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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar as propriedades mecanicas e a
biocompatibilidade de CIVs ortoddnticos com adicao de digluconato de clorexidina
(CX) em concentracdes de 10% e 18%. Os materiais foram distribuidos em sete
grupos (n=12): C (Controle, Polietiieno), M (Meron Controle), M10 (Meron,
CX10%), M18 (Meron, CX18%), KC (Ketac Cem Controle), KC10 (Ketac CX10%)
e KC18 (Ketac CX18%). Para analise bioldgica foram utilizados 84 ratos Wistar
machos, os cimentos foram inseridos no tecido subcutaneo dos ratos e as
bidpsias realizadas apés 7, 15 e 30 dias. As amostras teciduais foram analisadas
morfologicamente quanto a presenca de eventos celulares inflamatorios (infiltrado
inflamatorio, edema, necrose, tecido de granulacao, células gigantes, fibroblastos
jovens e fibras coldgenas) e uma analise imuno-histoquimica (IH) quanto a
guantidade de células CD68+. Analises de resisténcia a tracdo diametral (TD),
compresséo (RC) e resisténcia de unido por cisalhamento (CS) foram realizadas
através de uma maquina universal de ensaios. Apos a realizacdo do ensaio de
resisténcia ao cisalhamento, a superficie vestibular de cada corpo de prova foi
avaliada em lupa estereoscépica para a quantificacdo do indice de Remanescente
do Adesivo (IRA). A Microdureza Vickers foi realizada com carga de 200g ao
longo de 15s. Para as avaliacbes morfologicas e imuno-histoquimica foram
utilizados o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e o teste de Dunn (P<0,05).
Na analise estatistica das avaliacdes das propriedades mecanicas foi utilizada
ANOVA one-way seguido pelo teste de comparacdo mdultipla de Tukey (P<0.05).
O estudo morfologico dos tecidos, apresentou infiltrado inflamatério com diferenca
significativa entre os grupos C e KC18, em 7 (P=0,013) e 15 (P=0,032) dias. O
tecido de granulacdo demonstrou diferenca significativa entre os grupos C e M18
(P=0,029), com 7 dias. As células gigantes (CG) demonstraram diferenca entre os
grupos C e M18, em 7 dias (P=0,013) e o grupo KC18 demonstrou menor
guantidade de fibroblatos jovens (P=0,031) e fibras colagenas (P=0,044), em 7
dias. Na andlise imuno-histoquimica, as CG apresentaram diferenca significativa
entre o Grupo M18 e os Grupos C, M10 e KC (P=0,001), em 7 dias, e entre KC18
e os demais grupos (P=0,001), em 30 dias. Macréfagos foram mais expressivos
no periodo de tempo de 7 dias nos Grupos M18 e KC18, com diferenca
significante com os outros grupos (P= 0,001). O teste TD demonstrou diferenca
significativa entre todos os Grupos do cimento Meron (P=0,001) e entre o Grupo
KC18 com os Grupos KC e KC10 (P=0,001). O teste RC demonstrou diferenca
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significativa entre todos os Grupos do cimento Meron (P=0,001), e entre o Grupo
KC com os Grupos KC10 e KC18 (P=0,001). O teste CS ndo demonstrou
diferenca significativa entre os Grupos do cimento Meron (P=0,385), porém houve
diferenca entre o Grupo KC com os Grupos KC10 e KC18 (P=0,001). A adicédo de
clorexidina modificou de forma negativa as propriedades mecéanicas de resisténcia
a tracdo diametral e resisténcia & compressao. A andlise de histocompatibilidade
evidenciou que a intensidade das alteracdes histoldégicas nos cimentos com CX
demonstraram ser concentracdo-dependente, notoriamente a 18%. O cimento
Meron-CX-10% foi o que apresentou o0s melhores resultados de
biocompatibilidade e o Ketac-CX-18% influenciou mais no processo inflamatoério
com uma reparacao tecidual mais lenta.

Palavras-chave: Cimento de londmero de Vidro, Clorexidina, Propriedades
Mecanicas, Biocompatibilidade.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the mechanical properties and
biocompatibility of orthodontic GICs with the addition of chlorhexidine digluconate
(CX) in 10% and 18% concentrations. The materials were divided into seven
groups (n = 12): C (control, Polyethylene), M (Meron Control), M10 (Meron,
CX10%), M18 (Meron, CX18%), KC (Ketac Cem Control), KC10 (Ketac CX10%)
and KC18 (Ketac CX18%). For biological analysis were used 84 Wistar rats, the
cements were inserted into the subcutaneous tissue of rats and biopsies taken
after 7, 15 and 30 days. Tissue samples were analyzed morphologically for the
presence of inflammatory cellular events (inflammatory infiltrate, edema, necrosis,
granulation tissue, giant cells, young fibroblasts and collagen fibers) and
immunohistochemical analysis (IH) as the amount of CD68+ cells. Resistance
analyzes the diametrical traction (DT), compression (CR) and Shear Bond
Strength (SBS) were performed through an universal machine. After completion of
the shear strength test, the labial surface of each specimen was evaluated in
stereoscopic magnifying glass to quantify the Remnant Index Sticker (RIS).
Vickers Microhardness tests were performed using 200g load over 15s. For the
morphological and immunohistochemical evaluations were wused the
nonparametric Kruskal-Wallis and Dunn's test (P<0.05). For evaluation of
mechanical properties was used one-way ANOVA followed by multiple comparison
test of Tukey (P<0.05). The morphological study of tissues, had inflammatory
infiltrated with significant difference between the groups C and KC18 at 7
(P=0.013) and 15 (P=0.032) days. Granulation tissue showed a significant
difference between the groups C and M18 (P=0.029), with 7 days. Giant cells (GC)
showed differences between the groups C and M18 at 7 days (P=0.013), and
KC18 group showed smaller number of young fibroblasts (P=0.031) and collagen
fibers (P=0.044) at 7 days. In immunohistochemical analysis, the CG showed
significant difference between the M18 group and Groups C, M10 and KC
(P=0.001) at 7 days, and between KC18 and the other groups (P=0.001) at 30
days. Macrophages were more expressive in the time period of 7 days in the
Groups M18 and KC18, with significant differences with groups M, M10, KC, KC10
and control (P=0.001). TD test showed significant difference between all groups of

Meron cement (P=0.001) and between Group KC with groups KC10 and KC18
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(P=0.001). The CS test showed no significant difference between the cement
Groups of Meron cement (P=0.385), but there was difference between the KC
Group with KC10 and KC18 groups (P=0.001). The addition of chlorhexidine
modified negatively the mechanical properties of diametral tensile strength, and
compressive strength. The histocompatibility analysis showed that the intensity of
histological changes in the cements with CX shown to be concentration-
dependent, notably 18%. The Meron-CX-10% cement showed the best results of
biocompatibility and Ketac-CX-18% more influence in the inflammatory process

with a slower tissue repair

Keywords: Glass lonomer Cement, Chlorhexidine, Mechanical Properties,

Biocompatibility
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1 INTRODUCAO

As bandas ortoddnticas auxiliam no suporte do aparelho fixo e
desempenham um importante papel na terapia ortodontica convencional. A
cimentacdo de bandas em dentes posteriores € necessaria para melhorar a
ancoragem e a retencao dos aparelhos fixos (SFONDRINE et al., 2010; ENAM et
al.,, 2013). Porém, a desmineralizacdo do esmalte adjacente as bandas e
braguetes de pacientes com tratamento ortodéntico, € uma grande preocupacao
para os ortodontistas, especialmente em pacientes com ma higiene oral
(KASHANI et al., 2012).

Nas ultimas décadas, os cimentos de iondmero de vidro (CIV) estdo
sendo muito utilizados para a cimentacédo de bandas ortodonticas devido as suas
varias propriedades clinicas, como a liberacdo de flior e adesdo a estrutura
dental (TAKAHASHI et al., 2006; UYSAL et al., 2010; DU et al., 2012; HUANG et
al., 2012; SANTOS et al., 2014; MARTI et al., 2014a). Com o advento do CIV para
a cimentacdo de bandas, os indices de carie e doenca periodontal em pacientes
ortodénticos diminuiram consideravelmente devido & menor quantidade de micro-
infiltracdes e sua liberacéo de flior (FARRET et al., 2011a).

Entretanto, a fim de melhorar as propriedades antibacterianas desse
material, a clorexidina tem sido adicionada a sua composicdo de modo a
contribuir para a diminuicdo no numero de bactérias préximas ao material.
(TAKAHASHI et al., 2006; TURKUN et al., 2008; CASTILHO et al., 2013; MARTI
et al., 2014a). A atividade antibacteriana da clorexidina contra algumas espécies
de bactérias encontradas na cavidade oral € conhecida (LESSA et al.,, 2010;
MONTEIRO et al., 2011; AHLUWALIA et al., 2012; DU et al., 2012). Além disso,
varios estudos mostram que a incorporacdo de clorexidina aos CIVs tem a
capacidade de aumentar significativamente a propriedade antibacteriana do
material (SANDERS et al., 2002; PALMER et al., 2004; TAKAHASHI et al., 2006;
FRENCKEN et al.,, 2007; HOSZEK & ERICSON, 2008; FARRET et al., 2011a;
TUZUNER et al., 2011; DU et al., 2012; HUANG et al., 2012; LEWINSTEIN et al.,
2012; CASTILHO et al., 2013; KORKMAZ et al., 2013; MARTI et al., 2014a).

Solucbes de 0,2% a 2,5% de digluconato de clorexidina foram

incorporadas ao liquido de CIVs restauradores durante sua manipulacdo, e um
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efeito antimicrobiano significativo contra Streptococcus mutans, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei e Actinomyces viscosus foi encontrado para o0s
cimentos com solucdes de clorexidina em concentragcdes maiores que 1,0%
(TURKUN et al., 2008; CASTILHO et al.,, 2013; MARTI et al., 2014a). Quanto
adicao de clorexidina em CIV para cimentacdo ortodontica, Farret et al. (2011a)
sugeriram a incorporacdo de solugcbes de digluconato de clorexidina nas
concentracbes de 10% e 18% no liquido de CIV durante sua manipulacdo, e
encontraram um efeito antimicrobiano significativo contra Streptococcus mutans.

Juntamente com o efeito antibacteriano, as propriedades mecéanicas
dos CIVs também sdo muito importantes para o sucesso clinico durante o
tratamento ortodontico (FARRET et al.,, 2011a). Entretanto, a incorporacdo de
agentes antibacterianos nestes cimentos pode resultar em mudancas nas suas
propriedades fisicas e biol6gicas (TURKUN et al., 2008; CASTILHO et al., 2013).
Além disso, a concentracdo do agente antibacteriano adicionado ao cimento tem
um papel crucial no desempenho mecéanico dos CIVs (TUZUNER et al., 2011).
Por esse motivo, estudos foram feitos com o intuito de analisar as propriedades
fisicas dos ClVs contendo diferentes concentracdes de clorexidina (SANDERS et
al., 2002; TURKUN et al., 2008; FARRET et al., 2011a; TUNZUNER et al., 2011,
AHLUWALIA et al., 2012; LEWINSTEIN et al., 2012; DURSUN et al., 2013;
CASTILHO et al., 2013).

O primeiro nivel de testes dentro da avaliacdo de biocompatibilidade é
a determinacdo da citotoxicidade in vitro (ISO 10993-5, 2-7) que fornece
informacBes a respeito da seguranca do material estudado. Porém o uso de
animais em pesquisas de biocompatibilidade permite uma maior riqueza de
respostas sobre a acao do material sobre os tecidos (SEHNEM et al., 2012)

Em geral, os CIVs sao considerados materiais biocompativeis, porém a
adicdo de agentes antimicrobianos pode modificar também as suas propriedades
bioldgicas (TURKUN et al., 2008), uma vez que a clorexidina tem demonstrado
um alto efeito citotoxico em cultura de células odontoblasticas (LESSA et al.,
2010) e uma inducao de reagéo inflamatoria aguda intensa em tecido subcutaneo
de ratos (MONTEIRO et al., 2011).

