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Resumo

Objetivo: O objetivo deste estudo foi
desenvolver microesferas contendo Clorexidina
(ME-CHX), caracteriza-las e incorpora-las a
um adesivo odontoldgico, além de avaliar suas
propriedades bioldgicas e quimicas. Métodos: A
formulagédo das ME-CHX foi realizada utilizando
o polimero Eudragit® S100 (50 mL) em solugéo
etandlica de clorexidina a 2mg/ml (250 pL),
triglicerideos de cadeia média (825 uL), Span®
60 (0,19g), etanol (27 mL), polissorbato 80
(0,3840 g), agua (250 mL) e acido deoxicolico
(0,1501g). A suspensao foi processada por um
equipamento de spray dryer em ciclo aberto. As
ME-CHX foram mensuradas por difragao alasere
a analise morfoldgica por microscopia eletronica
de varredura (MEV). Foram adicionadas ao
adesivo Adper™ Scotchbond™ Multiuso (3M
ESPE) nas concentragbes de 5% e 7,5% em
massa e um grupo foi mantido sem particulas,
como controle. Foram realizados os testes de
grau de conversao (GC) (n=3) e citotoxicidade
(CT) (n=3). Resultados: O didmetro médio
das particulas foi de 1um. A analise através de
MEV mostrou o aspecto esférico das particulas.
Os resultados obtidos para as diferentes
concentragoes de microesferas nos adesivos
foram comparados por ANOVA e Tukey. O
GC nao apresentou diferenga entre os grupos
(p=0.51), variando de 53,86+2,87% e 56,89+
5,38%. Em CT, os adesivos mantiveram a
viabilidade celular acima de 80% apds 24h e
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48h de contato. Conclusdes: Microesferas de
clorexidina foram produzidas e incorporadas
ao adesivo sem efeitos citotdxicos e sem
comprometer a polimerizagao do material.

Palavras-Chave:
Clorexidina; Adesao dentinaria

Microesferas;

Abstract

Objective: The aim of this study was to
develop microspheres containing Chlorhexidine
(ME-CHX), characterize and incorporate them
into a dental adhesive, in addition to evaluating
their biological and chemical properties.
Methods: The formulation of ME-CHX was
carried out using Eudragit® S100 as a polymer
(50 mL) in 2mg/ml chlorhexidine ethanolic
solution (250 pL), medium chain triglycerides
(825 pL), Span® 60 (0,19g), ethanol (27 mL),
polysorbate 80 (0.3840g), water (250ml) and
deoxycholic acid (0.1501g). The suspension
was processed by a spray drying equipment
in an open cycle. ME-CHX were measured by
laser diffraction and morphological analysis by
scanning electron microscopy (SEM). They were
added to Adper™ Scotchbond™ Multipurpose
Adhesive (3M ESPE) at concentrations of
5% and 7.5% by mass and one group was
maintained without particles, as a control.
Degree of conversion (GC) (n=3) and cytotoxicity
(CT) (n=3) tests were performed. Results: The
average particle diameter was 1um. A SEM
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analysis showed the spherical appearance
of the particles. The results obtained for the
different concentrations of microspheres in
the adhesives were compared by ANOVA and
Tukey. The CG showed no difference between
the groups (p=0.51), ranging from 53.86+2.87%
and 56.89+5.38%. In CT, the certificates
maintained cell viability above 80% after 24h

Contato: balliermelissa@gmail.com / brunagenari@ufmg.br

INTRODUGAO

A odontologia restauradora com resina
composta é possivel dados os conceitos de
adesao, pela infiltragao resinosa aos prismas
de esmalte, tubulos dentinarios e fibras
colagenas, formando o que se conhece como
camada hibrida.**% O desempenho desse
embricamento depende tanto dos agentes do
sistema adesivo quanto das caracteristicas
teciduais, em especial da malha colagena.
A integridade e estabilidade das fibrilas de
colageno, envoltas pelo material resinoso, sdo
a base estrutural para durabilidade adesiva.?”

