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RESUMO

Este estudo teve como foco testar a hipdtese nula de que néo existe diferenga
entre a biocompatibilidade de cimento ortoddntico modificado por diacetato de
clorexidina (DC) em diferentes concentragdes. Foram utilizados 60 ratos Wistar
machos, distribuidos em 5 grupos (n=12), sendo: Grupo C (controle, tubo de
polietileno), Grupo P (Cimento de ionédmero de vidro convencional, Precedent) e
Grupos PD1, PD2 e PD3 (Precedent, modificado com 1%, 2% e 3% de DC,
respectivamente). Os animais foram sacrificados apos 7, 15 e 30 dias e os
tecidos analisados em microscopia Optica, quanto aos eventos de infiltrado
inflamatério, edema, necrose, tecido de granulacdo, células gigantes,
fibroblastos jovens e fibras colagenas. Os resultados foram analisados pelos
testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p<0.05). No periodo inicial, intenso infiltrado
inflamatorio foi demonstrado principalmente nos grupos PD1, PD2 e PD3, com
diferenca estatisticamente significante entre o Grupo Controle e PD3 (P=0.009)
nos tempos de 7, 15 e 30 dias. Células gigantes multinucleadas mostraram-se
mais presentes no Grupo PD3, com diferenca estatistica com o Grupo Controle
nos periodos de tempo de 7 (P=0.021) e 15 dias (P=0.042). O Grupo PD3
demonstrou as menores quantidades de fibras colagenas entre os grupos, com
diferenca estatistica com o Grupo controle no periodo de tempo de 15 (P=0.049)
e 30 dias (P=0.029). A hipbétese nula foi parcialmente aceita. Precedent
modificado com DC a 3% influenciou mais no processo inflamatério, células
gigantes e quantidade de fibras colagenas que as concentragdes de 1% e 2%.

Palavras-chave: Cimentos de ionémeros de vidro, Histocompatibilidade,

Clorexidina.
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1. INTRODUGCAO

O cimento de lonémero de vidro (CIV) € um material bastante difundindo na
odontologia e tem uma vasta aplicabilidade clinica devido as suas propriedades
mecanicas e biolégicas, sendo amplamente utilizado para cimentagéo de coroas
protéticas, pinos intracanal metélicos ou néo, ou CIV para base de forramento
de cavidades dentarias, selamentos de fossulas e fissuras e tratamentos
endoddnticos e CIV para restauragéo (SILVA, 2007). Criado por Wilson & Kent
na década de 70 (WILSON; KENT, 1972), o cimento de lonémero de Vidro se
trata de uma combinacdo das propriedades dos cimentos de silicato e de
policarboxilato de zinco (GUGLIELMI et al., 2011). E composto basicamente de
po e liquido (SILVA et al., 2010).

De acordo com as suas aplicagdes clinicas sao classificados em: Tipo |,
para cimentagdo ou fixagdo de restauracoes rigidas. Tipo Il, para restauragdes
diretas, estéticas e intermediarias ou reforgadas. Tipo lll, para forramento ou
base e selamentos de cicatriculas e fissuras (CASALINO; PINEDO, 2006).

A atividade antimicrobiana e anti-cariogénica do CIV se da pela liberacao
do fldor que atua aumentando a resisténcia a desmineralizacao e facilitando a
remineralizacdo (SILVA et. al., 2010). Na tentativa de melhorar a atividade
antimicrobiana, foi proposta a incorporacao do diacetado de clorexidina ao CIV.

