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Resumo

SARMENTO, Hugo Ramalho. Potencial inflamatério de duas técnicas para
afastamento gengival utilizadas durante procedimentos protéticos. 2013. 97f.
Dissertacao (Mestrado). Programa de Pds-Graduacdo em Odontologia. Universidade

Federal de Pelotas, Pelotas.

Este estudo foi composto por duas fases que avaliaram duas técnicas para
afastamento gingival (AG), convencional e sem fio: 1- um estudo in vitro que avaliou
a citotoxicidade/genotoxicidade, e o pH de agentes a base de AICl3; e 2- um ensaio
clinico randomizado que avaliou a eficacia destas técnicas. Na fase in vitro, eludatos
foram obtidos pela diluicdo dos eluates agentes a base de AICI; em meio de cultura
por 1h, 4h e 24h. Os valores de pH foram aferidos por pHmetro digital, citotoxicidade
pelo teste MTT e genotoxicidade pelo teste do Micronucleo. Um ensaio clinico
randomizado, cruzado, duplo-cego foi concebido para avaliar fatores clinicos,
imunoldgicos e individuais antes e apos AG por duas técnicas, convencional (C: fio
gengival + gel adstringente) e sem fio (SF: pasta a base de adstringente). Estes
fatores foram avaliados em incisivos preparados para coroas metalo-ceramicas
antes, 1 dia e 10 dias apdés AG. As concentracdes de Interleucina 1f3, Interleucina 6
e Fator de Necrose Tumoral a foram avaliadas no fluido gengival crevicular coletado
antes (controle) e 1 dia apés AG. Os dados do estudo in vitro foram analisados por
ANOVA 2-fatores e teste de Tukey. Os dados do ensaio clinico foram analiados por
ANOVA para medidas repetidas e teste de Tukey (fator imunolégico), teste de
Friedman (parametros periodontais), e Exato de Fisher ou teste Qui-quadrado (dor,
estresse e sabor desagradavel). Todos os testes consideraram p<0.05. Os valores
meédios de pH foram estatisticamente superiores para C que para SF. As técnicas
nao foram citotéxicas no tempo de 1h. SF foi mais citotoxica que C em 4h e 24h. A
genotoxicidade SF foi semelhante a do grupo controle. Nenhuma das técnicas

avaliadas resultou em piora nos indices periodontais. Atétnica C foi mais estressante



que a SF, e semelhantes considerando dor e sabor desagradavel. AG realizado por
ambas as técnicas levou a maiores concentragbes médias das trés citocinas
avaliadas. C resultou nos maiores niveis de interleucinas. In vitro, os adstringentes
apresentaram atividade biologica aceitavel, sem diferenca na genotoxicidade entre
as técnicas. In vivo, SF foi menos estressante e resultou em menores niveis de

citocinas apoés AG.

Palavras-chave: Protese Dentaria. Protese Parcial Fixa. Retracdo Gengival.

Compostos de Aluminio. Mediadores da Inflamacéao.



Abstract

SARMENTO, Hugo Ramalho. Potencial inflamatério de duas técnicas para
afastamento gengival utilizadas durante procedimentos protéticos. 2013. 97f.
Defesa (Mestrado). Programa de Pdés-Graduacdo em Odontologia. Universidade

Federal de Pelotas, Pelotas.

This study was composed by two phases that evaluated two gingival displacement
(GD) techniques, conventional and cordless: 1- a in vitro study which assess
cytoxicity/genotoxicity, and pH of AlCls-based agents; and 2- a randomized clinical
which evaluated the efficacy of these techniques. For in vitro phase, eluates were
obtained by dilution of AlCI3-based into culture medium for 1h, 4h, and 24h. pH
values were measured by digital pHmeter, cytotoxicity by MTT test and genotoxicity
by Micronuclei test. A crossover, double-blind, randomized clinical trial was designed
to evaluate clinical, immunologic and individual factors before and after GD by two
techniques, conventional (gingival cord + astringent gel) and cordless (astringent-
based paste). These factors were evaluated on incisors prepared for metal-ceramic
dental crowns before, 1 day post-GD and 10 day post-GD. Interleukin 183, Interleukin
6 and Tumor Necrosis Factor a concentrations were evaluated on gingival crevicular
fluid collected before (control) and 1 day post-GD. In vitro data were analyzed by
two-way ANOVA and Tukey test. Clinical data were analyzed by One-way Repeated
Measures ANOVA and Tukey test (immunologic factor), Friedman test (periodontal
parameters), and Fisher Exact or Qui-square test (pain, stress, and unpleasant flavor
during GD). All test were realized considering p<0.05. Mean pH values were
statistically higher for Viscostat than Expasyl. Both astringents were non-cytotoxic at
1h. Expasyl was more cytotoxic than Viscostat at 4h and 24h. Expasyl genotoxicity
was not different from control group. Neither of the two evaluated techniques resulted
in worse periodontal indices. Conventional technique was statistically more stressing

than cordless, and similar considering pain and unpleasant taste. GD by the both



treatments evaluated led to statistically higher mean concentrations of the three
interleukins evaluated. Conventional GD technique resulted in the highest
interleukins levels. In vitro, AlICI3-based astringents presented acceptable biological
activity with no genotoxic difference between Expasyl and control group. In vivo,

cordless technique was less stressful and resulted in lower cytokines levels after GD.

Keywords: Dental Prosthesis. Fixed Partial Denture. Gingival Recession. Aluminum

Compounds. Inflammation Mediators.
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1 Projeto de pesquisa

1.1 Introducéo

Os procedimentos de afastamento da margem gengival sdo comumente
aceitos na pratica da Odontologia restauradora moderna. Estes métodos oferecem
visibilidade e facil acesso ao sulco gengival, mantendo-o limpo, seco e criando uma
condicdo adequada para a confeccéo de restauracdes diretas e indiretas (BENNANI;
SCHWASS; CHANDLER, 2008). A utilizacdo do afastamento gengival é
extremamente importante, independente da técnica de moldagem utilizada
(HANSEN; TIRA; BARLOW, 1999; GOLDBERG; HIGGINBOTTOM; WILSON, 2001,
DONOVAN; CHEE, 2004; PERAKIS; BELSER; MAGNE, 2004).

De acordo com o Glossario de Termos em Pritese Dentaria (2005), o
afastamento gengival € definido como a deflexdo da margem gengival que circunda
o dente. O objetivo do procedimento € criar um suficiente espaco lateral e vertical
entre a linha de término do preparo e o tecido gengival, permitindo a insercdo de um
volume apropriado do material de moldagem no interior do sulco gengival expandido
(NEMETZ; DONOVAN; LANDESMAN, 1984; WEIR; WILLIAMS, 1984; BENSON et
al., 1986; CASSIDY; GUTTERIDGE, 1994). Em términos subgengivais, a precisao
da moldagem depende da exposicdo das margens do preparo proporcionada pela
técnica de afastamento empregada. Os tecidos moles devem ser delicada e
atraumaticamente deslocados, voltando a posicdo original apés o procedimento
(GOLDBERG; HIGGINBOTTOM; WILSON, 2001).

As técnicas de afastamento gengival podem ser classificadas como
mecanica, quimica ou cirargica, sendo frequentemente usadas em combinacado. Os
fios para afastamento, nas técnicas mecanica ou quimico-mecanica, tém sido
largamente empregados devido a sua relativa previsibilidade, efetividade e

seguranca, quando comparados com a curetagem gengival e a eletrocirurgia
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(BENSON et al., 1986; HANSEN; TIRA; BARLOW, 1999). No entanto, o uso da
técnica mecénica por meio de fios para afastamento gengival pode ser de dificil
execucao, consumindo muito tempo clinico e causando sangramento gengival,
desconforto para o paciente, podendo levar a recessao gengival (FENG et al., 2006).

Os agentes de afastamento gengival, que podem vir impregnados nos fios
ou separadamente, sdo utilizados na pratica clinica na forma de fluidos ou géis. Em
relacdo ao efeito farmacolégico da substancia ativa, podem ser agrupados em
vasoconstritores adrenérgicos e hemostaticos adstringentes (CSILLAG et al., 2007).
Dentre os adstringentes, destacam-se 0s a base de cloreto de aluminio, sulfato de
aluminio e sulfato férrico, sendo o cloreto de aluminio o mais largamente
empregado, principalmente pela sua baixa toxicidade quando comparados agueles
(NOWAKOWSKA et al., 2010). Os adstringentes apresentam apenas acéo local, e
ISSO representa uma vantagem quando estes sdo comparados aos vasoconstritores
adrenérgicos, como a epinefrina, que apresentam acao sistémica, o que limita sua
indicacdo clinica (POLAT; OZDEMIR; TURGUT, 2007).

Em estudos clinicos, a efetividade dos adstringentes tem sido avaliada
positivamente (YANG et al., 2005; KUMBULOGLU et al., 2007; AL HAMAD et al.,
2008). Por outro lado, observacdes in vivo (KOPAC; CVETKO; MARION, 2002;
AKCA et al., 2006) ou in vitro (KOPAC et al., 2002; KOPAC; STERLE; MARION,
2002) tém demonstrado que estes produtos podem induzir efeitos indesejaveis nos
tecidos da margem gengival. Isto pode ser explicado pelo relativamente alto nivel de
acidez encontrado nos adstringentes disponiveis comercialmente, com suas
concentracbes originais apresentando pH entre 1 e 3 (WOODY; MILLER;
STAFFANOU, 1993; AYO-YUSUF; DRIESSEN; BOTHA, 2005; NOWAKOWSKA et
al., 2010).

Recentemente, técnicas que dispensam o uso de fios para afastamento
gengival tém sido introduzidas com a promessa de muitas vantagens, como reducao
do tempo clinico gasto e maior conforto ao paciente, sendo minimamente invasivas.
Nessa linha tem-se, por exemplo, o Expasyl® (Kerr Corporation, Orange, CA, USA),
um material para afastamento gengival com consisténcia de pasta que associa as
propriedades hemostéaticas do cloreto de aluminio a expanséo higroscopica do

caulin®, que ocorre em contato com o fluido crevicular. Este material oferece um

'Substancia argilosa friavel e refrataria que serve para o fabrico de porcelana; argila branca.
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moderado deslocamento da gengiva em torno de 2 minutos apdés sua aplicacdo
(PERAKIS; BELSER; MAGNE, 2004).

Um estudo clinico avaliou os efeitos de duas técnicas de afastamento
gengival livres de fio, uma contendo cloreto de aluminio (Expasyl®) e outra por meio
de um material elastomérico (Korlex-GR®, Biotech-one, San-Chung, Taiwan),
comparadas a técnica convencional & base de fios retratores. Os produtos foram
avaliados quanto a eficiéncia do afastamento gengival, potencial de causar recessao
gengival apos 14 dias, assim como quanto ao desconforto gerado ao paciente
durante o afastamento. As trés técnicas ndo diferiram quanto ao potencial de
afastamento. No entanto, a técnica convencional causou uma recessao gengival
maior quando comparada as demais avaliadas. A recessao causada pelos materiais
Expasyl® e Korlex-GR® foi clinicamente insignificante. Além disso, a técnica
convencional ainda foi a responsavel por causar mais dor aos individuos (YANG et
al., 2005).

Outro estudo in vivo procurou comparar novamente o Expasyl® e outro
produto para afastamento gengival elastomérico (Magic Foam Cord®, Coltene
Whaledent AG, Altstatten, Suica) a técnica convencional. Foi observado que todos
0s métodos avaliados causaram uma inflamacao gengival temporaria, sendo maior
quando utilizado o Expasyl®. Além disso, os tecidos gengivais apresentaram
recuperacdo mais lenta quando utilizado este produto. Por outro lado, apenas as
técnicas que dispensam o uso de fios ndo induziram sangramento durante ou apos
os procedimentos de afastamento gengival (AL HAMAD et al., 2008).

