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RESUMO

O ambiente bucal € particularmente favoravel a biodegradacdo de metais
devido as suas propriedades ibnicas, térmicas, microbiologicas e enzimaticas.
Estudos tém demonstrado que ions metalicos podem ser liberados de matérias
metalicos como resultado da corrosdo. Outros apontam que o Niquel é um
componente comum em muitos materiais ortodénticos e uma alergia ao Niquel
€ comumente observada na populagdo. Juntamente com os testes de
citotoxicidade tradicionais, o estudo da producéo celular de Oxido Nitrico (NO)
estimulado por determinado material € um método capaz de avaliar seu
potencial citotoxico. O presente estudo teve como objetivo avaliar pelo método
MTT [3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil tetrazélio brometo] a viabilidade celular
de macré6fagos murinos J774 na presenca de 9 diferentes fios ortodénticos e o
estimulo dos fios & producdo de NO produzido por estas células. A avaliacdo
das culturas celulares foi realizada em trés intervalos de tempo: 24, 48 e 72
horas. A viabilidade celular em todos os grupos foi maior no intervalo de tempo
final, que no intervalo de tempo inicial. Este aumento foi significativo no grupo
controle. Nos grupos dos materiais, a média final da viabilidade celular no
tempo de 72 horas ndo mostrou diferenca significativa quando comparado com
0 grupo controle. A producdo de NO em todos os grupos foi maior no intervalo
de tempo final, que no intervalo de tempo inicial. Este aumento foi
estatisticamente significativo no grupo controle. Nos grupos dos materiais, a
meédia final da producdo de NO apresentou diferenca significativa apenas no
grupo 8 (beta-Titanio), quando comparado com o0 grupo controle. Numa

segunda etapa do estudo os macrofagos foram ativados com interferon-gama



(IFN-y) procurando simular uma condicdo comum no organismo humano no
qual estas citocinas sao produzidas e liberadas frente a presenca de antigenos.
As médias da andlise da viabilidade celular dos macréfagos murinos ativados
com interferon-gama nos grupos dos fios ortodonticos nao apresentaram
diferenca estatisticamente significativa quando comparada com a média das
células do grupo controle. As médias da analise da producdo de 6xido nitrico
pelos macréfagos murinos ativados com interferon-gama nos grupos dos fios
ortoddnticos ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa quando

comparada com a média das células do grupo controle.

Palavras-chave:
1 — Fios ortoddnticos 3 — Oxido Nitrico

2 — Citotoxicidade 4 — Viabilidade 5 — Interferon-gama



SUMMARY

The oral environment is particularly favorable to metal biodegradation due to is
ionic, thermal, microbiological, and enzymatic properties. Studies have shown
that metal ions may be released from metallic materials as the result of
corrosion. Other studies demonstrate that Nickel is a common component in
many orthodontic materials and that an allergy to Nickel is commonly observed
in the population. In addition to the traditional cytotoxicity tests, the study of
nitric oxide cellular production stimulated by a specific material has shown to be
a reliable tool for evaluating its cytotoxic potential. The present study was aimed
at assessing cellular viability by MTT [3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide] assay in a murine macrophage cell line J774 in the
presence of 9 different orthodontics wires and quantify nitric oxide production by
these cells. Evaluation of cell culture was undertaken in three time intervals: 24,
48 and 72 hours. The cellular viability in all groups was higher at the final time
interval than at the initial time interval. This increase was statistically significant
in the control group. In the material groups, the final mean of cellular viability at
72 hours showed no statistically significant difference when compared with the
control group. NO production in all groups was higher at the final time interval
than at the initial time interval. This increase was statistically significant in the
control group. In the material groups, the final mean of NO production at 72
hours was only significant in group 8 (beta-Titanium) when compared with the
control group. In a second step of the study, macrophages were activated with
gamma interferon (IFN-y) in order to stimulate a common condition of the

human body in which these cytokines are produced and released with the



presence of antigens. The means of the analysis of cell viability of murine
macrophages activated with gamma interferon in the groups of orthodontic
wires did not show statistically significant difference when compared to the
mean of cells in the control group. The means of the analysis of NO production
by the murine macrophages activated with gamma interferon in the groups of
orthodontic wires did not show statistically significant difference when compared

to the mean of cells in the control group.

Key words:
1 — Orthodontics wires 3 — Nitric Oxide

2 — Cytotoxicity 4 — Viability 5 — Interferon-gama
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RESUMO

Desenvolver e selecionar materiais biocompativeis tém sido um dos grandes
desafios na area da saude. Reagles toxicas, inflamatorias, alérgicas ou
mutagénicas sdo possiveis respostas biologicas aos materiais e a toxicidade &
um dos principais parametros para a avaliacdo biologica. A Ortodontia, com o
objetivo de promover movimentagbes dentarias, utiliza um conjunto de
materiais e, dentre eles, os fios ortodonticos. Estes acessorios, disponiveis nas
formas metalicas, plasticas ou ceramicas, estéo fixados a superficie dos dentes
e em contato direto com os tecidos e com 0 meio bucal, um ambiente Umido
que pode modificar as propriedades dos mesmos. Alteragdes nas propriedades
dos materiais no meio bucal podem ter efeitos nocivos nos tecidos adjacentes,
levando ao desenvolvimento de processos inflamatorios. O presente trabalho
tem como objetivo avaliar a citotoxicidade de diferentes tipos de fios
ortodénticos em células da linhagem de macréfagos murinos J774 através da
técnica do MTT, para averiguacdo da viabilidade celular, assim como a

producéo de 6xido nitrico determinada pela ativacdo dos macréfagos.

Palavras-chave:

1 — Fios Ortodénticos 3 — Oxido Nitrico

2 — Citotoxicidade 4 — Viabilidade 5-MTT
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1.1 INTRODUCAO

Manter ou melhorar a qualidade de vida do paciente € o objetivo
primordial da Odontologia, seja pela prevencdo de doencas, pelo alivio da dor,
pela melhoria da eficiéncia mastigatoria, pelo aprimoramento da fonética e/ou
pela melhora da aparéncia. Muitos desses objetivos pedem a reposicdo ou
alteragcdo da estrutura dentaria existente, assim como a alteracdo do
posicionamento dos dentes. Desenvolver e eleger materiais biocompativeis tém
sido um dos principais desafios. Metais, ceramicas, polimeros e resinas
compostas sdo os quatro grupos de materiais empregados em Odontologia.
Escassa informacao cientifica a respeito desses materiais esta disponivel, até
meados do século passado. Possiveis respostas biolégicas aos materiais sdo
reacles toxicas, inflamatérias, alérgicas ou mutagénicas. Um dos principais
parametros para a avaliacdo de resposta biologica e do potencial relacionado
com a dose do material para causar a morte de células ou tecidos é a
toxicidade, sendo hoje o primeiro teste de triagem usado para quase todos 0s

materiais (ANUSAVICE, 2005).

A Ortodontia usa distintos tipos de materiais qualificados como
materiais restauradores temporarios: fios, bandas, braguetes, resinas acrilicas,
ceramicas entre outros. Estes sdo destinados a aplicacdo por um periodo
médio ou longo (MOCKERS, DEROZE e CAMPS, 2002). Os fios ortodénticos
sdo submetidos a um ambiente bucal umido que pode modificar as suas
propriedades (PROFFIT, 1995; MOCKERS, DEROZE e CAMPS, 2002).
Qualguer um desses materiais na cavidade bucal cria uma interface dinamica

com interacbes que podem alterar um ou outro, determinando tanto a
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biocompatibilidade — uma resposta bioldgica ativa ao material, quanto uma
capacidade de o material resistir a deterioracdo ou sofrer corrosao no corpo. A
biocompatibilidade € dependente da liberacdo de elementos desses materiais.
Além disso, a liberacéo de tais elementos é influenciada pela composicao, pré-
tratamento e manuseio desses aparatos (SJOGREN, SLETTEN e DAHL, 2000;

ANUSAVICE, 2005).

O ambiente bucal possui as condicGes favoraveis para a colonizagéo
de um amplo nimero de microrganismos. A instalacdo do aparelho ortodontico
institui a ambientacdo favoravel para o acumulo de residuos alimentares e
desses microrganismos, 0s quais podem provocar cérie, acentuar quaisquer
doencas periodontais pré-existentes e o efeito toxico desses artificios pode
colaborar para uma generalizada gengivite. Além da presenca de diferentes
citocinas, no microambiente da doenca periodontal, tem sido observada a
producdo de NO, o qual age diretamente na manutencéo da inflamacé&o, bem
como na destruicdo tecidual (GRIMSDOTTIR e HENSTEN - PETTERSEN,

1993; BATISTA, 2001; ANHOURY et al., 2002).

Aparelhos ortoddnticos sdo crescentemente usados por jovens e
adultos; porém, a prética clinica tem mostrado que a presenca em longo prazo
de metais no ambiente bucal pode ser prejudicial a saude. Ulceracdes na
mucosa causadas por aparelhos ortodénticos, irritagbes severas, alergias ao
Niquel e especialmente as associadas as soldas tém sido relatadas (KVAM et
al., 1989; BISHARA, 1995b; MARIGO et al., 2003; RAHILLY e PRICE, 2003;
KALIMO et al., 2004; SAGLAM, BAYSAL e CEYLAN, 2004; SCHULTZ et al.,

2004).
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Noble et al. em 2008 afirmaram que o Niquel € um componente
comum em muitos materiais ortodonticos e uma alergia ao Niquel é
comumente observada na populacdo, mais frequentemente em mulheres, e
descreveram dois casos de alergia ao Niquel em pacientes ortodonticos. No
entanto, ha evidéncias de que a exposicdo bucal ao Niquel pode induzir
tolerancia imunoldgica a ele e assim, reduzir a incidéncia de alergias
(VREEBURG et al, 1984; VAN HOOGSTRATEN et al, 1991; VAN

HOOGSTRATEN et al., 1993; ARTIK et al., 2001; MORTZ et al., 2002).

InvestigacBes prévias foram feitas sobre a biocompatibilidade dos
aparelhos ortodénticos utilizando células animal (GRIMSDOTTIR, HENSTEN-
PETTERSEN e KULLMANN, 1992; MOCKERS, DEROZE e CAMPS, 2002),
fibroblasto gengival humano (ELIADES et al., 1994; LOCCI et al., 2000) e

osteoblastos, fibroblastos e ceratindcitos humanos (SESTINI et al., 2006).

Desta forma, a avaliacdo da citotoxicidade dos fios ortodonticos,
usados atualmente na clinica ortodbéntica € de vital importancia, a fim de

detectar provaveis efeitos danosos desses aparatos ao meio bucal.

1.1.1 Revisao bibliografica

Metais e ligas tém uma extensa gama de aplicacdes como materiais
protéticos em ortopedia e odontologia. Historicamente, ligas metalicas
preciosas foram as primeiras a serem usadas. Elas tém alta concentracdo em
Ouro e Platina, com a caracteristica de serem inalteraveis e biocompativeis,
como também, sendo facil de trabalhar (NIEMI e HENSTEN- PETTERSEN,

1985; JOHANSSON, LUCAS e LEMONS, 1989; ZIMMERMANN,
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SCHIRRMACHER e BENKE, 1991). Mais tarde, o uso de ligas semipreciosas
como a Prata e Paladio e ligas néo preciosas principalmente de Niquel, Cromo,
e Cobre tornou-se difundidas. As propriedades mecanicas e fisicas satisfatorias
destes ndo preciosos materiais tém os feito como materiais de escolha para a
ortodontia. Porém, desde que o ambiente bucal é particularmente favoravel
para a biodegradacao de metais devido a suas propriedades idnicas, térmicas,
microbiolégicas e enzimaticas, pode ser presumido que 0 paciente esta até
certo ponto exposto a produtos do processo de corrosao. Varias investigactes
tém demonstrado que ions metélicos podem ser liberados de materiais
metalicos como o resultado da corrosdo (DOBBS e MINSKI, 1980; BARRETT,
BISHARA e QUINN, 1993; GRIMSDOTTIR, HENSTEN-PETTERSEN e
KULMANN, 1994; WATAHA, MALCOLM e HANKS, 1995; STAFFOLANI et al.,

1999).

