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RESUMO

Estudos apontam para o fato de os braguetes ceramicos serem quimicamente
inertes no meio bucal, enquanto os braquetes de policarbonato podem
degradar-se liberando bisfenol-A (BPA) e os braquetes de polioximetileno, o
formaldeido. Juntamente com os testes de citotoxicidade tradicionais, o estudo
da producéo celular de Oxido Nitrico (NO) estimulado por determinado material
€ um método capaz de avaliar seu potencial citotéxico. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar a viabilidade celular (citotoxicidade) destes trés
grupos de braquetes sobre cultura celular da linhagem de macréfagos murinos
J774 pelo método MTT {3,(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide} e o estimulo dos braquetes a producdo de Oxido nitrico pelos
macrofagos. A avaliacdo das culturas celulares foi realizada em trés intervalos
de tempo: 24, 48 e 72 horas. A viabilidade celular em todos os grupos foi maior
no periodo final da avaliacdo (72 horas) em relacdo ao periodo inicial (24
horas), aumento este significativo nos grupos controle e braquetes ceramicos.
As médias finais nos grupos de braquetes ndo apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao controle. A producédo de NO foi significativamente
maior em todos 0s grupos no periodo final em relagdo ao periodo inicial. Nao
houve diferenca significativa entre as médias finais dos grupos de braquetes e
do grupo controle, embora os braquetes de polioximetileno tenham
apresentado médias significativamente maiores nos periodos de 24 e 48 horas.
Numa segunda etapa do trabalho os macrofagos foram ativados com
interferon-gama  (IFN-Y) procurando simular uma condicdo comum no
organismo humano no qual estas citocinas sdo produzidas e liberadas frente a

presenca de antigenos. A viabilidade celular em todos os grupos foi



significativamente maior no periodo final da avaliacdo em relagdo ao periodo
inicial. As médias finais da viabilidade celular nos grupos de braquetes ndo
apresentaram diferencas significativas em relagdo ao controle. A producao de
NO foi significativamente maior em todos os grupos no periodo final da
avaliagdo em relacdo ao periodo 24 horas. Todavia ndo houve uma maior
producdo de oOxido nitrico relacionado a presenca dos braquetes associada ao

estimulo com Interferon-Y.

Palavras-chave:
1 - Braquetes 3 - Oxido Nitrico

2 — Citotoxicidade 4 — Viabilidade 5 — Interferon-gama



SUMMARY

Studies point to the fact that ceramic brackets are chemically inert to the oral
cavity, whereas polycarbonate and polyoxymethylene brackets may degradate
releasing bisphenol-A and formaldehyde, respectively. In addition to the
traditional cytotoxicity tests, the study of nitric oxide cellular production
stimulated by a specific material has shown to be a reliable tool for evaluating
its cytotoxic potential. The present study was aimed at assessing cellular
viability by MTT {3,(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide}
assay in a murine macrophage cell line J774 in the presence of esthetic
brackets, and quantify nitric oxide production by these macrophages. Evaluation
of cell culture was undertaken in three time intervals: 24, 48, and 72 hours.
Cellular viability in all groups was higher at the final time interval (72 hours) in
relation to the initial time (24 hours). This increase was significant in the control
and ceramic bracket groups. Final means in the bracket groups did not show
significant differences when compared to the control group. Nitric oxide
production was significantly greater in all groups at the final time interval in
relation to the initial time. There was no significant difference between the final
means of the bracket groups and the control group, although polyoxymethylene
brackets have shown significantly greater means at times 24 and 48 hours. In a
second step of the study, macrophages were activated with gamma interferon
(IFN-y) in order to simulate a common condition of the human body in which
these citocines are produced and released with the presence of antigens.
Cellular viability in all groups was higher at the final time interval (72 hours) in

relation to the initial time. Final means in the bracket groups did not show



significant differences when compared to the control group. Nitric oxide
production was significantly greater in all groups at the final time interval in
relation to the initial time. However, there was not an increase of nitric oxide

production in relation to the presence of brackets associated with the Interferon-

Y stimulus.
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RESUMO

Desenvolver e selecionar materiais biocompativeis tém sido um dos
grandes desafios na area de saude. ReacOes toxicas, inflamatdrias, alérgicas
ou mutagénicas sao possiveis respostas bioldgicas aos materiais e a toxicidade
€ um dos principais parametros para a avaliacdo biologica. A Ortodontia, com o
objetivo de promover movimenta¢Bes dentarias, utiliza um conjunto de
materiais e, dentre eles, os braquetes. Estes acessorios, disponiveis nas
formas metalicas, plasticas ou ceramicas, estao fixados a superficie dos dentes
e em contato direto com os tecidos e com o meio bucal, um ambiente Umido
que pode modificar as propriedades dos mesmos. Alteracdes nas propriedades
dos materiais no meio bucal podem ter efeitos nocivos nos tecidos adjacentes,
levando ao desenvolvimento de processos inflamatérios. O presente trabalho
tem como objetivo avaliar a citotoxicidade dos braquetes estéticos em células
da linhagem de macréfagos murinos J744 atraves da técnica do MTT (Thiazolyl
Blue Test), para averiguacao da viabilidade celular, assim como a producgao de
oxido nitrico determinada pela ativacédo dos macréfagos.

Palavras-chave:
1 - Braquetes 3 - Oxido Nitrico

2 — Citotoxicidade 4 — Viabilidade 5- MTT



1.1 - INTRODUCAO

A Odontologia tem como meta principal manter ou melhorar a qualidade
de vida do paciente seja pela prevencao de doencgas, pelo alivio da dor, pela
melhoria da eficiéncia mastigatéria, pelo aprimoramento da fonética e/ou pela
melhora da aparéncia. Muitos desses objetivos pedem a reposicdo ou a
alteragcdo da estrutura dentaria existente, assim como a alteracdo do
posicionamento dos dentes. Desenvolver e selecionar materiais biocompativeis
tém sido um dos principais desafios. Metais, ceramicas, polimeros e resinas
compostas sdo 0s quatro grupos de materiais empregados em Odontologia.
Até meados do século passado, pouca informacéo cientifica a respeito desses
materiais estava disponivel. Reacdes tdxicas, inflamatoérias, alérgicas ou
mutagénicas sdo possiveis respostas biolégicas aos materiais. A toxicidade é
um dos principais parametros para a avaliacdo de resposta biolégica e do
potencial relacionado com a dose do material para causar a morte de células
ou tecidos sendo hoje o primeiro teste de triagem usado para quase todos os
materiais (ANUSAVICE, 2005).

A Ortodontia usa diversos tipos de materiais classificados como
materiais restauradores provisorios (fios, bandas, braquetes, resinas acrilicas,
ceramicas entre outros) que sao destinados a aplicagdo por um periodo médio
ou longo. O aparelho ortodéntico é constituido por um conjunto desses
materiais. Acentuados esfor¢os tém sido feitos para tornar o aparelho fixo mais
estético pela eliminacdo de sua aparéncia metalica, seja através da fixacdo dos
braguetes na superficie lingual dos dentes ou pela producdo desses acessorios
da mesma cor dos dentes. Os braquetes estdo disponiveis no mercado nas

formas metalicas, plasticas ou ceramicas e sdo submetidos a um ambiente
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bucal Umido que pode modificar as suas propriedades (PROFFIT, 1995;
MOCKERS, DEROZE e CAMPS, 2002).

Qualgquer um desses materiais na boca cria uma interface dinamica com
interacbes que podem alterar um ou outro, determinando tanto uma resposta
bioldgica ativa ao material, a biocompatibilidade, quanto uma capacidade de o
material sobreviver, resistir a degradacdo ou sofrer corrosdo no corpo. A
biocompatibilidade é dependente da liberacdo de elementos desses materiais.
Além disso, a composicdo, 0 pré-tratamento e 0 manuseio desses aparatos
influenciam a liberagdo de tais elementos (SJOGREN, SFETTEN e DAHL,
2000; ANUSAVICE, 2005).

O ambiente bucal possui as condicbes favoraveis para a colonizacao de
um grande numero de microrganismos. A colocag¢do do aparelho ortodéntico
cria a ambientacdo favoravel para o acumulo desses microrganismos e de
residuos alimentares, 0s quais podem provocar carie, exacerbar quaisquer
doencas periodontais pré-existentes e o efeito toxico desses artificios pode
contribuir para uma gengivite generalizada. No microambiente da doenca
periodontal, além da presenca de diversas citocinas, tem sido observada a
producdo de NO, o qual age diretamente na manutencao da inflamacao, bem
como na destruicdo tecidual (GRIMSDOTTIR, HENSTER-PETERSEN, 1993;
BATISTA, 2001; ANHOURY et al., 2002).

Sob tais circunstancias, € de fundamental importancia a avaliacdo da
citotoxicidade dos bragquetes estéticos, usados atualmente na clinica
ortoddntica, a fim de detectar possiveis efeitos nocivos desses aparatos ao

meio bucal.
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1.1.1 — Reviséo bibliogréafica

1.1.1.1 — Braquetes de ceramica

O aumento do numero de pacientes adultos na pratica ortoddntica levou
a uma maior atencdo ao projeto estético dos acessorios utilizados. Varios
novos tipos de braquetes ceramicos, que incluem os de cristal simples Al,O3 ou
os policristalinos Al,O3 ou Al,O3/SiO, em sua composi¢cdo foram introduzidos

no mercado. (ELIADES et al., 1994)

Ceramica é uma larga classe de materiais que inclui pedras preciosas,
vidros, esmaltes, mistura de compostos ceramicos e O6xidos metalicos.
Essencialmente, uma ceramica ndo é nem metalica nem polimérica. E um
material renomado por sua dureza, sua resisténcia a altas temperaturas, assim
como a degradagdo quimica. A estrutura atbmica que proporciona essas

vantagens, também €& responsavel por seu mais evidente problema: a

fragilidade (SWARTZ, 1988).

Alguns tipos especiais de ceramicas sdo usados em Medicina para
substituicdo ou reconstru¢cdo de partes afetadas ou destruidas do sistema
esquelético, sdo as bioceramicas. Estas podem ser reabsorviveis
(tricalciofosfato), bioativas (hidroxiapatita, vidro bioativa e ceramica vitrificada
bioativa) e materiais bioinertes como o éxido de aluminio sinterizado (Al,O3).
Ceramicas bioinertes séo usadas exclusivamente para a substituicdo de 0ssos,
articulacdes de quadril e implantes dentarios que por sua vez sdo materiais que
devem satisfazer exigéncias estritas em relacdo as propriedades de corroséo,

pureza quimica e biocompatibilidade (KUNES et al.,2000).



Os braguetes ceramicos foram introduzidos na especialidade ortodéntica
numa tentativa de atender a uma crescente demanda de pacientes adultos nos
consultérios e pelo conseqlente apelo por dispositivos esteticamente
agradaveis (BRITTON et al., 1990; ELIADES et al., 1994; FELDNER et al.,
1994; MEGURO et al., 2006). Desenvolvidos no final dos anos 80, até certo
ponto, eles superaram as limitacbes estéticas dos braquetes plasticos
suportando a forga de torque, mostrando-se mais duraveis e mais resistentes a
manchas e descoloragcbes (FELDNER et al., 1994; PROFFIT, 1995;
BAZAKIDOU et al.,, 1997; FERNANDEZ, CANUT, 1999;), além de serem

guimicamente inertes a fluidos orais (MEGURO et al., 2006).

Amplamente utilizados, Graber e Vanarsdall(1996) relatam que,
teoricamente, os braquetes ceramicos (feitos de 6xido de aluminio) podem
combinar a estética do plastico e a confiabilidade do braquetes metélico e,
somados a isso, segundo Proffit (1995), estes dispositivos possuem outras
caracteristicas que os favorecem como a possibilidade de serem modelados
individualmente, para cada dente, garantindo uma boa estabilidade

dimensional.

Todos os braquetes ceramicos sdo compostos de alumina (SHWARTZ,
1988). A alumina existe na natureza como um cristal simples ou como unidades
de policristais e, devido a isso, sdo chamados de monocristalinos ou

policristalinos, respectivamente (SHWARTZ, 1988; MEGURO et al., 2006;).

Os braquetes policristalinos sédo sinterizados ou fundidos a partir de
particulas de o6xido de aluminio, de aproximadamente 3 microns. Essas
particulas sdo misturadas a um aglutinante até que tomem um tamanho

préximo a 30 microns. Apés esse procedimento, elas sédo levadas a um molde
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e este, por sua vez, a altas temperaturas (1800°C). O passo seguinte é o corte
com ferramentas diamantadas para que a peca tome as dimensdes
adequadas. Realizadas as finalizagBes, tratamentos térmicos sdo aplicados
para que haja equilibrio nas propriedades fisicas. Imperfeicbes estruturais
visualmente despreziveis, ou tracos de impurezas de no minimo 0,01% podem
servir como foco para a propagacao de quebras sob estresse. A producéo de
braguetes policristalinos € menos complexa e, conseqientemente, esses

braquetes ceramicos sdo mais prontamente disponiveis no mercado (SWARTZ,

1988).

A vantagem priméria dos braquetes monocristalinos manufaturados é a
eliminacdo do possivel estresse induzido por impurezas ou imperfei¢cdes, visto
gue esses sao confeccionados por um processo inteiramente diferente.
Grandes pecas de cristais simples de safira sdo moidas em formas e
dimensdes variadas. Moldes, com o formato desejado do braquete, séo
preenchidos com a massa de 6xido de aluminio e, em seguida, sdo levados a
temperaturas superiores a 2100°C. Essa massa € vagarosamente esfriada
permitindo uma cristalizagdo cuidadosamente controlada. O cristal resultante é
mais puro que sua contraparte natural. A desvantagem desse tipo de braguete
ceramico é a dificuldade de fabricagcdo, somada a despesa de moagem do
material conhecido como o 3° mais duro da natureza. Isso envolve o
desenvolvimento de tecnologias com seus inerentes novos problemas

(SWARTZ, 1988).

