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RESUMO

Toda a superficie do ambiente odontoldégico esta sujeita a colonizagdo de
microrganismos. Além de todo esse meio, outras superficies também podem servir
de meio para formacao de biofilme, como préteses dentais e aparelhos ortodénticos
removiveis de resina acrilica. Recentemente, um nanofilme a base de diéxido de
silicio foi desenvolvido no intuito de recobrir superficies, evitando a formagdo do
biofilme e, consequentemente, seus maleficios. Este estudo teve como foco analisar
histologicamente a biocompatibilidade dos nanofimes “NP Liquid Glass” e
“Bacterlon® Glass” em tecidos subcutdneos em ratos. Foram utilizados 48 ratos
Wistar machos distribuidos em 4 grupos (12 ratos por grupo): Grupo C (Controle,
Polietileno), Grupo RA (Resina acrilica), Grupo NP (Resina acrilica com revestimento
de NP Liquid Glass) e Grupo BG (Resina acrilica com revestimento de Bacterlon®
Glass). Os animais foram sacrificados ap6s 7, 15 e 30 dias e os tecidos analisados
em microscopia Optica, quanto aos eventos de infiltrado inflamatério, edema,
necrose, tecido de granulagédo, células gigantes, fibroblastos jovens e fibras
colagenas. Os resultados foram analisados pelos testes de Kruskal-Wallis € Dunn
(P<0,05). No periodo inicial, intenso infiltrado inflamatério foi demonstrado
principalmente nos Grupos BG e RA com diferenga estatisticamente significante com
Grupo Controle no periodo de tempo de 7 dias (P=0,004). Intenso infiltrado
inflamatério ainda foi demonstrado no Grupo BG no periodo de tempo de 15 dias,
com diferenga significativa com Grupo Controle (P=0,003). Alteracdes circulatérias
(edema) e degeneracao do tecido (necrose) foram expressivas apenas no periodo
de tempo de 7 dias, com diferenca significativa entre o Grupo BG com o Grupo
Controle (P<0,05), e entre os Grupos BG e NP para a presenca de necrose
(P=0,011). A quantidade de fibras colagenas aumentou ao longo dos periodos
experimentais, houve diferenca estatisticamente significante entre o Grupo Controle
com os Grupos RA e BG no periodo de tempo de 7 dias (P=0,006), e entre os
Grupos BG e Controle com 15 dias (P=0,010). Pode-se concluir que o produto

Bacterlon® mostrou maiores influéncias nos eventos inflamatérios quando



comparado aos outros grupos. J& o NP Liquid Glass se mostrou mais biocompativel,
causando menos alteragdes teciduais e um melhor reparo celular em todos os
intervalos de tempo.

Palavras-chave: Biomateriais. Biocompatibilidade. Ortodontia.



ABSTRACT

The entire surface of the dental environment is subject to colonization of
microorganisms. Besides, other surfaces can also serve as environment for biofilm
formation, such as dental prostheses and removable orthodontic cases made of
acrylic resin. Recently, a nanofilm of silicon dioxide was developed in order to cover
surfaces, preventing biofilm formation and, consequently, their harmful effects. This
study focuses on analyzing histological biocompatibility nanofilms "NP Liquid Glass"
and "Bacterlon® Glass" in subcutaneous tissues in rats. A total of 48 male Wistar rats
were used and divided into four groups (12 rats per group): Group C (control,
Polyethylene), RA group (acrylic resin), NP Group (acrylic resin with NP Liquid Glass
coating) and BG Group (Acrylic resin with Bacterlon® Glass coating). The animals
were sacrificed after 7, 15 and 30 days and their tissue analyzed in optical
microscopy, as the inflammatory infiltrate events, edema, necrosis, granulation
tissue, giant cells, young fibroblasts and collagen fibers. The results were analyzed
by Kruskal-Wallis and Dunn test (P <0.05). In the initial period, intense inflammatory
infiltrate was demonstrated mainly in Groups BG and RA with a statistically significant
difference with control group in time period of 7 days (P = 0.004). Intense
inflammatory infiltrate is also demonstrated in the BG Group in time period of 15
days, with a significant difference with control group (P = 0.003). Circulatory
disorders (edema) and tissue degeneration (necrosis) were significant only in time
period of 7 days, with significant differences between BG group with control group (p
<0.05) and between groups and BG for NP the presence of necrosis (P = 0.011). The
amount of collagen fibers increases over the experimental period, there is a
statistically significant difference between the control group with RA and BG groups
in time period of 7 days (P = 0.006), and between BG and control groups with 15
days (P = 0.010). It can be concluded that,the Bacterlon® product shows the biggest
influences in inflammatory events when compared to the other groups. But the NP
Liquid Glass is more biocompatible, causing less tissue changes and improved

cellular repair at every time intervals.

Keywords: Biomaterials. Biocompatibility. Orthodontics.
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1 INTRODUCAO

A silica é um dos elementos mais comuns na natureza, porém, na grande
maioria das vezes nao é encontrado em sua forma pura. Sua interacdo com o
oxigénio € frequente e tem como produto final o diéxido de silicio (SiO2), um material
bastante utilizado na industria (SOMMERS, 2007).

As nanoparticulas do didxido de silicio s&o aplicadas em diversas areas,
como nos sistemas de liberagdo de drogas na nanomedicina (LIU et al., 2001;
TREWYN et al.,, 2007), em agentes antiaglomerantes e espessantes na industria
alimentar, cosmética, farmacéutica e em outros produtos, como toners de
impressoras (PETERS et al., 2012; YANG et al., 2014). Ademais, tem como principal
propriedade fisica a capacidade isolante (SOMMERS, 2007), atuando assim, na
composicdo de agentes isolantes térmicos e elétricos (GARCIA-SAUCEDO et al.,
2011).

Recentemente, um nanofilme baseado no diéxido de silicio (Nanopool GmbH,
Schwalbach, Alemanha), também conhecido por "NP Liquid glass", foi desenvolvido
com intuito de formar um revestimento de espessura <250 nm para superficies
susceptiveis a colonizagdo de microrganismos, conforme exposto pelo fabricante,
existindo também a versdo acrescida de antimicrobianos, denominada Bacterlon®
(JURGENS e SCHWINDT, 2007).

Toda a superficie do ambiente odontolégico esta sujeita a colonizacdo de
microrganismos, devido ao intimo contato do cirurgido-dentista e sua equipe com
fluidos corporais, como saliva e sangue (HARREL; MOLINARI, 2004; RAUTEMAA et
al., 2006; THOMAS; JARBOE; FRAZER, 2008; LAHEIJ et al., 2012; MUTTERS et
al., 2014). Ja estd bem esclarecido na literatura que além de todo esse meio
passivel a proliferagdo de microrganismos, outras superficies também podem servir
de meio para formagao de biofilme, como préteses dentais e aparelhos ortodénticos
removiveis de resina acrilica (OLSEN e BIRKELAND, 1977), o que pode causar
maleficios ao usuario desses dispositivos, como halitoses e inflamag¢des na mucosa
adjacente (TARBET et al., 1984).

