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RESUMO

Muitos estudos tém avaliado o comportamento das ligaduras elasticas em relagao
as suas propriedades fisicas. No entanto, a biocompatibilidade destes materiais
nao se apresenta bem documentada na literatura. O presente estudo teve como
objetivo avaliar, in vitro, a viabilidade celular de macréfagos murinos J774 na
presenca de ligaduras elasticas de diferentes marcas e cores e, analisar o efeito
destas ligaduras na produgao de 6xido nitrico (NO) produzido por estas células,
com e sem ativagado de interferon-gama (IFN-y), uma citocina pré-inflamatéria.
Para cada tempo estudado, foram utilizados 6 elos de ligaduras elasticas de 3
marcas diferentes (Morelli, GAC e TP) nas cores prata e transparente apds
esterilizacdo com 6xido de etileno. As placas de cultura de 96 pocos, utilizadas no
experimento, foram divididas em 2 metades. A primeira foi preenchida pelas
células J774 resuspensas em meio RPMI suplementado juntamente com os elos
de cada tipo de ligadura e células controle. A segunda metade foi completada
com outros 6 elos dos mesmos tipos de ligaduras mantidos em culturas
juntamente com 10ul de IFN—y (5 ng/ml) e grupo controle. As placas foram
incubadas em diferentes intervalos de tempo: 24, 48 e 72 horas. As células foram
submetidas a avaliagado da viabilidade celular através da técnica do MTT [3 — (4,5-
dimethylthiazol-2-yl) — diphenyl tetrazolium bromide] e os sobrenadantes foram
coletados para a analise da producao de NO, utilizando-se o0 método de Griess.
Para analise dos resultados foram utilizados os testes de Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney. Na auséncia do estimulo (IFN—y), a viabilidade celular nos grupos de
ligaduras foi maior no periodo final da avaliagdo em relagéo ao grupo controle. No
entanto, 3 grupos de ligaduras (Morelli prata, Morelli transparente e GAC prata)

exibiram proliferacdo significativa em 72 horas. As ligaduras da marca TP



Orthodontics (prata e transparente) nao influenciaram de forma significativa a
viabilidade celular e a producédo de NO. Embora a ligadura Morelli prata tenha
estimulado as células J774 a realizarem uma maior produgao de NO, os outros
tipos de ligaduras nos diferentes tempos avaliados ndao apresentaram diferencas
significativas na producédo de éxido nitrico em relagdo as células controle. Na
presenca do IFN-y, houve uma redugao significativa da viabilidade celular no
tempo 48 horas para o grupo das ligaduras Morelli e GAC. Entretanto, uma média
de viabilidade superior ao apresentado pelas células controle foi observada em
todos os grupos de ligaduras no tempo 72 horas, sendo significativa para o grupo
das ligaduras GAC transparente. O grupo das ligaduras TP foi o que apresentou
comportamento semelhante ao grupo controle, apesar das ligaduras TP prata
terem apresentado menor viabilidade em 24 horas. O IFN-y proporcionou
aumento significativo na produgcdo de NO em todos os grupos no periodo final em
relacdo ao inicial. As ligaduras Morelli transparente e GAC (prata e transparente)

demonstraram a menor producao desta molécula nos 3 tempos analisados.

Palavras-chave:

1. Elastdmeros sintéticos 4. Oxido nitrico
2. Intereferon-gama 5. Viabilidade celular

3. Ortodontia



SUMMARY

Although the physical properties of elastic ligatures have been the subject of
several studies, the biocompatibility of these materials has not been well
documented in the literature. This study was an in vitro investigation of the cellular
viability of the murine macrophage J774 cell line in the presence of elastomeric
ligatures of different brands and colors, and of nitric oxide (NO) production of
these cells both, under the presence of such ligatures, and under the influence of
a proinflammatory cytokine: gamma-interferon. After sterilization with ethylene
oxide, 6 chains of ligatures of 3 different brands (Morelli, GAC e TP) and colors
(silver and transparent) were used at each study time. The 96-well culture plates
used in the experiment were divided in 2 halves. The first was filled with J774 cells
resuspended in supplemented RPMI medium, along with the chains of each kind
of ligature and control cells. The second half was filled with another 6 chains of
the same kinds of ligatures, kept in J774 cell cultures in supplemented RPMI
medium, along with 10ul of IFN-y (5 ng/ml) and control cells. The plates were
incubated at 24, 48, and 72 hours. The MTT [3 — (4,5-dimethylthiazol-2-yl) —
diphenyl tetrazolium bromide] technique was used for cellular viability assessment,
and the supernatants were collected for NO production analysis with the Griess
method. Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests were used to analyze the results.
Cellular viability in the elastomeric groups was higher at the final time point in
relation to the control group. However, 3 elastomeric groups (silver Morelli,
transparent Morelli and silver GAC) showed significant proliferation after 72 hours.
TP-ligature-exposed cells had the same behavior of controls, no significant
changes in cellular viability and NO production being found. Although silver Morelli

ligatures led to higher NO production, the other types of ligatures did not



significantly affect NO production, as compared to control cells. In the presence of
IFN-y, Morelli and GAC ligatures led to a significant reduction of cellular viability
after 48 hours. Yet a viability mean higher than that seen in control cells was
observed for all ligatures after 72 hours, with transparent GAC showing significant
proliferation. Cells exposed to TP ligatures had the same behavior of controls,
although silver TP ligatures led to lower viability at 24 hours. Nitric oxide
production was significantly greater in all groups at the final time point in relation to
the initial time point. The transparent Morelli and silver and transparent GAC

showed the smallest NO production at the 3 study time points.

Keywords:
1. Cellular viability 4. Nitric Oxide
2. Elastomeric ligatures 5. Orthodontics

3. Interferon-gamma
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RESUMO

Embora a toxicidade de varios materiais ortoddnticos tenha sido relatada na
literatura, poucos séo os trabalhos relacionados a citotoxicidade dos elastémeros.
As ligaduras elasticas sao mantidas no interior da cavidade bucal durante
determinado periodo e, por esta razdo, torna-se necessaria a realizacido dos
testes de biocompatibilidade. Os objetivos do estudo foram avaliar a citotoxicidade
das ligaduras elasticas de diferentes marcas e cores, a partir de uma linhagem de
macrofagos murinos J774, e quantificar o 6xido nitrico produzido por estas células
estimuladas pelas ligaduras, a fim de verificar se o éxido nitrico poderia estar
participando do processo inflamatorio e possiveis danos as células. As ligaduras
elasticas, apos esterilizacdo prévia com 6xido de etileno, transparentes e com
coloracao prata (GAC, TP e Morelli) serao inseridas em culturas de células J774
em meio RPMI suplementado. Serdo incubadas em diferentes intervalos de
tempo: 12, 24 e 48 horas. Os sobrenadantes serdo coletados para posterior
analise do 6xido nitrico, e as células submetidas a avaliagao da citotoxicidade. O
efeito citotdxico das ligaduras sera determinado através da técnica do MTT
(Thiazolyl blue test) para se averiguar a viabilidade celular. A analise da producao
de oxido nitrico sera realizada utilizando-se o método de Griess, através da
mensuragao do nitrito (NOy).

Palavras-chave:
1 - Citotoxicidade 3 - Ortodontia

2 - Elastbmeros Sintéticos 4 - Oxido nitrico



1. INTRODUGCAO

O uso de elasticos sintéticos na Ortodontia para auxiliar na movimentacao
dos dentes intra-arcos parece exceder o uso de elasticos derivados da borracha
natural (DEGENOVA et al., 1985).

A busca por materiais que apresentassem caracteristicas elasticas, porém
com propriedades mecanicas melhores que as da borracha natural e seus
derivados, levou ao estudo das borrachas sintéticas, mais precisamente
denominadas elastdmeros sintéticos (MORTON, 1995). Os materiais elastoméricos
sintéticos mais utilizados atualmente na Ortodontia sdo os polimeros a base de
poliuretano, entre eles as ligaduras elasticas e os elasticos em cadeia (STEVENSON,
1994; MORTON, 1995).

As ligaduras elasticas foram introduzidas na Ortodontia como uma
alternativa para promover a amarracdo do arco aos braquetes. Atualmente
representam itens essenciais na pratica ortodontica, facilitando o trabalho do
profissional por serem de rapida e facil adaptagcao, bastante confortaveis para os
pacientes e favorecendo sua motivagao em relagao ao tratamento ortodéntico por
estarem disponiveis em uma variedade de cores (TALOUMIS et al., 1997).

A escolha dos materiais disponiveis para a Ortodontia depende de fatores
relacionados as suas propriedades fisicas, mecanicas e biolégicas (Toms, 1988).

Os materiais e acessorios utilizados na Odontologia podem causar efeitos
adversos em situagdes clinicas. Os mecanismos pelos quais muitos efeitos séo
causados nao sao totalmente elucidados. O conhecimento em relacdo a

composicao dos materiais, suas propriedades alergénicas e irritantes e seus
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efeitos toxicos sao essenciais para avaliagdo das etiologias dos sintomas clinicos
a fim de se obter um diagnéstico correto (GRIMSDOTTIR, HENSTEN-PETTERSEN E
KULLMANN, 1992).

Embora a toxicidade de varios materiais ortodénticos tenha sido relatada
na literatura (TELL et al., 1988; GRIMSDOTTIR et al., 1992; GRIMSDOTTIR E HENSTEN-
PETTERSEN, 1993; TANG et al., 1999; DAVID e LOBNER, 2004; ELIADES et al., 2004),
poucos sao os trabalhos relacionados a citotoxicidade dos elastémeros.

Muitos estudos tém avaliado o comportamento das ligaduras elasticas em
relacdo a influéncia do pré-estiramento, oscilacbes de forca, deformacao
permanente, elasticidade, absor¢cdo de agua, despigmentacdo entre outras
propriedades fisicas muito abordadas (YOUNG e SANDRICK, 1979; BATY, STORIE e
VONFRAUNHOFER, 1994; TALoumis et al., 1997; CARDOSO e MENDES, 2002). No
entanto, sdo escassos o0s estudos que avaliam as propriedades biolégicas e os
possiveis efeitos toxicos deste material.

A citotoxicidade pode também estar relacionada com moléculas, que, ao
serem liberadas a partir de um determinado estimulo, podem ocasionar danos aos
tecidos. Recentemente, alguns estudos (MATEJKA et al., 1998; BATISTA et al., 2002;
Tozum et al., 2005) tém relatado a presenga de uma molécula com potencial
citotéxico, denominada o6xido nitrico em tecidos dentais e seu envolvimento em
doencas inflamatdrias bucais.

O oxido nitrico (NO) € uma molécula reguladora, produzido principalmente
por macréfagos ativados, de extrema importancia nos processos de resposta
imune, inflamagao, metabolismo 6sseo e apoptose. Esta molécula gasosa pode
apresentar efeitos benéficos, tais como atividade antimicrobiana e modulacao da

resposta imune. Por outro lado, quando presente em altas concentracdes, pode
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atuar como uma influente molécula citotéxica desencadeando prejuizos aos
tecidos adjacentes, incluindo osso alveolar (KENDAL, MARSHALL E BARTOLD, 2001).
O presente trabalho teve por objetivo avaliar, in vitro, a viabilidade celular
(MTT assay) de uma linhagem de macrofagos murinos e quantificar a produgao
de NO gerado por estas células na presencga de ligaduras elasticas de diferentes
marcas e cores. Além disso, foi verificado se a presenca do interferon-gama, uma
citocina pro-inflamatdria, na cultura celular em associacédo com estas ligaduras

afetaria a viabilidade e produgédo de NO pela mesma linhagem de células.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Materiais elastoméricos

A movimentacdo ortodontica € obtida a partir da aplicacdo de forcas
biomecanicas, que sao forgcas induzidas clinicamente, cuja energia provém
principalmente de dispositivos mecanicos planejados, como arcos, molas,
elasticos derivados da borracha natural, elasticos sintéticos, parafusos entre
outros. Estas forcas, quando aplicadas na coroa de um elemento dental,
produzem uma série de reagdes bioldgicas no ligamento periodontal que resultam
no movimento do dente dentro do osso alveolar. (PROFFIT, 1995).

Na busca por mecanismos que produzam forcas 6timas e possam ser
usados na mecanica ortodéntica de maneira conveniente, foi introduzido o uso de
materiais conhecidos como elasticos. Os materiais conhecidos por este nome
genérico, podem ser divididos quanto a sua real natureza quimica (BILLMEYER,
1980).

Os elastbmeros, termo mais correto para denominar estes materiais
elasticos, possuem a capacidade de retornar rapidamente as suas dimensoes
originais apos sofrerem uma deformagao substancial, ou seja, uma capacidade de
devolver a energia utilizada para causar uma momentanea alteragdo dimensional
do material, agindo assim, de modo similar a uma mola (BILLMEYER, 1980). Os
materiais elastoméricos sao classificados como polimeros, ou seja, materiais cuja
caracteristica € a formacao de cadeias que repetem uma estrutura quimica mais

simples, apresentando alto grau de flexibilidade devido ao seu arranjo molecular
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tridimensional em forma de rede e que permite uma movimentacdo de seus
componentes sem que haja ruptura de suas ligagdes quimicas. Sdo polimeros de
alto peso molecular, e suas ligagdes quimicas contendo uma série de ligacdes
cruzadas conferem a estes materiais um padrdo amorfo quando nao estio
sofrendo algum tipo de tensdo, podendo ser conformados de acordo com as
necessidades. Estas ligagdes também conferem a estes materiais a elasticidade,
principal qualidade que promove o seu uso na Ortodontia, porém restringindo a
mobilidade das cadeias poliméricas, evitando que as mesmas se rompam (MILES
e BRISTON, 1965; BILLMEYER, 1980). Se a cadeia polimérica for distendida ao ponto
em que as ligagbes cruzadas cheguem a ruptura, ocorre uma deformacéo
permanente, ou seja, o material elastico torna-se incapaz de retornar a sua
dimenséo original. Contudo, se o limite elastico ndo é excedido, apds a liberagéo
da forca, o polimero retorna a condicdo passiva com restabelecimento das
ligagcdes secundarias. A configuragéo original ndo é completamente reobtida, pois
algumas cadeias poliméricas distendidas deslizam irreversivelmente umas sobre
as outras e um novo arranjo espacial € obtido (WONG, 1976; MATA e CHEVITARESE,
1997).

