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Formacéo in situ de biofilme sobre esmalte e
cimento de iondmero de vidro em diferentes

tensdes de oxigénio

In situ biofilm formation on enamel and glass ionomer cement in

different oxygen tensions

Resumo

Obijetivo: Avaliar, in situ, o desenvolvimento de biofilme sobre fragmentos de esmalte bovino
com restauracées de cimento de ionémero de vidro.

Metodologia: Seis voluntdrios utilizaram um dispositivo intra-bucal removivel, semelhante
a um aparelho ortodéntico, contendo quatro espécimes de esmalte bovino restaurados
com cimento de ionémero de vidro, posicionados para o meio bucal livre ou em contato
com o palato. Um examinador cego analisou visualmente a formagdo de biofilme nos
corpos-de-prova em esmalte e em ionémero de vidro utilizando um indice-padréo apds

24, 48, 96 e 168 horas (7 dias).

Resultados: Néo houve diferenca significativa na formacéo de biofilme sobre o ionémero
de vidro em relagdo ao esmalte. Houve um desenvolvimento mais rdpido do biofilme nos
corpos-de-prova voltados para o palato, independentemente do tipo de substrato.

Conclusées: O cimento de ionémero de vidro ndo afetou a colonizagdo microbiana. O
desenvolvimento de biofilme foi maior no local com menor disponibilidade de oxigénio.

Palavras-chave: Biofilme; esmalte; cimento de ionémero de vidro; estudo in situ

Abstract

Purpose: To evaluate the in situ biofilm formation on enamel fragments restored with glass
ionomer cement.

Methods: Six volunteers wore removable intra-oral devices similar to orthodontic appliances,
containing four fragments of bovine enamel restored with glass ionomer cement. A blind
examiner visually analyzed the biofilm formation on enamel and glass ionomer cement
specimens by using a standardized index after 24, 48, 96, and 168 hours (7 days).

Results: No significant difference was detected between the biofilm formation on enamel
and on glass ionomer cement. The results showed a faster biofilm development on specimens
facing the palate, independently from the substrate.

Conclusions: Glass ionomer cement did not affect microbial colonization. Biofilm
development was higher where less oxygen was available.
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Introducéo

A placa dental atualmente ¢ considerada um biofilme ver-
dadeiro, onde diferentes colonias de microrganismos se
agrupam formando uma “sociedade microbiana”(1). A ade-
sdo bacteriana inicial ocorre apds a formagdo de uma
pelicula condicionante de natureza glicoprotéica sobre a
superficie dentéria, apds o contato saliva/dente. Bactérias
aderem-se sobre a superficie dessa pelicula e entdo mul-
tiplicam-se, proporcionando um espessamento do bio-
filme (2). Outras bactérias, sem a capacidade de se ligar
diretamente a pelicula adquirida, unem-se ao biofilme
através de ligacdes especificas num processo denominado
co-adesdo (3). O espessamento do biofilme propicia o
desenvolvimento de microrganismos anaerobicos estritos na
sua por¢do mais interna, onde ha menor disponibilidade de
oxigénio (4).

A formagéo desse biofilme ocorre de forma diferente sobre
os diversos tipos de materiais utilizados em Odontologia.
Alguns materiais odontolégicos tém sido descritos como
antibacterianos. O cimento de iondémero de vidro, por
exemplo, possui caracteristicas que inibem a adesdo e
reduzem o crescimento bacteriano, principalmente por sua
liberag@o de fluor e baixo pH inicial (5-7). No entanto, a
liberagdo de fltior, caracteristica desse material, é tida como
principal fator na inibi¢do bacteriana e cada organismo
possui uma determinada sensibilidade ao ion (8). Bactérias
associadas com o processo cariogénico tém sido descritas
como sensiveis as propriedades antimicrobianas do cimento
de iondmero de vidro (6).