Estudos ja propuseram métodos afim de reduzir ou inibir a formagdo do

biofilme nesses dispositivos, como incorporacdo de quaternario de aménio a resina
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acrilica (CAMPOCCIA; MONTANARO; ARCIOLA, 2013) e revestimento com
substancias glazeadoras (SESMA et al., 2005), mas todos sem atingir o objetivo
inicial, devido as deficiéncias nas propriedades fisicas dos materiais utilizados
(VILAR, 2014).

Por todas as propriedades que o nanofilme de diéxido de silicio apresenta,
como hidrofobia, oleofobia, natureza catidnica, 6tima flexibilidade e propriedades
antibacterianas, as quais inibem a adesdo e proliferagdo de microrganismos
(JURGENS e SCHWINDT, 2007), esse material pode ser considerado uma
alternativa para revestimento de dispositivos odontologicos fabricados a partir de
resina acrilica. Esse ultimo material apresenta uma rugosidade superficial que facilita
a adesao de bactérias e dificulta a higienizacao, tornando o aparelho ou a prétese
um ambiente propicio a colonizacdo (QUIRYNEN; BOLLEN, 1995; VERRAN;
MARYAN, 1997).

Porém, para que o material proposto seja utilizado de forma segura sem
causar danos biolégicos, ¢é essencial que testes de citotoxicidade e
biocompatibilidade sejam realizados (MONTANARO et al.,, 2005), pois as
nanoparticulas de silica possuem um grande poder de penetragdo na circulacéo
sistémica, o que implica a necessidade de estudos aprofundados na area de saude
(NAPIERSKA et al., 2010).

Na literatura atual sdo escassos os estudos com esse propésito, sendo
necessario a investigacdo a cerca desse produto com caracteristicas téao
promissoras na inibicdo do biofilme, podendo ser utilizado no meio odontolégico.
Dessa forma, o recente estudo tem como finalidade avaliar a biocompatibilidade in
vivo do nanofilme de SiO2 convencional (NP Liquid glass) e do nanofilme de SiO:2
enriquecido com antimicrobianos (Bacterlon®), utilizados como inibidores do

crescimento celular na superficie da resina acrilica.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

A utilizagdo das nanoparticulas de silica na industria € diversa, estando
presente na composi¢ao de varios materiais. Dessa forma, suas propriedades como
a capacidade estrutural, éptica e antirreflexo de compostos de silica tém sido
amplamente estudadas (KERMADI, 2014). A forma oxigenada da silica (SiO2) tem
recebido uma atencdo consideravel nesse aspecto, devido as suas propriedades
fisicas e quimicas especiais (MUHR et al., 2012), sendo capaz de compor muitos
materiais, como sensores e agentes de acoplamento, sistemas de entrega de
drogas, dispositivos elétricos e Opticos, carreadores em medicina biomolecular,
modificadores da superficie de polimeros e outros nanohibridos (ZHANG et al.,
2007; JIN et al., 2009; KIM et al., 2009; KNOPP; TANG; NIESSNER, 2009; LOPES
et al., 2009; SLOWING et al., 2009; YOSHITAKE, 2010).

Um dos focos das pesquisas atuais é a reciclagem da silica, onde autores
mostram alternativas que podem melhorar a relagédo custo-beneficio da producao em
massa de valiosos materiais de silica por meio de recursos baratos e abundantes e
através de producdes eficientes, sendo esse processo benéfico do ponto de vista
econdmico (LIN; KUO; BAI, 2011; LIN; BAI, 2013).

Em relacdo ao recente nanofime a base de silica (NP Liquid Glass e
Bacterlon®), este é formado quase integralmente de SiO2 extraido de cristais de
quartzo e nao possui aditivos. Segundo seus fabricantes, as propriedades desse
produto sdo inumeras, sendo capaz de resistir a acdo da agua, radiacdo UV,
corrosdo, abrasdo, umidade, calor, substincias &acidas e alcalinas, residuos e
contaminacao bacteriana (NANOPOOL-GMBH, 2014a).

As camadas ultrafinas de nanofilme sado caracterizadas pela transparéncia,
alta resisténcia quimica e de unido. As peliculas em nanoescala consistem em
moléculas polimerizadas de SiO2 totalmente interligadas por meio de auto-
organizacao, se alinhando geometricamente. O material usa destas propriedades de
ligacdo para criar uma camada protetora a prova de desgaste em superficies
variadas, suportando grandes for¢as. Suas caracteristicas inovadoras sdo derivadas
dos efeitos da mecénica quantica que ocorrem nas camadas-limite das moléculas de
SiO2 (EDWARD, 2010; NANOPOOL-GMBH, 2014b).
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O material vem sendo amplamente utilizado em variados setores, ja que
protege uma gama de superficies, como superficies minerais (pedra, concreto),
vidro, ceramica, plasticos, metais, madeira e tecidos. Empresas de processamento
de alimentos e bebidas, industrias ferroviarias, redes de hotéis e de fast foods e
associagdes que protegem monumentos histéricos investem cada vez mais na
compra do produto, pois esse se mostra promissor na protecao das areas aplicadas.
Até mesmo plantas e sementes podem ser revestidas pelo nanofilme, j4 que esse é
flexivel e respiravel (NANOPOOL-GMBH, 2014a).

Com a finalidade de inibir ainda mais o crescimento bacteriano, foi criado
também o nanofiime modificado com substancias antimicrobianas, como a
quitosana, triclosan e sais de quaternario de amoénio. O Bacterlon® nado é uma
substancia desinfetante, mas uma camada de protecdo profilatica contra
microrganismos, impedindo a adesdo desses e sua multiplicacdo por um longo
periodo de tempo, como mostram estudos feitos durante 365 dias (JURGENS e
SCHWINDT, 2007; NANOPOOL-GMBH, 2015).

Segundo pesquisas realizadas em ambientes hospitalares pelo British
National Health Service, o Bacterlon® obteve os melhores resultados quando
comparado a outras substancias. Os testes verificaram a eficacia contra
microrganismos presentes na pratica hospitalar diaria e foram realizados em locais
de alta circulagdo de pessoas e contaminagdo cruzada, como: camas, pias,
armarios, macanetas e interruptores de luz. Outros estudos realizados em hospitais
e centros de enfermagem na Alemanha também consideraram o produto como a
substéncia antimicrobiana mais eficaz no controle desses microrganismos
(NANOPOOL-GMBH, 2015). A eficiéncia do produto é atribuida a sua capacidade
antiaderente, visto que o maior fator de viruléncia associado a habilidade de muitos
organismos (como os Staphyloccocus aureus e epidermidis) em causar infeccoes €
dependente da aderéncia aos dispositivos médico-hospitalares e a formagédo de
biofilmes (VUONG e OTTO, 2002; ZAPERLLON et al., 2015).