Como outros campos da biotecnologia, a éarea dos materiais
odontolégicos apresenta o problema da biocompatibilidade, isto €, da
coexisténcia dos materiais manufaturados com tecidos corporais e fluidos que
devem permanecer no organismo humano por periodos de tempo variados,
sem irritar os tecidos moles. Raros materiais odontolégicos, ou talvez nenhum,
sdo integralmente inertes do ponto de vista fisiolégico, pois contém uma
variedade de componentes com potencialidades toxicas ou irritantes
(PHILLIPS, 1993; TSUCHIYA et al., 1994). Biocompatibilidade significa que os
tecidos do paciente que entram em contato com os materiais ndo devem sofrer
qualquer reacdo toxica, irritante, inflamatoria, alérgica, mutagénica ou

carcinogenética (ARVIDSON, COTTLER-FOX e FRIBERG, 1986; JACOBSEN
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e HENSTEN-PETTERSEN, 1989; VAHEY, SIMONIAN e CONRAD, 1995; SUN,
WATAHA, HANKS, 1997). No campo da odontologia, a ortodontia é a
especialidade em que o problema de biocompatibilidade é a mais aparente,
uma vez que os pacientes sado geralmente jovens e, entdo, mais suscetiveis a
desenvolver reagdes inflamatérias, como também por causa do uso de ligas
com possivel efeito téxico (GRIMSDOTTIR, HENSTEN-PETTERSEN,
KULMANN, 1994; WATAHA, MALCOLM e HANKS, 1995). Convencionalmente,
biocompatibilidade equivale a auséncia de interacdo entre um material e os
tecidos, sendo, atualmente, considerada a capacidade de atuacdo do material
com uma resposta apropriada do hospedeiro, em uma aplicacdo especifica
(WATAHA, 2001). Essa qualidade depende da sua composi¢cdo, posicdo e
interacdo com a cavidade bucal, ou seja, se liberam seus componentes e se
estes sdo toxicos, imunogénicos ou mutagénicos (CRAIG, 1993). Interacdes
com sistemas biolégicos complexos ocorrem quando um material € colocado
em um tecido vivo. Essas resultam em algum tipo de resposta biolégica e
dependem do material, do hospedeiro e das forcas e condi¢cdes colocadas
sobre o material. De qualquer maneira, o material afeta o hospedeiro e vice-

versa (LEMONS, 1990; WATAHA, 2001).

Embora as reacfes adversas com materiais odontologicos sejam
raras, elas podem ser locais ou sistémicas e acontecer com todos os tipos de
materiais. Contudo, o nimero de reacdes adversas nem sempre € totalmente
relatado ou apurado, sendo imperativo um maior nimero de documentacao e
estudos (HENSTEN-PETTERSEN, 1998; HENSTEN-PETTERSEN,

JACOBSEN e GRIMSDOTTIR, 2001).
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A International Organization Standardization (ISO) e o Council on
Dental Materials, Instruments and Equipment of the American Dental
Association recomendaram o0 uso de uma bateria de testes in vitro e in vivo
para estudar a biocompatibilidade dos materiais, uma vez que se acreditava
gue nenhum teste seria apropriado para definir biocompatibilidade. A maior
categoria de testes para avaliacdo de materiais, de acordo com estas
normatizacoes, € o teste de citotoxicidade. Esforcos tém sido feitos para definir
e controlar as variaveis que afetam estes testes (HANKS, WATAHA e SUN,
1996). As reacdes biolégicas em se tratando de materiais odontolégicos sao
divididas em: toxicas, inflamatérias, alérgicas e mutagénicas. A toxicidade foi a
primeira resposta estudada, ja que os materiais podem ser capazes de liberar
substancias para o corpo dos pacientes. A inflamacdo € um segundo tipo
fundamental de uma intricada resposta bioldgica envolvendo a ativacdo do
sistema imune do hospedeiro e que pode resultar de alergias, de toxicidade ou

pode ainda, preceder esse processo (ANUSAVICE, 2005).

A citotoxicidade é um fenbmeno complexo in vivo, o qual pode
resultar em um amplo espectro de efeitos, desde a morte celular até anomalias
metabolicas, onde ocorrem altera¢des funcionais ou em alguma via especifica.
O efeito citotoxico é causado por um irritante primério e as reagbes podem
variar de um eritema a necroses, dependendo da toxicidade do irritante
primario, da sua concentracdo e do tempo de exposicdo (GRIMSDOTTIR e
HENSTEN-PETTERSEN, 1993). A primeira etapa para assegurar a
biocompatibilidade de um dispositivo médico € testar a citotoxicidade e pode

ser medida através de trés tipos de testes: in vitro, utilizando-se culturas de
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células, in vivo, utilizando-se experimentos em animais e através de estudos
clinicos. Um resultado negativo para o teste de citotoxicidade in vitro sugerira
que o material estara livre de produtos danosos ou que sua quantidade é
insuficiente para causar efeitos agudos em células isoladas do corpo. Porém,
apesar do mérito do teste, ndo podemos afirmar que o material pode ser
considerado biocompativel, uma vez que o esse teste de citotoxicidade € o
primeiro passo para analise do material em estudo. Por outro lado, um teste de
citotoxicidade in vitro positivo pode ser um sinal que o material contém uma ou
mais substancias toxicas que podem apresentar importancia clinica (WATAHA,

2001; SCHMALZ, 2002).

Em tubos de ensaio, placas de cultura celular ou em outro local fora
do organismo vivo sdo feitos os testes in vitro. Estes sdo muito variados e
geralmente células ou bactérias sdo deixadas em contato com o material
estudado. O efeito do material normalmente é determinado pela mensuragéao
do numero, pela média de crescimento, pela funcdo metabdlica, ou outra
funcdo das células expostas aos materiais (WATAHA, 2001). Os sistemas
bioldgicos usados nos testes de citotoxicidade in vitro podem ser de culturas de
orgédos, cultura de células ou organelas. O sistema de cultura celular é o mais
utilizado para os testes em materiais odontolégicos; algumas experiéncias tém
utilizado cultura de 6rgdos (germes dentarios). A cultura de células se refere
aguela derivada de células dispersas retiradas do tecido original, de uma
cultura primaria ou de uma linhagem celular ja estabelecida em cultura por
desagregacao enzimatica, mecéanica ou quimica. Esses testes sdo vantajosos

porque permitem uma padronizagdo da metodologia, sdo controlaveis
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experimentalmente, sdo rapidos e relativamente baratos e simples. Eles séo
tidos como éticos e legais podendo substituir experimentos em animais e seres
humanos nas pesquisas e, devido ao fato de serem feitos longe do contato com
0 organismo, muitas interacfes complexas, que mascaram a resposta bioldgica
no corpo, estdo ausentes. Por conseguinte, os resultados dos testes in vitro,
em relacdo ao material, podem ser mal conduzidos na resposta bioldgica final

(SCHMALZ, 1994; WATAHA, 2001).

O contato entre célula e material pode ser por contato direto, indireto
ou através da diluicdo de extrato. As células crescem ao lado ou sobre o
material testado no contato direto. Material e células sao separados por uma
barreira permeavel (discos de dentina, filtro de Millipore, camada de agar) no
contato indireto. Por sua vez, na diluicdo de extratos, os corpos de prova de
dimensdes padronizadas (inteiros ou fragmentados) sdo mantidos em contato
com o meio de cultura e este contendo o extrato do material € colocado sobre
as células ao invés do préprio material (SCHMALZ, 1994; COSTA e SOUZA,
2005). A citotoxicidade avaliada em culturas celulares pode ser determinada
através de avaliacdo qualitativa ou quantitativa. Através da microscopia celular
é realizada a avaliagdo qualitativa: sdo observadas mudancgas na morfologia
geral das células, vacuolizagédo, destacamento, lise celular ou de membrana, e,
o resultado € numérico (ex. 0, 1, 2, 3) ou pode ser descrito como atoxico, leve,
moderado ou severo com relacdo a citotoxicidade. A avaliacdo quantitativa
mede a morte celular, a proliferacdo celular ou a formacédo de colonias

celulares. Meios objetivos quantificam o numero de células, a quantidade de
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proteinas, a liberacdo de enzimas, a liberacdo ou reducéo de corante vital ou

algum outro parametro de medida (ROGERO et al., 2003).

Diversos protocolos, incluindo ensaio de Trypan Blue, liberacdo de
Cromo, avaliacdo da sintese de DNA, avaliagdo do metabolismo celular (MTT
assay), microscopia eletronica de varredura (MEV), tém sido utilizados nos
testes de viabilidade e citotoxicidade de materiais. O ensaio de MTT por ser
relativamente simples de ser realizado, apesar de criterioso como todos 0s
outros, é um dos mais utilizados para se determinar a citotoxicidade de
materiais de diversas naturezas sobre células em cultura (COSTA e SOUZA,
2005). Os parametros a serem analisados, ao se testar a citotoxicidade, s&o os
tipos de células empregados, a duracdo da exposicdo, as formas fisicas dos
dispositivos e os métodos de avaliacdo. Destes, os tipos de células € que
podem ser o fator mais importante, porque cada fungcdo e mecanismo celular
sdo basicamente diferentes (PARK et al., 2002). A citotoxicidade pode também
estar relacionada com moléculas que podem ocasionar danos aos tecidos ao
serem liberadas a partir de um determinado estimulo. Recentemente, estudos
tém relatado a presenca de uma molécula com potencial citotoxico, o 6xido
nitrico (NO), em tecidos dentais e seu envolvimento em doencas inflamatérias

bucais (MATEJKA et al., 1998; BAEK et al., 2005).

LOCCI et al.(2000) avaliaram in vitro o efeito do aparelho ortodéntico
e de seus componentes (braquetes, bandas e arcos) expostos e ndo expostos
a fendbmenos de corrosdo por imersdo prolongada sobre algumas funcdes
celulares, assim como o contato direto e indireto (liberacdo de ions metalicos)

dos componentes do aparato ortodbntico, em separado, em culturas de
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fibroblastos de gengiva humana. In vitro, estas células estéo livres da influéncia
do organismo como um todo e se adaptam as condi¢bes particulares do
microambiente no qual elas sdo mantidas. Avaliaram, também, a capacidade
das células em manter certas funcdes vitais como proliferacdo, sintese, e
secrecdo de glicosaminoglicanas que sdo componentes importantes da matriz
extracelular; e a morfologia das células crescidas na superficie do aparelho
ortoddntico e a capacidade delas para aderir ao substrato. Concluiram que o
arco é o componente mais biocompativel do aparelho ortodéntico, e o braguete
0 menos biocompativel. Um estudo comparativo nos efeitos dos ions metélicos
mais comuns liberados pelos aparelhos ortodénticos na proliferacdo celular
também foi feito. Das concentracfes liberadas pelo aparelho ortodéntico, a
mais alta reducdo na sintese de DNA foi observada na presenca do ion de

Cobre.

