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RESUMO

Este estudo investigou a citotoxicidade de ligaduras elastoméricas ortodonticas de
corante de poliuretano. Seis ligaduras de diferentes fabricantes foram divididas em 6
grupos de 10 elasticos cada: Grupos P1, P2, P3, P4, P5 e P6 (Poliuretano). O
ensaio de citotoxicidade foi realizado usando células de linha L-929, que foram
submetidos ao teste de viabilidade celular com rede neutra ("absorcédo de tinta") em
intervalos de tempo de 1, 2, 3, 7 e 28 dias. Foi utilizada andalise de variancia
(ANOVA) com comparacdes multiplas e o teste de Tukey (p <0,05).Houve diferencas
estatisticas (p <0,05) na viabilidade celular entre os Grupos P1, P4, P2 e P3, e os
Grupos P5 e P6 aos 1 e 2 dias. Todas as ligaduras elastoméricas foram
consideradas adequadas para uso clinico. A hipétese foi aceita, os elastdbmeros P5 e
P6 e a via de processamento da moldagem por injecdo para essas ligaduras
apresentaram a menor viabilidade celular, devido a temperatura e pressao do
processamento desses elastomeros.
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ABSTRACT

This study investigated the cytotoxicity of crystal-coloured orthodontic elastomeric
ligatures of polyurethane. Six ligatures from distinct manufactures were divided into 6
groups of 10 elastics each: Groups P1, P2, P3, P4, P5 and P6 (Polyurethane). The
cytotoxicity essay was performed using L-929 line cells, which were submitted to the
cell viability test with neutral red (“dye-uptake”) at time intervals of 1, 2, 3, 7 and 28
days. Analysis of variance (ANOVA) with multiple comparisons and Tukey’s test were
used (p < .05). There were statistical differences (p < .05) in cell viability between
Groups P1, P4, P2 and P3, and Groups P5 and P6 at 1 and 2 days. All elastomeric
ligatures were considered suitable for clinical use. The hypothesis was accepted, the
P5 and P6 elastomers and the processing route of injection molding for these
ligatures showed the lowest cell viability, due the temperature and pressure distinct in
the processing of these elastomers.

Keywords: cytotoxicity, elastomers, cell culture, orthodontics
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INTRODUCAO

Os eléasticos de latex sdo comumente usados no tratamento ortodéntico, no
entanto, o teor de proteina do latex é um alérgeno conhecido. A alergia produzida
por proteinas de latex, incluindo reacfes imediatas de hipersensibilidade
(PALOUSO, T. et al., 2002) (WAKELIN, S.H. et al., 1999) foi bem documentada, e a
prevaléncia de alergia ao latex foi relatada entre 3% e 17% (TOMAZIC, V.J. et al.,
1992) (TURJANMAA, K, et al.,1996). Além disso, profissionais e pacientes correm
maior risco de reacOes de hipersensibilidade (PERRELLA, F.W., GASPARI, A. A,
2002).

A producéo de latex prevulcanizado envolve a mistura de latex de borracha
natural com estabilizadores quimicos de vulcanizacdo (WAKELIN, S.H., WHITE, |.R.,
1999) (PERRELLA, F.W., GASPARI, A. A., 2002). O processo adiciona alguns
compostos toxicos. Os estabilizadores e agentes de reticulacdo tais como éxidos de
zinco, aceleradores de dialquilditocarbonamato (DTC) e enxofre sdo adicionados ao
latex de borracha natural durante a fabricacdo (PERRELLA, F.W., GASPARI, A. A,,
2002).

Como alternativa ao latex, foram lancados no mercado diferentes tipos e
composicdes de elastbmeros, como elasticos de poliuretano e silicone, para diminuir
0 risco de reacOes alérgicas causadas por elasticos de latex ortodénticos. Entre
estas reacdes (WAKELIN, S.H., WHITE, LR., 1999), pode-se citar inchaco e
estomatite, lesdes orais eritematosas, reacdes respiratérias e até mesmo choque
anafilatico, a forma mais grave de alergia (TOMAZIC, V.J. et al. 1992).

