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RESUMO
Este estudo teve como foco testar a hipotese nula de que néo existe diferenca entre
a biocompatibilidade de cimento ortoddntico modificado por cloreto de cetilpiridinio
(CPC) em diferentes concentracdées. Foram utilizados 60 ratos Wistar machos,
distribuidos em 5 grupos (n=12), sendo: Grupo C (controle, tubo de polietileno),
Grupo PR (Cimento de ion6bmero de vidro convencional, Precedent) e Grupos PC1,
PC2 e PC3 (Precedent, modificado com 1%, 2% e 3% de CPC, respectivamente).
Os animais foram sacrificados apo6s 7, 15 e 30 dias e os tecidos analisados em
microscopia optica, quanto aos eventos de infiltrado inflamatério, edema, necrose,
tecido de granulagéo, células gigantes, fibroblastos jovens e fibras colagenas. Os
resultados foram analisados pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p<0.05). Intenso
infiltrado inflamatério foi demonstrado no Grupo PC3, com diferenga significante
entre os Grupos Controle e PC3 nos tempos de 7 (P=0.004) e 15 dias (P=0.011), e
com 30 dias houve diferencga estatistica entre o Grupo Controle com os Grupos PC2
e PC3 (P=0.023). Para o tecido de granulagéo, houve diferenca significativa entre os
Grupos Controle e PC3 nos tempos de 7 (P=0.007), 15 (P=0.037) e 30 dias
(P=0.003). Com relacdao as quantidade de fibras colagenas, houve diferenga
significante entre o Grupo PC3 com os Grupos Controle e PR no periodo de tempo
de 30 dias (P=0.011). A hipbtese nula foi parcialmente aceita. Precedent modificado
com CPC a 3% influenciou mais no processo inflamatério, tecido de granulacéao e

quantidade de fibras colagenas que as concentracoes de 1% e 2%.

Palavras-chave: Cimentos de iondmeros de vidro, Histocompatibilidade, Ortodontia.



ABSTRACT
This study had focused testing the null hypothesis that there is no difference the
between biocompatibility orthodontic cement's modified by cetylpyridinium chloride
(CPQ) in different concentrations. Were used 60 male Wistar rats, randomly divided
into 5 groups (n = 12), as follows: Group C (control, polyethylene pipe), PR Group
(Cement conventional glass ionomer, Precedent) and Groups PC1, PC2 and PC3
(Precedent modified with 1%, 2% and 3% CPC, respectively). The animals were
sacrificed after 7, 15 and 30 days and the tissues analyzed by optic microscopy,
about the events the inflammatory infiltrate, edema, necrosis, granulation tissue,
giant cells, young fibroblasts and collagen fibers. The results were analyzed by
Kruskal-Wallis test and Dunn (p <0.05). Intense inflammatory infiltrate was shown in
PC3 group, with significant difference between groups control and PC3 in the times
of 7 (P = 0.004) and 15 days (P = 0.011), and with 30 days there was statistical
difference between the control group with groups PC2 and PC3 (P = 0.023). For the
granulation tissue, was no significant difference between Groups Control and PC3 in
the times of 7 (P = 0.007), 15 (P = 0.037) and 30 days (P = 0.003). In regarding the
amounts of collagens fibers, there was significant difference between the PC3 group
with groups Control and PR in time period 30 days (P = 0.011). The null hypothesis
was partially accepts. Precedent modified with CPC the 3% was more influential in
inflammatory process, granulation tissue and collagen fibers that concentrations of

1% and 2%.

Keywords: Glass ionomer cements, Histocompatibility, Orthodontics.
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1 INTRODUCAO

Um dos objetivos da odontologia restauradora é a preservacao dos tecidos
dentarios sadios, buscando através do emprego de materiais odontologicos
adequados e técnicas bem conduzidas, evitar o aparecimento de caries. Dentre
esses materiais, 0s que mais se destacam sao os cimentos de ion6bmero de vidro
(CIVs) (FOOK et al., 2008).

Os ClVs sao compostos de pé de fluoraluminosilicato de calcio soltvel no
liquido de acido poliacrilico na concentracdo de 40 a 50%. Estes cimentos sao
utilizados para prevencao e controle da carie dentaria devido ao principal efeito de
liberagdo de  fluor, o qual tem influéncia no  processo de
desmineralizagao/remineralizacdo da estrutura dentaria (SACRAMENTO et al.,
2008).

Estes cimentos foram idealizados como substitutos dos cimentos de silicato.
Nesta categoria, eles tém tido muito sucesso, pois apresentam as mesmas
propriedades dos cimentos de silicato, porém com vantagens adicionais. Uma das
vantagens do CIV estd em sua capacidade de adesdo ao dente devido a troca de
ions entre o material e a estrutura dentaria. A adesdo a estrutura dentaria contribui
para o vedamento marginal e, consequentemente, para a manutencdo da
longevidade da restauracao. Além disso, os CIVs apresentam o beneficio adicional
da liberacdo continua de fluor, além de baixa solubilidade e excelente
biocompatibilidade (PARADELLA, 2004).

Varios estudos relataram que a propriedade antibacteriana do CIV é atribuida
ao baixo pH inicial, a liberacdo de ions flior e a outros constituintes quimicos
encontrados na fracdo p6é do material (aluminio, célcio e magnésio) (SACRAMENTO
et al., 2008; TUZUNER; ULUSU, 2012).

A adicao de substancias antimicrobianas nos ClVs, associado a analise de
suas caracteristicas fisicas sdo importantes para a obtencdo de novos materiais com
melhores qualidades bioldégicas e mecéanicas. Cloreto de cetilpiridinio (CPC) € um
composto quaternario de aménio e € usado em uma grande variedade de
antissépticos bucais com uma concentragédo de 0,07% (PAHWA et al.,2011).

