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Introducéo: A biocompatibilidade dos materiais utilizados na Ortodontia ainda é
motivo de preocupacao, especialmente em relagdo aos elastbmeros intra orais.
Objetivos: Testar “in vitro” a genotoxicidade destes materiais para fibroblastos
de ratos (linhagem L929), considerando a presenca ou ndo de latex em
diferentes marcas comerciais. Material e Método: Para tanto, foram utilizados
36 corpos de prova divididos em 9 grupos experimentais das seguintes marcas:
3M Unitek®, American Orthodontics®, GAC®, Morelli®, RMO® e TP
Orthodontics®. A genotoxicidade foi avaliada através do Ensaio cometa. Como
controle negativo foi utilizado o crescimento celular e controle positivo, o
hipoclorito de sddio a 1%. Os dados foram submetidos aos testes estatisticos
One-way ANOVA e teste post-hoc de Dunnett, com nivel de significAncia de 5%.
Resultados: Os resultados mostraram que todos os grupos de elastbmeros com
ou sem latex das diferentes marcas comerciais apresentaram altos percentuais
de danos ao DNA das células, sendo significativamente diferentes do controle
negativo (p<0,05); as médias para os grupos de elastdbmeros com latex foram
maiores em relagdo aos sem latex, mas sem diferenga estatisticamente
significativa (p>0,05). Conclusao: Concluiu-se que todos elastbmeros avaliados
foram genotoxicos para as células avaliadas, independente da presenca do latex
ou da marca comercial, assim como n&do houve diferenga entre os elasticos com
e sem latex de cada marca, sugerindo que a genotoxicidade ndo esta somente
associada a presenca desse componente.
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INTRODUCAO

A biocompatibilidade dos materiais dentarios tem sido tema de grande
especulacdo, seja pelo aumento das manifestacBes clinicas das reacgfes
alérgicas causadas por estes nos pacientes ou pela conscientizacdo e
conhecimento dos possiveis efeitos adversos decorrentes do uso desses
materiais (Menezes et al. 2004). Em especial na Ortodontia, varios materiais
mantém contato direto com tecidos organicos por longos periodos de tempo, a

exemplo dos elastdbmeros (Santos et al. 2009; Angilieri et al. 2011).

A biocompatibilidade pode ser definida como a capacidade dos tecidos
entrarem em contato com um determinado material e ndo manifestar qualquer
tipo de reacgdo toxica, irritante, inflamatoria, alérgica ou de fundo mutagénico ou
carcinogénico, sendo a ocorréncia de qualquer reacdo adversa chamada de
toxicidade (Santos et al. 2009; Menezes et al. 2009; Santos et al. 2010).

A genotoxicidade engloba os processos mutagénicos ou carcinogénicos,
sendo, portanto, de suma importancia na selecéo dos materiais de forma segura

para os pacientes ( Westphalen et al. 2008).

O uso de elastdbmeros em Ortodontia iniciou-se no final do século XIX e
tem sido incrementado com a melhora de suas propriedades. Muito utilizados
como substitutos as ligaduras metalicas na movimentacdo dentaria, seja para
retracdo de dentes, fechamento de espacos, correcédo de relagdes interarcos e
como auxiliares na utilizacdo de aparelhos extra bucais, estes apresentam-se
como importantes instrumentos na obtencgéo de resultados favoraveis durante o
tratamento (Hanson e Lobner, 2004; Loriato et al., 2006; Pithon et al., 2008(b)).

Em relagéo a sua composi¢éo, os elastdmeros ortodénticos podem ser de
latex ou materiais sintéticos (Wong,1976).Em geral, aqueles a base de latex sdo
obtidos a partir da borracha natural, proveniente da arvore chamada seringueira
(Hevea brasiliensis), cuja formula quimica € cis 1,4 poliisopreno e apresenta
maior utilizagdo devido as melhores propriedades como flexibilidade, menor
custo e maior capacidade de retornar as dimensdes originais apos sofrerem
deformacgbes (Ledo Filho et al., 2013). Ja os materiais sintéticos, produzidos a

base de poliuretano, também chamados de plasticos, sdo obtidos por meio de



transformacdes quimicas do carvao, petréleo e alguns alcoois vegetais
(Henriques et al., 2003).

