que proporcione selamento marginal e, ao
mesmo tempo, previna eficientemente a recolonizagdo
bacteriana seria de grande interesse para a odontologia.
Tem sido sugerido que os cimentos de iondmero de vidro
retém menos bactérias, principalmente cariogénicas,
em comparagdo com outros materiais®, o que pode
justificar, dentre outros motivos, a escolha do material
para a presente pesquisa.

O biofilme oral localizado é capaz de produzir
uma variedade de irritantes locais apds sua maturagao,
como por exemplo: acidos, endotoxinas e antigenos.
Esses podem provocar dissolugcdo dos tecidos minerais e
alteragGes nos tecidos periodontais. Além disso, sabe-se
que o biofilme oral ndo é formado apenas por espécies
bacterianas. Foi demonstrado que Candida albicans ndo
so estd presente, mas como é a espécie mais prevalente
em biofilme dentdrio e saliva de criangas carie-ativas do
que em criancas livres de cérie®.

Fatores sistémicos e locais predisponentes para
candidiases, como a imunodepressdo, xerostomia,
alteragGes hormonais, uso de aparelhos ortodénticos ou
protesestotais foram relatados naliteraturarelacionada®.
Entre pacientes imunocomprometidos, especialmente
nos casos de HIV, candidiase esta relacionado ao aumento
dastaxas de mortalidade e morbidade®. Asleveduras mais
comuns na cavidade bucal sdo as do género Candida. Sdo
encontradas principalmente no dorso da lingua, onde as
papilas filiformes e reentrdncias, como o forame cego e
fissura mediana servem de sitios que fornecem protegdo
e favorecem o desenvolvimento de infecgdo®. Além
desses sitios essas leveduras também tém sido isoladas
da placa bacteriana dental, lesGes de cdrie, microbiota
subgengival, saliva e em algumas situagdes em canais
radiculares®.

Apods a adesdo a superficie pelos microorganismos,
da-se inicio ao processo de maturagdo do biofilme.
Um biofilme de leveduras maduro contém muitas
microcoldnias, formadas por espécies de levedura, que
sdo interceptadas por canais de agua que permitem a
passagem dos nutrientes. Uma caracteristica particular
dos biofilmes formados por Candida é a mistura de
forma que podem estar presentes no biofilme formado

por cada uma das espécies. Os biofilmes maduros com
um crescimento de cerca de 48 horas consistem numa
rede densa de células sob a forma de leveduras, de hifas
e pseudo-hifas®.

No presente estudo foi demonstrado que a presenca
de um biofilme de Candida albicans ndo perturbado
por 48 horas sobre espécimes de ion6meros de vidro
modificados por resina foi capaz de reduzir a dureza
superficial do material. Ao extrapolar estes resultados
para a cavidade oral (in vivo), onde o biofilme é formado
por uma comunidade microbiana muito mais complexa
e conseqlientemente, a presenca de produtos do
metabolismo faz-se maior, o dano causado na superficie
destes materiais dentdrios pode justificar, muitas vezes, o
insucesso no tratamento da doenga carie.

Estudo prévio* analisou o efeito da adequacdo do
meio bucal sobre contagens de leveduras do género
Candida em criangas de 4 a 10 anos carie ativas e
portadoras e concluiu que este procedimento clinico
demonstrou ser eficiente na diminui¢do das contagens
da levedura.

O biofilme de Candida albicans apresentou potencial
de reduzir a dureza superficial de dois iondmeros de
vidro modificados por resina encontrados no mercado
(Vitremer® e Vitro Fill LC®).
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