A andlise da resposta inflamatéria nos testes de biocompatibilidade de
materiais geralmente é realizada por métodos histolégicos, onde uma reacdo

inflamatoria mais intensa é observada na presenca de materiais menos
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compativeis (MONTEIRO et al., 2011; SANTOS et al., 2014). A quantificacdo de
macréfagos recrutados € considerada uma boa avaliagdo da intensidade da
resposta inflamatoria decorrente da acdo dos biomateriais (ZHOU et al., 2011;
IBRAGUIMOV et al., 2012), entretanto critérios quantitativos precisos dificilmente
podem ser definidos através de analises morfoldégicas (MANOLEA et al., 2009;
ZHOU et al., 2011). A imuno-histoquimica é um método que se destaca pela
possibilidade de oferecer analises quantitativas de estruturas identificaveis,
tornando-se uma importante ferramenta na pratica anatomo-patologica
(MANOLEA et al., 2009).

Diante do exposto, observa-se a importancia de andlises das
propriedades fisicas e das avaliagdes morfologicas e imuno-histoquimicas da
biocompatibilidade dos cimentos ortodonticos de iondmeros de vidro modificados
por clorexidina, uma vez que estes materiais sdo uma boa alternativa para a
utilizacéo rotineira na clinica odontoldgica e ortodontica.

O objetivo do estudo foi, portanto, analisar as propriedades mecanicas
e a biocompatibilidade de CIVs utilizados na cimentacdo de bandas ortodénticas,

com adicao de digluconato de clorexidina (CX) em concentracdes de 10% e 18%.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CIMENTACAO DE BANDAS ORTODONTICAS

A terapia ortodontica utiliza varios acessorios como braquetes, anéis e
fios, para a aplicacdo de forcas sobre os dentes, a fim de se obter movimentacéo
ortodontica e a correcao de diversas maloclusées (FARRET et al., 2009). Dentre
0s principais componentes utilizados nessa terapia, as bandas ortoddnticas
constituem elementos de suporte ao aparelho fixo e desempenham um importante
papel na terapia ortodontica convencional (SFONDRINE et al., 2010).

As bandas ortodonticas sdo confeccionadas a partir de laminas
metélicas de espessura varidvel, adaptadas e cimentadas a coroa dental de
molares e pré-molares. Nelas sdo soldados acessoérios que recebem fios
ortoddnticos ou outros dispositivos, que, ao formarem um conjunto mecanico, sao
capazes de liberar forcas armazenadas e promover a movimentacdo dos dentes
(FERREIRA et al., 2013).

A cimentacdo de bandas ortodonticas inicialmente era realizada com
cimento de fosfato de zinco, no entanto este material apresentava somente unido
mecanica ao esmalte e ao metal e apresentava ainda alta solubilidade no meio
bucal. Com o surgimento dos CIVs, eles passaram a ser empregados para a
cimentacdo ortodbntica, pois apresentavam varias caracteristicas desejaveis
como unido quimica ao esmalte e ao aco inoxidavel, biocompatibilidade e
liberacdo e absorcao continua de flior (FARRET et al., 2009).

Estas caracteristicas tornam-se muito importante para fornecer uma
resisténcia de unido adequada entre o dente e banda e para reduzir a incidéncia
de céaries e doencas periodontais em pacientes ortodonticos (FARRET et al.,
2012), uma vez que, devido a grande quantidade de dispositivos e de sitios de
acumulo de biofilme, muitos pacientes apresentam dificuldade de higienizacdo e a
proliferacdo bacteriana se torna motivo de preocupacdo para Ortodontistas,
principalmente nas regibes de anéis ortodénticos em dentes posteriores
(CACCIAFESTA et al., 2006).
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2.2 CIMENTO DE IONOMERO DE VIDRO

O cimento de ionédmero de vidro (CIV) foi desenvolvido e patenteado no
final da década de 1960 por Alan Wilson e colaboradores como uma alternativa
para substituicdo dos cimentos de silicato (WILSON & BATCHELOR, 1967,
WILSON & KENT, 1971). O acido fosférico foi entdo substituido por um &cido
organico menos agressivo, o acido poliacrilico, que também era utilizado nos
cimentos de policarboxilato de zinco (ATKINSON et al., 1985).

Os CIVs sao compostos de um po de vidro ion lixividvel e um poliacido
liguido que sdo misturados em uma proporcdo pré-determinada. O po é
preparado a partir de um vidro de aluminio e silicato e serve como fonte de ions
para as reacfes do cimento (BAIG et al., 2015).

Embora os primeiros ClIVs tivessem propriedades fisicas pobres, as
suas propriedades de adesdo a estrutura dental e liberacdo de ions fluoreto
asseguraram a sua popularidade e incentivaram o desenvolvimento de CIVs com
propriedades fisicas melhores (SHARID et al.,, 2014). Atualmente, uma grande
variedade comercial de CIVs estdo disponiveis para o cirurgido dentista. Devido a
variagdes na proporcao pé/liquido e na viscosidade do material, os CIVs possuem
varias aplicacbes clinicas, como agentes de cimentacdo, bases -cavitarias,
restauracdo de dentes anteriores e posteriores, entre outras (BAIG et al., 2015).

Algumas desvantagens dos CIVs convencionais que podem
comprometer seu desempenho mecéanico, como a susceptibilidade a umidade
durante a reacdo de presa inicial, motivaram o desenvolvimento dos cimentos de
ionbmero de vidro modificados por resina (CIVMR), que tem a reacdo de
geleificacdo acido-base complementada por uma reacéo fisica pela adicdo de
mondmeros resinosos, reduzindo o tempo do processo e consequentemente a
exposicdo a umidade (FARRET et al., 2012).

Considera-se que as propriedades cariostaticas do CIV se devem
principalmente a incorporacdo na estrutura dental do fluoreto libertado pelo
cimento, a remineralizacdo dentaria, tornando-a mais resistente ao ataque acido
bacteriano (NAKAJO et. al, 2009; MOURA et. al, 2006). A liberacdo de flaor a
partir desses materiais restauradores durante a formagao do biofilme permite que

o cimento desempenhe um papel importante na diminuicdo da viruléncia de
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biofilmes cariogénicos e subsequente formagédo de céaries secundéarias (CHAU et
al., 2015).

Efeitos antimicrobianos também tém sido encontrados nos CIVs (KLA
et. al., 2014). Este potencial antimicrobiano ocorre devido ao efeito inibitério, em
curto prazo, que os CIVs possuem sobre a queda do pH e a taxa de produgéo de
acidos por estreptococos orais (NAKAJO et. al, 2009). Outra propriedade
importante dos CIVs é a sua biocompatibilidade, os mesmos tém se mostrado
biocompativeis em tecido subcutaneo de ratos (SANTOS et al., 2014), bem como,
em fibroblastos gengivais humanos (RODRIGUEZ et al., 2013).

2.3 ADICAO DE CLOREXIDINA AO CIV

O digluconato de clorexidina € um anti-séptico quimico, com acgao
antifingica e bactericida, utilizado em uma variedade de aplicacdes clinicas,
devido a sua eficacia de amplo espectro que inclui bactérias gram-positivas,
bactérias gram-negativas, bactérias ndo formadoras de esporos, leveduras e virus
(AFONSO et al., 2013; EDIMISTON et al., 2013).

A clorexidina esta comercialmente disponivel em uma variedade de
concentracbes e apresentacbes (AFONSO et al, 2013). Em baixas
concentracbes, 0 agente exerce um efeito bacteriostatico, causando uma
alteracdo do equilibrio osmaético da célula bacteriana, resultando na inibicdo do
crescimento. Em concentracfes elevadas, o agente € um bactericida rapido,
como resultado da precipitacdo do conteudo citoplasmatico da célula bacteriana
(EDIMISTON et al., 2013)

O efeito antimicrobiano da clorexidina ocorre por meio da atracdo e a
adsorcdo de moléculas catibnicas para a superficie das células, promovendo
alteracdo na permeabilidade da membrana celular, resultando em perda de
componentes intracelulares, desequilibrio osmético e consequente morte celular
(RIBEIRO et. al, 2007; CHEUNG et. al, 2012; BONEZ et al., 2013). Ela também
inibe a acdo da enzima glicosiltransferase, responsavel pelo acimulo de bactérias
na superficie dental e tem efeitos sobre o transporte de acucar e producdo de
acido pelas bactérias (RIBEIRO et. al, 2007). Além disso, a propensao para ligar-
se a superficie dos tecidos oferece um efeito antimicrobiano de longa duracéo
(CHEUNG et. al, 2012).
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Na odontologia, ela foi utilizada pela primeira vez como um
componente de colutérios bucais para bochechos e posteriormente foi
incorporada a dentifricios (FRENCKEN et al., 2007). Atualmente € amplamente
utilizada na odontologia, devido a sua atividade antibacteriana contra varias
espécies de bactérias encontradas na cavidade oral (LESSA et al., 2010;
MONTEIRO et al., 2011; AHLUWALIA et al., 2012; DU et al., 2012), a mesma tem
sido adicionada a composicdo dos CIVs, a fim de melhorar suas propriedades
antibacterianas, uma vez que a liberacao continua de clorexidina contribui para a
diminuicdo no numero de bactérias proximas ao material (TAKAHASHI et al.,
2006, AHLUWALIA et al., 2012; TURKUN et al., 2008; HOOK et al., 2014; MARTI
et al., 2014a; CASTILHO et al., 2013). Ela pode ser facilmente incorporada ao
cimento e sua liberagcdo ocorre mesmo em baixas concentracdes, porém ela é
significativamente maior em concentracdes maiores de clorexidina (PALMER et
al., 2004).

A clorexidina pode ser usada em associacdo com CIV nas formas de
digluconato (liquido) ou diacetato (pd). Varios estudos evidenciam que essa
incorporagao de clorexidina aos CIVs tem a capacidade de aumentar
significativamente as propriedades antibacterianas do material (SANDERS et al.,
2002; PALMER et al., 2004; TAKAHASHI et al., 2006; FRENCKEN et al., 2007;
HOSZEK & ERICSON, 2008; FARRET et al., 2011a; TUZUNER et al., 2011; DU
et al.,, 2012; HUANG et al., 2012; LEWINSTEIN et al., 2012; CASTILHO et al.,
2013; KORKMAZ et al., 2013; MARTI et al., 2014a)

A adicdo de clorexidina em concentracbes acima de 2%, tem
demostrado resultados positivos em CIVs utilizados em tratamento restaurador
atraumatico (TRA) (MARTI et al., 2014a), em CIV para forramento, aplicado em
dentina remanescente apds o tratamento pulpar indireto (CASTILHO et al., 2013)
e em CIVs utilizados para restauracao de dentes posteriores (DU et al,. 2012).

Na ortodontia, a desmineralizacdo do esmalte adjacente as bandas e
braguetes de pacientes com tratamento ortodéntico é uma grande preocupacao,
especialmente em pacientes com ma higiene oral (KASHANI et al., 2012). No
entanto, tem se adicionado agentes antimicrobianos a composicdo de CIVs
utilizados na cimentag&o ortoddntica, com o intuito de contribuir para a diminui¢éo
da formacdo de biofilme adjacente aos acessorios ortodonticos (FARRET et al.,

2011b). Sugere-se a adicdo de uma solugdo com um minimo de 10% de

19



clorexidina e &cido tartarico a 10% para que o liquido utilizado na manipulacdo do
cimento contenha uma concentracdo final de 5% de clorexidina. E uma
concentracdo maxima de 18%, pois 0 reagente apresenta-se em estado liquido
com concentragdo maxima de 18%. A adicdo de solucbes de digluconato de
clorexidina nas concentracdes de 10% e 18% ao liquido de CIVs ortodonticos
demonstrou um efeito antimicrobiano significativo contra S. mutans (FARRET et
al., 2011a).