Outro ponto positivo a se considerar do Bacterlon® € a facilidade de limpeza
da superficie revestida pelo produto, auxiliando significantemente na manutencao

dos elevados padroes de higiene necessarios em instrumentos e ambientes
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hospitalares ou qualquer outro local com elevado risco de contaminagdo microbiana,
como a clinica odontolégica (MUTTERS et al., 2014; NANOPOOL-GMBH, 2015).

A cavidade bucal € um ambiente ideal para a manutencao e proliferacao de
microrganismos, pela presenca de calor, umidade e substrato alimentar. Além do
estreito contato profissional-paciente e da realizacdo do trabalho diretamente na
cavidade bucal, com possiveis sangramentos, o risco de infecgao cruzada na pratica
odontolégica é aumentado pelo uso de instrumentos rotatérios, aparelhos de
ultrassom e seringas triplices, que podem produzir aerosséis. Os microrganismos
mais prejudiciais presentes no cotidiano odontolégico sdo o HSV tipos 1 e 2, VZV,
HIV, virus da Hepatite B, C e D, Estafilococos, Mycobacterium ssp., Pseudomonas
spp. e bactérias super-resistentes que acabam sendo dissipados em praticamente
todas as superficies da clinica odontolégica (PERNAMBUCO, 2001; LAHEJI et al.,
2012; MUTTERS et al., 2014).

Em locais passivos de contaminacao como o consultério odontolégico deve-
se sempre seguir os protocolos de controle de infecgédo, pois essa constitui uma
parte importante da pratica diaria para todas as profissées de saude (AL-OMARI e
AL-DWAIRI, 2005). Associacbes de profissionais da odontologia e outras agéncias
de saude defendem que as precaucdes universais devem ser aplicadas a todos os
pacientes e locais de trabalho, ja que a infecciosidade potencial ndo pode ser
reconhecida (CANADIAN DENTAL ASSOCIATION, 1993; CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 1995; MCCARTHY et al., 1999).

Dispositivos que mantém intimo contato por longos periodos de tempo com a
cavidade oral, como préteses, placas miorrelaxantes e aparelhos ortoddnticos
também servem de depdsitos para patogenos (ELTAS; TOZOGLU; GUNGOR, 2012;
UZUNOGLU et al.,, 2014), podendo servir de foco para uma infeccdo cruzada
(GEORGESCU; SKAUG; PATRASCU, 2002). Aléem disso, a prépria cavidade oral
esta sujeita a prejuizos causados por esse patdogenos, como carie, doenca
periodontal, estomatites e halitoses (OLSEN e BIRKELAND, 1977; SIXOU; DIOUF;
ALVARES, 2007; ELTAS; TOZOGLU; GUNGOR, 2012), logo, se faz necessario o
controle desse biofilme, afim de evitar esses maleficios aos tecidos bucais.

O principal material utilizado na confec¢cdo desses dispositivos, a resina

acrilica, possui alta rugosidade, o que influencia significantemente na retencéao



21

superficial de microrganismos (KEENAN et al., 1980; BLUNDEN; OLIVER; O'KANE,
1994; VERRAN e MARYAN, 1997), essa caracteristica da resina acrilica fornece
nichos em que o0s microrganismos sdo protegidos das forcas de cisalhamento e
medidas convencionais de higiene oral, permitindo assim que células microbianas
permanegam aprisionadas de forma irreversivel a superficie (QUIRYNEN e
BOLLEN, 1995). Essa maturacao do biofilme formado pode levar a um aumento da
prevaléncia de inflamacdo e infeccdo aos tecidos bucais adjacentes (WISE e
DYKEMA, 1975; KEENAN et al., 1980; VERRAN; LEES; SHAKESPEARE, 1991).

As formas de higienizagdo dessas superficies acrilicas sao diversas, podendo
ser de forma mecanica ou quimica (PARANHOS et al., 2007; DE SOUZA et al.,
2009). Essa ultima é classificada com base na sua composicao e modo de agao (por
exemplo, hipocloritos, peroxidos, enzimas, acidos). Existem ainda os produtos
comercializados em forma de comprimidos, pds, solucdes e tabletes (PARANHOS et
al., 2007). Além disso, algumas substancias antimicrobianas ja foram incorporadas a
resina (CAMPOCCIA; MONTANARO; ARCIOLA, 2013), enquanto outros se
propdem a revestir a superficie, como formulas contendo didéxido de titanio (ARAI et
al., 2009). No entanto, algumas dessas substancias ndo alcangcam o completo
sucesso proposto por apresentarem falhas, como por exemplo, a rapida diminuicdo
da capacidade antimicrobiana (CAMPOCCIA; MONTANARO; ARCIOLA, 2013).

O recente nanofilme de SiO:z pode ser considerado uma possivel alternativa
para recobrimento desses dispositivos para controle do biofilme e aumento da
longevidade, uma vez que esse se mostra resistente a grandes forcas, ambientes
com presenca de umidade e ainda possuem uma grande capacidade de inibicdo
microbiana (NANOPOOL-GMBH, 2014a).

Apesar de existirem estudos sobre a compatibilidade biolégica da silica
(NAPIERSKA et al., 2010; YANG et al., 2010; AHMAD et al., 2012; NANOPOOL-
GMBH, 2014a), antes de indicar sua utilizagdo em intimo contato com tecidos bucais
por longos periodos de tempo, faz-se necessario o minucioso estudo da
biocompatibilidade in vivo do material, afim de evitar danos teciduais locais e/ou
sistémicos a longo prazo ao usuario (MONTANARO et al., 2005), visto que séo
escassos os trabalhos desenvolvidos com essa finalidade.
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Resumo