Sestini et al. (2006) avaliaram, in vitro, a toxicidade de dois tipos de
arcos normalmente usados em aparelhos ortodénticos, com uma composi¢cao
quimica similar mas diferentes na concentracdo de Niquel e Manganés, assim
como as juncdes destes arcos obtidas por soldas de prata convencional,
elétrica e a lazer. Niquel e Cromo, conhecidos como possiveis metais toxicos,
também foram examinados usando arcos puros de Niquel e de Cromo-Titanio.
Para tal, segmentos de cada arco, cortados em diferentes tamanhos, foram
adicionados em cultivos celulares de osteoblastos, fibroblastos e ceratindcitos
humanos. Os resultados mostraram que os diferentes arcos ortodénticos
avaliados nao sao particularmente toxicos para as células. A solda elétrica €

bem tolerada, enquanto que a solda de prata convencional é toxica para a
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diferenciacdo do osteoblasto, a viabilidade do fibroblasto e o crescimento do
ceratindcito. A solda a lazer foi bem tolerada por todas as células testadas,

mostrando uma alta biocompatibilidade.

Recentemente Hafez et al. (2011) avaliaram, em um estudo
longitudinal, in vivo, a citotoxicidade, a genotoxicidade, e a liberacdo i6nica dos
aparelhos ortodonticos fixos em pacientes. Foram avaliados longitudinalmente
18 individuos do grupo controle e 28 do grupo dos individuos em tratamento.
Quatro combinacgdes de braquetes e fios foram testados: grupo 1 (braquete e
fio de aco inoxidavel); grupo 2 (braquete de aco inoxidavel e fio de Niquel-
Titanio); grupo 3 (brdquete de Titanio e fio de aco inoxidavel) e grupo 4
(brdquete de Titanio e fio de Niquel-Titanio). Os braquetes usados foram os de
aco inoxidavel da American Orthodontics (Sheboygan, Wis) e os de Titanio da
Dentaurum (Ispringen, Germany), e os fios ortodonticos usados foram os de
aco inoxidavel e os de Niquel-Titanio ambos da GAC International (Bohemia,
NY). Amostras de células da mucosa bucal foram coletadas antes, 3 e 6 meses
apos a colocacdo do aparelho. As células foram avaliadas para a
citotoxicidade, a genotoxicidade e a incorporacdo de Niquel e de Cromo. No
grupo dos individuos em tratamento, os valores da viabilidade celular da
mucosa bucal foram de 8,1% no pré-tratamento, e de 6,4% e 4,5% aos 3 e 6
meses de tratamento, respectivamente. O teor de Niquel celular aumentou de
0,52 ng/mL para 0,68 e 0,78 ng/mL nos periodos de 3 e 6 meses de
tratamento, respectivamente. Enquanto que, o teor de Cromo celular aumentou
de 0,31 ng/mL para 0,41 e 0,58 ng/mL nos periodos de 3 e 6 meses de

tratamento, respectivamente. Comparado com 0 grupo controle, os individuos
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em tratamento mostraram diferencas significativas para os danos ao DNA e
teor de Cromo celular apenas no periodo de 3 meses de tratamento.
Comparado ao grupo controle, essas alteracbes ndo foram evidentes no
periodo de 6 meses de tratamento. Segundo Hafez et al. (2011), estes achados
indicam, possivelmente, tolerancia ou reparacédo das células e do DNA, e que
os aparelhos ortodénticos fixos diminuem a viabilidade celular, induzindo danos
ao DNA e aumentando o conteddo de Niquel e de Cromo nas células da

mucosa bucal.
1.1.1.1 Fios Ortodbnticos

O bom ortodontista deve possuir a habilidade manual de um artesao
e o conhecimento profundo da ciéncia ortodbntica. O conhecimento a respeito
de fios ortodénticos permite ao profissional realizar movimentos mais eficientes
e evitar danos aos dentes e tecidos de suporte. Apesar do grande niumero de
marcas disponiveis no mercado e do grande apelo comercial, os fios
ortodénticos mais utilizados atualmente se distribuem em quatro grupos
basicos de ligas, sendo elas: 0 aco inoxidavel; as ligas de Niquel-Titanio (NiTi)
com suas variacbes durante o processo de fabricacdo (superelasticos,
termodinamicos e com adicdo de cobre); as ligas de beta-titanio e as estéticas
de compositos, recentemente lancadas no mercado (QUINTAO e BRUNHARO,

2009).

Pelo fato dos fios ortodénticos manterem proximidade com a mucosa
bucal por periodos longos de tempo, precisam ser resistentes a corrosao, nao

devem permitir a liberacdo de ions na cavidade bucal e nem gerar respostas
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alérgicas (EVANS e DURNING, 1996). Ou seja, o fio deve apresentar
biocompatibilidade com os tecidos bucais (GRAVINA et al., 2004; MENEZES,

QUINTAO e BOLOGNESE, 2007).

Desde quando os primeiros profissionais vislumbraram a
possibilidade de promover a movimentacdo dentaria, essa era obtida pelo
apoio dos dentes nos fios. Edward Angle, em 1887, utilizava ligas de Niquel-
Prata para acessorios ortodénticos. As substitui, posteriormente, pelas ligas de
Cobre, Niquel e Zinco, sem Prata. Finalmente, as ligas de Ouro passaram a ser

as de sua escolha (KUSY, 2002).

Até o inicio da década de 1930, a liga de Ouro (tipo V) foi a mais
empregada na fabricacdo de acessoérios ortodonticos. O Ouro de 14 a 18
quilates foi rotineiramente utilizado, naquela época, para fios, bandas, ganchos
e ligaduras, assim como as bandas e os arcos de Iridio-Platina. A vantagem
das ligas de Ouro residia no fato de serem tratadas termicamente, de forma a
variar sua rigidez em cerca de 30%, e possuirem excelente resisténcia a

corrosdo (KUSY, 2002).
1.1.1.1.1 Fios Ortodénticos de Aco Inoxidavel

Em 1929 os acos inoxidaveis foram introduzidos na Ortodontia,
guando a empresa americana Renfert Company comecou a vender fios dessa

liga, produzida pela empresa aleméa Krupp (ANUSAVICE, 2005).

No Congresso da AAO de 1931, Norris Taylor e George Paffenbarger
introduziram o ago como substituto ao Ouro, alegando possuir maior resiliéncia

e menor possibilidade de rompimento sob tensdo. Em 1933, o fundador da
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empresa Rocky Mountain, Archie Brusse, sugeriu o primeiro sistema de
aplicacdo clinica do aco inoxidavel em Ortodontia, durante o encontro da
Sociedade Americana, na cidade de Oklahoma. A partir de entédo, a rivalidade
entre o Ouro e 0 aco se iniciou formalmente. Fatores econdmicos,
indubitavelmente, influenciaram, em todo o mundo, esta vasta aceitacédo do aco

em relacdo ao Ouro (KUSY, 2002).

Foi a Elgin Watch Company que, na década de 40, desenvolveu a
liga de Cobalto-Cromo composta por Cobalto (40%), Cromo (20%), Prata (16%)
e Niquel (15%), primeiramente utilizada na fabricacdo de molas para reldgios.
Na década de 60, as ligas de Cobalto-Cromo foram introduzidas na Ortodontia
e patenteadas como Elgiloy®, pela Rocky Mountain Orthodontics. Essas
apresentam propriedades mecanicas semelhantes as do aco inoxidavel e, para
fios com iguais dimensdes, geram forcas de magnitude semelhante (KUSY,
2002). Entretanto, para que se possa utilizar seu pleno potencial de resposta,
torna-se necessario realizar tratamento térmico apds a confeccdo de dobras,
antes de se amarrar o fio aos braquetes. A maioria dos ortodontistas nunca
explorou essa liga no seu total potencial e muitas vezes sequer conseguem
distingui-las das de aco, devido a semelhanca fisica entre as mesmas

(QUINTAO e BRUNHARO, 20009).
1.1.1.1.2 Fios Ortodoénticos de Niquel-Titanio

Em 1963, as ligas de Niquel-Titanio foram desenvolvidas no
Laboratério Naval Americano, em Silver Springs — Maryland, pelo pesquisador

Willian Buehler. Ele observou pela primeira vez o chamado “efeito meméria de
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forma” desse material. Ndo havia ainda aplicagao dessa liga na Ortodontia

(GOLDBERG e BURSTONE, 1979; MIURA, MOGI e OKAMOTO, 1990).

Em 1972, a Unitek Corporation produziu essa liga para uso clinico,
sob o nome comercial de Nitinol®, composta por 55% de Niquel e 45% de
Titdnio, numa estrutura equiatomica (BISHARA, 1995a). Entretanto, naquela
época, a liga ndo possuia efeito memdédria de forma ou superelasticidade.
Mesmo assim, foi considerada como um avanco para a obtencdo de forcas
leves sob grandes ativacBes. Em 1976, varias marcas de fios de Niquel-Titanio
foram colocadas no mercado ortodontico e os mesmos foram caracterizados
como materiais de alta recuperacdo elastica e baixa rigidez, ganhando vasta
aceitacdo clinica por essas propriedades. N&o apresentavam, entretanto,
efeitos de termoativacdo nem superelasticidade (QUINTAO e BRUNHARO,

2009).

Em 1985, foi relatado o uso clinico e laboratorial de uma nova liga
superelastica de Niquel-Titanio, chamada “Chinese NiTi”, desenvolvida
especialmente para aplicacdbes em Ortodontia. O termo “superelasticidade”
ainda ndo havia sido empregado até aquela época. O fio de Niquel-Titanio
chinés foi o primeiro a exibir potencial superelastico. Originalmente
desenvolvido na China, e posteriormente tendo suas propriedades melhoradas,
foi relatado que tal fio possuia maior recuperacao elastica e menor rigidez que
o de Niquel-Titanio convencional de mesma secg¢do transversal, além de menor
deformagcdo permanente apés flexdo. A partir dai, varios estudos foram
conduzidos na tentativa de se produzir fios ortodénticos com propriedades

similares, sendo esse objetivo alcancado em 1986, com a introducdo do
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“Japanese NiTi". Essas ligas foram produzidas pela GAC (GAC Int., NY, EUA)
sob o nome comercial de Sentalloy (BURSTONE, QIN e MORTON, 1985;

MOHLIN et al., 1991; CHEN, ZHI e ARVYSTAS, 1992).

As ligas termodinamicas de Niquel-Titanio surgiram, para fins
comerciais, na década de 1990. Além das propriedades de recuperacdo
elastica e resiliéncia dos fios superelasticos, os fios de Niquel-Titanio
termodindmicos possuem a caracteristica adicional da ativacdo pela

temperatura bucal (ANDREASEN, 1980).

Na década de 1990, surgiram no mercado os fios de Niquel-Titanio
gradualmente termodinamicos, por existir um consenso que a resposta dentaria
a aplicacdo de forca e a quantidade de movimento dentario obtida sao
dependentes da area da superficie do periodonto. Isso significa que um arco
ideal ndo s6 deve gerar forcas constantes e suaves, como também ser capaz
de variar o nivel de forca de acordo com a area periodontal envolvida. Dessa
forma, € necessario que ocorra a variacao da forca gerada, em um mesmo fio,
nos diferentes segmentos do arco. O nivel de forca aplicada é graduado
através de toda a extensao da parabola, de acordo com o tamanho dos dentes

do paciente (KUSY, 2002).

Em meados da década de 1990, os fios de Niquel-Titanio com adi¢céo
de Cobre (CuNiTi) surgiram no mercado. Os mesmos Sa0 compostos,
basicamente, por Niquel, Titanio, Cobre e Cromo. Devido a incorporacao de
Cobre, apresentam propriedades termoativas mais definidas do que os fios

superelasticos de NiTi, e permitem a obtencdo de um sistema 6timo de forcas,
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com controle mais acentuado do movimento dentario. Foram introduzidos no
mercado, pela Ormco Corporation, com trés temperaturas de transicédo (27°C,
35°C e 40°C), possibilitando aos clinicos a quantificacdo e aplicacdo de niveis
de carga adequados aos objetivos do tratamento ortodéntico (QUINTAO et al.,

2009).
1.1.1.1.3 Fios Ortoddnticos de Beta-Titanio

As ligas de beta-Titdnio sd@o constituidas de Titanio e, quando
submetidas ao tratamento térmico, apresentam alteracdo no rearranjo
estrutural de seus atomos, sendo referidas como ligas de titanio em fase “beta”
(GOLDBERG e BURSTONE, 1979). A liga de beta-titanio tem sido utilizada
como material estrutural desde 1952. Porém, até 1979, a tecnologia de
trefilacdo ndo permitia a fabricacdo de fios com seccbes transversais
compativeis com as aplicadas em Ortodontia. Em 1977, a fase beta do Titanio

foi estabilizada a temperatura ambiente (KUSY, 2002).