Segundo Baptista et al. (2003), o CPC também ¢é designado por cloreto de
hexadecilpiridinio, e apresenta acdo antimicrobiana sobre bactérias gram negativas
que frequentemente € utilizado em férmulas de antissépticos bucais. Ele atua
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principalmente por penetrar na membrana da célula, provocando a saida de
componentes celulares, a desregulacdo do metabolismo bacteriano, inibicado do
crescimento celular, e a morte celular (WATANABE et al., 2008). A sua incorporagéo
em dentifricios € dificil devido a sua ma compatibilidade com os outros agentes e 0
seu uso prolongado resulta no aparecimento de manchas nos dentes, além da
pigmentacao e sensacao de ardéncia na mucosa (ALVES et al., 2012).

O CPC é um eficaz agente anti-biofilme regulamentado pela Food and Drug
Administration (FDA) e amplamente utilizado em aparelhos de higiene oral. Em 2 de
abril de 2004, o FDA alterou regulamentos de aditivos alimentares para permitir que
o CPC atuasse como um agente antimicrobiano quando aplicado como uma névoa
fina em aves durante o processamento a um nivel ndo superior a 0,3 g de CPC por
quilo de aves. A sua seguranga e eficacia foram avaliadas extensivamente e
comprovada em estudos de animas (AL-MUSALLAM et al., 2006).

Demonstrou-se que o CPC provou atividade antifungica in vitro e in vivo, com
vantagens maiores ao triclosan e clorexidina. Outras vantagens do CPC sdo o
menor risco de desenvolvimento de resisténcia microbiana e o de causar interacoes
medicamentosas. No entanto, a principal causa de falha do tratamento com anti-
sépticos, incluindo CPC, é o curto tempo que estes agentes topicos permanecem na
boca em concentracdes ativas (baixa substantividade), requerendo aplicagcao de
varias vezes ao dia, uma pratica que poderia diminuir a adesao do paciente ao
tratamento (SANTOS et al., 2014).

Assim, o foco deste estudo foi analisar in vivo as alteragbes bioldgicas dos
tecidos apdés o contato com CIV modificado pela incorporacdo de cloreto de

cetilpiridinio (CPC) em diferentes concentragoes.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Na metade do século XIX deu-se o desenvolvimento de materiais
restauradores como amalgama, porcelana e ouro. Anos depois surgiram os cimentos
e materiais de revestimento com uma maior estética restauradora (SMITH, 1998).

No inicio dos anos 70, surgiu uma nova categoria de materiais odontoldgicos
bioativos, os cimentos de ionédmero de vidro (CIV) (LEYHAUSEN,1998). Os CIVs
foram introduzidos pelos dentistas Wilson e McLean (WILSON, 1988).

Os avancgos das caracteristicas dos ClVs ocorreram ao longo dos anos, onde
em 1988, Wilson e colaboradores acrescentaram o acido tartarico, seguida de outras
melhorias com a inclusdo de poliacidos mais reativos (como os copolimeros de
acrilico e o acido maléico), por meio de pré-tratamento de superficies de vidro e com
composigdes de vidros modificados. Com a adi¢cdo de elementos como lantanio ou
estrdbncio a formulacdo de vidro, obtiveram-se a criacdo de cimentos radiopacos
(GUGGENBERGER, 1998).

Por véarias décadas o fluor (F) a partir do CIV e seus antecessores como
silicato e os cimentos de silicofosfato vém sendo analisados, pois quando em
associa¢ao com F reduzem a cérie secundaria (WILLIAMS et al., 2002).

Um material restaurador (resina composta, CIV) pode sofrer ataque hidrolitico
e enzimatico, acarretando variacbes de pH e temperatura, além do desgaste
estrutural pelas forgas oclusais, originando pequenas aberturas entre o0 dente e o
material restaurador que podera culminar na colonizacdo de bactérias
(MOSHAVERINIA, 2011). Sendo esses materiais, CIVs, capazes de proteger a
denticdo in vivo de caries secundarias (SVANBERG, 1992).

A capacidade de liberacao do flior tem sido um fator de relevancia para o uso
dos ClVs na odontologia (WILLIAMS et al., 2000; SALAS, et al., 2011).

Os CIVs sao constituidos por p6 de vidro com flaor, silicato, aluminio e uma
solucdo aquosa de um copolimero de acido acrilico (XIE et al., 2000). Sao capazes
de liberar o flior ao longo do tempo, atuando como um reservatério recarregavel
(WILLIAMS, et al., 1999). Sendo o fluor bem classificado como um agente
cariostatico (FORSTEN, 1977). Estes materiais podem ser utilizados como
restauradores, desempenhando funcbes de combate a carie e ao mesmo tempo
restabelecendo funcao e forma (SVANBERG, 1992).

Como materiais restauradores os ClVs possuem propriedades mecénicas
relativamente pobres (MOUNT, 2002). Cho (1995), relata a susceptibilidade a
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desidratacdo e segundo Mount (1993), os CIVs possuem propriedades fisicas
fracas, tais como alta solubilidade e taxa de definicao lenta.Essas propriedades
mecanicas relativamente inferiores e a sensibilidade a umidade séo limites ao seu
maior uso clinico (MOUNT, 1998).

Sendo materiais restauradores adesivos, os ClVs apresentam propriedades
Unicas que o tornam Uteis para sua aplicacdo como, adesdo a estrutura dental e
metais, acdo anticariogéncia através da liberacdo de fluoreto, compatibilidade
térmica com o esmalte devido aos baixos coeficientes de expansdo térmica
semelhantes a estrutura dentaria, biocompatibilidade e baixa toxicidade (XIE et al.,
2010). Porém, comparado a outros materiais restauradores como amalgama ou
compostos de polimeros os CIVs sofrem menor for¢ca, menor resisténcia ao desgaste
e menor tenacidade a fratura (SAITO et al., 1999).

Clinicamente com o passar dos anos tém-se elencado as vantagens e
desvantagens pertinentes aos CIVs, resultando em formulagcdes melhoradas e
técnicas mais adequadas (SMITH,1998).