A clorexidina (CHX) age interferindo no metabolismo da bactéria, inibindo
assim, o0 seu crescimento. Apresenta efeito bacteriostatico em baixas
concentracdes e bactericida em concentracdes mais elevadas. E eficaz contra
micro-organismos Gram positivos e Gram negativos, anaerdbicos facultativos,
aerdbicos e leveduras, sendo assim, considerado um agente de amplo espectro

(HORTENSE et.al., 2010).
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Devido ao reduzido numero de estudos na literatura, o presente estudo visa
avaliar a biocompatibilidade in vivo do CIVs associados a diferentes

concentracoes de diacetato de clorexidina.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Surgindo a partir dos estudos de Wilson & Kent, 1972 no inicio da década
de 70 (1972), o cimento de iondmero de vidro tem passado por sucessivas
modificacdes tais como a incorporagdo de resina, a fim de melhorar suas
propriedades fisicas, de resisténcia e longevidade, além de atender as
necessidades clinicas individuais (BENGTSON et.al., 2005; CORREA &
OGASAWARA, 2006). Trata-se de uma combinacdo das propriedades dos
cimentos de silicato e de policarboxilato de zinco (GUGLIELMI et al., 2011). De
acordo com a sua composi¢ao quimica, os ClVs podem ser classificados como
convencionais, reforcados por metais, alta viscosidade e modificados por resina
(COIMBRA et al., 2006; CORREA & OGASAWARA, 2006).

O cimento de ionémero de vidro convencional apresenta-se sob a forma
de pod e liquido. O pé é composto de silica (SiO), alumina (Al203) e fluoreto de
célcio (CaFz2), sendo de carater basico (WANDERLEY et al., 2011). Estes
elementos sdo responsaveis pelas caracteristicas de resisténcia, rigidez e
liberagdo de fluor (VIEIRA et al., 2006). Magnésio e sbédio também sé&o
adicionados ao pé, porém em quantidades menores (KNIBBS, 1987). O liquido
contém &cido policarboxilico sob a forma de co-polimero com o acido itacénico,
tricarbalico, maléico ou tartarico, que aumentam a reatividade e diminuem a
viscosidade do produto. (WANDERLEY et al., 2011).

O acido tartarico é responsavel por aumentar o tempo de trabalho do
material (NICHOLSON et al., 1988), enquanto o 4cido itacdnico é incorporado ao
liqguido a fim de impedir ou retardar a reacdo quimica dos &cidos, quando
armazenado. Em alguns produtos, o acido poliacrilico é substituido pelo acido

polimaleico (NICHOLSON, 1998). Quando misturados o p6 € o liquido, inicia-se
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uma reacéao de presa do tipo acido-base para formar um sal hidratado, que atua
como matriz de ligacao entre as particulas de vidro (WANDERLEY et al., 2011).

Os cimentos de ion6mero de vidro convencionais tém como propriedades
a biocompatibilidade, agdo anticariogénica (devido a liberacao fluor), aderéncia
a estrutura dental, coeficiente de expanséao térmica baixa e préximo aos valores
da estrutura dentaria (SILVA et al., 2010). Apesar das vantagens desse material,
os ClVs convencionais sdo susceptiveis a desidratacdo, apresentam alto grau
de solubilidade e degradacao, possuem propriedades mecanicas insatisfatorias
e longo tempo de presa (CUI et al., 2011).

Com o objetivo de suprir as limitagdes do CIV convencional, foi
desenvolvido o cimento de iondmero de vidro modificado por resina (CIVMR). A
modificacdo do CIV convencional se da pela incorporagcdo de monémeros
polimerizaveis aquosos, como o HEMA (2-hydroxethil metacrilato), o que
favorece as propriedades mecéanicas desse material. Entretanto, devido ao
lancamento deste mon6mero e sua difusdo através da dentina, a incorporacao
do HEMA na sua formulagao produziu o aumento do seu efeito téxico, quando
comparado com o CIV convencional (AZEVEDO et al., 2010).

A acao antimicrobiana do CIV se da pela liberacao do fluor, a qual pode
ser afetada por alguns fatores como: a diferenga da composi¢ao, a difusao do
ion fluoreto em cada material, a energia de superficie, a solubilidade do material,
a sua porosidade e a proporgcao de pd e liquido utilizada na manipulagdo
(PEDRINI, 2003). A utilizagdo do fluor no CIV, além de apresentar atividade
anticariogénica, melhora as propriedades de manipulacdo e a resisténcia do

material (MARTINS et al., 2006). Os CVls possuem reacao de presa de 12 a 24h,
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podendo ocorrer uma grande movimentacao ibnica, facilitando a liberacdo de
ions ativos, entre eles o fluoreto (PAOLANTONIO et al., 2004)