As primeiras aplicacbes clinicas dessa liga para a Ortodontia
ocorreram na década de 1980, quando uma forma diferente de Titanio,
chamado “de alta temperatura”, foi sugerida. A partir de entdo, ganhou vasta
aceitacao clinica e popularidade, sendo comercialmente disponibilizada como
“TMA” (Titanium Molybdenum Alloy) e, durante muitos anos, apenas uma
empresa possuia o direito de fabricacdo. Atualmente, o mercado oferece um

maior numero de marcas comerciais (GOLDBERG e BURSTONE, 1979).
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1.1.1.1.4 Fios Ortodbnticos Estéticos

Como o tratamento ortoddntico estende-se por varios meses, a
aparéncia da aparelhagem é avaliada pelos pacientes como um fator
significativo a ser considerado. A demanda pela estética fez com que diversas
empresas comecassem a produzir, no final da década de 1970, braquetes ndo-
metalicos, de policarbonato ou cerédmicos. Atualmente, os braquetes estéticos
representam uma realidade na clinica ortodontica, oferecendo uma alternativa
aos metdlicos. Entretanto, 0 mesmo ndo ocorreu em relacdo aos fios estéticos,
que foram pouco relatados na literatura ortoddntica até meados da primeira

década do seculo XXI (HERSHEY, 1988; HUANG, 2003).

Diferentes tipos de fios ortodonticos estéticos ja foram lancados no
mercado, tais como: fios metalicos com cobertura de teflon, fios metéalicos
recobertos por resina epoxidica, fios ortodénticos compostos por uma matriz a
base de nylon contendo fibras de silicone para reforco, e fios ortodonticos feitos
de material composito polimérico reforcado com fibra de vidro (QUINTAO e

BRUNHARO, 2009).
1.1.1.2 Oxido Nitrico: propriedades gerais

O 6xido nitrico (NO) é um gas diatdbmico hidrofébico que pode ter sido
originado na atmosfera primitiva do planeta Terra e se mantido através da
evolucdo como um mediador em muitos sistemas biologicos. Uma vez que
essa molécula representou uma otimizagdo de um sistema que é primordial
para o organismo, presumivelmente, ela foi preservada (MONCADA e MARTIN,

1993).
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O NO é sintetizado por diferentes células do organismo e detém uma
funcao crucial como molécula de sinalizacéo celular (AGULLO, 2007). Além de
ser um radical gasoso, € um metabdlito reativo e multifuncional que pode agir
como neurotransmissor e como um vasodilatador, sendo uma molécula
importante na defesa imunologica contra células tumorais e patdgenos em

geral (CHI et al., 2003).

Até recentemente, o NO produzido por combustdo interna de
maquinas e de estacbes de energia, um Oxido toxico do nitrogénio, era
considerado como uma causa isolada da chuva &cida e da poluicdo da
atmosfera. A primeira sintese do NO em laboratério pode ser creditada ao
cientista belga Jan Baptista van Helmont (1577-1644) por volta de 1610. Os
efeitos do NO foram observados novamente nos idos da década de 1980 como
um agente bactericida, levando a resultados que marcaram o século XX de tal
modo que a molécula de NO foi nomeada como sendo a molécula do ano pelo

jornal Science, em 1992 (BRENNAN, THOMAS e LANGDON, 2003).

No organismo, através do trabalho de Robert Furchgott, Louis Ignarro
e Ferid Murad, ganhadores do prémio Nobel de Medicina e Fisiologia em 1998,
foi reconhecida a importancia do papel do NO. Estes expuseram o efeito do NO
como um mediador bioldgico produzido por células de mamiferos (ALDERTON,

COOPER e KNOWLES, 2001)

Na fisiologia dos mamiferos, o NO desempenha papel modulador do
tbnus vascular para regular o fluxo e a pressdo sanguinea e, como é também

um neurotransmissor periférico, esta envolvido nos mecanismos de defesa do
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hospedeiro, atuando na imunidade inata (MONCADA, PALMER e HIGGS,

1991; MONCADA e MARTIN, 1993).

Até findos de 1980, quando foi descoberto que o NO era responsavel
pelo relaxamento vascular da musculatura lisa, ndo era esperado o qué uma
molécula simples pudesse significar na fisiologia dos mamiferos. E capaz de
passar livremente entre as células e por dentro delas, atravessando as
membranas celulares, por ser uma molécula sem carga (KENDALL,

MARSHALL e BARTOLD, 2001).

Palmer, Ferrige e Moncada (1987) testaram a hipétese de que
nitrovasodilatadores, cuja acao € a liberacdo de NO, mimetizariam os efeitos do
fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF). Concluiram que o
relaxamento dos tecidos induzidos pelo EDRF foi o mesmo daqueles induzidos
pelo NO. A atividade biologica, a estabilidade e a susceptibilidade para ser um
inibidor e para ser um potenciador, de ambas as substancias, sugeriram que o

EDRF e o NO sdo substancias idénticas.

Um estudo de Ignarro et al. (1987) reconheceu que o NO além de
produzir acfes idénticas aquelas do EDRF também foi inativado por anions de
superoxido e estabilizado pela enzima superoxido dismutase do mesmo modo

que o EDRF.

Nos dias de hoje, o0 NO é tido como sendo fundamental em uma vasta
area de acontecimentos intracelulares e extracelulares, em uma extensa
variedade de tecidos. Também é uma molécula efetora trivial para a destruicao

fisiologica e filogenética em diferentes patogenias inflamatoérias, auto-imunes e
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tem implicac6es nas doencas periodontais (GREEN, NACY e MELTZER, 1991;

KENDALL, MARSHALL e BARTOLD, 2001).

O conhecimento do NO como mediador quimico do processo
inflamatorio, tem relevancia cada vez maior em mecanismos complexos de
hemodindmica, hemostasia e inflamacdo. O NO, por ser um potente
vasodilatador, regula a resposta vascular inicial da reacao inflamatéria aguda e
as funcbes de outras células envolvidas nesse processo. Sua acdo transcorre
pela funcdo hemostatica, incluindo vasodilatacdo; pela neurotransmissao; pela
inibicdo da adesdo e da agregacdo plaquetéria; pela acdo de defesa contra
agentes infecciosos tais como bactérias, fungos e parasitas e ele age também
como destruidor de células tumorais (LIEW e COX, 1991; LIEW, LI e SEVERN,
1991; NUSSLER e BILLIAR, 1993; MARTIN et al., 1997; RUIZ et al., 1997;

KENDALL, MARSHALL e BARTOLD, 2001).

Algumas doencas e condi¢des que estdo associadas com a producéo
alterada de oOxido nitrico sdo: hipertensdo e hipotensdo, doencas trombo-
embodlicas, choque séptico, broncoespasmo, sindrome respiratdria aguda,
hipertensédo pulmonar, falha renal, imunodeficiéncia, encefalopatia induzida por
HIV, impoténcia, depressdo e malignidade (BRENNAN, THOMAS e

LANGDON, 2003).

Embora possua uma aparente simplicidade, o NO é sintetizado a
partir do aminoacido L-arginina pela complexa enzima Oxido nitrico sintase

(NOS) (VALLANCE e COLLIER, 1994).
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Em 1981 as enzimas 6xido nitrico sintases (NOS) foram identificadas
e descritas e as trés principais isoformas (eNOS, nNOS e iNOS) foram
clonadas e purificadas. Posteriormente, mais de 16.000 estudos sobre as NOS,
muitos deles sobre sua estrutura, funcbes e atividade, foram publicados

(ALDERTON, COOPER e KNOWLES, 2001).

As enzimas NOS sé&o produzidas, cada uma delas por genes distintos
e denominadas em ordem de descoberta como NOS;, NOS; E NOS;z. A
primeira delas, NOS;, a ser purificada e clonada de tecido neuronal, € também
chamada de nNOS. A isoforma encontrada em células endoteliais € conhecida
como eNOS ou NOS;. Essas duas isoformas sdo também denominadas de
constitutivas visto que se manifestam continuamente em neurdnios e células
epiteliais, respectivamente. Essas proteinas também s&o dependentes de uma
elevacdo na concentracdo de Calcio para sua atividade e, portanto, produzem
baixas concentracBes de Oxido nitrico. Por outro lado, a segunda isoforma, a
NOS,, é induzivel, independente do Célcio e é também chamada de iNOS

(DRAPIER, 1991).

As NOS séao codificadas em genes separados em Cromossomos
distintos, localizados no cromossomo 07 (eNOS), no cromossomo 12 (nNOS) e
no cromossomo 17 (iNOS). A isoforma endotelial € encontrada em endotélio
vascular, plaquetas e no coracdo (endocéardio e miocardio) e a isoforma
neuronal é encontrada em neurdnios centrais e perifériocos. Estas duas
isoformas séo constitutivas normais das células, essencialmente expressadas e
funcionalmente reguladas ou modeladas. A INOS pode ser manifestada em

muitos tipos celulares incluindo aqueles de musculatura lisa, musculo do
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coracgao, intestino, células imunes e hepatdcitos. Esta isoforma se expressa
somente depois da ativacdo de células com produtos gerados por uma
infeccdo, incluindo as endotoxinas, como as citocinas (TNFy ou IL-1) e
lipopolissacarideos (LPS) bacterianos (VALLANCE e COLLIER, 1994;

MARIOTTO, MENEGAZZI e SUZUKI, 2004).

A molécula sinal nitrito (NO,) é sintetizada sob demanda apo0s a
ativacdo enzimatica, pela NOS, por curtos periodos de tempo. A molécula de
NO, é sintetizada através de INOS que induz a liberacdo de NO por longos
periodos de tempo uma vez que se manifesta (KRONCKE, FEHSEL e KOLB-

BACHOFEN, 1997).

O NO difunde-se para fora da célula, uma vez sintetizado, e pode agir
localmente afetando as células proximais. Por ser um gas extremamente
instavel e com uma meia vida de poucos segundos, a sua acao € restrita a
cada local do evento. Devido a isso, em nosso organismo 0 NO se apresenta
em baixas concentracdes sendo dificil uma monitorizacdo desse gas in vivo

(COOPER e HAUSMAN, 2004; YAO, VLESSIDIS e EVMIRIDIS, 2004).

Um novo padrdo ndo enzimético de producdo de NO foi descrito
envolvendo reducdo quimica de nitrato inorganico. Este padrdo foi
demonstrado em varios sistemas principalmente no trato gastrintestinal. A
bactéria oral comensal reduz na dieta nitrato para nitrito, 0 qual mais adiante é
reduzido para NO. A acidificacdo de nitrito salivar engolido gera 6xido nitrico no
estbmago com subsequentes propriedades antimicrobianas. Estas interacfes

entre hospedeiro e bactéria podem complementar o sistema de defesa contra
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patdgenos na cavidade bucal e no intestino (DUNCAN, DOUGALL e

JOHNSTON, 1995; WEITZBERG e LUNDBERG, 1998).
1.1.1.3 Oxido Nitrico: citotoxicidade e ativagéo celular

O NO desempenha uma importante fungdo como sinalizagao
molecular em muitas partes do organismo, bem como sendo uma importante
molécula citotoxica de resposta imune inata. De um lado, atua como um
mensageiro fisioldgico intercelular e, por outro lado, exibe atividade citotéxica in
vivo. O NO é citostatico ou citotdxico em células eucaridticas e procarioticas
interagindo com distintas moléculas da via metabdlica celular (FREEMAN,
1994; KRONCKE, FEHSEL e KOLB-BACHOFEN, 1997). Muitas células imunes
sdo capazes de produzir NO incluindo os macréfagos e o0s mondcitos

(WEINBERG et al., 1995).