Este estudo teve como foco analisar histologicamente a biocompatibilidade dos
nanofilmes “NP Liquid Glass” e “Bacterlon®” em tecidos subcutaneos em ratos.
Foram utilizados 48 ratos Wistar machos distribuidos em 4 grupos (n=12): Grupo C
(Controle, Polietileno), Grupo RA (Resina acrilica), Grupo NP (Resina acrilica com
revestimento de NP Liquid Glass), Grupo BG (Resina acrilica com revestimento de
Bacterlon®). 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 granulacao, células gigantes, fibroblastos jovens e fibras
colagenas. Os resultados foram analisados pelos testes de Kruskal-Wallis € Dunn
(P<0,05). No periodo inicial, intenso infiltrado inflamatério foi demonstrado
principalmente nos Grupos BG e RA com diferenca estatisticamente significante com
Grupo Controle no periodo de tempo de 7 dias (P=0,004). Alteragdes circulatdrias
(edema) e degeneracao do tecido (necrose) foram expressivas apenas no periodo
de tempo de 7 dias, com diferenga significativa entre o Grupo BG com o Grupo
Controle (P<0,05). A quantidade de fibras coldgenas aumentou ao longo dos
periodos experimentais, houve diferenca estatisticamente significante entre o Grupo
Controle com os Grupos RA e BG no periodo de tempo de 7 dias (P=0,006), e entre
os Grupos BG e Controle com 15 dias (P=0,010). Pode-se concluir que o Bacterlon®
mostrou maiores influéncias nos eventos inflamatérios quando comparado aos
outros grupos. O NP Liquid Glass se mostrou mais biocompativel, causando menos
alteracdes teciduais e melhor reparo celular em todos os intervalos de tempo.

Palavras-chave: Biomateriais. Biocompatibilidade. Ortodontia.
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Abstract

This study focuses on analyzing histological biocompatibility nanofilms "NP Liquid
Glass" and "Bacterlon®" in subcutaneous tissues in rats. A total of 48 male Wistar
rats were used and divided into four groups (12 rats per group): Group C (control,
Polyethylene), RA group (acrylic resin), NP Group (acrylic resin with NP Liquid Glass
coating) and BG Group (Acrylic resin with Bacterlon® Glass coating). The animals
were sacrificed after 7, 15 and 30 days and their tissue analyzed in optical
microscopy, as the inflammatory infiltrate events, edema, necrosis, granulation
tissue, giant cells, young fibroblasts and collagen fibers. The results were analyzed
by Kruskal-Wallis and Dunn test (P <0.05). In the initial period, intense inflammatory
infiltrate was demonstrated mainly in Groups BG and RA with a statistically significant
difference with control group in time period of 7 days (P = 0.004). Edema and
necrosis were significant only in time period of 7 days, with significant differences
between BG group with control group (p <0.05) and between groups and BG for NP
the presence of necrosis (P = 0.011). The amount of collagen fibers increases over
the experimental period, there is a statistically significant difference between the
control group with RA and BG groups in time period of 7 days (P = 0.006). It can be
concluded that, the Bacterlon® product shows the biggest influences in inflammatory
events when compared to the other groups. But the NP Liquid Glass is more
biocompatible, causing less tissue changes and improved cellular repair at every time

intervals.

Keywords: Biomaterials. Biocompatibility. Orthodontics.
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Introducao

Toda a superficie do ambiente odontolégico estd sujeita a colonizacdo de
microrganismos'®. Além de todo esse meio passivel a proliferacdo de
microrganismos, outras superficies também podem servir de meio para formacao de
biofilme, como proéteses dentais e aparelhos ortodénticos removiveis de resina

acrilica®.

Recentemente, um nanofilme baseado no diéxido de silicio (Nanopool GmbH,
Schwalbach, Alemanha), também conhecido por "NP Liquid glass", foi desenvolvido
com intuito de formar um revestimento de espessura <250 nm para superficies
susceptiveis a colonizagdo de microrganismos, conforme exposto pelo fabricante,
existindo também a versao acrescida de antimicrobianos, denominada Bacterlon®’.

Por todas as propriedades que o nanofilme de diéxido de silicio apresenta,
como hidrofobia, oleofobia, natureza catibnica, étima flexibilidade e propriedades
antibacterianas, as quais inibem a adeséo e proliferagdo de microrganismos’, esse
material pode ser considerado uma alternativa para revestimento de dispositivos

odontolégicos fabricados a partir de resina acrilica.

Porém, para que o material proposto seja utilizado de forma segura sem
causar danos biolégicos, ¢é essencial que testes de citotoxicidade e
biocompatibilidade sejam realizados®, pois as nanoparticulas de silica possuem um
grande poder de penetracdo na circulagdo sistémica, o que implica a necessidade
de estudos aprofundados na area de saude®.

Na literatura atual sédo escassos os estudos com esse propésito. Dessa forma,
o recente estudo tem como finalidade avaliar a biocompatibilidade in vivo do
nanofiime de SiO2 convencional (NP Liquid glass) e do nanofime de SiO:2
enriguecido com antimicrobianos (Bacterlon®), utilizados como inibidores do

crescimento celular na superficie da resina acrilica.
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Material e Métodos
Modelo Animal e Grupos Experimentais

Foram utilizados para este estudo 48 ratos machos Wistar adultos com peso
entre 250 g e 350 g pertencentes ao Biotério da Unidade Académica de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Campina Grande, UFCG, Campus de Patos.
Os mesmos foram distribuidos em 4 grupos (12 ratos por grupo): Grupo C (Controle,
Polietileno), Grupo RA (Resina acrilica), Grupo NP (Resina acrilica com revestimento
de NP Liquid Glass) e Grupo BG (Resina acrilica com revestimento de Bacterlon®
Glass) (Tabela 1). O experimento animal foi submetido ao comité de Etica de
pesquisa animal da Unidade Académica de Ciéncias Biolégicas, CSTR/UFCG, e
aprovado sobn. 082012.

As amostras de resina acrilica foram manipuladas segundo as instrucées dos
fabricantes pela técnica de massa'?, sendo pé e liquido manipulado numa proporgdo
de 3:1. As amostras foram confeccionadas a partir de um molde de silicone de
condensacao (Perfil, Vigodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) com dimensdes internas

de 6 mm de didmetro x 2 mm de altura.

A polimerizag&o ocorreu dentro de um polimerizador de resina (M-1000; EDG,
Sao Carlos, SP, Brasil), a 20 °C, 25 psi (1,75 kg / cm) de pressao, durante 15
minutos, de acordo com instrucbes do fabricante. Na presenca de excesso de
material, 0 mesmo foi removido progressivamente utilizando lixa com granulacdes de
150, 400, 600 e 800 de forma manual. Para obter as dimensdes desejadas os
especimes foram medidos com um paquimetro de precisao (123m-150; Starrett, Itu,
SP, Brasil). Todas as amostras foram fabricadas e polidas pelo mesmo operador.

Apés o polimento, todas as amostras foram armazenados em &gua
deionizada a 37 °C (Millipore, Bedford, MA, EUA) durante 24 horas de modo que o0s
mondémeros residuais superficiais pudessem ser liberados''. Em seguida, ambos os
lados das amostras de acrilico foram previamente esterilizados com luz ultravioleta
(Labconco, Kansas City, MO, EUA) durante 30 minutos'?.

