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INTRODUGAO:

A prevaléncia da ma oclusdo dentaria faz com que essa condigdo seja reconhecida como um problema
de saude publica, impactando diretamente a qualidade de vida da populagdo. O tratamento mais comum e
recomendado envolve a utilizacdo de aparelhos ortoddnticos, cuja finalidade é corrigir a posicdo dos dentes
[1,2,3]. No entanto, uma das principais dificuldades associadas a esse tratamento é a higienizacdo bucal, uma
vez que os braquetes favorecem o acumulo de biofilme oral ao seu redor, elevando o risco de inflamagao gengival
e desenvolvimento de caries [4]. A carie dentaria é desencadeada por bactérias presentes na cavidade oral, as
quais reduzem o pH bucal a niveis criticos para o esmalte e a dentina, promovendo a perda de ions calcio (Ca) e
fosfato (P) [4]. Esse processo de desmineralizagdo do esmalte dentario é clinicamente identificado pela formagao
da primeira manifestagdo visivel da carie, lesdo de mancha branca [4,5]. Embora o fllor, por si s6, ndo interfira
diretamente nos agentes causadores da carie, sua eficacia na prevencéo da progressado das manchas brancas é
amplamente reconhecida [4].

Entre as alternativas, a quitosana (CS), um derivado parcialmente desacetilado da quitina, geralmente
extraido das cascas de crustaceos, tem ganhado destaque [6]. Sua ampla aplicabilidade entre os biomateriais
deve-se a sua versatilidade e a diversas propriedades desejaveis, como biodegradabilidade, biocompatibilidade,
nao toxicidade e capacidade de promover a cicatrizagéo de feridas [7]. No campo da odontologia, a quitosana tem
sido investigada em diversos estudos como agente preventivo contra a carie dentaria, em virtude de suas
propriedades bactericidas e/ou bacteriostaticas [8]. O efeito antimicrobiano da quitosana é atribuido a multiplos
mecanismos sinérgicos. O principal envolve a interacéo eletrostatica entre seus grupos amino protonados (—NH,*)
e as superficies celulares bacterianas, que sdo negativamente carregadas, resultando em desorganizagéo da
membrana, aumento de permeabilidade e extravasamento de conteludo intracelular. Além disso, a quitosana pode
quelar ions metalicos essenciais (como Ca?** e Mg?*), afetando a estabilidade enzimatica e estrutural bacteriana.
Também forma uma barreira fisica sobre a superficie microbiana, dificultando a difusdo de nutrientes e a formagao
de biofilmes. Em determinadas condigdes, especialmente quando possui baixa massa molecular, pode penetrar
na célula e interferir na sintese de RNA e proteinas. Sua atividade ¢ intensificada em pH acido e com altos graus
de desacetilagdo, que aumentam sua carga catibnica e afinidade por estruturas bacterianas [9,10]. Estudos
demonstraram que a quitosana exerce efeito antibacteriano in vitro contra diversas espécies associadas a doengas
orais, como Streptococcus mutans, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis [11,12].
Resultados de estudos como o conduzido por Kim et al. (2013) indicaram que a incorporagédo de quitosana em
compositos resinosos pode conferir atividade antibacteriana sem comprometer suas propriedades mecanicas e
adesivas.

O objetivo deste estudo foi, portanto, avaliar o efeito da adigéo de diferentes porcentagens de quitosana
em cimentos ortoddnticos autoadesivos experimentais sobre a resisténcia a tragéo, a atividade antibacteriana e
a resisténcia ao cisalhamento de braquetes ortoddnticos ao esmalte dentario. As hipoteses nulas testadas foram:
(1) A incorporagéo de quitosana ao cimento ortoddntico autoadesivo experimental ndo afetaria a resisténcia
maxima a tragdo nem a resisténcia ao cisalhamento dos braquetes ao esmalte; (2) A adigdo de quitosana néo
reduziria o crescimento de Streptococcus mutans (S. mutans).

