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Introducgéo: A biocompatibilidade dos materiais utilizados em Ortodontia ainda
€ questionavel, especialmente em relacdo aos elastdmeros. Baseado nisso, o
objetivo desse estudo foi avaliar “in vitro” a citotoxicidade desses acessoérios para
fibroblastos de ratos (linhagem L929), comparando diferentes marcas comerciais
e presenca ou ndao de latex. Metodologia: Foram utilizados 54 corpos de prova,
divididos em 9 grupos experimentais (n=6, cada), de acordo com as marcas
comerciais: 3M Unitek®, American Orthodontic®, GAC®, Morelli®, RMO® e TP
Orthodontic®. A viabilidade celular foi analisada através do teste com MTT, em
24h. Como controle negativo foi utilizado o crescimento celular e controle
positivo, o hipoclorito de sodio a 1%. Os dados obtidos foram submetidos aos
testes estatisticos ndo paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis ao nivel
de significancia de 5%. Resultados: Na analise intergrupos, em todos os tempos
avaliados, houve diversidade em relacdo a citotoxicidade das marcas avaliadas
e a presenca do latex®. Apos 24h, as marcas com latex mostraram toxicidade
celular, todos os grupos com latex tiveram relativa melhora na viabilidade celular,
exceto para o grupo RMO®, que mostrou redugdo acentuada. Para os sem latex,
tanto a marca RMO® quanto a marca Morelli® tiveram reducdo nas meédias,
diferente daqueles da American Orthodontics® que se igualaram ao controle
negativo. Na analise intragrupos, todas as marcas apresentaram diferencas
estatisticas entre os tempos. Nos grupos sem latex, a reducdo da viabilidade
aconteceu em tempo mais prolongado, exceto para os da American
Orthodontics®. Conclusdes: Por fim, as médias para os grupos sem latex foram
superiores ao grupo com latex, podendo sugerir que os elasticos sem latex tem
menor citoxicidade quando comparados aos com latex.
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INTRODUCAO

A biocompatibilidade de alguns materiais utilizados na clinica ortoddntica
ainda é controversa, levando em consideracdo os efeitos citotoxicos,
genotoxicos e carcinogénicos (Tells et al., 1988; Grimsdottir et al., 1992; Tang
et al., 1999; Palosuo et al., 2002; Lobner e Asrari, 2002; Eliades et al. 2004;
Santos et al., 2008; Santos et al., 2010(c)). Dessa forma, apesar da ampla
utilizacdo desses materiais, existem reservas, sendo a investigacdo da
citotoxicidade dos mesmos particularmente importante para a obtencdo de
informacdes sobre o seu potencial toxico e/ou irritante aos tecidos da
cavidade bucal (Russel et al., 2001).

A toxicidade de muitos materiais odontolégicos tem sido amplamente
investigada, porém existem poucos estudos que abordam a toxicidade dos
elastbmeros utilizados na clinica ortodéntica (Lobner e Asrari, 2002; Kao,
2007(a); Santos et al., 2008; Santos et al., 2010(a); Santos et al., 2010(c)),
especialmente no que diz respeito a influéncia da sua composi¢ao sobre a
viabilidade celular.

Os elastbmeros a base de latex sdo corriqueiramente utilizados nas
diversas fases do tratamento ortodontico (Santos et al., 2012), seja para
correcdo do mau posicionamento dentario, fixagdo maxilo-mandibular apés
cirurgia ortognatica, corrigir discrepancias sagitais ou verticais, ou ainda,
visando melhorar a intercuspidacao e engrenamento dentario na fase final do
tratamento (Russel et al., 2001; Hanson e Lobner, 2004; Loriato et al., 2006;
Wang et al., 2007).

As reacgOes alérgicas causadas por proteinas de latex tém sido bem
documentadas, incluindo reacdes de hipersensibilidade imediata (Wakelin,
White, 1999). Entre as reacdes alérgicas causadas por elastdmeros
ortodénticos, podem ser citadas inchaco, lesbes eritematosas orais, reacdes
respiratorias, e até mesmo choque anafilatico. (Tomazic et al., 1992;
Turjanmaa et al., 1996; Wakelin e White, 1999).



Baseado nestes achados e buscando elucidar questdes acerca da
biocompatibilidade dos elastdbmeros intraorais utilizados na clinica
ortodéntica, este estudo visa testar a hipotese nula de que os elasticos
intraorais utilizados em Ortodontia ndo sao citotdxicos para fibroblastos de

ratos.