No entanto, os resultados destes estudos in vivo ndo podem ser diretamente
extrapolados para a pratica clinica, pois as técnicas de afastamento gengival foram
aplicadas em dentes higidos. A maioria dos trabalhos publicados na literatura sobre
técnicas de afastamento gengival livres de fio retrator sdo demonstracdes do uso
clinico. Assim, os reais efeitos bioldgicos deste tipo de técnica no tecido gengival e
periodontal ndo tém sido bem documentados.

Varios estudos tem avaliado a concentragdo de Interleucinas inflamatérias
no fluido gengival. Essas avaliacbes tém sido realizadas apoOs instalacdo de
aparelhos ortodénticos (UEMATSU; MOGI; DEGUCHI, 1996; IWASAKI et al., 2001),
mediante a administragcdo de antimicrobiano (HO et al., 2010), em individuos com
periodontite agressiva localizada (SHADDOX et al., 2011), com hiperplasia gengival

durante o tratamento ortodontico (GONG; LU; DING, 2011) e em criangas obesas,
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com o objetivo de relacionar este quadro com a concentragdo de TNF-a encontrado
no fluido gengival (KHOSRAVI et al., 2009). No entanto, ndo ha estudos disponiveis
na literatura avaliando a concentracdo de citocinas inflamatérias apds a aplicacéo de
técnicas para afastamento gengival.

Durante os procedimentos de afastamento gengival para fins protéticos,
além do trauma mecénico, a acdo de agentes quimicos pode induzir uma resposta
inflamatoria no tecido gengival (KOPAC; CVETKO; MARION, 2002). Essa resposta
inflamatéria € mediada por citocinas, liberadas por fibroblastos e células
inflamatorias — macréfagos e neutréfilos — (GUSTAFSSON et al.,, 2006). Na
presenca de inflamacéao, o fluido gengival apresenta um volume relativamente alto,
devido a presenca do exsudato inflamatorio (HO et al., 2010). Entre as citocinas
envolvidas na resposta inflamatoria, destacam-se a Interleucina 1 (IL-1), Interleucina
6 (IL-6), Interleucina 18 (IL-18) e o Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a)
(HAVEMOSE-POULSEN; HOLMSTRUP, 1997; GRAVES, 2008). Como a IL-1, IL-6 e
TNF-a sao produtos da imunidade inata, estas sao as primeiras citocinas produzidas

pelo sistema imunoldgico quando ocorre uma agressao tecidual (GARLET, 2010).



1.2 Justificativa

Este trabalho possibilitara uma comparacao entre dois produtos comerciais,
utilizados em duas técnicas para afastamento gengival distintas: com ou sem fio
retrator. Os resultados permitirdo definir qual a técnica menos danosa aos tecidos
periodontais, seja em termos de estimulo da resposta inflamatéria ou alteragcdes
celulares. Além disso, por se tratar de um estudo que envolve etapas clinicas,
avaliando a concentracdo de interleucinas inflamatorias no fluido gengival apés a
aplicacdo de produtos para afastamento gengival, oferecerd evidéncias cientificas

consistentes e inéditas quanto ao tema estudado.



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo Geral

Investigar a influéncia de duas técnicas de afastamento gengival, com e sem
o uso de fio retrator, através da analise da biocompatibilidade in vitro e,

posteriormente, da resposta inflamatoria gengival in vivo.

1.3.2 Objetivos Especificos

o Avaliar o pH dos agentes de afastamento gengival,

o Avaliar, in vitro, a citotoxicidade dos agentes de afastamento gengival
mediante fibroblastos gengivais humanos;

o Avaliar, in vitro, a genotoxicidade dos agentes de afastamento gengival,

. Avaliar, in vivo, a intensidade da resposta inflamatéria apds

afastamento gengival realizada com os agentes estudados.



1.4 Material e Métodos

1.4.1 Delineamento Experimental

Este estudo incluira 2 etapas de testes, uma in vitro e a seguir, in vivo. A
primeira etapa consistira na realizacdo de testes para caracterizacdo do perfil fisico
e biolégico dos materiais de afastamento gengival: avaliacdo do pH, citotoxicidade e
genotoxicidade.

O estudo in vivo, um ensaio clinico randomizado, do tipo boca dividida, triplo-
cego, preconizard a selecdo de 11 pacientes periodontalmente saudaveis com
necessidade de reabilitagcdo oral através da confeccdo de 2 coroas unitarias. Estes
pacientes, ao serem moldados, serdo submetidos a duas técnicas de afastamento
gengival distintas: uma livre de fio retrator (pasta) e outra com a presenca de fio
retrator (gel + fio). Como variavel resposta a reacao inflamatoéria local no momento
da moldagem, sera adotada a avaliacdo da atividade/concentracdo das seguintes
citocinas inflamatérias: Interleucinal (IL-1B), Interleucina 6 (IL-6) e Fator de Necrose
Tumoral a (TNF-a). Pardmetros clinicos como profundidade de sondagem (PS), nivel
clinico de insercdo (NCI), indice de sangramento gengival (ISG), indice de placa
visivel (IPV) e a mobilidade dentaria serao registrados para os dentes submetidos ao

afastamento gengival antes e apés o mesmo.

1.4.2 Material

Os materiais utilizados neste estudo, assim como seus fabricantes e sua

descricéo estdo apresentados na Tab. 1.
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Tabela 1. Materiais utilizados neste estudo assim como seus respectivos
fabricantes e descri¢do do produto.
Material Fabricante Descricao

Kerr Corporation Agente de afastamento gengival
Expasyl® a base de Cloreto de Aluminio
(Orange, CA, EUA)
(15%)

Agente de afastamento gengival
o Ultradent Products s base de Cloreto de Alumini
i a base de Cloreto de Aluminio
Viscostat™ Clear g4 1h jordan, UT, EUA)

(25%)
. Ultradent Products Fio de afastamento gengival de
Ultrapak (South Jordan, UT, EUA) algodao nao-impregnado
Silicone denso com
3M ESPE (St. Paul, MN, L .
Express XT® Denso polimerizacéo por reacao de
EUA) .
adicao
Silicone fluido com
3M ESPE (St. Paul, MN, o N
Express XT® Fluido polimerizacdo por reacao de

EUA
) adicao

Resina acrilica para provisorios
Bossworth Company ] o _
TRIM II® _ a base de polietil-metacrilato
(Skokie, IL, EUA)
(PEMA)

1.4.3 Métodos

O presente estudo serd realizado nas instalacbes da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Pelotas, sendo a etapa in vivo executada
na Clinica de Protese Dentaria e a etapa in vitro, no Centro de Diagndstico das
Doencas da Boca (CDDB).

1.4.3.1 Etapa In vitro

1.4.3.1.1 Afericdo do pH
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Os dois produtos para afastamento gengival estudados serdo diluidos em
Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (SIGMA Chemical Co., St Louis -
MO, EUA) em trés concentracdes, 1:1, 1:10 e 1:20 (NOWAKOWSKA et al., 2010),
totalizando 6 grupos (n=5). Para avaliagdo dos valores de pH, em pHmetro digital
(Quimis, Diadema - SP, Brasil), 1ImL de cada uma das concentracdes sera pipetada
em tubos do tipo ependorf. Solucbes de referéncia com valor de pH 1 e 4 seréo

usadas para calibracéo do eletrodo.

1.4.3.1.2 Cultivo celular priméario

As culturas celulares de fibroblastos gengivais humanos serdo obtidas a
partir de biopsias da gengiva de pacientes jovens, ndo-fumantes e com saude
periodontal durante procedimentos de extracdo de terceiros molares, realizada por
motivos ortoddnticos. Apds a coleta, os tecidos gengivais serdo armazenados em
DMEM enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas - SP,
Brasil) e 1% de antibiético (10.000 Ui/mL de penicilina G e 10.000 mg/mL de
estreptomicina, Gibco Laboratories Incorporated, Grand Island - NY, EUA).

A pecas serao transportadas sob refrigeracdo e, em capela de fluxo laminar
vertical, os tecidos gengivais serdo lavados por duas vezes em PBS (Solugéo salina
fosfatada) (SIGMA Chemical Co., St Louis - MO, EUA) e cortados sobre uma placa
de Petri estéril, com o auxilio de laminas de bisturi, até a obtencdo de pequenos
fragmentos com volume aproximado de 1mm? (explants). Entdo, os fragmentos
gengivais serdo transportados cuidadosamente a uma superficie cultivavel de uma
garrafa de cultura com superficie cultivavel de 25 cm? onde o amassamento do
tecido sera realizado na superficie da garrafa. Em seguida, sera adicionado 1 ml de
meio de cultivo enriquecido (DMEM + 10% de SFB + 1% de antibidtico) para
promocdo da adesédo dos explants nas garrafas de cultivo. As garrafas serao
mantidas uma atmosfera Umida a 37 °C e 5% CO, por 72 h, sem que haja

movimentagao do recipiente.
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Apés 72 h, as garrafas serdo monitoradas diariamente, em microscépio de
luz invertida, para a observacdo da migracdo das células a partir dos explants de
tecido gengival. A cada 48h, 1 mL de DMEM enriquecido com SFB sera adicionado
cuidadosamente e os fragmentos ndo aderidos, removidos. Apds 0 inicio da
migracdo das células, os explants serdo descartados e as células mantidas até que
ocorra a confluéncia na garrafa, sempre em atmosfera de 5% CO, a 37°C.

O crescimento celular isolado sera monitorado diariamente em microscopio
de luz invertida e o meio de cultura trocado a cada 2 ou 3 dias, de acordo com o
metabolismo celular, até a obtencdo da subconfluéncia. Para a realizacdo dos
experimentos, as células serdo removidas das garrafas de cultivo por tripsinizacao
(0,25% Tripsina-EDTA, Sigma Chemical Co., St Louis - MO, EUA).

1.4.3.1.3 Avaliagédo da Citotoxicidade

O ensaio colorimétrico MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazélio, Sigma Chemical Co., St Louis - MO, EUA) sera utilizado para avaliar
a citotoxicidade dos produtos para afastamento gengival. Os fibroblastos gengivais
humanos serdo semeados em placas de 96 pocos em uma concentracdo de 5x10°
células por poco.

Para o teste, as células serdo expostas aos dois produtos avaliados, em trés
diluicbes em DMEM (1:1, 1:10 e 1:20), em quatro tempos diferentes: 3, 5 e 10
minutos e 24 h (NOWAKOWSKA et al., 2010) (Tab. 2). Durante a exposic¢éo, a placa

serd mantida em ambiente com 5% de CO, a 37°C.
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Tabela 2. Grupos incluidos no estudo, de acordo com o produto testado, a
concentracao e o tempo de exposicao.

Grupo Concentracéo Produto Tempo
E1.3 1:1

E10.3 1:10 Expasyl®

E20.3 1:20 pasy 3 minutos
V1.3 1:1 Viscostat® Clear

V10.3 1:10

V20.3 1:20

E1.5 1:1

E10.5 1:10 Expasy®

E20.5 1:20 pasy 5 minutos
V1.5 1:1 Viscostat® Clear

V10.5 1:10

V20.5 1:20

E1.10 1:1

E10.10 1:10 Expasy®

E20.10 1:20 pasy 10 minutos
V1.10 1:1 Viscostat® Clear

Vv10.10 1:10

V20.10 1:20

E1.24 1:1

E10.24 1:10

E£20.24 1:20 Expasyl®

V1.24 11 pasy 24 horas
V10.24 1:10

V20.24 1:20

Os meios incubados com cada material, para cada tempo de exposicao, irdo
preencher cinco pocos de uma placa de cultivo (200 pL cada) de 96 pocos. Desta
forma, serdo utilizadas quatro placas, uma para cada tempo de exposi¢cdo. Em cada
placa serdo incluidos um controle positivo (po¢cos com células e DMEM, mas sem
produto para afastamento) e um controle negativo (pocos sem células, somente com
DMEM) (Fig. 1).
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Figura 1. Esquema ilustrativo de uma placa de 96 pocos e a alocacao dos
grupos, para um mesmo tempo de exposicdo (3 minutos) (n=5). CP=controle
positivo; CN= controle negativo.