Carter (1989) afirmou que em 1986, 85% de seus pacientes iniciaram o
tratamento usando bradquetes de safira monocristalina e 0s usaram

exclusivamente em caninos e incisivos maxilares. A recomendacao para 0 uso
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desses braquetes apenas nos dentes superiores anteriores, devido a
dificuldade de remocao, ao custo do material, as possiveis fraturas e desgastes
dentérios, foi também corroborada por, Proffit (1995), Ogaard, Rolla e Arends

(1988), Ghafari (1992).

O uso incorreto dos braquetes ceramicos ou as indica¢des equivocadas
podem abrir margem a problemas variados, tais como, o alto coeficiente de
friccdo entre braquetes e arco, o que pode interferir no tratamento ortodéntico.
Por serem mais volumosos, 0s braquetes ceramicos tém maior superficie de
contato com a mucosa bucal, causam maior desconforto ao paciente e por sua
vez, h4 um aumento na forga friccional, demonstradamente com os maiores
valores estatisticamente significantes. A superficie mais aspera desses
acessorios, devido a dificuldade de acabamento e de polimento, em contato
com o fio ortoddntico, afeta o deslizamento mecéanico, causa corrosao e coloca
em perigo a estética e a biocompatibilidade (NISHIO, MOTTA, ELIAS, MUCHA,

2004).

A interacdo quimica entre o fio ortoddntico e o material do braquete, cuja
superficie pode produzir abrasdo em fios suaves, faz com que pequenos
pedacos de fio sejam desprendidos e figuem aderidos ao corpo do braquete.

(PROFFIT, 1995)

Além de maior dureza do material ceramico (propicia ao desgaste dos
dentes antagonistas), da resisténcia friccional fio/braquete ceramico (que é
maior e menos previsivel do que aquela existente entre fio/braquete metélico, o
que dificulta a determinac&o do nivel de forgca mais adequado) e o controle de
ancoragem dos dentes, Graber e Vanarsdall (1996) ressaltam outras

desvantagens dos braquetes ceramicos: a superficie aspera e porosa que
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favorece o aparecimento da placa bacteriana e de manchas ao redor do
esmalte, a maior fragilidade em relacdo aos braquetes metalicos e a dificuldade

de remocéao desses acessorios ao final do tratamento.

Quanto a superficie aspera, Karamouzos, Athanasiou e Papadoulos,
(1997) afirmam que determinadas dietas alimentares (bebidas excessivas,
cafeina etc.), praticas higiénicas incorretas ou aplicacbes de baton, podem
alterar os resultados estéticos dos braguetes ceramicos. Em se tratando da
presenca de poros, de interferéncias de fabricacdo e da propagacao de linhas
de fratura, ha um comprometimento dos braguetes ceramicos em qualquer

momento de uso clinico.

Os braquetes monocristalinos possuem uma superficie mais lisa.
Teoricamente isso significa maior resisténcia a fratura. Mas, uma pequena
superficie desses braquetes, quando arranhada ou recortada, tende a se
estender reduzindo a resisténcia. Como no tratamento ortodéntico hé
movimentos de torque com momentos de forca entre 2000 e 3000g/mm, na
andlise técnica ou nos testes clinicos, tensfes dessa magnitude levam

naturalmente a fraturas (PROFFIT, 1995).

O material ceramico é de extrema dureza e possui ligacdes atdbmicas
direcionais, altamente localizadas com um entrelagamento que n&o permite
flexibilidade com trocas de ligacdes e consequente redistribuicdo do estresse.
Quando as tensdes do referido estresse alcangam um nivel critico, as ligagdes
interatbmicas quebram e ocorrem as falhas do material. Isso é chamado de
fracasso da fragilidade e ocorre devido a susceptibilidade do material

(SWARTZ, 1988).



A ocorréncia de problemas na descolagem dependera da interface
braguete/adesivo. As bases de tais acessoOrios com ranhuras permitem uma
engrenagem mecanica ao adesivo. A configuracdo de bases com superficies
lisas confere uma camada quimica que aumenta a forca de ligadura, sendo,
nesse caso, a for¢ca mais critica porque eleva a capacidade de adesao a niveis
suficientemente altos para causar danos a superficie do esmalte do dente

(SWARTZ, 1988; BRITTON, et al., 1990; FERNANDEZ, CANUT, 1999).

Devido a dificuldade de remoc¢éo dos braquetes ceramicos ao final do
tratamento, os pacientes devem ser avisados, inclusive com alusédo a esse
detalhe quando o tratamento ortodéntico € iniciado (BRITTON et al., 1990;
CARTER, 1989). Os braquetes ceramicos mecanicamente aderidos ao dente

nao apresentaram problemas na descolagem (SWARTZ, 1988).

Critica e cientificamente, pesquisas de revisao de novos produtos devem
preceder a sua comercializagdo e o seu uso. Colaboragdes entre mercado,
entidades de classe e a comunidade cientifica, devem ser buscadas para que
diretrizes para o uso de braquetes ceramicos sejam estabelecidas seguindo

experimentos controlados (GHAFARI, 1992).

Recentemente, um novo tipo de braquete ceramico de fosfato de célcio,
com excelente biocompatibilidade, baixas propriedades de friccdo e
compatibilidade em dureza com o esmalte dentério foi introduzido no mercado,
o Hyaline (Tomy International Inc., Tokyo, Japan) (MEGURO, HAYAKANA,

KAWASAKI, KASAI, 2006).

A partir do momento em que novos modelos de braquetes ceramicos
vao sendo criados, as diferengas e os problemas estruturais tendem a diminuir

em favor de uma Otima configuracdo, pureza e auséncia de falhas de
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manutencao. Propriedades oticas excelentes sdo promessas de apelo estético
adicional sem comprometer de forma significativa o aspecto funcional

(SWARTZ, 1988; KARAMOUZOS, ATHANASIOU e PAPADOULOS, 1997).

Os ortodontistas descobriram as desvantagens dos braquetes
ceramicos, e assumiram a responsabilidade de melhorar seus produtos. Em um
periodo de tempo relativamente curto, novos braquetes ceramicos foram
introduzidos no mercado e estdo em uso. A cooperacédo, na formulacdo e na
internacionalizacdo de padrdes aceitaveis evitara que valiosas pesquisas sejam
desperdicadas. O desenvolvimento de padrées nacionais/internacionais sera
Gtil tanto para fabricantes quanto para clinicos, o que propiciard consequentes

melhorias para os pacientes.

1.1.1.2 — Policarbonato e polioximetileno

Policarbonato e polioximetileno sdo materiais poliméricos utilizados em
diversos materiais com aplicacbes nas mais diversas areas. A matéria é
formada por pequenas moléculas denominadas de mondémeros ou por
moléculas gigantes denominadas de polimeros. Estes sdo produzidos por
reacbes reversiveis ou ndo, espontdneas ou provocadas (por calor ou
reagentes) em gue os mondmeros combinam-se quimicamente para formar
moléculas longas, mais ou menos ramificadas, com a mesma composicao
centesimal. As reacdes acontecem em cadeia ou através de poliadicdo ou
policondensacdo. As configuracbes e a formacdo dos polimeros sé&o
praticamente sem limites sendo que as propriedades dos materiais poliméricos

sao caracterizadas fundamentalmente por aspectos tais como o comprimento,
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a extensdo das ramificacbes e das ligagbes cruzadas, bem como a
organizacdo das cadeias. Uma reacdo intermolecular de repeticdo com
capacidade indefinida de progressdo € denominada de polimerizagdo e um
composto quimico € uma macromolécula que possui peso molecular maior que
5 000 (ANUSAVICE, 2005).

Sempre existiram polimeros naturais, como as resinas fésseis (ambar), o
casco de tartaruga e os chifres animais que se comportam de maneira similar
aos plasticos, polimeros manufaturados. Em 1862, Alexander Parker introduziu
o0 primeiro plastico feito pelo homem, na Segunda Grande EXxposi¢do
Internacional, em Londres. Numa tentativa de imitar o marfim, misturou-se
nitro-celulose com canfora na presenca de alcool para fazer o Parkesine, um
dos plasticos mais antigos, efetivamente criados (MATASA, 2004;
USP/FAU/DEPTECNOLOGIA, 2006).

Em outro momento, Einhorn e Bischoff descobriram o policarbonato e
este material passou a ser desenvolvido em 1950. Foi quando Baeckeland
sintetizou resinas de formaldeido emergindo assim o primeiro plastico
totalmente sintético. Entre 1920 e 1950 surgiram os polimeros modernos e
durante a década de 60 foi a vez dos plasticos de engenharia (WIKIPEDIA,
2006).

Anusavice (2005) descreve as propriedades fisicas dos polimeros,
mostrando que, em relacdo a capacidade de deformacdo e recuperacédo, as
forcas aplicadas nos mesmos podem causar deformacéo elastica, plastica, ou
viscoelastica (que combina as deformacdes plasticas e elasticas). Na
deformacéo elastica ha uma reversibilidade na deformacgéo, isto €, as cadeias

aleatoriamente enroladas se endireitam e se retraem como molas, retornando a
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sua localizacdo original, quando for eliminada a tensdo. A deformacao plastica
gue ocorre quando cadeias de polimeros deslizam umas sobre as outras e se
realocam no interior do material € irreversivel e o resultado € uma nova forma
permanente. A deformacao viscoelastica € uma combinacdo das duas formas
anteriores, mas tem a recuperagdo apenas da forma elastica que acontece a
medida que a tensdo vai sendo diminuida, ou seja, ndo € uma deformacgéo
instantanea.

Em se tratando da propriedade de solvatagdo, os polimeros, de um
modo geral, sdo dissolvidos lentamente. Essas moléculas tém maior tendéncia
a absorver um solvente, a inchar e a amolecer, do que a dissolver e, essa
dissolucéo, acontece mais lentamente quanto mais longa for a cadeia (maior o
peso molecular). Aqueles polimeros que possuem grande quantidade de
ligacdes cruzadas ndao podem ser dissolvidos, pois estas impedem a completa
separacédo da cadeia e retardam a dissolugéo. As propriedades térmicas de um
polimero os classificam em termoplasticos e termorrigidos. Geralmente essas
propriedades séo influenciadas por mudangas na temperatura e no ambiente, e
pela estrutura, composicdo e peso molecular do polimero. Os polimeros
termoplasticos sdo melhores em se tratando de impacto e flexdo e podem ser
moldados e modelados assumindo a forma final quando resfriados. S&o, ainda,
materiais que podem ser reaquecidos e remodelados repetidamente. Os
polimeros termorrigidos sofrem mudanca quimica irreversivel, sdo insoluveis,
nao sao fundiveis e geralmente apresentam estabilidade dimensional e
resisténcia a abrasdo superior quando comparados aos termoplasticos

(ANUSAVICE, 2005).
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Ferracane (2006) observou que muitas redes de polimeros, embora
sejam estruturas em grande parte insollveis, com estabilidade quimica e
térmica relativamente alta, absorvem agua e produtos quimicos do ambiente
em que se encontram. Conseqlentemente, estas redes também poderiam
liberar componentes para suas adjacéncias. O autor discutiu que o fendbmeno
de absorcéo e de solubilidade poderia servir como um precursor para uma
variedade de processos quimicos e fisicos, com atividades bioldgicas, assim
como a producdo de efeitos deletérios na estrutura e na fungdo do material
polimérico.

O policarbonato é relatado pela industria como um produto estavel e nédo
reativo sob condicbes recomendadas de armazenamento, manuseio e uso
pretendido, mas que por combustdo ou decomposi¢ao térmica libera diéxido ou
mondxido de carbono, tracos de hidrocarbonetos, aldeidos, acidos, fendis, e
seus derivados. O produto em sua forma de uso adequado néo é considerado
carcinogénico, mutagénico, teratogénico e nem toxico para reproducédo. Nao é
inflamavel, ou corrosivo e pode causar irritagdo mecéanica (MORELLI, 2005).

Tradicionalmente, o0os polimeros confeccionados para suprir
necessidades profissionais também tém sido usados na Medicina e na
Odontologia, had mais de quarenta anos através de lentes, membros e corneas
artificiais, implantes cocleares e oftalmicos, enxertos vasculares, proteses,
implantes faciais de bochechas, queixo, labios, dorso do nariz, produtos
médicos tais como luvas, seringas descartaveis, catéteres e inumeraveis
produtos plasticos. Os polimeros usados nos materiais ortodonticos podem ser
divididos em trés classes com caracteristicas distintas: (1) artefatos prontos

para serem utilizados com sua forma final dada por fabricantes industriais; (2)
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polimeros reformaveis usados como armacédo para uma variedade de artefatos
removiveis ou funcionais e; (3) materiais poliméricos de impressao, adesivos e
selantes. Os braquetes ortoddnticos plasticos estéticos enquadram-se na
primeira categoria de polimeros manufaturados com grande demanda de uso.
Como os policarbonatos tém alto modulo de forga mostraram-se com pouca
deformacédo elastica sob tensdo e com resisténcia ao escoamento a frio.
Entretanto, esses sao materiais quimicamente n&o resistentes quando
atacados por solventes. Policarbonatos, cujo mondmero € o bisfenol-A (BPA),
expostos a altas temperaturas favorecem a migracdo desse mondmero para
fora dos produtos de origem (HOWDESHELL,2003; MATASA, 2004).
Braquetes de plastico transparente langados no inicio dos anos 80, e
arcos cobertos por plastico foram as primeiras tentativas de tornar o aparelho
ortoddontico menos visivel. A pouca durabilidade desses acessorios, a
descoloracdo, as manchas e as quebras foram os maiores problemas
encontrados. Além disso, arcos cobertos para melhorar ainda mais a aparéncia
estética apresentavam pioras em suas propriedades, soltando a sua cobertura
e 0s arcos descobertos, por sua vez, ndo deslizavam livremente através das
canaletas dos braquetes de plastico. Outras caracteristicas a serem
consideradas em relacdo aos braquetes constituidos de plastico puro dizem
respeito a resisténcia, absor¢cdo de agua, descoloracdo e a compatibilidade
com as resinas de colagem (PROFFIT, 1995; GRABER e VANARSDALL,

1996).