2.4 EFEITOS DA CLOREXIDINA NAS PROPRIEDADES MECANICAS DE
Clvs

Através da analise das propriedades mecanicas de diferentes materiais
dentérios, pode-se inferir que material esta mais adequado para executar funcées
clinicas, resistindo as forcas mastigatorias, desgaste e aplicacdo de forcas
ortodonticas (FARRET et al., 2012). Embora a baixa resisténcia mecéanica de
alguns CIVs convencionais seja uma limitacdo para a utilizacdo do material, ja sdo
desenvolvidos CIVs com propriedades fisicas melhoradas, como uma
manipulacdo mais facil e mais rapida e uma maior viscosidade do produto (BECCI
et al., 2014).

Apesar da adicdo de clorexidina aos CIVs ter uma a¢ao antimicrobiana
comprovada contra o S. mutans (DU et al., 2012; CASTILHO et al., 2013; MARTI
et al., 2014a), sdo necesséarias analises das propriedades fisicas desses
cimentos, para que ndo ocorra 0 comprometimento das suas principais
caracteristicas (TUZUNER et al.,, 2011). Uma vez que, dependendo da
concentracdo utilizada, a incorporacdo de agentes antibacterianos em CIVs pode
afetar a sua micro-estrutura e resultar em alteragcdes nas suas propriedades
fisicas (DEEPALAKSHMI et al., 2010; MARTI et al., 2014b; BECCI et al., 2014).

Por esse motivo, alguns estudos foram realizados com o intuito de
avaliar as propriedades fisicas de CIVs restauradores contendo digluconato de
clorexidina em diferentes concentragfes (CASTILHO et al, 2013; DURSUN et al.,
2013; MARTI et al., 2014a; MARTI et al., 2014b).

A microdureza, a resisténcia a tracdo, o tempo de presa, a porosidade
e a resisténcia a compressado, de CIVs utilizados em tratamento restaurador

atraumatico (TRA) contendo digluconato de clorexidina nas concentracbes de
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0,5%, 1% e 2%, foram analisados e pbde-se observar que a atividade
antibacteriana foi aumentada e as propriedades fisicas do material mantiveram-se
inalteradas (MARTI et al., 2014a; MARTI et al., 2014b). A resisténcia de unido de
um CIV para forramento, com clorexidina nas concentracdes de 0,5% e 1%,
também né&o foi afetada (BECCI et al., 2013) bem como, as propriedades de
resisténcia a tragdo e a compressao, em um CIV com concentra¢cfes de até 2,5%
de gluconato de clorexidina (CASTILHO et al., 2013).

Com relacdo a adicdo de clorexidina aos cimentos ortodénticos, a
capacidade de retencéo, o local predominante de falha da banda, a quantidade de
cimento remanescente no dente apds a remoc¢do das bandas e o tempo de
sobrevivéncia de bandas cimentadas com um CIV contendo digluconato de
clorexidina a 10% foram comparadas a um CIV convencional, e verificou-se que o
CIV modificado por clorexidina pode ter desempenho clinico comparavel ao CIV
convencional para a cimentacédo de bandas ortodonticas (MILLET et al., 2005).

A analise da resisténcia a compressao, resisténcia a tracdo diametral e
microdureza sdo essenciais para verificacdo e comparacdo das propriedades
mecanicas de diferentes materiais dentarios. Além disso, sempre que possivel, é
interessante associar um teste, como resisténcia ao cisalhamento, para simular o
tratamento ortodontico e para verificar o desempenho de um material sob
condi¢cBes semelhantes ao ambiente bucal (FARRET et al., 2009).

As propriedades de microdureza, resisténcia a tracdo diametral,
compressédo e o cisalhamento de CIVs ortodonticos contendo digluconato de
clorexidina nas concentracdes de 10 e 18% também foram avaliadas e observou-
se que a adicdo de clorexidina ndo modificou negativamente as propriedades
fisicas dos cimentos (FARRET et. al, 2011a). No entanto, torna-se necessaria a
realizacdo de testes para a andlise da biocompatibilidade de CIV modificados por
digluconato de clorexidina utilizados para cimentacao ortodontica.

2.5 TESTES DE BIOCOMPATIBILIDADE

O fator mais importante que distingue um biomaterial de qualquer outro
material € a sua capacidade de ser inerte em contato com os tecidos do corpo
humano sem causar um grau inaceitavel de dano a esse organismo (WILLIAMS,

2008). A biocompatibilidade refere-se a capacidade de um biomaterial de
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executar a sua funcdo no que diz respeito a uma terapia odontologica, sem
provocar quaisquer efeitos indesejaveis, locais ou sistémicos, ao beneficiario da
terapia (GONCALVES et al., 2014).

Atualmente, varios testes in vitro de cultura de células podem ser
usados a fim de avaliar a citotoxicidade de materiais dentarios (GONCALVES et
al., 2014). Entretanto, os testes de citotoxicidade com base em células aplicadas
a superficie de biomateriais ativos séo limitados, uma vez que os dados de tais
estudos devem ser objeto de uma interpretacao cuidadosa (HATTON et al., 2006).
Isto nos alerta sobre a necessidade da correlacdo de testes laboratoriais in vitro
com os testes in vivo, a fim de fornecer uma anélise mais critica em relacédo a
biocompatibilidade (ZHOU et al., 2011; IZ et al., 2013).

Estudos em tecido subcutaneo de ratos tem sido o método mais
comumente utilizado para testes de avaliagdo da biocompatibilidade dos
biomateriais in vivo, esses animais sao muito utilizados pelo fato de serem
mamiferos de manuseio facil e seguro, além de possuirem um metabolismo mais
acelerado quando comparado a outros animais, 0 que permite obter resultados
relevantes em um curto periodo de tempo (GARCIA et al., 2010; SANTOS et al.,
2014). Embora essa metodologia nao reproduza com fidedignidade as condi¢cbes
bucais, ela fornece informacfes preliminares sobre as propriedades biolégicas
dos materiais (BOAVENTURA et al., 2012).

Devido ao seu amplo espectro de atividade contra micro-organismos
presentes na cavidade oral, o digluconato de clorexidina tem sido utilizado em
uma variedade de procedimentos odontolégicos, como tratamentos periodontais,
irrigacdo intracanal e limpeza de cavidade (LESSA et al., 2010; MONTEIRO et al.,
2011). No entanto, efeitos de toxicidade tém sido relacionados a clorexidina, em
cultura de células odontoblasticas (SOUZA et al., 2007; LESSA et al., 2010) e em
tecido subcutaneo de ratos (MONTEIRO et al., 2011).

Esse efeito toxico € constituido pela inducdo de morte celular
apoptotica e autofagica / necréticas e pela perturbacdo da funcdo mitocondrial,
aumento de Ca?' intracelular e estresse oxidativo (GIANNELLI et al., 2012). O
potencial citotoxico da clorexidina também pode ser relacionado a sua
concentracdo e ao tempo de exposicao do tecido (SOUZA et al.,, 2007). Uma
avaliacdo da biocompatibilidade de chips de clorexidina (utilizados em

tratamentos periodontais) implantados em tecido subcutaneo de ratos, mostrou
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gue os mesmos induziram uma intensa resposta inflamatdria aguda no tecido e,
portanto, ndo foram biocompativeis (MONTEIRO et al., 2011).

A adicdo de 1% de diacetato de clorexidina a um CIV restaurador
reduziu significativamente a viabilidade de fibroblastos L929 de camundongo (1Z
et al., 2013). Presume-se que isso ocorra devido a liberacao de clorexidina do CIV
para o meio de cultura de células. Porém, devido as limitacdes dos testes in vitro,
torna-se necessario realizar testes de biocompatibilidade in vivo de CIV contendo
clorexidina, de forma a complementar os dados encontrados nos testes de

citotoxicidade.

2.6 METODOS DE AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE

2.6.1 Avaliacdo da resposta inflamatdéria

A inflamacdo é uma resposta fisiopatologica decorrente de fatores
quimicos, fisicos ou biologicos; dentre estes, os biomateriais podem ser
considerados agentes quimicos capazes de desencadear reacdes inflamatérias e
imunoldgicas nos tecidos circunjacentes (IBRAGUIMOV et al., 2012).

No momento em que 0 agente quimico é detectado, algumas células
inflamatorias, denominadas neutrdfilos, migram para o tecido inflamado e através
de quimiocinas inflamatérias liberadas, emitem sinais para o recrutamento de
mondcitos para os tecidos circundantes e em direcdo a superficie dos
biomateriais (IBRAGUIMOV et al.,, 2012). Os mondcitos, ao migrarem pela
circulacao e extravasarem para o tecido, se diferenciam em macréfagos (MO) ou
em células dendriticas, 0s quais sdo responsaveis por potencializar a resposta
pré-inflamatéria (MURRAY et al.,, 2012). Os MO atuam na apresentacdo de
antigenos, fagocitose de restos celulares e recrutamento de outros tipos de
células, tais como fibroblastos (IBRAGUIMOQV et al., 2012).

Os macrofagos, individualmente, sdo capazes de fagocitar particulas
com um tamanho de até 5 um. Se o tamanho das particulas é maior, 0s
macrofagos se aglutinam para formar as ceélulas gigantes. Os macréfagos
desempenham também um papel critico na cicatrizacdo de feridas e na
regeneracao do tecido. A fagocitose de detritos da ferida, a liberacdo de enzimas

importantes para a reorganizagdo do tecido e de citocinas e fatores de
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crescimento, que induzem a migracdo e proliferacdo de fibroblastos, sé&o
mediados por macréfagos e constituem 0s passos iniciais para a regeneragao de
tecidos (FRANZ et al., 2011).

A analise da resposta inflamatéria nos testes de biocompatibilidade é
comumente realizada por métodos histoldgicos, nos quais uma reacao

inflamatdria mais intensa € observada na presenca de materiais irritantes ou
menos compativeis (BOAVENTURA et al., 2012).

2.6.2 Avaliacdo Imuno-histoquimica

A quantificacdo dos macrofagos recrutados é uma forma de avaliacdo
da intensidade da resposta inflamatoria decorrente da acdo dos biomateriais, uma
vez que essas reacdes sdo caracterizadas por um acumulo substancial de
fagocitos (ZHOU et al.,, 2011; IBRAGUIMOV et al., 2012). Porém, embora o0s
elevados niveis de macrofagos presentes na inflamacdo sejam tipicamente
observados através de analises histologicas, critérios quantitativos precisos
dificilmente podem ser definidos por esse método. (MANOLEA et al., 2009; ZHOU
et al., 2011).

A imuno-histoquimica é um método que se destaca pela possibilidade
de oferecer andlises quantitativas de estruturas identificaveis (MANOLEA et al.,
2009). Essa técnica € utilizada na busca de antigenos em células ou tecidos, que
vao desde aminoacidos e proteinas até agentes infecciosos e populacbes
especificas (MATOS et al., 2010). Esse método é uma ferramenta valiosa para a
identificacdo e visualizacdo de antigenos de tecidos na pesquisa biolégica e
diagnésticos clinicos, uma vez que ela pode caracterizar varios processos
biolégicos ou patolégicos, tais como cicatrizacdo de feridas, a resposta imune,
rejeicao de tecidos, e interagdes entre o tecido e o biomaterial (AIKAWA, 2011).