Apesar da ampla utilizag&o clinica, os materiais obtidos do latex tém um
grande potencial de causar alergias. As reacdes alérgicas relatadas pelos
pacientes vdo desde o0 inchaco e estomatites até lesdes eritematosas,

respiratorias e choque anafilatico (Hain et al., 2007; Santos et al., 2010).

Tendo como base os referidos efeitos provocados pelo uso dos
elastbmeros, os fabricantes tém proposto alternativas sem latex na sua
composicdo. Entretanto, apesar de existirem trabalhos sobre a citotoxicidade
desses materiais, a literatura é escassa em relacdo a sua genotoxicidade, bem

como sobre a real relacdo dos efeitos com o latex.

Baseado nestes achados e buscando elucidar questdes acerca da
biocompatibilidade dos elastomeros intraorais utilizados na terapéutica
ortodontica, os autores deste estudo propuseram-se a avaliar a genotoxicidade
desses materiais, considerando a presenca/ auséncia do latex, bem como

comparando diferentes marcas comerciais.

MATERIAL E METODO
Amostra

A amostra foi composta por 36 elastbmeros intraorais (3/16”), divididos em
nove grupos experimentais, com n=4, conforme Tabela 1 (Figura 1), das
seguintes marcas comerciais: American Orthodontic® (St. Louis-lllinois, USA),
RMO® (Denver-Colorado, USA), Morelli® (Sorocaba-Sao Paulo, Brasil), TP
Orthodontic® (La Porte-Indiana, USA), GAC® (Islandia-New York, USA), e 3M
Unitek® (Saint Paul-Minessota, USA).

Como Controle Negativo C(-) foi utilizado o crescimento celular e, como
Controle Positivo C(+), o hipoclorito de sédio a 1%.



Cultura de Células

Fibroblastos de ratos da linhagem L1929 foram cultivados em
monocamadas em frascos de cultura de 75 cm? (TPP), contendo meio DMEM
(Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab) e antibioticos
(combinado de estreptomicina, penicilina a 1% e gentamicina a 0,1%, obtidos da

Gibco) a 37°C em uma incubadora (ThermoScientific) com 5% de CO2.

Tabela 1: Grupos experimentais com caracteristicas dos elastdbmeros.

MARCA .
TIPO COMERC(::IAL n Latex Cor
Controle (-) Crecseclll;?;nto - 4 -
GRUPO 1 (G1) Elastico intra- American 4 Sim Natural
oral (3/16) Orthodontics®
Elastico intra- American ~
GRUPO 2 (G2) oral (3/16) Orthodontics® 4 Nao |Transparente
Astico i - RMO® .
GRUPO 3 (G3) E'g‘rs;;c(% /Tg)a 4 | sim | Natral
Astico i - RMO® o .
GRUPO 4(G4) E'gf;;c(% /Tg)a 4 | Nso | Colorida
GRUPO 5 (G5) E'gf;;‘?% /Tg)a' Morelli® 4 | sim | Natral
GRUPO 6 (G6) E'g‘rs;;c(% /Tg)a' Morelli® 4 | Nao |Transparente
Elastico intra- TP .
GRUPO 7 (G7) oral (3/16) Orthodontics® 4 Sim Natural
GRUPO 8 (G8) E'g‘rs;;c(% /Tg)a' GAC® 4 | sim Natural
GRUPO 9 (G9) E'gf;;c(%/'?g)a' 3M UNITEK® 4 Sim Natural
: : Hipoclorito de
0, -
Controle (+) Hipoclorito 1% s6dio a 1% 4