1.1.1.2.1 — Braquetes de policarbonato
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Embora os policarbonatos sejam poliésteres e derivem do teoricamente
inofensivo acido hialurénico, sdo considerados muito mais potencialmente
perigosos do que a sua composicdo sugere e a razao para isso esta
relacionada ao bisfenol-A (BPA). Conhecido quimicamente como 4,4"-
isopropilidenodifenol e com a férmula quimica CisHi60,, 0 BPA €
correntemente usado na manufaturacdo do policarbonato, de resinas e de
fungicidas. Ha setenta anos reconhecido por seu efeito estrogénico, seus
derivados utilizados em areas relacionadas a saude s&do controversos.
Alegacdes tém sido feitas com relacdo ao efeito gatilho a puberdade precoce
em meninas (e, possivelmente, cancer) e as influéncias em relacao a fertilidade
masculina (MATASA, 2004).

Policarbonatos usados em dentistica, sob determinadas condi¢cbes
térmicas durante a manufaturacdo de restauracdes, podem causar a
decomposicdo do polimero resultando na liberagdo de BPA. Foi claramente
demonstrado que tensfes de estresses aceleram visivelmente a hidrélise
desses materiais. Entre as causas desses efeitos de estresses, a quimica
(efeito direto do estresse na hidrolise ou efeito indireto através de uma
mudanca na conformacao) pode ser vista como provavel (GHORBEL et al.
1995; SUZUKI et al., 2000).

A mudanca no BPA contido nos braguetes ortodonticos de policarbonato
e suas caracteristicas de lixiviacdo foram estudadas pela imersdo dos
braquetes na agua, uma vez que o BPA foi assunto de controvérsias em
Dentistica devido ao seu potencial estrogénico. Os resultados sugeriram que a
liberacdo de BPA na cavidade bucal tinha dependéncia direta com o tempo que

0s braquetes ai permaneciam. Entretanto, foi avaliado que pouco ou nenhum
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efeito estrogénico, devido a liberacdo de BPA, é esperado no corpo humano
(WATANABE, HASE e IMAI, 2001).

Schafer et al. (1999) relataram néao ser conhecido o acumulo de BPA no
corpo humano ou como este € metabolizado. Afirmaram também serem
controversos 0s niveis de exposicdo da populacdo a esse componente, quais
seriam exatamente as condi¢cdes que poderiam causar efeitos in vivo e se 0s
xenoestrogénios tém efeitos adicionais.

Watanabe, Hase e Imai (2004) estudaram in vivo e in vitro, a degradacao
do policarbonato e a formacdo de BPA em braquetes de policarbonato
deixados na cavidade oral entre 18-40 meses assim como braquetes deixados
na agua a 37 graus Celsius durante 34 meses. Através de cromatografia
liguida, foram examinadas mudan¢as no policarbonato, em relacdo ao
conteado e ao peso molecular. O BPA pareceu ser liberado mais que o
esperado na saliva que in vitro.

A pratica de autoclavar meios de cultura, ou agua destilada para
preparar esses meios, em frascos de policarbonato € um procedimento comum
em laboratorios. Krishnan et al. (1993) avaliando frascos manufaturados com
esse plastico, preenchidos com agua destilada e autoclavados posteriormente
concluiram que o uso de policarbonato ou de plasticos semelhantes pode
requerer exame cuidadoso para se determinar se produtos constituidos desses
materiais contribuem significativamente para o rol das substancias estrogénicas
dispersas no meio ambiente, que séo de dificil identificacdo e, que podem ser

causadoras de doencas em pessoas e em animais.
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Segundo Graber e Vanarsdall (1996), braquetes de plastico puro
precisam resistir também a distorcdo, a quebra e ao desgaste da canaleta, o
que leva a perda do controle da movimentag&o do dente.

A ocorréncia de efeitos deletérios na estrutura e na funcdo do material
polimérico inclui mudancas volumétricas como expansdo, mudancas fisicas
como plasticizagdo e amolecimento e mudancas quimicas como oxidagéo e
hidrolise. As propriedades das redes de polimeros podem ser
permanentemente modificadas por essas alteracdes do mesmo modo que o
desempenho dessas redes pode ser também comprometido (FERRACANE,
2006).

Durante a terapia ortodéntica, varios sistemas de forca sdo empregados,
h& uma resposta biologica tecidual e 0 movimento dentario ocorre. Tudo iSso
acontece somente quando forgcas aplicadas superam a friccdo da interface
braquete e arco. Quando falhas, quebras e fraturas de braquetes ocorrem, ha
interrupcdo na continuidade do tratamento e uma consequente alteragcado da
resposta biolégica. Os braquetes de policarbonato sédo reconhecidos por
exibirem deformacdes permanentes (AIRD e DURNING, 1987; DOWNING,
McCABE e GORDON, 1994; FELDNER, SARKAR, SHERIDAN e

LANCASTER, 1994; ALKIRE, BAGBY, GLADWIN e KIM, 1997).

1.1.1.2.2 — Braquetes de polioximetileno

Um outro tipo de braquete plastico usado em Ortodontia é aquele

composto de polioximetileno (POM) também conhecido como resina acetélica,

poliacetal ou poliformaldeido. O POM possui grande instabilidade térmica,
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apesar de ter propriedades mecanicas superiores as de outros plasticos e foi
obtido pela primeira vez pelo quimico Hermann Staudinger (MORENO, 2006).

Desde a sua comercializagdo em 1960, o POM é usado em automoveis,
construcéo civil, hardware, eletrénicos e industrias de bens de consumo. Esse
€ um termoplastico de engenharia com propriedades semelhantes as de um
metal. O POM é manufaturado por grandes industrias de plasticos e, ha mais
de dez tipos de artefatos diferentes fabricados em cada companhia sendo que
cada um deles possui caracteristicas quimicas e fisicas especificas, de acordo
com suas aplicagdes (ZILBERMAN, 2005).

O POM é descrito como um polimero usado em Engenharia, com
caracteristicas fisicas e estruturais favoraveis: € altamente cristalino e mais
resistente ao arranhamento do que o nylon; possui uma excelente resisténcia a
abraséo e tem boa resisténcia aos solventes, com excecédo dos fendis. Quando
queimado tem baixa emissdo de fumaca, suas superficies sdo altamente
lustrosas e possui uma menor absor¢cdo de umidade do que o nylon. Como
desvantagens, sao relatadas: uma pobre resisténcia a raios UV, a acidos e a
alcalis (particularmente homopolimeros) e a queima facil (MORELLI, 2005).

O POM tem sido utilizado na Odontologia mundial como um substituto
para resinas acrilicas e metais, nas mais diversas aplicacfes bucais, como
proteses parciais removiveis, matrizes de moldagem, ndcleos e braquetes.
Apds esse tempo, milhares de braquetes POM foram empregados em
tratamentos ortoddnticos e ndo houve estudos publicados de toxicidade ou de
reacOes alérgicas devido a aldeidos liberados na cavidade bucal (ZILBERMAN,

2005).
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Em 1997, uma patente alema apresentou um acetopolimero, o braquete
POM, de polioximetileno anunciando que esses braquetes permitiam um
melhor deslizamento mecénico que os braquetes convencionais de metal.
Esses seriam tdo fortes que ndo haveria desgaste de suas asas devido a
interferéncia oclusal oposta ou nas superficies oclusais dos dentes
antagonistas. A remoc¢do do braquete da superficie dentéria foi relatada como
simples e sem estresse, e ainda que os braquetes POM ndao manchariam ou
sofreriam descoloracdo em quaisquer circunstancias (KUSY e WHITLEY,
2005).

Apesar das vantagens, sob determinadas circunstancias, o POM esté
propenso a despolimerizar com o formaldeido (CH,0). Isso pode acontecer
termicamente (ex. calor excessivo), quimicamente (ex. alcoois, oxigénio,
enzimas), mecanicamente (ex. sob abrasdo, desgaste, arranhadura, corroséo
ou estrago), ou por radiolysis (ex. sob radiacdo gama, raios x scan ou
bombardeamento de raios de elétrons). Vapores de formaldeido sao
sabidamente irritantes para membranas mucosas e podem causar dermatites
guando combinados com agua e ingeridos. Podem ainda causar severas dores
abdominais, alteragbes sanglineas e finalmente morte. Devido ao fato de o
formaldeido penetrar e fixar rapidamente nos tecidos, solu¢cbes aquosas,
formaldeido e metanol sdo eleitos liquidos de embalsamamento. Kusy e
Whitley (2005) afirmaram que se o0s braquetes ortodénticos POM podem
decompor, tanto por aquecimento quanto por abrasdo mecanica, liberando o
gas toxico formaldeido, conseqguentemente, ndo podem ser usados dentro da
cavidade bucal. Calor, acidos, alcalis, oxigénio, abraséo, enzimas e radiagdes,

sdo mecanismos que conduzem a decomposi¢cdo quimica do POM sendo
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entdo, excludente o seu beneficio ao corpo humano e contra-indicado o
emprego de coroas dentarias para dentes deciduos, aparatos protéticos ou
braguetes ortodonticos, visto que até mesmo uma radiografia poderia promover
a sua degradacédo (KUSY e WHITLEY, 2005).

Segundo Zilberman (2005), estudos de toxicidade e de reatividade
intracutanea de POM foram realizados e o0s resultados ndo mostraram
quaisquer evidéncias de citotoxicidade ou de reacbes alérgicas. Uma
conclusao sobre o potencial de toxicidade de produtos a base de POM deve
ser baseada em estudos cientificos confiaveis e por novos estudos clinicos

(ZILBERMAN, 2005).

1.1.1.3 — Oxido Nitrico: propriedades gerais

O 6xido nitrico (NO) é um gas diatdbmico hidrofébico que é sintetizado
por distintas células do organismo e detém um papel crucial como molécula de
sinalizag&o celular (AGULLO, 2005).

Além de ser um radical gasoso, o0 NO é um metabdlito reativo e
multifuncional que pode agir como neurotransmissor e como um vasodilatador,
sendo uma molécula importante na defesa imunoldgica contra células tumorais
e patdégenos em geral (CHI et al., 2003).

O NO pode ter sido originado na atmosfera primitiva do planeta Terra e
se mantido através da evolucdo como um mediador em muitos sistemas
biolégicos. Uma vez que essa molécula representou uma otimizagdo de um
sistema que é fundamental para o organismo, presumivelmente, ela foi

preservada (MONCADA, MARTIN, 1993).
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Até recentemente, o NO, um O6xido téxico do nitrogénio, produzido por
combustdo interna de maquinas e de estacbes de energia, era considerado
como uma causa isolada da chuva acida e da poluicdo da atmosfera. Ao
cientista belga Jan Baptista van Helmont (1577-1644) pode ser creditada a
primeira sintese do NO em laboratério por volta de 1610. Os efeitos do NO,
como um agente bactericida, foram observados novamente nos primeiros anos
da década de 1980, levando a resultados que marcaram o século XX de tal
modo que a molécula de NO foi nomeada como sendo a molécula do ano pelo
jornal Science, em 1992 (BRENNAN, THOMAS e LANGDON, 2003).

No organismo, a importancia do papel do NO foi reconhecida em 1998,
através do trabalho de Robert Furchgott, Louis Ignarro e Ferid Murad,
ganhadores do prémio Nobel de Medicina e Fisiologia. Estes mostraram o
efeito do NO como um mediador biolégico produzido por células de mamiferos.
(ALDERTON, COOPER e KNOWLES, 2001).

Na fisiologia dos mamiferos, o NO exerce papel modulador do ténus
vascular para regular o fluxo e a pressdo sanglinea e, como é também um
neurotransmissor periférico, estd envolvido nos mecanismos de defesa do
hospedeiro, agindo na imunidade inata (MONCADA, PALMER e HIGGS, 1991;
MONCADA, MARTIN, 1993).

Até fins dos anos 80, quando foi descoberto que o NO era responsavel
pelo relaxamento vascular da musculatura lisa, ndo era esperado o qué uma
molécula simples pudesse significar na fisiologia dos mamiferos. Sendo uma
molécula sem carga, é capaz de passar livremente entre as células e por
dentro delas atravessando as membranas celulares (KENDALL, MARSHALL,

BARTOLD, 2001).
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Palmer, Ferrige e Moncada (1987) examinaram a hipGtese de que
nitrovasodilatadores, cuja acéo é a liberacdo de NO, mimetizariam os efeitos do
fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF). Esses concluiram que o
relaxamento dos tecidos induzidos pelo EDRF foi o0 mesmo daqueles induzidos
pelo NO. A atividade bioldgica, a estabilidade e a susceptibilidade para ser um
inibidor e para ser um potenciador, de ambas as substancias, sugeriram que 0
EDRF e o NO séo substancias idénticas.

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

EDRF.