Com a possibilidade de uma ampla gama de formulagbes quimicas oferecida
pelos componentes dos ClVs, como o pd de vidro e o liquido poliacrilico, ha no
mercado uma grande variedade desses cimentos e ainda potencial consideravel
para um maior desenvolvimento (OLIVA, 1996). Os ionémeros comerciais foram
classificados em duas categorias principais, os convencionais (CIVs) e os
modificados por resina (CIV MR) (WILSON, 1989).

Devido a maioria dos materiais necessitarem obrigatoriamente do contato ou
interacdo com tecidos e fluidos do corpo, a selegcdo dos materiais deve levar em
consideracao nao apenas as propriedades fisicas e mecanicas, mas também
compatibilidade biolégica (SOUZA, 2003; SIX et al., 2000).

Estes materiais ionoméricos devem ser classificados como agentes de
contato permanente com os tecidos vivos (ex. gengiva e ligamento periodontal),
sendo utilizado também como componente forrador da cavidade interagindo com o
complexo de células por meio dos tubulos dentinarios. Os CIVs devem ser avaliados
quanto a biocompatibilidade e principalmente quanto a citotoxicidade, determinadas
por linhas de células continuas, que sao propagadas principalmente por causa da
maior proliferagdo consistente visto em estudos de citotoxicidade (LEYHAUSEN et
al., 1998).
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Para avaliar efeitos citotéxicos de materiais odontolégicos é recomendado o
uso da metodologia de testes de cultura de células, embora ainda nao haja definicao
quanto ao tipo de célula-alvo (HANKS et al., 1991; BOUILLAGUET et al., 1996;
LONNROTH et al., 2003; SOUZA; DAHL, 2003).

A metodologia de cultura de células pode ser encarada como meio util e
eficaz para o desenvolvimento e aplicacao clinica destes materiais. Segundo Oliva et
al. (1996), para estudos in vivo foram designados animais modelos tais como ratos,
macacos e babuinos, e in vitro a compatibilidade dos CIVs foi estudada utilizando
linhagens de células 6sseas e de érgdos nao humanos.

Atualmente na medicina moderna e na odontologia é imprescindivel que todo
o material ou substancia tenha sua biocompatibilidade testada ante a aplicacéo
clinica (LEYHAUSEN et al., 1998).

Mesmo diante do surgimento continuo de novos materiais cada vez mais
adequados as situagdes clinicas na odontologia, ainda ha a necessidade da
obtencédo de um biomaterial com elevada biocompatibilidade, acdo antimicrobiana e
boas propriedades mecanicas (SIX et al., 2000).

Os CIVs possuem algumas limitagdes quanto ao seu uso, como ser
relativamente pobre mecanicamente, quanto ao desgaste e altas propriedades de
reabsorcdo. Na tentativa de superar essas desvantagens, recorre-se a adi¢cao de
diferentes materiais como cimentos de prata, pd de aco inoxidavel, fibras de carbono
e de aluminio-silicato e incorporagcdes de apatita (LOHBAUER, 2010;
MOSHAVERINIA et al., 2011).

Segundo Moshaverinia et al. (2011), as tentativas de incorporacao de agentes
ao componente inorganico dos CIVs na intencdo de melhorar as propriedades
mecanicas sem comprometer a manipulacdo ou as caracteristicas biolégicas, em
sua maioria, se mostrou desafiante quanto a ligacdo entre o agente de reforco e a
matriz do cimento.

Restauracées com CIVs sdo validas desde que haja um bom selamento
marginal mesmo com resquicio de tecido cariado remanescente — onde segundo
Weerheijm et al. (1993), bactérias cariogénicas podem sobreviver sob restaura¢des
de CIV — este conceito € adotado e reconhecido em casos de Tratamento
Restaurador Atraumatico (ART) (FRENCKEN et al., 1994).
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O ART tem sido desenvolvido para o tratamento de lesGes cariosas na
presenga de recursos limitados, através da utilizacdo de instrumentos manuais e
CIVs convencionais (BOTELHO, 2002).

Os CIVs sao os materiais recomendados para ART, especialmente em casos
de restauracao oclusal em denticao decidua (FRANKENBERGER et al.,1997), além
de ter configuracdo rapida, facil manuseio e bom desempenho (MUNHOZ et al.,
2010). No entanto, ndo tem aplicagdo mais ampla devido a ma propriedade fisica
que limita a incidéncia de alta carga oclusal (SIX et al., 2000).

Em compensacéo, varios estudos mostram que a liberacdo de fluor pelos
cimentos tem o poder de remineralizacao dentaria permitindo uma minima remocao
de tecido durante um preparo de cavidade em casos de técnica invasiva, havendo
maior preservacdo da estrutura dentaria (WILSON et al.,, 1972; EICHMILLER,
MARJENHOFF, 1997; MAEYER et al., 1998).

Considerando as limitacées de uso dos ClIVs em suas diferentes técnicas e
indicagoes, o Cloreto de cetilpiridinio (CPC) tem sido indicado na odontologia como
um material capaz de agregar efeito antibacteriano a estes cimentos. O CPC é um
composto quaternario da amoénia sendo catibnico (PALEY, 2014), também
designado por hexadecetilpiridinio (BAPTISTA, et al., 2002).

Os compostos quaternarios da amoénia sao agentes anibnicos na natureza, e
quando carregados positivamente passam a ser catidnicos ligando-se com facilidade
aos tecidos orais (PARASKEVAS, 2005). Sendo a atividade antibacteriana de
limpeza relacionada a parte com carga positiva da molécula (o céation) (ESTRELA et
al., 2012).

O mecanismo de agdo do CPC se da devido o ambiente cati6nico da
molécula incentivar a ligagdo com composto aniénico na superficie bacteriana sendo
capaz de alterar a integridade da membrana citoplasmatica. Estando danificada,
pode-se observar alteracdo das funcoes referentes a permeabilidade da membrana.
Com a inativagdo das enzimas presentes na membrana citoplasmatica como
resultado tem-se a desnaturacéo de proteinas (ESTRELA et al., 2012).