Os grupos NP e BG foram revestidos com o nanofilme de SiO2, NP Liquid
Glass e Bacterlon® respectivamente. Para assegurar que todas as paredes das
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amostras entrassem em contato com o revestimento, cada amostra foi colocada em
contato com 3 mL do respectivo nanofilme. Apds 30 segundos, cada amostra foi
cuidadosamente removida e armazenada sob a temperatura ambiente durante 24
horas para garantir que o produto estivesse completamente seco, de modo que a
nanocamada estivesse corretamente formada. As amostras foram mantidas numa
camara de fluxo laminar a fim de evitar qualquer contaminagao™.

Neste estudo foi utilizado o disco de polietileno com as mesmas dimensdes
dos discos de resina acrilica como controle para o trauma induzido, os quais foram
lavados com &gua deionizada e auto clavados a temperatura de 120 °C por 20
minutos. Apos a confecgdo de todos as amostras, os ratos foram anestesiados
utilizando injecao intraperitoneal de tiopental sodico (50 mg / kg) (Cristalia,
Campinas, S&o Paulo, Brasil). Foi realizada tricotomia da regido dorsal de cada
animal com laminas de barbear para eliminacao dos pelos (4 x 4 cm).

Tabela 1: Materiais testados no estudo.

Grupos Material Composicao Fabricante Lote
RA Resina Po6: Polimetilmetacrilato, OrtoCiril, VIPI, 1253
Acrilica Peroxido de Benzoila, Pirassununga, SP,

Pigmentos Biocompativeis. Brasil

Liquido: Monbémero de
Metilmetacrilato, Inibidor.

NP NP Liquid Didxido de silicio Nanopool GmbH A-
Glass (Schwalbach, LGPL/
Alemanha) 141009
BG Bacterlon Didxido de silicio, Nanopool GmbH A-BLPL/
Glass Quitosana, Eter de tricloro- (Schwalbach, 140603
2-hidroxi-difenilico Alemanha)

(Triclosan) e sais de

quartenario de amonio.
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Para anti-sepsia do campo operatério foi utilizado digluconato de clorexidina a
4%. 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 I1amina 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 tunelizacao no sentido lateral, formando
duas lojas cirurgicas, com aproximadamente 18 mm de profundidade cada uma.
Cada rato recebeu dois implantes das amostras.

Apoés o implante dos materiais, as lojas cirurgicas 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 injecdo de dipirona sédica (0.3
ml/100 g, Novalgina®; Sanofi-Aventis Farmacéutica LTDA, Suzano, S&o Paulo,
Brasil) apds o procedimento.

Todos os procedimentos deste estudo foram realizados em conformidade com
as orientacées do Canadian Council on Animal Care (1981). Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais e condigdes adequadas com racao balanceada e
agua ad libitum. Apés 7, 15 e 30 dias, os animais foram anestesiados para obtencao
da bidépsia excisional da area do implante, abrangendo tecido normal circundante
suficiente. Cada grupo continha 12 ratos com dois implantes, tendo como resultado
24 amostras por grupo. Posteriormente os animais foram sacrificados pela técnica
do deslocamento cervical ap6s sedagdo com tiopental sddico (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 histolégicos
seriados com 6 um de espessura e corados com hematoxilina e eosina. A reacao
inflamatéria induzida pelas amostras foi avaliada por um examinador cego usando
um microscopio de luz (BX40; Olympus, Hamburg, Germany) em ampliagées 100,
200 e 400 x. O examinador foi calibrado antes da analise dos dados, até obtencao
de calibracao satisfatéria (kappa=0.8). Para cada amostra do estudo, cinco secoes
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representativas da condicdo histolégica do tecido adjacente aos materiais
implantados foram avaliados.

Os eventos celulares, quanto a presenca de infiltrado inflamatério, edema,
necrose, tecido de granulagao, células gigantes multinucleadas, 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
secdes representativas da condicao histolégica do tecido, quando todas as cinco
secdes de tecido demonstraram a mesma condi¢do histolégica, as pontuacoes 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 nao paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de
Dunn’s para determinar as diferencas entre os grupos (P <0,05), por néao

apresentarem distribuicdo normal.

Resultados

No periodo inicial, intenso infiltrado inflamatério foi demonstrado
principalmente nos Grupos BG e RA com diferenca estatisticamente significante com
Grupo Controle no periodo de tempo de 7 (P=0,004). Intenso infiltrado inflamatério
ainda foi demonstrado no Grupo BG no periodo de tempo de 15 dias, com diferenca
significativa com Grupo Controle (P=0,003). Nao foi demonstrado diferenca
significativa entre os Grupos avaliados no periodo de tempo de 30 dias (P=0,454)
(Tabela 2) (Figura 1, A-l).

Alteracdes circulatérias (edema) e degeneracao do tecido (necrose) foram
expressivas apenas no periodo de tempo de 7 dias, com diferenca significativa entre
o Grupo BG com o Grupo Controle (P<0,05), e entre os Grupos BG e NP para a
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presenca de necrose (P=0,011). No entanto, necrose pouco expressiva ainda foi
observada no Grupo BG com 15 dias (P>0,05) (Figura 1, E). O tecido de granulagao
mostrou-se densamente presente nos Grupos RA e BG no periodo de tempo de 7
dias, com diferenca significativa com o Grupo Controle (P=0,002), ndo havendo
diferenca estatisticamente significante nos periodos de tempo de 15 (P=0,237) e 30
dias (P=1,000).

Células gigantes multinucleadas estavam mais presentes no Grupo BG no
periodo de tempo de 7 dias (P=0,010). Os Grupos RA e BG demonstraram um
quadro semelhante para a presenca de células gigantes no tempo de 15 dias, com
diferenga significante com Grupo Controle (P=0,008) (Figura 1, D-E).

Nos eventos de reparacao tecidual, os Grupos RA e BG demonstraram a
menor quantidade de fibroblatos jovens entre os Grupos experimentais nos periodos
de tempo de 7 e 15 dias, com diferenca significativa apenas entre o Grupo Controle
com os Grupos RA e BG (P=0,012) com 15 dias. A quantidade de fibras colagenas
aumentou ao longo dos periodos experimentais (Figura 1, G-I), houve diferenca
estatisticamente significante entre o Grupo Controle com os Grupos RA e BG no
periodo de tempo de 7 dias (P=0,006), e entre os Grupos BG e Controle com 15 dias
(P=0,010) (Tabela 2).
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Tabela 2: Média dos escores atribuidos aos materiais, apds os intervalos de tempo
de 7, 15 e 30 dias, para as sete condi¢des avaliadas.