Apés os periodos de exposicdo, o eludato sera sugado, as células seréo
lavadas duas vezes em PBS e cada poc¢o recebera 200uL de solucdo de MTT
(2mg/mL de DMEM). Em seguida, a placa sera incubada por 24h, de forma a permitir
o metabolismo do MTT. Apdés o periodo, a solugdo de MTT serd sugada e o
formazan ressuspendido em 200uL de dimetil sulféxido (DMSO).

Os resultados serdo avaliados por meio de espectrofotometria em Leitor
Universal de ELISA (Universal Microplate Reader, ELX 800, BIO-TEK Instruments,
Winooski - VT, EUA), em um comprimento de onda de 540 nm, onde ser&o
considerados os valores de absorbancia como indicador da viabilidade celular. Os
resultados seréo expressos como a porcentagem de células vidveis em comparagao

com as células controle ndo-expostas.
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1.4.3.1.4 Avaliacao da genotoxicidade

Para avaliacdo da genotoxicidade dos produtos para afastamento gengival,
serdo utilizados fibroblastos de camundongo de uma linhagem celular imortalizada
(3T3), cultivados e mantidos em condi¢cdes propicias para um crescimento em
subconfluéncia. O cultivo sera realizado por 5 dias, até que haja um crescimento
exponencial e as células possam ser expostas aos produtos testados. Entdo, os
fibroblastos seréo liberados da garrafa, como descrito anteriormente, e um volume
de 5 mL de meio enriquecido com SFB sera acrescido ao volume celular.

Apos, laminulas circulares (13 mm de diametro) serdo colocadas dentro de
cada poco de uma placa de 24 pocos, com auxilio de uma pincga estéril. A contagem
de fibroblastos sera realizada e 3x10* células serdo transferidas para cada poco,
sobre as laminulas. Posteriormente, a placa serd incubada em estufa (37°C, 5%
CO,) por 24h, para que ocorra aderéncia dos fibroblastos as laminulas. Apds esse
intervalo, 0 meio sera removido e 400uL dos produtos-teste sera acrescido em cada
poco, de acordo com a distribuicdo ilustrada na Fig. 2. Os tempos de exposi¢cao aos
produtos para afastamento serdo o0s mesmos utilizados na avaliagdo da

citotoxicidade.

Figura 2. Esquema ilustrativo de uma placa de 24 pocos e a alocacéo dos
grupos, para um mesmo tempo de exposicao (3 minutos) (n=3).
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Entdo, as células seréo fixadas em solugdo de metanol e acido acético (3:1)
e, posteriormente, as laminas serdo coradas pela Técnica de Feulgen, que consiste
na lise das células, por meio da oxidacdo em solucdo de acido cloridrico (1N) e
posterior coloracdo com reagente de Schiff e corante Fast Green. Para tanto, cada
lamina sera imersa trés vezes em soluc¢do de acido cloridrico (1N) e lavadas por
duas vezes, em agua destilada.

Depois de secas, as laminas seréo coradas pelo reagente de Schiff, ficando
imersas por 2 horas e 30 minutos a temperatura ambiente, protegidas da luz. Logo
apos, o reagente serd removido das laminas e estas cobertas por agua tamponada
durante 1 minuto. As laminas voltarédo a ser lavadas em agua destilada e um periodo
de 24h sera aguardado para que ocorra a secagem. No dia subsequente, as laminas
serdo mergulhadas no corante Fast Green por 10 segundos, e depois lavadas em
alcool metilico 96°GL, com imersfes de 3 segundos. Mais um periodo de 24 horas é
aguardado para que as laminas sequem e, secas, estas serao fixadas e identificadas
em laminas histoldgicas.

Antes do inicio da contagem de micronucleos, as laminas serdo codificadas
para o cegamento do avaliador. Os micronucleos seréo visualizados em microscopio
optico comum (Olympus CX2, Olympus Optical do Brasil Ltda., Sdo Paulo - SP,
Brasil), com objetiva de 40x e oculares de 10x. A propor¢cdo de micronucleos sera
obtida mediante a contagem manual de células micronucleadas, em 1000 células
por laminula.

Os critérios utilizados para identificacdo de microndcleos serdo os descritos
por Countryman e Heddle (1976), com os mesmos apresentando contorno regular,
redondo ou oval, e estar dentro do citoplasma da célula. Além disso, o0s
micronucleos deverdo estar no mesmo plano focal e apresentar uma cor semelhante
ao nucleo principal, apresentando diametro menor que 1/3 do didmetro do nucleo

principal e se encontrar marginalmente ou justaposto ao mesmo.
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1.4.3.2 Etapa clinica

1.4.3.2.1 Calculo e selecdo amostral

O calculo amostral do numero de individuos a serem incluidos nesta etapa
do estudo foi realizado mediante teste t, utilizando o pacote estatistico SigmaStat®
(Versao 3.5 for Windows®, Systat Software Incorporation, San Jose - CA, EUA). Com
base no estudo de Passariello et. al.(2011), foram empregados os seguintes valores
para o calculo amostral:

o Menor diferenga esperada entre as médias: 4,5;

o Desvio-padréo esperado: 2,5;

o Poder desejado: 0,9;

o Erro tipo a: 0,05.

Com base nestes dados, foi obtido um tamanho amostral de 8 observacdes
por grupo. O equivalente a 30% da amostra sera acrescido devido a possiveis
perdas durante o estudo, chegando a um total de 11 observacdes por grupo.

Serdo incluidos no estudo 11 voluntarios com idade entre 20 e 50 anos que
apresentem dois dentes anteriores com necessidade de reconstrucao coronaria por
meio de coroas protéticas unitarias, sendo que estes pacientes devem apresentar
pelo menos outro dente que ndo necessite de tratamento clinico entre eles. Visando
eliminar possiveis fatores de confusdo, os individuos, para serem incluidos no
estudo, deverdo ser ndo-fumantes ou ex-fumantes ha mais de 5 anos; ndo terem
feito uso de antibidticos nos ultimos 60 dias e anti-inflamatérios nos ultimos 7 dias;
nao serem portadores de desordens sistémicas que predisponham a infecgdes; se
do sexo feminino, ndo estarem gravidas ou lactantes.

Nos individuos incluidos no estudo, os dentes selecionados deverdo
apresentar saude periodontal, margem gengival ndo apresentar-se muito irregular e
pelo menos 2mm de gengiva inserida, tecidos gengivais nao-fibréticos, sem
recessédo, profundidade de sondagem <3mm, sem evidéncia de perda significativa
de insercdo Osseae apresentar auséncia de sangramento gengival e placa visivel
(AINAMO; BAY, 1975). Com o objetivo de garantir o cumprimento dos parametros

descritos, os pacientes que apresentarem retencdo de calculo dentario e gengivite
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serdo submetidos ao tratamento periodontal 30 dias antes do inicio do experimento,
para posteriormente serem avaliados quanto a possibilidade de incluséo no estudo.
Para registro dos parametros clinicos e indices periodontais avaliados, sera
utilizada uma ficha clinica padronizada (Apéndice 1). Todos os individuos que
responderem aos critérios de inclusdo deste estudo serdo convidados a serem
voluntarios do mesmo e sua aceitacao sera confirmada com a assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 2) em duas vias, sendo

uma entregue ao voluntario e a outra arquivada.

1.4.3.2.2 indices periodontais avaliados

A profundidade de sondagem (PS), o nivel clinico de inser¢do (NCI), indice
de sangramento gengival (ISG), o indice de placa visivel (IPV) e a mobilidade
dentaria serdo registrados em todos os dentes antero-superiores dos voluntarios
antes de o afastamento gengival ser iniciado (AINAMO; BAY, 1975). A sondagem
periodontal serd realizada com sonda Williams, que apresenta marcacdes
localizadas a 1, 2, 3, 5, 7, 8, 9 e 10 mm da ponta do instrumento. Cada medida sera
arredondada para o menor comprimento. A mensurac¢ao clinica de perda de insercao
sera registrada como a distancia entre a juncdo cemento-esmalte e o fundo do sulco.
O sangramento sera avaliado em até 15 segundos ap0s a sondagem.

Para calibracdo, um estudo piloto sera realizado. Neste, um periodontista
experiente (padrdo ouro), apos orientar etapa de treinamento com o avaliador, fara o
registro dos parametros avaliados em um quadrante, randomicamente selecionado,
de quatro individuos. Entdo, o avaliador repetird as medidas 30 minutos apés. Uma
semana apods o treinamento, o avaliador fard& uma nova avaliacdo dos indices
clinicos dos mesmos quatro individuos. A concordancia intra-examinador sera

avaliada por meio do indice Kappa.
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1.4.3.2.3 Preparo coronario e confec¢cdo dos provisorios

Os dentes serdo preparados convencionalmente com pontas diamantadas
4138, 3168 e 3203 (KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil), com término 1 mm
subgengival, para a confeccdo de coroas totais metal free. Em seguida, ha mesma
sessdao clinica, serdo confeccionadas restauracdes provisorias com resina acrilica a
base de PEMA (TRIM 11®). Este material apresenta baixa irritacdo tecidual e
polimerizacdo rapida, com exotermia consideravelmente inferior as resinas

convencionais para a mesma finalidade.

1.4.3.2.4 Afastamento gengival e moldagem

Para controle do biofilme nos voluntarios do estudo, quatro dias apds o
preparo e confeccdo dos provisorios, serd realizada uma profilaxia com pedra-
pomes e taca de borracha em todos os dentes de cada voluntario. Decorridos sete
dias apGs o preparo coronario, as restauracdes provisoérias serdo removidas. Entéo,
sera coletado o material do sulco gengival de um dos dentes a serem reabilitados,
selecionados aleatoriamente, mediante sorteio com auxilio de envelopes pardos,
para constituir o grupo controle. A placa supragengival serd removida
cuidadosamente por meio de cureta periodontal, sendo o dente levemente seco com
um jato de ar. A coleta do grupo controle, com tiras de papel absorvente estéril
(Periopaper®, Oraflow Incorporated, Amityville - NY, EUA), sera realizada antes da
aplicacado dos agentes retratores. A tira de papel penetrarda 1 mm dentro do sulco
gengival em sua face vestibular por mesial e permanecera neste por 60s. Apés 90s,
uma nova tira de papel sera inserida no sulco gengival vestibular por distal e uma
segunda coleta sera realizada. As duas tiras de papel absorvente com o material
coletado serdo armazenados em um criotubo identificado por um codigo conhecido
apenas por um terceiro pesquisador. No criotubo seréo adicionados 100 pL de PBS
e este tubo ser& centrifugado sendo apenas o sobrenadante congelado a -80°C, até
a analise laboratorial (MIRANDA et al., 2006). Apos, os dentes receberdo

afastamento gengival com os produtos avaliados neste estudo.
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As seguintes técnicas de afastamento gengival serdo utilizadas, de acordo
com a indicacdo dos fabricantes: pasta de afastamento gengival Expasyl® (Kerr
Corporation) (Fig. 3) e gel para afastamento gengival Viscostat® Clear (Ultradent
Products) associado ao uso de fio retrator (Ultrapak®). Em cada um dos dois dentes
ndo-vizinhos serd aplicada aleatoriamente, por meio de sorteio com auxilio de
envelopes pardos, uma técnica de afastamento. A sequéncia de aplicacdo sera
escolhida levando-se em consideracdo o tempo recomendado para cada técnica.
Para ambos os produtos, sera utilizado o tempo de afastamento maximo indicado
pelo respectivo fabricante: 5 minutos (Viscostat® Clear) seguido de 10 minutos para
o fio de retracdo, para a técnica convencional; 2 minutos para a técnica livre de fios
(Expasyl®). Entdo, os agentes de afastamento serdo removidos da margem gengival,
gue sera lavada abundantemente e seca. A etapa de moldagem sera realizada
utilizando-se um material a base de silicone com polimerizagéo por reacao de adicdo
(Express XT®, 3M ESPE). Sera utilizada a técnica de dupla moldagem e os modelos
serdo vazados uma hora apos a impressao para que sejam evitadas bolhas devido a

liberacdo de hidrogénio durante a polimerizacdo do material.
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Figura 3. Sistema de afastamento gengival Expasyl®.
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Passadas 24h ap0s a etapa de afastamento gengival, uma nova coleta de
material proveniente do sulco gengival sera realizada, desta vez em ambos 0s
dentes que receberam as técnicas de afastamento gengival, para composi¢cdo dos
grupos experimentais. Para esta coleta, serdo seguidos 0s mesmos principios ja
descritos anteriormente. Todos os indices periodontais serdo reavaliados no
segundo e no sétimo dia apds os procedimentos de afastamento gengival por um
avaliador cego em relacdo a técnica de afastamento gengival empregada, em cada
um dos dentes que recebeu afastamento gengival, com o objetivo de avaliar

alteragbes nos parametros clinicos causados por tal procedimento.