O primeiro elastbmero utilizado amplamente em escala industrial foi a
borracha natural. Os materiais chamados usualmente de borrachas sao capazes
de ser estirados, no minimo, ao dobro de seu comprimento inicial e retornam
rapidamente a quase totalidade do seu comprimento original. A borracha natural
apresenta a formula quimica cis 1,4 poliisopreno e é produzida através do
beneficiamento de uma substancia denominada latex natural, obtida da arvore
chamada seringueira, designada cientificamente de Hevea brasiliensis (MILES e

BRISTON, 1965; MORTON, 1995).
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Na Ortodontia, os primeiros elasticos utilizados por Angle e Case, no inicio
do século XX, eram derivados da borracha natural. Porém, uma série de
caracteristicas como a absor¢ao de liquidos e a fragilidade das suas ligacdes
quimicas levaram ao estudo de algumas alternativas que promovessem melhorias
nas suas propriedades (MATA e CHEVITARESE, 1997). Apds o advento do processo
denominado vulcanizagao, inventado em 1839 por Charles Goodyear, as
caracteristicas da borracha natural foram substancialmente melhoradas em
relacdo a resisténcia e capacidade elastica, difundindo seu uso geral e na
Ortodontia (MILES e BRISTON, 1965; MORTON, 1995). O processo de vulcanizagéo
aumenta consideravelmente a quantidade de ligagdes cruzadas entre as cadeias
poliméricas, resultando em maior resisténcia mecanica a forcas aplicadas sobre o
material. Este procedimento também diminui a plasticidade do mesmo, ou seja, a
deformagdo permanente provocada por forcas externas, sem prejuizo da
elasticidade. O processo da vulcanizagao do latex envolve uma mistura do latex
com estabilizadores e agentes quimicos da vulcanizagdo, aquecidos a uma
temperatura de aproximadamente 70°C. Esses estabilizadores e agentes
vulcanizadores de ligagdes cruzadas tais como o 6xido de zinco, aceleradores de
reacdes e enxofre sdo adicionados a borracha natural durante o aquecimento.
Desta forma, este processo acrescenta componentes potencialmente toxicos
(PERRELLA € GASPARI, 2002).

Os agentes de vulcanizagdo possibilitam a formagdo de uma estrutura
tridimensional a partir das ligacées cruzadas entre eles proprios e as moléculas
do polimero. Aceleradores e ativadores sdo agentes quimicos que misturados ao

composto natural tém como funcao principal reduzir o tempo e a temperatura
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necessarios para obtencdo de um elastbmero com as propriedades fisicas
desejaveis (MILES e BRISTON, 1965).

Os elasticos a base de latex sdo usados no detalhamento final da ocluséo,
melhor engrenamento, e fixacdo da maxila e mandibula apds cirurgia ortognatica

(HANSON e LOBNER, 2004).

2.2 Elastomeros sintéticos

A busca por materiais que apresentassem caracteristicas elasticas, porém
com propriedades mecanicas melhores que as da borracha natural e seus
derivados, levou ao estudo das borrachas sintéticas, mais precisamente
denominadas elastdmeros sintéticos. Esta busca associada a escassez dos
derivados do latex, durante a 12 Guerra Mundial, culminou na producido de
materiais a base de poliuretano, um derivado do petrdleo, que apresenta
propriedades quimicas e fisicas muito superiores aos derivados da borracha
natural (MILES e BRISTON, 1965; MORTON, 1995). Elastico de poliuretano é um
termo genérico utilizado para designar os polimeros elasticos que apresentam
ligacdes de uretanos (WONG, 1976). Sao obtidos através da unido de pequenas
cadeias de macromoléculas, formando outras ainda maiores. As cadeias menores
geralmente sdo de dois tipos: poliéteres ou poliésteres. Normalmente, para que
ocorram as ligagdes entre as moléculas menores, poliéteres ou poliésteres, torna-
se necessario o uso de um agente reativo como o di-isocianeto. O tipo de cadeia

menor utilizada e o método de transformacéo destas cadeias em polimeros com
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cadeias mais extensas determinam as propriedades do polimero resultante
(MORTON, 1995).

Os poliuretanos foram desenvolvidos por O. Bayer, na Alemanha, em 1937.
Sao polimeros termoplasticos e permitem a fabricacdo de produtos finais por
diversos métodos, inclusive por injecdo em moldes e extrusdo, que caracterizam
os dois métodos utilizados atualmente na obtencdo dos elasticos sintéticos
empregados na Ortodontia. Os elasticos derivados dos poliuretanos, apés as
reagcdes quimicas de polimerizacdo que os originam, apresentam-se como
massas amorfas, cujas cadeias poliméricas possuem forcas de tragao
relativamente fracas entre as mesmas e ligagdes quimicas aleatoriamente
localizadas ao longo destas cadeias. Para melhorar suas propriedades
mecanicas, deve-se promover a unido lateral entre as cadeias por ligagdes
covalentes cruzadas, através do processo anteriormente descrito, denominado
vulcanizacdo ou cura. Deste modo, sdo formadas estruturas tridimensionais,
transformando o produto maleavel em um material muito resistente, porém
elastico. As ligagdes provenientes da vulcanizagdo ainda reduzem sua
solubilidade a solventes organicos e aumentam sua resisténcia a deterioragéo
pelo calor, luz e envelhecimento natural. A adicao de certos agentes e compostos
quimicos em poliuretanos também complementam as propriedades provenientes
do processo de cura. (MORTON, 1995).

Outro fenbmeno responsavel pelas excelentes propriedades finais destes
materiais sdo os pontos de amarragao distribuidos ao longo das cadeias lineares
formadas pelos polimeros, que sao reversiveis pelo calor ou por solventes,
denominadas cadeias cruzadas virtuais (MORTON, 1995). Estas sdo ligacdes

quimicas nao-covalentes, formadas dentro de uma mesma molécula ou entre
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moléculas diferentes. Quimicamente sdo denominadas pontes de hidrogénio e
forca de van der Waals (HUGET e PATRICK, 1990). O que torna esta informagao
importante € o fato de que a for¢ga designada ao material proveniente destas
ligagcbes cruzadas virtuais ndo é obtida através da adicdo de carga como nas
borrachas convencionais, e sim, determinada quimicamente pela composicao
interna dos materiais. E esta composi¢cao € determinada pelo grau de tecnologia
empregada, refinamento da técnica de obtencdo e pela qualidade das matérias-
primas utilizadas durante a confeccdo do material (MORTON, 1995). Portanto, a
qualidade do produto final, oferecido pelas empresas e utilizado clinicamente,
depende fundamentalmente das técnicas e cuidados empregados no processo de
fabricacao.

Além disso, os polimeros sintéticos sdo muito sensiveis aos efeitos de
radicais livres, principalmente ozo6nio e luz ultravioleta. A exposicdo aos radicais
livres resulta na diminuicdo da flexibilidade e forgca de tensdo do polimero. Os
fabricantes tém adicionado antioxidantes e antiozonizantes para retardar esses
efeitos e aumentar o periodo de validade dos elastémeros (WONG, 1976; YOUNG e
SANDRICK, 1979).

E preciso reconhecer que a estrutura (morfologia) é um importante
contribuidor para as propriedades e desempenho dos poliuretanos (MORTON,
1995).

O uso de elastdmeros sintéticos na Ortodontia tem ganhado popularidade
nos ultimos anos (YOUNG e SANDRICK, 1979). A aplicagdo dos elastdmeros
poliuretanos nos materiais atualmente empregados na Ortodontia concentra-se,
principalmente, na composi¢do das ligaduras elasticas e na composi¢cao dos

denominados elasticos em cadeia (BISHARA e ANDREASEN, 1970; WARE, 1971).
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Apesar de as ligaduras elasticas e os elasticos em cadeia serem produtos
do mesmo material, a aplicagédo clinica dos mesmos ¢é diferente (TALOUMIS et al.,
1997). As ligaduras elasticas séo utilizadas para a amarragao dos arcos aos
braquetes, substituindo em algumas situagdes os amarrilhos metélicos, e, os
elasticos em cadeia sdo empregados no fechamento de diastemas, retragao de
caninos, correcdo de rotagdes e constricio do arco (BATY, STORE e
VONFRAUNHOFER, 1994).

Para prender os arcos aos braquetes podem ser utilizadas ligaduras
metalicas, braquetes self-ligating ou ligaduras elasticas. As vantagens das
ligaduras elasticas incluem sua aplicagao rapida e facil, sdo confortaveis para o
paciente, baixo custo e estdo disponiveis em varias cores (TALOuUMIS et al., 1997).
No entanto, possuem algumas desvantagens: quando estendidas e expostas ao
meio oral, absorvem agua e saliva, sofrem descoloragdo, os arcos podem nao
ficar completamente encaixados dificultando a corregcao de rotacdes e torques,
reducdo consideravel da forca nas primeiras 24 horas (BATY, STORIEE e
VONFRAUNHOFER, 1994; TALoOuUMIS et al., 1997; CARDOSO e MENDES, 2002).

A forca exercida pelas ligaduras elasticas parece depender da sua
magnitude inicial, do periodo em que é aplicada e do valor de declinio da mesma.
A forga exercida pelas ligaduras elasticas no encaixe de todo arco nao é tao alta
quanto aquela produzida pelas ligaduras metalicas (TALoumis et al., 1997).
Entretanto, Echols (1975) demonstrou que as ligaduras elasticas permitem
movimento dentario durante mecanicas de deslizamento mais facilmente do que
as metalicas.

Apesar da composicdo exata das ligaduras elasticas nao ser revelada

pelos fabricantes, normalmente sdo feitas a base de poliuretanos poliésteres
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(WONG, 1976; YOUNG e SANDRICK, 1979). Estes poliuretanos n&do sdo polimeros
diretos de uretanos, mas derivados de um processo de reagdes de poliésteres
com di ou poliisocianetos para produzir uma estrutura complexa de ligagdes de
uretano (YOUNG e SANDRICK, 1979).

Poucos materiais dentarios, ou talvez nenhum, sdo totalmente inertes do
ponto de vista fisiolégico. Eles contém uma variedade de componentes com
potencialidades téxicas ou irritantes (PHILLIPS, 1993).

Os poliuretanos industriais ndo sao materiais inertes, decompdem-se sob
contato prolongado com enzimas, umidade e agua. A agua tem agido como um
plastificador do material polimérico através do enfraquecimento das forgas
intermoleculares, proporcionando a degradagao quimica (HUGET e PATRICK et al,
1990). A analise de substancias lixiviaveis, que sdo desprendidas do material,
advindas de elastdmeros estirados utilizados na Ortodontia tem apresentado um
aumento, apds 7 dias de carga sobre as amostras, quando imersas em agua.
Este efeito é devido a presenca de éster ou éter nas ligagbes, 0os quais sao
altamente susceptiveis a hidrolise e sdo os primeiros componentes a serem
afetados pelo ataque da agua (SCHOLLENBERGER € STEWART, 1971).

Devido aos longos periodos em que as ligaduras elasticas permanecem na
boca, torna-se necessario que sejam protegidas da hidrélise, da termo-oxidacgao,
ataques microbioldgicos, oxidagao por raios ultra-violetas e 0z6nio e didxido de
nitrogénio. Por isso, compostos quimicos tais como antioxidantes, perdxidos
organicos, corantes, desumidificadores, lubrificantes e outros podem ser
adicionados (WONG, 1976; YOUNG e SANDRICK, 1979; MORTON, 1995).

O manchamento dos materiais elastoméricos na cavidade oral pode ser

atribuido ao preenchimento de espacos vazios na matriz do material elastico por
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fluidos e residuos bacterianos. Na tentativa de solucionar o problema, os
fabricantes tentam mascara-lo através da inclusdo de cores metalicas, tornando a
elasticidade e a forga reduzidas (WONG, 1976).

A pigmentacao destes produtos, criada pelos fabricantes com o intuito de
aumentar a aceitagdo dos pacientes, gera a questao: se o pigmento afeta a
estrutura (BRANTLEY e ELIADES, 2001) e a biocompatibilidade (HOLMES et al., 1993)
do produto. Certos tipos de pigmentos e outros compostos tém sido incorporados
pelas industrias poliméricas para fornecer a cor. Entretanto, como ja foi
mencionado, a composicdo destes materiais € segredo industrial, e as
informagdes em relagdo ao processo de pigmentacdo nao estdo disponiveis

(BRANTLEY € ELIADES, 2001).

2.3 Biocompatibilidade dos materiais elastoméricos

A biocompatibilidade tem sido descrita como a capacidade de atuagao do
material com uma resposta apropriada do hospedeiro, em uma aplicacao
especifica. A presenca de uma reacao adversa deste material € chamada de
toxicidade. A toxicidade dos materiais dentarios pode ser avaliada através de
testes in vitro, experimentos em animais ou estudos clinicos em humanos
(SCHMALZ, 1994; PoLyzols, 1994).

Estudos in vitro sdo aplicados, principalmente para avaliar a citotoxicidade
(lesdo em células) e a genotoxicidade (lesdo em cromossomos ou aberragdes
cromossOmicas). Comparando-se com experimentos animais e estudos clinicos

em humanos, as vantagens do estudo de toxicidade in vitro incluem: condigdes de
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experimento controladas, sensibilidade, baixo custo, rapidez e auséncia de
problemas éticos (SCHMALZ, 1994).

A alta sensibilidade do teste deve-se ao isolamento das células em culturas
€ a auséncia de mecanismos protetores que assistem as células dentro do corpo
(ALBERT € WALLIN, 1998).

Existem 2 razbes primarias para se caracterizar os materiais e dispositivos
médicos submetidos a uma avaliagdo bioldégica. A primeira € estabelecer a
constituicdo do material, para que os resultados dos testes bioldgicos possam ser
vinculados a formulacdo especifica do material. A identificacdo destas
caracteristicas da composicao pode, em certos casos, ser obtida das
especificagbes dos fabricantes do produto. A segunda razdo € determinar a
presenca e a natureza de quaisquer produtos quimicos (incluindo processos
contaminantes, residuos e substancias lixiviaveis do proprio material) que podem
ser liberados e atingir o corpo humano (ALBERT e WALLIN, 1998).