Ensaio Cometa

Para a determinagdo da genotoxicidade dos elastdmeros, 1X10° células
foram semeadas por poco em placas de 24 pocos (TPP) e incubadas durante 24
horas em meio DMEM completo, apés lavou-se as células com DPBS e, em
seguida submeteu as mesmas aos tratamentos com os diferentes elasticos. No
final dos tratamentos, as células foram lavadas com DPBS a 37°C e tripsinizadas

com 350 pL de tripsina. Apdés 5 minutos, estas mesmas células foram



ressuspendidas em meio completo, e o volume da suspensao celular

imediatamente utilizado para o ensaio.

Antes da andlise das células, estas foram homogeneizadas com gel de
agarose de baixo ponto de fusdo, distribuidas sobre laminas de vidro
previamente cobertas com gel de agarose de ponto de fusdo normal. Apds, as
laminas foram mergulhadas em solucdo de lise e submetidas a um campo
elétrico que induz a migracdo de fragmentos livres de DNA para fora do ndcleo.
Apos a eletroforese em condi¢des alcalinas (pH>13), as laminas foram coradas
com brometo de etidio e 0s nucleos das células portadoras de quebras de DNA

foram visualizadas (Figura 1).

Figura 1: Célula com cometa.

Apo6s coloracdo, as laminas foram observadas em microscopio de
fluorescéncia (Olympus BX51). Um total de 100 células foram analisadas por
amostra — 25 células contadas para cada repeticdo. Os nucleos intactos
aparecem redondos, enquanto que nas células lesadas, o DNA livre migra do
nacleo em direcéo ao anodo, mostrando uma cauda de fragmentos, semelhante
a um cometa. Estes fragmentos podem se apresentar em diferentes tamanhos,
e ainda estarem associados ao nacleo por uma cauda simples. A classificacdo
dos cometas foi realizada por meio de um software (Comet Assay IV -

Perceptive) acoplado ao microscépio.

Analise Estatistica

Para analise estatistica sobre a acdo genotoxica das amostras utilizou-se
a Analise de Variancia (one-way ANOVA) e teste posthoc de Dunnett com
p<0,05.



RESULTADOS

A partir dos dados obtidos na Tabela 2, p6de-se observar que todos 0s
grupos de elastbmeros com e sem latex das diferentes marcas testadas
mostraram-se genotoxicos, sendo significativamente diferentes do controle
negativo (p<0,05). Salienta-se, ainda, que os grupos G5 (Morelli® com latex) e
G9 (3M Unitek® com latex) foram tdo genotoxicos a ponto de ndo permitirem a

analise pelo teste cometa.

Tabela 2: Danos no DNA ap6s exposicao (24 horas) das células L929 nos diferentes
grupos avaliados

Controles Teste Cometa Coeficiente
(% de DNA na Cauda) de Variacao (%)
Média + DP
Negativo 5.5+2.2 40%
Positivo 35.1+12.22 34,75%
Elasticos
G1 — AMO® (com latex) 62.2+6.6 2°¢ 10,61%
G2 — AMO® (sem latex) 37.6+23.82 63,30%
G3 — RMO® (com latex) 30.7+10.32 35,55%
G4 - RMO® (sem latex) 30.6+£18.82 61,44%
G5 - Morelli® (com latex) *
G6 - Morelli® (sem latex) 16.3+7.0° 42,94%
G7 — TP® (com latex) 31.3+7.22 23 %
G8 — GAC® (com latex) 16.2+6.1° 37,65%
G9 - Unitek® (com latex) *

a Significativo em relacdo ao controle negativo, P<0.001; b Significativo em relagdo ao controle
negativo, P<0.05; c Significativo em relacdo a G6 e G8, P<0.01. One-way ANOVA e teste post-
hoc de Dunnett.

As médias para os grupos de elastomeros com latex foram semelhantes
em relacdo aos sem latex, exceto entre os grupos G1 (American Orthodontics®

com latex) e G6 (Morelli® sem latex).