1.4.3.2.5 Avaliacdo da concentracio de Interleucina 1 beta (IL-1B), Interleucina
6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a)

O material coletado e preparado sera removido de ambiente refrigerado a -
80°C por um avaliador cego quanto a técnica de afastamento gengival empregada
para o dente em que o material foi coletado. Este material coletado de cada dente
sera pipetado em um po¢o de uma placa de 96 pocos. As concentracbes das
citocinas inflamatorias (IL-1B, IL-6 e TNF-a) no fluido gengival serao quantificadas
utilizando-se kits ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) especificos para
cada citocina, de acordo com as recomendacgdes do fabricante (Invitrogen
Corporation, Carlsbad - CA, EUA) (Fig. 4).
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Figura 4. Kit ELISA disponivel comercialmente para quantificacdo de
citocinas.

1.4.3.3 Consideracdes éticas

Para a execucdo do presente estudo, serdo observados e obedecidos todos
0S aspectos éticos prescritos na Resolucdo 196/96, do Conselho Nacional de Saude
(CNS), que versa sobre a ética em pesquisa envolvendo seres humanos e materiais
derivados destes.

O referido projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas e aprovado sob
protocolo nimero 54/2011. Todos os voluntarios participantes deste estudo seréo
beneficiados pela reabilitacdo de elementos dentarios com necessidades protéticas,

sem custos financeiros.

1.4.3.4 Analise dos dados

ApOs a coleta, os dados serdo digitados em um banco a ser criado no
programa Excel® (Vers&o 2010 for Windows®, Microsoft Corporation, Redmond - CA,

EUA) e posteriormente transferidos ao pacote estatistico SigmaStat®.
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Os dados serdo tratados e analisados estatisticamente de maneira
descritiva, dispondo os resultados obtidos na forma de graficos e tabelas de
frequéncias absoluta e percentual. Os possiveis testes estatisticos empregados
serdo o Mann-Whitney e o Wilcoxon, com o objetivo de detectar diferencas
significantes intra e intergrupos em relacdo aos parametros periodontais clinicos e
os niveis de citocinas presentes no fluido gengival. Um intervalo de confianca de

95% sera empregado.
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Orcamento

Material Quantidade Valor unitario (R$) Valor total (R$)
Sistema Expasyl® 1 1.400,00 1.400,00*
Viscostat® Clear 5 8,00 40,00*
Fio de retracdo gengival Ultrapak® 2 50,00 100,00*
Kit silicone de adigéo Futura AD® 2 400,00 800,00"
Gesso pedra especial 5 20,00 100,00*
Resina acrilica para provisérios TRIM 11° 2 100,00 200,00*
:(ei;ti;ISA ultrassensivel para quantificacdo de IL-1, 96 5 1.640.00 3.280,00°
ngEtLegeAsultrassensivel para quantificacdo de TNF-aq, 1 2.300,00 2.300,00°
Pontas de papel absorvente Periopaper® 1 440,00 440,00°




Ponta diamantada 4138 10 5,00 50,00*
Garrafa cultura celular 25cm?2 ¢/ 10 2 18,00 36,007
Garrafa cultura celular 75cm?2 ¢/ 10 1 17,00 17,002
Placa com tampa, fundo chato 96 pocos 10 4,40 44,007
Ponteira amarela 0-200uL ¢/ 1000 1 8,00 8,00°

PBS pH 7,2 10x concentrado 500ml, Gibco® 1 227,00 227,007
Soro fetal bovino 500ml, Invitrogen® 1 310,00 310,007
Solucéo de penicilina/estreptomicina 100ml, Gibco® 1 160,00 160,007
Solucéo tripsina ¢/ EDTA 0,25% 500ml, Gibco® 1 307,00 307,007

TOTAL 11.679,00

'Estes produtos serdo doados pelos respectivos fabricantes.
*Material disponibilizado pela Prof2 Dr2 Sandra Beatriz Chaves Tarquinio.

*Material custeado pela Fundac&o de Apoio Universitario (FAU), por meio de projeto coordenado pelo Prof. Dr. Fabricio Ogliari.

*Material custeado pelos pesquisadores.
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2 Relatério de trabalho de campo

Neste capitulo estdo relatadas as complementacdes e as alteracdes realizadas a
partir do Projeto de Pesquisa, antes ou durante a execu¢do do mesmo. Estas modificactes
foram sugeridas pela banca examinadora durante a ocasido da qualificacdo do projeto, ou
mesmo foram acrescentadas pelos autores a partir do aprofundamento em relagdo ao

conhecimento da literatura cientifica pertinente.

2.1 Titulo

A banca de qualificagdo do projeto sugeriu mudanga no titulo, com o objetivo de

enfatizar que o trabalho foi voltado para a area de Prétese Dentéria.

2.2 Metodologia

Devido as varias dificuldades inerentes a realizacdo de qualquer ensaio clinico
randomizado, algumas modificacdes precisaram ser efetuadas com o objetivo de viabilizar a
execucdo do mesmo. Inicialmente tivemos dificuldades na inclusdo dos voluntarios do
estudo. Grande parte dos pacientes que nos procuravam eram fumantes, o que
impossibilitava sua inclusdo. Esse fato atrasou o inicio da etapa clinica do presente estudo.
Além disso, alguns materiais utilizados nesta etapa néo estdo disponiveis para compra no
Brasil, precisando ser importados, o que demanda tempo em demasia vistos os grandes
entraves burocréaticos no processo de importacao.

Durante o tempo em que, devido a diversos motivos ja citados, ficamos
impossibilitados de iniciar a etapa clinica deste estudo, procuramos nos aprofundar na
literatura disponivel e observamos que seria interessante alterar o desenho do estudo.
Como o desenho do tipo “boca-dividida” costuma ser contestado e, em nosso estudo,

poderiam haver questionamentos quanto a sobreposicdo dos efeitos dos tratamentos
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empregados, achamos por bem empregar o desenho cruzado, com wash-out de 10 dias. A
literatura indica que este tempo é suficiente para reversdo histolégica do dano tecidual
causado pelo afastamento gengival com fio.

Durante a qualificacdo, também foi sugerida pela banca a avaliagdo de parametros
subjetivos relacionados a percepcdo do paciente frente aos tratamentos empregados.
Assim, achamos por bem acrescentar na ficha de exame clinico um questionario em que 0s
voluntérios informaram através de questbes objetivas, dados referentes a dor, sabor
desagradavel e estresse sentido durante os tratamentos. Além disso, outras questfes
relacionadas ao impacto dos tratamentos sobre a qualidade de vida dos individuos foram
inseridas; no entanto, devido ao pequeno tamanho da amostra, os dados coletados néo
foram inseridos no artigo que contemplou os resultados da etapa clinica deste estudo.

Algumas modifica¢cdes também precisaram ser realizadas na metodologia da etapa
in vitro deste estudo. Como o cultivo celular priméario de fibroblastos gengivais humanos foi
inviavel devido a dificuldades técnicas, para os testes de avaliacdo de citotoxicidade e
genotoxicidade foram empregadas células do ligamento periodontal de ratos. Além disso, a
forma de obtencg&o dos eludatos e as concentragdes destes foram modificadas com o intuito
de aproximar o desenho do estudo e, consequentemente, os resultados do mesmo a prética

clinica.
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Abstract
Aims: To evaluate cytoxicity/genotoxicity and pH of AlCI;-based agents for gingival displacement by
conventional (Viscostat® Clear) or cordless technique (Expasyl®).
Methods: To obtain eluates astringents were diluted into culture medium for 1h, 4h, and 24h. pH was
measured by digital pHmeter, cytotoxicity by MTT test, and genotoxicity by Micronuclei test. Data
were analyzed by two-way ANOVA and Tukey’s test (P<0.05).
Results: pH values were higher for Viscostat (P<0.001). Both astringents were non-cytotoxic at 1h
(P=0.860). Expasyl was more cytotoxic than Viscostat at 4h (P=0.011) and 24h (P<0.001). Expasyl
genotoxicity was similar to control (P=0.304).
Conclusion: AlCls-based astringents presented acceptable cytoxicity with no genotoxic difference

between Expasyl and Viscostat.

Key words: Astringents, Materials Testing, In Vitro, Drug Toxicity, Micronucleus Tests.
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Introduction

Gingival displacement is an essential procedure for making acute impressions of subgingival finishing
lines, since a moisture-free sulcus is required for an effective impression. Conventional and cordless
techniques are available for gingival displacement, however their biological effects regarding cellular
responses remains scarcely documented®.

Interesting clinical results have been documented for gingival displacement with astringents?,
however undesirable effects on the periodontal tissues may still occur®, mainly due to their low pH*.
This study evaluated the biocompatibility (by cytotoxicity and genotoxicity tests) and pH of AICls-
based agents for gingival displacement by conventional (Viscostat® Clear) or cordless technique
(Expasyl®). The null hypothesis was that both AICI;-based agents have the same behavior in terms of

pH and biocompatibility.

Materials and Methods

The materials evaluated in this study, their composition, and manufacturers are described on Table 1.

Eluate preparation
Eluates were obtained by dilution of 100ul of each astringent into 1mL of DMEM culture medium
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, SIGMA Chemical Co., St Louis, MO, USA) for each

eppendorf tube. The tubes were sonicated and stored at 37°C for 1h, 4h, or 24h. After centrifugation,

the supernatant was transferred to another tube, which was frozen at -80°C until performing the tests.

pH evaluation
PH values were measured by digital pH meter after 1h, 4h and 24h (Quimis Q400A, Diadema, SP,

Brazil).

Cell culture

Mouse periodontal ligament (mPDL) cells were cultivated according to Kopac et al®.



50

Cytotoxicity test (MTT assay)
mPDL cells (5 x 10* per well) were maintained in DMEM on 96-well plates (n=6) for 24h. After 24h-
cell exposure to 200ul of each eluate or DMEM (control group) cytotoxicity was evaluated according

to Nowakowska et al.*. The results were expressed as the percentage of untreated control cells.

Micronuclei test

mPDL cells (4x10%) were grown on glass slides at 24-well plates. Cells were exposed to eluates
(200pl) or DMEM (control) for 24h. After, cells were fixed in 3:1 methanol/acetic acid (30 min), air-
dried, lysed in 1N HCI (40min), and stained by Schiff’s reagent (2h). After water-rinsed, slides were
stained by Fast Green dye, dried and mounted with Entellan. The number of micronuclei was
determined microscopically (400X magnification) in 2000 cells/slide and two slides were included per

group (n=4000).

Statistical Analysis
SigmaStat® software package (Systat Software Corporation, San Jose-CA, USA) was used for data

analyzes. The null hypothesis was tested by ANOVA and Tukey’s test (p<0,05).