O maior desafio se deve ao processo
de degradacao polimérica e agdo enzimatica
as fibras colagenas expostas, podendo
comprometer a estabilidade da cémara
hibrida. 212 Como resultado, ocorrem falhas
clinicas e necessidade de substituicdo de
restauracdes.?1516.17.2334 Egsg acdo enzimatica
as fibras colagenas ocorre em especial devido
as metaloproteinases de matriz (MMPs)
potencialmente ativadas pelo processo
carioso e agéo de condicionadores acidos.*:3¢
A dentina contém diferentes MMPs, como
colagenase MMP-8, gelatinases MMP-2 e -
9, estromelisina MMP-3 e enamelisina MMP-
20."231 No entanto, as atividades colagenolitica
e gelatinolitica podem ser controladas por
inibidores de protease.™

Alguns inibidores de MMPs tém sido
investigados na odontologia adesiva, como a
clorexidina (CHX), tetraciclina, EDTA e sais de
amoénio quaternario como o brometo de 12-
metacriloiloxidodecil piridinio (MDPB).%¢ Entre
esses inibidores, o uso de CHX como inibidor

0|

and 48h of contact. Conclusions: Chlorhexidine
microspheres were produced and incorporated
into the adhesive without cytotoxic effects and
without compromising the polymerization of the
material.
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nao especifico de MMPs tém apresentado
resultados promissores na inibicdo de pelo
menos trés tipos de MMPs: MMP-2, MMP-8 e
MMP-9.365 Sua capacidade é atribuida a agéo
quelante e de eliminagao dos ions calcio e zinco,
essenciais para o funcionamento enzimatico.?
Ha controvérsias quanto ao beneficio a longo
prazo da aplicacdo de CHX diretamente a
dentina. %26 Ademais, o uso da solugdo de
CHX sobre a dentina condicionada é mais uma
etapa do procedimento adesivo,*? seguida pela
lavagem do substrato dentinario, que pode
afetar negativamente sua concentragao efetiva
e tornar o substrato indesejavelmente mais
Umido.**2?* Portanto, a incorporagdo de CHX
no sistema adesivo pode ser uma alternativa
para otimizar seu uso, com a eliminagcao de
uma etapa adicional e suas consequéncias
indesejadas.®

Contudo, além da incorporagdo da CHX
nos sistemas adesivos, alia-la a um sistema
polimérico de liberagdo controlada pode ser
capaz de preservar as propriedades adesivas
e melhorar seu desempenho.%'82! Agentes
ativos tém sido incorporados em sistemas
poliméricos para uso em dentina. '281821
Particulas com diferentes caracteristicas fisico-
quimicas de dimensdes micro ou nanométricas
sdo obtidas de acordo com seu processo de
confecgéo e com as caracteristicas do agente
ativo utilizado.?’ Até o presente momento, nao
ha estudos que apresentem sistemas adesivos
com a incorporagao de particulas poliméricas
contendo CHX.

Nesse contexto, o objetivo do presente
estudo foi sintetizar, caracterizar e incorporar
microesferas contendo clorexidina (ME-CHX)
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a um adesivo e a posterior avaliagdo do grau
de conversdo e citotoxicidade do material
resultante.

MATERIAIS E METODOS
Preparagao das ME-CHX

A formulagéo foi realizada com uma fase
organica composta pelo polimero Eudragit®
S100 (50 mL) e solugao etandlica de clorexidina
a 2mg/ml (250 pL), triglicerideos de cadeia
média (825 uL), Span® 60 (0,19g) e etanol
(27 mL), além de uma fase aquosa composta
por polissorbato 80 (0,3840 g), agua (250 mL)
e acido deoxicolico (0,1501g). A fase organica
foi adicionada a fase aquosa sob agitagao
magnética a 25 °C. O excesso de etanol e
agua foi eliminado usando um evaporador
rotativo (Rotavapor I, Buchi, Flawil, Sui¢a), um
resfriador de recirculagdo B-740 (Buchi, Flawil,
Suica) e uma bomba de vacuo U-700 (Buchi,
Flawil, Suicga).

Para originar particulas secas, utilizou-
se manitol (200 mg) como adjuvante de
secagem e a suspensdo foi processada por
um equipamento de spray dryer (B-290, Buchi,
Flawil, Suica) em ciclo aberto. A temperatura
de entrada foi de aproximadamente 60 = 4 °C
e ade saida de 40 £ 4 °C, aspiracao de 100%,
razao de bomba (pump) a 20% e presséao de ar
comprimido a 50 kgf/cm2 .