Atualmente, o NO é tido como sendo essencial em uma vasta area de
acontecimentos intracelulares e extracelulares, em uma ampla variedade de
tecidos. Também é uma molécula efetora comum para a destruicdo fisioldégica
e filogenética em diversas patogenias inflamatdrias, autoimunes e tem
implicagbes nas doencas periodontais (GREEN, NACY e MELTZER, 1991;
KENDALL, MARSHALL e BARTOLD, 2001).

O conhecimento do NO como mediador quimico do processo
inflamatorio, tem relevancia cada vez maior em mecanismos complexos de
hemodinamica, hemostasia e inflamagéao. Por ser um potente vasodilatador, o
NO regula a resposta vascular inicial da reacdo inflamatéria aguda e as
funcBes de outras células envolvidas nesse processo. Sua acao perpassa pela
funcdo hemostética, incluindo vasodilatacdo; pela neurotransmissdo; pela
inibicdo da adesdo e da agregacdo plaquetéria; pela acdo de defesa contra

agentes infecciosos tais como bactérias, fungos e parasita e ele age também
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como destruidor de células tumorais (LIEW, COX, 1991; LIEW, e SEVERN,
1991; NASSLER, BILLIAR, 1993; MARTIN, KLESCHYOV e KLEIN, 1997,
RUIZ, CALZADILLA, GOMEZ e CHACON, 1997; KENDALL, MARSHALL e
BARTOLD, 2001).

Hipertensdo e hipotensdo, doencas trombo-embodlicas, choque séptico,
broncoespasmo, sindrome respiratdéria aguda, hipertensdo pulmonar, falha
renal, imunodeficiéncia, encefalopatia induzida por HIV, impoténcia, depresséo
e malignidade sao algumas doencas e condi¢cbes que estdo associadas com a
producédo alterada de 6xido nitrico (BRENNAN, THOMAS e LANGDON, 2003).

Embora possua uma aparente simplicidade, o NO é sintetizado a partir
do aminoéacido L-arginina, pela complexa enzima oOxido nitrico sintase (NOS)
(VALLANCE e COLLIER, 1994).

As enzimas Oxido nitrico sintases (NOS) foram identificadas e descritas
em 1981 e as trés principais isoformas (eNOS, nNOS e iINOS) foram clonadas
e purificadas. Posteriormente, mais de 16000 estudos sobre as NOS, muitos
deles sobre sua estrutura, funcdes e atividade, foram publicados (ALDERTON,

COOPER e KNOWLES, 2001).

As enzimas NOS sao produzidas, cada uma delas por genes distintos e
denominadas em ordem de descoberta como NOS;, NOS, e NOS3. A primeira
delas, NOS;, a ser purificada e clonada de tecido neuronal, € também chamada
de nNOS. A isoforma encontrada em células endoteliais € conhecida como
eNOS ou NOS;. Essas duas isoformas sdo também denominadas de
constitutivas visto que se manifestam continuamente em neurénios e células
epiteliais, respectivamente. Essas proteinas também sdo dependentes de uma

elevacdo na concentracdo de célcio para sua atividade e, portanto, produzem
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baixas concentragBes de 6xido nitrico. Por outro lado, a segunda isoforma, a
NOS,, é induzivel, independente do calcio e é também chamada de INOS

(DRAPIER, 1991).

As NOS sédo codificadas em genes separados em Cromossomos
distintos, localizados no cromossomo 07 (eNOS), no cromossomo 12 (nNOS) e
no cromossomo 17 (nNOS). A isoforma endotelial € encontrada em endotélio
vascular, plaquetas e no coragcdo (endocardio e miocardio) e a isoforma
neuronal € encontrada em neurdnios centrais e periféricos. Estas duas
isoformas séo constitutivas normais das células, essencialmente expressadas e
funcionalmente reguladas ou modeladas. A INOS pode ser manifestada em
muitos tipos celulares incluindo aqueles de musculatura lisa, musculo do
coracao, intestino, células imunes e hepatdécitos. Esta isoforma se expressa
somente depois da ativagdo de células com produtos gerados por uma
infecgdo, incluindo as endotoxinas bacterianas ou exotoxinas, ou certos
mediadores inflamatérios, como as citocinas (TNFy ou IL-1) e
lipopolissacarideos (LPS) bacterianos (VALLANCE e COLLIER, 1994;

MARIOTTO, MENEGAZZI e SUZUKI, 2004).

A molécula sinal nitrito (NO?) é sintetizada sob demanda apés a ativacéo
enzimatica, pela NOS, por curtos periodos de tempo. A molécula de NO, é
sintetizada através de INOS que, uma vez que se manifesta, induz a liberacao
de NO por longos periodos de tempo (KRONCKE, FEHSEL e KOLB-
BACHOFEN, 1997).

Uma vez sintetizado, o NO difunde-se para fora da célula e pode agir
localmente afetando as células proximas. A sua agao é restrita a cada local do

evento porque ele é um gas extremamente instdvel e com uma meia vida de
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poucos segundos. Devido a isso, o NO se apresenta em nosso organismo em
baixas concentracdes sendo dificil uma monitorizacdo desse gas in vivo
(COOPER e HAUSMAN, 2004; YAO, VLESSIDIS e EVMIRIDS, 2004 ).

Um novo padrdo ndo enzimatico de producdo de NO foi descrito
envolvendo redugdo quimica de nitrato inorganico. Este padrdo foi
demonstrado em varios sistemas principalmente no trato gastrintestinal. A
bactéria oral comensal reduz na dieta nitrato para nitrito, o qual mais adiante é
reduzido para NO. A acidificacao de nitrito salivar engolido gera 6xido nitrico no
estbmago com subsequentes propriedades antimicrobianas. Estas interacdes
entre hospedeiro e bactéria podem complementar o sistema de defesa contra
patdgenos na boca e no intestino (DUNCAN, DOUGALL e JOHNSTON, 1995;

WEITZBERG e LUNDBERG, 1998).

1.1.1.4 — Oxido Nitrico: citotoxicidade e ativacdo  celular

O NO é encontrado desempenhando uma importante funcdo como
sinalizacdo molecular em muitas partes do organismo, bem como sendo uma
importante molécula citotoxica de resposta imune inata. De um lado, atua como
um mensageiro fisioldgico intercelular e, por outro lado, exibe atividade
citotoxica in vivo. O NO é citostatico ou citotoxico em células eucarioticas e
procariéticas interagindo com diferentes moléculas da via metabdlica celular.
(FREEMAN, 1994; KRONCKE, FEHSEL e KOLB-BACHOFEN, 1997). Muitas
células imunes sdo capazes de produzir NO incluindo macro6fagos/mondcitos

(WEINBERG et al., 1995).
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Macrofagos ou células endoteliais, situadas em determinado local,
produzem NO nas proximidades das células alvo. As células produtoras de NO,
por sua vez, sao ativadas, induzindo a sua producdo em toda parte.
Provavelmente, grande parte de NO oxida-se antes que chegue a atingir seus
alvos. Por essa razdo € impossivel afirmar qual € a concentragcdo de NO que
leva a toxicidade das células. Além disso, através de sua funcgéo citoprotetora
o NO age diretamente na diminuicdo da producdo de radicais livres ou
interferindo na resposta imune. A producao de radical livre pela interagdo do
NO com o superoxido tem os dois efeitos: de protecdo (matando bactérias e
neutralizando O,) e efeito téxico pela formacdo de radicais de peroxinitrito e de
hidroxil. Em macrofagos, condrécitos, timocitos, células da musculatura lisa e
em células dendriticas, a ativacdo destas induziu a sintese de NO mediando a
morte das mesmas (MILES, BOHLE e GLASSBRENNER,1996; KRONCKE,
FEHSEL e KOLB-BACHOFEN, 1997).

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

citotoxicos (KENDALL, MARSHALL e BARTOLD, 2001).

Os macrofagos desempenham um papel crucial tanto na imunidade

natural qguanto na imunidade adquirida. Essas células fagocitam desde tecidos
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proprios que estejam lesados ou mortos, como eritrocitos, até particulas
estranhas, como macromoléculas e inclusive, antigenos. Uma outra funcdo diz
respeito a secrecdo de enzimas, espécies de oxigénio reativo, NO e
mediadores lipoderivados (ex. prostaglandinas) os quais séo utilizados para
matar patégenos, controlar a propagacdo de infeccbes, assim como podem
lesar tecidos normais nas proximidades da inflamagdo (FERREIRA e

TEIXEIRA, 2005).

Quando um fagécito encontra um microrganismo, este é envolvido pela
porcdo da membrana fagocitica, que entdo se invagina, formando um discreto
fagossomo. Este processo conduz a um proeminente aumento de consumo de
O, pelo fagécito iniciando um complexo sistema de sinalizagcdo que é
especificamente representado pelo superéxido, perdxido de hidrogénio, radical
hidroxil e éxido nitrico. Os polimorfonucleares de sangue humano e macréfagos
murinos, mostraram ser modelos experimentais adequados para a estimacao
quantitativa de atividade fagocitica sob a influéncia de diferentes agentes
imunomoduladores. Foi observado que macréfagos murinos, da linhagem
J774.2, ndo sofrem alteracdo na producdo de NO pela acdo de diferentes
agentes imunomoduladores com excecdo de lipopolissacarideos (STOIKA et

al., 2001).

Investigando o efeito da fagocitose na inducdo do NO, Cunha et al.
(1993) demonstraram gue a fagocitose por si s6 nao é suficiente como um co-
sinal para a inducdo de NOS em macréfagos murinos. Além disso, a ingestao

de certas particulas pode inibir a indug&o desta enzima.

A atividade antimicrobiana de macréfagos ativados esta correlacionada

com a iniciagdo da oxidagdo de nitrogénio da L-arginina e, outros estudos
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sugerem que dois sinais sdo necessarios para a inducdo de mecanismos
bioquimicos levando a uma atividade efetora (GREEN et al., 1990).

O interferon-gama (IFN-Y) é uma citocina que desempenha um
importante papel tanto na imunidade inata quanto na imunidade adaptativa e
a principal citocina ativadora de macrofagos. Macrofagos ativados séo
importantes células efetoras nos processos inflamatérios e na defesa do
hospedeiro contra microorganismos. Ele induz a producdo de peréxido de
hidrogénio, 6xido nitrico e outras moléculas responsaveis pela atividade
microbicida dos macréfagos (REIS, SOUZA, MINEO, ESPINDOLA, 2001;
STOIKA et al, 2001). A ativagcdo consiste em alteragbes quantitativas na
expressdo de varias proteinas que conferem aos macrofagos ativados a
capacidade de exercer algumas fungdes que nao podem ser executadas por
monécitos em repouso. Um macréfago € considerado ativado se ele
desempenha uma determinada funcdo medida em um ensaio especifico como,
por exemplo, morte microbiana (ABBAS, LICHTMAN, 2005).

Algumas diferencas foram encontradas a respeito da acgédo citotoxica do
NO em diferentes tipos celulares de mamiferos e também em linhagens
celulares de varios tumores (KRONCKE, FEHSEL e KOLB-BACHOFEN, 1997).
Entretanto, na modulacdo de respostas imunolégicas o papel do NO é mais

claramente estabelecido (LANGREHR, HOFFMAN e LANCASTER, 1993).

1.1.1.5 — Oxido Nitrico e Odontologia

O papel do NO na mucosa bucal normal ainda é desconhecido. Os

achados sugerem que uma concentragao excessiva de NO na saliva exerce um

44



papel potencial nas modificagdes das doencas da mucosa bucal apresentando
um efeito regulador patofisiolégico. O aumento de nitrito quantificado na saliva
foi encontrado em pacientes com recorrentes ulceragbes orais aftosas.
(OHASHI, IWASE e NAGUMO, 1999).

Ha poucos estudos sobre o efeito do NO nas doencas orais e embora
tenha havido poucas publicagbes concernentes a essa area anatdmica, o
interesse sobre essa molécula expandiu-se rapidamente e é quase certo que
ele tenha importantes e danosas acdes no desenvolvimento da doenca
periodontal e para o cancer (BRENNAN, THOMAS e LANGDON, 2003).

As doencas periodontais representam um grupo predominante de
condic¢des inflamatdrias cronicas. O entendimento do papel da molécula de NO,
no contexto das patogéneses e na conduta em relacdo a essas doencas, pode
guiar a oportunidades de desenvolvimento de agentes terapéuticos que
regulem respostas de defesa. A resposta inflamatéria € largamente auto-
limitante, todavia quando a inflamacdo é desregulada ou, quando o fator
iniciante persiste, como acontece na doenca periodontal, a inflamacgé&o pode ser
inexoravel, levando a um excessivo dano tecidual. O papel do NO na doenca
periodontal ndo € claro e ha informacao limitada com respeito a producdo de
NO pelos tecidos do periodonto. Além de todas as funcdes bioldgicas ja
descritas, o NO apresenta também grande relevancia nas patogenias da
doenca periodontal (KENDALL, MARSHALL e BARTOLD, 2001).

Na periodontite, altas quantidades de NO podem ser geradas,
principalmente por macréfagos, PMNs, linfocitos e fibroblastos, seguidas pela
producdo de citocinas induzidas principalmente por LPS. Foi observado que

bactérias periodontopaticas sdo capazes de induzir a producéo de substrato de
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NOS a L-arginina e o produto final L-citrulina, em inflamagéo gengival humana
(BLIX e HELGELAND, 1998; MALEJKA et al., 1998).

Nas periodontites, os efeitos benéficos da manifestagdo de iINOS podem
incluir atividade antimicrobiana, modulacdo imunoldgica, inibicdo de trombose
microvascular, e perfusao tecidual. Por outro lado, os efeitos prejudiciais do NO
podem incluir uma acéo citotoxica para tecidos e osso alveolar, vermelhiddo
gengival, explicada pelo aumento da permeabilidade vascular, tendéncia de
aumento do sangramento dos tecidos moles e, ainda, o aumento da

reabsorcdo do 0sso alveolar (LOHINAI e SZABO, 1998).