O termo elastdomero refere-se a materiais que retornam a sua configuracao
inicial apds sofrerem consideraveis deformacdes (Baty et al.,1994).

"Elastdmero” é o termo genérico dado a materiais de polimeros sintéticos.
A borracha natural € também um elastémero, mas nem todos os elastébmeros
podem ser chamados de "borracha" (Fernandes et al., 2011), sendo substancias
compostas por varias moléculas que se repetem formando uma cadeia a parte
das unidades fundamentais, que sdo denominadas mondémeros (Miles e Briston,
1975).

Desde meados dos anos 80, a exposicado ao latex de borracha natural na
clinica odontologica aumentou significativamente com a utilizacdo das luvas de
procedimento, devido ao receio frente a transmisséo de infecgdes virais, como

por exemplo virus HIV e hepatite (Hain et al., 2007).

Composicao dos elastdmeros

De acordo com o material de fabricacdo, existem dois tipos de elastémeros
ortoddnticos: os de borracha e os sintéticos. Os elastomeros de borracha, ou
latex, sdo obtidos a partir da extragédo vegetal (Martins et al., 2006), provindo da
seiva natural explorada diretamente da seringueira, apos a retirada do liquido do
latex. Sua conservagdo € obtida a partir da adicdo de conservantes



(normalmente a amoénia) (Weiss e Hirshman, 1992) para alcancar as
propriedades finais dos elasticos (Perrella e Gaspari 2002; Lobner e Asrari 2003),
contendo somente 25% a 40% de hidrocarboneto de borracha (cis-1, 4 de poli-
isopreno) (Kanchana e Godfrey, 2000). Entretanto, faz-se importante enfatizar
que o latex natural ndo esta na categoria dos materiais considerados seguros
(Holmes et al., 1993; Schmalz 1994).

Posteriormente, com a pré-vulcanizacdo, a producao de latex passou a
envolver a mistura do latex de borracha natural, 0 mais puro e de mais alto peso
molecular (Weiss e Hirshman, 1992), com estabilizadores, como o 6xido de zinco
e produtos quimicos vulcanizados. A mistura é aquecida até a temperatura de
70°C (Perrella e Gaspari, 2002) para que ocorra a homogeneizacao entre esses
componentes.

Os elastdbmeros sintéticos, também chamados de plasticos, sdo obtidos por
meio de transformacfes quimicas do carvao, petrdleo e alguns alcoois vegetais
(Henriques et al., 2003). Sua composicdo quimica exata é uma informacao nao
divulgada de cada fabricante (Martins et al., 2006). A qualidade final destes
materiais é determinada pelo nivel da tecnologia, matérias-primas utilizadas na

manufatura, bem como do controle de qualidade aplicado (Morton, 1995).

Biocompatibilidade dos elastémeros

Apesar de relatos de caso sobre a alergia ao latex ndo serem tao
freqientemente vistos na literatura, reacdes alérgicas tém sido relativamente
prevalentes em relagéo aos produtos a base desse material. Em Odontologia, a
maioria das reacdes alérgicas (Snyder e Settle, 1994) tém sido relacionadas com
0 uso de elastdmeros ortodonticos (Neiburger, 1991).

De acordo com Cronin (1980), o latex natural € considerado néo-alérgico,
porém apresenta baixas propriedades mecanicas, portanto é necessario reforca-
lo. Durante este processamento é adicionado aménia, produzindo proteinas que
sdo potencialmente alergénicas. A vulcanizacdo € outro processo em gue Sao
adicionados os agentes quimicos, tais como aceleradores e anti-oxidantes que

também sé&o alérgenos.



Para Pithon et al. (2009), a alergia ao latex natural ocorre devido a presenca
de muitos tipos de proteinas e 0 p6é que cobre os elasticos ortodonticos funciona
como um transportador para estas proteinas (Alavi et al., 2014). Portanto, o
desenvolvimento de elasticos sem latex tornou-se cada vez mais importante para
0 uso clinico.