Results

pH evaluation

Both variables “product” and “time”, and their interactions influenced significantly pH values
(P<0.001). Mean pH values regardless of the time were statistically higher for Viscostat than Expasyl
(p<0.001). For Viscostat, pH remained constant throughout tested times (p=0.9). On the other hand,

for Expasyl pH decreased after 1h (p<0.001) and remained constant after this time (p=0.9) (Table 2).

Cytotoxicity test [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay]
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For cytotoxicity, both variables “product” and “time” were statistically significant, also were their
interactions (P<0.001). At 1h both astringents were not cytotoxic. However, at 4h (P=0.007) and 24h
P=0.001) Expasyl was more cytotoxic than Viscostat. For Viscostat, cell viability decreased after 4h
(P=0.001) and remained constant until 24h (P=0.9). For Expasyl, cell viability decreased after 4h

(P<0.001) and 24h (P<0.001) (Table 3).

Micronuclei test
For micronuclei test only the variable “product” was statistically significant (P=0.029). Expasyl
groups had statistically similar number of micronuclei (P=0.3). However, micronuclei amount for

Expasyl and Viscostat groups did not differ statistically (P=0.1) (Table 4).

Discussion

This study was the first to evaluate Expasyl biocompatibility, an agent recently used on cordless
gingival displacement, comparing with a conventional technique which employs an astringent
associated with a gingival cord. According to our results the null hypotheses was rejected, since the
AICls-based agents differently influenced biocompatibility and pH results.

In this study both 15% AICI; and 25% AICI; agents were non-cytotoxic after 1h. Another study®
showed a high cytotoxicity after 1min exposure to 25% AICI; in liquid form (Racestyptine®,
Septodont) probably due to its low pH (0.8). Our results showed a higher pH, around 8.5 for Viscostat
and 5.0 for Expasyl. Probably, products presentation as gel and paste resulted on a more physiologic
pH and a reduced amount of gingiva exposed to retraction agent effects®.

Despite cells exposed to Viscostat presented more micronuclei than Expasyl, this material
showed statistically similar genotoxicity to control group. This result is in consonance with another
study® that showed a promising use of Expasyl as haemostatic agent during periradicular surgeries.

Additionally, Expasy! is hydrophilic and easily removed by an air-water spray.
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Conclusion
AlCls-based astringents showed acceptable cytotoxicity specially when employed up to 1h. However,

Expasyl was the less genotoxic astringent in vitro.
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Tables

Table 1. Materials used in this study and its manufacturers, and compositions.

Material Manufacturer Composition Clinical form
Expasy|® Pierre Rolland 15% Alluminum Paste
pasy (Mérignac, France) chloride-based
. ® Ultradent Products 0 ,
Viscostat (South Jordan, UT, 25% Allumlnum Gel
Clear chloride-based

USA)
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Table 2. Mean pH + standard deviation (SD) for

experimental groups.

Mean pH (= SD)

Time Viscostat Expasyl
1h 850+0.04 Aa 5.75+0.08 Ba
4h 8.50+0.06 Aa  4.98+0.05Bb
24h 852+0.08 Aa 4.95+0.05Bb

Capital letters denote statistically significant differences into
the same row. Lower letters denote statistically significant
differences into the same column. (Tukey’s test, p<0.05)
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Table 3. Cellular viability (%) for experimental

groups.
Cellular viability (%)
Time Viscostat Expasyl
1h 103.6 Aa 102.8 Aa
4h 86.2 Ab 73.7Bb
24h 86.8 Ab 48.4 Bc

Capital letters denote statistically significant differences into
the same row. Lower letters denote statistically significant
differences into the same column. (Tukey’s test, p<0.05)

56



Table 4. Number of micronuclei (MN) for experimental and control

groups.
MN
Time Viscostat Expasyl Control
1h 42 Aa 18 ABa 4 Ba
4h 34 Aa 17 ABa 4 Ba
24h 20 Aa 14 ABa 4 Ba

Capital letters denote statistically significant differences into the same row. Lower
letters denote statistically significant differences into the same column. (Tukey’s test,

p<0.05)
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ABSTRACT

Purpose: This randomized clinical study evaluated clinical and immunologic factors and
patients’ perceptions regarding to conventional and cordless gingival displacement (GD)
techniques.
Material and Methods: A crossover, double-blind, randomized clinical trial (n=12) was
designed to evaluate clinical, immunologic and individual perceptions before and after GD by
two techniques, conventional (gingival cord + 25% AICI3 astringent gel) and cordless (15%
AICl; astringent-based paste). It was employed a wash-out period of 10 days between the
techniques. Periodontal indices were evaluated on incisors prepared for metal-ceramic dental
crown before (baseline), 1 day post-displacement and 10 day post-GD. Interleukin 1,
Interleukin 6 and Tumor Necrosis Factor o concentrations were evaluated on gingival
crevicular fluid before and 1 day after GD. Subjective parameters as pain, taste and stress
were also evaluated after the GD techniques. Data were analyzed by One-way Repeated
Measures ANOVA and Tukey test (immunologic factor), and Friedman test (periodontal
parameters), and Fisher Exact or Qui-square test (pain, stress, and unpleasant flavor during
GD), considering P<0.05.
Results: Gingival bleeding index, probing depth, and plaque index values were not
significantly different among the groups at all the time intervals. Neither of the two evaluated
techniques resulted in worse periodontal indices. Both techniques presented similar results for
pain and unpleasant taste, however the conventional technique was statistically more stressing
for the patients than cordless. Both treatments led to statistically higher mean concentrations
of the three cytokines. The conventional technique resulted in the highest cytokines
concentrations.
Conclusions: Cordless technique was less stressful for the subjects and resulted in lower

levels of inflammatory cytokines after GD.
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Key words: Gingival Retraction Techniques. Astringents. Periodontal Index. Gingival

Crevicular Fluid. Cytokines.

Clinical implications: The results of this randomized clinical trial provide the clinician with
data regarding the efficacy of gingival displacement techniques, conventional and cordless,
during prosthetic procedures. Cordless technique resulted in lower inflammatory response and

stress compared to conventional technique.
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INTRODUCTION

Regardless of the selected technique for dental impression, gingival displacement is an
essential procedure specially when making impressions of subgingival finishing lines,
because a moisture-free sulcus is a requirement for an effective impression. A range of
gingival retraction techniques (conventional and cordless) and products (fluids or gels; mainly
astringents and vasoconstrictors) are available, however the efficacy of them remains scarcely
documented™.

Among astringents, stand out the based on aluminum chloride, aluminum sulfate and
ferric sulfate, with aluminum chloride being the most widely used, mainly because of its low
toxicity?. Astringents have only local action which is an advantage, because the systemic
action of adrenergic vasoconstrictors limits its clinical indication®. Astringents has shown
good clinical results*, even though some in vivo® and in vitro studies® ” have demonstrated
that these products can induce undesirable effects in tissues of the gingival margin, mainly
due to its low pH ranging between 1 and 3%

Recently, cordless technique for gingival retraction was introduced with the promise of
many advantages such as reduction of chair time and greater patient comfort, being minimally
invasive®. A clinical trial evaluated the effects of two gingival displacement cordless
techniques, one containing aluminum chloride and another that employs an elastomeric
material, compared to the conventional technique (with cord). The three techniques led to
temporary gingival inflammation. Moreover, only the cordless technique did not induce
bleeding during or after gingival displacement®.

During gingival retraction for prosthetic purposes, in addition to mechanical trauma, the
action of chemical agents can induce an inflammatory response on gingival tissue. This
response is mediated by inflammatory cytokines released by immune cells (macrophages and

neutrophils) and fibroblasts®. These cytokine are present on gingival fluid, which presents an
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increased volume due to the presence of inflammatory exudate’. Interleukin 1 (IL-1),
interleukin 6 (IL-6) and tumor necrosis factor alpha (TNF-a) are quickly produced by the
innate immunity when a tissue injury occurs'’. Until the present day, no study were found in
the major literature databases assessing inflammatory cytokines levels on gingival crevicular
fluid after gingival displacement.

The aim of this study was to assess, by a randomized clinical trial, clinical and
immunologic factors and patients’ perceptions regarding two techniques for gingival
displacement, conventional and cordless. The null hypotheses evaluated were that gingival
displacement technique does not influence 1) inflammatory cytokine levels on gingival
crevicular fluid; 2) clinical gingival parameters; and 3) individual factors like pain, stress and

unpleasant taste on mouth during gingival displacement.

MATERIAL AND METHODS

The design of this crossover, double-blind, randomized clinical trial followed the guidelines
published by Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT)*. The flowchart of
this trial is presented on Figure 1. The study protocol was approved by the local Ethics
Committee (#54/2011) and, prior to enrollment; each subject received an informed consent
form containing all the information regarding the risks and benefits of treatment. All

participants signed the consent form.

Sample size

Sample size calculation was carried out based on a previous study*3. The following parameters
were set for sample size calculation: smallest expected difference between means; standard
deviation of the difference between means of 2.5; beta error of 10%; and one-tailed alpha

error of 5%. A 20% increase in sample size, taking into consideration potential losses or
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refusals. The individuals (n=12) were invited to participate in this clinical trial through posters

displayed on the dental school.

Eligibility criteria, randomization and blinding

Prior to dental examination, each subject filled out a medical history sheet and receive a
complete dental prophylaxis to remove any biofilm present. Twenty-two subjects were
examined to obtain 12 individuals who met the inclusion/exclusion criteria described below.
Subjects were 39-60 years old (10 female and 2 male) in good general and dental health. To
be included subjects had to have at least two anterior teeth with an indication of prosthetic
dental crown. The subjects could not have systemic diseases, not being pregnant (if female)
had not consumed antibiotics or anti-inflammatory drugs in the last 60 days and be non-
smokers. Also, the selected teeth must have good periodontal health characterized by regular
gingival margin with at least 2 mm of attached gingiva, non-fibrotic gingival tissue, no
marginal recession, probing depth < 3 mm, no evidence of significant loss of bone insertion

and present no visible plaque and gingival bleeding™.

Clinical periodontal examination

The probing depth (PD), clinical attachment level (CAL), gingival bleeding index (GBI),
plaque index (PI) and tooth mobility were recorded by a single examiner in all maxillary
anterior teeth of the volunteers before gingival displacement (14) on days 0, 7, 8, 17, 18 and
27 (Fig. 1).Subjects were also asked to report the presence or absence of pain, stress, and
unpleasant flavor (subjective reporting) during gingival displacement. Cold air test for
sensitivity was also performed on the selected teeth before and after gingival displacement

through a one second application of cold air from a dental unit syringe (at 20 + 3°C at 6065
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psi). Gingival bleeding during gingival displacement was also assessed and recorded by the

operator after the application of each technique.

Dental preparation and temporary restorations manufacture

On day 0 (baseline) the teeth were prepared for receiving metal-ceramic crowns by diamond
burs #4138, #3168 and #3203 (KG Sorensen, Cotia, SP, Brazil), with 1mm subgingival
termination. In the same clinical session acrylic temporary crowns were fabricated with a
PEMA acrylic resin in order to promote a non-irritating factor (TRIM® 11, Bossworth

Company, Skokie, IL, USA).