A formacéo de biofilme em cimentos de iondmero de vidro
se da principalmente pela rugosidade superficial aumentada
em relagdo a outros materiais (9). Falhas marginais, prin-
cipalmente excessos, estdo associados a um maior acimulo
microbiano (10). Aciimulos bacterianos proximos a margem
gengival e na interface dente-restauracdo, por caracteristicas
do material ou por excessos marginais, podem facilitar o
desenvolvimento de reincidéncias de carie ¢ de doenga
periodontal.

O objetivo do presente estudo foi avaliar, in sifu, o de-
senvolvimento de biofilme sobre fragmentos de esmalte
bovino com restauragdes de cimento de iondmero de vidro
durante 168 horas (7 dias).

Metodologia

Foram voluntérios deste estudo seis estudantes da Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brasil, que preencheram os seguintes
critérios de inclusdo: ndo-fumantes, com bom estado de
saude geral e que ndo tivessem utilizado antibidtico/anti-
inflamatorio nos ultimos trés meses. O projeto de pesquisa
foi aprovado pelo Comité de Etica da institui¢io e os
voluntérios assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido.

Foram confeccionados seis dispositivos intrabucais remo-
viveis, semelhantes a aparelhos ortoddnticos, sobre o
modelo de gesso da arcada superior dos individuos, de
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acordo com a descricdo em Trein et al. (11). Em cada dis-
positivo foram posicionados quatro corpos-de-prova, sendo
dois voltados para o meio ambiente bucal livre e dois
voltados para o palato. Os corpos-de-prova foram obtidos
a partir de incisivos bovinos selecionados (superficie sem
trincas e/ou irregularidades apds analise com lupa). Apos a
limpeza dos dentes, foram preparadas cavidades (dimen-
soes: 2mm de largura, 2mm de comprimento e 2mm de al-
tura), posteriormente restauradas com cimento de iondmero
de vidro (Vitremer®, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA). Apods
a presa do material, os incisivos foram cortados nas
dimensdes 5x6%1,5 mm, de tal forma que o corpo-de-prova
apresentasse 50% de superficie de esmalte e 50% de
superficie de cimento de iondmero de vidro, conforme
a Figura 1.

Fig. 1. Representacdo
esquemdtica do
corpo-de-prova utilizado
no dispositivo intrabucal.

Esmalte |Iondmero

Os dispositivos foram utilizados durante 192 horas, sendo
removidos apenas para higiene bucal. Os participantes
foram instruidos a manter os dispositivos fora da cavidade
bucal pelo menor periodo de tempo possivel, visto que a
tensdo de oxigénio era fator determinante no desen-
volvimento microbiano. Os dispositivos foram analisados
em 24, 48, 96 ¢ 192 horas de uso. Para esse procedimento,
os dispositivos foram removidos da cavidade bucal, corados
com o corante Replak® (Dentsply, Sdo Paulo, SP, Brasil)
durante 20 segundos, e posicionados para inspecdo visual
por um examinador cego ao local de exposicdo (voltado
para o meio ambiente bucal livre ou em contato com a
mucosa palatina) e ao substrato (esmalte ou cimento de
ionémero de vidro) do corpo-de-prova. Para a quantificacdo
de biofilme foi utilizado um indice (Quadro 1) desenvolvido
em estudo anterior (11) por um examinador calibrado
(kappa=0,81). Os dados foram analisados e comparados
através da distribui¢do de freqiiéncia ¢ teste de Wilcoxon.
O nivel de significancia foi estabelecido em 0,05.