A imuno-histoquimica abrange muitos métodos usados para determinar
constituintes teciduais (os antigenos) com o emprego de anticorpos especificos.
Os métodos que utilizam enzimas como substancias propiciadoras da
visualizacdo do antigeno sdo os mais utilizados atualmente, pois permitem a
visualizagcdo em microscépio 6tico comum e possuem como principal vantagem a
visualizacdo da estrutura geral do tecido em simultdneo com a marcac¢ao imuno-
histoquimica. (MATOS et al., 2010).
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Reacgbes antigeno-anticorpo especificas podem localizar moléculas-
chave (por exemplo, citoquinas, enzimas, fatores de transcricdo) associadas com
cada processo dentro dos tecidos (AIKAWA, 2011). O antigeno CD68 é uma
glicoproteina com um peso molecular de 110kDa, expresso principalmente como
uma molécula intracitoplasmatica associado com granulos lisossomais. Por isso 0
anti-CD68 € considerado como um marcador seletivo para mondcitos e
macrofagos e, portanto, comumente utilizado em estudos de patologia humana
(MANOLEA et al.,, 2009). O anti-CD68 pode, assim, ser considerado um
importante indicador da intensidade da resposta inflamatéria decorrente de
biomateriais, uma vez que expressa fortemente os macréfagos presentes nesse
tipo de reacdo (YAMANAKA et al., 2011)

Estudos que avaliam a biocompatibilidade de materiais ortodénticos
através de técnica imuno-histoquimica ainda sdo escassos na literatura. Isso
demonstra a importdncia de uma andlise imuno-histoquimica da

biocompatibilidade de CIVs ortoddnticos contento digluconato de clorexidina.
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3 PROPOSICAO

Diante do exposto, este estudo se prop6s a realizar uma analise das
propriedades mecéanicas de microdureza, resisténcia a tracdo diametral,
resisténcia a compressao e resisténcia de unido ao cisalhamento, bem como as
caracteristicas de biocompatibilidade, através de analises morfolégica e imuno-
histoquimica, de CIVs ortodonticos com adicdo de digluconato de clorexidina nas
concentragbes de 10% e 18%, como forma de averiguacdo de uma possivel

utilizacdo desse material na clinica odontolégica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

A primeira etapa do estudo caracteriza-se como um estudo laboratorial
in vitro, consistindo em uma avaliacao das propriedades mecéanicas de resisténcia
a tracdo, compressao, cisalhamento e microdureza de cimentos ortodénticos
contendo solugdes de clorexidina nas concentracdes de 10% e 18%.

A segunda etapa caracteriza-se como um estudo laboratorial in vivo,
consistindo em uma avaliacgdo morfolégica e imuno-histoquimica da
biocompatibilidade de cimentos ortodénticos contendo soluc¢des de digluconato de
clorexidina nas concentracbes de 10% e 18% em tecido subcutaneo de ratos,

através de uma analise descritiva quantitativa e comparativa entre os grupos.

4.2 LOCAL DO ESTUDO

A avaliacdo das propriedades mecanicas de resisténcia a tracao,
compressao, cisalhamento e microdureza, foram realizadas no Laboratério de
Solidificacdo Réapida do Centro de Tecnologia da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB) e no Laboratorio Integrado de Biomateriais do Centro de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Jodo Pessoa — PB

O estudo in vivo foi realizado no biotério da Unidade Académica de
Ciéncias Bioldgicas (UACB) do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR) da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Patos-PB, onde foi realizada
a selecdo dos animais, a insercdo dos materiais no tecido subcutaneo, o
acompanhamento durante o periodo previamente estabelecido, a biopsia do
tecido a ser avaliado e o sacrificio dos ratos.

Os estudos morfolégico e imuno-histoquimico dos tecidos foram
realizados no Laboratorio de Histopatologia Oral do Programa de Pds-graduacéo
em Odontologia da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campina Grande —
PB.
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4.3 CONSIDERACOES ETICAS

O experimento animal foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa
Animal da Unidade Académica de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Campina Grande, UACB\UFCG, protocolo CEP/082011 (Anexo 2).

4.4 MANIPULACAO DOS CIMENTOS

Foram testados dois CIVs utilizados para cimentacdo de bandas
ortodonticas, Meron (VOCO, Cuxhaven, Alemanha) e Ketac Cem (3M/ESPE,
Seefeld, Alemanha). Para os grupos controles (M e KC) eles foram manipulados
segundo as instrucbes dos fabricantes (Quadro 1). Para 0s grupos testes,
solucbes de digluconato de clorexidina a 10% e 18% foram incorporadas ao
liguido dos cimentos durante a sua manipulacdo em uma propor¢ao de uma gota
do liquido (acido tartarico 10%) para uma gota da solucdo de clorexidina,
utilizando o mesmo bico dosador, posteriormente espatulado com o pé do cimento

para a obtencdo de um material sélido (FARRET et al., 2011b).

4.5POPULACAO E AMOSTRA

4.5.1 Grupos experimentais

Os cimentos foram distribuidos em seis grupos de acordo com as
concentracbes de digluconato de clorexidina utilizadas: Grupo M (Meron, com
acido tartarico a 10%), Grupo M10 (Meron, com adicdo de clorexidina a 10%),
Grupo M18 (Meron, com adicdo de clorexidina a 18%), Grupo KC (Ketac Cem,
com acido tartarico a 10%), Grupo KC10 (Ketac Cem, com adicdo de clorexidina a
10%), Grupo KC18 (Ketac Cem, com adigdo de clorexidina a 18%). Para os testes

de biocompatibilidade adicionou-se o Grupo C (Controle, tubo de polietileno).

4.5.2 Estudo das propriedades mecéanicas

Para as andlises das propriedades de resisténcia a tragcdo e a
compressao foram confeccionadas 60 amostras dos cimentos para cada um dos

testes. Para o teste de resisténcia de unido por cisalhamento foram utilizados 60

28



incisivos bovinos e para o ensaio de microdureza forma confeccionadas 30

amostras dos cimentos. As amostras foram distribuidas de acordo com os grupos

experimentais (n=10 para tracdo, compressdo e cisalhamento e n=5 para

microdureza) (Tabela 1).

Quadro 1 - Composicao dos materiais testados.

ClVs Composicao Fabricante Lote
Meron P6: Vidro de fluorsilicato de aluminio, | VOCO, 1123187
acido poliacrilico e pigmentos Cuxhaven,

. N o . Alemanha
Liquido: Solucao de acido tartarico a
10%

Ketac Cem | Po: Vidro de fluor silicato de caélcio, 3M/ESPE, 1322600597
aluminio e lantanio, eudragite, acido | Seefeld,
tartarico, acido sorbico, copolimero Alemanha
de &cido de acrilico e acido maleico,
acido benzéico e pigmentos.

Liquido: Solucao de acido tartarico a
10%

Clorexidina | Digluconato de Clorexidina 10%, Dilecta —

10% Agua destilada Farmacia de

manipulagéo
e homeopatia

Clorexidina | Digluconato de Clorexidina 18%, Dilecta —

18% Agua destilada Farmaécia de

manipulagéo

e homeopatia

Fonte: informacg@es do fabricante
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Tabela 1 - Distribuicdo das amostras dos testes de resisténcia a tragéao,

compressédo, microdureza e cisalhamento de acordo com os cimentos avaliados.

Grupos Tragcéo Compressédo  Cisalhamento Microdureza

M 10 10 10 5
M10 10 10 10 5
M18 10 10 10 5

KC 10 10 10 5
KC10 10 10 10 5
KC18 10 10 10 5

TOTAL 60 60 60 30

4.5.3 Estudo Laboratorial in vivo

A populagdo do estudo foi constituida de 84 ratos Wistar machos
adultos com peso entre 200 e 300g pertencentes ao Biotério da Unidade
Académica de Ciéncias da Saude e Tecnologia Rural da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG), Patos-PB.

Os 84 ratos selecionados foram distribuidos em sete grupos de acordo
com os CIVs e com as concentragOes de digluconato de clorexidina utilizadas:
Cada grupo foi constituido por 4 ratos para cada um dos periodos de
acompanhamento (7, 15 e 30 dias), ou seja, 12 ratos por grupo. Cada rato
recebeu dois implantes do material a ser analisado, tendo por resultado 24
amostras por grupo, totalizando 168 amostras de blocos parafinados para analise
(Tabela 2).

O estudo foi randomizado e duplo-cego, cada material foi direcionado
aos grupos I, I, Ill, IV, V, VI e VII, de forma que o examinador ndo tinha

conhecimento de quais materiais foram implantados em cada grupo.
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Tabela 2 - Distribuicdo das amostras do estudo clinico laboratorial de acordo com
0S materiais testados.

Grupos Quantidade de  TOTAL Amostras de TOTAL
ratos tecido
7 15 30 7 15 30
dias dias Dias dias dias dias

C 4 4 4 12 8 8 8 24
M 4 4 4 12 8 8 8 24
M10 4 4 4 12 8 8 8 24
M18 4 4 4 12 8 8 8 24
KC 4 4 4 12 8 8 8 24
KC10 4 4 4 12 8 8 8 24
KC18 4 4 4 12 8 8 8 24
TOTAL 28 28 28 84 56 56 56 168

4.5.4 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos no estudo de biocompatibilidade ratos machos Wistar
adultos com peso entre 200 e 300g pertencentes ao Biotério da Unidade
Académica de Ciéncias Bioldgicas do Centro de Saude e Tecnologia Rural
(CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Patos-PB. Foram
excluidos os ratos que ndo estavam no peso apropriado durante a insercédo dos
materiais ou que vieram a Obito durante os procedimentos ou acompanhamento
nos periodos pré-estabelecidos.

Os materiais biolégicos provenientes das bidpsias excisionais que nao
apresentaram quantidade ou qualidade suficiente para a realizagcdo da analise
morfologica e imuno-histoquimica também foram excluidos do estudo.

Para os testes de microdureza, resisténcia a tracdo diametral e
resisténcia a compressdo foram descartadas as amostras que apresentaram
imperfeicbes em sua superficie.

Para o teste de cisalhamento foram excluidos os dentes que

apresentaram fraturas, sulcos profundos e manchas na superficie do esmalte.
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4.6 TESTE DE RESISTENCIA A TRACAO DIAMETRAL E DE
RESISTENCIA A COMPRESSAO

Um total de 60 espécimes foi utilizado para cada um dos testes, sendo
10 para cada grupo. Para os testes de tragdo diametral (TD) e de resisténcia a
compressdo (RC) as amostras de cada material foram preparadas através da
insercdo do material em moldes de silicona (4 mm de diametro x 2 mm de altura
para TD, e 4 mm de didmetro x 8 mm altura para RC). Apds a insercdo do
material, uma tira de poliéster foi colocada sobre a superficie superior e uma
placa de vidro foi pressionada manualmente para se obter uma superficie regular
do espécime. Depois de 5 minutos (tempo de presa inicial), as amostras foram
armazenadas a 37 °C em umidade relativa por 24 horas. Antes dos ensaios
mecanicos, todos os espécimes foram checados quanto a medida com um
paquimetro digital (Mitutoyo Corp, Aurora, IL) (FARRET et al., 2011a).

Os ensaios mecanicos foram realizados em uma maquina universal de
ensaios modelo AG-IC (Shimadzu - Kyoto, Japao) com velocidade de 0,5 mm/min
(Figura 1). A carga foi aplicada ao longo do didmetro da amostra e a forga maxima
antes da ruptura foi registrada. Em seguida, as equagOes subsequentes foram
aplicadas a cada amostra para se obter os resultados dos testes de TD e RC
sendo, TD=2F/midt e RC=4F/mrd?, em que F é a carga de ruptura (N), d é o

didmetro (mm) e t a altura (mm) dos espécimes (FARRET et al., 2011a).

Figura 1 — Ensaios de resisténcia a tracao diametral e & compressao

32



4.7 ANALISE DE MICRODUREZA

Para os testes de microdureza cinco amostras de cada cimento
avaliado foram preparadas através da insercdo do material em moldes cilindricos
de silicona (4 mm de diametro x 2 mm de altura), seguidos dos mesmos
procedimentos para a manipulagcdo, inser¢cao e tempo de presa anteriormente
descritos. As medicGes de microdureza Vickers foram realizadas utilizando-se um
microdurébmetro HMV® (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) com 200g de carga
ao longo de 15 s (Figura 2). Em cada amostra, foram realizados trés indentacdes
e, por conseguinte, foram obtidas 15 medi¢des para cada grupo (FARRET et al.,
2011a).

Figura 2 — Ensaio de Microdureza Vickers

4.8 TESTE DE RESISTENCIA AO CISALHAMENTO

Para o teste de cisalhamento foram utilizados 60 incisivos bovinos, que
foram mantidos em solugcdo de timol a 0,1% até o momento do experimento.
Foram confeccionadas matrizes cilindricas utilizando tubos de PVC (25 x 20 mm).
Os dentes foram incluidos verticalmente nas matrizes com resina acrilica
(VIPIFlash, Pirassununga, Brasil), de tal forma que apenas suas coroas ficaram
expostas (PITHON et al., 2011).