Caracterizagao das microesferas

O tamanho das ME-CHX em solugéo foi
mensurado pela difragdo a laser (Mastersizer
2000, Malvern, Worcestershire, Reino Unido).
A andlise morfologica foi realizada utilizando
microscopia eletrénica de varredura (MEV)
(JSM-7001F, Jeol, Japao) com uma tensao de
aceleracao de 10 kV e recobrimento de ouro
das particulas ME-CHX secas.

Formulagao do adesivo

As ME-CHX foram adicionadas ao
adesivo AdperTM ScotchbondTM Multiuso (3M
ESPE, Estados Unidos) nas concentragbes de
5% e 7,5% em massa. Um grupo foi mantido
sem particulas para ser utilizado como controle.
Todos os componentes foram pesados em
uma balanga analitica (AUW220D, Shimadzu,

Kyoto, Japéo), ultrassonificados por 30
minutos, e, logo apds, misturados utilizando-se
de um Vértex misturador por 4 minutos.

Grau de conversao

Os adesivos dos diferentes grupos
(ME-CHX 0%, 5% e 7,5%) foram avaliados
quanto ao grau de conversado (GC), por meio
de espectroscopia dez infravermelho (Vertex
70, BrukerOptics, Ettlingen, Alemanha)
por transformada de Fourier, utilizando um
dispositivo de reflectdncia total atenuada
(Platinum ATR-QL, BrukerOptics, Ettlingen,
Alemanha), composto por um cristal horizontal
de diamante e um detector para captacdo do
feixe refletido. O adesivo (n=3) foi dispensado
diretamente sobre o cristal de ATR e
fotoativado durante 20s, por diodo emissor
de luz (Radii cal, SDI, Bayswater, Australia).
Foi utilizada uma matriz com dimensdes de
3 mm de didmetro e 1 mm de espessura. Os
espectros foram obtidos antes e depois da
fotoativagdo da amostra, utilizando programa
especifico (Opus 6.5, BrukerOptics, Ettlingen,
Alemanha). O GC foi calculado, considerando
a intensidade (altura do pico) da vibragao das
ligagbes duplas de carbono alifaticas em 1635
cm-1 e ligagdes aromaticas carbono-carbono
em 1610 cm-1 das amostras polimerizadas e
nao polimerizadas a partir da seguinte equacéo:

GC=1- absorbancia (1640 om )/absorbéncia (1610 cm) polimero
“absorbancia (1640 om Jabsorbancia (T6T0cm | mondmero

x100

Citotoxicidade

A citotoxicidade foi realizada de acordo
comalS010993-5:2009, utilizandofibroblastos.
O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos,
nos quais foram mantidas 8 x 104 células e
amostras dos adesivos (3 mm de didmetro
e 1 mm de espessura) com as diferentes
concentracdes de microesferas (n=5). Pogos
contendo apenas as células foram mantidos
como controle positivo. O cultivo celular foi
feito em meio Dulbecco, modificado por Eagle
(DMEM), suplementado com 10% de soro fetal
bovino. As placas contendo as células e as
amostras foram mantidas a 37 C° por 24 e 48h.
Apods esse periodo, foram adicionados 150 pl
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5-difenil brometo
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de tetrazolina (MTT) a cada meio de cultura
e foram novamente incubadas a 37 OC, por 3
h. Na sequéncia, foram adicionados 100 ul de
dimetilsulféoxido para solubilizar os cristais de
formazan formados a partir de MTT. Aformacao
dos cristais de formazan indicam viabilidade
celular, por representar a acumulacdo de
MTT nas células por endocitose, que € um
mecanismo fundamental das células vivas. A
analise foi realizada por espectrofotometria,
em um comprimento de onda de 540 nm.

Analise dos dados

Foi realizada uma analise descritiva
do tamanho e morfologia das particulas.
A distribuicdo dos dados dos demais
ensaios foi analisada por meio do teste
de Kolmogorov-Smirnov. Confirmada a
normalidade na distribuicido dos dados, os
resultados obtidos nos ensaios de grau de
conversao e citotoxicidade para as diferentes
concentracdes de microesferas nos adesivos
foram comparados, utilizando ANOVA de uma
via e Tukey. Todas as analises foram realizadas
considerando-se um nivel de significancia
de 5%, em software estatistico apropriado
(SigmaPlot 12.0).