A prevaléncia de alergia borracha natural foi relatada como sendo inferior
a 1% da populagdo em geral e 5-15% em profissionais da saude (Poley e Slater,
2000). Entre as reacdes alérgicas causadas por elastdbmeros ortoddnticos
intraorais podem ser observadas a presenca de peguenas vesiculas ou edema
agudo e queixas de prurido e ardor, inchaco e estomatite, bem como lesdes
eritematosas, podendo evoluir para formas mais graves como reacdes
respiratérias, e até mesmo choque anafilatico (Everett e Hice, 1974; Tomazic et
al., 1992).

A avaliacédo da biocompatibilidade dos materiais ortodonticos é de extrema
importéncia, uma vez que elementos constituintes desses materiais estédo
relacionados a efeitos citotoxicos, genotoxicos e carcinogénicos. Dentre estes
materiais, cita-se especialmente os elastdmeros, uma vez que sdo amplamente
utilizados na clinica ortodéntica, mantendo um contato direto com a mucosa,
gengiva e dentes do paciente por um periodo de tempo prolongado (Santos et
al., 2010(b)).

Para que um material seja considerado biocompativel, seu uso ndo deve
exercer qualquer efeito toxico sobre o organismo, sendo a determinacdo da

citotoxicidade parte inicial dessa avaliacdo (Babich e Sinensky, 2001).



MATERIAIS E METODOS

Amostra

A amostra foi composta por 54 corpos de prova de elastdmeros intraorais
(3/16), divididos em 9 grupos experimentais com n=6 cada, conforme Tabela I,
incluindo as seguintes marcas comerciais: 3M Unitek® (Saint Paul-Minessota,
USA), American Orthodontic® (St. Louis-lllinois, USA), GAC® (Islandia-New
York, USA), Morelli® (Sorocaba-Sdo Paulo, Brasil), RMO® (Denver-Colorado,

USA) e TP Orthodontic® (La Porte-Indiana, USA).

Como Controle Negativo (C-), foi utilizado o crescimento celular e, como

Controle Positivo (C+), o hipoclorito de sédio a 1%.

Tabela I: Grupos experimentais.

Tipo Latex Cor

CONTROLE (-) Crescimento celular

(Controle Negativo)
3M UNITEK® Elastico Intra-oral(3/16) Sim Natural
American Elastico Intra-oral(3/16) Sim Natural
Orthodontic®
GAC® Elastico Intra-oral(3/16) Sim Natural
Morelli® Elastico Intra-oral(3/16) Sim Natural




RMO® Elastico Intra-oral(3/16) Sim Natural
TP Orthodontic® Elastico Intra-oral(3/16) Sim Natural
American Elastico Intra-oral(3/16) N&o Transparente
Orthodontic®

Morelli® Elastico Intra-oral(3/16) N&o Transparente
RMO® Elastico Intra-oral(3/16) N&o Amarelo

CONTROLE (+)

Hipoclorito de s6dio 1%
(Controle Positivo)

Teste da Citotoxicidade

Cultura de Células

Fibroblastos de ratos da linhagem L929 foram cultivados em placas de 96
pocos com uma densidade de 104 células/poco. As células foram mantidas em
meio DMEM (Gibco®), suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL
de gentamicina e 100 U/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco®) a 37 °C em

uma estufa (Sanyo®) sob uma atmosfera umedecida com 5% de CO:2 por um

periodo de 24 horas.

ApOs esse periodo, o meio de cultura celular foi removido e substituido
por 200uL do meio de cultura contendo os corpos de prova. Foi realizada
avaliacdo no periodo de exposi¢cdo ao meio em 24h. Como controle negativo,

livre de toxicidade, foram realizados cultivos celulares e como controle positivo,

usou-se de hipoclorito a 1%.

Avaliacao da Viabilidade Celular

A cada poco foram adicionados 200 pL de uma solugéo de 10% de MTT
numa concentracdo de 5 mg/mL. As células foram incubadas por quatro horas a
37 °C e 5% COa2. Apos esse periodo o sobrenadante foi removido e o MTT

armazenado intracelular foi solubilizado por 100 uL de dimetil sulféxido (DMSO),

por 30 minutos a temperatura ambiente.




As Densidades Oticas (DO) foram medidas em 570 nm na leitora de
ELISA (Biorad® Benchmark Microplate Reader, Hercules, USA) (Figura 3) e a

viabilidade foi calculada de acordo com a seguinte férmula:

Viabilidade Celular (%) = DO do grupoteste X 100
DO do grupo controle

Anélise Estatistica

Os dados foram analisados com o auxilio do programa SPSS® 17.0
(StatisticalPackage for the Social Sciences 15.0 for Windows -SPSS, Inc.,
Chicago, IL, USA), utilizandos os testes estatisticos ndo paramétricos de Mann-

Whitney e Kruskal-Wallis, ao nivel de significancia de 5%.