Na inclusdo, as superficies vestibulares dessas coroas foram
posicionadas perpendicularmente a base do troquel com o auxilio de esquadro de
vidro em angulo de 90°, visando possibilitar correto ensaio mecéanico. Apés a

polimerizacdo da resina, as superficies vestibulares foram polidas com taca de
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borracha (Viking, KG Sorensen, Barueri, Brasil), e pedra-pomes (S.S. White, Juiz
de Fora, Brasil) em baixa rotagéo por 10 segundos, lavadas e secas, pelo mesmo
tempo, e distribuidas igualmente entre os diferentes grupos (PITHON et al., 2011).

Matrizes metalicas (hn = 60) para bandas ortodonticas (Morelli,
Sorocaba, SP, Brasil), com 4 mm de altura x 5 mm de largura, foram cortadas, e
braguétes metalicos (Morelli, Sorocaba, SP, Brasil) foram soldados sobre elas. Os
ClIVs foram manipulados e cada matriz foi cimentada no centro da superficie da
coroa. Apd6s 5 min de tempo de presa inicial, as amostras foram armazenadas a
37 °C em umidade relativa durante 24 horas (FARRET et al., 2011a).

Os testes de resisténcia ao cisalhamento foram realizados em uma
maquina universal de ensaios modelo AG-IC (Shimadzu - Kyoto, Jap&o) usando
uma ponta em forma de cinzel a uma velocidade de 0,5 mm/min. Os resultados de
resisténcia ao cisalhamento foram obtidos em Kgf, transformados em N e
divididos pela area da base do braquete, fornecendo resultados em Mpa.

ApoOs a realizacdo do ensaio, a superficie vestibular de cada corpo de
prova foi avaliada em lupa estereoscoépica (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) com
aumento de 8 vezes, para ser quantificado o indice de Remanescente do Adesivo
(IRA): 0 = nenhuma quantidade de cimento aderido ao esmalte; 1 = menos de
metade do cimento aderido ao esmalte; 2 = mais de metade do cimento aderido

ao esmalte; 3 = todo o cimento aderido ao esmalte (PITHON et al. 2011).

4.9 ESTUDO LABORATORIAL IN VIVO

Os ratos foram anestesiados utilizando injecdo intraperitonial de
tiopental sédico (50 mg/kg) (Cristalia, Campinas, Sao Paulo, Brasil). Foi realizada
tricotomia da regido dorsal de cada animal com laminas de barbear para
eliminac&o dos pélos (4 x 4 cm). Para anti-sepsia do campo operatorio foi utilizado
digluconato de clorexidina a 4% e para anestesia local foi utilizada Lidocaina com
vasoconstritor. Na linha média, equidistante da inser¢cdo da cauda e da cabeca do
animal, foram realizadas duas incisbes de aproximadamente 8 mm de
comprimento utilizando lamina de bisturi n° 15 adaptada a um cabo de bisturi
(SANTOS et al., 2014).

Com o auxilio de uma tesoura de ponta romba, o tecido subcutaneo foi

divulsionado lateralmente promovendo uma tunelizagdo no sentido lateral,
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formando uma loja cirargica, com aproximadamente 18 mm de profundidade cada
uma. Cada rato recebeu dois implantes de tubo de polietiieno (0,8 cm de
comprimento e 0,5 cm de diametro interno; previamente mantidos em alcool 70%
por 120 minutos, lavados com agua deionizada e finalmente autoclavados a
temperatura de 110° C por 20 minutos) que foram utilizados como veiculos de
inoculacao dos materiais testados (SANTOS et al., 2014).

Os CIVs foram introduzidos nas aberturas das extremidades de tubo de
polietileno, com auxilio de seringa (Centrix, Connecticut, USA). Para grupo
controle, foram utilizados tubos de polietileno vazios que correspondem ao trauma
induzido e possivel contaminagdo dos mesmos (SANTOS et al., 2014).

Apoés o implante dos materiais, as lojas cirdrgicas foram suturadas com
fio de sutura agulhado 4.0 (Ethicon, Jonhson&Jonhson, S&o José dos Campos,
Séao Paulo, Brasil) e em seguida os animais receberam injecdo de 0,2 ml de
pentabidtico veterindrio via intramuscular (Wyeth Laboratory, New York, NY,
EUA), e uma injecdo de dipirona sddica (0,3 ml/100g, Novalgina, Sdo Paulo, SP,
Brasil). Todos os procedimentos do presente estudo foram realizados em
conformidade com o guia Canadian Council on Animal Care (1981). Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais a uma temperatura variando de 22°C a
26°C sob um ciclo de luz claro-escuro de 12 horas, sob condi¢cdes adequadas,
com racao apropriada e agua ad libitum.

Apés 7, 15 e 30 dias, os animais foram anestesiados para obtencao
das bidpsias excisionais das areas dos implantes, abrangendo tecido normal
circundante suficiente. Posteriormente os animais foram sacrificados pela técnica
do deslocamento cervical apds sedacdo com tiopental sodico (50 mg/kg)
(Cristalia, Campinas, Séo Paulo, Brasil) (SANTOS et al., 2014).

4.10 ESTUDO MORFOLOGICO

Os espécimes, fixados em formol a 10% e emblocados em parafina,
foram submetidos a cortes de 5 ym de espessura, os quais foram estendidos em
laminas de vidro e preparados através da coloracao de rotina em Hematoxilina e
Eosina (HE) e posteriormente avaliados em um microscopio optico Leica DM500®
(Leica Microsystems VertriebGmbH, Wetzlar, DE), em aumentos de 100x, 400x e

1000x. Foram avaliados o0s seguintes parametros histopatoldgicos: infiltrado
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inflamatério, edema, necrose, tecido de granulagdo, células gigantes
multinucleares, fibroblastos jovens e fibras colagenas, e pontuados com os
seguintes escores: 1 - ausente (quando ausente no tecido), 2 - escasso (quando
pouco presente, ou em grupos muito pequenos), 3 - moderado (quando
densamente presente, ou em alguns grupos) e 4 - intenso (quando encontrado em
todo o campo, ou presentes em grande numero, configurando alta gravidade).
Para cada amostra do estudo, foram analisadas cinco secc¢des representativas da
condicdo histolégica do tecido, quando todas as cinco secBes de tecido
demonstraram a mesma condi¢cdo histoldgica, as pontuacbes 1, ausente; 2,
escassos; 3, moderado; e 4, intenso representam: 1, ausente (5,00); 2, escasso
(10,00); 3, moderada (15,00); e 4, intensa (20,00). (GARCIA et al., 2010; SANTOS
et al.,, 2014). A avaliacdo histopatologica foi procedida por um Unico avaliador

previamente treinado e calibrado para esse fim (kappa = 0.8).

4.11 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

4.11.1 Método Imuno-histoquimico

Os espécimes, fixados em formol a 10% e emblocados em parafina,
foram submetidos a cortes de 3 ym de espessura, os quais foram estendidos em
laminas de vidro devidamente limpas, desengorduradas e  previamente
preparadas com adesivo a base de organosilano (3-aminopropyltriethoxi-silano,
Sigma ChemicalCo, St Louis, MO, USA), conforme protocolo do Laboratério de
Histopatologia Oral do Programa de Pés-graduacdo em Odontologia da UEPB.

Posteriormente, o material foi submetido ao método da
imunoperoxidase pela técnica da estreptoavidina-biotina (LSAB + System HRP,
Dako North America Inc, Carpinteria, CA, USA).

As laminas passaram por um processo de desparafinizagdo em xilol,
re-hidratacdo em cadeia descendente de etandis, remo¢cdo de pigmentos
formolicos com hidréoxido de amdnia a 10%, recuperagcao antigénica (Tabela 3) e
duas incubacdes em solucdo de peroxido de hidrogénio 3% 10 volumes para o
bloqueio da peroxidase enddégena tecidual. Logo apds, os cortes foram
submetidos ao anticorpo monoclonal CD68 (Tabela 3), seguido de incubacdes

com o anticorpo secundario e com o complexo estreptoavidina-HRP. Entre as
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incubacdes, foram realizadas duas passagens em solucao de Tween 20 a 1% em
TRIS-HCL. Por dltimo, foi realizada a revelagdo da reacdo com solucéo
cromogena de 3,3-diaminobenzidina, a contra-coloracdo com hematoxilina de
Mayer, a desidratacdo em cadeia de etandis, trés passagens em xilol e a
montagem das laminas em resina (Anexo 1). Assim, a imunorreatividade foi
verificada pela coloracdo acastanhada das células marcadas.

Como controle positivo para o anticorpo CD68 foram utilizados
espécimes de tecido subcutdaneo de ratos livres da insercdo de material
ortoddntico. O controle negativo consistiu na substituicdo do anticorpo primério

por albumina de soro bovino (BSA) a 1% em solugao tampé&o.

Tabela 3 - Especificidade, clone, fabricante, diluicdo, recuperacdo antigénica e

tempo de incubag&o dos anticorpos primarios utilizados no estudo.

Especificidade Clone Fabricante Diluicdo Recuperacao Incubacao
Antigénica
cDe68 ED1 Advance 1:1500 Citrato, 60 min
pH 6, 95°,
30 min

4.11.2 Analise Imuno-histoquimica

Apds o0 processamento dos cortes histolégicos e tratamento
imunohistoquimico, cada espécime foi analisada, sob microscopia de luz por um
avaliador previamente treinado e calibrado.

A analise foi do tipo quantitativa. Sob aumento de 100x foram
selecionados 10 campos de maior imunorreatividade ao anticorpo CD68. Sob
aumento de 400x, cada um destes campos foi fotomicrografado (Leica DM500®,
Leica Microsystems VertriebGmbH, Wetzlar, DE) e as imagens obtidas (n=10)
foram transferidas para um computador de uso pessoal. Com o auxilio do
programa ImageJ® (Imaging Processingand Analysis in Java, National Insitute of
Menthal Health, Bethesda, Maryland, USA), em cada um destes campos foi
realizada a contagem das células CD68+ (macrofagos e células gigantes). Os

valores obtidos em cada um destes campos foram somados, estabelecendo-se 0
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namero total de células CD68+, e posteriormente, com este ultimo dado, foi
calculada a média para cada caso.

4.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram organizados em um banco de dados com
o auxilio do programa Microsoft Excel, versao 2010 e em seguida exportado para
0 programa Statistical Package for the Social Sciences (versédo 17.0, SPSS, Inc.,
Chicago, IL, USA), no qual foram realizadas as andlises estatisticas, tomando
como base os niveis de significancia de 95% (P<0,05) para determinacdo de
significancia estatistica.

Para os testes de resisténcia a tracdo diametral, resisténcia a
compressdo, microdureza e cisalhamento foi realizada a analise de distribuicdo
dos dados através do teste de Kolmogorov-Smirnov, logo apdés utilizou-se analise
de variancia one-way com teste de comparacdo multipla de Tukey, para analise
dos dados (P<0,05). Enquanto que, para a andlise dos resultados do IRA e dos
estudos morfolégico e imuno-histoquimico foi utilizado o teste ndo paramétrico de

Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparacdo multipla de Dunn (P<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 TESTE DE RESISTENCIA A TRACAO DIAMETRAL

O teste de resisténcia a tracdo diametral demonstrou diferenca
estatisticamente significante entre todos os grupos do cimento Meron (P= 0,001).
Para o cimento Ketac Cem, houve diferenca estatisticamente significante entre o
Grupo KC18 com os Grupos KC e KC10 (P=0,001) (Tabela 4).

Tabela 4 - Média, desvio padrao (DP), e analise de variancia one-way com teste
de comparacdo mdultipla de Tukey entre os grupos para o teste de resisténcia a
tracéo diametral.