Para melhorar a acado antimicrobiana, alguns autores sugerem a
associacao de agentes antissépticos ao CIV (BECCI et al., 2014). A idéia de usar
antissépticos para controlar a carie dental foi originalmente sugerida por Miller
em 1890. No entanto, foi somente em 1964 que a evidéncia convincente que
agentes antimicrobianos poderiam reduzir a atividade de carie em seres
humanos. Subsequentemente, em 1970, foi relatado que um agente
antimicrobiano seguro chamado clorexidina, que tinha sido amplamente utilizado
no campo médico, pode, eficazmente, reduzir a formacao de biofilme e gengivite
experimental (KIDD, 1991).

A atividade antimicrobiana da clorexidina tem sido estudada desde as
Ultimas décadas e foi considerado o mais potente agente quimioterapico contra
Streptococcus mutans e cérie dentaria (EMILSON, 1994). E um antisséptico
catidnico pertencente ao grupo quimico das bisbiguanidas e consiste de 1,6-bis-
p-clorofenil-biguainidohexane (VAN et al., 1997).

Diferentes sais de clorexidina foram avaliados quanto a sua eficacia
antimicrobiana. Os dois sais de clorexidina mais incorporados em cimentos
dentarios, experimentalmente, com a finalidade de aumentar a eficacia
antimicrobiana sédo digluconato de clorexidina e diacetato de clorexidina. Estudos
revelaram que o diacetato de clorexidina é mais estavel, ndo propenso a
decomposicao, e pode ser facilmente misturado com o CIV (JEDRYCHOWSKI
et al.,, 1983; BECCI et al., 2014). A adicao da clorexidina em concentracoes

elevadas (5%) tem demonstrado degradacao do material enquanto que a adicao
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de 1% de clorexidina ao CIV exibiram atividade antimicrobiana 6tima, sem afetar
as caracteristicas de resisténcia (JEDRYCHOWSKI et al., 1983).

A clorexidina como aditivo ao CIV ganhou popularidade, ja que aumentou
a propriedade antibacteriana destes cimentos sem interferir com a sua liberagao
de fldor (AHLUWALIA et al.,, 2012). Estas combinagbes podem ser uma
alternativa para os procedimentos de Ultima geracao para proporcionar efeitos
antibacterianos benéficos (TUZUNER et al., 2011). No entanto, faz-se
necessario avaliar se o CIV com a adicdo de concentracdes maiores de acetato
clorexidina podem gerar danos teciduais.

A adicdo da clorexidina ao CIV pode alterar propriedades de
biocompatibilidade in vitro. Foi demonstrado que a clorexidina tem efeitos toxicos
graves sobre diversas células, tais como fibroblastos gengival, células
endoteliais, osteoblastos alveolares e odontoblastos (1Z, et al.,2013).

Lessa et al.,(2010) avaliou a citotoxicidade de 0,06, 0,12, 0,2, 1 e 2%
clorexidina nas células odontoblasticas para 60s a 24h, e observaram que a
toxidade do antimicrobiano dependeu da dose e do tempo de contato.

Quanto maior a concentracao da clorexidina e o seu tempo de contato
com as células, mais intenso € o efeito citotéxico do agente quimico (CASTILHO
et al., 2013). No estudo de CASTILHO et al. (2013) concentracgdes de 0,2-1,25%
de digluconato de clorexidina em 24h nao aumentaram a toxicidade nas células
odontoblasticas. No entanto, a concentracdo de 2,5% de digluconato de
clorexidina reduziu significativamente o metabolismo celular e mudou a