METODOLOGIA:

Manipulagao experimental do adesivo ortodéntico

Os mondmeros foram misturados por 40 segundos a 2400 rpm usando dispositivo de mistura centrifuga
(SpeedMixer, DAC 150.1 FVZ-K, Hauschild Engineering, Hamm,Alemanha). A matriz de resina para todas as
formulagdes consiste em 20% em peso de fosfato de di-hidrogénio de 10- metacriloxidecil (10-MDP — DM
Healthcare Products, Inc., San Diego, CA, EUA), 20% em peso de bisfenol metacrilato glicidilico (BisGMA - Sigma-
Aldrich Inc, St Louis, MO, EUA), 39% em peso de uretano dimetacrilato (UDMA - Sigma- Aldrich Inc., EUA), e 20%
em peso de dietilenoglicol dimetacrilato (TEGDMA - Sigma- Aldrich Inc., EUA), incluindo 0,5% em peso de
canforquinona (CQ - Sigma-Aldrich Inc., EUA) como fotoiniciador e 0,5% em peso de dimetilaminoetilmetacrilato



(DMAEMA - Sigma-Aldrich Inc., EUA) como co-iniciador. Para cada mistura de resina, diferentes concentragbes
de quitosana foram adicionadas (0, 1%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10%). Apds a mistura dos monémeros, fotoiniciador e
quitosana, a matriz de resina de cada adesivo ortodontico foi carregada com 50% em peso de cargas silanizadas
— 20% em peso de silica precipitada de 0,05 um (Nippon Aerosil Co. Ltd., Téquio, Japao) e 80% em peso de vidro
silicato de Ba-Al de 0,7 uym (Esstech Inc., Essington, PA, EUA). As particulas de carga de silica precipitada foram
misturadas com a mistura de monémeros por 30 segundos a 3000 rpm, seguidas pelas particulas de carga de
vidro silicato de Ba-Al por 1 minuto a 2000 rpm. Por ultimo, os adesivos ortodénticos foram centrifugados por 1
minuto a 2000 rpm sob uma atmosfera de vacuo de 80 mmHg.

Teste de Resisténcia ao Cisalhamento (SBS)

Sessenta incisivos bovinos, recém-extraidos, limpos e armazenados em agua destilada a 4 °C, foram
utilizados (n = 10). As raizes foram cortadas e as coroas foram embutidas em tubos de PVC (25 mm de diametro
por 30 mm de comprimento) contendo resina acrilica de auto-polimerizagao (VIPI, Pirassununga, SP, Brasil),
mantendo sua superficie vestibular voltada para fora da resina acrilica. Antes dos procedimentos de colagem dos
braquetes, foi realizado profilaxia com pasta de pedra-pomes e taca de borracha nos dentes por 30 s, seguida de
enxague com agua e secagem ao ar. O esmalte foi condicionado com gel de &cido fosférico a 35% (Ultra-Etch,
Ultradent, South Jordan, UT, EUA) por 15 s, lavado com jato de ar e agua por 30 s e secos com jato de ar por 15
s. Os braquetes (Light, Prescription Roth, Morelli Orthodontics, Sorocaba, SP, Brasil) foram compativeis com os
dentes e a polimerizagao dos adesivos ortoddnticos foi feita por 10 s em cada lado do suporte (totalizando 40 s)
usando fotopolimerizador Valo cordless (Ultradent, South Jordan, UT, EUA). O teste de SBS foi realizado em uma
magquina de ensaio universal (Instron Corporation, modelo 4411, Canton, OH, EUA). A interface braquete e
esmalte de cada espécime foi posicionada paralelamente a borda de um cinzel de lamina afiada. O teste de SBS
foi realizado a uma velocidade de avango de 0,75 mm/min usando célula de carga de 50 N. Os resultados foram
registrados por software e a carga, registrada em N (Newtons), foi convertida em MPa (MegaPascal), dividindo a
carga pela area do suporte (11 mm3).