Gingival displacement, impression and gingival crevicular fluid (GCF) collection

On day 4, for biofilm control a prophylaxis with pumice stone and rubber cup was held in all
teeth of each volunteer. On day 7 the supragingival plague was carefully removed by
periodontal curette and tooth slightly dried by an air spray. The temporary crowns were
removed and the GCF was collected from one of the teeth to be restored, randomly selected
by lottery with the assistance of brown envelopes to constitute the control group. GCF
collection for the control group was performed with sterile absorbent paper strips
(Periopaper®, Oraflow Incorporated, Amityville, NY, USA). The paper strip penetrated 1mm
into the gingival sulcus on its mesiobuccal surface and remained there for 60s. After 90s a
new paper strip was inserted into the sulcus on distobuccal surface and a second collection
was made. The two strips of absorbent paper with the collected material were stored in a
cryotube identified by a code known only by the researcher who made the collection. Each
cryotube contained 100 mL of PBS (Phosphate Buffer Saline, SIGMA Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) was centrifuged and only the supernatant was frozen at -80°C until

laboratory analysis. Then the tooth received gingival displacement.
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The gingival displacement technique (conventional or cordless) used in each tooth was
randomly selected by lottery as described above. Conventional technique was applied
according to the following protocol: application of a 25% AICls-based astringent gel
(Viscostat Clear®, Ultradent Products, South Jordan, UT, USA) around gingival margin
followed by insertion of gingival cord (Ultrapak®, Ultradent Products, South Jordan, UT,
USA) with the aid of a packer (Fischer’s Ultrapak Packer, 45° small size, Ultradent Products,
South Jordan, UT, USA). Then, another application of Viscostat Clear® was carried out
around gingival margin, according to manufacturer’s instructions. The cord remained in the
sulcus for 10min when it was gently removed and an air/water spray was applied to remove
the astringent. Throughout the clinical section relative isolation with cotton roll and saliva
sucker was used.

For cordless technique, the manufacturer’s instructions were also followed: gingival
margin was gently air-dried and Expasyl® was applied around the tooth’s gingival margin for
2min. Then Expasyl®was removed by an air/water spray. Relative isolation and saliva sucker
was also used.

Dental impressions were performed with polyvinyl siloxane impression material
(Express® XT, 3M ESPE, St. Paul, MN, USA). The single step double impression technique
was used and the casts were poured one hour after to avoid bubbles due to hydrogen liberation
during polyvinyl siloxane polymerization.

On day 8 another GCF collection was made as previously described in order to evaluate
the immune inflammatory gingival response 24h after GD. At this same day a new clinical
periodontal examination was performed as previously described by an examiner blinded for
the gingival displacement technique employed.

On day 17, a GCF collection was performed in the selected tooth to receive the second

gingival displacement technique, a new clinical periodontal examination was performed and
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the tooth received the gingival displacement. Dental impression was performed as described
above. At day 18 the anterior teeth received a new clinical periodontal examination and the
GCF was collected on the second tooth, which received gingival displacement to evaluate 24h
inflammatory response. Ten days after the second impression (day 27), a new clinical

periodontal examination was performed.

Interleukin 1 (IL-1p), Interleukin 6 (IL-6) and tumor necrosis factor a (TNF-a) in GCF
IL-1B, IL-6 and TNF-alevels (pg/ul) in GCF were quantified by a blinded evaluator using
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), specific for each cytokine, according to

manufacturer's recommendations (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA).

Data analyses
SigmaStat® software package (Systat Software Corporation, San Jose-CA, USA) was used for
data analyses. Friedman test was used to analyze the differences of the periodontal parameters
(PD, GBI, and PI) among the three visits for each technique (days 7, 8 and 17 for the first
technique and days 17, 18 and 27 for the second technique) (P<0.05). Subjective reporting
(pain, stress, and unpleasant flavor) during gingival displacement were analyzed by Fisher’s
Exact or Chi-square test (P<0.05), according to data distribution. With regard to CAL, tooth
mobility, sensitivity to cold air and bleeding within and after the procedure, simple
descriptive statistics were computed using the frequency and descriptive procedures.

For IL-1p data, the assumptions of equality of variances and normal distribution of
errors were violated and data were transformed by rank. Data analysis of the cytokines
concentration were analyzed by one-way repeated measures Analysis of Variance followed by

Tukey’s test (P<0.05).
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RESULTS

Twenty-four incisors in 12 subjects (10 female and 2 male) free of clinical signs of
gingivitis participated in this study. The participants were between 39 and 60 years of age
with a mean of 47 ( 7.4) years.

Mobility and CAL measurements were not different among the two groups in the three
times evaluated (Table 1). Means of PD for the two techniques are presented in Table 1. Mean
ranks of PD, GBI, and PI are presented in Tables 2 and 3 for the cordless and conventional
technique, respectively. Friedman test was used to compare the mean ranks between the three
groups at the three evaluated periods (P<0.05). GBI, PD, and Pl values at the baseline
measurements were homogenous among the two groups and significantly different at all time
intervals. Neither of the two evaluated techniques resulted in a significant increase in PD, GBI
and P1 values (Tables 2 and 3).

It was not observed gingival bleeding on both groups during and after each gingival
retraction technique. Regardless of the gingival retraction technique employed, it was not
observed differences on CAL, tooth mobility, sensitivity to cold air and bleeding throughout
the experiment.

Regarding to the subjective parameters reported by subjects, conventional technique
was statistically more stressing. There were no differences between techniques related to pain
and unpleasant taste (Table 4).

Gingival displacement by the both treatments (conventional or cordless) led to higher
mean concentrations of the three evaluated cytokines. Conventional gingival displacement

technique resulted in the highest concentrations for the three cytokines (Table 5).

DISCUSSION
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The present study was a clinical trial which evaluated the efficacy of two gingival
displacement techniques, conventional and cordless. Only one study clinically compared both
techniques, however only periodontal indices and subjective parameters were compared®.
Another study evaluated TNF-a level on GCF after gingival displacement by conventional
technique, without comparing to other techniques®®. This was the first study that used a
randomized clinical trial design to evaluate clinical, immunologic and individual parameters,
in order to compare conventional and cordless techniques for gingival displacement. The null
hypotheses were partially denied, since gingival displacement techniques influenced
inflammatory cytokine levels on GCF and stress during gingival displacement.

In this study the cordless technique employed Expasyl®, which is a material for gingival
displacement with paste-like consistency that associates the hemostatic properties of
aluminum chloride and the hygroscopic expansion of kaolin offering a moderate displacement
of the gingiva approximately 2min after its application and contact with GCF®. However, the
predictability and efficacy of this technique has still to be established*®.

Randomized clinical trials as this current study when appropriately designed and
conducted can be considered the gold standard in assessing healthcare interventions*. A
wash-out period of ten days was used because a previous study showed that the tissue damage
arising of gingival displacement by conventional technique is histologically recovered after 10
days'’. Sample size calculation was performed taking into account the main outcome of this
study, considering immunological parameters (IL-1p, IL-6 and TNF-a level) reported by
another study™®. Other secondary outcomes were also evaluated, like periodontal indices,
bleeding and subjective self-reported parameters such as pain, stress and unpleasant flavor.
Both groups were statistically similar on baseline results. Also, there were no differences on
periodontal indices between groups at the different time points (baseline, 1, and 10 days post-

displacement). Other study* that employed a larger sample (n=60) comparing a conventional
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and a cordless technique also showed no differences between groups for periodontal indices,
except for Gingival Index. This study reported that bleeding was only induced by
conventional technique at approximately 30% of subjects during and after displacement. The
occurrence of gingival bleeding was probably due to the fact that it was used a non-
impregnated cord and no hemostatic solution was employed. These results are in
disagreement with ours, which observed no bleeding during or after displacement. For
conventional technique, a non-impregnated cord was used combined with an Al,Cl3-based
astringent solution. Also, in the present study there were no differences between groups
considering pain and unpleasant flavor.

Even that the sample size does not have offered an adequate statistical power to measure
the secondary outcomes above, statistically significant difference between groups was
observed for stress reporting by the patient. Cordless technique was less stressing than
conventional technique. This may be explained because the conventional technique tends to
be difficult to perform and it is dependent to the operator ability, consuming a lot of clinical
time, and leading to bleeding, and discomfort to the patient™.

During gingival displacement for prosthodontics purposes, mechanical trauma per se
may induce a gingival inflammatory response®. The inflammatory response leads to an
increased GCF volume, mainly due to the presence of inflammatory exudate™. In this
inflammatory exudates mostly of the pro-inflammatory cytokines of the innate immunity are
present, e.g. IL-1B, IL-6 and TNF-o*%. In this study, regardless of the technique employed for
gingival displacement (conventional and cordless), both treatments resulted on higher IL-1p,
IL-6 and TNF-a concentration compared to baseline.

The quality of the impression may be significantly disturbed by the presence of GCF.
To avoid this effect, a dried sulcus is only possible using chemical methods like astringents.

Aluminum chloride is a widely used astringent that acts predominantly by precipitation of
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proteins and inhibition of transcapillary movement of plasma proteins™®. Both techniques
employed in this study uses aluminum chloride-based products. Results showed that
conventional technique led to the highest cytokines levels. This result is in accordance with
other study that showed better results for the same cordless technique employed in this study
regarding to effective drying of the sulcus when compared to epinephrine-impregnated
cords'®. Moreover, another study showed an histologically higher percentage of intact
junctional epithelium for cordless technique (Expasyl) compared with the conventional
technique®®.

Results of this study indicated that cordless technique was more conservative to the
periodontum and less stressful for patients. However, as observed by other investigation®®, the
authors of this present study clinically observed that in many cases with cordless technique
the sulcus was not opened up as wide as when retraction cords were employed. Since it was
not the objective of this study to evaluate the effectiveness in achieving gingival displacement
among the techniques, further research should be focused to this issue. Moreover, each type of
displacement seems to present interesting characteristics. So, it is important to associate these
positive characteristics to a specific challenge offered by each specific condition of the

patient.

CONCLUSIONS
Cordless gingival displacement technique lead to lower levels of pro-inflammatory cytokines

on gingival crevicular fluid and less stress for patients compared to conventional technique.
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Table 1. Subject distribution for periodontal parameters at the three visits for each technique

(Cordless, Expasyl; Conventional, Ultrapak Cord + Viscostat Clear)

Parameter Subjects distribution
Before displacement 1day post- 10 day post-
displacement displacement
Cordless Conven- Cordless Conven- Cordless Conven-
tional tional tional
PD (mm)
1 12 12 12 10 11 12
2 0 0 0 2 1 0
1.17
Mean + SD 1+0 1+0 1+0 +039 1.08 £0.29 1+0
GBI
0 11 12 11 10 12 12
1 1 0 1 2 0 0
Pl
0 11 12 12 12 12 11
1 1 0 0 0 0 1
Mobility
0 12 12 12 12 12 12
CAL
0 12 12 12 12 12 12

PD, probing depth; GlI, gingival index; PI, plaque index; CAL, clinical attachment level.



Table 2.Mean ranks of probing depth (PD), gingival index (Gl), and
plaque index (PI) for the Cordless technique group.

Index Time n Mean rank p*
PD Before displacement 12 1.00 0.368
1day post-displacement 12 1.00
10 day post-displacement 12 1.00
GBI  Before displacement 12 0.00 0.368
1day post-displacement 12 0.00
10 day post-displacement 12 0.00
Pl Before displacement 12 0.00 0.368
1day post-displacement 12 0.00
10 day post-displacement 12 0.00

*Friedman test (P <0.05)



Table 3.Mean ranks of probing depth (PD), gingival index (Gl), and
plaque index (P1) for the Conventional technique group

Index Time n Mean rank p*
PD Before displacement 12 1.00 0.135
1day post-displacement 12 1.00
10 day post-displacement 12 1.00
GBI Before displacement 12 0.0 0.135
1day post-displacement 12 0.0
10 day post-displacement 12 0.0
Pl Before displacement 12 0.0 0.368
1day post-displacement 12 0.0
10 day post-displacement 12 0.0

*Friedman test (P <0.05)
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Table 4. Subjective parameters reported by subjects after
gingival displacement.

Parameter Cordless Conventional p
Pain 0.193*
Yes 2 6
No 10 6
Unpleasant taste 0.221"
Yes 4 8
No 8 4
Stress
Yes 0 6 0.014*
No 12 6

*Fisher Exact test (P <0.05); *Qui-square test (P <0.05).
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Table 5. Mean cytokine concentration (pg/pl) * standard deviation
(SD) before (control) and after treatments.