morfologia celular.
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Resumo

Este estudo teve como foco testar a hipétese nula de que nao existe diferenca
entre a biocompatibilidade de cimento ortodéntico modificado por diacetato de
clorexidina (DC) em diferentes concentragdes. Foram utilizados 60 ratos Wistar
machos, distribuidos em 5 grupos (n=12), sendo: Grupo C (controle, tubo de
polietileno), Grupo P (Cimento de ionémero de vidro convencional, Precedent) e
Grupos PD1, PD2 e PD3 (Precedent, modificado com 1%, 2% e 3% de DC,
respectivamente). Os animais foram sacrificados apés 7, 15 e 30 dias e os
tecidos analisados em microscopia Optica, quanto aos eventos de infiltrado
inflamatério, edema, necrose, tecido de granulacdo, células gigantes,
fibroblastos jovens e fibras colagenas. Os resultados foram analisados pelos
testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p<0.05). No periodo inicial, intenso infiltrado
inflamatério foi demonstrado principalmente nos grupos PD1, PD2 e PD3, com
diferenca estatisticamente significante entre o Grupo Controle e PD3 (P=0.009)
nos tempos de 7, 15 e 30 dias. Células gigantes multinucleadas mostraram-se
mais presentes no Grupo PD3, com diferenca estatistica com o Grupo Controle
nos periodos de tempo de 7 (P=0.021) e 15 dias (P=0.042). O Grupo PD3
demonstrou as menores quantidades de fibras colagenas entre os grupos, com
diferenca estatistica com o Grupo controle no periodo de tempo de 15 (P=0.049)
e 30 dias (P=0.029). A hipétese nula foi parcialmente aceita. Precedent
modificado com DC a 3% influenciou mais no processo inflamatério, células
gigantes e quantidade de fibras colagenas que as concentracoes de 1% e 2%.
Palavras-chave: Cimentos de ion6meros de vidro, Histocompatibilidade,

Clorexidina.



25

Introducao

As bandas ortodonticas predispéem o acumulo de biofilme dental nas
margens cervicais dos anéis devido a dificuldade na manutencéo da higiene e
devido ao grande nimero de sitios disponiveis para a colonizagdo'2. Isto é
preocupante, pois pode levar ao desenvolvimento de descalcificacdo do esmalte
adjacente e hiperplasia gengival®-34. O material mais usado para a cimentagéo
de bandas ortoddnticas € o cimento de iond6mero de vidro (CIV)*®, material que
apresenta uma liberacdo e absorgdo continua de flior* ® mas, um potencial
bactericida baixo* 6.

Diferentes agentes antimicrobianos tém sido testados para a reducao do
biofilme dental’®, e o diacetato de clorexidina (DC) tem demonstrado ser o
agente mais eficaz e seguro para uso clinico®'". A retencdo dos sais de
clorexidina em estruturas orais e dentais seguida de sua liberacdo lenta pode
tornar seu efeito antibacteriano significativamente mais longo e efetivo
comparado a outros agentes’:'?

Pesquisas® 315 tem demonstrado que a adicdo de DC ao CIV para
restauracdo e cimentacdo pode melhorar significativamente seu efeito
antibacteriano sem alterar suas propriedades fisicas e mecanicas, sendo que, a
clorexidina mostrou ser dose-dependente para o efeito antibacteriano na
combinagédo com CIV® 1617 Por outro lado, alguns trabalhos tém demonstrado
gue a clorexidina em altas concentragcdes pode ser toxica aos tecidos'® 1819,
somado a isto, os CIVs?%-2" podem apresentar efeitos citotéxicos advindos de
seus componentes metdlicos liberados?'-22 que podem provocar danos ao tecido
gengival?®2® devido a proximidade destes tecidos com as bandas ortoddnticas

cimentadas com CIV.
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Neste sentido, estudos sobre a biocompatibilidade de CIVs?42°, seus
efeitos antibacterianos®'".'4 e as propriedades fisicas e/ou mecénicas destes
cimentos modificados por DC®%'3-15 tém sido conduzidas. No entanto, hd uma
falta de estudos que relacionam os eventos inflamatérios causados pela agéo de
CIVs modificados por DC in vivo. Assim, este estudo teve como foco testar a
hipétese nula de que néo existe diferenga entre a biocompatibilidade de cimento

ortodontico modificado por DC em diferentes concentragées.