RESULTADOS

Com base nos resultados obtidos e apds andlise estatistica pode-se
observar que, em todos os tempos avaliados, houve diversidade em relacéo a
citotoxicidade das marcas avaliadas e a presenca do latex.

Nas primeiras 24h, a maioria das marcas que apresentavam latex em sua
composic¢ao, TP®, Morelli®, 3M®, GAC® e American Orthodontics®, mostraram
baixas meédias de viabilidade celular, em ordem crescente, e consequentemente
maior toxicidade celular, tendo inclusive valores inferiores ao (C+) (p<0,05),
diferente da marca RMO®, a qual teve seu resultado semelhante ao (C-),
apresentando o maior valor de viabilidade celular (Tabela II).

Resultados semelhantes foram obtidos também para os grupos sem latex
nas primeiras 24 horas, onde apenas o grupo RMO® foi semelhante ao (C-),
mostrando satisfatoria viabilidade celular, diferente das marcas American
Orthodontics® e Morelli® que, apesar de apresentarem valores acima do (C+),

ainda mostraram reducao de viabilidade celular (Tabela IlI).



Tabela Il. Comparacao dos grupos entre as diferentes marcas em cada tempo avaliado

para os elastbmeros com latex.

Tempo Marca n Minimo Méaximo Média DP p
24 hrs RMO® 6 97,1 104,1 100,8* 2,6 0,000**
Controle Negativo 6 100,0 100,0 100,0% 0,0
Controle Positivo 6 29,8 33,9 32,38 1,6
TP® 6 13,0 15,3 14,1¢ 0,8
Morelli® 6 2,6 4,2 3,7° 0,6
3M® 6 2,0 3,2 2,6E 0,4
GAC® 6 0,9 2,9 1,6° 0,8
Am. orthodontics® 6 0,8 1,7 1,2F 0,3
DP — desvio-padrao
** significativo p<0,01. Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si
Tabela Ill. Comparacédo dos grupos entre as diferentes marcas em cada tempo
avaliado para os elastdbmeros sem latex.
Tempo Marca n Minimo Méximo  Média DP p
24 hrs RMO® 6 98,1 104,2 100,24 2,2 0,001**
Controle Negativo 6 100,0 100,0 100,0* 0,0
Am. orthodontics® 6 68,0 79,6 74,38 4,8
Morelli® 6 42,2 60,9 51,9¢ 7,0
Controle Positivo 6 29,8 33,9 32,3 1,6

DP — desvio-padrao
** significativo p<0,01.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si

Ao comparar 0s grupos com e sem latex de cada marca comercial, pode-

se observar que as médias para os grupos sem latex foram superiores ao grupo

com latex, podendo sugerir que o0s elasticos sem latex tem menor citoxicidade

guando comparados aos com latex, exceto para o grupo RMO®, cujas medias

foram semelhantes estatisticamente (Tabela V).



Tabela IV. Comparacédo entre 0s grupos com e sem latex nos diferentes tempos.

Latex Sim Latex Ndo
Marca/Tipo Tempo Média DP Média DP p
Am. orthodontics® 24 hrs 1,2 0,3 74,3 4,8 0,004**
Morelli® 24 hrs 3,7 0,6 51,9 7,0  0,004**
RMO® 24 hrs 100,8 2,6 100,2 2,2 0,631N

DP — desvio-padréo
** significativo p<0,01
NS - ndo significativo

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

- Em todos os tempos avaliados, houve diversidade em relacdo a
citotoxicidade das marcas avaliadas e a presenca do latex;

- Nas primeiras 24h, a maioria das marcas com latex mostraram toxicidade
celular, exceto a marca RMO®);

- As médias para 0s grupos sem latex foram superiores ao grupo com
latex, podendo sugerir que os elastdbmeros sem latex tem menor citoxicidade

quando comparados aos com latex.
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FIGURAS




Figura 2: Placa ap0s a retirada dos corpos de prova, ilustrando 0s pocos e caracteristicas de

cada grupo em relagdo aos grupos controle, antes da leitura com MTT.

Figura 3: Leitora de ELISA utilizada para a analise da viabilidade celular.