O entendimento do envolvimento do NO, como os relatados para as
doencas periodontais, € apenas o comec¢o. Ndo h& nenhuma duvida, dada a
vasta extensdo de implicagbes do NO na salde e na doenga, de seu papel
essencial na inflamac&o periodontal. E provavel que o NO seja um importante
causador do dano tecidual induzido no hospedeiro, mediado pela producgéo de
citocinas pré-inflamatérias e prostaglandinas e pela producdo de espécies
reativas de nitrogénio. Para aqueles individuos susceptiveis ao
desenvolvimento da doenca periodontal severa, a intervencao objetivando a
modulacdo da resposta do hospedeiro em nivel local, ird tornar-se de grande
valor terapéutico nos proximos anos. O entendimento da producgéo de NO, seu
papel e seu controle nas periodontites humanas é de importancia critica no
desenvolvimento de cada estratégia (DAGHIGH, BORGHAEI, THORNTO e

BEE, 2002; KENDALL, MARSHALL e BARTOLD, 2001).

O NO € um importante regulador na formacdo e reabsorcdo Ossea.
Examinando o papel desta molécula no movimento dentério ortodéntico com

inibidores especificos de NOS, Keigo et al. (2002) sugerem que o NO seja um
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importante mediador bioquimico na resposta do tecido periodontal em relagédo a
forca ortoddntica. Movimentos dentarios ortodonticos resultam da resposta do
tecido periodontal a for¢ca ortodéntica que guia a modelacdo e a remodelacao
do osso alveolar adjacente. Precursores nao-toxicos de NO podem ser usados
para reduzir o tempo de tratamento ortoddntico visto que diferentes fatores tém
o poder de influenciar a relacdo de movimento dentério ortoddntico por meio de
varios biomediadores, dentre os quais o NO. Considera-se que estas respostas
ocorram devido a ativagdo de sinais padrbes especificos e a identificagdo
desses padrBes pode guiar a uma intervencdo farmacoldgica para controlar a
taxa de movimento ortoddntico dentario. E fundamental que estudos cientificos
sejam efetuados para que uma avaliagcdo mais detalhada permita aplicacoes

clinicas (KEIGO et al., 2002; AKIN, GURION e OLMEZ, 2004).

1.1.2 — Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar in vitro a
citotoxicidade de braquetes estéticos (plasticos ou ceramicos), usados
atualmente na clinica ortodontica.

E teve, como objetivos especificos, avaliar, in vitro, a viabilidade celular
(MTT assay) de braquetes ceramicos, de policarbonato e de polioximetileno
sobre a linhagem de macréfagos murinos J774 nao ativados e, posteriormente,
ativados com interferon-gama (IFN-Y) e, também, o efeitos destes braquetes
na producdo de oxido nitrico (NO) nesta linhagem de macréfagos, com e sem

ativacéo de interferon-gama (IFN-Y).
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1.2 — MATERIAL E METODO

1.2.1 — Material

A amostra do estudo foi constituida de seis braquetes ceramicos
(Dentaurum), seis braguetes de policarbonato (Roth Morelli Composite) e seis
braquetes de polioximetileno (Forestadent Brillant), para cada tempo (24h, 48h
e 72h), em um total de 18 braguetes de cada material, no experimento sem
estimulo de IFN-y. As mesmas quantidades foram utilizadas, para cada tempo
(24h, 48h e 72h), em um total de 18 braquetes de cada material, no
experimento com estimulo de IFN-y. Os braquetes foram utilizados inteiros e
mantidos em suas embalagens originais até o inicio do experimento. Para a

esterilizacdo dos braquetes foi utilizado o 6xido de etileno.

1.2.2 — Método

1.2.2.1 — Cultura celular da linhagem de macréfagos  murinos J774

No presente estudo utilizou-se a linhagem celular murina J774 A.l
(ATCC n°.TIB-67) cultivada em garrafa plastica (NUNC) com meio de cultura
suplementado (5% de soro fetal bovino (FCS), 50Ul/ml de Penicilina, 1% de
aminoacido nao-essencial e 2% de L-Glutamina (Gibco/BRL), mantidas em

incubadora com 5% de CO,, numa temperatura de 37°C. Apés serem
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transferidas para um recipiente adequado, as células foram lavadas através de

centrifugacédo a 1200rpm, durante 10 minutos, a 4°C.

Para determinagdo da viabilidade e contagem celular utilizou-se o
corante vital azul de Tripan, em uma propor¢ao de 1/1 (corante/meio de cultura)

em camara de Newbauer (WILSON, 2000).

1.2.2.2 — Cultura de células na presenca dos materi  ais

1.2.2.2.1 — Cultura de células na presenca dos mate riais sem estimulo de

Interferon-gama (IFN- y)

Foram utilizadas placas de 96 pocos divididas em duas metades. Na
primeira metade, em cada poco utilizado, foram cultivadas 2x10* células J774,
em um volume de 100ul, ressuspensas em meio de cultura RPMI-
suplementado. Na fileira “A” (de A1 a A6), da primeira metade da placa, foram
mantidas apenas as células do grupo controle. Nas demais fileiras, “B” (B1-B6 -
braquetes ceramicos), “C” (C1-C6 - braquetes de policarbonato) e “D” (D1-D6 -
braquetes de polioximetileno) os materiais foram distribuidos, individualmente,
sobre as células mantidas em cultura. Foram montadas 3 placas com
diferentes intervalos de tempo (24, 48 e 72 horas) que permaneceram em
estufa a 37°C, com 5% de CO,. Apés cada periodo de incubagdo o
sobrenadante foi coletado para posterior quantificagédo do NO e transferido para
outra placa similar, onde foi mantida a mesma ordenagéo anterior. As células

que restaram nos pocos foram submetidas a avaliacdo de citotoxicidade apos a



remogcdo dos braguetes. O grupo controle negativo foi constituido de
macréfagos murinos da linhagem J774, cultivados em placas de 96 pocos, sem

a presenca dos materiais a serem testados.

1.2.2.2.2 — Cultura de células na presenca dos mate riais com estimulo de

Interferon-gama (IFN- y)

Na segunda metade das placas de 96 pocos, foram cultivadas 2x10*
células J774/poco, em um volume de 100ul, de RPMI-suplementado.

Adicionalmente, foram acrescentados 10ul de interferon-gama (IFN-Y)/poco.

Na fileira “A” (de A7 a Al12), da segunda metade da placa, foram
mantidas apenas as células do grupo controle. Nas demais fileiras, “B” (B7-B12
- braquetes ceramicos), “C” (C7-C12 - braquetes de policarbonato) e “D” (D7-
D12 - bradquetes de polioximetileno) os materiais foram distribuidos,
individualmente, sobre as células mantidas em cultura e ativadas com o IFN-Y.
Foram montadas 3 placas com diferentes intervalos de tempo (24, 48 e 72
horas) que permaneceram em estufa a 37°C, com 5% de CO,. Apés cada
periodo de incubacdo o sobrenadante foi coletado para posterior quantificacéo
do NO e transferido para outra placa similar, onde foi mantida a mesma
ordenacdo anterior. As células que restaram nos pocos foram submetidas a
avaliacdo de citotoxicidade apds a remoc¢do dos braquetes. O grupo controle
negativo foi constituido de macréfagos murinos da linhagem J774, cultivados

em placas de 96 poc¢os, sem a presenca dos materiais a serem testados.



1.2.2.3 — Teste de viabilidade (MTT assay)

ApoOs a retirada dos sobrenadantes, os braquetes foram removidos com
uma pinga estéril. As células que permaneceram nos pocos da placa foram
acrescentados 90ul de meio RPMI suplementado e 10ul da suspensédo de MTT
(50mg/ml). As células foram incubadas por 4 horas, a temperatura de 37°C em
estufa de CO,. ApoOs esse periodo, a reacdo de MTT foi bloqueada com
100ul/pogo de solugdo é&lcool-acido, incubada por 10 minutos a temperatura
ambiente e a leitura foi feita a 570nm utilizando-se um leitor de microplacas

(Spectramax 190 — Molecular Device) (MOSMANN, 1983; WILSON, 2000).

1.2.2.4 — Producéo do oxido nitrico

Para a avaliagdo do NO, 100ul de sobrenadante, de cada poco da placa
de cultura, foram transferidos para uma nova placa de 96 pocos. Foi
acrescentado aos sobrenadantes, a mesma quantidade de reagente de Griess
(1% sufanilamida, 0,1% N- (1-naftil) — etilina diamina hidroclorido, 2,5% H3PO,)
(GREEN et al., 1962; YAO, VLESSIDIS e EVMIRIDIS, 2004). As concentracdes
de nitrito presentes nos sobrenadantes foram obtidas através da andlise de
regressao linear a partir da curva padréo, empregando-se diluicbes duplas
seriadas de nitrito de sodio a partir de 200uM até a 11°. diluicdo. A absorbancia
foi determinada a 540nm, através do leitor de microplacas (Spectramax 190-

Molecular Device).
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1.2.2.5 — Anélise estatistica
-Viabilidade celular:

Foi empregado o teste de Kruskal-Wallis para verificar em cada tempo,
separadamente, a presenca de diferenca significativa na viabilidade celular
entre 0s grupos (controle, braquetes ceramicos, de PC e de POM) e também
para verificar a presenca de diferenca significativa na viabilidade celular nos

trés tempos de analise, para cada material separadamente.

Foi aplicado o teste de Mann-Whitney para verificar se houve diferenca
significativa na viabilidade celular entre cada um dos materiais,
individualmente, e o grupo controle em cada tempo estudado e para a
avaliacdo do comportamento individual de cada grupo de material, procurando
determinar diferencas significativas entre a viabilidade celular nos tempos

estudados (24/48 horas, 48/72 horas e 24/72 horas)
-Producéo de Oxido Nitrico:

Foi empregado o teste de Kruskal-Wallis para verificar em cada tempo,
separadamente, a presenca de diferenca significativa na producéo de NO entre
0s materiais ( controle, brackets ceramicos, brackets PC e brackets POM) e
também para verificar a presenca de diferenca significativa na producdo de NO

nos trés tempos de andlise, para cada material separadamente.

Foi aplicado o teste de Mann-Whitney para verificar se houve diferenca
significativa na producéo de NO entre cada um dos materiais, individualmente,
e 0 grupo controle em cada tempo estudado e para a avaliagdo do

comportamento individual de cada grupo de material, procurando determinar
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diferencas significativas entre a producéo de NO os tempos estudados (24/48

horas, 48/72 horas e 24/72 horas)
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2.1.1 — Artigo 1 — Resumo - AVALIACAO DA CITOTOXICI DADE DE MATERIAIS
ODONTOLOGICOS ATRAVES DO METODO DE MTT E PRODUGAO D E OXIDO NiTRICO:

DESCRICAO DE UMA TECNICA

RESUMO: Introducdo : Um dos problemas apresentados pelos materiais utilizados em
Odontologia esta associado a biocompatibilidade, j& que poucos séo totalmente inertes do
ponto de vista bioldégico. Os materiais a serem usados em contato com tecidos humanos
devem, portanto, ser testados com o objetivo de simular reacdes biolégicas e ajudar no
entendimento das respostas obtidas. Os estudos in vitro constituem a primeira etapa destes
testes. Objetivo : Apresentacdo de uma metodologia de avaliacdo da citotoxicidade de
materiais odontologicos através do método MTT e da andlise da produgdo de Oxido nitrico
(NO), o qual esta relacionado com a acdo destes materiais na inducdo da resposta
inflamatoria. Concluséo : Verifica-se nesta metodologia que o ensaio de MTT pode ser
facilmente adaptado para testes de citotoxicidade de materiais de diferentes composicoes e a
mensuracdo da producdo de O6xido nitrico através do método de Griess fornece dados
adicionais para a analise da citotoxicidade.

DESCRITORES: Macroéfagos, Materiais Dentéarios, Teste s 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
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phenomenon, cytotoxicity produces a wide range of effects such as cell death and even
metabolic aberrations. Cytotoxicity 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; Cytotox icity Tests Immunologic; Nitric

Oxide.
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2.2.1 - Artigo 2 — Resumo — Viabilidade celular e  producéo de o6xido
nitrico (NO) por macréfagos J774 na presenca de bra  quetes ceramicos, de

policarbonato e de polioximetileno. (Parte I)

Resumo:

Estudos apontam para o fato de os braguetes ceramicos serem quimicamente
inertes no meio bucal, enquanto os braquetes de policarbonato podem
degradar-se liberando bisfenol-A e os braquetes de polioximetileno, o
formaldeido. Juntamente com os testes de citotoxicidade tradicionais, o estudo
da producao celular de 6xido nitrico estimulado por determinado material € um
meétodo capaz de avaliar seu potencial citotoxico. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar a viabilidade celular (citotoxicidade) destes trés grupos de
braquetes sobre cultura celular da linhagem de macrofagos murinos J774 pelo
método MTT e o estimulo dos braquetes a producédo de Oxido nitrico pelos
macrofagos. A avaliacdo das culturas celulares foi realizada em trés intervalos
de tempo: 24, 48 e 72 horas. A viabilidade celular em todos os grupos foi maior
no periodo final da avaliacdo (72 horas) em relacdo ao periodo inicial (24
horas), aumento este significativo nos grupos controle e braquetes ceramicos.
As médias finais nos grupos de braquetes ndo apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao controle. A producdo de oOxido nitrico foi
significativamente maior em todos os grupos no periodo final em relacdo ao
periodo inicial. Nao houve diferenca significativa entre as médias finais dos
grupos de braquetes e do grupo controle, embora os braguetes de
polioximetileno tenham apresentado médias significativamente maiores nos

periodos de 24 e 48 horas.