O CPC esta presente em uma grande quantidade de tipos de anti-sépticos
bucais a uma concentracdo de 0,07%, e sua utilizagdo como enxaguatoério diario
reduz significativamente a evidéncia clinica da inflamagéo gengival (KISZELY et al.,
2007), atuando na inibicao de bactérias e outros microorganismos (SREENIVASAN,
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2013), como bactérias gram-negativas (BAPTISTA et al., 2002) sendo um agente
eficaz na prevengéao do biofilme dentario e reducdo da gengivite.

Comercialmente esta disponivel na concentracdo de CPC (0,05%)
apresentando atividade antifungica in vitro e in vivo comprovada em cultura de
células epiteliais da mucosa humana, tendo como resultado a reducéo da adesao de
Candida albicans em 80%. Outras vantagens € o menor risco de causar interacdes
medicamentosas e o desenvolvimento de resisténcia microbiana (SANTOS et al.,
2014).

Witt et al. (2005), realizaram um estudo a respeito dos efeitos antibacterianos
e anti-tartaro e concluiram que o enxague da boca tem uma atividade antimicrobiana
de amplo espectro. Mesmo com uma boa retencao inicial o CPC apresenta uma
eliminacdo rapida da cavidade oral, possuindo um efeito terapéutico de até 90
minutos ficando em desvantagem diante da clorexidina que chega até 7h (ALVES et
al., 2012). Devido ter baixa substantividade requer varias aplicacdes durante o dia,
sendo um fator maléfico a adeséo do paciente ao tratamento (SANTOS et al., 2014).

Segundo Haps et al. (2008), os colutorios que contém CPC, sdo essenciais
quando usados como agentes coadjuvantes a escovacado dentaria, no caso de
pacientes com alta suscetibilidade a doenca periodontal ou com falta de destreza
manual para uma escovacgao eficaz. Embora, o CPC apresente efeitos colaterais
como coloracdo dos elementos dentdrios, alteracdo do paladar e sensagédo de
queimacgéao (CIANCIO, 1992), além de sensibilidade (HAPS et al., 2008).

De acordo com Al-Musallam et al. (2006), testes com adicdo de CPC a um
adesivo para suporte ortodontico (Transbond XT) resultou em atividade
antimicrobiana como agente antiplaquetario sem alterar as propriedades do mesmo.

Com o passar dos anos os efeitos antibacteriamos dos compostos catiénicos
tém sido analisados in vitro e in vivo (HENNESSEY, 1977; ROBERTS; ADDY, 1981).

Na tentativa de maiores beneficios terapéuticos pode- se, portanto, combinar
CIV a agentes antibacterianos, sendo os de primeira escolha os agentes anti-
sépticos que vém se mostrando Uteis na clinica odontolégica (BOTELHO, 2002).
Entretanto, essa unido entre agentes antibacterianos e cimentos pode resultar em
alteragbes nas propriedades fisicas e mecanicas do CIV (TAKAHASHI et al., 2006;
TURKON et al., 2008).
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Botelho (2004), evidencia em seu estudo que a adicdo do CPC em
concentragdes de 1 a 4% em CIV reduziu a resisténcia a compresséo, tendo esta
alteracao capacidade de afetar o desempenho do cimento.

Neste sentido, o foco deste estudo foi analisar in vivo as alteragdes bioldgicas
dos tecidos apés o contato com CIV modificado pela incorporagdo de cloreto de

cetilpiridinio (CPC) em diferentes concentragdes.
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Resumo

Este estudo teve como foco testar a hipotese nula de que néo existe diferenca entre
a biocompatibilidade de cimento ortoddntico modificado por cloreto de cetilpiridinio
(CPC) em diferentes concentracées. Foram utilizados 60 ratos Wistar machos,
distribuidos em 5 grupos (n=12), sendo: Grupo C (controle, tubo de polietileno),
Grupo PR (Cimento de ionémero de vidro convencional, Precedent) e Grupos PC1,
PC2 e PC3 (Precedent, modificado com 1%, 2% e 3% de CPC, respectivamente).
Os animais foram sacrificados apo6s 7, 15 e 30 dias e os tecidos analisados em
microscopia optica, quanto aos eventos de infiltrado inflamatério, edema, necrose,
tecido de granulagéo, células gigantes, fibroblastos jovens e fibras colagenas. Os
resultados foram analisados pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p<0.05). Intenso
infiltrado inflamatério foi demonstrado no Grupo PC3, com diferenca significante
entre os Grupos Controle e PC3 nos tempos de 7 (P=0.004) e 15 dias (P=0.011), e
com 30 dias houve diferencga estatistica entre o Grupo Controle com os Grupos PC2
e PC3 (P=0.023). Para o tecido de granulacao,houve diferenca significativa entre os
Grupos Controle e PC3 nos tempos de 7 (P=0.007), 15 (P=0.037) e 30 dias
(P=0.003). Com relacao as quantidade de fibras colagenas, houve diferenca
significante entre o Grupo PC3 com os Grupos Controle e PR no periodo de tempo
de 30 dias (P=0.011).A hipétese nula foi parcialmente aceita. Precedent modificado
com CPC a 3% influenciou mais no processo inflamatério, tecido de granulagéo e
quantidade de fibras colagenas que as concentracdes de 1% e 2%.

Palavras-chave: Cimentos de iondmeros de vidro, Histocompatibilidade, Ortodontia.
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Abstract

This study had focused testing the null hypothesis that there is no difference the
between biocompatibility orthodontic cement's modified by cetylpyridinium chloride
(CPCQC) in different concentrations. Were used 60 male Wistar rats, randomly divided
into 5 groups (n = 12), as follows: Group C (control, polyethylene pipe), PR Group
(Cement conventional glass ionomer, Precedent) and Groups PC1, PC2 and PC3
(Precedent modified with 1%, 2% and 3% CPC, respectively). The animals were
sacrificed after 7, 15 and 30 days and the tissues analyzed by optic microscopy,
about the events the inflammatory infilirate, edema, necrosis, granulation tissue,
giant cells, young fibroblasts and collagen fibers. The results were analyzed by
Kruskal-Wallis test and Dunn (p <0.05). Intense inflammatory infiltrate was shown in
PC3 group, with significant difference between groups control and PC3 in the times
of 7 (P = 0.004) and 15 days (P = 0.011), and with 30 days there was statistical
difference between the control group with groups PC2 and PC3 (P = 0.023). For the
granulation tissue, was no significant difference between Groups Control and PC3 in
the times of 7 (P = 0.007), 15 (P = 0.037) and 30 days (P = 0.003). In regarding the
amounts of collagens fibers, there was significant difference between the PC3 group
with groups Control and PR in time period 30 days (P = 0.011). The null hypothesis
was partially accepts. Precedent modified with CPC the 3% was more influential in
inflammatory process, granulation tissue and collagen fibers that concentrations of
1% and 2%.