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 P (Cimento de ionémero
de vidro convencional Precedent) e Grupos PD1, PD2 e PD3 (Precedent
modificado com 1%, 2% e 3% de diacetato de clorexidina, respectivamente)
(Tabela 1).

Os ratos foram anestesiados utilizando injegao intraperitonial de tiopental
soédico (50 mg/kg) (Cristalia, Campinas, Sao Paulo, Brasil). Foi realizada
tricotomia da regido dorsal de cada animal com laminas de barbear para
eliminagao dos pélos (4 x 4 cm). O experimento animal foi submetido ao comité
de Etica de pesquisa animal da Unidade Académica de Ciéncias Bioldgicas,

CSTR\UFCG, e aprovado sobn.0102012.
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Tabela 1: Materiais testados no estudo.

Material Composicao Fabricante Lote
CIV convencional Po6: Vidro de fluorsilicato de aluminio, Precedent, 114960
Precedent copolimeros de acido carbbnico e Reliance, ltasca,

pigmentos USA.

Liquido: Solucéo de &cido tartarico

Diacetato de Sal hidratado de diacetato de clorexidina Sigma-Aldrich,  P500264
Clorexidina St. Louis, MO,
USA

Para anti-sepsia do campo operatério foi utilizado digluconato de
clorexidina a 4%. Na linha média, equidistante da insercao da cauda e da cabeca
do animal, foram realizadas duas incisbes de aproximadamente 8 mm de
comprimento utilizando 1amina de bisturi n° 15 adaptada a um cabo de bisturi.

Com o auxilio de uma tesoura de ponta romba, o tecido subcutaneo foi
divulsionado lateralmente promovendo uma tunelizagdo 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 didametro interno), previamente mantidos em &lcool
70% por 120 minutos, lavados com agua deionizada e finalmente autoclavados
a temperatura de 110° C por 20 minutos e utilizados como veiculos de inoculagéo
dos materiais testados.

Os CIVs foram manipulados segundo as instru¢des dos fabricantes e em
seguida introduzidos nas aberturas das extremidades dos tubos, com auxilio de
espatula de insercado antiaderente aluminada. Apds a presa dos cimentos 0s
tubos foram implantados.

Neste estudo foram utilizados o tubo de polietileno vazio como controle

para o trauma induzido e possivel contaminacdo dos mesmos. Apos o implante
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dos materiais, as lojas cirurgicas foram suturadas com fio de sutura agulhado 4.0
(Ethicon, Jonhson & Jonhson, Sao José dos Campos, Sdo Paulo, Brasil) e em
seguida os animais receberam injecdo de dipirona soédica (0.3 ml/100 g,
Novalgina®; Sanofi-Aventis Farmacéutica LTDA, Suzano, S&o Paulo, Brasil)
apés o procedimento.

Todos os procedimentos deste estudo foram realizados em conformidade
com as orientagdes do Canadian Council on Animal Care (1981). Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais e condicdes adequadas com racgao
balanceada e agua ad libitum. Apdés 7, 15 e 30 dias, os animais foram
anestesiados para obtencdo 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 ap6s sedacao tiopental sédico (50 mg/kg) (Cristalia, Campinas, Sao

Paulo, Brasil).

Biocompatibilidade

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

obtencéao de calibracao satisfatéria (kappa=0.8). Para cada amostra do estudo,



29

cinco secoes representativas da condi¢do histolégica do tecido adjacente aos
materiais implantados foram avaliados.

Os eventos celulares, quanto a presenca de infiltrado inflamatério, edema,
necrose, tecido de granulacdo, células gigantes multinucleares, fibroblastos
jovens e colageno, foram pontuados com o0s 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 0 campo, ou presentes em
grande numero, configurando alta gravidade). Para cada amostra do estudo,
foram analisadas cinco seccbes representativas da condicao histolégico do
tecido, quando todas as cinco sec¢des de tecido demonstraram a mesma
condicao histoldgica, as pontuacdes 1, ausente; 2, escassos; 3, moderado; € 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 nao paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste
de Dunn’s para determinar as diferengas entre os grupos (P <0,05), por néao

apresentarem distribuicdo normal.