Os testes de biocompatibilidade de materiais tornam-se um passo
essencial na aceitagdo do material, juntamente com os testes que avaliam suas
propriedades fisicas (PoLYzols, HENSTEN-PETTERSEN e KULLMANN, 1994). Um
resultado negativo indicara que o material estara livre de produtos prejudiciais ou
que sua quantidade ¢é insuficiente para causar efeitos agudos em células isoladas
do corpo. Entretanto, apesar do mérito do teste, ndo se pode afirmar que o
material possa ser considerado biocompativel, uma vez que o teste de
citotoxicidade in vitro foi o primeiro passo para analise do material em estudo. Por
outro lado, um teste de citotoxicidade positivo pode ser um sinal de que o material
contém uma ou mais substancias que podem ser liberadas em contato com a

agua e apresentar alguma importancia clinica (WALLIN e ARSCOTT, 1998).
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Os testes de citotoxicidade in vitro devem quantificar a viabilidade celular e
0 crescimento, e serem correlacionados com os testes experimentais em animais
e estudos clinicos. O mais importante no uso dos dados in vitro & clariar o
mecanismo biolégico sobre o qual um efeito é produzido. Experimentos em
animais e estudos clinicos demonstram um fendmeno, mas n&do o mecanismo
envolvido. Os sistemas in vitro sdo capazes de elucida-los, pois diferentes
aspectos do complexo sistema in vivo podem ser investigados separadamente in
vitro (SCHMALZ,1994).

Os efeitos citotoxicos de varios materiais ortodonticos tém sido relatados
na literatura (TELL et al., 1988; GRIMSDOTTIR et al., 1992; GRIMSDOTTIR E HENSTEN-
PETTERSEN, 1993; TANG et al., 1999; DAvID E LOBNER, 2004; ELIADES et al., 2004).
Por outro lado, poucos sao os trabalhos relacionados a biocompatibilidade dos
elastdmeros. A literatura médica freqientemente tem avaliado a citotoxicidade do
catéter urinario de latex. (RuuTu e TALJA, 1985). Embora os elasticos dentais nédo
sejam tao invasivos quanto os catéteres, os testes de citotoxicidade precisam ser
realizados para demonstrar a biocompatibilidade, uma vez que os elasticos sao
mantidos no interior da cavidade bucal durante determinado periodo (HWANG e
CHA, 2003).

Ao analisar o efeito citotoxico e antibacteriano de aparelhos ortodonticos,
Grimsdottir e Hensten-Pettersen (1993), sugeriram que o efeito citotdéxico dos
dispositivos pode contribuir para manifestacéo de gengivite localizada.

O efeito citotoxico € causado por um irritante primario, quando este esta
presente em uma concentracdo e tempo suficientes para desencadea-lo. As
reacdes podem variar de um eritema a necroses, dependendo da toxicidade do

irritante primario, da sua concentracdo e do tempo de exposicado. Evidentemente,
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alguns dos materiais ortodénticos liberam quantidades suficientes de produtos de
corrosao que podem causar efeitos citotoxicos locais. Do mesmo modo, ao se
criarem mais locais para acumulos de placa, os efeitos do material por si podem
também contribuir para gengivite local relacionada a uma etiologia nao toxica.
(GRIMSDOTTIR, HENSTEN-PETTERSEN € KULLMANN, 1992) Entretanto, € possivel que
os produtos de corrosdo de um material possam causar prejuizos teciduais locais,
que nao poderiam ser distinguidos de uma gengivite de origem bacteriana.
Técnicas utilizando culturas de células podem ser usadas para avaliar efeitos
citotoxicos locais de materiais sélidos (SCHMALZ, 1994).

Segundo Schmalz (1994), o grande perigo do uso de elasticos intra-orais
com potencial citotéxico seria o fato de que as substancias liberadas pelos
mesmos possam ser ingeridas pelo paciente e, ao longo do tempo, causar
doencas pelo efeito acumulativo de substancias toéxicas.

Hanson e Lobner (2004) avaliaram a neurotoxicidade de elasticos
ortodénticos com latex e sem latex. Esses autores observaram que os elasticos
com latex que sofreram incorporagao de zinco em sua composi¢cao, durante o
processo de vulcanizacao, apresentaram-se citotdoxicos quando comparados aos
elasticos sem latex. Os autores sugeriram que a toxicidade dos elasticos com
latex possa ter sido mediada pela liberagao de zinco.

Hwang e Cha (2003), ao compararem elasticos de latex com elasticos de
silicone, observaram que os elasticos incolores (TP Orthodontics) a base de latex
e o elastico a base de silicone (JEPE) apresentaram maior viabilidade celular em
relacdo aos outros grupos. Entretanto, o grupo referente ao elastico com latex

(Energy Pak — Rocky Mountaim Orthodontics) apresentou a maior citotoxicidade.
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Holmes et al. (1993) analisaram os possiveis efeitos citotoxicos dos
corantes usados na fabricacdo de elasticos intra-orais. Os resultados do estudo
indicaram que tanto os elasticos incolores quanto os coloridos exibiram efeitos
citotoxicos em condicbes experimentais in vitro. Entretanto, a analise in vivo
realizada a partir de fibroblastos gengivais obtidos de gengivectomias de
individuos com boa higiene oral, demonstrou que esses efeitos indesejaveis nao
foram observados.

Ao avaliarem a citotoxicidade de elasticos extra-orais, Wigg et al. (1997),
notaram que os elasticos extra-orais da marca comercial Morelli apresentaram-se
citotéxicos quando autoclavados previamente ao ensaio de citotoxicidade. Ao
passo que os elasticos extra-orais da marca American Orthodontics mostraram-se
biocompativeis, nas mesmas condicodes.

O material ideal a ser usado na cavidade oral seria aquele que néao
causasse dano a polpa e aos tecidos moles. Nao deveria conter substancias
toxicas que, ao serem liberadas, se difundissem e fossem absorvidas pelo
sistema circulatorio, causando problemas de ordem sistémica. O material também
nao poderia conter agentes com potencialidade sensibilizante que induzissem ao
aparecimento de respostas alérgicas. Finalmente, n&o deveria apresentar

potencial carcinogénico (PHILLPS, 1993).

2.4 Oxido nitrico: citoprotegdo x citotoxicidade

Desde 1987, o 6xido nitrico (NO) tem sido reconhecido como uma molécula

que apresenta varias fungdes estando envolvido nos processos de inflamacao,
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resposta imune, metabolismo ésseo e apoptose (MONCADA et al., 1991; KENDALL,
MARSHALL e BARTOLD, 2001).

O NO pode apresentar efeitos benéficos tais como a atividade microbicida
e a modulagdo da resposta imune (KRONCKE, FEHSEL e KOLB-BACHOFEN, 1997).
Por outro lado, podem ocorrer efeitos destrutivos como sua acgao citotoxica nos
tecidos adjacentes, incluindo o osso alveolar (KRONCKE, FEHSEL e KOLB-
BACHOFEN, 1997; KENDALL, MARSHALL e BARTOLD, 2001 e MURRELL, 1995).

O NO é uma molécula gasosa sintetizada a partir do aminoacido L-arginina
em um processo catalisado por isoenzimas, globalmente denominada NO
sintases (NOS) (KRONCKE, FEHSEL e KOLB-BACHOFEN, 1997). Existem muitos tipos
de células que produzem NOS. Estas enzimas sio classificadas em trés tipos:
NOS endotelial (eNOS), NOS neuronal (nNOS) e NOS induzida (iNOS). A
producdao destas isoformas parece ser tecido-especifica. A NOS endotelial é
produzida pelas células endoteliais e osteoclastos, e a INOS é identificada em
fibroblastos, macrofagos e células vasculares (KENDALL, MARSHALL € BARTOLD,
2001; CONNELLY et al 2003).

As enzimas NO sintases (NOS) sdao fundamentais para o controle da
biossintese do NO. A eNOS e nNOS sao constitutivas ou basais (cNOS) e
produzem baixas concentracbes de NO por um curto periodo de tempo.
Entretanto, a INOS, é expressa em estimulos inflamatérios, sendo produzida
pelos macrofagos e células polimorfonucleares em alta quantidade e por longo
periodo de tempo. Quando o NO é produzido localmente em altas concentragoes,
pode agir como uma molécula citotéxica ou citotastica contra células infectadas
por fungos, bactérias, protozoarios, bem como células tumorais e células

proximas a regiao de producao de NO, podendo resultar em extensa destruicao
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tecidual. O NO tem uma importante atuacédo sobre a regulagdo do metabolismo
0sseo, agindo diretamente sobre as células clasticas (KENDALL, MARSHALL e
BARTOLD, 2001).

A maior diferengca entre a atividade da cNOS e iINOS ndo esta na
concentragéo de NO gerado por enzima, mas na duragao (horas, dias) que o NO
€ produzido. Além disso, a quantidade da enzima iINOS em todas as células
ativadas pode ser muito maior que cNOS. Desta forma, a citotoxicidade
normalmente correlaciona-se com o produto da iINOS e ndao com aquele produzido
pelas outras duas ctNOS (KENDALL, MARSHALL e BARTOLD, 2001).

A INOS ¢é produzida pelos macrofagos, que participam como células
iniciadoras da resposta imunoldgica, assim como linfécitos B e células dendriticas.
Essas células sintetizam citocinas que influenciam como co-sinal de ativacao para
os linfécitos. Ao mesmo tempo, tém uma fungao crucial na produgao de moléculas
pré-inflamatorias tais como o oxigénio reativo, mediadores lipoderivados e o 6xido
nitrico. A ampla distribuicdo dos macrofagos por todo o organismo permite que
essas células entrem em contato com qualquer agente infeccioso que por ventura
consiga atravessar as barreiras externas e atingir os tecidos internos (FERREIRA e
TEIXEIRA, 2005).

Apds reconhecer as células-alvo ou outros antigenos, as células fagociticas
sdo ativadas para ingeri-las e destrui-las com oxidantes reativos e enzimas
hidroliticas. Dois tipos de sinais sdo muito importantes para a ativagao de células
fagociticas: presenga de antigenos-alvo e citocinas especificas (STOIKA et al.,
2001). Dentre as citocinas, o interferon-gama (IFN- y) foi caracterizado como o
principal ativador de macrofagos. O IFN- y induz a produgao de perdxido de

nitrogénio, 6xido nitrico e outras moléculas toxicas responsaveis pela atividade
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microbicida dos macréfagos. O fator de necrose tumoral (TNF a e B) e o fator
estimulador de colonias de granuldocitos e monécitos (GM-CSF) também
promovem aumento da atividade dos macrofagos, assim como produtos
microbianos, como o lipopolissacarideo (LPS) — um constituinte da membrana
externa das bactérias Gram-negativas (FERREIRA e TEIXEIRA, 2005).

Macrofagos ativados apresentam alteragdes morfo-fisiolégicas profundas
como aumento de aderéncia e espraiamento sobre superficies como vidro ou
plastico, modificacdes bioquimicas e enzimaticas, liberagdo de metabdlitos toxicos
de oxigénio e potencializagdo das fungdes fagocitica, microbicida e citotoxica
(FERREIRA e TEIXEIRA, 2005).

Recentemente, muitos estudos tém relatado que macréfagos ativados
podem produzir alta quantidade de NO e exercem sua toxicidade de maneira NO-
dependente (HIBBS et al., 1988).

Niveis elevados desta molécula gasosa (NO) provocam prejuizos via
mecanismos de citotoxicidade, incluindo reacdes de oxidacdo e nitratacao,
inibicdo enzimatica, injurias ao DNA e ativagdo de ciclooxigenases e
metaloproteinases (KENDALL, MARSHALL e BARTOLD, 2001).

Diferentemente dos outros mensageiros intercelulares, o NO n&o se liga a
receptores, € uma molécula instavel, sua meia-vida dura alguns segundos e seu
efeito é transitorio e local. O NO pode atuar como mensageiro intercelular tdo bem
quanto ser envolvido no metabolismo intracelular (LANCASTER, 1997). Assim como
os hormoénios esteroidais, o NO é capaz de se difundir diretamente através da
membrana plasmatica das células-alvo, alterando a atividade das enzimas

intracelulares e causando danos as células (COOPER e HAUSMAN, 2004).
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O NO pode ainda reagir com outras biomoléculas, intra ou extracelular,
formando compostos citotoxicos. Ele reage rapidamente com o anion superdxido
(O2), produzindo o anion peroxinitrito (ONOQO’), que € responsavel por alguns de
seus efeitos téxicos (KENDALL, MARSHALL e BARTOLD, 2001).

A citotoxicidade mediada por NO ocorre provavelmente em combinagao
com a acao de metaloproteinases e colagenases liberadas por macrofagos
ativados, polimorfonucleares (PMNSs) e fibroblastos residentes (KRONCKE, FEHSEL
e KoLB-BACHOFEN, 1997; KENDALL, MARSHALL e BARTOLD, 2001).

Muitos danos ao DNA mediados pelo NO podem provocar a morte celular
via apoptose ou necrose. A necrose resulta na lise celular, com liberagao do
conteudo celular e inflamacédo. No entanto, a apoptose resulta na fragmentagao
do DNA e condensagao do conteudo da célula, com a formacdo de corpos de
membranas limitados, os quais sédo fagocitados. (KENDALL, MARSHALL € BARTOLD,
2001).

Torna-se dificil conciliar a complexidade aparente das interagdes do NO
com outras biomoléculas em seu duplo desempenho. A atuagado precisa do NO
como agente citotéxico e protetor ndo € totalmente entendida. Embora o NO seja
importante na defesa e homeostase do hospedeiro, € também considerado
danoso e tem sido envolvido na patogénese de uma ampla variedade de doengas
inflamatdrias e auto-imunes (KENDALL, MARSHALL e BARTOLD, 2001).

A resposta inflamatdria é autolimitada. Entretanto, quando a inflamacéao é
desregulada ou quando o fator inicializador persiste, como ocorre na doenca
periodontal, a inflamagdo pode conduzir a um excessivo prejuizo tecidual

(KENDALL, MARSHALL e BARTOLD, 2001).
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Os componentes e produtos bacterianos agridem o tecido periodontal
adjacente, induzindo a formagdo de um infiltrado inflamatério intenso, com
predominancia de polimorfonucleares (PMNs), plasmécitos, linfocitos e
macrofagos, bem como a sintese, secrecdo e ativacdo de uma série de
mediadores quimicos pro-inflamatérios como citocinas (fator de necrose tumoral
(TNF a e B), interferon (IFN- y), fator de crescimento fibroblastico) e éxido nitrico
(MATEJKA et al., 1998).