Technique Cytokine (pg/ul £ SD)
IL-1B IL-6 TNF-a
Baseline 6.0 +0.4% 2.87 +0.3" 4.61 +0.4%
Cordless 15.73 +1.35 11.82 +1.38 6.78 +0.5°
Conventional 17.93 +0.7¢ 13.87 +0.8° 8.12 +0.5°

Capital letters denote statistically significant differences into the
same column (Tukey’s test, P <0.05).
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5 Conclusoes

Diante dos resultados deste trabalho, podemos concluir que:

o Os adstringentes a base de Cloreto de Aluminio avaliados neste estudo
apresentaram citotoxicidade aceitavel,

o Expasyl e Viscostat apresentaram genotixicidade semelhante e
superior ao grupo controle;

o A técnica de moldagem livre de fio (com Expasyl) foi menos
estressante para 0s pacientes e resultou nos menores niveis de citocinas

inflamatorias apés afastamento gengival comparada a técnica convencional.



6 Referéncias

AINAMO, J.; BAY, |. Problems and proposals for recording gingivitis and plaque.
International Dental Journal, v. 25, n. 4, p. 229-235, 1975.

AKCA, E. A,; YILDIRIM, E.; DALKIZ, M.; YAVUZYILMAZ, H.; BEYDEMIR, B. Effects
of different retraction medicaments on gingival tissue. Quintessence International,
v. 37,n. 1, p. 53-59, 2006.

AL HAMAD, K. Q.; AZAR, W. Z.; ALWAELI, H. A.; SAID, K. N. A clinical study on the
effects of cordless and conventional retraction techniques on the gingival and
periodontal health. Journal of Clinical Periodontology, v. 35, n. 12, p. 1053-1058,
2008.

AYO-YUSUF, O.A.; DRIESSEN, C.H.; BOTHA, A.J. SEM-EDX study of prepared
human dentine surfaces exposed to gingival retraction fluids. Journal of Dentistry,
v. 33,n.9, p. 731-739, 2005.

BENNANI, V.; SCHWASS, D.; CHANDLER, N. Gingival retraction techniques for
implants versus teeth: current status. Journal of American Dental Association, v.
139, n. 10, p. 1354-1363, 2008.

BENSON, B. W.; BOMBERG, T. J.; HATCH, R. A.; HOFFMAN, W. Tissue
displacement methods in fixed prosthodontics. Journal of Prosthetic Dentistry, v.
55,n. 2, p. 175-181, 1986.

CASSIDY, M.; GUTTERIDGE, D. L. An update on conventional fixed bridgework.
Part 4: Clinical techniques. Dental Update, v. 21, n. 8, p. 316-321, 1994.



83

COUNTRYMAN, P. I.; HEDDLE, J. A. The production of micronuclei from
chromosome aberrations in irradiated cultures of human lymphocytes. Mutation
Research, v. 41, n. 2-3, p. 321-332, 1976.

CSILLAG, M.; NYIRI, G.; VAG, J.; FAZEKAS, A. Dose-related effects of epinephrine
on human gingival blood flow and crevicular fluid production used as a soaking
solution for chemo-mechanical tissue retraction. Journal of Prosthetic Dentistry, v.
97,n.1, p. 6-11, 2007.

DONOVAN, T. E.; CHEE, W. W. Current concepts in gingival displacement. Dental
Clinics of North America, v. 48, n. 2, p. 433-444, 2004.

FENG, J.; ABOYOUSSEF, H.; WEINER, S.; SINGH, S.; JANDINSKI, J. The effect of
gingival retraction procedures on periodontal indices and crevicular fluid cytokine
levels: a pilot study. Journal of Prosthodontics, v. 15, n. 2, p. 108-112, 2006.

GARLET, G. P. Destructive and protective roles of cytokines in periodontitis: a re-
appraisal from host defense and tissue destruction viewpoints. Journal of Dental
Research, v. 89, n. 12, p. 1349-1363, 2010.

GOLDBERG, P. V.; HIGGINBOTTOM, F. L.; WILSON, T. G. Periodontal
considerations in restorative and implant therapy. Periodontology 2000, v. 25, p.
100-109, 2001.

GONG, Y.; LU, J.; DING, X. Clinical, microbiologic, and immunologic factors of
orthodontic treatment-induced gingival enlargement. American Journal of
Orthodontics and Dentofacial Orthopedics, v.140, n.1, p. 58-64, 2011.

GRAVES, D. Cytokines that promote periodontal tissue destruction. Journal of
Periodontology, v. 79, n. 8, p. 1585-1591, 2008.

GUSTAFSSON, A.; ITO, H.; ASMAN, B.; BERGSTROM, K. Hyper-reactive
mononuclear cells and neutrophils in chronic periodontitis. Journal of Clinical
Periodontology, v. 33, n. 2, p. 126-129, 2006.



84

HANSEN, P. A.; TIRA, D. E.; BARLOW, J. Current methods of finish-line exposure by
practicing prosthodontists. Journal of Prosthodontics, v. 8, n. 3, p. 163-170, 1999.

HAVEMOSE-POULSEN, A.; HOLMSTRUP, P. Factors affecting IL-1-mediated
collagen metabolism by fibroblasts and the pathogenesis of periodontal disease: a
review of the literature. Critical Reviews in Oral Biology & Medicine, v. 8, n. 2, p.
217-236, 1997.

HO, W.; EUBANK, T.; LEBLEBICIOGLU, B.; MARSH, C.; WALTERS, J. Azithromycin
decreases crevicular fluid volume and mediator content. Journal of Dental
Research, v. 89, n. 8, p. 831-835, 2010.

IWASAKI, L. R.; HAACK, J. E.; NICKEL, J. C.; REINHARDT, R. A.; PETRO, T. M.
Human interleukin-1 beta and interleukin-1 receptor antagonist secretion and velocity
of tooth movement. Archives of Oral Biology, v. 46, n. 2, p. 185-189, 2001.

JOKSTAD, A. Clinical trial of gingival retraction cords. Journal of Prosthetic
Dentistry, v. 81, n. 3, p. 258-61, 1999.

KOPAC, I.; BATISTA, U.; CVETKO, E.; MARION, L. Viability of fibroblasts in cell
culture after treatment with different chemical retraction agents. Journal of Oral
Rehabilitation, v. 29, n. 1, p. 98-104, 2002.

KOPAC, I.; CVETKO, E.; MARION, L. Gingival inflammatory response induced by
chemical retraction agents in beagle dogs. International Journal of
Prosthodontics, v. 15, n. 1, p. 14-19, 2002.

KOPAC, I.; STERLE, M.; MARION, L. Electron microscopic analysis of the effects of
chemical retraction agents on cultured rat keratinocytes. Journal of Prosthetic
Dentistry, v. 87, n. 1, p. 51-56, 2002.

KHOSRAVI, R.; TRAN, S. D.; LAMBERT, M.; O'LOUGHLIN, J.; KA, K.; FEINE, J. S.;
CARON, C.; TREMBLAY, A.; NICOLAU, B. Adiposity and gingival crevicular fluid



85

tumour necrosis factor-alpha levels in children. Journal of Clinical Periodontology,
v. 36, n. 4, p. 301-7, 2009.

KUMBULOGLU, O.; USER, A.; TOKSAVUL, S.; BOYACIOGLU, H. Clinical
evaluation of different gingival retraction cords. Quintessence International, v. 38,
n. 2, p. 92-98, 2007.

LOE, H; SILNESS, J. Tissue reactions to string packs used in fixed restorations.
Journal of Prosthetic Dentistry, v.13, n. 2, p. 318-23, 1963.

MIRANDA, L.A.; BRAGA, F.; FISCHER, R.G.; SZTAIJNBOK, F.R.; FIGUEREDO,
C.M.S.; GUSTAFSSON, A. Changes in periodontal and rheumatological conditions
after 2 years in patients with juvenile idiopathic arthritis. Journal of Periodontology,
v. 77,n. 10, p. 1695-1700, 2006.

NEMETZ, H.; DONOVAN, T.; LANDESMAN, H. Exposing the gingival margin: a
systematic approach for the control of hemorrhage. Journal of Prosthetic Dentistry,
v.51,n. 5, p. 647-651, 1984.

NOWAKOWSKA, D.; SACZKO, J.; KULBACKA, J.; CHOROMANSKA, A. Dynamic
Oxidoreductive Potential of Astringent Retraction Agents. Folia Biologica, v. 56, n.
6, p. 263-268, 2010.

PASSARIELLO, C.; PUTTINI, M.; VIRGA, A.; GIGOLA, P. Microbiological and host
factors are involved in promoting the periodontal failure of metaloceramic crowns.
Clinical Oral Investigations, v. 16, n. 3, p. 987-95, 2012.

PERAKIS, N.; BELSER, U. C.; MAGNE, P. Final impressions: a review of material
properties and description of a current technique. International Journal of
Periodontics & Restorative Dentistry, v. 24, n. 2, p. 109-117, 2004.



86

POLAT, N. T.; OZDEMIR, A. K.; TURGUT, M. Effects of gingival retraction materials
on gingival blood flow. International Journal of Prosthodontics, v. 20, n. 1, p. 57-
62, 2007.

PHATALE, S; MARAWAr, PP; BYAKOD, G; LAGDIVE, SB; KALBURGE, JV. Effect
of retraction materials on gingival health: A histopathological study. Journal of
Indian Society of Periodontoly, v. 14, n. 1, p. 35-9, 2010.

SHADDOX, L. M.; WIEDEY, J.; CALDERON, N. L.; MAGNUSSON, |.; BIMSTEIN, E.;
BIDWELL, J. A.; ZAPERT, E. F.; AUKHIL, I.; WALLET, S. M. Local inflammatory
markers and systemic endotoxin in aggressive periodontitis. Journal of Dental
Research, v. 90, n. 9, p. 1140-1144, 2011.

SCHULZ, KF; ALTMAN, DG; MOHER, D; GROUP, C. CONSORT 2010 statement:
updated guidelines for reporting parallel group randomised trials. BMJ, v. 340, ¢332,
2010.

The glossary of prosthodontic terms. Journal of Prosthetic Dentistry, v. 94, n. 1, p.
10-92, 2005.

UEMATSU, S.; MOGI, M.; DEGUCHI, T. Interleukin (IL)-1 beta, IL-6, tumor necrosis
factor-alpha, epidermal growth factor, and beta 2-microglobulin levels are elevated in
gingival crevicular fluid during human orthodontic tooth movement. Journal of
Dental Research, v. 75, n. 1, p. 562-567, 1996.

VON ARX, T; JENSEN, SS; HANNI, S; SCHENK, RK. Haemostatic agents used in
periradicular surgery: an experimental study of their efficacy and tissue reactions.
International Endodontic Journal, v. 39, n. 10, p. 800-8, 2006;

WEIR, D. J.; WILLIAMS, B. H. Clinical effectiveness of mechanical-chemical tissue
displacement methods. Journal of Prosthetic Dentistry, v. 51, n. 3, p. 326-329,
1984.



87

WOODY, R. D.; MILLER, A.; STAFFANOU, R. S. Review of the pH of hemostatic
agents used in tissue displacement. Journal of Prosthetic Dentistry, v. 70, n. 2, p.
191-192, 1993.

WOSTMANN, B;: REHMANN, P; BALKENHOL, M. Influence of different retraction
techniques on crevicular fluid flow. International Journal of Prosthodontics, v. 21,
n. 3, p. 215-6, 2008.

YANG, J.C.; TSAI, C. M.; CHEN, M. S.; WEI, J. Y.; LEE, S. Y.; LIN, C. T. Clinical
study of a newly developed injection-type gingival retraction material. Chinese
Dental Journal, v. 24, n. 3, p. 147-151, 2005.