Quadro 1. Critérios utilizados para a quantificacgo do
biofilme (11)

Indice Critério

0 Auséncia de colonizacéo;

1 Pontos esparsos de colonizacdo, no mdximo se
transformando em linha;

5 Faixa de colonizacdo avancando na periferia do
fragmento de esmalte;

3 Area de colonizacdo avangando de drea periférica
para o centro;

Recobrimento quase total do fragmento de esmalte;

Recobrimento total do fragmento de esmalte.
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Resultados

A Figura 2 apresenta a distribuicdo dos escores sobre os
fragmentos de esmalte orientados para o meio ambiente
bucal livre. Em 24 horas, o escore 1 representava metade
dos corpos-de-prova. Ao término do periodo de analise,
nenhum fragmento de esmalte apresentou indice 1. A Fi-
gura 3 apresenta a distribuicdo dos escores dos corpos-de-
prova de iondmero de vidro expostos ao meio ambiente
bucal livre. O escore 1, a semelhanca do ocorrido nos
fragmentos de esmalte, representava 58% dos corpos-de-
prova e, ao término do periodo experimental, ndo foi
observado em nenhum corpo-de-prova.

Na Figura 4, pode-se observar uma rapida progressdao do
acumulo do biofilme nos corpos-de-prova de esmalte em
contato com o palato. O indice 5, que no primeiro periodo
de andlise ndo estava presente, rapidamente progrediu e
correspondeu a 75% dos corpos-de-prova de esmalte em
96 e 168 horas. A Figura 5 apresenta os indices nos corpos-

de-prova de ionomero de vidro em contato com o palato. A
formacao foi similar aquela do esmalte, com a mesma
localizagdo.

Os resultados da analise estatistica mostraram que a
formagdo de biofilme sobre esmalte e iondmero de vidro
ndo diferiu em 24 horas (Tabela 1). Em 48 horas, ocorreu
uma menor formac¢do no cimento em relagdo ao esmalte,
tanto em corpos-de-prova voltados ao palato quanto ao meio
ambiente bucal livre. Em 96 horas, houve diferenca apenas
nos sitios voltados para o palato. Ao término do periodo de
analise, em 168 horas, ndo houve diferenca significativa
entre os substratos. Ao se comparar apenas o local de
exposi¢do (voltado para o palato ou para o meio livre),
houve diferenca em todos os periodos para os dois
substratos, exceto em 24 horas sobre esmalte. Nas demais
situagdes, ocorreu maior formacao de biofilme em corpos-
de-prova voltados para o palato em relagdo aqueles voltados
para o meio ambiente bucal livre.
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Fig. 2. Distribuicdo dos escores do indice de formagdo de
biofilme sobre esmalte, nos corpos-de-prova orientados para
o meio ambiente bucal livre.

Fig. 4. Distribuicdo dos indices sobre esmalte, nos corpos-de-
prova orientados para o palato.
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Fig. 3. Distribuigdo dos indices sobre iondmero de vidro, nos
corpos-de-prova orientados para o meio ambiente bucal livre.

Fig. 5. Distribuicdo dos indices sobre iondmero de vidro, nos
corpos-de-prova orientados para o palato.

Tabela 1. Valores de P (Teste de Wilcoxon) para as interagdes grupo (substrato e local de exposicdo) X perfodo

Periodo ESMALTE IONOMERO LIVRE PALATINO
Palatino X Livre Palatino X Livre londmero X Esmalte londmero X Esmalte
24 horas 0,096 0,023* 0,317 0,157
48 horas 0,033* 0,014* 0,020* 0,014*
96 horas 0,004* 0,003* 0,059 0,025*
168 horas 0,010* 0,007* 0,830 0,317

* Estatisticamente significante (P<0,05)
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Discussdo

O biofilme dental constitui um fator etioldgico em diversos
processos patologicos bucais. Os estudos em periodontia
tém sido direcionados para uma melhor compreensdo da
natureza ¢ das interagdes entre o biofilme e o hospedeiro,
buscando uma prevengdo mais eficiente através do enten-
dimento completo da causa. Os diversos materiais utilizados
em odontologia tém sido estudados também pelo seu
potencial bactericida/bacteriostatico. Um material que pro-
porcione selamento marginal e, a0 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 (12). Tendo em vista o grande nimero de dis-
positivos para acimulo de biofilme na literatura, prin-
cipalmente na area da cariologia, ¢ a auséncia de dispo-
sitivos que dispusessem dois materiais com orientagdes
opostas comparados nos mesmos individuos, foi confeccio-
nado um aparelho adaptado para conter tanto o esmalte
bovino quanto o cimento de iondmero de vidro conforme
estudo anterior (11). A forma como o dispositivo foi de-
senvolvido, contendo esmalte bovino e cimento de iono-
mero de vidro, tanto voltados para o meio ambiente bucal
livre quanto para a mucosa palatina permitiu a analise
quantitativa do acimulo de biofilme sobre os corpos-de-
prova de forma controlada, sendo possivel a comparagdo
direta entre os grupos.