Resultados
No periodo inicial, intenso infiltrado inflamatério foi demonstrado

principalmente nos Grupos PD1 (Figura 1A), PD2 (Figura 1B) e PD3 (Figura 1C),
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com diferenga estatisticamente significante entre o Grupo Controle e o Grupo
PD3 nos periodos de tempo de 7 (P= 0,009), 15 (P=0,023) (Figura 1D) e 30 dias
(P=0,023) (Tabela 2). A intensidade do infiltrado inflamatério demonstrou ser
inversamente proporcional aos tempos experimentais.

Alteracbes circulatérias (edema) nao foram expressivas e nao
demonstraram diferenga estatistica entre os grupos avaliados (P>0,05).
Degeneracao do tecido (necrose) demonstrou ser significativa no Grupo PD3,
com diferenca estatistica entre o Grupo PD3 com os Grupos Controle, P e PD1
no periodo de tempo de 7 dias (P=0.001) e entre o Grupo PDS3 e todos os Grupos
no periodo de tempo de 15 dias (P=0.009). O tecido de granulagdo mostrou-se
densamente presente em Grupos PD2 e PD3 com diferenga significativa em
relacao ao Grupo controle (P=0,017), no periodo de tempo de 7 dias (Tabela 2).
Células gigantes multinucleadas mostraram-se mais presentes no Grupo PD3,
com diferenca estatistica com o Grupo Controle nos periodos de tempo de 7
(P=0.021) e 15 dias (P=0.042).

Nos eventos de reparacgao tecidual, os Grupos PD2 e PD3 demonstraram
uma menor quantidade de fibroblatos Jovens no periodo de tempo de 7 dias e
maior com 30 dias, mas demonstrado uma diferenca estatisticamente
significante apenas entre o Grupo controle e o Grupo PD3 (P=0,026) no periodo
de tempo de 30 dias. A quantidade de fibras coldgenas aumentou ao longo dos
periodos experimentais (Figuras 1E-G), no entanto, o grupo PD3 demonstrou as
menores quantidades entre os grupos, com diferenga estatisticamente com o
Grupo controle no periodo de tempo de 15 dias (P=0,049) e 30 dias (P=0,029)

(Figura 1H) (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 Tempo Grupos P
P PD1 PD2 PD3 Cc
Infiltrado Inflamatério 7 dias 12,5078 {7508 17508  18.758 10.00* 0.009
15dias  10.00"® 12,50 1250  15.008 8.75% 0.023
30dias  10.00"8 11.25%8 {25048  {13.758 6.25% 0.023
Edema 7dias  5.00 6.25 5.00 6.25 5.00 0.530
15dias  5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 1.000
30dias 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 1.000
Necrose 7dias  5.00% 5.00f  10.00"®  11.258  5.00A 0.001
15dias  5.00% 5.00% 5.00% 8.75%  5.00% 0.009
30dias 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 1.000
Tecido de Granulacao 7 dias 15.00"B  17.50"B  18.75B 18.758  12.507 0.017
15 dias 8.75 8.75 11.25 12.50 7.50 0.119
30dias 5.00 5.00 6.25 7.50 5.00 0.202
Células Gigantes 7 dias  7.50%8 7.50°8 87578 17.508  6.25% 0.021
15dias  6.25%8 6.25"8 7.5078  11.25B 5.007 0.042
30dias 5.00 6.25 7.50 8.75 5.00 0.103
Fibroblastos Jovens 7 dias 12.50 12.50 10.00 10.00 12.50 0.246
15 dias 16.25 15.00 15.00 12.50 17.50 0.078

30dias 15.00"8 15.00"® 17.50"8 18.758 13.75% 0.026
Colageno 7 dias 6.25 6.25 6.25 5.00 7.50 0.638
15dias  15.00" 13.75"8 12508  11.258 17.50% 0.049