APENDICES



Apéndice 1- Ficha de exame clinico

Universidade Federal de Pelotas
Programa de Pés-Graduacdo em Odontologia
Projeto de Dissertacao
Mestrando — Hugo Ramalho Sarmento

/4

RS - BrAS) ’ Orientadora — Prof2 Dr2 Fernanda Faot
Potencial inflamatério de duas técnicas para afastamento FICHA N°
gengival utilizadas durante procedimentos protéticos
1- Identificagéo:
Nome: Idade: Sexo: Cor:
Endereco:
Telefone: Celular: E-mail:
Telefone de parente préximo: Parentesco:
Endereco deste parente:
Mais algum contato?
2- Histéria médica:
e E portador(a) de alguma doenca sistémica? () Sim ( ) Nao

e E fumante ou ex-fumante? ( ) Sim ( )N&o ( ) Ex-fumante

e Se do sexo feminino, esta gravida ou sob suspeita? ( ) Sim ( ) Nao ( ) NSA

e Consumiu anti-inflamat6rio ou antibiético nos ultimos 60 dias? ( ) Sim ( ) Ndo

3- Exame clinico inicial (Data: /[ ):
Profundidade de sondagem:
13 12 11 21 22 23
Nivel clinico de inserc¢éo:
13 12 11 21 22 23
indice de sangramento gengival: indice de placa visivel:
13 12 11 21 22 23 13 12 11 21 22 23
Mobilidade dentaria:
13 12 11 21 22 23




4- Dentes selecionados para o estudo (anotar informac¢cdes na sessdao de moldagem;
fazer sorteio com envelopes pardos):

Controle 12 Técnica: A/ B 22 Técnica: A/ B

Dente

Sensibilidade antes?
(jato de ar antes do afastamento)

Sensibilidade depois?
(jato de ar ap6s afastamento)

Sangramento?
(durante/apds afastamento)

5- Avaliacdo de dor e satisfacdo do paciente durante o afastamento gengival (12 técnica
sorteada):

5.1- Na sesséo do afastamento com (12 técnica sorteada):

I- Vocé sentiu dor durante o procedimento?

(nem um pouco)1--------- 2-e-- 3---me-- 4 5(muitissimo)

[I- Vocé sentiu sabor desagradavel na boca?

(nem um pouco)1--------- 2-e-- 3---me-- 4 5(muitissimo)

llI- Vocé se sentiu estressado por causa do procedimento?
(nem um pouco)1--------- 2--mmemee- 3-mmeeeee- 4-eneeaenne 5(muitissimo)

6- Exame clinico 2 dias apés afastamento com (12 técnica sorteada) (Data:

)
Profundidade de sondagem:
13 12 11 21 22 23
Nivel clinico de inserc¢éo:
13 12 11 21 22 23
indice de sangramento gengival: indice de placa visivel:
13 12 11 21 22 23 13 12 11 21 22 23
Mobilidade dentaria:
13 12 11 21 22 23

7- Avaliacdo de dor e satisfag@o do paciente apos o afastamento gengival:
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7.1- 7 dias ap0s o afastamento com (1@ técnica sorteada) (Data: ___ /[ ):

I- A gengiva doeu nos ultimos 7 dias?

(nem um pouco)1--------- 2--—meee- 3---meeee- T 5(muitissimo)

[I- Vocé sentiu desconforto ao mastigar?

(nem um pouco)1--------- 2--—meee- 3---meeee- T 5(muitissimo)

[1l- Vocé sentiu desconforto ao falar?

(nem um pouco)1--------- 2--mmeeee- 3-mmeeeee- T 5(muitissimo)

IV- Vocé ficou envergonhado e evitou sorrir por achar que os dentes e gengiva estavam
feios?

(nem um pouco)1--------- 2--mmeeee- 3-mmeeeee- 4-eneeaenne 5(muitissimo)

V- A gengiva demorou a cicatrizar?

(nem um pouco)1--------- 2--mmeeee- 3-mmeeeee- 4-eneeaenne 5(muitissimo)

VI- Vocé deixou de comer o que gostaria?

(nem um pouco)1--------- 2-e-- 3---me-- 4 5(muitissimo)

VII- Vocé deixou de deixou de praticar suas atividades diarias?

(nem um pouco)1--------- 2--—e-- 3---m-e-- e 5(muitissimo)

VIII- Vocé dormiu mal por causa do desconforto na gengiva e dente?

(nem um pouco)1--------- 22— 3o 4o 5(muitissimo)

IX- Vocé considera que seu desempenho no trabalho esteve prejudicado apés o
procedimento?

(nem um pouco)1--------- 22— 3o 4o 5(muitissimo)

X- Vocé considera que suas relacdes com amigos ou colegas esteve prejudicada apés o
procedimento?

(nem um pouco)1--------- 2--mmeee- 3-mmeeeee- fenneaenne 5(muitissimo)

XI- Vocé considera que sua relacdo com seu namorado/companheiro/esposo esteve
prejudicada apos o procedimento?

(nem um pouco)l1--------- 2--me- O 4o 5(muitissimo)

8- Exame clinico 7 dias apés afastamento com (12 técnica sorteada) (Data:

A D
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Profundidade de sondagem:

13 12 11 21 22 23
Nivel clinico de insercdao:
13 12 11 21 22 23
indice de sangramento gengival: indice de placa visivel:
13 12 11 21 22 23 13 12 11 21 22 23
Mobilidade dentéria:
13 12 11 21 22 23

9- Avaliacdo de dor e satisfacdo do paciente durante o afastamento gengival (22 técnica
sorteada):

9.1- Na sesséao do afastamento com (22 técnica sorteada) (Data: /

S Y A -

I- Vocé sentiu dor durante o procedimento?

(nem um pouco)1--------- 2--------- 3---me-- 4 5(muitissimo)

[I- Vocé sentiu sabor desagradavel na boca?

(nem um pouco)1--------- 2--------- 3---m-e-- e 5(muitissimo)

llI- Vocé se sentiu estressado por causa do procedimento?

(nem um pouco)1--------- 2-mnmnmene 3-mmeeeee- 4eeneeaenne 5(muitissimo)

10- Exame clinico 2 dias apo6s afastamento com (22 técnica sorteada) (Data:

Y A B ¥
Profundidade de sondagem:
13 12 11 21 22 23
Nivel clinico de inserc¢éo:
13 12 11 21 22 23
indice de sangramento gengival: indice de placa visivel:
13 12 11 21 22 23 13 12 11 21 22 23
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Mobilidade dentaria:
13 12 11 21 22 23

11- Avaliacdo de dor e satisfacdo do paciente apdés o afastamento gengival (22 técnica
sorteada):

11.1- 7 dias apds o afastamento com (22 técnica sorteada) (Data: /[ ):

I- A gengiva doeu nos ultimos 7 dias?

(nem um pouco)1--------- 2--—meee- 3---meeee- T 5(muitissimo)

II- Vocé sentiu desconforto ao mastigar?

(nem um pouco)1--------- 2--mmeeee- 3-mmeeeee- 4-eneeaenne 5(muitissimo)

[1l- Vocé sentiu desconforto ao falar?

(nem um pouco)1--------- 2--mmeeee- 3-mmeeeee- 4-eneeaenne 5(muitissimo)

IV- Vocé ficou envergonhado e evitou sorrir por achar que os dentes e gengiva estavam
feios?

(nem um pouco)1--------- 2--mmeeee- 3-mmeeeee- 4-eneeaenne 5(muitissimo)

V- A gengiva demorou a cicatrizar?

(nem um pouco)1--------- 2-—ee- 3---m-e-- e 5(muitissimo)

VI- Vocé deixou de comer o que gostaria?

(nem um pouco)1--------- 2-—ee- 3---m-e-- 4 5(muitissimo)

VII- Vocé deixou de deixou de praticar suas atividades diarias?

(nem um pouco)1--------- 22— 3o 4o 5(muitissimo)

VIII- Vocé dormiu mal por causa do desconforto na gengiva e dente?

(nem um pouco)1--------- 2--mmeee- 3-mmeeeee- feeneeaenne 5(muitissimo)

IX- Vocé considera que seu desempenho no trabalho esteve prejudicado apds o
procedimento?

(nem um pouco)1--------- 2--mmeee- 3-mmeeeee- T 5(muitissimo)

X- Vocé considera que suas relacdes com amigos ou colegas esteve prejudicada apos o
procedimento?

(nem um pouco)l1--------- 2--me- O 4o 5(muitissimo)
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XI- Vocé considera que sua relagdo com seu namorado/companheiro/esposo esteve
prejudicada apos o procedimento?

(nem um pouco)1--------- 2--mnmen- 3-mmeeeee- T 5(muitissimo)

12- Exame clinico 7 dias apo6s afastamento com (22 técnica sorteada) (Data:

A
Profundidade de sondagem:
13 12 11 21 22 23
Nivel clinico de insercao:
13 12 11 21 22 23
indice de sangramento gengival: indice de placa visivel:
13 12 11 21 22 23 13 12 11 21 22 23
Mobilidade dentaria:
13 12 11 21 22 23

ANOTACOES:




Apéndice 2- Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Potencial inflamatério de duas técnicas para afastamento
gengival utilizadas durante procedimentos protéticos.
Pesquisador: Hugo Ramalho Sarmento

Orientadora: Fernanda Faot

Este € um convite para vocé participar da pesquisa intitulada “Potencial inflamatério
de duas técnicas para afastamento gengival utilizadas durante procedimentos
protéticos”, realizada nas instalac6es da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Pelotas.

Sua participacdo é voluntaria, o que significa que vocé podera desistir a qualquer
momento, retirando seu consentimento, sem que isso lhe traga nenhum prejuizo ou
penalidade.

Nessa investigacdo cientifica, serdo examinadas as gengivas de adultos que
apresentam necessidade de reabilitacdo de dois dentes superiores por meio de
coroas protéticas. A coleta de dados serd realizada durante os procedimentos de
confeccdo das coroas, feita na clinica de Protese Dentarias desta Faculdade, com
toda técnica, seguranca e higiene, conforme normas da Organizacdo Mundial da
Saude e do Ministério da Saude. Todas as etapas ndo representam riscos nem
gerardo desconforto além do normal daqueles ocorridos durante uma consulta
odontoldgica. Os dados individuais ndo serdo divulgados em nenhuma hipétese,
mas os resultados da pesquisa permitirdo que seja entendido o comportamento da
gengiva diante do afastamento da mesma. Relatamos ainda que vocé pode, se
desejar, ndo responder a alguma das perguntas do questionario de avaliacao.

Os riscos relativos a sua participacdo nesta pesquisa sdo minimos e 0s beneficios
que vocé tera serdo diretos, com a reabilitacdo de dois dentes.

Todas as informacgdes obtidas serdo sigilosas e seu nome ndo sera identificado em
nenhum momento. Os dados serdo guardados em local seguro e a divulgacdo dos
resultados sera feita de forma a néo identificar os voluntarios.

Em qualquer momento, se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente

desta pesquisa, vocé tera direito a indenizagéo.



Caso seja detectado algum problema de saude bucal que exija atendimento
odontoldgico, vocé sera devidamente encaminhado a uma Unidade de Saude, onde
sera atendido. O paciente que ndo desejar fazer parte da pesquisa sera atendido, da
mesma forma, no prazo maximo de 90 (noventa) dias, pelos pesquisadores
responsaveis.
Vocé ficara com uma cépia deste Termo e toda a duvida que vocé tiver a respeito
desta pesquisa, podera perguntar diretamente para o responsavel por esta pesquisa,
Hugo Ramalho Sarmento, pelo telefone (53) 81021670. Qualquer dano decorrente
da pesquisa seré resolvido pelos pesquisadores envolvidos.
Duvidas a respeito da ética dessa pesquisa poderdo ser questionadas ao Comité de
Etica em Pesquisa do Ministério da Satde no endereco:
Esplanada dos Ministérios — Bloco G, Anexo B — sala 436 b — CEP: 70.058-900
Brasilia — DF — Fone: (61) 3315-2951.

Declaro que compreendi os objetivos deste estudo, como ele seré realizado,
0os riscos e beneficios envolvidos na pesquisa “Potencial inflamatério de duas
técnicas para afastamento gengival utilizadas durante procedimentos protéticos”, e

desta forma, aceito ser voluntario neste estudo.

Pelotas, de de 201 .

Nome em letra de forma Assinatura ou impresséao dactiloscopica

Testemunha