Para os grupos com latex, pode-se considerar mais genotoxicos em
ordem crescente os grupos: GAC®, RMO® TP Orthodontic®, American
Orthodontics®,Morelli® / 3M Unitek ®. Ja para os sem latex, Morelli®, RMO® e

American Orthodontics®.

O Gréfico 1 mostra os valores minimos e maximos encontrados em cada
grupo, onde se pode observar nitidas variacfes, sendo maiores nos grupos de
elastbmeros sem latex G2 (American Orthodontics®) e G4 (RMO®).
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Gréfico 1: Boxplots - Grupos de Elastdmeros e propor¢éo de danos ao DNA.

Danos no DNA ap6s exposicdo (24 h) das células L929 aos diferentes
elastdbmeros. EMS — Controle Positivo (CP). CN (Controle negativo). Os dados séo
representados como diagramas de caixas (boxplots). As caixas se estendem do quartil
25% (linha inferior) ao quartil 75% (linha superior). A mediana é representada pela linha
sélida que corta a caixa horizontalmente. As linhas verticais em direcdo ao centro da
caixa representam os valores maximos e minimos

DISCUSSAO

De acordo com os resultados da Tabela 2 todos os elastébmeros testados,
com e sem latex de todas as marcas, mostraram-se genotoxicos, destacando-se
os grupos G5 (Morelli®) e G9 (3M Unitek ®) ambos com latex, que foram ao
extremo, ndo sendo possivel quantificar o tamanho do cometa. Para Marins et
al. (2012), esse achado néo é incomum e explicaram que isso ocorre devido ao

alto percentual citotéxico do material durante a cultura de células, superando os



30%, o que inviabiliza a realizacédo do teste cometa. Resultados similares foram
encontrados em estudos anteriores como o de Santos et al. (2010) que
comprovaram a citotoxicidade dos elastomeros da marca Morelli® para as

células avaliadas, utilizando, entretanto, testes de viabilidade celular.

Dos nove grupos de elastdbmeros analisados, seis apresentavam latex na
sua composicao, 0s quais mostraram alto percentual de dano ao DNA, com
diferenca estatisticamente significativa apenas entre G1 (American
Orthodontics®) com 62.2% e G8(GAC®) com 16.2%. Tal diferenca pode estar

associada as diferentes composi¢des e/ou processo de fabricacao.

Levando em consideracdo a presenca ou ndo de latex, péde-se observar
que entre os elastbmeros da mesma marca, nao houve diferenca
estatisticamente significativa, sendo esta detectada apenas entre 0s grupos com

latex G1 (American Orthodontics®) e sem latex G6 (Morelli®).

Tais achados trazem uma nova perspectiva de etiologia para as reacoes
até entdo associadas possivelmente ao latex presente nesses materiais, e para
a compreensao da alergia é de extrema importancia a analise do processo de
producdo dos elastomeros, que envolve a coleta, centrifugacéo, coagulacéo,
vulcanizacdo e aplicacdo do pé que cobre os mesmos (Warshaw 1998)."” Os
diferentes processos de fabricacdo desses elastbmeros podem ser a explicacao
para essa diferenca na genotoxicidade, uma vez que em geral podem ser
adicionados estabilizadores visando melhorar suas propriedades mecanicas
como o zinco, ion considerado neurotoxico; antioxidantes e antiozonizantes
(Martins et al. 2006)."®

Outro dado que ratifica que as diferengas de genotoxicidade ndo somente
estdo associadas ao latex é que os grupos G6 e G8 tiveram comportamento
similar, apresentando os menores valores de genotoxicidade, com percentuais
de DNA na cauda de 16,3% e 16,2% respectivamente, apesar de G6 néo conter

latex.