30dias 18.75%B 16.25%8  16.25%8  15.008 20.00% 0.029

P=Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste decomparagéesmultiplas
de Dunn. A°uB Médias seguidas por letras Unicas iguais ndo expressam diferenca
estatisticamente significante (P>0,05). * Médias seguidas por letras diferentes
expressam diferencga estatisticamente significante (P<0,05).
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Figura 1: Fotomicrografias das amostras histologicas. A) 7 dias ap6s implanta¢éo, Grupo PD1:
infiltrado inflamatério moderado com intensa vascularizagao e areas de hemorragia (HE, 100X
aumento, escala: 200um). B) 7 dias ap6s implantagédo, Grupo PD2: intenso infiltrado inflamatério
misto (HE, 400X aumento, escala: 50um). C) 7 dias apds implantacido, Grupo PD3: cavidade
envolta por intenso infiltrado inflamatério e reacdo de granulagao e areas de necrose (HE, 100X
aumento, escala: 200um). D) 15 dias apds implantagdo, Grupo PD2: presenca de moderado
infiltrado inflamatério adjacente a cavidade (HE, 100X aumento, escala: 200um). E) 30 dias apds
implantagdo, Grupo PD1: processo de colagenizacdo e numerosas células inflamatérias
cronicas (HE, 100X aumento, escala: 200um). F) 30 dias apés implantacao, Grupo PD2: espessa
faixa de fibras colagenas e fibroblastos ovoides e fusiformes (HE, 400X aumento, escala: 50um).
G) 30 dias apés implantacao, Grupo PD3: cavidade envolta por espessa faixa de colagenizacao
e evidenciando colagenizagao, fibroblastos jovens e, adjacente a cavidade, leve infiltrado
inflamatério crénico (HE, 400X aumento, escala: 50um). H) 30 dias apds implantagdo, Grupo
Controle: fibras colagenas dispostas ora em feixes paralelos ora em feixes variados, envolvendo
a &rea da cavidade (HE, 400X aumento, escala: 50um).

Discussao

A adicdo de clorexidina®'!' em iondmeros de restauragdo e cimentacdo
tem sido indicada com a intencdo de melhorar o controle bacteriano bucal. No
entanto, para que o material seja adequado para uso clinico, 0os seus
componentes devem ser biocompativeis aos tecidos?6-?”. Estudos demonstraram
que o DC é mais estavel que o digluconato de clorexidina, ndo propenso a
decomposicao, e pode ser facilimente misturado com ao CIV'>16,

Pesquisas'®'® tém demonstrado que uma concentragio de 1% de DC nos
ClVs é suficiente para a protecdo antibacteriana, e que o aumento desta
concentracdo aumenta também seu efeito contra streptococcus mutans, sendo
a concentragdo maxima permitida de DC nos ClVs entre 2 a 3%%!14. Além
disso, autores®'3'® tém demonstrado que a adicdo de até 2,5% de CHX nao
influencia significativamente as propriedades fisicas e/ ou mecénicas dos ClIVs
convencionais. Assim, o uso de clorexidina permitiria evitar tanto descalcificacao
do esmalte quanto as doengas periodontais*® em torno das bandas ortoddnticas,
por outro lado tém se questionado que os sais de clorexidina em altas

concentragdes podem ser tdxicos aos tecidos'>18-19, Assim, o foco deste estudo
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foi avaliar os eventos inflamatérios causados pela acao de ClVs modificados por
DC in vivo.

Neste experimento, pbde-se observar que o grupo P estimulou um
processo inflamatério maior comparado ao grupo controle-polietilieno, uma
resposta a presenca de ions metalicos?'?2 como o aluminio e/ou &cidos
polialquenoicos?' e acido benzoico?® presente nestes cimentos. No entanto, no
grupo PDS foi evidenciado um infiltrado inflamatério demasiadamente intenso e
significativo no 7° dia, que ainda persistiu significativamente nos tempos de 15 e
30 dias. Estes achados estio de acordo com estudos'®1° que evidenciaram que
a clorexidina é citotéxica a células e tecidos, sendo capaz de induzir uma
significativa reacao inflamatéria'?18-19,

Embora, a citotoxicidade da clorexidina ocorra por inibicdo da sintese
protéica celular?” e respiracdo mitocondrial®®, inducdo de apoptose em
concentragoes baixas e necrose em concentragdes elevadas'®, este potencial
citotoxico estd relacionado com o tempo de exposicdo celular e a sua
concentragdo?s.