Condicao Tempos Grupos P Valor

Infiltrado 1.* 7 dias 18.75% 12.50 20.004 10.008 0.004

30 dias 7.50 6.25 8.75 6.25 0.454

15 dias 6.25 5.00 6.25 5.00 0.543

Necrose 7 dias 7.50 5.008 10.00A 5.008 0.011

30 dias 5.00 5.00 5.00 5.00 1.000

15 dias 10.00 8.75 10.00 7.50 0.237

Células G. M.” 7 dias 7.50 15.004 6.258 0.010

30 dias 7.50 5.00 8.75 5.00 0.061

15 dias 11.254 15.00 11.254 18.758 0.012

Colageno 7 dias 5.00A 8.75 5.00% 10.008 0.006

30 dias 16.25 18.75 16.25 20.00 0.092

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 diferenga estatisticamente significante
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(P>0,05). AB Médias seguidas por letras diferentes expressam diferenca estatisticamente significante
(P<0,05). ~Infiltrado I. (Infiltrado inflamétorio), *Tecido G. (Tecido de Granulagédo), *Células G. M.
(Células Gigantes Multinucleadas), Fibroblastos J. (Fibroblastos Jovens)
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Figura 1: Fotomicrografias das amostras histolégicas. A) 7 dias apds implantagdo, Grupo RA: intenso
infiltrado inflamatério, tecido de granulagdo e vasos sanguineos congestos (HE, 50X aumento, escala:
100um). B) 7 dias ap6s implantagao, Grupo BG: intenso infiltrado inflamatério, tecido de granulagéo, vasos
sanguineos congestos e presenga de liquido extracelular (HE, 100X aumento, escala: 200um). C) 7 dias
apés implantacéo, Grupo C: cavidade envolta por infiltrado inflamatério leve e reagéo de granulagéao (HE,
100X aumento, escala: 200um). D) 15 dias apés implantacdo, Grupo RA: presenga de moderado infiltrado
inflamatério adjacente a cavidade, vasos congestos e presenca de células gigantes multinucleadas (HE,
50X aumento, escala: 100um). E) 15 dias ap6s implantagdo, Grupo BG: presenga de moderado infiltrado
inflamatério, pequenas é&reas de necrose adjacente a cavidade e presenca de células gigantes
multinucleadas (HE, 50X aumento, escala: 100um). F) 15 dias apds implantagdo, Grupo C: leve infiltrado
inflamatério mononuclear, presenca de fibroblastos ovoéides e fusiformes e fibras coldgenas (HE, 400X
aumento, escala: 50um). G) 30 dias ap6s implantagcdo, Grupo RA: cavidade envolta por espessa faixa de
colagenizacgéo, fibroblastos ovéides e fusiformes, e presenga de leve infiltrado inflamatério crénico (HE,
50X aumento, escala: 100um). H) 30 dias apds implantacdo, Grupo BG: cavidade envolta por faixa de
colagenizagdo com fibras colagenas dispostas ora em feixes paralelos ora em feixes variados, fibroblastos
ovoides e fusiformes, presenca de leve infiltrado inflamatério crénico, vasos congestos e células gigantes
multinucleadas (HE, 50X aumento, escala: 100um). I) 30 dias apds implantagdo, Grupo C: fibras
colagenas dispostas em feixes paralelos envolvendo a drea da cavidade, e presenca de vasos sanguineos
(HE, 100X aumento, escala: 200um).
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Discussao

Microrganismos, como bactérias acidogénicas (Streptococcus mutans,
Streptococcus gordinii) e proteoliticas (Porphyronomas gingivalis, Prevotella
intermedia) e fungos, como a Candida albicans, sao encontrados com frequéncia na
cavidade oral'+'®. Dessa forma, é muito comum verificar grandes quantidades de
biofiime em utensilios odontolégicos’ e aparelhos ortodonticos, levando a
inflamacgdes, estomatites e eritemas na mucosa'®. Para que tais prejuizos sejam
evitados € importante que medidas de controle e biosseguranca sejam utilizadas de

forma comprovadamente eficiente.

Nesse contexto, o produto NP Liquid Glass surge como uma alternativa para
complementar os cuidados de biosseguranca ja estabelecidos na literatura atual®.
As nanoparticulas de silica, principal componente do nanofilme, mostraram bons
resultados em outros estudos, tanto in vitro, quanto in vivo®®. Estudos com ratos
submetidos ao material s6 demostraram inflamacdes mais graves quando expostos
a alta inalacdo ou injecdo das nanoparticulas. A genotoxicidade e aumento de

mutacdes também n&o foram verificadas nos animais submetidos as pesquisas?'?2.

No presente estudo o infiltrado inflamatério encontrado demonstrou ser
significativamente maior nos grupos Resina Acrilica (RA) e Bacterlon® (BG) no
tempo de 7 dias. No periodo de tempo de 15 dias, um infiltrado significativo ainda
persistiu no grupo BG. Estes resultados sugerem uma maior capacidade de
agressao sobre os tecidos do Bacterlon® devido a presenga/ou concentracao de
substancias antimicrobianas como a quitosana, triclosan e sais de quaternario de

aménio presentes neste produto.

A presenca de edema e necrose foi significativa apenas no Grupo BG no
periodo de tempo de 7 dias, que demonstrou uma capacidade de agressao inicial,
mas nao persistente nos periodos subsequentes. Embora, danos celulares
irreversiveis e subsequente morte celular a curto prazo, tenham sido constatados, as
avaliacOes histolégicas sugerem uma baixa capacidade do Bacterlon® de levar a
danos significativos a longo prazo. Por outro lado, o tecido de granulagcéo
demonstrou-se densamente presente no grupo RA e BG no periodo de tempo de 7

dias, quadro que nao persistiu significativamente nos periodos seguintes.
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Células gigantes multinucleadas demonstraram estar mais presente no grupo
BG no periodo de tempo de 7 dias, uma presenca significativa ainda persistiu no
Grupo BG e foi demonstrada também no Grupo RA no periodo de tempo de 15 dias,
que corresponde a resposta do organismo de fagocitar o corpo estranho através
destas células®®>?*. No Grupo BG, a presenca/ou concentracdo de substancias
antimicrobianas presentes neste material pode estar relacionada ao aumento destas
células, para o Grupo RA a presenca de células gigantes multinucleadas sugere
estar ligada a toxicidade da resina acrilica devido a presenga do mondémero residual
liberado apds sua polimerizagdo e com a degradagcdo dos seus componentes ao
decorrer do tempo?°.