Teste de indice de Remanescente Adesivo (ARI)

Apods o teste, as superficies dos esmaltes bovinos foram analisadas com estereomicroscoépio para avaliar
o IRA. Os critérios para classificar cada pontuagéo foram: 0: nenhum adesivo ortoddntico na superficie do dente,
1: menos de 50% de adesivo ortodéntico na superficie do dente, 2: mais de 50% de adesivo ortoddntico na
superficie do dente e 3: todo o adesivo ortodéntico permaneceu na superficie do dente.

Teste de Resisténcia a Tragao (UTS)

Para o teste de UTS, foram confeccionados 10 espécimes (n = 10) em forma de ampulheta (10 mm de
comprimento x 4 mm de largura x 1,5 mm de espessura; area de constricdo: 1,5 x 1,5 mm; area da segéo
transversal: 2,25 mm?) para cada adesivo ortoddntico utilizando moldes de borracha. Os espécimes foram
fotoativados (Valo Cordless, Ultradent, EUA) por 20 s nas superficies superior e inferior apds a remogao do molde
de borracha. Apds 24 horas de armazenamento em agua a 37 °C, os espécimes foram fixados no dispositivo
acoplado a maquina de ensaio universal (Instron Corporation, modelo 4411, EUA) e submetidos ao teste de
resisténcia a tragéo a velocidade de avango de 0,75 mm/min, até a fratura. A UTS foi calculada em MPa usando
a formula: UTS = F/A, onde: F é a carga de tragéo (N) e A é a area da sec¢do transversal (mm?2).

Teste Antibacteriano (CFU)

Seis espécimes em formato de disco (n = 6; 6 mm de didmetro x 2 mm de altura) de cada adesivo
ortoddntico (0% - controle, 1%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10%) foram fabricados utilizando moldes de borracha. Os discos
foram preparados em condi¢des assépticas em uma cabine de fluxo laminar usando moldes circulares de borracha
em uma placa de vidro. Apés a inser¢do do material no molde, os espécimes foram cobertos com tira de poliéster
e fotoativados por 20 s (Valo Cordless, Ultradent, EUA). Apés a fotoativagéo, os espécimes foram removidos do
molde e deixados sob luz UV por 15 minutos para descontaminag&o adicional. Os espécimes de cada grupo foram
colocados individualmente em uma placa de cultura de poliestireno de 24 pogos (Kasvi) e imersos em 1,5 ml de
meio de cultura de infuséo de cérebro e coragdo (BHI) com 1% de sacarose e 1,5 ml de indculo da cepa S. mutans
UA159 (ATCC® 700610™). As placas foram incubadas a 37 °C com 10% de CO, por 7 dias. A cada 24 horas, o
meio de cultura foi aspirado e substituido por 1,5 ml de meio BHI estéril com 1% de sacarose. Apds 7 dias, os
espécimes foram imersos em solugao salina a 0,9% e vortexados para desalojar as células bacterianas aderidas
ao disco. Apds a remogao das células, 50 ul da solugdo salina com as células bacterianas foram transferidos para
microtubos contendo 450 pl de solugéo salina estéril para diluigdo serial. Trés gotas de 25 pl de cada diluicdo
foram dispensadas separadamente em placas de Petri contendo meio de agar BHI. As placas de Petri foram
armazenadas a 37 °C com 10% de CO, e mantidas por 48 horas para permitir o crescimento de colénias de S.
mutans. Apds 48 horas, a contagem de unidades formadoras de col6nia foi realizada no estereomicroscépio. Os
dados foram expressos em CFU/ml e foram realizados trés experimentos independentes.