Grupos N Média (MPa) DP
Meron
M 10 17,16* 2,64
M10 10 13,07° 1,53
M18 10 5,46 1,11
P* 0,001
Ketac Cem
KC 10 9,65 1,96
KC10 10 11,79* 2,64
KC18 10 5,018 1,55
= 0,001

*Valores seguidos por letras diferentes, expressam diferenca estatisticamente significante
(P<0,05).

5.2 TESTE DE RESISTENCIA A COMPRESSAO

A resisténcia a compressao demonstrou diferenca estatisticamente
significante entre todos os grupos do cimento Meron (P=0,001). Para o cimento
Ketac, houve diferenca estatisticamente significante entre o Grupo KC com os
Grupos KC10 e KC18 (P=0,001) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Média, desvio padréo (DP), e analise de variancia one-way com teste

de comparacdo multipla de Tukey entre 0os grupos para o teste de resisténcia a

compressao
Grupos N Média (MPa) DP
Meron
M 10 28,56" 6,46
M10 10 11,05° 2,33
M18 10 16,478 2,54
P* 0,001
Ketac Cem
KC 10 22,50" 4,22
KC10 10 13,848 2,95
KC18 10 11,808 3,72
= 0,001

* Valores seguidos por letras diferentes, expressam diferenca estatisticamente significante
(P<0,05).

5.3 ANALISE DA MICRODUREZA

O teste de microdureza nao demonstrou diferenca estatisticamente
significante entre os Grupos do cimento Meron (P=0,858) e entre os Grupos do
cimento Ketac Cem (P=0,427), apés a adi¢do de clorexidina (Tabela 6).

Tabela 6 - Média, desvio padrdo (DP), e andlise de variancia one-way com teste

de comparacao multipla de Tukey entre 0os grupos para o teste de microdureza.

* Nao houve diferenca estatisticamente significante entre grupos (P>0,05).

Grupos N Média HV DP
Meron
M 10 100,79 11,22
M10 10 89,11 19,48
M18 10 93,52 16.04
p* 0,858
Ketac Cem
KC 10 90,00 9,99
KC10 10 80,70 18,61
KC18 10 92,04 11,26
p* 0,427

A unidade de medida é a microdureza de Vickers (VHN).
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5.4 TESTE DE RESISTENCIA AO CISALHAMENTO

A resisténcia ao cisalhamento ndo demonstrou diferenca
estatisticamente significante entre os grupos do cimento Meron (P= 0.385), apés a
adicdo de clorexidina. Para o cimento Ketac, houve diferenga estatisticamente
significante entre o Grupo KC com os Grupos KC10 e KC18 (P=0,001),
demonstrando um aumento na resisténcia ao cisalhamento nos cimentos com
adicdo de clorexidina. Na comparacdo entre marcas diferentes de CIV para a
mesma concentracdo de solucdo utilizada, houve diferenca significativa apenas
entre os Grupos M e KC (P=0,032) (Tabela 7).

Tabela 7 - Meédia e desvio padrdo (DP) dos valores de resisténcia ao

cisalhamento, expressos em MPa.

Grupos” N Meron Ketac Cem pP*
Média (DP)

Controle 10  0,37(0,17)® 0,23(0,08)"" 0,032
10% 10 0,47 (0,22) 0,41 (0,14)° 0,985
18% 10 0,49 (0,21) 0,56 (0,18)° 0,446
p* 0,385 0,001

# Controle (Solugéo de acido tartérico a 10%), 10% (adicao de digluconato de clorexidina a 10%),
18% (adicdo de digluconato de clorexidina a 10%). * Valores médios seguidos por letras
diferentes, expressam diferenca estatisticamente significante (P<0.05). A, B (em colunas,
comparacao entre grupos para a mesma marca de CIV) de acordo com ANOVA one-way, seguida
pela Teste de compara¢des multiplas de Tukey. a, b (em linhas, comparagéo entre as marcas de
CIV para cada concentracao de solucdo utilizada) de acordo com Teste T ndo-pareado.

O indice de remanescente adesivo demonstrou que mais da metade do
adesivo remanescente ou todo o0 adesivo remanescente permaneceu na
superficie dentaria ap6s a remocdo do espécime. O IRA ndo demonstrou
diferenca significante entre os Grupos do cimento Meron (P=0,979) e entre os
Grupos do cimento Ketac Cem (P=0,092), apés a adicao de clorexidina (Tabela
8).
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Tabela 8 - Pontuacdes do IRA e valores médios apresentados pelos grupos®®

Pontuacdes IRA Média
Grupos 0 1 2 3

M 0 0 4 6 2,6
M10 0 1 3 6 2,5
M18 0 0 4 6 2,6

P valor - — —— - 0,979
KC 0 1 3 6 2,5
KC10 0 0 0 10 3,0
KC18 0 0 3 7 2,7

P valor ———- —— —— - 0,092

a 0, nenhum adesivo remanescente; 1, menos da metade do adesivo remanescente; 2, mais da
metade do adesivo remanescente; 3, todo o adesivo remanescente.
b IRA indica indice Remanescente de Adesivo. * Teste de Kruskal-Wallis e Dunn (P<0,05)

5.5 ESTUDO MORFOLOGICO

No periodo inicial, um intenso infiltrado inflamatério foi demonstrado
principalmente nos Grupos M18 e KC18, com diferenga estatisticamente
significante entre o Grupo Controle e o Grupo KC18 nos periodos de tempo de 7
(P=0,013) e 15 (P=0,032) dias (Tabela 9). A intensidade do infiltrado inflamatorio
demonstrou ser inversamente proporcional aos tempos experimentais (Figuras 3A
e 9C).

Alteracdes circulatérias (edema) e degeneracdo do tecido (necrose)
nao foram expressivas e ndo demonstraram diferenca estatistica entre os grupos
avaliados (P>0,05) (Tabela 9) (Figuras 5A, 6A e 9A). O tecido de granulacdo
mostrou-se densamente presente no Grupo M18 com diferenga significativa em
relacdo ao Grupo controle (P=0,029), no periodo de tempo de 7 dias (Tabela 9)
(Figura 8A). Células gigantes multinucleadas também se mostraram mais
presentes no Grupo M18, com diferenca estatistica com o Grupo Controle no
periodo de tempo de 7 dias (P=0,013) (Tabela 9) (Figuras 3B e 8B).

Nos eventos de reparacéo tecidual, o Grupo KC18 demonstrou uma
menor quantidade de fibroblatos jovens (P=0,031) e fibras coldgenas (P=0,044)
no periodo de tempo de 7 dias (Tabela 9) (Figuras 5B e 5C). As quantidades de
fibroblastos jovens e fibras colagenas aumentaram ao longo dos periodos
experimentais, sem diferenca estatisticamente significante (P>0.05) (Tabela 9)
(Figuras 3C, 4B, 4C, 6C, 7B, 7C, 8C, 9A, 9B e 9C)
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Tabela 9 - Média dos escores atribuidos aos cimentos, apds os intervalos de
tempo de 7, 15 e 30 dias, para as sete condi¢des avaliadas

Grupos P
M M10 M18 KC KC10 KC18 C
Infiltrado Inflamatério

7 dias 13,75"® 13,75"® 15,00"° 1250 13,75"® 18,75" 10,00° 0,013
15dias 10,00"® 10,00"® 11,25*® 10,00 11,25"® 13,75* 7,50°® 0,032
30dias 10,00 11,25 11,25 10,00 10,00 10,00 7,50 0,119

Edema

7dias 5,00 5,00 6,25 6,25 5,00 5,00 5,00 0,519
15dias 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 1,000
30dias 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 1,000
Necrose

7dias 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 6,25 5,00 0,423
15dias 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 1,000
30dias 500 5,00 5,00 5,00 5,00 500 5,00 1,000

Tecido de Granulacao

7dias  13,75"® 16,25"° 18,75* 13,75"® 16,25"® 16,25"® 11,25° 0,029
15 dias 8,75 10,00 12,50 8,75 10,00 10,00 7,50 0,099
30dias 6,25 7,50 7,50 7,50 8,75 8,75 6,25 0,696

Células Gigantes

7dias  7,50"°®  10,00"® 12,50" 7,50"®  8,75"® 10,00"® 5,00° 0,013
15 dias 6,25 7.50 7.50 6,25 6,25 6,25 500 0,760
30 dias 5,00 5,00 6,25 5,00 6,25 6,25 500 0,633

Fibrobrastos Jovens

7dias  13,75"® 12,50"°® 10,00 12,50"® 11,25"® 8,75 15,00° 0,031

15 dias 15,00 13,75 13,75 15,00 13,75 12,50 16,25 0,324
30dias 11,25 13,75 15,00 11,25 11,25 12,50 10,00 0,081
Colageno

7dias  12,50"®* 12,50"® 10,00"®  11,25"® 11,25*® 8,75 15,00° 0,044
15 dias 16,25 15,00 13,75 16,25 16,25 15,00 18,75 0,107
30dias 18,75 17,50 17,50 20,00 18,75 18,75 20,00 0,525

P= Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparagées multiplas de Dunn. *
B Médias seguidas por letras Unicas iguais ndo expressam diferenga estatisticamente significante
(P>0,05). *® Médias seguidas por letras diferentes expressam diferenca estatisticamente significante
(P<0,05).
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Figura 3: Fotomicrografias das amostras do Grupo KC A) 7 dias apés
implanta¢do, numerosas células inflamatorias crénicas ao redor de material
exégeno (setas) (HE, 100X aumento, escala: 200um). B) 15 dias apos
implantacdo: Células gigantes multinucleadas ao redor de material exdégeno
(circulos) (HE, 400X aumento, escala: 50um). C) 30 dias apds implantacao:
Espessa camada de fibras coldgenas dispostas em feixes paralelos em meio a
escassos fibroblastos jovens (HE, 400X aumento, escala: 50um).

Figura 4: Fotomicrografias das amostras do Grupo KC10 A) 7 dias apés
implantacéo Cavidade envolta por moderado infiltrado inflamatorio crénico, reagéo
de granulacdo, intensa vascularizacdo (*) e reagdo de células gigantes
multinucleadas (+). (HE, 100X aumento, escala: 200um). B) 15 dias apds
implantagéo: Presenca de fibras colagenas dispostas em feixes paralelos e
fibroblastos jovens ovéides (setas) (HE, 400X aumento, escala: 50um). C) 30
dias apos implantacdo: Cavidade envolta por espessa camada de fibras
colagenas (setas) (HE, 400X aumento, escala: 50um).
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Figura 5: Fotomicrografias das amostras do Grupo KC18 A) 7 dias apos
implantacéo: intensa vascularizacdo com vasos sanguineos diminutos, estando
alguns destes congestos (*) (HE, 400X aumento, escala: 50um). B) 15 dias apo6s
implantacdo: Cavidade envolta por uma espessa camada exibindo fibras
colagenas, fibroblastos jovens e moderado infiltrado inflamatorio cronico (setas)
(HE, 100X aumento, escala: 200um). C) 30 dias apos implantacdo: Espessa
camada de fibras coldgenas (setas) (HE, 100X aumento, escala: 200um).

Figura 6: Fotomicrografias das amostras do Grupo M. A) 7 dias apoés
implantacéo: infiltrado inflamatério crénico e vascularizagdo, numerosos vasos
sanguineos, estando a maioria congestos (*)(HE, 100X aumento, escala: 200um).
B) 15 dias apds implantacdo: Presenca de delicadas fibras colagenas dispostas
em feixes paralelos e escassos fibroblastos ovoides (setas) (HE, 400X aumento,
escala: 50um). C) 30 dias ap6s implantacdo: Cavidade envolta por intensa
colagenizagéo (setas) (HE, 100X aumento, escala: 200um).
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Figura 7: Fotomicrografias das amostras do Grupo M10. A) 7 dias apés
implanta¢do: numerosos e diminutos vasos sanguineos, fibroblastos jovens e
moderado infiltrado inflamatério crénico (*)(HE, 100X aumento, escala: 200um).
B) 15 dias apos implantacdo: fibras colagenas dispostas em feixes paralelos e
quantidade leve de fibroblastos ovoides (setas) (HE, 400X aumento, escala:
50um). C) 30 dias apo6s implantacdo: Delgada camada de fibras colagenas
dispostas em feixes paralelos (setas) (HE, 100X aumento, escala: 200pum).