Na reparacao tecidual, a presenca de fibroblastos jovens foi crescente e néao
significativa entre os materiais, exceto para os Grupos RA e BG que demonstraram
um menor numero de fibroblastos jovens no periodo de tempo de 15 dias. A
presenca de colageno demonstrou ser menor nos Grupos RA e BG no periodo de
tempo de 7 dias, o que persistiu no Grupo BG no tempo de 15 dias, isto sugere que
a toxicidade tecidual dos Grupos RA e BG tem capacidade de interferir na producao

de proteina colagena e ndo-colagena, como visto em outras substancias?®.

A quitosana, polissacaridio com capacidade antimicrobiana, € considerado
compativel, como encontrado em estudos?’?%. Porém, modificacoes feitas nesse
farmaco podem alterar sua toxicidade. A principal alteracao é a densidade da carga
da molécula, sendo essa diretamente proporcional a sua toxicidade. Outro aspecto
como a via de administracdo deve ser considerado, ja que essa determina a
absorcdo, concentracdo, tempo de contato e tipos de células afetadas pela

quitosana®®.

O triclosan, outro antimicrobiano amplamente utilizado na industria®0,
apresenta resultados positivos em trabalhos acerca da biocompatibilidade, causando
pouca toxicidade aguda nos tecidos dos animais submetidos aos estudos e sendo
considerado um produto seguro para uso em humanos3'-33, No entanto, nos testes
de citotoxidade, o composto mostrou-se toxico para células epiteliais do tecido
gengival humano. Esse fato deve ser levado em consideragdo, j& que muitos
produtos contendo triclosan entram em contato direto com a mucosa oral*. Em outro

ensaio de verificacdo de apoptose celular, o triclosan também apresentou dano
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celular consideravel, principalmente quando seu tempo de exposicdo e sua

concentragdo eram aumentados®.

Ainda como componente antimicrobiano do Bacterlon®, seus fabricantes
incluiram os sais de quaternario de aménio. Esse, por sua vez, mostrou ser
citotéxico para mitocondrias de células epiteliais®®, enquanto em um outro estudo in
vivo, 0s animais expostos manifestaram anormalidades reprodutivas significativas®’.
Em contrapartida, uma pesquisa com trés tipos de sais de quaternario de aménio
afirmou nao encontrar evidéncias de riscos a saude humana no uso do produto em

concentracdes adequadas®:.

Em relacdo ao NP Liquid Glass e sua versao enriquecida com antibacteriano
(Bacterlon®), apenas uma pesquisa acerca da citotoxidade foi encontrada na
literatura. Os resultados obtidos pelo autor'® demonstraram concordéancia com o
presente estudo, ja que o grupo composto pelo NP Liquid Glass apresentou
melhores resultados em comparacao ao Bacterlon® tanto nos eventos de inflamacgéao

tecidual, como nos eventos de reparo.

O componente do produto envolvido na toxicidade celular ainda nao foi
esclarecido’. Sugere-se que a citotoxidade elevada do Bacterlon® é causada pelo
alto poder antimicrobiano dos seus componentes, porém, quando essa toxicidade é
cessada, o material pode continuar sendo uma 6tima opcao para recobrimento de
superficies que entram em contato com séries vivos'S. Para que essa hipotese seja
confirmada € necessario estudos sobre citotoxicidade/biocompatibilidade a longo
prazo, avaliando até quando o material gera danos celulares/teciduais e até que

ponto sua capacidade antimicrobiana se mantém ativa.

Conclusao

Pode-se concluir que o NP Liquid Glass demonstrou ser um material
biocompativel, causando menos alteracdes teciduais e um melhor reparo celular. O
Bacterlon® demonstrou ser um material promissor para 0 uso na area da saude,
embora tenha sido capaz de interferir significativamente em todos os eventos

celulares iniciais e de reparo tecidual.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O grupo NP demonstrou resultados positivos, sendo sua influéncia pouco
expressiva nos eventos inflamatérios e de reparacgao tecidual estudados. Ja o grupo
BG demonstrou maior capacidade de agressao celular em comparacao ao grupo NP
e ao Grupo controle. Esse fato pode estar envolvido com a capacidade
antimicrobiana que o produto apresenta. Apesar disso, o Bacterlon® demonstrou
respostas celulares semelhantes ao NP no periodo de tempo de 30 dias.

Por apresentar resultados de biocompatibilidade promissores, os produtos
podem vir a se tornar uma 6étima alternativa no recobrimento de superficies de
resinas acrilicas ao biofilme e susceptiveis a contaminacdo, evitando infeccoes
cruzadas e patologias ligadas ao biofilme na cavidade oral. Antes disso, outros
estudos devem ser efetuados para que seu uso seja seguro e eficiente em humanos.



ANEXO A — Carta de Aprovacédo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

Umiversidade Federal de Campina Grande - -
Centro de Saide e Tecnologia Rural
Comissdo de Etica em Pesquisa
Av. 5ta Cecilia, s/'n. Bairo Jatoba, Rodovia Patos,
CEP: 58700-970, Cx postal 64, Tel (83) 3511-3045

Cficio CEP n° 71/2012

Protocole CEP n? 082012

Ao. 51. Rogeéno Lacerda dos Santos

Sr. Santos;

A pesquisa coordenada por V.5a. intimlada “biocompatibilidade de resina acrilica em
tecido subcutineo de ratos”, receben parecer FAVORAVEL apés avaliacho dos
relatores da Comissiio de Etica em Pesquisa do Centro de Saide e Tecnologia Rural —
CSTR/UFCG.

Atenciosamente.

Patos, 28 de outubro de 2012,

NI
Onaldo Guedes Rodrigues
Coordenador do CEP
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ANEXO B — Normas de Submissao da Revista The Angle Orthodontics.

Information for Contributors

Please be aware that The Angle Orthodontist participates in the CrossCheck™ initiative and that all submissions
are subject to screening with iThenticate software to detect plagiarism.

Please organize and enter your Original Article manuscript using the following headings (Case reports and
other types of articles may vary):

COVER LETTER - Must contain the following:
Copyright Releases - The following written statement, signed by one of the authors and acting on behalf of all of
the authors, must accompany all manuscripts:

"The undersigned author transfers all copyright ownership of the manuscript (fill in the title of your manuscript)

to The Angle Orthodontist in the event the work is published. The undersigned author warrants that the article is
original, is not under consideration for publication by another journal and has not been previously published. | sign
for and accept responsibility for releasing this material on behalf of any and all coauthors."

Direct quotations, tables or images that have appeared elsewhere in copyrighted material must be accompanied
by a signed release from the copyright owner. Complete information identifying the source of the material is
required.

Patient Releases - A signed release must be obtained for all images that contain identifiable patients or human
subjects. These releases must be retained indefinitely by the Corresponding Author. A cover letter must be
submitted with the manuscript attesting to the fact that all applicable patient releases were obtained and are on
file with the Corresponding Author.