Keywords: Glass ionomer cements, Histocompatibility, Orthodontics.
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Introducao

Varios estudos tem relatado as propriedades antibacterianas dos cimentos de
iondmero de vidro convencionais (ClVs) como sendo atribuidas ao baixo pH inicial, a
liberacdo de ions fluor e a outros constituintes quimicos encontrados no pd do
material como o aluminio, célcio e magnésio.’? No entanto, estas propriedades
antibacterianas proprias do material tém sido consideradas pouco significantes e de
baixa efetividade.?

Assim, a adicdo de substancias antimicrobianas nos CIVs vem sendo objeto
de diferentes estudos.*” Entre estas substancias, o cloreto de cetilpiridinio (CPC)
tem sido considerado um dos principais, sendo seu principio ativo baseado em um
composto quaternario de aménio, usado em uma grande variedade de antissépticos
bucais em concentracédo de 0,07%.8

O CPC apresenta boa acao antimicrobiana sobre bactérias gram negativas
nas concentragdes antissépticas.® Atua principalmente por penetrar na membrana da
célula, provocando a saida de componentes celulares, desregulacdo do
metabolismo  bacteriano e inibicio do crescimento celular, levando
conseqlientemente a morte.'®

Considerado um eficaz agente anti-biofilme regulamentado pela Food and
Drug Administration (FDA), sua seguranca e eficacia foram comprovadas em
estudos de animas'' e humano,'> com agéo bacteriana® e atividade antifingica in
vitro e in vivo, com vantagens superiores ao triclosan e clorexidina, além de menor
risco de desenvolvimento de resisténcia microbiana e de causar interacoes

medicamentosas.'
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No entanto, tém-se questionado que a adicdo do CPC em concentracdes
maiores nos cimentos ionomeéricos pode ser tdxica aos tecidos. Somado a isso, 0s
ClVs tem demonstrado algum grau de citotoxicidade'*' pela liberagdo de seus
componentes metalicos,'*'® que podem causam danos aos tecidos gengivais'3 15
devido a proximidade destes tecidos com as bandas ortodénticas cimentadas com
CIV. Assim, este estudo teve como foco testar a hipdtese nula de que ndo existe
diferenga entre a biocompatibilidade de cimento ortodéntico modificado por CPC em

diferentes concentracoes.

Material e Métodos

Modelo Animal e Grupos Experimentais

Foram utilizados para este estudo 60 ratos machos Wistar adultos com peso
entre 250 g e 3509 pertencentes ao Biotério da Unidade Académica de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Campina Grande, UFCG, Campus de Patos.
Os mesmos foram distribuidos em 5 grupos (12 ratos por grupo): Grupo C (controle,
tubo de polietileno), Grupo PR (Cimento de ionémero de vidro convencional
Precedent) e Grupos PC1, PC2 e PC3 (Precedent modificado com 1%, 2% e 3% de
cloreto de cetilpiridinio, respectivamente) (Tabela 1).

Os ratos foram anestesiados utilizando injecdo intraperitonial de tiopental
sédico (50 mg/kg) (Cristalia, Campinas, Sao Paulo, Brasil). Foi realizada tricotomia
da regiao dorsal de cada animal com laminas de barbear para eliminacao dos pélos
(4 x 4 cm). O experimento animal foi submetido ao comité de Etica de pesquisa
animal da Unidade Académica de Ciéncias Biol6gicas, CSTR\UFCG, e aprovado sob

n.0102012.
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Tabela 1: Materiais testados no estudo.

Material Composicao Fabricante Lote

CIV convencional P6: Vidro de fluorsilicato de aluminio, Precedent, 114960
Precedent copolimeros de acido carbbnico e Reliance,
pigmentos Itasca, USA.

Liquido: Solugéo de &cido tartarico
Sigma-Aldrich, P500226
Cloreto de cetilpiridinio  Cloreto de cetilpiridinio monohidratado St. Louis, MO,
USA

Para anti-sepsia do campo operatorio foi utilizado digluconato de clorexidina a
4%. Na linha média, equidistante da insercdo da cauda e da cabeca do animal,
foram realizadas duas incisbes de aproximadamente 8 mm de comprimento
utilizando Iamina de bisturi n° 15 adaptada a um cabo de bisturi.

Com o auxilio de uma tesoura de ponta romba, o tecido subcuténeo foi
divulsionado lateralmente promovendo uma tunelizagcdo no sentido lateral, formando
duas lojas cirurgicas, com aproximadamente 18 mm de profundidade cada uma.
Cada rato recebeu dois implantes de tubos de polietileno (1,0 cm de comprimento e
1,5 mm) de didmetro interno, previamente mantidos em alcool 70% por 120 minutos,
lavados com agua deionizada e finalmente autoclavados a temperatura de 110° C
por 20 minutos e utilizados como veiculos de inoculacdo dos materiais testados.