In vivo, NOS sao detectaveis em macrofagos obtidos de individuos com
infecgdes, inflamacdes ou sob condicdes de estresse. In vitro, em culturas de
macrofagos € possivel produzir NO apds a estimulagdo dos mesmos, com
lipopolissacarideos (LPS) e com uma variedade de citocinas (RIMBACH et al.,
2000; REIs et al., 2001). Uma produgao excessiva de NO pela enzima iNOS é
responsavel pela vasodilatacdo e hipotensdao observadas no choque séptico e
inflamacao.

A presenca de eNOS e iINOS tem sido demonstrada em tecidos dentais.
Além disso, observa-se um aumento do nivel de INOS gengival durante a
inflamacéao periodontal, quando comparada com tecidos gengivais nao inflamados
(LAPPIN et al., 2000).

A presenca de altas quantidades de L-arginina e L-citrulina em tecido
gengival inflamado in vivo (MATEJKA et al., 1998) e a expressdo de iINOS em
macrofagos, linfocitos, e polimorfonucleares em periodontites induzidas
experimentalmente em ratos (LOHINAI et al, 1998), bem como em fibroblastos,
células epiteliais, macréfagos e células endoteliais em periodontite humana
(LAPPIN et al, 2000), revelam a possivel participacdo do NO na doencga

periodontal. Assim sendo, a presenca deste gas, na doenga periodontal pode
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refletir a participacdo de um mediador adicional na regulagdao da reabsorgao
Ossea, responsavel pela progressao da doencga. (BATISTA et al., 2002).

Em tecidos humanos, Matejka et al. (1998) demonstraram niveis
estatisticamente elevados de NOS, do substrato L-arginina e do produto final da
reagao L-citrulina em amostras de tecidos gengivais inflamados.

A inducao da iNOS pode também inibir a proliferacdo de fibroblastos e
induzir a apoptose celular (GANSAUGE et al, 1997) contribuindo para o
desequilibrio entre destruicdo e reparo tecidual, caracteristica da periodontite
(KENDALL, MARSHALL e BARTOLD, 2001).

Outro estudo recente relacionado ao Oxido nitrico e seu papel na
inflamacao foi realizado por Tozum et al (2005). Os autores analisaram o
metabolismo do NO ao redor de implantes e seu possivel impacto na gravidade
da inflamacdo peri-implantes. Ao analisar 34 implantes, observaram que a
producdo de NO aumentou com a presenga e a gravidade da inflamagao,
demonstrando a contribuicdo do NO em processos inflamatérios peri-implantes.
Os autores sugeriram ainda que a carga aplicada ao implante possa refletir em
um impacto no metabolismo do NO, uma vez que foram observadas alteragoes da
concentracado de nitrito no fluido sucular peri-implante, o que indica a provavel a
atuacdo desta molécula no remodelamento e adaptacdo dssea ao redor de
implantes dentais.

Alguns estudos tém procurado investigar o efeito da fagocitose na indugao
da sintese do NO em macréfagos. Corradin, Buchmuller-Rouiller & Mauel (1991)
sugeriram que a fagocitose, incluindo a ingestao de particulas tais como gréaos de
latex, permitiu a indugcdo da atividade da NOS em macrofagos murinos.

Entretanto, Green et al. (1990) encontraram que a ingestao de zymosan ou graos
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de latex por macréfagos murinos nédo foi efetiva na indugdo da NOS e na
consequente producao de NO.

Cunha et al. (1993), demonstraram que a fagocitose por si sé nao foi
suficiente como um co-sinal para a indugao da NOS em macréfagos murinos da
linhagem J774. No entanto, estas células ao serem estimuladas com LPS,
zimosan em combinacdo com IFN-y expressaram altos niveis de NOS apés 12
horas de estimulacao.

Por outro lado, a atuagdo do NO na fagocitose induzida pela hidroxiapatita,
um material utilizado para restaurar a arquitetura 6éssea, em uma linhagem de
macrofagos murinos (RAW264.7) foi avaliada por Gopinath et al (2005). Eles
observaram que a fagocitose induzida por particulas de latex propiciou uma
producao significativamente maior de NO quando comparada a fagocitose
induzida pela hidroxiapatita na linhagem de macréfagos murinos utilizada no
estudo.

A reducao da producao de NO é importante em 3 aspectos. Primeiro como
ja foi mencionado, uma alta quantidade de NO liberado por macréfagos ativados
pode ser responsavel por injurias as células e prejuizos aos tecidos. Segundo, a
producdo simultanea de superoxido e NO resulta numa formacado rapida de
peroxinitrito pelos macrofagos (RIMBACH et al, 2000). Estes radicais causam
diversas reagdes quimicas nos sistemas bioldgicos e promovem danos a
macromoléculas e tecidos. Além disso, exibem uma agao citotdxica direta contra
células em cultura. O terceiro ponto baseia-se no fato de que os radicais livres, o
NO e seus derivados sao denominadores-chave na carcinogénese (MAEDA e

AKAIKE, 1998).
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3 OBJETIVOS:

3.1 Objetivo geral:

— Avaliar a biocompatibilidade de materiais utilizados em Ortodontia;

3.2 Objetivos especificos:

— Avaliar, in vitro, a viabilidade celular (MTT assay) de uma linhagem de

macrofagos murinos J774 na presencga de ligaduras elasticas de diferentes marcas

€ cores;

— Analisar o efeito das ligaduras elasticas na produgao de 6xido nitrico (NO), pela

linhagem de macréfagos murinos J774;

— Verificar se a presencga do interferon-gama, uma citocina pré-inflamatéria, na
cultura celular em associagao com estas ligaduras afetaria a viabilidade celular e

producao de NO pela mesma linhagem de células;
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Material estudado

A amostra foi constituida de 6 elos de ligaduras elasticas ortoddnticas do
tipo modular nas cores prata e transparente de cada uma das seguintes marcas
comerciais: GAC International (Islandia, NY), TP Orthodontics (LaPorte, USA) e
Morelli (Sorocaba, SP) para cada tempo estudado (24h, 48h e 72h), no
experimento sem estimulo de IFN-y e, as mesmas quantidades no experimento
com IFN-y. Os elasticos utilizados eram de um mesmo lote e foram obtidos
diretamente dos fabricantes, sendo mantidos em suas embalagens plasticas
originais sob refrigeragdo e ao abrigo da luz até o inicio do experimento,
eliminando assim, eventuais alteragdes causadas por variacdes na temperatura e

luminosidade.

4.2 Preparacgao e esterilizagcao dos materiais

As ligaduras elasticas foram cuidadosamente removidas dos moédulos com
o auxilio de uma tesoura, para eliminar a possibilidade de dano as estruturas das
ligaduras elasticas durante o procedimento.

A esterilizacdo dos materiais foi realizada com 6xido de etileno, com o
intuito de eliminar possiveis contaminacdes, e, consequentemente resultados
inveridicos. Posteriormente, os elasticos foram manipulados no fluxo laminar a fim

de se resguardar todas as condi¢des de esterilidade.
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4.3 Cultura Celular da linhagem de macréfagos murinos J774

Foram utilizadas células da linhagem murina J774 A.1 (ATCC n°.TIB-67)
mantidas em cultura no laboratério de Imunologia, do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Juiz de Fora. Esta linhagem de
macrofagos foi mantida em garrafa plastica de cultura (NUNC) em meio
suplementado, com 5% de soro fetal bovino (FCS - fetal calf serum), 50Ul/ml de
Penicilina, 1% de aminoacido nao-essencial e 2% de L-Glutamina (Gibco/BRL).
As células foram conservadas em incubadora com 5% de CO,, numa temperatura
de 37°C. Apds 5 dias, as células foram transferidas para um recipiente adequado
e lavadas através de centrifugagdo a 1200 rpm, durante 10 minutos a 4°C. A
contagem e a viabilidade celular foram efetuadas usando a técnica padrao de
contagem com o corante azul de Tripan, em uma proporgao de 1/1 (corante/meio

de cultura), em camara de Newbauer (WILSON, 2000).

4.4 Cultura de células na presenga dos materiais

Em placas de cultura de 96 pogos, foram cultivadas 2 x 10* células
J774/poco resuspensas em um volume de 100yl de meio de cultura RPMI
suplementado. As placas utilizadas foram divididas em 2 metades. A primeira foi
preenchida pelas células J774 resuspensas em meio RPMI suplementado
juntamente com os elos de cada tipo de ligadura e células controle (1°
experimento, sem estimulo - IFN-y). A segunda metade foi completada com
outros 6 elos dos mesmos tipos de ligaduras mantidos em culturas juntamente

com 10pl de IFN—y (5 ng/ml) e grupo controle (2° experimento, na presenca do
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IFN-y). As placas foram deixadas em cultura em diferentes intervalos de tempo
(24, 48 e 72horas) a 37°C, com 5% de CO,. Apds o periodo de incubagao, o
sobrenadante foi coletado para posterior quantificacdo do o6xido nitrico e as
células foram submetidas a avaliacdo da viabilidade celular apdés a remocao do

material.

4.5 Células controle

O Grupo controle foi constituido de macréfagos murinos da linhagem J774,
depositados em placas de 96 pocos, sem a presenga dos materiais elasticos. O
interferon-gama foi adicionado ao grupo controle relacionado ao experimento
realizado na presencga do estimulo. As células controle foram importantes para
acompanhar o desenvolvimento das células em geral, caso existisse algum tipo
de contaminacao ou falhas no processo de incubacao, assim como serviram de

parametro de normalidade com relacao a viabilidade celular e a produgao de NO.

4.6 Teste de viabilidade (MTT - Thiazolyl Blue Test)

Apods a retirada dos sobrenadantes, foi acrescentado 90ul de meio RPMI
suplementado e 10ul da suspensao de MTT (50mg/ml) as células e ligaduras que
permaneceram nos pocos da placa. As placas foram incubadas por 4 horas a
37°C em estufa de CO,. Apds este periodo, a reacdo de MTT foi bloqueada com
100ul/pogo de solugao alcool-acido. Em seguida, permaneceram incubadas por

10 minutos a temperatura ambiente. As ligaduras elasticas foram removidas com
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o auxilio de uma pinga estéril e a leitura foi realizada a 570nm utilizando-se um

leitor de microplacas (Spectramax 190, Molecular Device) (WILSON, 2000).

4.7 Analise da produgao do 6xido nitrico

A producgao do NO foi estimada através do acumulo do nitrito (NO2’) que é
o produto de conversao estavel do 6xido nitrico. A mensuracédo foi efetuada
usando o método de Griess (GREEN et al, 1982; CORRADIN et al. 1991; REIS et al.,
2001; GOPINATH et al. 2005). Depois dos respectivos tempos, 100ul do
sobrenadante de cada pogo da placa de cultura, foram transferidos para uma
placa de 96 pocos. Foi acrescentado a tais sobrenadantes, a mesma quantidade
do reagente de Griess (1% sufanilamida, 0,1% N- (1-naftil) — etilina diamina
hidroclorido, 2,5% H3POQO4). As concentragdes de nitrito nos sobrenadantes foram
obtidas através da anadlise de regressdo linear a partir da curva padrao,
empregando-se diluigcdes duplas seriadas de nitrito de sodio a partir de 200uM até
a 112 diluicdo (MOSMANN, 1983). A absorbancia foi determinada a 540nm, através

do leitor de microplacas (Spectramax 190-MOLECULAR DEVICE).

4.8 Tratamento estatistico

A anadlise estatistica foi realizada utilizando-se os testes Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney comparando os valores obtidos de cada grupo de ligadura com o
grupo controle. Houve ainda a comparagao entre os intervalos analisados (24-48

horas; 48-72 horas e 24-72 horas) para cada grupo testado. Os valores de “p

menores que 0.05 foram considerados estatisticamente significantes. Esta analise
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estatistica foi empregada nas 2 condicbes experimentais — na presenca do

interferon-gama e na auséncia desta citocina.
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AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE DE MATERIAIS ODONTOLOGICOS ATRAVES DO

METODO DE MTT E PRODUGAO DE OXIDO NiTRICO: DESCRIGAO DE UMA TECNICA

RESUMO: Introdugao: Um dos problemas apresentados pelos materiais utilizados em
odontologia esta associado a biocompatibilidade, ja que poucos sdo totalmente inertes do ponto
de vista biolégico. Os materiais a serem usados em contato com tecidos humanos devem,
portanto, ser testados com o objetivo de simular reagbes bioldgicas e ajudar no entendimento
das respostas obtidas. Os estudos in vitro constituem a primeira etapa destes testes. Objetivo:
Apresentacao de uma metodologia de avaliacdo da citotoxicidade de materiais odontolégicos
através do método MTT e da analise da producgao de oxido nitrico (NO), o qual esta relacionado
com a acao destes materiais na inducao da resposta inflamatéria. Conclusao: Verifica-se nesta
metodologia que o ensaio de MTT pode ser facilmente adaptado para testes de citotoxicidade de
materiais de diferentes composi¢cdes e a mensuracdo da producédo de 6xido nitrico através do
meétodo de Griess fornece dados adicionais para a analise da citotoxicidade.

DESCRITORES: Macréfagos, Materiais Dentarios, Testes Imunolégicos de Citotoxicidade,

Oxido Nitrico.

TITLE: CYTOTOXICITY ASSESSMENT OF DENTAL MATERIALS WITH THE MTT AND
NITRIC OXIDE PRODUCTION METHOD - DESCRIPTION OF A TECHINIQUE

ABSTRACT: Introduction: One of the problems presented by dental materials is their
biocompatibility, once just few are fully biologically inert. Materials intended to have contact with
human tissues must thus be tested, aiming to simulate biological reactions and understand the
responses obtained. The first stage in the testing process is based on in vitro studies, that allow
for quick results, improvement of protocol standardization, and production of quantitative and
comparative data. Besides, because of their sensitivity, such tests identify toxic materials that
can then be discarded prior to animal use. As a complex in vivo phenomenon, cytotoxicity

produces a wide range of effects such as cell death and even metabolic aberrations. Cytotoxicity
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testing is the first step towards biocompatibility assurance of any material, cell culture being the
most widely used experimental system. Objective: This work aims to present a method for
assessing the cytotoxicity of dental materials, based on the MTT and nitric oxide (NO) production
analysis. MTT [3 — (4,5-dimethylthiazol-2-yl) — diphenyl tetrazolium bromide] is a water-soluble
tetrazolium salt used for assessment of cell metabolism, and NO is related to the induction of the
inflammatory response by dental materials. Conclusion: The MTT assay may be easily adapted
for cytotoxicity testing of materials of different compositions. Measurement of NO production
through the Griess method yields additional data regarding cytotoxicity.