Figura 8: Fotomicrografias das amostras do Grupo M18 A) 7 dias apoés
implantacéo: area de inflamagédo adjacente a cavidade (HE, 100X aumento,
escala: 200um). B) 15 dias apo6s implantacdo: célula gigante multinucleada
envolvendo material exégeno (HE, 400X aumento, escala: 50um). C) 30 dias
apos implantacdo: Cavidade envolta por espessa camada de fibras colagenas em
meio a um leve infiltrado inflamatério crénico (HE, 100X aumento, escala:

200pm).
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Figura 9: Fotomicrografias das amostras do Grupo C. A) 7 dias apds
implantacéo: vascularizacdo com vasos congestos e de tamanhos variados, em
meio a proliferacdo de fibroblastos jovens ovoides (setas) (HE, 400X aumento,
escala: 50um). B) 15 dias apos implantacdo: evidenciando numerosas fibras
colagenas dispostas em feixes paralelos envolvendo a cavidade (setas)(HE, 400X
aumento, escala: 50um). C) 30 dias apos implantacéo: fibras colagenas dispostas
ora em feixes paralelos ora em feixes variados, envolvendo a &rea da cavidade
(setas) (HE, 400X aumento, escala: 50um).

5.6 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

Na analise imuno-histoquimica da quantidade de células gigantes
multinucleadas, houve diferenca estatisticamente significante entre o Grupo M18
com os Grupos Controle, M10 e KC (P=0,001) no tempo de 7 dias. No periodo de
tempo de 30 dias houve diferenca significante entre o Grupo KC18 com 0s outros
Grupos avaliados (P= 0,001). Macro6fagos foram mais expressivos no periodo de
tempo de 7 dias nos Grupos M18 e KC18, com diferenca significante com os
Grupos M, M10, KC, KC10 e Controle (P= 0,001) (Figuras — 10A-C e 11A-B). No
tempo de 15 dias, a quantidade de macréfagos foram menos expressivos nos
Grupos M e Controle que diferiram estatisticamente do Grupo KC (P= 0,001)
(Figuras 10B). Com 30 dias, houve diferencga estatistica entre o Grupo Controle
com os Grupos KC10 e KC18 (P=0,001) que demonstraram maior quantidade de
macrofagos (Figuras 10C e 12A-B) (Tabela 10).
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Tabela 10 - Analise imuno-histoquimica da quantidade de células gigantes
multinucleadas e macréfagos, apos os intervalos de tempo de 7, 15 e 30 dias do

contato de diferentes cimentos ortoddnticos no tecido subcutaneo.

Grupos
M M10 M18 KC KC10 KC18 C P
Células Gigantes

7 dias 1,00 0,000 2,006 0,008 1,000 1,00 0,00® 0,001
15dias 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,000
30 dias  0,00" 0,008 0,000 0,00 0,000 1,006 0,00% 0,001

Macrofagos

7 dias 101,35"® 98,22"® 108,60" 87,75"° 86,07"® 124,50" 20,2° 0,001
15 dias  41,40* 83,17"® 77,77"® 87,10%® 71,27"® 75,05*® 136" 0,001
30dias 52,17"® 80,30"® 78,00"® 72,26"® 91,70 91,17* 10,6% 0,001

Estes valores representam a quantidade média das células encontradas nas dez seccgles
histolégicas representativas do tecido avaliado (n=10, por grupo). Médias seguidas por letras
diferentes expressam diferenca estatisticamente significativa (P < .05) com base no teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparacédo multipla de Dunn.

Figura 10: Fotomicrografias das amostras imuno-hitoquimicas do Grupo C A) 7
dias apds implantacdo: auséncia de imunoreatividade ao CD68 para macréfagos
e células gigantes (IH, 100X aumento, escala: 200um). B) 15 dias apos
implantacéo: baixa imunoreatividade ao CD68 para macréfagos e células gigantes
(IH, 400X aumento, escala: 50um). C) 30 dias apo0s implantacdo: baixa
imunoreatividade ao CD68 para macrofagos e células gigantes (IH, 400X
aumento, escala: 50um).
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Figura 11: Fotomicrografias das amostras imuno-hitoquimicas. A) 7 dias apds
implantacdo, Grupo M18: intensa imunoreatividade ao CD68 para macréfagos e
Células gigantes (IH, 400X aumento, escala: 50um). B) 7 dias apos implantacgéo,
Grupo KC18: intensa imunoreatividade mostrando numerosos macréfagos
positivos para o CD68 (IH, 400X aumento, escala: 50um). C) 15 dias apés
implantacdo, Grupo KC: imunoreatividade mostrando numerosos macréfagos
positivos para o CD68 (IH, 400X aumento, escala: 50um).

Figura 12: Fotomicrografias das amostras imuno-hitoquimicas A) 30 dias apds
implantacdo, Grupo KC10: imunoreatividade mostrando macréfagos positivos
para o CD68 nas regibes externas da cavidade (IH, 100X aumento, escala:
200um). B) 30 dias apds implantacdo, Grupo KC18: imunoreatividade ao CD68
para macrofagos e Células gigantes (IH, 100X aumento, escala: 200um).
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6 DISCUSSAO

Atualmente, pesquisadores propuseram a adicao de digluconato e de
diacetato de clorexidina em CIVs, restauradores e de cimentagéo, com a intencao
de melhorar o controle do biofilme adjacente a esse material (FRENCKEN et al.,
2007; HOSZEK & ERICSON, 2008; FARRET et al.,, 2011a; TUZUNER et al.,
2011; DU et al., 2012; HUANG et al., 2012; LEWINSTEIN et al., 2012; CASTILHO
et al., 2013; KORKMAZ et al., 2013; MARTI et al., 2014a). No entanto, a incluséao
de clorexidina em CIVs para a cimentacdo de bandas é ainda muito pouco
explorada e pouco se sabe sobre os efeitos que esta modificacdo na composicao
do material poderia causar sobre as propriedades mecanicas e bioldgicas destes
materiais (FARRET et al., 2009). Por ser um material de facil acesso e passivel de
ser utilizado na clinica ortodéntica, optou-se pelo digluconato de clorexidina para
a inclusao no liquido dos CIVs.

Como a solucédo de clorexidina € adicionada ao liquido do cimento em
propor¢cdes iguais durante a sua manipulagéo, a concentracédo da clorexidina cai
pela metade, porém, apls a espatulacdo com o p6é do cimento, o volume total
também cai pela metade em relacdo ao volume inicial do pd, portanto a
concentracdo de clorexidina dobra, voltando a sua concentracao inicial.

Concentracdes abaixo de 5% de clorexidina no liquido dos cimentos
(clorexidina + &cido tartarico), sdo consideradas muito baixas para se obter um
maior controle bacteriano. Sugere-se entado, a utilizacdo de uma solugcdo com um
minimo de 10% de clorexidina e acido tartarico a 10% para que o liquido utilizado
na manipulagdo do cimento contenha uma concentracdo final de 5% de
clorexidina (FARRET et al., 2011b). Por esse motivo uma solugdo com
concentracdo de 10% de clorexidina foi escolhida para a manipulacdo dos
cimentos.

Um aumento do efeito antibacteriano € observado em concentracdes
maiores de clorexidina (HOSZEK & ERICSON, 2008). Porém, ndo é possivel
utilizar concentracdes acima de 18% pois 0 reagente apresenta-se em estado
liguido com concentracdo maxima de 18% (FARRET et al.,, 2011a). Assim, a
concentracdo de 18% de clorexidina também foi escolhida para a manipulacdo

dos cimentos.
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Foram propostos diferentes testes para avaliar as propriedades
mecanicas dos materiais. A resisténcia a tracdo diametral e a resisténcia a
compressdo sao utilizados para verificar a capacidade do material de resistir a
aplicacdo de forcas em diferentes sentidos, como nas forcas provenientes da
mastigacdo. A avaliacdo da microdureza é importante para prever a capacidade
de um material de resistir a desgastes superficiais gerados por abrasdo (FARRET
et al., 2009).

No presente estudo, os testes de tracdo diametral e resisténcia a
compresséo apresentaram uma diminui¢cdo significativa na resisténcia mecéanica
do cimento Meron com adicdo de digluconato de clorexidina, no qual uma
resisténcia menor foi encontrada para a maior concentracdo. O cimento Ketac
Cem demonstrou um comportamento semelhante, exceto os grupos com 10% de
clorexidina que nao seguiram a relacdo dose dependente com diminuicao
significativa da resisténcia mecanica.

Esses resultados corroboram com os de outros estudos presentes na
literatura (TAKAHASHI et al., 2006; DEEPALAKSHMI et al., 2010). Uma reducao
na resisténcia a compressado foi observada, quando adicionadas quantidades
superiores a 2% de clorexidina a CIVs convencionais para restauracoes
atraumaticas. A possivel razdo para a diminuicdo das propriedades mecanicas
pode ser atribuida aos sais catibnicos da clorexidina que podem dificultar a
reacdo entre o &cido acrilico e o vidro, uma vez que um ataque de protons
interfere na lixiviagdo do vidro (TAKAHASHI et al., 2006; DEEPALAKSHMI et al.,
2010).

Entretanto, a adicdo de clorexidina ndo afetou a microdureza dos
cimentos, uma vez que nao houve diferenca estatisticamente significante entre os
dois cimentos testados. Esses resultados estdo de acordo com os de outros
estudos semelhantes (SANDERS et al., 2002; TURKUN et al., 2008; FARRET et
al., 2011; AHLUWALIA et al., 2012; TUZUNER et al., 2012) e sdo clinicamente,
muito importantes, uma vez que a microdureza é uma propriedade de superficie
relacionada & degradacéo superficial do material, e esta degradacédo pode causar
diminuicdo na resisténcia do material ao longo do tempo, além de um acumulo de
biofilme na regido. Porém, uma diminuig&o significativa na microdureza superficial
foi relatada em CIV para restauracdes atraumaticas com adicdo de 2% de

gluconato de clorexidina (MARTI et al., 2014a).
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A resisténcia de unido ao cisalhamento é provavelmente o teste
mecanico que melhor represente a situagcéo clinica ortodontica e certamente o
mais utilizado para verificacdo do desempenho in vitro de colagem de braquetes e
cimentacdo de bandas, portanto, este teste foi também utilizado neste estudo
(FARRET et al, 2009). A adicdo de clorexidina ndo demonstrou diferenca
estatisticamente significante para a resisténcia de uniao ao cisalhamento entre os
grupos do cimento Meron (P= 0,385). Porém, o cimento Ketac apresentou um
aumento significativo na resisténcia ao cisalhamento com a adi¢cdo de clorexidina
(P=0,001). Estes resultados estdo de acordo com outros estudos (MILLET et al.,
2005; FARRET et al., 2011) e nos permitem inferir que a inclusao de digluconato
de clorexidina nos CIVs para cimentacdo ortodéntica nao prejudica o desempenho
clinico deste material, quanto a possiveis transtornos como decimentacdo da
banda, infiltracbes e consequentemente desenvolvimento de caries e doenca
periodontal proxima aos anéis. Estes resultados foram comprovados com o IRA,
no qual demonstrou que mais da metade ou todo o adesivo remanescente
permaneceu ha superficie dentaria ap6s a remocdo do espécime,
independentemente da adicdo de digluconato de clorexidina e sem diferenca
estatistica entre os grupos (P=0,979 e P=0,092), comprovando que a clorexidina
ndo diminuiu a resisténcia coesiva do cimento nem a unido do CIV com a
estrutura dental.