Macrofagos ou células endoteliais, situadas em determinado local,
produzem NO nas proximidades das células alvo. As células produtoras de NO,
por sua vez, sao ativadas, induzindo a sua producdo em toda parte.
Provavelmente, grande parte de NO oxida-se antes que chegue a atingir seus
alvos. Por essa razdo € impossivel afirmar qual é a concentracdo de NO que
leva a toxicidade das células. Além disso, através de sua funcéo citoprotetora o
NO age diretamente na reducdo da producéo de radicais livres ou interferindo
na resposta imune. A producéo de radical livre pela interacdo do NO com o
superéxido tem os dois efeitos: de protecdo (matando bactérias e neutralizando
0O,) e de toxicidade pela formacéo de radicais de peroxinitrito e de hidroxil. Em

macroéfagos, condrocitos, timocitos, células da musculatura lisa e em células
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dendriticas, a ativacdo destas induz a sintese de NO mediando a morte das
mesmas (MILES et al., 1996; KRONCKE, FEHSEL e KOLB-BACHOFEN,

1997).

Sérios danos ao DNA causados pelo NO podem levar a morte celular
via apoptose ou necrose. A necrose é resultante de quebras celulares com
liberacdo de conteudos celulares e inflamacdo. Por outro lado, a apoptose &
resultante de fragmentacdo de DNA e de condensacéo de conteudos celulares
com a formacdo de corpusculos celulares ligados a membrana plasmaética.
Desse modo, a liberacdo de NO leva a uma cascata que gera sérios danos
celulares: quebra, necrose e inflamacgédo. O NO também pode reagir com outros
compostos intracelulares ou extracelulares formando compostos citotoxicos

(KENDALL, MARSHALL e BARTOLD, 2001).

Os macrofagos desempenham um papel crucial tanto na imunidade
natural quanto na imunidade adquirida. Essas células fagocitam desde tecidos
préprios que estejam lesados ou mortos, como eritrocitos, até particulas
estranhas, como macromoléculas e inclusive, antigenos. Outra funcédo diz
respeito a secrecdo de enzimas, espécies de oxigénio reativo, NO e
mediadores lipoderivados (ex. prostaglandinas) os quais séo utilizados para
matar patdégenos, controlar a propagacdo de infec¢des, assim como podem

lesar tecidos normais nas proximidades da inflamacdo (FERREIRA e

TEIXEIRA, 2005).

Quando um fagocito encontra um microrganismo, este é envolvido

pela porcdo da membrana fagocitica, que entdo se invagina, formando um
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discreto fagossomo. Este processo conduz a um acentuado aumento de
consumo de O, pelo fagdcito iniciando um complexo sistema de sinalizacao
que é especificamente constituido pelo superoxido, peroxido de hidrogénio,
radical hidroxil e Oxido nitrico. Os polimorfonucleares de sangue humano e
macrofagos murinos, mostraram ser modelos experimentais adequados para a
estimacdo quantitativa de atividade fagocitica sob a influéncia de diferentes
agentes imunomoduladores. Macrofagos murinos, da linhagem J774.2, néo
sofrem alteracdo na producdo de NO pela acdo de diferentes agentes

imunomoduladores com excecao de lipopolissacarideos (STOIKA et al., 2001).

Cunha et al. (1993), investigando o efeito da fagocitose na inducéo do
NO, demonstraram que a fagocitose por si sé nao é suficiente como um co-
sinal para a indugdo de NOS em macrofagos murinos. Além disso, a ingestédo

de certas particulas pode inibir a inducdo desta enzima.

A atividade antimicrobiana de macréfagos ativados esta
correlacionada com a inibicdo da oxidagéo de nitrogénio da L-arginina e, outros
estudos sugerem que dois sinais sdo necessarios para a inducdo de
mecanismos bioquimicos levando a uma atividade efetora (GREEN et al.,

1990).

O interferon-gama (IFN-y) é uma citocina que desempenha um
importante papel tanto na imunidade inata quanto na imunidade adaptativa e é
a principal citocina ativadora de macrofagos. Macréfagos ativados sao
importantes células efetoras nos processos inflamatérios e na defesa do

hospedeiro contra microorganismos. Ele induz a producdo de peroxido de
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hidrogénio, 6xido nitrico e outras moléculas responsaveis pela atividade
microbicida dos macréfagos (REIS, SOUZA, MINEO, ESPINDOLA, 2001;
STOIKA et al,, 2001). A ativacdo consiste em alteragbes quantitativas na
expressdo de varias proteinas que conferem aos macréfagos ativados a
capacidade de exercer algumas funcbes que ndo podem ser executadas por
monocitos em repouso. Um macréfago € considerado ativado se ele
desempenha uma determinada funcdo medida em um ensaio especifico como,

por exemplo, morte microbiana (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2007).

O papel do NO é mais claramente estabelecido na modulacdo de
respostas imunologicas (LANGREHR et al., 1993). Entretanto, algumas
diferencas foram encontradas a respeito da acdo citotoxica do NO em
diferentes tipos celulares de mamiferos e também em linhagens celulares de

varios tumores (KRONCKE, FEHSEL e KOLB-BACHOFEN, 1997).
1.1.1.4 Oxido Nitrico e Odontologia

Ainda é desconhecido o papel do NO na mucosa bucal normal. Os
achados sugerem que uma concentragédo excessiva de NO na saliva exerce um
papel potencial nas modificagdes das doencas da mucosa bucal apresentando
um efeito regulador patofisiolégico. O aumento de nitrito quantificado na saliva
foi encontrado em pacientes com ulceracbes orais aftosas recorrentes

(OHASHI, IWASE e NAGUMO, 1999).

Ha poucos estudos sobre o efeito do NO nas doencgas orais e embora
tenha havido escassas publicacbes relativas a essa area anatbmica, o

interesse sobre essa molécula expandiu-se velozmente e € quase certo que ele
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tenha importantes e danosas a¢6es no desenvolvimento da doenca periodontal

e para o cancer (BRENNAN, THOMAS e LANGDON, 2003).

As doencas periodontais representam um grupo predominante de
condicdes inflamatdrias cronicas. O entendimento do papel da molécula de NO,
no contexto das patogéneses e na conduta em relacdo a essas doencgas, pode
guiar a oportunidades de desenvolvimento de agentes terapéuticos que
regulem respostas de defesa. A resposta inflamatéria € amplamente auto-
limitante, todavia quando a inflamacdo € desregulada ou, quando o fator
iniciante persiste, como acontece na doenca periodontal, a inflamacéo pode ser
implacével, levando a um excessivo dano tecidual. O papel do NO na doenca
periodontal ndo é claro e ha pouca informacdo com respeito a producao de NO
pelos tecidos do periodonto. Além de todas as funcdes bioldgicas ja descritas,
o NO também apresenta grande importancia nas patogenias da doenca

periodontal (KENDALL, MARSHALL e BARTOLD, 2001).

Altas quantidades de NO podem ser geradas na periodontite
principalmente por macrofagos, polimorfonucleares, linfécitos e fibroblastos,
seguidas pela producdo de citocinas induzidas principalmente por LPS. Foi
observado que bactérias periodontopaticas sdo capazes de induzir a producao
de substrato de NOS a L-arginina e o produto final L-citrulina, em inflamacé&o

gengival humana (BLIX e HELGELAND, 1998; MATEJKA et al., 1998).

Os efeitos benéficos da manifestagcdo de iINOS, nas periodontites,
podem incluir atividade antimicrobiana, modulacdo imunolégica, inibicdo de

trombose microvascular, e perfusédo tecidual. Entretanto, os efeitos prejudiciais
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do NO podem incluir uma acdo citotoxica para tecidos e o0sso alveolar,
vermelhiddo gengival, explicada pelo aumento da permeabilidade vascular,
tendéncia de aumento do sangramento dos tecidos moles e, ainda, 0 aumento

da reabsorcéo do osso alveolar (LOHINAI e SZABO, 1998).

O entendimento do envolvimento do NO, como os relatados para as
doencas periodontais, é apenas o comeco. E certo, dada a vasta extens&o de
implicacbes do NO na saude e na doencga, o seu papel essencial na inflamacéo
periodontal. E provavel que o NO seja um importante causador do dano
tecidual induzido no hospedeiro, mediado pela producdo de citocinas pro-
inflamatérias e prostaglandinas e pela producdo de espécies reativas de
nitrogénio. Para aqueles individuos susceptiveis ao desenvolvimento da
doenca periodontal severa, a intervengao objetivando a modulagéo da resposta
do hospedeiro em nivel local, ir4 tornar-se de grande valor terapéutico nos
proximos anos. O entendimento da producédo de NO, seu papel e seu controle
nas periodontites humanas € de importancia critica no desenvolvimento de
cada estratégia (DAGHIGH et al., 2002; KENDALL, MARSHALL e BARTOLD,

2001).

O NO atua como um importante regulador na formacao e reabsorcéao
O0ssea. HAYASHI et al., (2002), examinando o papel desta molécula no
movimento dentario ortodéntico com inibidores especificos de NOS, sugerem
gue esta molécula seja um importante mediador bioquimico na resposta do
tecido periodontal em relacdo a forca ortodbntica. Movimentos dentérios
ortodénticos decorrem da resposta do tecido periodontal a forca ortoddntica

que guia a modelacdo e a remodelacdo do osso alveolar adjacente.
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Precursores atdoxicos de NO podem ser usados para diminuir o tempo de
tratamento ortoddntico visto que diferentes fatores tém o poder de influenciar a
relacdo de movimento dentario ortodéntico por meio de varios biomediadores,
dentre os quais o NO. Considera-se que estas respostas ocorram devido a
ativacdo de sinais padrdes especificos e a identificacdo desses padrbes pode
conduzir a uma intervencao farmacolégica para controlar a taxa de movimento
ortodontico dentario. E notério que estudos cientificos sejam realizados para
que uma avaliacao mais detalhada permita aplicacdes clinicas (HAYASHI et al.,

2002; AKIN, GURION e OLMEZ, 2004).
1.1.2 Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo geral avaliar, in vitro, a
citotoxicidade de fios ortodénticos (aco inoxidavel, Nique-Titanio superelastico,
Niquel-Titanio termoativado, Beta-Titanio e Niquel-Titanio ultra-estético) usados

atualmente na clinica ortoddntica.

E tem como objetivo especifico avaliar, in vitro, a viabilidade celular
(MTT assay) da linhagem de macrofagos murinos J774 nao ativados e,
posteriormente, ativados com interferon-gama (IFN-y) na presenca de fios
ortodénticos (aco inoxidavel, Nique-Titanio superelastico, Niquel-Titanio
termoativado, Beta-Titanio e Niquel-Titanio ultra-estético) e, também, os efeitos
destes fios ortoddnticos na produgdo de 6xido nitrico (NO) nesta linhagem de

macréfagos, com e sem ativacao de interferon-gama (IFN-y).
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foram numerados de 1 a 9 de acordo com o tipo e o fabricante (Quadro 1).