DESCRIPTORS: Macrophages; Dental Materials; Cytotoxicity Tests Immunologic; Nitric

Oxide.
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EFEITO DE LIGADURAS ELASTICAS SOBRE A VIABILIDADE CELULAR E

PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO EM CELULAS J774

RESUMO: Muitos estudos tém avaliado o comportamento das ligaduras elasticas em
relagdo as suas propriedades fisicas. No entanto, a biocompatibilidade destes materiais
nao se apresenta bem documentada na literatura. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar, in vitro, a viabilidade celular de uma linhagem de macréfagos murinos J774 e
quantificar o 6xido nitrico (NO) produzido por estas células na presenca de ligaduras
elasticas de 3 marcas diferentes (Morelli, GAC e TP) nas cores prata e transparente. Os
elos destas ligaduras foram mantidos em culturas de células J774 em meio RPMI
suplementado nos tempos: 24 48 e 72 horas. As células foram submetidas a avaliacao da
viabilidade celular através da técnica do MTT [3 — (4,5-dimethylthiazol-2-yl) — diphenyl
tetrazolium bromide] e os sobrenadantes foram coletados para a analise da producgao de
NO, utilizando-se o método de Griess. Para analise dos resultados foram utilizados os
testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. A viabilidade celular nos grupos de ligaduras
foi maior no periodo final da avaliagdo em relacdo ao grupo controle. No entanto, 3
grupos de ligaduras (Morelli prata, Morelli transparente e GAC prata) exibiram
proliferagéo significativa em 72 horas. As ligaduras da marca TP Orthodontics (prata e
transparente) nao influenciaram de forma significativa a viabilidade celular e a produgao
de NO. Embora a ligadura Morelli prata tenha estimulado as células J774 a realizarem
uma maior producdo de NO, os outros tipos de ligaduras nos diferentes tempos avaliados
nao apresentaram diferencas significativas na producao de oxido nitrico em relagao as

células controle.

PALAVRAS-CHAVE: Elastomeros sintéticos, Ortodontia, Oxido Nitrico e Viabilidade

celular.
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EFFECT OF ELASTOMERIC LIGATURES ON THE CELLULAR VIABILITY AND
NITRIC OXIDE PRODUCTION OF J774 CELLS

SUMMARY: Although the physical properties of elastic ligatures have been the subject of
several studies, the biocompatibility of these materials has not been well documented in
the literature. The present study was aimed at assessing, in vitro, the cellular viability of
the murine macrophage J774 cell line in the presence of elastomeric ligatures of 3
different brands (Morelli, GAC e TP) and colors (silver and transparent), and quantified the
nitric oxide (NO) production by these macrophages under such ligatures. The chains of
the ligatures were kept in J774 cell cultures, in RPMI medium supplemented at 24, 48,
and 72 hours. The MTT [3 — (4,5-dimethylthiazol-2-yl) — diphenyl tetrazolium bromide]
technique was used for cellular viability assessement and the supernatants were collected
for NO production analysis with the Griess method. Kruskal-Wallis and Mann-Whitney
tests were used to analyze the results. Cellular viability in the elastomeric groups was
higher at the final time point in relation to the control group. However, 3 elastomeric
groups (silver Morelli, transparent Morelli and silver GAC) showed significant proliferation
after 72 hours. TP-ligatures-exposed cells had the same behaviour of controls, no
significant changes in cellular viability and NO production being found. Although silver
Morelli ligatures led to higher NO production, the other types of ligatures did not

significantly affect NO production, as compared to control cells.

KEY-WORDS: Elastomeric ligatures, Cellular viability, Nitric Oxide, Orthodontics.

INTRODUGAO

Na odontologia, a crescente preocupacao em relagdo a biocompatibilidade tem

atraido o interesse de pesquisadores de diversas especialidades, entre as quais a
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Ortodontia. Desenvolver e selecionar materiais biocompativeis tém sido um dos principais
desafios'. Varios materiais como ago inoxidavel, compésitos, cimentos de iondmero de
vidro e elastdmeros, sao utilizados para permitir o tratamento ortoddntico das maloclusdes.

Os materiais elastoméricos sintéticos mais utilizados atualmente na Ortodontia sao
os polimeros a base de poliuretano, entre eles as ligaduras elasticas e os elasticos em
cadeia '®%. As ligaduras elasticas foram introduzidas na Ortodontia como uma alternativa
para promover a amarracdo do arco aos braquetes. Atualmente, representam itens
essenciais na pratica ortodéntica, facilitando o trabalho do profissional por serem de rapida
e facil adaptacao, bastante confortaveis para os pacientes e favorecendo sua motivagao
em relagdo ao tratamento ortoddntico por estarem disponiveis em uma variedade de
cores?. Apesar da composicdo exata das ligaduras elasticas ndo ser revelada pelos

2. 30 Estes

fabricantes, normalmente sao feitas a base de poliuretanos poliésteres
poliuretanos nao séo polimeros diretos de uretanos, mas derivados de um processo de
reacoes de poliésteres com di ou poliisocianetos para produzir uma estrutura complexa de
ligacdes de uretanos®.

Devido aos longos periodos em que as ligaduras elasticas permanecem na boca,
torna-se necessario que sejam protegidas da hidrdlise, da termo-oxidagdo, ataques
microbioldgicos, oxidagao por raios ultra-violetas e 0zdnio e didxido de nitrogénio. Por isso,
compostos quimicos tais como antioxidantes, perdxidos organicos, corantes,
desumidificadores, lubrificantes e outros podem ser adicionados'® 2° *°.

Os testes de biocompatibilidade sdo essenciais na aceitagdo do material,
juntamente com os testes que avaliam suas propriedades fisicas® ?°. A toxicidade é um
dos principais parametros para a avaliagcdo da resposta bioldgica e do potencial
relacionado com a dose do material para causar a morte das células ou tecidos. Os
testes de citotoxicidade sdo recomendados para todos os materiais usados na area de

saude’. Evidentemente, alguns dos materiais ortoddnticos liberam quantidades

suficientes de produtos de corrosdo que podem causar efeitos citotdxicos locais. Do
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mesmo modo, ao se criarem mais locais para acumulos de placa, os efeitos do material
por si podem também contribuir para gengivite local relacionada a uma etiologia nao
téxica’. Entretanto, é possivel que os produtos de corrosdo de um material possam
causar prejuizos teciduais locais, que ndo poderiam ser distinguidos de uma gengivite de
origem bacteriana. Técnicas utilizando culturas de células podem ser usadas para avaliar
efeitos citotdxicos locais de materiais sélidos?’.

Os modelos de estudos “in vitro” sdo uma alternativa imprescindivel na pesquisa
de citotoxicidade de materiais. Permitem uma rapida avaliagdo, melhoram os protocolos
padronizados, produzem dados quantitativos e comparaveis'’. Os testes de citotoxicidade
“in vitro” devem quantificar a viabilidade celular e o crescimento e serem correlacionados
com experimentos em animais e estudos clinicos?'.

A citotoxicidade pode também estar relacionada com moléculas, que, ao serem
liberadas a partir de um determinado estimulo, podem ocasionar danos aos tecidos.
Recentemente, estudos tém relatado a presenga de uma molécula com potencial
citotoxico, o oxido nitrico (NO), em tecidos dentais e seu envolvimento em doencas
inflamatérias bucais'” %,

O NO é uma molécula gasosa sintetizada a partir do aminoacido L-arginina em um
processo catalisado por isoenzimas, globalmente denominada NO sintases (NOS)™ '°. E
uma molécula reguladora, produzido principalmente por macréfagos ativados, de extrema
importancia nos processos de resposta imune, inflamagao, metabolismo 6sseo e apoptose.
Esta molécula gasosa pode apresentar efeitos benéficos, tais como atividade
antimicrobiana e modulagdo da resposta imune. Por outro lado, quando presente em altas
concentragdes, pode atuar como uma influente molécula citotdxica desencadeando
prejuizos aos tecidos adjacentes, incluindo osso alveolar™.

Algumas células que atuam na resposta imunologica sao capazes de produzir NO
incluindo macréfagos/mondcitos?’. Os Macréfagos desempenham um papel crucial tanto

na imunidade natural quanto na imunidade adquirida. Eles fagocitam desde tecidos
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préprios que estejam lesados ou mortos, como eritrocitos, até particulas estranhas, como
macromoléculas e antigenos. Uma outra fungdo diz respeito a secrecdo de enzimas,
espécies de oxigénio reativo, NO e mediadores lipoderivados, que sao utilizados para
matar patdgenos, controlar a propagacao de infecgdes do mesmo modo que podem lesar
tecidos normais nas proximidades da inflamagao®.

Recentemente, muitos estudos tém relatado que macréfagos ativados podem
produzir alta quantidade de NO exercendo sua toxicidade de maneira NO-dependente'* '*
'O papel do NO na mucosa bucal normal ainda é desconhecido. Os achados sugerem
que uma concentragao excessiva de NO na saliva exerce um papel potencial nas
modificagcbes das doengcas da mucosa bucal apresentando um efeito regulador
patofisiolégico. O aumento do nitrito quantificado na saliva foi encontrado em pacientes
com recorrentes ulceracdes orais aftosas. Observa-se um aumento do nivel de iINOS
gengival durante a inflamagao periodontal, quando comparada com tecidos gengivais ndo
inflamados®.

Outro estudo recente relacionado ao 6xido nitrico e seu papel na inflamacgéao foi
realizado por Tozum et al (2005)*°. Os autores analisaram o metabolismo do NO ao redor
de implantes e seu possivel impacto na gravidade da inflamagao peri-implantes. Ao
analisar 34 implantes, observaram que a produgcao de NO aumentou com a presenca e a
gravidade da inflamagao, demonstrando a contribuicdo do NO em processos inflamatérios
peri-implantes.

Embora a toxicidade de varios materiais ortodénticos tenha sido relatada na

literatura® % 1°

, poucos sao os trabalhos relacionados a biocompatibilidade dos elastdmeros
sintéticos. O presente trabalho teve por objetivo avaliar, in vitro, a viabilidade celular (MTT
assay) de macréfagos murinos J774 e quantificar a produ¢cdo de NO gerado por estas

células na presenca de ligaduras elasticas de diferentes marcas e cores.

MATERIAL E METODO
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Material estudado

A amostra foi constituida de 6 elos de ligaduras elasticas ortodénticas do tipo
modular nas cores prata e transparente de cada uma das seguintes marcas comerciais:
GAC International (Islandia, NY), TP Orthodontics (LaPorte, USA) e Dental Morelli
(Sorocaba, SP), para cada tempo estudado (24, 48 e 72horas). Os elasticos utilizados
eram provenientes de um mesmo lote e foram obtidos diretamente dos fabricantes.
Foram mantidos em suas embalagens plasticas originais sob refrigeracdo e ao abrigo da
luz até o inicio do experimento, eliminando assim, eventuais alteracbes causadas por

variagdes na temperatura e luminosidade.

Preparacao e esterilizagdao dos materiais

As ligaduras elasticas foram removidas dos moddulos com o auxilio de uma
tesoura, para eliminar a possibilidade de dano as estruturas das ligaduras elasticas
durante o procedimento. A esterilizacdo dos materiais foi realizada com 6xido de etileno.
Posteriormente, os elasticos foram manipulados no fluxo laminar a fim de se resguardar

todas as condicdes de esterilidade.

Cultura Celular da linhagem de macréfagos murinos J774

Foram utilizadas células da linhagem murina J774 A.1 (ATCC n°.TIB-67) mantidas
em cultura no laboratério de Imunologia, do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Juiz de Fora. Esta linhagem de macrofagos foi mantida em
garrafa plastica de cultura (NUNC) em meio suplementado, com 5% de soro fetal bovino
(FCS - fetal calf serum), 50Ul/ml de Penicilina, 1% de aminoacido ndo-essencial e 2% de
L-Glutamina (Gibco/BRL). As células foram conservadas em incubadora com 5% de CO,,
numa temperatura de 37°C. Apods 5 dias, as células foram transferidas para um recipiente

adequado e lavadas através centrifugagdo a 1200 rpm, durante 10 minutos a 4°C. Para
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determinacgdo da viabilidade e contagem celular foi utilizado o corante azul de Tripan, em

uma proporgao de 1/1 (corante/meio de cultura), em camara de Newbauer.

Cultura de células na presenca dos materiais

Em placas de cultura de 96 pogos, foram cultivadas 2 x 10* células J774/pogo
resuspensas em um volume de 100ul de meio de cultura RPMI suplementado. Sobre as
células foram colocados os elos de cada tipo de ligaduras elasticas e, estes foram
deixados em cultura em diferentes intervalos de tempo (24, 48 e 72horas) a 37°C, com
5% de CO,. Apds o periodo de incubacao, o sobrenadante foi coletado e transferido para
nova placa de cultura para posterior quantificagdo do NO e as células foram submetidas a
avaliacdo da viabilidade apds a remogao do material.

O Grupo controle foi constituido de macréfagos murinos da linhagem J774,

depositados nas placas de 96 pogos, sem a presencga dos materiais elasticos.

Teste de viabilidade (MTT — Thiazolyl Blue Test)

Ap6s a retirada dos sobrenadantes, foi acrescentado 90yl de meio RPMI
suplementado e 10ul da suspensdao de MTT (50mg/ml) as células e ligaduras que
permaneceram nos pocos da placa. As placas foram incubadas por 4 horas a 37°C em
estufa de CO,. Apds este periodo, a reacdo de MTT foi bloqueada com 100ul/pogo de
solucdo alcool-acido. Em seguida, permaneceram incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente. As ligaduras elasticas foram removidas com o auxilio de uma
pinga estéril e a leitura foi realizada a 570nm utilizando-se um leitor de microplacas

(Spectramax 190-MOLECULAR DEVICE) %.