Em seus estudos sobre a citotoxicidade dos mesmos elastbmeros
mencionados na Tabela 1, Trevisan (2014)' constatou que nas primeiras 24h, a

maioria das marcas que apresentavam latex em sua composicao, TP®, Morelli®,



3M®, GAC® e American Orthodontics®, mostraram baixas médias de viabilidade
celular, e consequentemente maior toxicidade celular, tendo inclusive valores
inferiores ao controle positivo (C+), diferente da marca RMO®, a qual teve seu
resultado semelhante ao controle negativo (C-), apresentando o maior valor de
viabilidade celular. Esses resultados corroboram com a hipotese de que existem
diferencas no processo de producdo® ou composicao basica dos elastdmeros,
especialmente para a marca RMO®, assim como na liberagéo dos componentes

utilizados.

Outro fator que pode contribuir para diferenca na genotoxicidade € a
presenca de corantes nos elastdmeros, conforme estudo de Holmes et al.
(1993)%°, que testou elastdbmeros de vérias cores, e verificou que houve mais lise
celular nas primeiras 24 horas em elastdmeros coloridos, porém sem diferenca
significativa. Isso poderia explicar, por exemplo, a similaridade da
genotoxicidade entre os grupos G3 e G4, da marca RMO®, que apesar de serem
com e sem latex, respectivamente, mostraram valores de 30,7% e 30,6% de DNA
na cauda. Como o G4 foi o Unico elastdbmero sem latex colorido de todos os
grupos do estudo, sua maior toxicidade pode estar associada, a despeito de ndo
apresentar latex, ao corante presente na sua composi¢cdo. Da mesma forma,
Trevisan (2014)" obteve resultados idénticos dessa marca em seus estudos
sobre citotoxicidade. Contrapondo essa linha, no estudo realizado por Santos et
al. 2009)2, onde foi avaliada a viabilidade celular em elastdbmeros de varias cores,

constatou-se que a pigmentacdo nao interfere na maior ou menor lise celular.

Um detalhe importante a ser analisado, é a presenca de valores altos no
desvio padrdo dos diferentes grupos avaliados (Tabela 2, Grafico 1),
demonstrando a grande variabilidade dos dados, e em comum com diversos
estudos sobre a genotoxicidade citados na literatura, a exemplo: Angieleri et al
2011, Zhilong et al 2011, Haffez et al 2011, Angieleri et al 2012, Gongalves et al
2014. Teoricamente, ndo existem explicacdes plausiveis para tais achados,
entretanto, partindo do principio de que o0 ensaio cometa exige a leitura de um
namero relativamente grande de cometas, em média 50, para a analise em
microscopia optica, e que, para evitar a analise repetida de um mesmo cometa
0 processo de selecao das imagens compreenda um rastreamento completo das

laminas do topo a base (Brianezi et al (2009), isso permitiria a insercao de



leituras em valores minimos e maximos. Acrescenta-se que, segundo Burlinson
et al. (2007), em doses citotoxicas, um decréscimo na migracdo de DNA pode
ser detectado, devido a perda de células danificadas ou mortas durante o

processamento da amostra e /ou eletroforese.

Por fim, faz-se perceptivel que os resultados aqui descritos corroboram
com a ideia de que apesar de ser o latex um alérgeno comprovado, nédo €&
somente ele o agente causador de efeitos adversos. Novas pesquisas precisam
ser realizadas com o aval das empresas fabricantes no sentido de disponibilizar
as composicdes dos elastdmeros, buscando elucidar a real etiologia dos efeitos

toxicos determinados por esses produtos.

CONCLUSOES

Todos os grupos, independentes da presenca do latex, das diferentes
marcas mostraram-se genotoxicos.

Para os grupos com latex, pode-se considerar mais genotoxicos em
ordem crescente 0s grupos: American Orthodontics®, TP Orthodontic®, RMO®,
GAC®, Morelli® / 3M Unitek ®. J& para os sem latex, American Orthodontics®,
RMO® e Morelli®.
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