Os CIVs foram manipulados segundo as instru¢cdes dos fabricantes e em
seguida introduzidos nas aberturas das extremidades dos tubos, com auxilio de
espatula de insercao antiaderente aluminada. Apds a presa dos cimentos os tubos

foram implantados.
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Neste estudo foram utilizados o tubo de polietileno vazio como controle para o
trauma induzido e possivel contaminacdo dos mesmos. Apds o implante dos
materiais, as lojas cirdrgicas foram suturadas com fio de sutura agulhado 4.0
(Ethicon, Jonhson & Jonhson, Sao José dos Campos, Sao Paulo, Brasil) e em
seguida os animais receberam injegao de dipirona sddica (0.3 ml/100 g, Novalgina®;
Sanofi-Aventis Farmacéutica LTDA, Suzano, Sao Paulo, Brasil) apés o
procedimento.

Todos os procedimentos deste estudo foram realizados em conformidade com
as orientagbes do Canadian Council on Animal Care (1981). Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais e condigbes adequadas com racao balanceada e
agua ad libitum. Apés 7, 15 e 30 dias, os animais foram anestesiados para obtencao
da bidpsia excisional da area do implante, abrangendo tecido normal circundante
suficiente. Cada grupo consistiu de 12 ratos com dois implantes, tendo por resultado
24 amostras por grupo. Posteriormente os animais foram sacrificados pela técnica
do deslocamento cervical apbés sedacao tiopental sédico (50 mg/kg) (Cristalia,

Campinas, Sao Paulo, Brasil).

Biocompatibilidade

Apébs fixacdo em formaldeido a 4% (solucao Milony) por 24 horas, as
amostras foram incluidas em parafina e em seguida obtidos cortes histoldgicos
seriados com 6 um de espessura e corados com hematoxilina e eosina. A reacao
inflamatéria induzida pelos CIVs foi avaliada por um examinador cego usando um
microscopio de luz (BX40; Olympus, Hamburg, Germany) em ampliacées de 100,
200 e 400 x. O examinador foi calibrado antes da analise dos dados, até obtencao

de calibracao satisfatoria (kappa=0.8). Para cada amostra doestudo, cinco se¢des
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representativas da condicdo histologica do tecido adjacente aos materiais
implantados foram avaliados.

Os eventos celulares, quanto a presenca de infiltrado inflamatério, edema,
necrose, tecido de granulacéo, células gigantes multinucleares, fibroblastos jovens e
colageno, foram 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
secgOes representativas da condicao histolégico do tecido, quando todas as cinco
secdes de tecido demonstraram a mesma condigdo histologica, as pontuacdes 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).

Analise Estatistica

Os dados foram tabulados e analisados no programa estatistico BioEstat
versao 5.0 (Mamiraua, Manaus, Brasil). Os resultados dos eventos celulares foram
submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn
para determinar as diferencas entre os grupos (P <0,05), por ndo apresentarem

distribuicdo normal.

Resultados
No periodo inicial, intenso infiltrado inflamatério foi demonstrado
principalmente nos Grupos PC1 (Figuras 1A e 1D), PC2 (Figura 1B) e PC3 (Figura

1C), com diferenca estatisticamente significante entre os Grupos Controle e PC3 nos
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periodos de tempo de 7 (P=0,004) e 15 dias (P=0,011) (Figura 1E). Com 30 dias,
houve diferenga estatistica entre o Grupo controle com os Grupos PC2 e PC3
(P=0.023) (Tabela 2).

Alteragbes circulatérias (edema) foram expressivas apenas no periodo de
tempo de 7 dias, com diferenca estatistica entre o Grupo PC3 com os Grupos
Controle e PR (P=0,002). Degeneracao do tecido (necrose) nao foi expressivo e nao
houve diferenca estatistica entre os grupos avaliados (P>0.05). O tecido de
granulacdo mostrou-se densamente presente nos Grupos PC2 e PC3, com diferenca
significativa apenas entre os Grupos Controle e PC3 no periodo de tempo de 7
(P=0,007) e 15 (P=0,037) dias, no periodo de 30 dias o Grupo PC3 demonstrou
diferenca significativa com os Grupos Controle e PR (P=0,003). Células gigantes
multinucleadas ndo demostraram diferengca estatistica entre os grupos avaliados
(P>0.05).

Nos eventos de reparacao tecidual, o Grupo PC3 demonstrou a menor
quantidade de fibroblatos Jovens entre os Grupos experimentais nos periodos de
tempo de 7 e 15 dias e maior com 30 dias, houve diferenca estatisticamente
significante apenas entre o Grupo PC3 com os Grupos Controle e PR (P=0,009) no
periodo de tempo de 30 dias. A quantidade de fibras colagenas (Figuras 1F-H)
aumentou ao longo dos periodos experimentais, houve diferenca estatisticamente
significante entre o Grupo PC3 com os Grupos Controle e PR no periodo de tempo

de 30 dias (P=0,011) (Tabela 2).
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Tabela 2: Média dos escores atribuidos aos cimentos, apds os intervalos de tempo
de 7, 15 e 30 dias, para as sete condi¢cOes avaliadas.

Condicao Tempos Grupos P
PR PC1 PC2 PC3 C
Infiltrado 7 dias 12.50A8 17.50AB 18.75%8 20.00% 10.008 0.004
Inflamadrio
15 dias 10.0078 11.25%8 13.75%8 15.004 8.758 0.011
30 dias 10.0078 10.0078 12.50 12.50* 6.258 0.023
Edema 7 dias 5.00A 7.5018 12.5078 15.008 5.00A 0.002
15 dias 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 1.000
30 dias 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 1.000
Necrose 7 dias 5.00 5.00 6.25 7.50 5.00 0.202
15 dias 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 1.000
30 dias 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 1.000
Tecido 7 dias 15.0078 15.0048 17.5048 20.00A 12.508 0.007
Granulacgao
15 dias 8.75"8 10.0078 11.25%8 13.75% 7.508 0.037
30 dias 5.007 6.2518 10.0078 11.258 5.007 0.003
Células 7 dias 7.50 7.50 7.50 8.75 6.25 0.754
Gigantes
15 dias 6.25 6.25 7.50 8.75 5.00 0.246
30 dias 5.00 6.25 8.75 7.50 5.00 0.103
Fibroblastos 7 dias 12.50 11.25 11.25 10.00 12.50 0.530
jovens
15 dias 17.50 17.50 16.25 15.00 18.75 0.272
30 dias 13.75% 15.0048 16.25%8 20.008 12.507 0.009
Colageno 7 dias 7.50 8.75 6.25 6.25 10.00 0.163
15 dias 15.00 15.00 13.75 12.50 17.50 0.078
30 dias 20.00% 18.75%8 16.25%8 15.008 20.00% 0.011