Analise da producgao do éxido nitrico
A producdo do NO foi estimada através do acumulo do nitrito (NO;) que é o

produto de conversdo estavel do 6xido nitrico. A mensuragao foi efetuada usando o
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método de Griess® " . Depois dos respectivos tempos, 100l do sobrenadante de cada
pogco da placa de cultura foram transferidos para uma nova placa de 96 pocos. Foi
acrescentado aos sobrenadantes, a mesma quantidade do reagente de Griess (1%
sufanilamida, 0,1% N- (1-naftil) — etilina diamina hidroclorido, 2,5% HsPO,4)%. As
concentragoes de nitrito presente nos sobrenadantes foram obtidas através da analise de
regressao linear a partir da curva padrao, empregando-se diluicdes duplas seriadas de
nitrito de sédio a partir de 200 uM até a 112 diluigdo’®. A absorbancia foi determinada a

540nm, através do leitor de microplacas (Spectramax 190-MOLECULAR DEVICE)?%.

Tratamento estatistico

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se os testes Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney comparando os valores obtidos de cada grupo de ligadura com o grupo controle.
Houve ainda a comparagao entre os intervalos analisados (24-48 horas; 48-72 horas e

24-72 horas) para cada grupo testado. Os valores de “p” menores que 0.05 foram

considerados estatisticamente significantes.

RESULTADOS

O teste de Kruskal-Wallis demonstrou haver diferengas significativas entre os
diferentes grupos de ligaduras com o grupo controle em relagao a viabilidade celular nos
3 tempos analisados (tabela 1). Com o intuito de se determinar qual o grupo que
apresentava tal diferenca foi realizado o teste Mann-Whitney.

As células em contato com as ligaduras Morelli prata apresentaram redugéo
significativa na viabilidade celular em 24 horas. No tempo 48 horas, houve aumento na
proliferacdo das células deste grupo, porém, ainda significativamente menor que o grupo
controle. Os grupos das ligaduras Morelli transparente e GAC (prata e transparente)

também apresentavam média de viabilidade inferior as células controle em 48 horas. No
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entanto, em 72 horas, a média de viabilidade celular em todos os grupos de ligaduras foi
maior quando comparado ao grupo controle. Adicionalmente, verifica-se que 3 grupos de
ligaduras (Morelli prata e transparente e GAC prata) exibiram aumento significativo da
viabilidade. As ligaduras elasticas da marca TP n&o alteraram o comportamento das
células J774, demonstrando um comportamento similar as células controle. A figura 1
ilustra a comparacao entre tais ligaduras com o grupo controle nos respectivos tempos.

Em relagao ao tempo, observa-se que as células controle apresentaram aumento
na viabilidade em 48 horas que foi significativa em relagao ao periodo inicial (24 horas).
Posteriormente, nota-se diminuicdo desta viabilidade em 72 horas também significativa.
No entanto, ao se comparar o periodo de 72 com 24 horas nao houve diferenca
significativa (tabela 2 e figura 1). As células em contato com as ligaduras Morelli (prata e
transparente) e GAC prata demonstraram diferengas significativas em todos os tempos,
com excecgao da ligadura Morelli transparente que ndo apresentou diferenca no periodo
de 24 a 48 horas. No entanto, ndo houve diferengas significativas no comportamento das
células em contato com as ligaduras GAC transparente, TP prata e transparente, nos 3
tempos analisados.

Tabela 1 - Teste de Kruskal-Wallis para a analise da viabilidade celular em fung¢do do tempo.

Tempo p-valor
24 horas 0,010
48 horas 0,000
72 horas 0,017

Tabela 2 - Teste de Kruskal-Wallis para a viabilidade celular no tempo para cada grupo de
material e grupo controle.

Kruskal-Wallis

Material
p valor

Controle 0,016
Morelli prata 0,005
Morelli transparente 0,007
GAC prata 0,002
GAC transparente n.s
TP prata n.s

TP transparente 0,039
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Figura 1 — Comparacao entre as médias de viabilidade celular para cada grupo de ligadura em
relagcdo ao grupo controle nos trés tempos analisados (Teste de Mann-Whitney — * p <
0,05).

A producdo de oOxido nitrico realizada pelas células controle e pelas células
estimuladas pelas ligaduras elasticas em 24, 48 e 72 horas pode ser observada na figura
2. O teste Kruskal-Wallis (tabela 4) ndo apresentou diferengas significativas entre as
células controle e aquelas que estavam em contato com as ligaduras nos diferentes
tempos.

Apesar das ligaduras Morelli prata terem proporcionado maior produgdo de NO,
sendo significativa no periodo de 24 horas, nota-se um comportamento semelhante entre
os outros grupos de ligaduras e grupo controle em relacdo a dosagem de NO. No periodo
de 24 a 48 horas, nota-se que houve diferenga significativa na producao de NO pelas
células em todos os grupos de ligaduras elasticas, exceto ligadura TP prata. Houve
aumento da producdo de NO em funcdo do tempo, porém, este aumento nao foi
significativo no periodo de 48 para 72 horas. Como esperado, no periodo de 72 em
relacdo a 24 horas, houve diferenga significativa na produgdo de NO nos grupos de
ligaduras, exceto no grupo da ligadura TP prata que nao apresentou diferencas
significativas nos 3 tempos analisados, indicando uma producdao de NO estavel,

independentemente do tempo (tabela 5).
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Tabela 4 - Teste de Kruskal-Wallis para a anélise dos niveis de éxido nitrico em fungéo do tempo.
(n.s. = nao significativo)

Tempo p valor
24 horas n.s.
48 horas n.s.
72 horas n.s.

Tabela 5 - Teste de Kruskal-Wallis para os niveis de 6xido nitrico no tempo para cada grupo de
material e grupo controle.

Kruskal-Wallis

Material
p valor

Controle 0,002
Morelli prata 0,002
Morelli transparente 0,003
GAC prata 0,014
GAC transparente 0,018
TP prata 0,055
TP transparente 0,002

£ 2,00

c

(=}

= 1,50 -

2

£ 1,00 *

c

o

£ 050 |

o

E

" 000

24H 48H 72H
m Controle @ Mo Prata O Mo Transparente m GAC Prata
0O GAC Transparente m TP Prata O TP Transparente

Figura 2 — Comparagéo entre os niveis de 6xido nitrico para cada grupo de ligadura em relagédo
ao grupo controle nos trés tempos analisados (Teste de Mann-Whitney — * p < 0,05).
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DISCUSSAO

A avaliagdo da citotoxicidade, tradicionalmente, tem sido realizada através do
método de difusdo em agar sobre monocamada de células®. Apesar de ser um método
util para se testar materiais, estudos recentes tém demonstrado diferencas nas medigbes
da proliferacéo celular'®. Além disso, em um ambiente como a cavidade bucal, em que a
lavagem salivar é abundante, técnicas utilizando culturas de células imersas em meio
liquidos seriam melhores para simular tal evento, enquanto que a presenca de agar
poderia agir como uma barreira'®. O teste que utiliza o MTT (Thiazolyl Blue Test) pode
ser facilmente adaptado para testes de biocompatibilidade de materiais de diferentes
composi¢des. O ensaio detecta as células vivas através da atividade metabdlica das
mesmas e, o sinal é dependente do grau de ativacédo dessas células. Além disso, é um
ensaio colorimétrico, que permite uma analise visual rapida dos resultados, apresenta
baixo custo e alto grau de reprodutibilidade®.

A citotoxicidade dos elasticos a base de latex (borracha natural) ja se apresenta
bem documentada na literatura. O presente estudo além de acrescentar a analise da
biocompatibilidade de elasticos sintéticos de diferentes marcas e cores, inclui ainda a
mensuracdo da produgdo de oxido nitrico (NO) determinada pela ativagdo de
macrofagos. As culturas de macrofagos foram utilizadas em razdo da ampla distribuigédo
destas células no organismo e sua participagdo na produgdo de moléculas pro-
inflamatérias como o NO?. E importante destacar que o tempo médio de vida do NO é
curto, o que significa que a permanéncia do mesmo no organismo € baixa, tornando-se
dificil sua monitorizacdo apurada “in vivo”. Desta forma, a produgdo de NO em cultura de
células pode ser estimada através do acumulo de nitrito, que é produto de conversdo do
NO, através do Método de Griess®.

O comportamento apresentado pelas células controle neste estudo, deve-se a

fase (Intérfase) do ciclo celular em que estas células encontravam-se ao se realizar o
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experimento. Houve aumento significativo na viabilidade celular de 24 para 48 horas em
razao da alta proliferacdo apresentada pelas células J774. O menor indice de viabilidade
detectado nas células controle apds 72 horas sugere que houve morte celular devido a
fatores inerentes aos processos de cultivos celulares, como falta de espaco e nutrientes
as células.

As células que estavam em contato com as ligaduras elasticas Morelli prata
apresentaram comportamento diferente ao do grupo controle. E possivel observar algum
atraso no processo de proliferacédo celular destas células, uma vez que houve diminuicao
significativa da viabilidade celular em 24 horas, seguida de certo aumento na proliferagao
em 48 horas, porém, ainda menor que as células controle. Todavia, em 72 horas, a média
de viabilidade celular foi significativamente maior que as células controle, demonstrando
proliferagao progressiva neste tempo. Isto sugere que as ligaduras Morelli prata podem
ter agido como uma substancia capaz de induzir proliferagcdo no tempo 72 horas. Ao
mesmo tempo, houve producdao de NO maior do que aquela exibida pelas células
controle em todos os tempos, sendo significativa no tempo 24 horas. Estes dados
sugerem que o NO modulou o crescimento das células em contato com as ligaduras
Morelli prata, ou seja, interferiu no processo de proliferacdo celular. Sabe-se que o NO
pode apresentar efeitos benéficos como a atividade microbicida, modulagao da resposta

imune e reparo tecidual™

. A alta proliferacdo de macrofagos pode ser danosa quando a
inflamagdo é desregulada ou o fator inicializador persiste’. Esta alta proliferagéo
desencadeada por este tipo de ligadura precisa ser melhor investigada através de outros
estudos “in vitro”.

As células em contato com as ligaduras Morelli transparente e GAC prata também
apresentaram, em 48 horas, média de viabilidade celular menor que o grupo controle,
porém, maior que no tempo 24 horas. Do mesmo modo, demonstraram uma viabilidade

significativamente maior que o grupo controle no tempo 72 horas, sugerindo que estas

ligaduras também podem ter agido como substancias indutoras de proliferacao.
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Holmes et al (1993) nado verificaram diferengas entre elasticos intra-orais de
diferentes cores e transparentes. No entanto, ambos apresentaram efeitos citotéxicos
sobre fibroblastos em condigdes experimentais “in vitro”'2. Os elasticos analisados por
estes autores eram derivados de borracha natural, dessa forma, a citotoxicidade
apresentada pode estar relacionada a composicdo destes elasticos e ndo ao corante
utilizado. Além disso, tal fato ndo foi observado em condigdes “in vivo”.

Hanson e Lobner (2004) avaliaram a neurotoxicidade de elasticos ortodénticos
intra-orais com e sem latex. Eles observaram que os elasticos com latex das marcas
American Orthodontics, Masel Orthodontics e GAC International, causaram
citotoxicidade. Entretanto, aqueles das mesmas marcas que nao apresentavam latex em
suas composi¢oes foram biocompativeis. Os autores sugeriram que a toxicidade dos
elasticos com latex possa ter sido mediada pela liberacéo de zinco'".

Neste estudo, o grupo das ligaduras TP foi o que apresentou comportamento
semelhante ao do grupo controle nos 3 tempos analisados, sugerindo que estas ligaduras
nao influenciaram sobremaneira o comportamento das células J774 em relagdo a
viabilidade celular e produgao de NO.

Na analise dos resultados em relacdo ao tempo, verifica-se que a viabilidade
celular nos grupos de ligaduras foi maior no tempo 72 horas. Em relagdo a produgao de
NO, houve significativa produgdo desta molécula do tempo final (72 horas) quando
comparado ao tempo inicial, exceto pela ligadura TP prata que, provavelmente, n&o
exerceu indugéo as células J774 no decorrer do tempo.

Torna-se dificil conciliar a complexidade aparente das interacbes do NO com
outras biomoléculas em seu duplo desempenho. A atuacao precisa do NO como agente
citotoxico e protetor ndo € totalmente entendida. Embora o NO seja importante modulador
da fungao celular em condi¢cbes de salude e de doencga, é também considerado danoso e
tem sido envolvido na patogénese de ampla variedade de doencas inflamatérias™. Os

efeitos prejudiciais do NO podem incluir danos aos tecidos e osso alveolar, vermelhidao
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gengival, explicada pelo aumento da permeabilidade vascular, tendéncia de sangramento
dos tecidos moles, e ainda, o0 aumento da reabsor¢ao do osso alveolar, uma vez que age
diretamente sobre as células clasticas'. Ha poucos estudos sobre o efeito do NO nas
doencgas bucais. Desta forma, é fundamental que outros estudos cientificos relacionados
sejam realizados para que os profissionais tenham conhecimento sobre esta molécula e

novas aplicagdes clinicas sejam viabilizadas.