A andlise da biocompatibilidade teve como objetivo evidenciar a acdo
dos CIVs com adicdo de digluconato de clorexidina sobre os tecidos, por meio de
uma analise histologica, uma vez que ainda nado foram realizados estudos que
avaliassem a biocompatibilidade in vivo destes cimentos. Esta andlise, efetuada
por meio de uma avaliacdo qualitativa e quantitava, foi baseada na agressao ao
tecido vivo vascularizado, influenciada pelo contato com os cimentos, a qual pode
estar associada a morte celular e necrose, bem como a influéncia dessa agresséo
as caracteristicas de desenvolvimento da capsula de colagenizacao, infiltrado
inflamatério e acdo dos macrofagos (SANTOS et al., 2014). Os tubos de
polietileno foram utilizados como controles por serem considerados inofensivos
para o epitélio e o tecido conjuntivo (GRECCA et al., 2011; SANTOS et al., 2014).

No presente estudo, um intenso infiltrado inflamatério inicial foi
demonstrado pelos dois cimentos principalmente nos Grupos M18 e KC18, porém

com diferenca estatisticamente significante apenas entre o Grupo Controle e o
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Grupo KC18 nos periodos de tempo de 7 (P= 0,013) e 15 (P= 0,032) dias.
Entretanto, a intensidade do infiltrado inflamatério diminuiu de forma gradativa
com o passar do tempo, e no periodo de 30 dias ja ndo demonstrou diferenca
significante entre os grupos. Estes achados estdo de acordo com estudos
(LONNROTH & DAHL, 2001; LESSA et al., 2010) que evidenciaram que a CX é
citotdéxica a células e tecidos, sendo capaz de induzir uma significativa reacéo
inflamatéria (LONNROTH & DAHL, 2001; HOSZEK & ERICSON, 2008; LESSA et
al., 2010) mesmo em concentracbes menores que as utilizadas neste
experimento.

As alteragbes de edema e necrose ndo foram expressivas e nédo
demonstraram diferenca estatistica entre os grupos avaliados. No periodo de 7
dias, o cimento Meron com clorexidina a 18% demonstrou um tecido de
granulacao denso e a presenca de células gigantes multinucleadas com diferenca
significativa em relacdo ao Grupo controle (P=0,029), que corresponde a resposta
do organismo em tentar isolar o corpo estranho (SUKONTAPATIPARK et al.,
2001; SOUZA et al.,, 2006; LESSA et al.,, 2010), porém o mesmo nhao foi
encontrado nos outros tempos experimentais.

O tecido exposto ao cimento Ketac Cem com clorexidina em maiores
concentracbes apresentou uma menor capacidade de reparacdo tecidual nos
periodos iniciais de tempo, uma vez que o Grupo KC18 demonstrou uma menor
quantidade de fibroblatos jovens (P=0,031) e fibras coladgenas (P=0,044) no
periodo de tempo de 7 dias, 0 que esta alinhado com estudos que evidenciaram
uma diminuicdo do processo de cicatrizacdo (LESSA et al., 2010; SANTOS et al.,
2010) com reducédo da producédo de proteina ndo-colagena e de fibras colagenas
(SANTOS et al., 2014). Porém, as quantidades de fibroblastos jovens e fibras
coldgenas aumentaram ao longo dos periodos experimentais, sem diferenca
estatisticamente significante (P>0.05).

Esses resultados mostram que, apesar dos cimentos com clorexidina a
18% terem apresentado reacgdes celulares significativas nos periodos de tempo
inicias, apos 30 dias, 0s cimentos mostraram-se biocompativeis independente da
adicao de clorexidina. Porém, uma avaliacdo imuno-histoquimica dos tecidos nos
permite fazer uma analise quantitativa mais detalhada sobre a presenca de
células fagocitarias (ZHOU et al., 2011; IBRAGUIMOQV et al., 2012).
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Estudos de imunohistoquimica fornecem diversos esclarecimentos
sobre a presenca dos diferentes fendétipos dos macréfagos nos tecidos
submetidos a acao de fatores externos nocivos. Assim, a utilizacao dessa técnica,
com marcadores bem definidos da inflamacéo, pode oferecer melhores resultados
para uma avaliagdo altamente precisa da resposta inflamatéria (MANOLEA et al.,
2009).

Na analise imuno-histoquimica da quantidade de células gigantes
multinucleadas, o grupo M18 apresentou diferenca estatisticamente no tempo de
7 dias. Para o periodo de tempo de 30 dias, houve diferenca significante entre o
grupo KC18 e os outros grupos avaliados (P= 0,001) o que confirma os resultados
encontrados na contagem de células gigantes da analise morfolégica.

Na contagem dos macréfagos, os grupos com clorexidina a 18% foram
mais expressivos que 0S outros grupos, no periodo de tempo de 7 dias, para 0s
dois cimentos testados (P=0,001). No tempo de 15 dias, a quantidade de
macréfagos foi mais expressivo no Grupo KC (P= 0.001). J& no tempo de 30 dias,
0os grupos do cimento Ketac Cem com adicdo de clorexidina nas duas
concentragbes avaliadas de 10% e 18%, demonstraram maior quantidade de
macrofagos (P=0,001).

Os resultados da analise imuno-histoquimica demonstraram, portanto, que
os cimentos com adicdo de clorexidina a 18% apresentaram uma maior
quantidade de células fagocitarias nos periodos de tempo inicias, e que apo6s 30
dias, esses resultados permaneceram apenas para o cimento Ketac Cem. O
namero elevado de células fagocitarias no periodo de 30 dias corrobora com
outros estudos que avaliaram a biocompatibilidade in vivo e verificaram que as
células gigantes e macréfagos persistiram mesmo apdés um longo periodo de
avaliacdo (COSTA et al.,, 2011; CUNHA et al., 2011). Sugere-se que a maior
concentracdo de clorexidina associada ao CIV estimula um maior nUmero de
macrofagos, que tendem a formar mais células gigantes com o intuito de facilitar a
degradacédo de resquicios deste material (CUNHA et al., 2011; SANTOS et al.,
2014)

Diante dos eventos avaliados, ndo se sabe também se a CX é liberada
apenas na superficie ou também nas se¢fes mais profundas destes cimentos. Se
a CX for liberada apenas na superficie, um efeito antibacteriano reforcado poderia

ser esperado com o tempo, a partir da degradacédo superficial expondo uma

54



superficie nova para liberar CX (FARIA et al., 2009). Por outro lado, a acdo da CX
ao longo do tempo interagindo com estruturas celulares poderia levar a danos
celulares diretos ou inibicdo do seu metabolismo. Este efeito continuo da CX
sobre as células poderia ocorrer se considerarmos sua reconhecida
substantividade (SEHGAL et al., 2007; SANTOS et al., 2014).

Os resultados deste experimento sugerem que a incorporacao da CX nos
CIVs gera em curto prazo um potencial citotoxico capaz de estimular danos
celulares locais, a partir de infiltrado inflamatério crénico, tecido de granulacdo
persistente e diminuicdo da rapida capacidade reparativa. Apesar de nao ter sido
observado diferencas teciduais significativas com 30 dias, novos experimentos
com um tempo de acompanhamento maior poderia confirmar se o uso da CX in
vivo, a longo prazo, ndo seria danoso aos tecidos, o que poderia fortalecer a
indicacdo da CX nestes cimentos.

Com base nos resultados obtidos, o cimento Meron com solucéo de
clorexidina a 10% foi o que apresentou o0s melhores resultados de
biocompatibilidade e ndo teve suas propriedades de microdureza e resisténcia ao
cisalhamento afetadas, sendo assim o mais indicado para uso clinico. O Ketac
Cem com solucéo de clorexidina a 18% apesar de ter apresentado um aumento
na resisténcia de unido ao cisalhamento, foi o que mais influenciou o processo

inflamatoério com uma reparacao tecidual mais lenta.
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7 CONCLUSAO

A adicéo de clorexidina modificou de forma negativa as propriedades
mecanicas de resisténcia a tracdo diametral e resisténcia a compressao, porém a
microdureza e a resisténcia ao cisalhamento nédo foram afetadas. A analise de
histocompatibilidade evidenciou que a intensidade das alteracfes histologicas nos
cimentos com CX demonstraram ser concentracdo-dependente, notoriamente a
18%. O cimento Meron-CX-10% foi 0 que apresentou os melhores resultados de
biocompatibilidade e o Ketac-CX-18% influenciou mais no processo inflamatério

com uma reparacao tecidual mais lenta.
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ANEXO 1- Protocolo utilizado para confeccao de laminas para

analise imuno-histoquimica

1) Desparafinizagéo:
- Xilol'I (15 minutos) - Temperatura Ambiente
- Xilol 1l (15 minutos) — Temperatura Ambiente
2) Re-hidratacdo em cadeia descendente de etandis:
- Alcool etilico absoluto | — 5 minutos
- Alcool etilico absoluto Il — 5 minutos
- Alcool etilico absoluto Il — 5 minutos
- Alcool etilico 95° GL — 5 minutos
- Alcool etilico 80° GL — 5 minutos

4) Remocéo de pigmentos formdlicos com hidroxido de amonia a 10% em etanol
95°, & temperatura ambiente (10 minutos)

5) Passagem em agua corrente (10 minutos)

6) Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
7) Recuperagéao antigénica (Tabela 3).

8) Passagem em agua corrente (10 minutos)

9) Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);

10) Duas incubac¢bes dos cortes em solucdo de peroxido de hidrogénio 3% 10
volumes, em proporcéo de 1/1, para o bloqueio da peroxidase enddgena tecidual
(10 minutos cada);

11) Passagem em agua corrente (10 minutos)
12) Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);

14) Duas passagens em solucdo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCL, pH 7,4 (5
minutos cada);

15) Incubacéo dos cortes com o anticorpo priméario (CD68), em solucéo diluente
(Antibody diluentwith background reducing components, Dako North America Inc,
Carpinteria, CA, USA) (60 minutos);

16) Duas passagens em solucéo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCL, pH 7,4 (5
minutos cada);

17) Incubacdo com anticorpo secundario, (Advance HRP Link, Dako North
America Inc., Carpinteria, CA, USA) (30 minutos);
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18) Duas passagens em solucédo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCL, pH 7,4 (5
minutos cada);

19) Incubacao com complexo estreptoavidina-HRP (Streptavidin-HRP, Dako North
American Inc., Carpinteria, CA, USA) (30 minutos);

20) Duas passagens em solucdo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCL, pH 7,4 (5
minutos cada);

21) Revelacdo da reacdo com solucdo cromoégena de 3,3-diaminobenzidina
(Liquid DAB + Substrate, Dako North American Inc., Carpinteria, CA, USA) (7
minutos);

22) Passagem em agua corrente (10 minutos)
23) Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);

24) Contra-coloracdo com hematoxilina de Mayer a temperatura ambiente (5
minutos).

25) Passagem em &gua corrente (10 minutos)
26) Desidratacdo em cadeia de etandis:

- Alcool etilico absoluto | (2 minutos);

- Alcool etilico absoluto 1 (5 minutos);

- Alcool etilico absoluto 11l (10 minutos);
27) Trés passagens em xilol;

- Xilol I (5 minutos);

- Xilol Il (5 minutos);

- Xilol I (5 minutos);

28) Montagem em resina Permount (Fisher Scientific Inc., Fair Lawn, NJ, USA)

68



ANEXO 2 — Carta de Aprovacgdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

Universidade Federal de Campina Grande
Centro de Saude e Tecnologia Rural
Comité de Etica em Pesquisa
Av. Sta Cecilia, s/n, Bairro Jatobd, Rodovia Patos,
CEP: 58700-970, Cx postal 64, Tel. (83) 3511-3045

Oficio CEP n° 68/2011
Protocolo CEP n2 082011

Caro. Dr. Rogério Lacerda dos Santos

Dr. Santos;

O projeto de pesquisa submetido a este comité sob sua coordenacdo intitulado
"Biocompatibilidade de compositos utilizados em cirurgia para tracionamento dental:
Estudo in vivo", foi aprovado apds a avaliacdo dos relatores do Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Saude e Tecnologia Rural - CSTR / UFCG.

Atenciosamente,
Patos, 28 de Outubro de 2011.

NI

Onaldo Guedes Rodrigues
Coordenador do CEP

69