1-INTRODUCAO

Para a realizagdo dos tratamentos ortoddnticos séo utilizados materiais
odontoldgicos classificados como materiais provisoérios, destinados a aplicacao
por um periodo de tempo meédio ou longo. O esfor¢o para tornar o aparelho
ortodéntico fixo mais estético, com a eliminacdo de sua aparéncia metalica
resultou no desenvolvimento dos braguetes denominados estéticos, como 0s
ceramicos e os plasticos 2.

Como qualquer material odontologico, os braquetes estéticos criam no
meio bucal uma interface na qual tanto um quanto o outro podem ser alterados.
Esta interface determina uma resposta biol6gica ativa ao material, a
biocompatibilidade, e esta relacionada a capacidade de o material resistir a
degradacdo ou sofrer corrosdo no organismo. Este comportamento esta
intimamente associado a composicdo do material, ao pré-tratamento e ao
manuseio aos quais sdo submetidos *.

Os braquetes ceramicos sdo compostos de alumina °, que existe na
natureza nas formas monocristalina e policristalina >°. A vantagem primaria dos
braguetes monocristalinos manufaturados € a eliminacdo do possivel estresse
induzido por impurezas ou imperfeicdes no processo de fabricacdo °. Os
bragquetes ceramicos sdo quimicamente inertes aos fluidos bucais com
decrescente reatividade com o ambiente bucal ®’. Nishio et al. ® afirmam,
entretanto, que os braquetes ceramicos por serem mais volumosos apresentam
uma maior superficie de contato com a mucosa bucal e que a superficie mais

aspera destes acessorios, devido a dificuldade de acabamento e de polimento,
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em contato com o fio ortodontico pode comprometer a estética e a
biocompatibilidade.

No grupo dos braquetes plasticos, os braquetes de policarbonato sao
derivados do teoricamente inofensivo &cido hialurénico. S&o considerados
muito mais potencialmente perigosos do que a sua composicao sugere e a
razdo para isto é o bisfenol-A (BPA), utilizado na manufaturagdo do
policarbonato, de resinas e fungicidas. Ha setenta anos reconhecido por seu
efeito estrogénico, o comportamento dos seus derivados utilizados em areas
relacionadas a saude sao controversos. Alegacdes tém sido feitas com relagéo
ao efeito gatilho a puberdade precoce em meninas e a influéncia na fertilidade
masculina ®*°. Watanabe et al. ** *? estudaram in vivo e in vitro a degradacéo
dos braquetes de policarbonato e a formagdo do bisfenol-A. Os braquetes
foram deixados na cavidade bucal entre 18 e 40 meses e também em agua a
37° Celsius durante 34 meses. Atraves da cromatografia liquida foram
examinadas as mudancas no policarbonato. O bisfenol-A pareceu estar
liberado mais que o esperado na saliva quando comparado com a liberacao in
vitro.

Um terceiro tipo de braquete estético é o braquete plastico composto de
polioximetileno (POM) também conhecido como resina acetalica, poliacetal ou
formaldeido *3. Kusy e Whitley ** estudando os braquetes de polioximetileno de
uma patente alema afirmaram que a apesar da vantagem mecanica, o material
estaria propenso a despolimerizar liberando formaldeido (CH,0). Esta
despolimerizagdo poderia acontecer termicamente (calor excessivo),
quimicamente (&lcoois, oxigénio ou enzimas) ou por radiolysis (sob radiacéo

gama, raios X scan ou bombardeamento de raios de elétrons). Devido aos
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riscos para o organismo humano, resultante desta liberacdo de formaldeido,
eles afirmam ser contra-indicado o uso do polioximetileno em coroas dentéarias
para dentes deciduos, aparatos protéticos e braguetes ortoddnticos, visto que
uma simples radiografia poderia promover a degradag¢ao do material.

Zilberman ** e Eliades ’ dizem n&o haver estudos publicados com relatos de
toxicidade ou de reacdes alérgicas devido aos aldeidos liberados na cavidade
bucal. Afirmam, ainda, que as conclusdes de Kusy e Whitley ** deveriam ser
baseadas em estudos mais confiaveis que os descritos e por estudos clinicos
do potencial de citotoxicidade dos produtos de POM comparados com metais
contendo niquel.

A International Organization Standardization (ISO) e o Concil on Dental
Materials Instruments and Equipment of the American Dental Association
recomendam o uso de uma bateria de testes in vivo e in vitro para estudar a
biocompatibilidade dos materiais e, de acordo com as normatizacdes, a
principal categoria de testes com este objetivo € a dos testes de
biocompatibilidade. Dentre estes testes o protocolo MTT assay € um dos mais
utiizados para se determinar a citotoxicidade de materiais de diversas
naturezas sobre células em cultura *°.

A citotoxicidade pode também estar relacionada as moléculas que, ao
serem liberadas a partir de um determinado estimulo podem ocasionar danos
aos tecidos. Estudos tém relatado a presenca de uma molécula com potencial
citotdxico, o oxido nitrico, em tecidos da cavidade bucal e seu envolvimento em

doencas inflamatérias %1718,

Sdo0 moléculas reguladoras, produzidas
principalmente por macréfagos ativados, e possuem extrema importancia nos

processos de resposta imune, inflamacdo, metabolismo 6sseo e apoptose.
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Podem apresentar efeitos benéficos, como atividade antimicrobiana e

modulacdo da resposta imune. Por outro lado, quando presentes em altas

concentragcbes podem atuar como uma potente molécula citotdxica,

desencadeando danos aos tecidos adjacentes, incluindo o osso alveolar
H H 19, 20, 21
guando isto acontece na cavidade bucal .

O presente trabalho teve como objetivo avaliar, in vitro, a citotoxicidade

(MTT assay) de braquetes ceramicos, de policarbonato e de polioximetileno

sobre a linhagem de macréfagos murinos J774 e, também, o efeito destes

braguetes na producao de oxido nitrico (NO) por esta linhagem de macréfagos.

2- MATERIAL E METODO

2.1- MATERIAL

A amostra do estudo foi constituida de seis braquetes ceramicos, seis
braquetes de policarbonato e seis braguetes de polioximetileno, inteiros, para
cada tempo, totalizando 18 braquetes de cada material estudado, que foram
mantidos em suas embalagens originais até o inicio do experimento. Para a

esterilizagdo dos braquetes foi utilizado o 6xido de etileno.

2.2 - METODO

2.2.1 - Cultura celular da linhagem de macréfagos  murinos J774
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No presente estudo utilizou-se a linhagem celular murina J774 A.l1
(ATCC n°.TIB-67) conservada em garrafa plastica (NUNC) com meio de cultura
suplementado (5% de soro fetal bovino (FCS), 50Ul/ml de Penicilina, 1% de
aminoacido ndo-essencial e 2% de L-Glutamina (Gibco/BRL), mantidas em
incubadora com 5% de CO,, numa temperatura de 37°C. Apds serem
transferidas para um recipiente adequado as células foram lavadas através de

centrifugacéo a 1200 rpm, durante 10 minutos, a 4°C.

Para determinacgéo da viabilidade e contagem celular utilizou-se o corante vital
azul de Tripan, em uma proporc¢ao de 1/1 (corante/meio de cultura) em camara

de Newbauer %.

2.2.2- Cultura de células na presenca dos materiais

Em placas de 96 pocos, foram cultivadas 2x10* células J774/poco, em
um volume de 100pl, ressuspensas em meio de cultura RPMI-suplementado.

Adicionalmente, foram acrescentados 10ul de interferon-gama (IFN-Y)/poco.

Na fileira “A” (de Al a A6) foram mantidas apenas as células do grupo
controle. Nas demais fileiras, “B” (B1-B6 - braquetes ceramicos), “C” (C1-C6 -
braquetes de policarbonato) e “D” (D1-D6 -braquetes de polioximetileno) os
materiais foram distribuidos, individualmente, sobre as células mantidas em
cultura em diferentes intervalos de tempo (24, 48 e 72 horas) a 37°C, com 5%
de CO,. ApoOs cada periodo de incubacdo o sobrenadante foi coletado para
posterior quantificacdo do NO e transferido para outra placa similar, onde foi

mantida a mesma ordenacdo anterior. As células que restaram nos pocos
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foram submetidas a avaliacao de citotoxicidade apos a remocao dos braquetes.
O grupo controle negativo foi constituido de macréfagos murinos da linhagem
J774, cultivados em placas de 96 pogos, sem a presenga dos materiais a

serem testados.

2.2.3- Teste de viabilidade (MTT assay)

Apoés a retirada dos sobrenadantes, os braquetes foram removidos com uma
pinca estéril. As células que permaneceram nos pocos da placa foram
acrescentados 90ul de meio RPMI suplementado e 10ul da suspensao de MTT
(50mg/ml). As células foram incubadas por 4 horas, a temperatura de 37°C em
estufa de CO,. ApoOs esse periodo, a reacdo de MTT foi bloqueada com
100ul/pogo de solugdo é&lcool-acido, incubada por 10 minutos a temperatura
ambiente e a leitura foi feita a 570nm utilizando-se um leitor de microplacas

(Spectramax 190 — Molecular Device) %223,

2.2.4— Producéo do 6xido nitrico

Para a avaliacdo do NO, 100ul de sobrenadante, de cada poc¢o da placa de
cultura, foram transferidos para uma nova placa de 96 pocgos. Foi
acrescentado aos sobrenadantes, a mesma quantidade de reagente de Griess
(1% sufanilamida, 0,1% N- (1-naftil) — etilina diamina hidroclorido, 2,5% H3PO,)
4.2 As concentragbes de nitrito presentes nos sobrenadantes foram obtidas

através da analise de regressao linear a partir da curva padrao, empregando-se



diluicGes duplas seriadas de nitrito de sédio a partir de 200uM até a 11°.
diluicdo *. A absorbancia foi determinada a 540nm, através do leitor de

microplacas (Spectramax 190-Molecular Device).

2.2.5 - Anélise estatistica

A partir dos resultados foram aplicados os testes de Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney, comparando os valores obtidos para cada grupo de braguetes com o
grupo controle. Para cada material houve também a comparacdo dos
resultados encontrados nos tempos 24 horas/48 horas, 48 horas/72 horas e 24

horas/72 horas

3- RESULTADOS

3.1 - Viabilidade celular

A Tabela 1 apresenta os p-valores do teste de Kruskal-Wallis para a viabilidade
celular em funcéo do tempo (p<.05, para 48 horas) e do tipo de material (p<.05,
para o grupo controle e braquetes ceramicos).

O grafico 1 expressa a comparagdo entre 0s grupos de materiais € 0 grupo
controle.

Na anadlise da diferenca entre os tempos para cada material, o grupo controle e
0 grupo de braquetes ceramicos apresentaram p<.05 nos trés intervalos de

tempo estudados. Os braquetes de policarbonato e de polioximetileno néo
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apresentaram diferengas estatisticamente significativas nos intervalos de

tempo.
TABELA 1 -
a- TEMPO @ valor) b- MATERIAL f valor)
Grupo Controle 0,001
24h ns Braquetes Ceramicos 0,001
48h 0,001 Braquetes de Policarbonato ns
72h ns Braguetes de Polioximetileno ns

(p valor < 0,05— Teste de Kruskal-Wallis para a Viabilidade Celular em fungéo (a) do Tempo e (b) do tipo de Material.

(ns= ndo significativo)

0,60

0,40
E *
5 * * -
A 020 [
(@)

0,00 T

24 hours 48 hours 72 hours
[ CONTROL mc O rc gPom

GRAFICO 1 - Viabiidade Celular — Comparac&o entre os grupos de material e o Controle - Teste

de Mann-Whitney - p valor < 0,05



3.2 - Produgéo de 6xido nitrico

A Tabela 2 apresenta os p-valores do teste de Kruskal-Wallis para a producao

de Oxido nitrico em funcdo do tempo (p<0,05 para 24 horas) e do tipo de

material ( p<0,05 para todos os grupos estudados).
O grafico 2 expressa a comparagao entre os grupos de materiais e

controle.

0 grupo

Na analise da diferenca entre os tempos para cada material, o grupo controle e

0 grupo de braguetes de polioximetileno apresentaram p<0,05 nos trés

intervalos de tempo estudados. Os braquetes de policarbonato e de

polioximetileno tiveram diferencas estatisticamente significativas nos intervalos

de tempo 24-48 horas e 24-72 horas.

TABELA 2
a- TEMPO (p -valor) b- MATERIAL (p valor)
Grupo Controle 0,001
24h 0,045 Braquetes Ceramicos 0,002
48h ns Braquetes de Policarbonato 0,003
72h ns Braquetes de Polioximetileno 0,001

{(*p valor<0,05 — Teste de Kruskal-Wallis paraa co ncentragdo de 6xido Nitrico em fungédo (a) do Tempo
tipo de Material). (ns né&o significativo)}.

e (b) do
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GRAFICO 2 - PRODUCAO DE OXIDO NITRICO - Comparagdo entre os grupos de
materiais e o grupo controle (Teste de Mann-Whitney) - * p<0,05

4. DISCUSSAO

Um aumento significativo do estudo da biocompatibilidade dos materiais
odontologicos € wuma realidade para pesquisadores das diversas
especialidades. Varios materiais e acessorios podem causar efeitos adversos
na utilizacdo clinica e os mecanismos pelos quais muitas reacbes séao
observadas nédo estéo totalmente elucidados. O conhecimento direcionado a
composicdo dos materiais, suas propriedades alergénicas e irritantes e sua
toxicidade sdo essenciais na avaliagdo das etiologias de determinados
sintomas clinicos °.