MATERIAL E METODO

Material

48

A amostra do estudo foi constituida de fios ortoddnticos. Os mesmos

Quadro 1
FIO TIPO FABRICANTE

1 o Morelli Ortodontia
Aco Inoxidavel :

2 Highland Metals Inc.

3 . . o Morelli Ortodontia
Niquel Titanio superelastico ,

4 3M Unitek

5 , o _ Morelli Ortodontia
Niquel-Titanio termoativado ,

6 3M Unitek

7 o Orthometric
Beta-Titanio (TMA) .

8 3M Unitek

9 | NiTi superelastico estético Eurodonto Orthodontic Products

Tipos e Fabricantes dos fios ortoddnticos utilizados na amostra.

Foram utilizados, no experimento sem estimulo de

IFN-y,

3

fragmentos de aproximadamente 2 mm de cada material, para cada tempo (24,

48 e 72 horas), em um total de 9 fragmentos de cada material para a

determinacao da viabilidade celular pelo método de MTT e para a dosagem de

6xido nitrico.

Foram utilizados, no experimento com estimulo de

IFN-y,

6

fragmentos de aproximadamente 2 mm de cada material, exceto para o fio 9,

no qual foram utilizados 4 fragmentos, para o tempo de 48 horas para a

determinacado da viabilidade celular pelo método de MTT e para a dosagem de

6xido nitrico.
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Os fragmentos foram obtidos a partir de arcos ortoddnticos pré-

contornados inferiores 0,017” x 0,025”.

1.2.2 Método

O presente protocolo de avaliacdo utilizando o MTT é o seguido no
Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e no Nucleo de
Pesquisa em Ortodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal

de Juiz de Fora (VITRAL et al., 2008).

1.2.2.1 Esterilizacdo dos Materiais

Os materiais foram esterilizados com o intuito de eliminar possiveis
contaminagdes e, consequentemente resultados inveridicos. Foi utilizado o
oxido de etileno para a esterilizacdo dos fragmentos dos fios ortoddnticos
utilizados na amostra. Posteriormente, estes foram manipulados no fluxo

laminar onde foram resguardadas todas as condi¢des de esterilidade.

1.2.2.2 Cultura Celular da Linhagem de Macréfagos Murinos J774

Células da linhagem J774.A1 (ATCC no. TIB-67, American Type
Culture Collection, Manassas, Va) foram cultivados em frascos (NUNC) de
25cm? contendo meio de cultura suplementado (5% de soro fetal bovino, 50 Ul
por mililitro de penicilina, 1% de aminoacido ndo essencial, e 2% de L-
glutamina (Gibco, Grand Island, NY)), e incubado a temperatura de 37°C em
5% de dioxido de carbono. ApoOs serem transferidas para um recipiente
adequado, as células foram lavadas através de centrifugagdo a 1200rmp,

durante 10 minutos, a 4°C.
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Para determinacdo da viabilidade e contagem celular utilizou-se o
corante vital azul de Tripan, em uma proporc¢éo de 1:1 (corante:meio de cultura)

em camara de Newbauer (WILSON, 2000).

1.2.2.3 Cultura Celular na presenca dos Fios Ortoddnticos sem estimulo

de Interferon-gama (IFN-»)

Células da linhagem J774 (2 x 10* célula/poco) foram cultivadas em
placas de 96 ou 24 pocos em um volume de 100 uL, ressuspensas em meio de
cultura RPMI-suplementado. Os fragmentos de fios foram distribuidos,
individualmente, nos pogos e mantidos em cultura em diferentes intervalos de
tempo (24, 48 e 72 horas) com 5% de dioxido de carbono a 37° C. O grupo
controle foi constituido de células da linhagem J774, cultivadas sem a presenca
dos fios ortodénticos a serem testados. Apds cada periodo de incubacao, os
sobrenadantes foram coletados para determinacao dos niveis de oxido nitrico
(NO). O ensaio de MTT também foi utilizado para mensuracdo da atividade
citotéxica dos fios ortodbnticos sobre a linhagem celular nos trés periodos de

cultivo.

1.2.2.4 Cultura Celular na presenca dos Fios Ortodénticos com estimulo

de Interferon-gama (IFN-»)

Células da linhagem J774 (2 x 10* célula/poco) foram cultivadas em
placa de 96 ou 24 pogos em um volume de 100 uL, ressuspensas em meio de
cultura RPMI-suplementado. Adicionalmente, foram acrescentadas 10 pl/poco

de interferon-gama (IFN-y). Os fios ortodonticos foram distribuidos nos pogos,

individualmente, sobre as células ativadas com IFN-y, deixados em cultura por
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48 horas a 37°C, com 5% de CO,. O grupo controle foi constituido de células
da linhagem J774, ativadas com 10ul/poco de IFN-y, cultivadas sem a presenca
dos fios ortoddnticos a serem testados. Apds esse periodo de incubagcdo os
sobrenadantes foram coletados para posterior quantificacdo dos niveis de
oxido nitrico (NO). O ensaio de MTT foi utilizado para mensuracdo da atividade

citotoxica dos fios ortoddnticos sobre a linhagem celular.

1.2.2.5 Determinacdo da Viabilidade Celular pelo Método de MTT

A viabilidade celular das culturas dos macrofagos J774 foi
determinada pelo método do MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil tetrazolio-
bromidico, Roche Applied Science, Germany) de acordo com Mosmann (1983),
gue se baseia na capacidade da enzima mitocondrial desidrogenase succinato
em converter o sal amarelo de tetrazolio (MTT) soluvel em &gua em cristais de
formazan nas células metabolicamente ativas. Este produto azul-escuro,
insolivel em agua, é armazenado no citoplasma das células, o qual se
solubiliza em alcool-a4cido gerando uma cor azul. A intensidade da cor é
diretamente proporcional a quantidade de células viaveis. Apos a coleta dos
sobrenadantes, aos fragmentos dos fios e as células que permaneceram nos
pocos da placa foram acrescentados 90ul de RPMI complemento e 10ul de
solucdo MTT A 50mg/mL por poco. As células foram incubadas por 4 horas, a
temperatura de 37°C em estufa de CO,. Em seguida, a reacdo do MTT foi
interrompida com 100pl/poco de solugéo alcool-acido, incubada por 10 minutos
a temperatura ambiente. A leitura foi realizada a 570nm em leitor de

microplacas (Spectramax 190 - Molecular Device).
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1.2.2.6 Dosagem do Oxido Nitrico pelo Método de Griess

Para a avaliacdo da producéo de NO pelas células de linhagem J774,
100 pyL de sobrenadante, de cada pocgo, foram transferidos para uma nova
placa de 96 pocos. Esta avaliacdo foi feita utilizando o método de Griess, como
descrita por Green et al (1982) com algumas modificacdes. As concentracdes
de nitrito presentes nos sobrenadantes foram obtidas através da analise de
regressao linear a partir da curva padrdo, empregando-se diluicbes duplas
seriadas de nitrito de sédio a partir de 200uM até a 112 diluicdo. As amostras
(sobrenadantes de cultura das células) foram utilizadas puras. O reagente de
Griess foi preparado adicionando-se sulfanilamida a 1% e a-
naftiletiienoaminohidrocloro (NEED) a 0,1% em 2,5% DE H3PO.. A
absorbancia foi determinada a 540 nm, através do leitor de microplacas

(Spectramax 190-Molecular Device).
1.2.2.7 Anélise Estatistica

Toda a analise estatistica foi feita utilizando o programa Statistical

Package for the Social Scienses (versao 13.0, SPSS, Chicago).

No artigo 1, o teste de Mann-Withney foi aplicado ao comparar as
meédias de cada grupo de fio com o grupo controle em cada intervalo de tempo
e os testes de Friedman e Wilcoxon foram aplicados ao comparar a variagéo

das medias para cada material nos tempos 24, 48 e 72 horas.

No artigo 2, os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whithey foram

aplicados ao avaliar a viabilidade celular comparando os valores obtidos para
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cada tipo de fio ortodéntico com o grupo controle e a andlise de variancia e o
teste de Dunnett foram aplicados ao avaliar a producdo de Oxido nitrico
comparando os valores obtidos para cada tipo de fio ortodéntico com o grupo

controle.
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2.1 ARTIGO 1

2.1.1 Artigo 1: Viabilidade celular e producéao de 6xido nitrico (NO) por

macrofagos J774 na presenca de fios ortodénticos. (Parte 1)
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Viabilidade celular e producédo de 6xido nitrico (NO) por macréfagos J774

na presenca de fios ortodénticos. (Parte )

Resumo:

Os objetivos deste estudo foram avaliar, in vitro, a viabilidade celular
com o ensaio MTT em uma linha de células de macréfagos murinos J774 com
9 diferentes fios ortodonticos e também seus efeitos na producdo de o6xido
nitrico (NO) por esta linha de macréfagos. A viabilidade celular das culturas dos
macrofagos J774 foi determinada pelo método do MTT (3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil tetrazolio-bromidico) com 9 diferentes fios ortodénticos. A
producdo de NO por estes macréfagos foi analisada pelo método de Griess.
Culturas de células foram avaliadas em 24, 48 e 72 horas. Nao houve diferenca
significativa para a viabilidade celular entre o controle e o grupo de fios nos
intervalos de tempo analisados. Na compara¢cdo com o grupo controle, houve
diferenca significativa na produgcéo de NO nos grupos 1, 6 e 9 no intervalo de
24 horas. O grupo 8 mostrou diferenca significativa em relagdo ao grupo
controle no intervalo de tempo final. A viabilidade celular em todos os grupos foi
maior no intervalo de tempo final, que no intervalo de tempo inicial. Este
aumento foi significativo no grupo controle. Nos grupos dos materiais, a média
final da viabilidade celular no tempo de 72 horas ndo mostrou diferenca
significativa quando comparado com o grupo controle. A producdo de NO em
todos os grupos foi maior no intervalo de tempo final que no intervalo de tempo

inicial. Este aumento foi significativo no grupo controle. Nos grupos dos



70

materiais, a média final da producdo de NO apresentou diferenca significativa

apenas no grupo 8 (beta-titanio), quando comparado com o grupo controle.

1. INTRODUCAO

Como em outros campos da biotecnologia, a area dos materiais
odontoldgicos enfrenta o desafio da auséncia de biocompatibilidade, isto €, da
coexisténcia dos materiais manufaturados com tecidos corporais e fluidos que
devem permanecer no organismo humano por periodos de tempo variados sem
agredir os tecidos moles. Raros materiais odontologicos, ou talvez nenhum,
sdo integralmente inertes do ponto de vista biolégico, pois contém uma
variedade de componentes com potencialidade toxica ou irritante (PHILLIPS,
1993; TSUCHIYA et al., 1994). A biocompatibilidade caracteriza-se pela
capacidade dos materiais de nao promoverem acbes toxicas, irritantes,
inflamatorias, alergénicas, mutagénicas ou carcinogénicas sobre os tecidos
(ARVIDSON, COTTLER-FOX e FRIBERG, 1986; JACOBSEN e HENSTEN-
PETTERSEN, 1989; VAHEY, SIMONIAN e CONRAD, 1995; SUN, WATAHA,

HANKS, 1997).

O desenvolvimento de materiais biocompativeis tem sido um dos
principais desafios na area de saude. Um dos principais parametros para a
avaliacdo de resposta biolégica e do potencial de dano ou morte celular sdo os
testes de citotoxicidade, sendo este o primeiro teste de triagem usado para

qguase todos os materiais (ANUSAVICE, 2003).

O ambiente bucal possui as condicbes favoraveis para a colonizagéao

de um amplo nimero de microorganismos. A instalagdo do aparelho para a
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realizacdo dos tratamentos ortodonticos cria condicbes favoraveis para o
acumulo de residuos alimentares e de microorganismos que podem provocar
caries e acentuar doencas periodontais pré-existentes. No microambiente da
doenca periodontal, além da presenca de diferentes citocinas, tem sido
observada a producdo de NO, o qual age diretamente na manutencdo da
inflamacé&o, bem como na destruicao tecidual (GRIMSDOTTIR e HENSTEN -

PETTERSEN, 1993; BATISTA, 2001; ANHOURY et al., 2002).