Analise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Um espécime em formato de disco (6 mm de didmetro x 2 mm de altura) de cada adesivo ortodéntico
autoadesivo experimental foi preparado utilizando um molde de borracha. O adesivo ortodéntico inserido no
molde, coberto com uma tira de poliéster e fotoativado por 20 s (Valo Cordless, Ultradent, EUA). Apés a remocao
do molde, a superficie do espécime exposta a fotoativagéo foi polida usando o sistema de discos Sof-Lex (3M
Dental Products, St. Paul, MN, EUA) acoplado a um micro motor de baixa rotagdo. Os discos foram utilizados na
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sequéncia de lixamento: grosso, médio, fino e super fino - 40 s cada. Em seguida, os espécimes foram revestidos
com ouro (revestidor por pulverizagdo Balzers-SCD 050, Alemanha), e imagens digitais em 500x foram
transmitidas para microscoépio eletrénico de varredura (MEV) (JEOL-5600 LV, Japao) sob uma voltagem de 15
KV, WD =15 mm e um tamanho de ponto de 27 nm.

Analise Estatistica

Foi realizada analise de poder para determinar o tamanho amostral de cada teste (power = 0,8 ou
superior), com nivel de significadncia de 0,05 (B = 0,2). Os dados de todos os testes foram submetidos ao teste de
Shapiro-Wilk para verificagdo da normalidade e ao teste de Levene para verificar a homocedasticidade das
variancias. Os dados dos testes de SBS, UTS e CFU foram analisados por meio de ANOVA one-way e as médias
foram comparadas pelo teste post hoc de Tukey (a = 0,05). Os dados do ARI foram submetidos a uma analise
descritiva ndo estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A Tabela 1 apresenta os valores médios (MPa) e os desvios padrao para a SBS e UTS dos adesivos
ortoddnticos experimentais com diferentes concentragdes de quitosana. Para a SBS, a analise de variancia one-
way ANOVA revelou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,031). O grupo controle
apresentou valor médio de SBS significativamente superior em comparagéo aos grupos com 1%, 2,5%, 5%, 7,5%
e 10%. Para a UTS, a ANOVA one-way também demonstrou diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos (p < 0,001). Os grupos controle e 1% apresentaram valores médios de UTS significativamente maiores do
que os grupos com 2,5%, 5%, 7,5% e 10%.

Esses resultados estdo alinhados com estudos anteriores sobre materiais dentarios modificados com
quitosana. Uma reviséo sistematica indicou que baixas concentragbes (1% em peso) ndo comprometeram a
SBS, enquanto niveis mais elevados a reduziram [13]. Além disso, adesivos ortodénticos modificados com
nanoparticulas de quitosana (CS-NPs) apresentaram resisténcia ao cisalhamento (SBS) estavel,
independentemente do tamanho das particulas testadas, os quais demonstraram efeitos antibacterianos
semelhantes. [14]. Esses achados apoiam a hipdtese de que o aumento de na porcentagem de quitosana prejudica
a rede polimérica do material resinoso, provavelmente devido a ma dispersdo ou a auséncia de silanizagao,
levando a formagao de porosidade e redugédo no desempenho mecanico, semelhante ao que ja foi relatado com
arginina [13].

Tabela 1 - Média (MPa) e o desvio padrao da SBS e UTS dos adesivos ortodénticos experimentais

Grupos SBS UTS
0% - Controle 31,2+2,664 55,6 +2,70 A
1% 25,3+4,748 525+4,14 A
2,5% 223+332¢C 454 +3,728B
5% 21,8+ 5,06 ¢ 453+4,568
7,5% 18,2 +4,370 450+4,248B
10% 15,7+4,65EF 37,4 +4,96 €

Letras maiuscula diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas dentro das colunas (p < 0,05).