CONCLUSOES

- As ligaduras da marca TP Orthodontics (prata e transparente) nao influenciaram de
forma significativa a viabilidade celular e a producdo de NO ao demonstrar um
comportamento similar aquele apresentado pelas células controle, nos 3 tempos

analisados;

- A viabilidade celular nos grupos de ligaduras foi maior no periodo final da avaliagdo em
relagdo ao grupo controle. No entanto, 3 grupos de ligaduras (Morelli prata, Morelli
transparente e GAC prata) exibiram aumento significativo, sugerindo que estas ligaduras
podem ter agido como substancias capazes de induzir proliferagdo. No entanto, outros

estudos devem ser realizados para explorar este mecanismo observado;

- Embora a ligadura Morelli prata tenha estimulado as células J774 a realizarem uma
maior producdo de NO, os outros tipos de ligaduras nos diferentes tempos avaliados nao
apresentaram diferencas significativas na produc¢ao de 6xido nitrico em relagédo as células

controle;
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EFEITO DE LIGADURAS ELASTICAS SOBRE A VIABILIDADE CELULAR E
PRODUGAO DE OXIDO NIiTRICO EM CELULAS J774 ESTIMULADAS PELO
INTERFERON-GAMA (IFN-y)

RESUMO: Embora a toxicidade de muitos materiais odontolégicos tenha sido relatada na
literatura, a biocompatibilidade dos elastdmeros sintéticos ndo se apresenta bem
estabelecida. Este estudo teve como objetivo verificar se a presenga de ligaduras
elasticas de diferentes marcas e cores afetariam a viabilidade celular e a producéo de
6xido nitrico (NO) utilizando-se culturas de macrofagos murinos da linhagem J774
estimuladas pelo IFN-y, que € uma citocina pré-inflamatéria. Foram utilizadas ligaduras
de 3 marcas diferentes (Morelli, GAC e TP) nas cores prata e transparente apods
esterilizacdo com éxido de etileno. Os elos destas ligaduras foram mantidos nas culturas
celulares juntamente com 10ul de IFN-y (5 ng/ml) nos tempos: 24, 48 e 72 horas. As
células foram submetidas a avaliacdo da viabilidade celular através da técnica do MTT [3
— (4,5-dimethylthiazol-2-yl) — diphenyl tetrazolium bromide] e os sobrenadantes foram
coletados para a analise da produgcao de NO utilizando-se o método de Griess. Houve
reducao significativa da viabilidade celular no tempo 48 horas para o grupo das ligaduras
Morelli e GAC. Entretanto, uma média de viabilidade superior ao apresentado pelas
células controle foi observada em todos os grupos de ligaduras no tempo 72 horas, sendo
significativa para o grupo das ligaduras GAC transparente. O grupo das ligaduras TP foi o
que apresentou comportamento semelhante ao grupo controle, apesar das ligaduras TP
prata terem apresentado menor viabilidade em 24 horas. A presengca do IFN-y
proporcionou aumento significativo na produgdo de NO em todos os grupos no periodo
final em relag&o ao inicial. Nenhum dos grupos de ligaduras propiciou uma producéo de
NO maior do que o grupo controle. As ligaduras Morelli transparente e GAC (prata e
transparente) demonstraram a menor produgao desta molécula nos 3 tempos analisados.
DESCRITORES: Elastomeros Sintéticos, Interferon-gama, Ortodontia, Oxido Nitrico

e Viabilidade Celular.
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EFFECT OF ELASTOMERIC LIGATURES ON THE CELLULAR VIABILITY AND

NITRIC OXIDE PRODUCTION OF GAMMA-INTERFERON STIMULATED J774 CELLS

SUMMARY: Although the toxicity of many dental materials has been reported in the
literature, the biocompatibility of elastomeric ligatures has not been extensively tested. We
investigated the effect of elastomeric ligatures of different brands and colors on the
cellular viability and NO production of gamma-interferon-stimulated J774 murine
macrophages. After sterilization with ethylene oxide, silver and transparent elastic
ligatures of 3 different brands (Morelli, GAC e TP) were used. The chains of the ligatures
were kept in J774 cell cultures, along with 10ul of gamma-interferon (IFN-y, 5 ng/ml), at
24, 48, and 72 hours. The MTT [3 — (4,5-dimethylthiazol-2-yl) — diphenyl tetrazolium
bromide] technique was used for cellular viability assessment, and the supernatants were
collected for analysis of NO production with the Griess method. Kruskal-Wallis and Mann-
Whitney tests were used for analysis of the results. The Morelli and GAC ligatures led to a
significant reduction of cellular viability after 48 hours. Yet, a viability mean higher than
that seen in control cells was observed for all ligatures after 72 hours, with transparent
GAC showing significant proliferation. Cells exposed to TP ligatures had the same
behavior of controls, although silver TP ligatures led to lower viability at 24 hours. Nitric
oxide production was significantly greater in all groups at the final time point in relation to
the initial time point, in the presence of IFN-y. None of the ligatures led to higher NO
production than that seen in controls, with transparent Morelli and silver and transparent

GAC showed the smallest NO production at the 3 study time points.

DESCRIPTORS: Elastomeric Ligatures; Cellular Viability, Interferon-gamma, Nitric

Oxide, and Orthodontics.
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INTRODUGAO

O campo dos materiais odontolégicos compartilha, com outras esferas da
biotecnologia, o problema da biocompatibilidade, isto €, a 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®'. Diante da
diversidade de materiais utilizados na Ortodontia, os elastbmeros desempenham um
papel importante na pratica ortoddntica?®. Dentre os elastdmeros, as borrachas sintéticas
ou de poliuretanos mais utilizadas atualmente sao as ligaduras elasticas e os elasticos
em cadeia'® %,

As ligaduras elasticas foram introduzidas na Ortodontia como uma alternativa para
promover a amarragao do arco aos braquetes. Atualmente, representam itens essenciais
na pratica ortodéntica, facilitando o trabalho do profissional por serem de rapida e facil
adaptacdo, bastante confortaveis para os pacientes e favorecendo sua motivagdo em
relacdo ao tratamento ortodéntico por estarem disponiveis em uma variedade de cores®.
Apesar da composi¢ao exata das ligaduras elasticas nado ser revelada pelos fabricantes,
normalmente sdo feitas & base de poliuretanos poliésteres® *°. Estes poliuretanos néo
sao polimeros diretos de uretanos, mas derivados de um processo de reagdes de
poliésteres com di ou poliisocianetos para produzir uma estrutura complexa de ligagbes
de uretano®. Os poliuretanos industriais ndo sdo materiais inertes, decompdem-se sob
contato prolongado com enzimas, umidade e agua’®. Devido aos longos periodos em que
as ligaduras elasticas permanecem na boca, torna-se necessario que sejam protegidas
da hidrdlise, da termo-oxidagao, ataques microbioldgicos, oxidacao por raios ultravioletas
e ozébnio e didxido de nitrogénio. Por isso, compostos quimicos tais como antioxidantes,
perdéxidos organicos, corantes, desumidificadores, lubrificantes e outros podem ser

adicionados® 2% 30,
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Embora as reacdes adversas aos materiais odontolégicos ndo sejam comuns,
elas podem ser locais e sisttmicas e acontecer com todas as classes de materiais.
Todavia o numero de reagbes adversas nem sempre € totalmente relatado e apurado,
sendo necessario um maior ndmero de documentacdo e estudos'®. Grimsdottir e
Hensten-Pettersen (1993), ao analisarem o efeito citotéxico de aparelhos ortoddnticos,
sugeriram que este efeito, quando presente, pode contribuir para manifestacdo de
gengivite localizada®.

Os modelos de estudos “in vitro” sdo uma alternativa imprescindivel na pesquisa
de citotoxicidade de materiais. Permitem uma rapida avaliacao, melhoram os protocolos
padronizados e produzem dados quantitativos e comparaveis?. Os polimorfonucleares de
sangue humano e macréfagos murinos mostraram ser modelos experimentais adequados
para a estimagdo quantitativa de atividade fagocitica sob a influéncia de diferentes
agentes imunomoduladores. Os macréfagos sado células importantes nos processos
inflamatérios e defesa do organismo, além de induzirem a produgdo de moléculas pro-
inflamatérias como o NO?*. A andlise da producdo de NO é uma outra alternativa de se
determinar o potencial toxico de determinado material. Recentemente, estudos tém
relatado a presenca do NO, uma molécula com potencial citotoxico, em tecidos dentais e
seu envolvimento em doencas inflamatérias bucais'” #'.

Desde 1987, o oxido nitrico (NO) tem sido reconhecido como uma molécula
reguladora, produzido principalmente por macréfagos ativados, de extrema importancia
nos processos de resposta imune, inflamagdo, metabolismo 6sseo e apoptose. Esta
molécula gasosa pode apresentar efeitos benéficos, tais como atividade antimicrobiana e
modulacdo da resposta imune. Por outro lado, quando presente em altas concentracdes,
pode atuar como uma influente molécula citotdxica desencadeando prejuizos aos tecidos
adjacentes, incluindo osso alveolar'®.

O interferon-gama (IFN- y) é uma citocina que desempenha um importante papel

tanto na imunidade inata quanto na imunidade adquirida, sendo caracterizado como
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principal ativador de macréfagos. Dois tipos de sinais sdo muito importantes para a
ativacdo de células fagociticas: presenca de antigenos-alvo e citocinas especificas®.
Citocinas sao proteinas secretadas pelas células que participam da imunidade inata e
resposta imune adquirida, sendo capazes de regular varias fungdes celulares, como a
resposta inflamatéria®.

O IFN- y induz a produgdo de peroxido de nitrogénio, oxido nitrico e outras
moléculas téxicas responsaveis pela atividade microbicida dos macrofagos. O fator de
necrose tumoral (TNF a e B) e o fator estimulador de colénias de granulécitos e
mondcitos (GM-CSF) também promovem aumento da atividade dos macréfagos, assim
como produtos microbianos, como o lipopolissacarideo (LPS) — um constituinte da
membrana externa das bactérias Gram-negativas’.

O papel do NO na mucosa bucal normal ainda é desconhecido. Os achados
sugerem que uma concentracido excessiva de NO na saliva exerce um papel potencial
nas modificagbes das doencas da mucosa bucal apresentando um efeito regulador
patofisiolégico. O aumento do nitrito quantificado na saliva foi encontrado em pacientes
com recorrentes ulceragdes orais aftosas. Observa-se um aumento do nivel de iINOS
gengival durante a inflamacgéao periodontal, quando comparada com tecidos gengivais nao
inflamados?.

As doengas periodontais representam um grupo predominante de condicdes
inflamatérias crénicas. A prolongada producao de mediadores pro-inflamatérios pode
resultar no aumento da producdo de NO favorecendo o catabolismo tecidual. A resposta
inflamatéria é autolimitada. Entretanto, quando a inflamacgao é desregulada ou quando o
fator inicializador persiste, como ocorre na doenga periodontal, a inflamacdo pode
conduzir a um excessivo prejuizo tecidual*>.

Muitos estudos tém avaliado o comportamento das ligaduras elasticas em relacéo
as suas propriedades fisicas. No entanto, sdo escassos os trabalhos que avaliam as

propriedades biolégicas e os possiveis efeitos toxicos deste material. O presente estudo
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teve por objetivo avaliar, in vitro, a viabilidade celular de macréfagos murinos J774 e
quantificar a produgao do 6xido nitrico (NO) gerado por estas células estimuladas pelo

IFN- y na presenca de ligaduras elasticas de diferentes marcas e cores.

MATERIAL E METODO

Material estudado

A amostra foi constituida de 6 elos de ligaduras elasticas ortodénticas do tipo
modular nas cores prata e transparente de cada uma das seguintes marcas comerciais:
GAC International (Islandia, NY), TP Orthodontics (LaPorte, USA) e Morelli (Sorocaba,
SP) para cada tempo estudado (24, 48 e 72horas). Os elasticos utilizados eram
provenientes de um mesmo lote e foram obtidos diretamente dos fabricantes. Foram
mantidos em suas embalagens plasticas originais sob refrigeracdo e ao abrigo da luz até
0 inicio do experimento, eliminando assim, eventuais alteragbes causadas por variagdes

na temperatura e luminosidade.

Preparacao e esterilizagcao dos materiais

As ligaduras elasticas foram removidas dos modulos com o auxilio de uma
tesoura, para eliminar a possibilidade de dano as estruturas das ligaduras elasticas
durante o procedimento. A esterilizacdo dos materiais foi realizada com 6xido de etileno.
Posteriormente, os elasticos foram manipulados no fluxo laminar a fim de se resguardar

todas as condi¢des de esterilidade.

Cultura Celular da linhagem de macrofagos murinos J774
Foram utilizadas células da linhagem murina J774 A.1 (ATCC n°.TIB-67) mantidas
em cultura no laboratério de Imunologia, do Instituto de Ciéncias Biolégicas da

Universidade Federal de Juiz de Fora. Esta linhagem de macréfagos foi mantida em
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garrafa plastica de cultura (NUNC) em meio suplementado, com 5% de soro fetal bovino
(FCS - fetal calf serum), 50Ul/ml de Penicilina, 1% de aminoacido ndo-essencial e 2% de
L-Glutamina (Gibco/BRL). As células foram conservadas em incubadora com 5% de CO,,
numa temperatura de 37°C. Apods 5 dias, as células foram transferidas para um recipiente
adequado e foram lavadas através de centrifugacdo a 1200 rpm, durante 10 minutos a
4°C. Para determinagéo da viabilidade e contagem celular foi utilizado o corante azul de

Tripan, em uma proporcao de 1/1 (corante/meio de cultura), em camara de Newbauer?®.

Cultura de células na presenc¢a dos materiais

Em placas de cultura de 96 pogos, foram cultivadas 2 x 10* células J774/pogo
resuspensas em um volume de 100ul de meio de cultura RPMI suplementado. Sobre as
células foram colocados 10yl de interferon (IFN- y) na concentragao 5 ng/ml e os elos de
cada tipo de ligaduras elasticas. As placas foram deixadas em cultura em diferentes
intervalos de tempo (24, 48 e 72horas) a 37°C, com 5% de CO,. Apds o periodo de
incubacao, o sobrenadante foi coletado para posterior quantificagcdo do 6xido nitrico e as
células foram submetidas a avaliagdo da viabilidade celular apds a remocao do material.
O Grupo controle foi constituido pelos macréfagos murinos e 10ul de IFN- vy, depositados

nas placas de 96 pogos, sem a presencga dos materiais elasticos.

Teste de viabilidade (MTT — Thiazolyl Blue Test)

Ap6s a retirada dos sobrenadantes, foi acrescentado 90yl de meio RPMI
suplementado e 10ul da suspensdao de MTT (50mg/ml) as células e ligaduras que
permaneceram nos pogos das placas. As placas foram incubadas por 4 horas a 37°C em
estufa de CO,. Apds este periodo, a reacdo de MTT foi bloqueada com 100ul/pogo de
solugdo alcool-acido. Em seguida, permaneceram incubadas por 10 minutos a

temperatura ambiente. As ligaduras elasticas foram removidas com o auxilio de uma
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pinga estéril e a leitura foi realizada a 570nm utilizando-se um leitor de microplacas

(Spectramax 190-MOLECULAR DEVICE)' %8,

Analise da produc¢ao do 6xido nitrico

A producao do NO foi estimada através do acumulo do nitrito (NO2) que é o
produto de conversdo estavel do oxido nitrico. A mensuragao foi efetuada usando o
método de Griess® ® 7. Depois dos respectivos tempos, 100ul do sobrenadante de cada
poco da placa de cultura foram transferidos para uma nova placa de 96 pogos. Foi
acrescentado aos sobrenadantes, a mesma quantidade do reagente de Griess (1%
sufanilamida, 0,1% N- (1-naftil) — etilina diamina hidroclorido, 2,5% H3PO4)7. As
concentracdes de nitrito presente nos sobrenadantes foram obtidas através da analise de
regressao linear a partir da curva padrao, empregando-se diluigbes duplas seriadas de
nitrito de sédio a partir de 200 uM até a 112 diluicdo’. A absorbancia foi determinada a

540nm, através do leitor de microplacas (Spectramax 190-MOLECULAR DEVICE).