Uma vez que o ambiente bucal é particularmente favoravel a
biodegradacdo de metais devido as suas propriedades ibnicas, térmicas,
microbiolégicas e enzimaticas pode ser presumido que o paciente esti até
certo ponto exposto a produtos do processo de corrosdo. Estudos tém
demonstrado que ions metalicos podem ser liberados de matérias metalicos
como resultado da corrosao (DOBBS e MINSKI, 1980; BARRETT, BISHARA e
QUINN, 1993; GRIMSDOTTIR, HENSTEN-PETTERSEN e KULMANN, 1994;

WATAHA, MALCOLM e HANKS, 1995; STAFFOLANI et al., 1999).

Varios estudos sobre biocompatibilidade dos componentes dos
aparelhos ortodénticos utilizaram diferentes linhagens celulares: fibroblasto
gengival humano (ELIADES et al.,, 1994; LOCCI et al., 2000), osteoblastos,
fibroblastos e ceratin6citos humanos (SESTINI et al., 2006), macrafagos

murinos J774 (VITRAL et al., 2010a; VITRAL et al., 2010b).

Locci et al.(2000) avaliaram in vitro o efeito dos componentes do
aparelho ortoddéntico expostos e ndo expostos ao fenébmeno da corroséo sobre

algumas funcgdes celulares. Concluiram que o fio ortoddntico € o componente
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mais biocompativel e o braguete o menos biocompativel. Sestini et al. (2006)
pesquisaram a citotoxicidade de dois tipos de fios ortoddnticos com diferentes
concentracdes de Niquel e Manganés. Os resultados mostraram que estes nao

foram toxicos para as células.

Noble et al. em 2008 afirmaram que o Niquel € um componente
comum em muitos materiais ortodonticos e uma alergia ao Niquel é
comumente observada na populacdo, mais frequentemente em mulheres.
Outros autores (VREEBURG et al., 1984; VAN HOOGSTRATEN et al., 1991;
VAN HOOGSTRATEN et al., 1993; ARTIK et al., 2001; MORTZ et al., 2002)
relatam haver evidéncias de que a exposi¢cdo bucal ao Niquel pode induzir

tolerancia imunologica a ele e, assim, reduzir a incidéncia de alergias.

A Organizagao Internacional de Padronizagdo e o Conselho sobre
Instrumentos, Equipamentos e Materiais Dentarios da Associacdo Americana
de Odontologia recomendam uma bateria de testes in vitro e in vivo para
estudar a biocompatibilidade de materiais, e, de acordo com as normas, 0S
testes mais importantes para a avaliacdo inicial de materiais sdo os da
viabilidade celular. Entre estes, o 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil tetrazdlio-
bromidico (MTT; Sigma, St. Louis, Mo) é um importante teste para determinar a
citotoxicidade de materiais de diferentes origens em culturas celulares

(HANKS, WATAHA e SUN, 1996).

Citotoxicidade também pode estar relacionada a liberacdo de
moléculas por certo estimulo e causa alteracao do tecido. Estudos tém relatado

uma molécula potencialmente citotoxica, o NO, nos tecidos da cavidade oral e
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seu envolvimento em doencas inflamatérias (LOHINAI e SZABO, 1998;
MATEJKA et al., 1998; BATISTA et al., 2002). NO é uma molécula reguladora
produzida principalmente por macrofagos ativados e ela € de suma importancia
nos processos de resposta imune, inflamacao, metabolismo 6sseo e apoptose.
Este gas parece ter efeitos benéficos, assim como prejudiciais. Efeitos
benéficos podem incluir atividade antimicrobiana e a modulacdo imunoldgica.
Seus efeitos prejudiciais sdo as acles citotoxicas para os tecidos adjacentes
do hospedeiro, incluindo o osso alveolar (MONCADA, PALMER e HIGGS,
1991; KRONCKE, FEHSEL e KOLB-BACHOFEN, 1997; KENDALL,

MARSHALL e BARTOLD, 2001).

Os objetivos deste estudo foram avaliar in vitro a viabilidade celular
com o teste de MTT em uma linhagem de células de macréfagos murinos J774
com 9 diferentes fios ortodonticos e também seus efeitos na producdo de NO

por esta linhagem de macréfagos.

2. MATERIAL E METODO

A amostra do estudo consistiu de 3 fragmentos de 2 mm de
comprimento de 9 tipos diferentes de fios ortoddnticos (Quadro 1) com calibre
de 0,017” x 0,025” para cada intervalo de tempo. Eles foram usados como

comprados comercialmente e foram esterilizados com 6xido de etileno.

Foi utilizada a linhagem celular de macrofagos murinos J774 A.l
(ATCC no. TIB-67, American Type Culture Collection, Manassas, Va), que foi
colocada em uma garrafa de plastico (NUNC) com um meio de cultura

suplementado (5% de soro fetal bovino, 50 Ul por mililitro de penicilina, 1% de
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aminoacido ndo essencial, e 2% de L-glutamina (Gibco, Grand Island, NY)), e
incubados a 37° C em 5% de dioxido de carbono. Apds a transferéncia para um
recipiente adequado, as células foram lavadas com centrifugacdo a 1200 rpm,

por 10 minutos a 4° C.

Quadro 1

FIO TIPO FABRICANTE

1 . Morelli Ortodontia
Aco Inoxidavel .

2 Highland Metals Inc.

3 ] - L Morelli Ortodontia
Niquel Titanio superelastico .

4 3M Unitek

5 . - _ Morelli Ortodontia
Niquel-Titanio termoativado ,

6 3M Unitek

7 o Orthometric
Beta-Titanio (TMA) ;

8 3M Unitek

9

NiTi supereléstico estético Eurodonto Orthodontic Products

Tipos e Fabricantes dos fios ortoddnticos utilizados na amostra.

Para a determinacao da viabilidade e contagem de células, foi usado
o azul de Tripan em uma propor¢cdo de 1:1 (corante: meio de cultura) na

camara de Newbauer (WILSON, 2000).

Em placas de 96 pocos foram cultivados 2 x 10* células J774/poco,
em um volume de 100 pL, ressuspensas em meio de cultura RPMI-
suplementado. Os fragmentos de fios foram distribuidos, individualmente, nos
pocos e mantidos em cultura em diferentes intervalos de tempo (24, 48 e 72
horas) com 5% de diéxido de carbono a 37° C. ApGs cada periodo de
incubacéo, o sobrenadante foi coletado para posterior quantificagédo do NO e as

células foram avaliadas quanto a citotoxicidade. O grupo controle consistiu de
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macrofagos murinos J774, que foram cultivados em placas de 96 pocos, sem a

presenca do material a ser testado.

Assim, apés a coleta dos sobrenadantes, aos fragmentos dos fios e
as células que permaneceram nos pocos da placa foram acrescentados 90ul
de RPMI completo e 10ul de solucdo MTT a 50mg/mL por pogo. As células
foram incubadas por 4 horas, a temperatura de 37°C em estufa de CO,. Em
seguida, a reacdo do MTT foi interrompida com 100pl/po¢o de solugdo alcool-
acido, incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. A leitura foi realizada
a 570nm em leitor de microplacas (Spectramax 190-Molecular Device,

Sunnyvale, Calif) (MOSMANN, 1983; WILSON, 2000).

Para a avaliacdo da producédo de NO, 100 uL de sobrenadante, de
cada poco, foram transferidos para uma nova placa de 96 pocos. A mesma
quantidade de reagente de Griess (1% sulfanilamida, 0,1% a-
naftiletiienoaminohidrocloro, e 2,5% acido fosférico) foi adicionada ao
sobrenadante (GREEN et al., 1982; YAO, VLESSIDIS e EVMIRIDIS, 2004). As
concentracdes de nitrito presentes nos sobrenadantes foram obtidas através da
analise de regressao linear a partir da curva padrdo, empregando-se diluicdes
duplas seriadas de nitrito de soédio a partir de 200 uM até a 112 diluigdo. A

absorbancia foi determinada a 540 nm, através do leitor de microplacas.

2.1 Analise Estatistica
Na analise estatistica foi empregado o teste de Mann-Withney para
comparar as medias de cada grupo de fio com o grupo controle em cada

intervalo de tempo e os testes de Friedman e de Wilcoxon para analisar a
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variacdo das médias do grupo controle e de cada grupo de fio nos tempos 24,

48 e 72 horas.

3 RESULTADOS

A Tabela | fornece as médias e os desvios padrées para a analise da
viabilidade celular para cada material nos intervalos de 24, 48 e 72 horas, 0s p
valores do teste de Mann-Whitney para a comparacdo de cada material com o
grupo controle, e os p valores do teste de Friedman teste e os p valores do
teste de Wilcoxon para a comparacdo de viabilidade celular entre 24 e 48

horas, 24 e 72 horas e 48 e 72 horas para cada grupo.

Na analise da diferenca entre os tempos dentro de cada grupo, o
grupo controle apresentou p<0,05 nos intervalos de tempo 24-48 horas e 24-72
horas. Os grupos de fios n&o apresentaram diferengas estatisticamente

significativas entre os intervalos de tempo estudados.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa das médias da
viabilidade celular entre o grupo controle e os grupos de fios nos respectivos

tempos (24 horas, 48 horas e 72 horas).

A Tabela Il fornece as médias e os desvios padrfes para a analise da
producdo de NO, para cada material nos intervalos de 24, 48 e 72 horas, 0s p
valores do teste de Mann-Whitney para a comparacdo de cada material com o
grupo controle, e os p valores do teste de Friedman e do teste de Wilcoxon
para a comparacdo da producdo de NO entre 24 e 48 horas, 24 e 72 horas e

48 e 72 horas para cada grupo.
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Tabela 1
GRUPO CONTROLE
24 hs 48 hs 72 hs
Média 0,395 0,614 0,643
Desvio Padrao 0,066 0,172 0,062
p Value *%% *k%k *k%
(Mann-Whitney)
Friedman Test 0,011
24-48 hs 0,028
Wilcoxon  24-72 hs 0,028
48-72 hs ns
GRUPO 1 2 3
24hs 48hs 72hs|24hs 48hs 72hs|24hs 48hs 72hs
Média 0,327 0,815 0,563]|0,421 0,682 0,621]0,391 0,649 0,608
Desvio Padréao 0,060 0,178 0,038 0,126 0,086 0,005]0,025 0,263 0,041
p value
(Mann-Whitney) ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Friedman Test ns ns ns
24-48 hs ns ns ns
Wilcoxon  24-72 hs ns ns ns
48-72 hs ns ns ns
GRUPO 4 S 6
24hs 48hs 72hs|24hs 48hs 72hs|24hs 48hs 72hs
Média 0,361 0,732 0,607 | 0,427 0,841 0,681]0,404 0,647 0,621
Desvio Padrao 0,028 0,036 0,191 | 0,054 0,300 0,036]0,068 0,101 0,004
p value
(Mann-Whitney) ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Friedman Test ns ns ns
24-48 hs ns ns ns
Wilcoxon  24-72 hs ns ns ns
48-72 hs ns ns ns
GRUPO ! 8 9
24hs 48hs 72hs|24hs 48hs 72hs|24hs 48hs 72hs
Média 0,377 0,694 0,765]0,362 0,738 0,601]0,511 0,668 0,520
Desvio Padréao 0,007 0,012 0,235]0,039 0,145 0,128 0,237 0,046 0,071
p value
(Mann-Whitney) ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Friedman Test ns ns ns
24-48 hs ns ns ns
Wilcoxon 24-72 hs ns ns ns
48-72 hs ns ns ns