Embora o grupo analisado seja pequeno, diferencas
estatisticamente significantes foram observadas, o que
demonstra a boa aplicabilidade do dispositivo neste modelo
experimental. Além disso, o aumento do numero de par-
ticipantes somente tenderia a aumentar as diferengas
observadas. Inicialmente, houve menor formagdo de bio-
filme sobre o cimento de iondmero de vidro em relagdo ao
esmalte bovino. No entanto, ao fim do periodo experimental
ndo houve diferenca na formagéo sobre os dois substratos.
A escolha pela utilizagdo de um cimento de ionémero de
vidro modificado por resina se deu pela facilidade de técnica
de uso e pelo grande emprego do produto na odontologia
atual. Herrera et al. (13) analisaram o efeito antibacteriano
de cimentos de iondmero de vidro sobre microrganismos
comumente presentes no esmalte e no cemento e concluiram
que o efeito antibacteriano do iondmero de vidro ocorre
em ambas as situagdes, indicando seu uso para pacientes
com seqiiclas de tratamento periodontal. Entretanto, aquele
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estudo foi realizado in vitro, o que ndo permite uma com-
paracdo direta com o presente estudo in situ, além de ser
realizado em ambito microbiolégico. Por sua vez, Palenik
et al. (6) estudaram a aderéncia microbiana sobre diversos
cimentos de iondomero de vidro comparados com esmalte
bovino in vitro e encontraram um acimulo menor nos
materiais restauradores. Os resultados discordantes dos
resultados aqui apresentados podem ser possivelmente
atribuidos ao tipo de estudo (in situ versus in vitro) e coleta
de dados, visto que o acumulo foi representado indivi-
dualmente por cada grupo bacteriano, enquanto que o
presente estudo ndo analisou os morfotipos isoladamente.
Nao ha trabalhos na literatura que permitam uma compa-
racdo direta com o presente trabalho, o que justifica a
proposta da metodologia utilizada.

O local de exposi¢do dos corpos-de-prova foi um fator
importante para a colonizagao microbiana. Houve diferenca
em todos os periodos para os dois substratos, exceto em
24 horas para o esmalte, o que demonstra que o ambiente ¢
um fator decisivo na taxa de acimulo de biofilme. Trein et
al. (11) demonstraram que uma menor concentracdo de
oxigénio, conforme aquela encontrada nos corpos-de-prova
voltados para o palato, permite maior acimulo micro-
biolégico. O presente estudo encontrou resultados seme-
lhantes. Estudos clinicos do impacto do conhecimento
provido por esse estudo sdo recomendados.

O presente estudo tem uma natureza exploratdria na medida
em que utiliza uma metodologia nova. Entretanto, a possi-
bilidade de estudar a formacao de biofilme sobre diferentes
materiais, especialmente onde o oxigénio tem acesso limi-
tado, ¢ desafiadora e mais estudos devem ser realizados,
principalmente pela necessidade de utilizacdo de materiais
restauradores subgengivalmente.

Conclusdao

O actimulo de biofilme sobre o cimento de iondmero de
vidro ndo diferiu daquele observado no esmalte na maior
parte dos periodos experimentais, questionando o advoga-
do efeito antimicrobiano do cimento. Foram observadas
diferencas de acimulo de biofilme tanto sobre esmalte como
sobre cimento de iondmero de vidro quando diferentes
tensdes de oxigénio sdo comparadas.
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