Além dos testes de citotoxicidade tradicionais, o estudo da producédo de oxido
nitrico associado a um determinado material € uma maneira de determinar o
potencial de toxicidade deste material, ja que a citotoxicidade pode, também
estar relacionada a moléculas que, ao serem liberadas a partir de um

determinado estimulo, podem ocasionar danos aos tecidos *2.
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Na andlise da viabilidade celular o comportamento apresentado pelo grupo
controle foi o esperado neste tipo de experimento. Houve de 24 para 48 horas
diminuicdo significativa da viabilidade celular, provavelmente devido a
adaptacéo das células as condicées de cultura ?’. Todavia, de 48 para 72 horas
houve um aumento da multiplicagéo celular, resultando numa diferenca
estatisticamente significativa entre estes tempos. A viabilidade no tempo final,

72 horas, foi também significativamente maior que no tempo inicial, 24 horas.

A viabilidade celular no grupo de braquetes ceramicos apresentou
comportamento semelhante a do grupo controle. Uma diminuicdo do nimero
de células de 24 para 48 horas, aumento de 48 para 72 horas e aumento entre
0s tempos 24 e 72 horas. Quando as médias de cada tempo foram
comparadas ao grupo controle, houve diferenca estatisticamente significativa
somente no tempo 48 horas, sendo o numero de células maior no grupo de
braquetes ceramicos. A presenca do braquete na cultura de células de
resposta imunoldgica pode ter sido o estimulo para a proliferacdo dos
macréfagos. Este resultado revela concordancia com as afirmacbes de
Sjogren et al. * de ndo haver evidéncia de citotoxicidade nas ceramicas
utilizadas em Odontologia, indicando boa biocompatibilidade detectada nos

testes in vitro.

Os resultados revelaram comportamento diferente dos braquetes de
policarbonato e polioximetileno e o grupo controle, com relagdo a viabilidade
celular. As diferencas entre as médias nos tempos 24/48 horas, 48/72 horas e
24/72 horas nao foram estatisticamente significativas dentro de cada grupo de
braquetes. A caracteristica tipica do grupo controle, de viabilidade no tempo 72

horas significativamente maior que no tempo 24 horas, ndo ocorreu. Ao
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contrario do grupo controle no qual se verificou diminuicdo significativa da
viabilidade celular de 24 para 48 horas, nos braquetes policarbonato e
polioximetileno, apesar de n&o significativo, houve aumento no valor das
médias. Da mesma maneira que no grupo de braquetes ceramicos a presenca

do material pode ter sido o estimulo a proliferacdo dos macroéfagos.

No tempo 24 horas a média do niumero de células foi significativamente menor
para o grupo de polioximetileno, quando comparado ao controle. A comparacéo
entre o grupo policarbonato e o controle ndo revelou diferenca estatisticamente
significativa. Houve diferenca estatisticamente significativa no tempo 48 horas
em relagcdo ao controle, para o grupo policarbonato e polioximetileno, com
aumento do numero de células nos dois grupos. Novamente, o estimulo do
material a proliferacdo dos macréfagos pode explicar esta diferenca. No tempo
72 horas nao houve diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao

controle.

A viabilidade celular em todos os grupos foi maior no periodo final da avaliacao
(72 horas) em relacdo ao periodo 24 horas, aumento este estatisticamente
significativo somente nos grupos controle e braguetes ceramicos. As médias
finais (72 horas) em todos os grupos foram numericamente menores que 0

controle, mas a diferenca entre elas n&o foi estatisticamente significativa.

A producéo de 6xido nitrico pode ser considerada como resultante da fisiologia
normal de células como os macréfagos e pode, ainda, estar sujeita a acdo de
substancias imunomoduladoras que podem aumentar ou diminuir a produgao
destas moléculas ?°. Desde que o 6xido nitrico foi reconhecido como importante

modulador da funcdo celular na salude e na doenca, pesquisas sugerem,
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paradoxalmente, que esta molécula pode apresentar efeitos tanto citotoxicos

como citoprotetores %°.

No tempo 24 horas a dosagem de NO foi maior para todos os grupos de
braguetes em relacdo ao grupo controle. Todavia, somente no grupo de
braguetes de polioximetileno esta diferenca foi estatisticamente significativa. A
presenca dos materiais em contato com a célula pode ser o estimulo para esta
maior producdo de NO, uma vez que os macrofagos ativados sao os principais
produtores desta molécula de grande importancia nos processos de resposta

imune e inflamag&o *.

No tempo 48 horas verifica-se um aumento estatisticamente significativo da
dosagem do NO, em relacdo ao tempo 24 horas, em todos os grupos. Em
relacdo ao grupo controle, somente o grupo dos braquetes de polioximetileno

apresentou diferenca estatisticamente significativa neste tempo.

No tempo 72 horas novamente verifica-se diferenca estatisticamente
significativa entre os braquetes de polioximetileno e o grupo controle, enquanto
que para os demais braquetes ndo houve diferenca estatisticamente

significativa.

Na analise dos resultados verifica-se que tanto a viabilidade celular quanto a
producéo de 6xido nitrico aumentaram no tempo final da anélise em relacédo ao
tempo inicial. Este aumento aconteceu no grupo controle e nos grupos de
braquetes estudados. Apesar da menor taxa de viabilidade do grupo de
braguetes de polioximetileno no tempo 24 horas e da maior taxa de viabilidade
nos grupos de braquetes de policarbonato e polioximetileno no tempos 48
horas, as médias finais (72 horas) dos grupos de braguetes ndo apresentaram

diferencas significativas em relagcdo ao grupo controle.
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Para os braquetes ceramicos os resultados corroboram as informacdes
existentes na literatura sobre a biocompatibilidade detectada nos teste in vitro.
Os resultados dos testes de viabilidade celular demonstraram que a acéo
citotdxica relacionada a provavel liberacdo de formaldeido pelos braquetes de
polioximetileno e de bisfenol-A pelos braquetes de policarbonato néao foi

observada neste estudo.

Os niveis de 6xido nitrico medidos revelaram que houve uma maior producao
desta substancia para os grupos de braguetes de polioximetileno nos tempos
24 e 48 horas. Todavia néo foi constatada influéncia, por parte dos braquetes,

na producédo do oxido nitrico pelos macréfagos no tempo final (72 horas).

5- CONCLUSAO

1- A viabilidade celular no grupo de braquetes ceramicos apresentou
comportamento semelhante ao apresentado pelo grupo controle. A viabilidade
celular em todos os grupos foi maior no periodo final da avaliacdo em relagéo
ao periodo inicial. As médias finais (72 horas) nos grupos de braquetes néo

apresentaram diferencas significativas em relagéo ao controle.

2- A producao de 6xido nitrico foi significativamente maior em todos 0s grupos
no periodo final da avaliacdo (72 horas) em relacdo ao periodo 24 horas. Nao
houve diferenca significativa entre as meédias finais dos grupos de braquetes e
do grupo controle, embora o0s braquetes de polioximetileno tenham

apresentado médias significativamente maiores nos periodos de 24 e 48 horas.
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Viabilidade celular e produgéo de 6xido nitrico (NO ) por macrofagos J774
estimulados com interferon-gama (IFN- y) na presenca de braquetes

ceramicos, de policarbonato e de polioximetileno. ( Parte II)

1- Introducgéao

Um estudo prévio * avaliou a viabilidade celular e a producdo de 6xido nitrico
por macrofagos J774 na presenca de braquetes ortodénticos estéticos
(ceramicos, de policarbonato e de polioximetileno . A analise dos resultados
revelou que a resposta das células na presenca dos braquetes ceramicos foi a

mais semelhante & das células do grupo controle.

Estudos realizados com estes tipos de braquetes apontam para o fato de os
braquetes ceramicos serem quimicamente inertes aos fluidos bucais ? enquanto
existem preocupacdes com a degradacdo dos braguetes de policarbonato em

bisfenol-A  3*+>°

e da liberacdo de formaldeido pelos braguetes de
polioximetileno ’. Verifica-se, ainda, a recomendacdo da realizacéo de testes
mais confiaveis sobre o potencial de toxicidade destes materiais® ° .

Além dos testes de citotoxicidade tradicionais o estudo da producdo de 6xido
nitrico associado a determinado material € uma maneira de determinar o
potencial de toxicidade deste material, ja& que a citotoxicidade pode, também

estar relacionada a moléculas que, ao serem liberadas a partir de um

determinado estimulo, podem ocasionar danos aos tecidos. O envolvimento do



oxido nitrico em doengas inflamatorias bucais tem sido detectado e € listado
como um fator que afeta o processo de remodelacdo 6ssea'® 12,

O papel do 6xido nitrico na cavidade bucal normal ainda é desconhecido.
Estudos sugerem que concentracdo excessiva de NO na saliva exerce um
papel de regulador patofisiolégico nas doencas da mucosa bucal. Observa-se
aumento do nivel do nivel de iINOS (oxido nitrico sintase induzida) gengival
durante a inflamacdo periodontal, em comparagcdo com tecidos gengivais
sadios'. O NO é um regulador dos processos de formacdo e reabsorcéo
O0ssea, sendo um importante mediador bioquimico na resposta dos tecidos
periodontais as forcas ortodénticas™**>*°.

Apesar deste papel regulador de extrema importancia nos processos de
resposta imune, processos inflamatorios, metabolismo ésseo e apoptose, o NO
em altas concentracbes pode atuar como molécula citotoxica aos tecidos *”
18,19.

Macréfagos ativados sdo importantes células efetoras nos processos
inflamatorios e na defesa do hospedeiro contra microrganismos. Ele induz a
producdo de peroxido de hidrogénio, Oxido nitrico e outras moléculas

responsaveis pela atividade microbicida dos macréfagos 292

A ativagao
consiste em alteracbes quantitativas na expressdo de varias proteinas que
conferem aos macréfagos ativados a capacidade de exercer algumas fungdes
gue ndo podem ser executadas por mondécitos em repouso. Macriéfagos séo
considerados ativados se desempenham uma determinada fungdo medida em

um ensaio especifico como, por exemplo, morte microbiana®’. O interferon-

gama (IFN-Y) €& uma citocina que desempenha importante papel tanto na
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imunidade inata quanto na imunidade adaptativa e é a principal citocina
ativadora de macréfagos.?> %

O presente trabalho teve como objetivo avaliar in vitro viabilidade celular (MTT
assay) de uma linhagem de macréfagos murinos J774 ativados com interferon-
gama (IFN-Y) na presenca de bragquetes estéticos de ceramica, de

policarbonato e de polioximetileno assim como o efeito destes braquetes na

producéo de 6xido nitrico (NO) por estas células.

2.2.5 - Anélise estatistica

A partir dos resultados foram aplicados os testes de Kruskal-Wallis e Mann-

Whitney.
-Viabilidade celular:

O teste de Kruskal-Wallis foi empregado para verificar em cada tempo,
separadamente, a presenca de diferenca significativa na viabilidade celular
entre os materiais ( controle, brackets ceramicos, brackets PC e brackets POM)
e também para verificar a presenca de diferenca significativa na viabilidade

celular nos trés tempos de analise, para cada material separadamente.

O teste de Mann-Whitney foi aplicado para verificar se houve diferenca
significativa na viabilidade celular entre cada um dos materiais,
individualmente, e o grupo controle em cada tempo estudado e para a
avaliacdo do comportamento individual de cada grupo de material, procurando
determinar diferencas significativas entre a viabilidade celular nos tempos

estudados (24/48 horas, 48/72 horas e 24/72 horas)
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-Producéo de Oxido Nitrico:

O teste de Kruskal-Wallis foi empregado para verificar em cada tempo,
separadamente, a presenca de diferenca significativa na producéo de NO entre
0s materiais ( controle, brackets ceramicos, brackets PC e brackets POM) e
também para verificar a presenca de diferenca significativa na producdo de NO

nos trés tempos de andlise, para cada material separadamente.

O teste de Mann-Whitney foi aplicado para verificar se houve diferenca
significativa na producéo de NO entre cada um dos materiais, individualmente,
e 0 grupo controle em cada tempo estudado e para a avaliacdo do
comportamento individual de cada grupo de material, procurando determinar
diferencas significativas entre a producéo de NO os tempos estudados (24/48

horas, 48/72 horas e 24/72 horas)

3- RESULTADOS

3.1 - Viabilidade celular

A Tabela 1 apresenta os p-valores do teste de Kruskal-Wallis para a viabilidade
celular em funcéo do tempo (p< 0,05 para 24 e 48 horas) e do tipo de material (
p < 0,05 para todos 0s grupos)

A figura 1 expressa a comparacao entre 0s grupos de materiais € 0 grupo
controle.

Na anadlise da diferenca entre os tempos para cada material, o grupo controle e

0S grupos de braquetes ceramicos e de policarbonato apresentaram p<0,05
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nos trés intervalos de tempo estudados. Os braquetes de polioximetileno

apresentaram p<0,05 nos tempos 48 e 72 horas.

TABELA 1 - Analise estatistica da viabilidade celular em fuungé tempo e do tipo

de material
a- TEMPO b- MATERIAL
Grupo Controle 0,001*
24h 0,006* Braquetes Ceramicos 0,001*
48h 0,004* Braquetes de Policarbonato 0,001*
72h ns Braquetes de Polioximetileno 0,004*

*p valor < 0,05 - Teste de Kruskal-Wallis para abllidade Celular em funcéo (a) do Tempo e (b) do

tipo de material.
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FIGURA 1 - Viabilidade celular na presenca de Interferon-gama. Comparagéo entre as médias da contagem
de células de cada material com o grupo controle nos trés tempos analisados — * p valor <0,05



3.2 - Producéo de 6xido nitrico

A Tabela 2 apresenta os p-valores do teste de Kruskal-Wallis para a producao
de 6xido nitrico em fungdo do tempo (p<0,05 para 48 e 72 horas) e do tipo de
material (p<0,05 para todos os grupos estudados)

A figura 2 expressa a comparacao entre 0s grupos de materiais € 0 grupo
controle.