p valor < 0,05 — N de cada grupo, Média, desvio-padrao, p valor do teste de Mann-Whitney
para a comparacao da viabilidade celular dos macr6fagos murinos para cada material em
relacdo ao grupo controle em cada tempo; p valor do teste de Friedman e do teste de
Wilcoxon para a compara¢do da viabilidade celular dos macréfagos murinos entre os

tempos para cada grupo (ns = ndo significativo).
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Tabela 2
GRUPO CONTROLE
24 hs 48 hs 72 hs
Média 0,583 2,250 3,848
Desvio Padrao 0,367 0,426 2,043
p value >k ok *okk
(Mann-Whitney)
Friedman Test 0,006
24-48 hs 0,028
Wilcoxon 24-72 hs 0,028
48-72 hs ns
GRUPO 1 2 3
24hs 48hs 72hs|24hs 48hs 72hs|24hs 48hs 72hs
Média 1,763 2,718 3,362|1,576 2,376 2,372|0,729 2,195 3,182
Desvio Padrio 0,424 0,355 0,580(0,685 0,262 0,631]0,243 0,417 0,300
?MV;:#—EWhitney) 0,024 ns ns ns ns ns ns ns ns
Friedman Test ns ns ns
24-48 hs ns ns ns
Wilcoxon  24-72 hs ns ns ns
48-72 hs ns ns ns
GRUPO 4 5 6
24hs 48hs 72hs|24hs 48hs 72hs|24hs 48hs 72hs
Média 1,046 3,322 3,555(1,015 2,936 4,962 1,308 2,911 5,342
Desvio Padrio 0,422 0,922 0,269]0,169 0,940 2,841]0,350 0,762 1,255
?MvzfrlllrfWhitney) ns ns ns ns ns ns | 0,048 ns ns
Friedman Test ns ns ns
24-48 hs ns ns ns
Wilcoxon  24-72 hs ns ns ns
48-72 hs ns ns ns
GRUPO ! 8 9
24hs 48hs 72hs|24hs 48hs 72hs|24hs 48hs 72hs
Média 0,654 2544 5,436 0,679 2,345 6,637 ]1,283 2,892 5,373
Desvio Padrio 0,372 0,847 1,158|0,335 0,328 0,711]0,347 0,898 0,637
?MvzfrilrJfWhitney) ns ns ns ns ns 0,048 | 0,048 ns ns
Friedman Test ns ns ns
24-48 hs ns ns ns
Wilcoxon 24-72 hs ns ns ns
48-72 hs ns ns ns

p valor < 0,05 — N de cada grupo, Média, desvio-padrao, p valor do teste de Mann-Whitney
para a comparacdo da producdo de o6xido nitrico pelos macréfagos murinos para cada
material em relagdo ao grupo controle em cada tempo; p valor do teste de Friedman e do
teste de Wilcoxon para a comparacdo da producdo de 6xido nitrico pelos macréfagos
murinos entre os tempos para cada grupo (ns = néo significativo).
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Na analise da diferenca entre os tempos dentro de cada grupo, o
grupo controle apresentou p<0,05 nos intervalos de tempo 24-48 horas e 24-72
horas. Os grupos de fios ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre os intervalos de tempo estudados.

Na comparacdo com o0 grupo controle houve diferenca
estatisticamente significativa na producdo de NO nos grupos 1, 6 e 9 no tempo
24 horas. O grupo 8 apresentou diferenca estatisticamente significativa em

relacdo ao controle no tempo de 72 horas.

4 DISCUSSAO

A primeira etapa para assegurar a biocompatibilidade de um material
a ser utilizado em seres humanos na area de saude é testar sua citotoxicidade.
Esta pode ser avaliada através de trés tipos de testes: in vitro, utilizando-se
culturas celulares e in vivo, em experimentos com animais de laboratérios e,
também, através de estudos clinicos. Um resultado negativo num teste in vitro
sugere que o material esta livre de liberar produtos danosos ou que a
quantidade destes é insuficiente para causar efeitos agudos em grupos
celulares isolados. Todavia, deve ficar claro que os testes de citotoxicidade
constituem o primeiro passo na andlise do material. Por outro lado, um teste de
citotoxicidade positivo pode ser um sinal de que o material contém substancias
que séo liberadas e com capacidade de causar danos ou interferir no

metabolismo celular (WATAHA, 2001; SCHMALZ, 2002).

Além dos testes de citotoxicidade tradicionais, o estudo da producao
de NO em relacdo a um material especifico é outra maneira de determinar o

potencial de toxicidade de um material, porque a citotoxicidade pode estar
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relacionada a moléculas, que, apds ser liberadas em resposta a um
determinado estimulo, podem causar danos aos tecidos (BATISTA et al.,

2002).

Na andlise da viabilidade celular as meédias do grupo controle
aumentaram de 24 horas para 48 horas e de 48 horas para 72 horas, sendo o
aumento estatisticamente significativo nos intervalos 24-48 horas e 24-72
horas. Com exce¢do do grupo 7 que apresentou um comportamento
semelhante ao grupo controle, as médias da viabilidade celular para os demais
grupos apresentaram um aumento de 24 horas para 48 horas e uma reducéo
de 48 horas para 72 horas. Todavia, em nenhum dos grupos estas variacdes

foram estatisticamente significativas.

Verifica-se também que as médias da viabilidade celular dos grupos
de matérias em cada um dos tempos nao apresentaram diferencas

estatisticamente significativas quando comparadas ao grupo controle.

No grupo controle somente as células estavam presentes nos meios
de cultura, permitindo que a proliferacdo celular se desse de maneira
progressiva nos intervalos de tempo estudados, o que pode ser observado
através das médias apresentadas pelo grupo e do aumento significativo destas
médias nos tempos estudados. A introducdo dos fragmentos metalicos nos
meios de cultura pode levar a uma maior proliferacdo celular, ja que os
macrofagos J774 sao celulas de resposta imunoldgica. Observa-se, portanto,
que as médias de todos 0s grupos no tempo 48 horas sdo maiores que a média

do grupo controle. No tempo 72 horas, porém, ha uma diminuicdo na meédia da
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viabilidade celular, mas em nenhum dos grupos esta viabilidade no tempo final

apresenta diferenca significativa em relagéo ao grupo controle.

Pelos resultados apresentados, nenhum dos grupos de fio ortodéntico
demonstrou capacidade de afetar significativamente a proliferagdo celular,

sendo, portanto, considerados ndo citotoxicos no presente teste.

De acordo com Abbas, Lichtman e Pillai (2007) a producdo de NO
pode ser considerada o resultado da fisiologia normal das células como os
macrofagos e podem ser afetados por substancias moduladoras imunes que
podem aumentar ou diminuir a producdo dessas moléculas. O NO surgiu como
um importante modulador da fungéo celular na sadde e na doenca e pode ter

efeitos tanto citotdxico quanto citoprotetor (WILEY, 2007).

Na andlise da producdo de NO as médias do grupo controle
aumentaram de 24 para 48 horas e de 48 para 72 horas, sendo o aumento
estatisticamente significativo nos intervalos 24-48 horas e 24-72 horas. Com
excecao do grupo 2 no qual houve uma reducdo da média de 48 para 72 horas,
todos os demais grupos apresentaram um comportamento semelhante ao
grupo controle. Todavia, em nenhum dos grupos estas variacoes foram

estatisticamente significativas.

No tempo de 24 horas, a producdo de NO foi maior em todos os
grupos de fios quando comparados com o grupo controle. No entanto, uma
diferenca estatisticamente significativa foi verificada somente nos grupos 1, 6 e
9. O contato entre o material e a célula pode estimular uma maior producao de

NO, uma vez que 0s macrofagos ativados sdo os produtores primarios dessa
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molécula de grande importancia na resposta imune e processos inflamatérios
(KENDALL, MARSHALL e BARTOLD, 2001). No periodo de 48 horas as
médias de producdo de NO nao apresentaram diferenca estatisticamente
significativa em nenhum dos grupos. No tempo final, 72 horas, o grupo 8 (beta-
Titanio ou TMA) apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo

controle (p = 0,048).

Tanto na analise das médias da viabilidade celular quanto da
producdo de NO observa-se que no tempo final do estudo o Unico a apresentar
diferenca significativa em relacdo ao controle foi a média de producédo de NO
no grupo de fios beta-Titanio. Nos demais grupos diferencas ndo se fizeram
presentes nem na viabilidade celular nem na producdo do NO neste tempo
final. Outros trabalhos sobre citotoxicidade de materiais ortoddnticos apontam
os fios como os componentes menos citotoxicos dos aparelhos ortoddnticos

(LOCCI et al., 2000; SESTINI et al., 2006).

Na literatura ortodéntica sédo encontrados relatos de reacdes alérgicas
aos fios de Niquel-Titanio devido a presenca do Niquel, Cobalto e Cromo
(ROSE, JONAS e KAPPERT, 1998). Todavia os fios de NiTi avaliados no
presente estudo ndo apresentaram nenhuma acdo significativa sobre a
proliferacdo celular ou sobre a producdo de NO que possam sugerir
citotoxicidade. Quanto aos fios de beta-Titdnio que possuem na sua
composicdo principalmente o Titdnio e o Molibdénio, ndo ha trabalhos
relatando acdes citotoxicas. O Titanio é utilizado nos implantes odontoldgicos

devido a sua capacidade de osteointegracao.



83

Com relacdo ao problema da corrosdo que os fios podem apresentar
no meio bucal, liberando produtos nocivos aos tecidos (DOBBS e MINSKI,
1980; BARRETT, BISHARA e QUINN, 1993; GRIMSDOTTIR, HENSTEN-
PETTERSEN e KULMANN, 1994; WATAHA, MALCOLM e HANKS, 1995;
STAFFOLANI et al., 1999), estudos in vivo devem ser os de escolha para esta
analise. Os testes de citotoxicidade, nos quais as células ficam em contato com
os fragmentos de fios por até 72 horas em meios de cultura, ndo disponibilizam
0 tempo necessario para que o0 processo de corrosdo tenha inicio. A acdo
mecanica da mastigacdo assim como a presenca de microorganismos podem
ser fatores que interagindo com os fios ortodénticos podem levar a reacdes nas

quais o produto final pode ser prejudicial aos tecidos a eles associados.

5 CONCLUSAO
1. Viabilidade celular em todos os grupos foi maior no intervalo de
tempo final, que no intervalo de tempo inicial. Este aumento foi significativo no

grupo controle.

2. Nos grupos dos materiais, a média final da viabilidade celular no
tempo de 72 horas ndo mostrou diferenca significativa quando comparado com

0 grupo controle.

3. A producdo de NO em todos os grupos foi maior no intervalo de
tempo final, que no intervalo de tempo inicial. Este aumento foi estatisticamente

significativo no grupo controle.
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4. Nos grupos dos materiais, a média final da producdo de NO
apresentou diferenca significativa apenas no grupo 8 (beta-titanio), quando

comparado com o grupo controle.
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2.2 ARTIGO 2

2.2.1 Artigo 2: Viabilidade celular e producéo de 6xido nitrico (NO) por
macrofagos J774 estimulados com interferon-gama (IFN-y) na presenca de

fios ortoddnticos. (Parte Il)

5 CONCLUSAO

1. As médias da andlise da viabilidade celular dos macrofagos murinos
ativados com interferon-gama nos grupos dos fios ortodénticos nao
apresentaram diferenca estatisticamente significativa quando comparada
com a média das células do grupo controle.

2. As médias da andlise da producdo de o6xido nitrico pelos macréfagos
murinos ativados com interferon-gama nos grupos dos fios ortodénticos nao
apresentaram diferenca estatisticamente significativa quando comparada

com a média das células do grupo controle.