RESULTADOS

O tamanho médio das microesferas
contendo clorexidina foi de 1,49 um. A analise
da morfologia através de MEV mostrou o
aspecto esférico e aglomerado das particulas
sobre o0 adjuvante de secagem, como pode ser
visto na Figura 1.

Figura 1. Imagens obtidas através de microscopia eletrénica
de varredura (MEV) das ME-CHX, mostrando o aspecto
aglomerado das particulas sobre o adjuvante de secagem. A.
Em uma ampliacédo de 1000x. B. Em uma ampliacédo de 2500x.

Os resultados do grau de conversao
estdo na Tabela 1. O GC nao apresentou
diferencga estatistica entre os grupos (p=0.51).

o |

Tabela 1. Média e desvio padrao do grau de conversao (GC, %)
dos adesivos contendo ME-CHX nas diferentes concentragdes
(0%, 5% e 7,5%).

Grupos Grau de conversao
(GC)
ME-CHX 0% 53,86 + 2,874
ME-CHX 5% 56,89 + 5,38~
ME-CHX 7,5% 56,95 + 0,614

Letras maiusculas iguais indicam nao haver diferenga
estatistica na mesma coluna (p<0,05).

Os adesivos com diferentes
concentragdes de microesferas contendo CHX
mantiveram a viabilidade celular acima de 80%
apos 24h e 48h de contato (Figura 2). Nao
houve diferenca estatistica para viabilidade
celular entre o controle e os adesivos nas
diferencas concentragdes de ME-CHX em 24h
(p=0,18) e 48h (p=0,35).

T

Controle MECHXON MECHX % MECHXTS%
Grupos

Controle  MECHXO%  MECHX 8% MECHX 78%
Grupos

Figura 2. Viabilidade celular (em percentual, %) em contato,
durante 24h (A) e 48h (B), com os adesivos contendo ME-
CHX nas diferentes concentragdes (0%, 5%, 7,5%) e controle
positivo. O tragado em 70% representa o valor minimo
preconizado pela ISO. Nao houve diferencga entre os grupos em
24h (p=0,18) e 48h (p=0,35).

DISCUSSAO

A CHX apresenta potencial de inibigdo
de metaloproteinases, sendo utilizada como
um agente para diminuir degradacao da rede
colagena ¥. A aplicagdo de CHX é atualmente
realizada apds o condicionamento acido
e corresponde a mais uma etapa clinica.®
A incorporacdo das ME-CHX a um adesivo
corresponde a uma proposta inédita no que
tange a adesdo dentinaria contando com
sistemas poliméricos de liberacdo controlada
para atuar na inativacdo de MMPs a fim de
preservar a camada hibrida a longo prazo.

As particulas poliméricas sdo compostas
basicamente pelo agente ativo, polimero,
solvente e coadjuvante de secagem, podem
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ser produzidas por diferentes métodos,
resultando em distribuicbes estreitas de
didmetros proximos a 1 um.2° O processo de
formulagcdo no presente estudo resultou em
microesferas com tamanho médio de 1 um,
conforme demonstrado por difragdo a laser e
confirmado microscopicamente. Pelo fato de a
clorexidina possuir caracteristicas hidrofilicas,
particulas sem nucleo oleoso, conhecidas
como microesferas'’, foram formuladas.

Entre os polimeros mais usados estao
a poli-caprolactona (PCL), polilactideo (PLA),
polilactideo-co-glicolideo (PLGA) e o Eudragit®
S100. Neste estudo, assim como em trabalhos
anteriores 36201725 o Eudragit® S100 foi
utilizado como polimero para fabricagdo das
particulas. O Eudragit® S100 pode ser utilizado
como polimero para fabricacdo de particulas
com ou sem nucleo 0leoso.34217:250 uso desse
polimero é preferivel para a Odontologia pela
compatibilidade com seus materiais resinosos
por ser um copolimero de metacrilato.?® Os
metacrilatos tém seu uso fundamentado ha
mais de 30 anos em resinas odontoldgicas,
sobretudo na forma do monémero base Bis-
GMA (Bisfenol-A-Glicidil Metacrilato).?235 Além
do Bis-GMA, hidroxietiimetacrilato (HEMA)
e sistemas iniciadores também participam
da composicdo de adesivos, podendo ainda
o0 copolimero do acido polialquendico estar
presente, como no adesivo utilizado neste
trabalho.®®