Each release statement must be on a separate page, include the manuscript title, all authors' names and contain
a copy of the following statement signed by the patient:

"I hereby grant all rights to publish photographs or other images of me in the above manuscript where | appear as
a patient or subject without payment of any kind. | have been informed that any images of me that do appear may
be modified."

e ARTICLE FILE

Articles must be original and written in clear English. The total article file must be entered as one
document and must contain the Title, Abstract, Text References and Figure Legends. The article file
must not exceed a maximum of 3500 words. To determine the number of words in your document, go to
the toolbar, click on tools and then click on word count.

For Systematic Reviews, use the PRISMA statement for uniformity in reporting
format:(http://www.prisma-statement.org/2.1.2%20-%20PRISMA%202009%20Checklist.pdf). Follow the
proposed structure and subheadings whenever possible.

Please enter only the following items in the article file:

o Title of the manuscript

o Abstract - The Angle Orthodontist is using a structured abstract which must be limited to 250
words. The abstract should conform to the following outline and not contain an introduction,
literature review or discussion.

ABSTRACT

Obijective: List the specific goal(s) of the research.

Materials and Methods: Briefly describe the procedures you used to accomplish this work.
Leave the small details for the manuscript itself.

Results: Identify the results that were found as a result of this study.
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Conclusion: List the specific conclusion(s) that can be drawn based on the results of this
study.

o Manuscript text - Please remove all references to the author's identity or institutions as
manuscripts are peer reviewed anonymously. An original article text will contain the following in
order:

INTRODUCTION - This section states the purpose of the research and includes a brief
summary of the literature describing the current state of the field.

MATERIALS AND METHODS -This section states exactly what was done and should enable a
reader to replicate the work. Materials or methods described elsewhere in the literature can be
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
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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.

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.

General Information

The E. H. Angle Education and Research Foundation invites manuscripts concerning the dental and craniofacial
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 through a double-blind process and are 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 Orthodontist is 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
guestions regarding the submission of your manuscript, please e-mail those questions to <rjisaacson@aol.com>.

Reference Examples - American Medical Association (AMA) Style Guide

Book—Single Author

Format:

1. Author. Book Title. Edition number (2nd edition or above). City, State (or Country) of publisher:
Publisher’'s name; copyright year.

Example:

1. Snell RS. Clinical Anatomy by Regions. 9th ed. Philadelphia, PA: Lippincott Williams & Wilkins;
2012.

Book—Multiple Authors

Format:

2. First Author, Second Author [if there are more than six authors, use “et al.” after the third
author]. Book Title. Edition number [2nd edition or above]. City, State (or Country) of publisher:
Publisher's name; copyright year.

Example:

2. Shamus E, Stern DF. Effective Documentation for Physical Therapy Professionals. 2nd ed. New
York, NY: McGraw-Hill; 2011.
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Book—Editor

Format:

3. Author(s), eds. Book Title. Edition number [2nd edition or above]. City, State (or Country) of
publisher: Publisher's name; copyright year.

Example:

3. O’'Sullivan SB, Schmitz TJ, eds. Physical Rehabilitation. 5th ed. Philadelphia, PA: F.A. Davis
Company; 2007.

Chapter or Article within a Book

Format:

4. Author(s) of article. Title of article. In: Editor’s name(s), ed(s). Book Title. Edition number [2nd
edition or above]. City, State (or Country) of publisher: Publisher’'s name; copyright year:Chapter

or page number.

Example:

4. Solensky R. Drug allergy: desensitization and treatment of reactions to antibiotics and aspirin. In:
Lockey P, ed. Allergens and Allergen Immunotherapy. 3rd ed. New York, NY: Marcel Dekker;
2004:585-606.

Article from a Print Journal—One Author

Format:

5. Author. Title of article. Abbreviated Journal Title. Year;Volume:Inclusive page numbers.
Example:

5. Lobach DF. Clinical informatics: supporting the use of evidence in practice and relevance to
physical therapy education. J Phys Ther Educ. 2004;18:24-34.

Article from a Print Journal—Two or More Authors

Format:

6. Author(s) of article. Title of article. Abbreviated Journal Title. Year;Volume:Inclusive page
numbers.

Example:

6. Crompton J, Imms C, McCoy AT, et al. Group-based task-related training for children with
cerebral palsy: a pilot study. Phys Occup Ther Pediatr. 2007;27:43-65.

Article from an Online Journal—DOI (digital object identifier) available

Format:

7. Author. Title of article. Abbreviated Journal Title. Year;vol(issue):pages. doi:XX.XXXX.

Example:

7. Subauste CS. Autophagy as an antimicrobial strategy. Expert Rev Anti Infect Ther. 2009;7(6):743-
752. doi:10.1586/eri.09.41.
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Article from an Online Journal—no DOI available

Format:

8. Author. Title of article. Abbreviated Journal Title. Year;vol(issue):pages. URL. Published date.
Updated date. Accessed date (will often be the only date available).

Example:

8. Bouwer M, Goosen TC, Rheeders M. Drug-drug interaction after single oral doses of the
furanocoumarin methoxsalen and cyclosporine. J Clin Pharmacol. 2006;46(7):768-775.
http://go.galegroup.com.prxusa.lirn.net/ps/i.do?id=GALE%7CA148007854&v=2.1&u=lirn_crevc&it=r&p
=EAIM&sw=w.

Accessed November 13, 2012.

Article—EPub ahead of Print (follow either the with or without DOl model above)

Format:

9. Author. Title of article [published online Publication Date]. Abbreviated Journal Title.
Year;vol(issue):pages. URL. Published date. Updated date. Accessed date.

Example:

9. Liu-Ambrose T, Nagamatsu LS, Hsu CL, Bolandzadeh N. Emerging concept: ‘central benefit
model’ of exercise in falls prevention [published online April 20 2012]. Br J Sports Med. 2012.
doi: 10.1136/bjsports-2011-090725.

Web Page

Format:

10. Author or responsible body. Title of item cited. Name of website. URL. Published date. Updated
date. Accessed date.

Example:

10. American Physical Therapy Association. Professionalism. American Physical Therapy Association.
http://www.apta.org/Professionalism/. Published June 2007. Updated March 25 2011. Accessed
November 13 2012.

Other Media

Format:

11. Author. Title [format]. City, State (or Country) of Publisher: Publisher; Year.
Example:

11. Hillman SK. Interactive Functional Anatomy. London: Primal Pictures Ltd; 2011.

In-text Citations

Note: When citing the same source more than once, include the page number in the reference, in
parentheses.

Example:

Subauste writes that, “Effective manipulation of autophagy requires understanding of the molecular
events that govern this process.7(743)”
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