Neste estudo, a presenca de edema foi pouco expressiva. A necrose foi
observada nos periodos de tempo de 7 e 15 dias no Grupo PD3, que demonstrou
uma capacidade de agressao inicial, mas ndo persistente aos 30 dias nos
cimentos modificados por DC, o que sugere uma baixa capacidade de levar a
danos celulares irreversiveis e subsequente morte a longo prazo. Este quadro
foi menos expressivo ao encontrado em literatura'® onde se utilizou o
digluconato de clorexidina em Chip sobre o tecido subcutaneo de ratos e de
experimentos'>'81931 que evidenciaram morte em cultura de fibroblastos e

osteoblastos apds o contato. Isto sugere, que o CIV proporcionou uma liberagéao
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lenta e gradativamente menor de DC durante o experimento do que a
concentracao total utilizada na modificacao da férmula do cimento.

Por outro lado, o tecido de granulacdo demonstrou-se densamente
presente nos grupos PD2 e PD3 no tempo de 7 dias, quadro que nao persistiu
significativamente nos periodos subsequentes, semelhante aos achados de
outros autores'® que avaliaram a biocompatibilidade do digluconato de
clorexidina. Células gigantes multinucleadas demonstraram estarem mais
presente no grupo PD3, que corresponde a resposta do organismo em tentar
isolar o corpo estranho'832-33,

Na reparacdao tecidual por fibroplasia, os grupos PD2 e PDS3
demonstraram uma diminuicdo na quantidade de fibras colagenas nos tempos
de 7 e 15 dias, e significativamente maior no grupo PD3 com 30 dias. Esta
resposta mais lenta no reparo esta diretamente ligada as concentracdées de DC
incorporados nos ClVs quando comparado ao seu respectivo controle, o que esta
alinhado com estudos que evidenciaram uma diminuicdo do processo de
cicatrizacdo'®3' com reducdo da producgio de proteina nio-colagena e de fibras
colagenas®' apos incorporagao de clorexidina ao CIV.

Os cimentos que continham DC na formulagdo demonstraram uma
presenga de células polimorfonucleares e tecido de granulagdo que persistiram
por um tempo maior e que esta ligada a capacidade de reacao ativa da
clorexidina com o processo de colagenizagdo'826:34  estas respostas teciduais
foram significativas no tempo de 15 e 30 dias para o Grupo PD3.

Nao se sabe se o DC é liberado apenas na superficie ou também nas
secdes mais profundas destes cimentos. Se a clorexidina é liberada apenas na

superficie, um efeito antibacteriano reforcado poderia ser esperado com o
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tempo, a partir da erosao superficial expondo uma superficie nova para liberar
clorexidina’. Por outro lado, a agio da clorexidina ao longo do tempo interagindo
com estruturas celulares pode levar a danos celulares diretos ou inibicao do seu
metabolismo, este efeito continuo da clorexidina sobre as células pode ocorrer
se considerarmos sua reconhecida substantividade3%-2.

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

da DC nestes cimentos apenas em doses menores.

Conclusao

A hipotese nula foi parcialmente aceita. A intensidade das alteragdes
histoldgicas nos cimentos com DC demonstraram ser concentracao-dependente.
Precedent modificado com DC a 3% influenciou mais no processo inflamatorio,
células gigantes e quantidade de fibras colagenas que as concentracées de 1%

e 2%.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A partir deste estudo, p6de-se concluir que os efeitos tdéxicos do Diacetato
de clorexidina incorporado ao ionémero de vidro esta diretamente ligado a sua
concentragdo. Sendo assim, quanto maior a concentragao, maior o efeito téxico.
Precedent modificado com DC a 3% influenciou mais no processo inflamatério,

células gigantes e quantidade de fibras colagenas que as concentracées de 1%
e 2%.
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