Os sistemas adesivos convencionais de
trés passos séo considerados padrao-ouro na
Odontologia adesiva, o que justifica seu uso
em estudos prévios assim como no presente
trabalho.3®

A secagem por aspersao (spray-drying)
para a conversao da formulagdo liquida em
sistemas solidos se faz necessaria para facilitar
a incorporacao das particulas e manutencao
das propriedades fisico-quimicas do adesivo
resultante. Um adjuvante de secagem ¢
necessario para possibilitar o processo
evitando que as particulas venham a aderir ao
equipamento.?'?® Os adjuvantes carboidratos
como o Manitol sdo consolidados em diversas
pesquisas, pela sua eficacia e estabilidade
durante o processo.?® As particulas
encontram-se aglomeradas sobre o adjuvante
de secagem, como foi observado nas imagens
de microscopia. Entretanto, particulas isoladas
sao observadas apdés a incorporagdao em
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adesivo odontoldgico.?

As propriedades superficiais e
dimensionais das particulas determinam
sua infiltragdo no tecido de interesse.®
Nesse sentido, estudo prévio demonstrou
nanoparticulas contendo clorexidina em
tubulos dentinarios e entre as fibrilas de
colageno, com liberagao gradual da clorexidina
no interior dos tubulos.***” Pelo tamanho das
microesferas obtidas no presente estudo, as
particulas tém potencial de permear pelos
tubulos dentinarios,*®%° onde deve liberar a
clorexidina, atingindo o objetivo dos sistemas
de carreamento de farmacos.

Altas taxas de grau de conversao
indicam menor quantidade de mondmeros
livres na matriz polimérica e propriedades
fisico-quimicas satisfatérias do adesivo.” A
incorporacao de particulas na matriz resinosa
pode interferir na conversao de mondémeros em
polimeros por dificultar a mobilidade da cadeia
na fase de propagagdo da polimerizacado
de metacrilatos.® As concentragcbes das
microesferas no adesivo nao foram suficientes
para interferir na polimerizagcdo da matriz
resinosa, como pode ser visto pelos resultados
de grau de conversdo. O grau de conversao
pode apresentar prejuizo quando a CHX é
utilizada sem associacdo a uma particula
polimérica carreadora.® Esses resultados de
preservacdo do grau de conversdo 224131428
comprovam a vantagem de utilizar particulas
carreadoras para incorporar CHX ao adesivo.

Por ter indicagao odontoldgica, o adesivo
deve apresentar baixa toxicidade. Embora o
adesivo comercial utilizado seja considerado
padrao-ouro, a incorporagcdo de microesferas
contendo clorexidina nesse material é inédita.
O contato do material manteve alta viabilidade
celular de acordo com a recomendacéo da
ISO (ISO 10993-5), que indica valor minimo de
70% de células viaveis para ser considerado
um material seguro a ser utilizado na area da
saude. Estudos anteriores 1,8 demonstraram
semelhante viabilidade celular com o uso
de diferentes particulas carreadoras de
clorexidina. No entanto, quando a clorexidina
livre foi incorporada ao material resinoso
verificou-se citotoxicidade.® Esses resultados
confirmam o beneficio da incorporacdo do
agente ativo em particulas carreadoras na
diminuicao de efeitos adversos.

Além da redugcdo de potenciais
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efeitos adversos pelo controle na entrega
e na dosagem da droga, os sistemas de
liberac&do controlada melhoram a estabilidade,
biocompatibilidade e biodisponibilidade do
farmaco.'®?° Apesar dessas vantagens, o uso
de sistemas carreadores de agentes ativos
em Odontologia ainda é pouco explorado.18
A liberacao controlada com efeito prolongado
da CHX em sistemas adesivos tem potencial
de garantir sua acdo a longo prazo.'®421.22
Literatura prévia 22 demonstra liberacéo
controlada em sistemas adesivos, resultando
em efeito desejado prolongado, mantendo
satisfatoriamente suas propriedades fisico-
quimicas e sua resisténcia de uniao.

CONCLUSAO:

Com base nos resultados do presente
estudo, é possivel concluir que microesferas
contendo clorexidina foram formuladas e
incorporadas ao adesivo sem comprometer
a polimerizacdo do material e sem efeitos
citotéxicos. Estudos futuros sdo necessarios
para comprovar a liberacdo controlada da
clorexidina, além da resisténcia de unido a
longo prazo do adesivo com microesferas
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