P=Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste decomparagdes multiplas de Dunn. A
ou B Médias seguidas por letras Unicas iguais ndo expressam diferenca estatisticamente significante
(P>0,05). AB Médias seguidas por letras diferentes expressam diferenga estatisticamente significante
(P<0,05).
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Figura 1: Fotomicrografias das amostras histolégicas. A) 7 dias ap6s implantagdo, Grupo PC1:
infiltrado inflamatério moderado com reacao de células gigantes multinucleadas (HE, 400X aumento,
escala: 50um). B) 7 dias ap6s implantacdo, Grupo PC2: intenso infiltrado inflamatério com intensa
vascularizagdo com vasos sanguineos congestos diminutos (HE, 100X aumento, escala: 200um). C)
7 dias apés implantagdo, Grupo PCS3: cavidade envolta por intenso infilirado inflamatério com
presenca de tecido necrosado na area central, além da presenca de edema (HE, 100X aumento,
escala: 200um). D) 15 dias apés implantagdo, Grupo PC1: presenga de leve infiltrado inflamatério
envolto por fibras colagenas (HE, 100X aumento, escala: 200um). E) 15 dias apds implantacao,
Grupo PC3: moderado infiltrado inflamatério crénico com presenca de fibroblastos jovens (HE, 100X
aumento, escala: 200um). F) 30 dias apds implantagdo, Grupo PC2: fibroblastos jovens e fibras
colagenas em meio a células gigantes multinulceadas envolvendo material exégeno (HE, 400X
aumento, escala: 50um). G) 30 dias apés implantacdo, Grupo PC3: presenca de infiltrado inflamatério
cronico associado a fibroblastos e fibras colagenas (HE, 100X aumento, escala: 200um). H) 30 dias
apés implantacdo, Grupo Controle: area espessa de fibras colagenas envolvendo a cavidade (HE,

100X aumento, escala: 200um).

Discussao
O iondmero de vidro tém sido um material de escolha na pratica odontolégica,

visto seu potencial de liberacdo de flior, adesdo quimica'’-'® e boa resisténcia as
forcas mastigatorias e compatibilidade tecidual.'

Atualmente, com o intuito de se obter um maior potencial antimicrobiano
destes cimentos sem comprometer a sua biocompatibilidade com os tecidos
adjacentes, diferentes substancias tém sido testadas.’ O CPC é uma destas
substancias com potencial antimicrobiano,>2% no entanto, tém-se questionado que a
adicdo do CPC em concentracbes maiores nos cimentos ionoméricos pode ser
téxica aos tecidos, sendo o foco deste estudo.

Estudos tém evidenciado que o aumento progressivo do CPC nestes
cimentos pode levar a alteragbes nas suas propriedades fisicas® e mecénicas,*
embora autores'' demonstraram que uma concentracdo de 2,5% de CPC sobre

materiais adesivos ndo alteraram suas propriedades.



42

Neste experimento, pode-se observar que o grupo PR estimulou um processo
inflamatorio maior comparado ao grupo controle-polietiieno, uma resposta a
presenca de ions metdlicos''® como o aluminio e/ou &cidos polialquendicos' e
benzdico?! presente nestes cimentos. No entanto, o grupo PC3 demonstrou um
infiltrado inflamatério demasiadamente intenso e significativo no sétimo dia, que
ainda persistiu com 15 e 30 dias, quando comparado ao grupo controle.

Considerando que o CPC atua sobre a parede celular bacteriana interferindo
em seu metabolismo e consequientemente levando a morte celular,'? sugere-se que,
como resultado deste mecanismo de agado poderia existir algum grau de toxicidade
sobre as células e tecidos. Embora a atividade antimicrobiana do CPC em cimentos
de ionébmero de vidro tem demonstrado uma eficacia dependente da concentracao
utilizada, com efeitos mais significativos sobre Streptococcus, Lactobacillus e
Actinomyces na concentracdo de 4%,* neste estudo, a acdo do CPC sobre os
tecidos foi capaz de interferir nos eventos celulares, com significativa reacéo
inflamatéria e tecidual que demonstrou ser diretamente proporcional ao aumento das
concentracdes de CPC avaliadas.

A presenca de necrose foi pouco expressiva, ja o edema foi observado
praticamente no periodo de 7 dias de forma significativa apenas no Grupo PC3, o
que demonstrou baixa capacidade de agressao dos cimentos modificados por CPC,
capaz de levar a danos celulares irreversiveis e subsequiente morte a longo prazo.
Isto sugere, que o CIV proporcionou uma liberacéao lenta e menor de CPC do que a
concentragao total utilizada na modificagao da férmula do cimento.

Por outro lado, o tecido de granulacdo demonstrou-se densamente presente,
principalmente no grupo PC3 durante todo o experimento. Células gigantes

multinucleadas demonstraram estarem mais presentes nos grupos PC2 e PC3 ao
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longo dos 30 dias, que corresponde a resposta do organismo em tentar isolar o
corpo estranho.?223

Na reparacao tecidual por fibroplasia, o grupo PC3 demonstrou uma
diminuigdo na quantidade de fibras colagenas no tempo de 7 e 15 dias e significativo
aumento no tempo de 30 dias, esta resposta mais lenta no reparo esta diretamente
ligado as concentragdes de CPC incorporadas nos ClVs quando comparado com
seu respectivo controle. Isto estd alinhado com estudos que avaliaram substancias
antimicrobianas nos CIVs e evidenciaram uma diminuigdo do processo de
cicatrizagdo?*?® com redugdo da producédo de proteina nao-colagena e de fibras
colagenas.?*

Embora, os cimentos que continham CPC na formulagdo tenham
demonstrado uma presenca de células polimorfonucleares e tecido de granulagéo
que persistiram por um tempo maior, e que esta ligada a capacidade de reacéo ativa
do CPC com o processo ascendente de colagenizacdo,?®?’ estas respostas
teciduais ainda foram significativas no tempo de 30 dias para o grupo PC3.