Na analise da diferenca entre os tempos para cada material, todos 0s grupos

apresentaram p< 0,05 nos trés intervalos de tempo estudados.

TABELA 2 - Andlise estatistica da producao de NO em func&ermpo e do tipo
de material
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a- TEMPO b- MATERIAL
Grupo Controle om
24h ns Braquetes Ceramicos 0,003
48h 0,011 Braquetes de Policarbonato 0,002
72h 0,012 Braquetes de Polioximetileno 0,001

p valor — Teste de Kruskal-Wallis para a produgddxido nitrico em funcédo (a) do Tempo e (b) do ti
de Material.
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FIGURA 2 - Oxido Nitrico na presenca de Interferon-gama. Comparagao entre as médias da concentragéo de 6xido
nitrico de cada material com o grupo controle nos trés tempos analisados na presenca de estimulo - * p valor < 0,05

4- DISCUSSAO

O interferon-gama (IFN-Y) é uma citocina com importante papel nos processos
imunolégicos, sendo a principal citocina ativadora de macréfagos %% A
utilizacdo do interferon-gama (YFN-Y) no presente estudo procurou simular
uma condicdo comum no organismo humano no qual estas citocinas séo
produzidas por células do microambiente na presenca de antigenos.

Ao se comparar os resultados encontrados com um estudo prévio *, no qual
ndo houve a ativacdo dos macrofagos com interferon-gama verificou-se que o
comportamento do grupo controle em relacdo a viabilidade celular foi
semelhante. De 24 horas para 48 horas houve uma significativa diminuigcdo da
média da viabilidade; um aumento significativo na média da viabilidade se fez

presente de 48 para 72 horas. A viabilidade no tempo final, 72 horas, foi

também significativamente maior que no tempo inicial, 24 horas.
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Na presenca do estimulo com interferon-gama as células em contato com o0s
braguetes polioximetileno apresentaram comportamento semelhante as do
grupo controle, todavia a reducédo da viabilidade apresentada de 24 para 48
horas né&o foi estatisticamente significativa. Esta reducao pode estar associada,
tanto no grupo controle como neste grupo de braquetes, a adaptacdo dos
macrofagos ao meio de cultura. No tempo 72 horas constata-se que a média
da viabilidade celular aumenta significativamente em relacdo aos demais
tempos e apresenta o maior valor dentre todos os grupos estudados. A
presenca do interferon-gama associado ao braquete POM pode ter constituido
o0 estimulo para a maior proliferacdo dos macrofagos. Em nenhum dos tempos
avaliados houve diferenca estatisticamente significativa quando as médias da
viabilidade celular do grupo de braguetes de polioximetileno foram

comparadas com as médias dos tempos correspondentes no grupo controle.

Na andlise da viabilidade celular constata-se um comportamento semelhante
entre 0 grupo de braquetes ceramicos e o grupo de braquetes de
policarbonato. No tempo 24 horas o0s dois grupos apresentaram médias
significativamente menores que o controle. Verifica-se, assim, que, a
adaptacdo celular ao meio, associada a presenca do material e do estimulo
com interferon pode ter levado a uma reducgéo da viabilidade neste tempo. No
tempo 48 horas, diferentemente do controle, houve um aumento nas médias de
viabilidade. Este aumento foi estatisticamente significativo em relagcdo ao tempo
24 horas. Em relagdo ao grupo controle as médias foram, também,
significativamente maiores. No tempo 72 horas novamente as médias

aumentaram nos dois grupos de braquetes. Este aumento foi estatisticamente
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significativo em relacdo aos tempos 48 horas e 24 horas, mas em relacdo a

media apresentada pelo grupo controle ndo houve diferenca significativa.

Comparando estes resultados com aqueles da primeira parte do estudo *, no
qual ndo houve estimulo com interferon-gama, verifica-se haver diferencas na
resposta celular na presenca dos diferentes braguetes. Uma possivel acdo
sobre a viabilidade celular associada a liberagdo de formaldeido pelos
braquetes de polioximetileno ndo foi observada neste experimento. O grupo de
braquetes de polioximetileno foi 0 que aqui apresentou comportamento mais
semelhante ao grupo controle. As células em contato com os braquetes
ceramicos e de policarbonato, apesar de apresentarem uma menor viabilidade
que o controle no tempo 24 horas, mostraram uma viabilidade
significativamente maior que o controle no tempo 48 horas e auséncia de
diferenca significativa em 72 horas. Da mesma maneira que nos testes sem
estimulo com interferon-gama a viabilidade celular em todos os grupos foi
significativamente maior no periodo final da avaliacdo (72 horas) em relacao

ao periodo inicial (24 horas) e as médias finais ndo apresentaram diferencas

estatisticamente significativas em relacdo ao controle.

Na avaliacdo da sintese de NO pelos macréfagos, o grupo controle teve um
comportamento semelhante ao que apresentou quando ndo houve estimulo
com interferon-gama *. O aumento da producdo do NO foi estatisticamente
significativo em todos os tempos estudados. Verifica-se, também, que as

médias foram maiores na presenca do estimulo com interferon-gama.

Nos trés grupos de braquetes avaliados a dosagem do NO também aumentou
com o0 aumento do tempo. Este aumento sO6 ndo foi estatisticamente

significativo entre os tempos 48 horas e 72 horas para 0s braquetes ceramicos
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e braquetes policarbonato. Na comparacdo com o grupo controle as médias
finais (72 horas) de dosagem de NO foram significativamente menores para o

grupo de braquetes de policarbonato e polioximetileno.

Desde que o NO despontou como um importante modulador da funcéo celular
em condicbes de saude e de doenga, os trabalhos tém mostrado,
paradoxalmente, que esta molécula pode ter tanto efeito citotéxico como

citoprotetor .

A producdo de Oxido nitrico pode ser considerada como
resultante da fisiologia normal de células como os macrofagos e pode, ainda,
estar sujeita a acdo de substancias imunomoduladoras que podem aumentar
ou diminuir a producdo destas moléculas®. Todas as médias da dosagem de
NO apresentadas pelos grupos de braquetes foram menores que agquelas
apresentadas pelo grupo controle, com excecdo do grupo de braquetes
ceramicos no tempo 24 horas. Isto mostra que a associacdo do estimulo com
interferon-gama aos braquetes néo teve a capacidade de elevar a producgéo de
NO na mesma intensidade que no controle, onde os braquetes ndo estavam
presentes. Porque a associagdo interferon-gama/braquetes determinou este

tipo de resposta celular €, ainda uma questdo a ser respondida.

Comparando os resultados com o da primeira parte do estudo *, sem o

estimulo com interferon-gama, constata-se haver uma variabilidade nas
respostas associadas aos grupos de braguetes quando as condicbes do
experimento sdo alteradas. Enquanto que na avaliagdo da viabilidade celular
sem estimulo com interferon-gama o grupo de braquetes polioximetileno
apresentou maiores diferencas em relacdo ao controle, na avaliagdo em que 0s

macrofagos sdo ativados com interferon-gama o grupo de braquetes POM foi
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gue apresentou comportamento mais semelhante ao controle. Com o grupo de

braquetes ceramicos aconteceu o contrario.

Em duas condi¢cbes distintas de teste os diferentes grupos de braquetes
apresentaram efeitos diversos nas culturas celulares, podendo-se afirmar que
nenhum deles foi totalmente inerte do ponto de vista de resposta celular.
Protocolos para estudos in vivo devem ser desenvolvidos. Em seres humanos
o0 numero de variaveis se multiplica e ai reside, talvez, a maior dificuldade na

realizacdo dos experimentos e interpretacéo dos resultados.

5- CONCLUSAO

1- A viabilidade celular em todos os grupos foi significativamente maior no
periodo final da avaliagdo (72 horas) em relacdo ao periodo inicial (24 horas).
2- As médias finais da viabilidade celular nos grupos de braquetes néo
apresentaram diferencas significativas em relacdo ao controle. Houve diferenga
significativa em relagcdo ao controle nos tempos 24 (reducéo da viabilidade) e
48 horas (aumento da viabilidade) para os braquetes ceramicos e de

policarbonato.

3- A producdo de NO foi significativamente maior em todos 0sS grupos no
periodo final da avaliagdo (72 horas) em relacdo ao periodo 24 horas. Todavia
a presenca dos braquetes associada ao estimulo com interferon Y nos meios
de cultura n&o resultou numa maior producdo de NO em relagédo a

apresentada pelas células do grupo controle.
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Pesguisa Hrasileira em
Ddontopediatriae GlinicaIntegrada

Pesquisa Brasileira em
Odontopediatria e Clinica Integrada

---------- Forwarded message ----------
From:robert willer farinazzo vitral

Date: 27/03/2008 13:05

Subject: declaracéo artigo original PBOCI

--- Mensagem Original ---

Data: 3/27/2008

De: "apesb”

Assunto: PBOCI para Robert Vitral

Prof. Robert Vitral,

Os editores concordaram com as modificacOes relakzpelos autores no artigo
"Avaliagdo da citotoxicidade de materiais odontaiog através do método de MTT e
producao de Oxido nitrico: descricdo de uma tétnieado sido o artigo enquadrado na
categoria "Artigo Original”.

Aproveito a oportunidade para comunicar que o thabsera publicado na volume 8,
namero 3, referente aos meses de setembro a dezxdmBO08.

Continuo a disposicao para esclarecimentos.

Cordialmente,

Ana Maria



3.2—- ANEXO B
3.2.1 — Artigo 2 - An in vitro study of the cellular viability and nitric oxide (N 0)
production by J774 macrophages in the presence of ¢ eramic, polycarbonate,

andpolyoxymethylene brackets. (Part I)

Elsevier Editorial System(tm) for American Journal of Orthodontics & Dentofacial Orthopedics
Manuscript Draft

Manuscript Number: AJODO-D-07-00709

Title: An in vitro study of the cellular viability and nitric oxide (NO) production by J774
macrophages in the

presence of ceramic, polycarbonate, and polyoxymethylene brackets.

Article Type: Original Article

Section/Category:

Keywords:

Corresponding Author: Dr. Robert W.F. Vitral, DDS, MS,PhD

Corresponding Author's Institution: Juiz de Fora Federal University Brazil

First Author: Julia C Vitral, Postgraduate student

Order of Authors: Julia C Vitral, Postgraduate student; Marcelo R Fraga, MS; Maria A Souza,
PhD; Ana P

Ferreira, PhD; Robert W.F. Vitral, DDS, MS,PhD

Manuscript Region of Origin:

Abstract: Studies point to the fact that ceramic brackets are chemically inert to the oral cavity,
whereas polycarbonate and polyoxymethylene brackets may degradate releasing bisphenol-A
and formaldehyde, respectively. In addition to the traditional cytotoxicity tests, the study of nitric
oxide cellular production stimulated by a specific material has shown to be a reliable tool for
evaluating its cytotoxic potential. The present study was aimed at assessing cellular viability by
the MTT method in a murine macrophage cell line J774 in the presence of esthetic brackets,
and quantify nitric oxide production by these macrophages.

Evaluation of cell culture was undertaken in three time intervals: 24, 48, and 72 hours. Cellular
viability in all groups was higher at the final time interval (72 hours) in relation to the initial time
(24 hours). This increase was significant in the control and ceramic bracket groups. Final means
in the bracket groups did not show significant differences when compared to the control group.
Nitric oxide production was significantly greater in all groups at the final time interval in relation
to the initial time. There was no significant difference between the final means of the bracket
groups and the control group, although polyoxymethylene brackets have shown significantly

greater means at times 24 and 48 hours.

An in vitro study of the cellular viability and nit ric oxide (NO) production by J774
macrophages in the presence of ceramic, polycarbona  te, and polyoxymethylene
brackets.
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AJO-DO

De: American Journal of Orthodontieq [Exibir codigo fonté
Para: robertvitra[+]
Data: 28 Mar 2008 19:29:42 +0000
Assunto: Your Submission AJODO-D-07-00709R2

Dr. Robert W.F. Vitral

Address:

Associate Professor of Orthodontics and Dentofd@réthopedics
Juiz de Fora Federal University Brazil - Orthodositi

Av. Rio Branco 2595/1604

Juiz de Fora, Minas Gerais 36010 907 - BRAZIL

Phone: 55 32 32323596

E-mail Address: robertvitral@acessa.com

Preferred Method of Contact: Postal Malil.

Ms. Ref. No.: AJODO-D-07-00709R2

Title: An in vitro study of the cellular viabilitgnd nitric oxide (NO) production by
J774 macrophages in the presence of ceramic, pblycate, and polyoxymethylene
brackets.

American Journal of Orthodontics & Dentofacial (pledics

Dear Dr. Vitral,

Thank you for revising your manuscript, "An in aitstudy of the cellular viability and
nitric oxide (NO) production by J774 macrophagethmpresence of ceramic,
polycarbonate, and polyoxymethylene brackets.,"rasdbmitting it to the American
Journal of Orthodontics & Dentofacial Orthopedi¢su have successfully addressed
the reviewers" concerns and | am pleased to aticetaper for publication. It will
—make a fine contribution to the orthodontic literat

Thank you for submitting your work to this journblook forward to seeing the article
in the AJO-DO.

With kind regards,

David L. Turpin - Editor-in-Chief
American Journal of Orthodontics and Dentofaciah@pedics
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