O grafico demonstra que o ARI nos cimentos ortoddnticos experimentais apresentou menor presencga de
remanescente nos grupos controle e 1%, com predominancia dos escores 0 e 1. Nos demais grupos contendo
maiores concentragdes de quitosana (2,5% a 10%), observou-se aumento progressivo na presenca dos escores
2. Do ponto de vista clinico, escores baixos no ARI, refletem menor quantidade de cimento ortoddntico residual
sobre o esmalte, sdo vantajosos, pois reduzem a necessidade de remogdo mecanica com brocas do excesso de
material e ajudam a preservar a integridade da superficie do esmalte ap6s a remocgéo dos braquetes.

0% [N
1% [
2,5%
5%
7,5%
10%
0% 20% 40% 60% 80% 100%

M Escore 0 Escore 1 Escore 2 m®Escore 3

Figura 1 - Prevaléncia do ARI para os cimentos ortodénticos autoadesivos experimentais.
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A Tabela 2 apresenta os valores médios e os desvios padrdo da contagem de unidades formadoras de
colénias (CFU) (x10° CFU/mL) de Streptococcus mutans observadas nos cimentos resinosos ortodonticos
experimentais testados. A incorporagdo de quitosana resultou em uma reducéo estatisticamente significativa no
crescimento de S. mutans em todos os grupos (p = 0,001). As formulagdes contendo 7,5% e 10% de quitosana
apresentaram a atividade antimicrobiana mais expressiva, com redugdes de CFU de 85,1% e 84,3%,
respectivamente, em comparagao ao grupo controle. As concentragdes intermediarias (5%, 2,5% e 1%) também
mostraram redugbes estatisticamente significativas no crescimento de S. mutans em relagdo ao controle, com
reducdes de 69,2%, 54,6% e 46,7%, respectivamente.

Tais achados séo consistentes com estudos que investigaram o uso de nanoparticulas de quitosana em
materiais dentarios, os quais demonstraram eficacia antimicrobiana comparavel contra biofiimes de S. mutans
[15]. Embora concentragbes elevadas (=7,5%) maximizem a atividade antimicrobiana, porcentagens altas estao
associadas a reducéo das propriedades mecéanicas, provavelmente em razao da interferéncia na rede polimérica
da matriz do compdsito resinoso. Dessa forma, concentragdes intermediarias (~5%) podem representar equilibrio,
promovendo inibicdo bacteriana sem comprometer a integridade mecanica do material. Esses dados estdo em
conformidade com os achados de El Azzazy et al. [16], nos quais baixos teores de quitosana preservaram o
desempenho adesivo e, simultaneamente, apresentaram efeitos antimicrobianos. Assim, a agdo antimicrobiana
da quitosana, que envolve disrup¢cdo de membranas, quelagao de ions e interferéncia na formagao de biofilmes,
confirma seu potencial como aditivo bioativo em adesivos ortoddnticos.

Tabela 2 - Média e desvio padrao (x10° CFU/mL) das CFU de S. mutans dos adesivos ortodénticos experimentais.

Grupos x10° CFU/ml % 10 CFU/ml reducdo
0% - Controle 9,66 +1,14 A Referéncia
1% 5,15+0,88B 46,7
2,5% 4,38+1,06 B 54,6
5% 2,97 +0,78 C 69,2
7,5% 1,44 +£045D 85,1
10% 1,562+0,37 D 84,3

Letras maiuscula diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas dentro das colunas (p < 0,05).

Figura 2 — Imagens obtidas por MEV. A — particulas do pé de quitosana; B — adesivo ortodéntico autoadesivo
experimental com incorporagéo de quitosana; C — grupo controle, sem incorporagéo de quitosana.

CONCLUSAO

Com base nos ensaios realizados a incorporagdo de quitosana na concentragcdo de 1% ao cimento
ortoddntico autoadesivo experimental ndo comprometeu os valores de resisténcia de unido ao esmalte nem a
resisténcia coesiva do material. Além disso, mesmo em baixa concentragdo, a quitosana apresentou efeito
antibacteriano com redugao de aproximadamente 47% na viabilidade de Streptococcus mutans.
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