Nao se sabe se o CPC é liberado apenas na superficie ou também nas
secdes mais profundas destes cimentos. Se o CPC ¢ liberado apenas na superficie,
um efeito antibacteriano reforcado poderia ser esperado com o tempo, a partir da
erosao superficial expondo uma superficie nova para liberar CPC. Por outro lado, a
acao da CPC ao longo do tempo interagindo com estruturas celulares poderia levar
a danos celulares diretos ou inibicdo do seu metabolismo. No entanto, autores tém
relatado uma menor substantividade do CPC comparado a clorexidina.?®

Os resultados deste experimento sugerem que a incorporacdo do CPC nos
CIVs gera em curto prazo um potencial citotéxico capaz de estimular danos celulares

locais, a partir de infiltrado inflamatério crénico, tecido de granulagcédo persistente e
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diminuigédo da rapida capacidade reparativa. Neste sentido, novos experimentos com
um tempo de acompanhamento maior poderiam confirmar se o uso do CPC in vivo a
longo prazo ndo seria danoso aos tecidos, o que poderia fortalecer a indicacao da

CPC nestes cimentos.

Conclusao
A hip6tese nula foi parcialmente aceita. Precedent modificado com CPC a 3%
influenciou mais no processo inflamatério, tecido de granulagdo e quantidade de

fibras colagenas que as concentragdes de 1% e 2%.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A acgéo do CPC sobre os tecidos foi capaz de interferir nos eventos celulares,
com significativa reacdo inflamatéria e tecidual demonstrando ser diretamente
proporcional a0 aumento das concentracbes e acado a curto prazo. Mais ainda
necessita-se de mais estudos clinicos semelhantes para uma maior discussao a

respeito da biocompatibilidade in vivo.
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referenced without repeating these details. Identify teeth using the full name of the tooth or the
FDI annotation. If human subjects or animals were involved in the work, this section must
contain a statement that the rights of the human or animal subjects were protected and
approval was obtained from an identified institutional review board, or its equivalent.

RESULTS - This section should describe the objective findings without any comment on their
significance or relative importance. Cite all tables and figures in sequential order in the text.

DISCUSSION - Only this section allows you freedom to interpret your data and to give your
opinion of the value of your findings relative to previous work. All opinions must be limited to
this section.

CONCLUSION - This section states what conclusions can be drawn specifically from the
research reported. Bullet points are preferred. Do not repeat material from other sections..

REFERENCES - References cited must refer to published material. Number references
consecutively in order of their appearance in the manuscript using superscript and Arabic
numerals. References to "personal communication" or unpublished theses are not acceptable.
The style and punctuation of references should strictly conform to American Medical
Association Manual of Style: A Guide for Authors and Editors, 9th ed (Baltimore, Md: Williams &
Wilkins; 1998). Consult previous issues of The Angle Orthodontist for guidance (Available
at http://www.angle.org ).

FIGURE LEGENDS - All figures must be numbered sequentially in the manuscript and a legend
for each figure must appear in this section.

e TABLEFILES

Each table must be in WORD or EXCEL format and entered as a separate file. Each table must have its
own legend accompanying it, numbered with Arabic numerals and sequentially referred to in the text. All
abbreviations used in the table must be defined in a footnote. Use * P=.05; ** P=.01; ™ P=.001;
****P=0001 as needed. Tables cannot be in pictorial or image formats. Pictorial or image formats are
figures and must be entered as figures.

e FIGURE FILES

Each figure must be of sufficient resolution for high quality publication usually in TIFF or EPS format. All
images need to be at 300 DPI when the figure is of the size to be used in publication.

If you enter a large image at 300 DPI and reduce it to a much smaller size for publication, this will
increase the DPI and the image will be very heavy and slow to open electronically. If you enter a small
image (such as a 35 mm picture) and plan to enlarge it for publication, it needs to be entered at more
than 300 DPI since enlargement will only reduce the resolution.

Figures in WORD or presentation software such as PowerPoint, Corel Draw or Harvard Graphics do not
contain sufficient resolution for publication and will not be accepted. Authors will be charged for
publication of figures in color.

Manuscript Review
After you have entered your manuscript, you will receive automated responses from the system as the manuscript
is processed. You may also follow the progress of your manuscript via the web site and your own password you
created when you first entered the system.
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Your manuscript will be peer reviewed and the reviewers' comments will be sent to you. Please allow adequate
time for this process. Our automated system is instantaneous, but the reviewers are busy people who donate their
expertise and time.

A manuscript returned to an author with suggested revisions must be returned within 3 months. Revised
manuscripts returned after this time will be considered new submissions.

After the revisions are complete, the editor will submit the manuscript to the printer and an electronic copy of your
galley proof will be sent to you for corrections and final approval. Expect the figures in the galley proof to be of low
resolution for ease of transmission. The final publication will contain your high quality figures.

Reprints

Reprints are available through special order for a nominal charge. Your galley copy will contain an order form for
you to request any reprints desired. When you complete this application, return it directly to the printer. Reprints
are not sent out or billed to you until the printed copy of you article is mailed out.
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complex. Original research, clinical observations and review articles as well as guest editorials, letters to the
editor and case reports are welcome.

Articles are peer reviewed and subject to editorial revision. Statements and opinions expressed in articles are not
necessarily those of the editor or publisher. The editor and the publisher disclaim any responsibility or liability for
such material.

The Angle Orthodontistis now ONLINE for all manuscript submissions and review. Please go to the
Internet: http://angle.allentrack.net/ and follow the easy instructions for manuscript submission. If you have
questions regarding the submission of your manuscript, please e-mail those questions to <rjisaacson@aol.com>.
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