Tratamento estatistico

A anélise estatistica foi realizada utilizando-se os testes Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney comparando os valores obtidos de cada grupo de ligadura com o grupo controle.
Houve ainda a comparagao entre os intervalos de tempo analisados (24-48 horas; 48-72

horas e 24-72 horas) para cada grupo testado. Os valores de “p” menores que 0.05 foram

considerados estatisticamente significantes.

RESULTADOS

O teste de Kruskal-Wallis demonstrou haver diferencas significativas entre os

grupos nos periodos de 24 e 48 horas na presenga do IFN- y (tabela 1). Com o intuito de
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se determinar qual o grupo que apresentava tal diferenga foi realizado o teste Mann-
Whitney (figura 1).

Em 24 horas, as células em contato com as ligaduras elasticas Morelli
transparente e TP prata apresentaram diminui¢ao significativa na viabilidade em relacao
ao controle. Em 48 horas, houve reducao significativa da viabilidade celular nos grupos
das ligaduras Morelli e GAC quando comparadas as ceélulas controle. Por outro lado, no
periodo de 72 horas, a viabilidade apresentada por todos os grupos de ligaduras foi maior
do que aquela apresentada pelas células controle, sendo significativa apenas para a
ligadura GAC transparente (figura 1).

Ao comparar a viabilidade celular em relagdo ao tempo, nota-se que as células
controle apresentaram aumento em 48 horas que foi significativo em relagdo ao periodo
inicial (24 horas). Posteriormente, nota-se redugédo da viabilidade em 72 horas, também
significativa. No entanto, ao se comparar o periodo de 72 com 24 horas ndo houve
diferenca significativa. Do mesmo modo, as ligaduras TP prata e transparente exibiram
comportamento semelhante ao grupo controle. Nao existiram diferengas significativas na
viabilidade das células em contato com as ligaduras GAC prata e transparente e Morelli
prata em quaisquer dos tempos. Por outro lado, a ligadura Morelli transparente
apresentou diferencas significativas nos periodos de 48 a 72 horas e 24 a 72 horas

(tabela 2 e figura 1).

Tabela 1 - Teste de Kruskal-Wallis para a andlise da viabilidade celular em fung¢ao do tempo.

Tempo p valor
24 horas 0,030
48 horas 0,000

72 horas n.s.
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Tabela 2 - Teste de Kruskal-Wallis para a viabilidade celular no tempo para cada grupo de
material e grupo controle na presencga do interferon-gama (p < 0,05).

Kruskal-Wallis

Material
p valor

Controle 0,013
Morelli prata n.s.
Morelli transparente 0,020
GAC prata n.s.
GAC transparente n.s
TP prata 0,043
TP transparente 0,018

0,60

0,40 -

DO - 570nm

0,20 -

0,00 -
24H

48H

72H

B Controle
B GAC Prata
O TP Transparente

E MO Prata
O GAC Transparente

O Mo transparente
B TP Prata

Figura 1 — Comparacao entre as médias de viabilidade celular para cada grupo de ligadura em
relagéo ao grupo controle nos trés tempos analisados (Teste de Mann-Whitney — * p <

0,05).

A producédo de 6xido nitrico realizada pelas células controle e pelas células

estimuladas pelas ligaduras elasticas em 24, 48 e 72 horas pode ser observada na figura

2. O teste Kruskal-Wallis (tabela 4) apresentou diferengas significativas entre as células

controle e aquelas que estavam em contato com as ligaduras nos diferentes tempos.

Os resultados demonstraram aumento significativo na producdo de NO em todos

0s grupos de ligaduras e grupo controle no periodo de 24 a 48 horas. Apos este periodo,

nota-se uma tendéncia de estabilizacdo de 48 a 72 horas, uma vez que nao existiram
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diferencgas significativas neste intervalo de tempo. As células que estavam em contato
com as ligaduras Morelli transparente, GAC prata e GAC transparente apresentaram a
menor producdo de NO nos 3 tempos analisados. Tal diferenga foi significativa ao ser
comparada com a producao de NO demonstrada pelas células controle (tabela 4 e figura
2). Observa-se ainda que nenhum dos grupos analisados apresentou uma produgao de
NO maior do que aquela exibida pelas células controle na presenga do IFN-y.

A produgao de NO pelo grupo controle e pelos grupos de elasticos analisados foi
similar em relagédo ao tempo (tabela 5). Ao comparar o periodo de 48 horas em relagcéo a
24 horas, nota-se que houve diferenga significativa na producdo de NO em todos os
grupos, indicando uma intensa producdo de NO em fung¢do do tempo, na presenca do
estimulo. Esta alta produgdo observada em 48 horas praticamente se manteve em 72
horas, uma vez que nao existiram diferencas significativas no periodo de 48 para 72
horas. Do mesmo modo, no periodo de 24 para 72 horas, houve diferenca significativa na

producao de NO em todos os grupos de ligaduras e grupo controle.

Tabela 4 - Teste de Kruskal-Wallis para a analise dos niveis de éxido nitrico em fungéo do tempo
na presenga do estimulo (p < 0,05).

Tempo p valor
24 horas 0,001
48 horas 0,003
72 horas 0,003

Tabela 5 - Teste de Kruskal-Wallis para os niveis de 6xido nitrico no tempo para cada grupo de
material e grupo controle na presenga do estimulo (p < 0,05).

Kruskal-Wallis

Material
p valor

Controle 0,003
Morelli prata 0,003
Morelli transparente 0,003
GAC prata 0,003
GAC transparente 0,003
TP prata 0,003

TP transparente 0,003
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Figura 2 — Comparacgao entre os niveis de 6xido nitrico para cada grupo de ligadura em relacéo
ao grupo controle nos trés tempos analisados (Teste de Mann-Whitney — * p < 0,05).

DISCUSSAO

Mosmann (1983) considerou o teste com MTT um significativo avanco sobre as
técnicas tradicionais para a avaliacdo da proliferacdo e citotoxicidade. E um ensaio
colorimétrico, que apresenta como vantagem principal a rapidez com que as amostras
podem ser processadas. Ele detecta as células vivas, metabolicamente ativas, e o sinal é
dependente do grau de ativagdo dessas células'. Os testes de citotoxicidade “in vitro”
devem quantificar a viabilidade celular e o crescimento e serem correlacionados com
experimentos em animais e estudos clinicos®.

O IFN- y foi utilizado neste estudo com a finalidade de simular uma resposta
inflamatdria no organismo, uma vez que esta citocina apresenta relevante importancia
nos processos imunolégicos e inflamatérios, além de ser a principal citocina ativadora de
macréfagos®.

Na presenca do estimulo (IFN- y), o comportamento apresentado pelas células

controle neste estudo, deve-se a fase (Intérfase) do ciclo celular em que estas células
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encontravam-se ao se realizar o experimento. Houve aumento significativo na viabilidade
celular de 24 para 48 horas em razdo da alta proliferagdo apresentada pelas células
J774. Posteriormente, em 72 horas, nota-se que houve reducido desta viabilidade,
provavelmente, devido a falta de espaco e nutrientes necessarios para a cultura celular.

Na analise dos resultados, nota-se uma menor viabilidade das células em contato
com as ligaduras no periodo de 24 e 48 horas quando comparadas as células controle.
Esta diminuigdo foi significativa para as células em contato com as ligaduras Morelli
transparente e TP prata em 24 horas e para as ligaduras Morelli e GAC em 48 horas.
Variagbes ocorrem na composicdo dos elasticos de diferentes marcas, o que poderia
explicar as diferencas nos resultados obtidos. Paralelamente, houve uma elevada
producdo de NO pelas células J774 em todos os grupos de ligaduras do tempo 24 para
48 horas, sugerindo que a associagdo de ligaduras e NO possa ter influenciado a
viabilidade celular no tempo 48 horas.

Todavia, uma viabilidade superior aquela apresentada pelas células controle pode
ser observada por todos os grupos de ligaduras em 72 horas. Provavelmente, as células
remanescentes, em 48 horas, continuaram a proliferar apesar da producdao de NO
permanecer elevada. Segundo Grimsdottir, Hensten-Pettersen e Kullmann (1992) o efeito
citotéxico é causado por um irritante primario, quando este esta presente em uma
concentracao e tempo suficientes para desencadea-lo. As reagdes podem variar de um
eritema a necroses, dependendo da toxicidade do irritante primario, da sua concentracéo
e do tempo de exposicao®.

O grupo das ligaduras TP foi o que apresentou comportamento similar ao grupo
das células controle, apesar das ligaduras TP prata terem propiciado uma menor
viabilidade celular em 24 horas.

As células em contato com as ligaduras GAC transparente demonstraram uma
significativa proliferacdo em 72 horas quando comparadas as células controle. Por outro

lado, foi o grupo que apresentou a menor producao de NO, indicando que a associagao
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deste tipo de ligadura com o IFN- y propiciou inibicdo da sintese de NO. Estes dados
sugerem que a ligadura GAC transparente, na presenga do IFN- y, pode ter sido um
estimulo para a proliferagdo das células J774, ao mesmo tempo em que alterou a via de
metabolismo do NO, inibindo sua sintese.

As ligaduras Morelli transparente e GAC prata também apresentaram a menor
producdo de NO nos 3 tempos analisados. Novamente, isto sugere que a associagao
destas ligaduras com o IFN- y aumentaram o potencial de resposta imune ao propiciarem
inibicao da sintese de NO.

Em relacdo ao tempo, houve evidente producdo de NO no tempo 48 horas, que
permaneceu elevada no tempo 72 horas, porém de forma nao significativa no intervalo de
48 para 72 horas. Tal fato pode estar associado a falta de estimulo as células a partir do
tempo 48 horas. Ao se comparar a producdo de NO de um estudo prévio®® sem a
presenga do IFN- y, com os resultados deste trabalho nota-se que houve um aumento
expressivo na producado de NO em todos os grupos de ligaduras e no grupo controle. Isto
pode ser explicado pelo fato do IFN-y, uma citocina pré-inflamatéria, ser um importante
ativador de macréfagos® . Houve assim, em funcdo desta maior producdo de NO, uma
redugdo da viabilidade celular quando comparado com os dados do estudo sem a
presenca do estimulo®. Nota-se, portanto, que a presenca do IFN-y na cultura celular
determinou diferengas nas respostas dos grupos de ligaduras testadas.

Recentemente, muitos estudos tém relatado que macrofagos ativados podem
produzir alta quantidade de NO e exercer sua toxicidade de maneira NO-dependente®.
Lipopolissacarideos (LPS) de bactérias gram-negativas, TNF-a, IL-1 e IFN-y tém
demonstrado serem estimuladores importantes da produ¢cao de NO em uma variedade de

células humanas e animais'™ ®

. Apesar dos resultados deste estudo demonstrar
concordancia com a literatura em relagdo ao aumento na dosagem de NO, nenhum dos
grupos de ligaduras elasticas associado ao IFN-y atingiu o patamar alcangado pelo grupo

controle. Ao contrario, a associagao das ligaduras com o IFN-y, em 3 grupos de ligaduras
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(Morelli transparente, GAC prata e GAC transparente), proporcionou niveis de NO
significativamente menores do que o grupo controle nos 3 tempos analisados. A
producdao de NO pode ser considerada como resultante da fisiologia normal dos
macrofagos e pode, ainda, estar sujeita a acdo de substancias imunomoduladoras que
podem aumentar ou diminuir a producdo destas moléculas’.

Ha poucos estudos sobre o efeito do NO nas doencas orais e embora tenha
havido poucas publicagdes concernentes a essa area, o interesse sobre essa molécula
tem se expandido rapidamente®. Experimentos em animais e estudos clinicos
demonstram um fendmeno, mas nao o mecanismo envolvido. Os sistemas “in vitro” sao
capazes de elucida-los, pois diferentes aspectos do complexo sistema “in vivo” podem
ser investigados separadamente “in vitro”?. Assim sendo, estes resultados tornan-se
importantes para se ter um conhecimento inicial sobre a ativacdo de macrofagos e o
potencial citotoxico de diferentes materiais utilizados em Odontologia, além dos

mecanismos envolvidos na resposta imune relacionada a cavidade bucal.

CONCLUSOES

- As células que estavam em contato com as ligaduras TP apresentaram comportamento
semelhante ao das células controle, apesar do grupo das ligaduras TP prata ter

apresentado menor viabilidade celular em 24 horas;

- Embora tenha sido verificada menor viabilidade celular no tempo 48 horas para o grupo
das ligaduras Morelli e GAC em relagcdo ao grupo controle, nota-se uma viabilidade
superior em todos os grupos de ligaduras no tempo 72 horas quando comparada as

células controle, sendo significativa para o grupo das ligaduras GAC transparente;
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- Em relacéo ao tempo, a presencga do IFN-y proporcionou aumento evidente na producéao
de NO pelas células J774 em contato com todos os tipos de ligaduras e células controle
no periodo de 24 a 48 horas. Nao houve diferencas significativas no periodo de 48 a 72

horas.

- Nenhum dos grupos de ligaduras propiciou produgdo de NO maior do que aquela
exibida pelas células controle, sendo que o grupo das ligaduras Morelli transparente e
GAC (prata e transparente) demonstraram a menor producdo desta molécula na

presencga do IFN-y;
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Carta de Aceite - pboci
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Pesquisa Brasileira em
Odontopediatria e Clinica Integrada

---------- Forwarded message ----------
From: robert willer farinazzo vitral
Date: 27/03/2008 13:05

Subject: declaragao artigo original PBOCI

--- Mensagem Original ---

Data: 3/27/2008

De: "apesb"

Assunto: PBOCI para Robert Vitral

Prof. Robert Vitral,

Os editores concordaram com as modificagdes realizadas pelos autores no artigo
"Avaliacdo da citotoxicidade de materiais odontoldgicos através do método de MTT e
producao de oxido nitrico: descricdo de uma técnica", tendo sido o artigo enquadrado na
categoria "Artigo Original".

Aproveito a oportunidade para comunicar que o trabalho sera publicado na volume 8,
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