Contudo, pouco se sabe sobre a possibilidade de as ligaduras ortodonticas de
poliuretano serem citotdxicas para células mucosas bucais (PALOUSO, T. et al.,
2002) (WAKELIN, S.H. et al., 1999) (TURJANMAA, K. et al., 1996) (PERRELLA,
F.W., GASPARI, A. A., 2002) (FIDDLER, W. et al., 1992) (HWANG, C.J. e CHA,
J.Y.,2002). TOMAZIC, V.J. et al. 1992)HWANG, C. J., CHA J.Y., 2003). As linhas
celulares (LESSA, F.C.R. et al. 2010), tais como os fibroblastos de camundongo L
929 (MIRANDA, R. B., et al., 2009), demonstraram comportar-se de forma
semelhante aos fibroblastos gengivais humanos primarios e, portanto, sdo um
modelo adequado para testar a toxicidade (D'ANTO, V. et al., 2011) (LESSA, F.C.R.
et al, 2011) (LIMBERGER, K.M. et al., 2011) (YEAP, S.K. et al., 2012) do uso intra-



oral durante o tratamento ortodontico (ESQUEMA, A. et al., 1995) (FRANZ, A. et al.,
2007) (SCHMALZ, G., 2002). Dada a hipotese de que existe uma diferenca na
citotoxicidade entre fabricantes de elasticos diferentes, o objetivo do presente estudo
in vitro foi testar a citotoxicidade das ligaduras elastoméricas de poliuretano em
ortodontia.



MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas ligaduras elastoméricas ortodbnticas de cor cristal
(poliuretano) de 6 fabricantes diferentes (tipo modular) para estudo de citotoxicidade
(Tabela 1). As amostras foram divididas em 6 grupos de 10 elasticos cada: Grupo P1
(3M Unitek, Monrovia, Califérnia, EUA), Grupo P2 (TP Orthodontics, Lodi, California,
EUA), Grupo P3 (American Orthodontics, Sheboygan, Wisconsin, EUA) Grupo P4
(GAC International, Bohemia, Nova York, EUA), Grupo P5 (Morelli, Sorocaba, Séo
Paulo, Brasil) e Grupo P6 (Tecnidente, Sdo Carlos, Sao Paulo, Brasil). Todas as
amostras tiveram datas de fabricacdo recentes, eram do mesmo lote de producéo e
vieram em embalagens plasticas seladas. O revestimento em pd das ligaduras
elastoméricas foi removido. Os elasticos foram lavados durante 15 segundos com
adgua desionizada utilizando um sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore, Bedford,
MA, EUA). Antes de testar todas as ligaduras elastoméricas foram esterilizadas por
exposicao a luz ultravioleta (Labconco, Kansas, Missouri, EUA) durante 30 minutos
(SANTOS, R.L. et al., 2009) (SANTOS, R.L. et al., 2010).

Table 1. Experimental and control groups used for the assays.

Groups Trademark Main Composition Color  Reference number
Pl Unitek Polytetramethylene cther glycol crystal 406-870
P2 TP Orthodontics Polytetramethylene ether glycol crystal 383-921
P3 American Orthodontics  Polytetramethylene ether glycol crystal 854-279
P4 GAC Polytetramethylene ether glycol crystal 59-650-70)
P5 Morelli Polytetramethylene ether glycol crystal 60-06- 14
P6 Tecnident Polytetramethylene ether glycol crystal 407-001
C+ Tween 80 (Polyoxyethylene-20-sorbitan, Sigma, St. Louis, Missouri, USA)
C- PBS solution (phosphate-buffered saline, Cultilab. Campinas, Sao Paulo, Brazil)

O modelo de cultura celular utilizado foi a monocamada contendo células de
linha L-929 (American Type Culture Collection - ATCC, Rockville, MD, EUA) foi
mantida no meio essencial minimo de Eagle (Cultilab, Campinas, Brasil) adicionando
0,03 mg.mL * de glutamina, 50 pg.mL *de garamina, 2,5 pg.mL * de fungizona,
solucédo a 0,25% de bicarbonato de sédio, 10 mM de HEPES e 10% de soro bovino


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=es&sp=nmt4&u=http://www.scielo.br/scielo.php%3Fscript%3Dsci_arttext%26pid%3DS1516-14392012000400026%26lng%3Des%26nrm%3Diso%26tlng%3Den&xid=17259,15700019,15700105,15700124,15700149,15700168,15700173,15700201&usg=ALkJrhgUQbfvG4t9tNXIv0TxrQTkJ9f7ug#t1

10

fetal para meio de crescimento. Em seguida, o meio de cultura de células foi
incubado a 37 ° C durante 48 horas.

Para verificar a resposta celular em situacbes extremas, trés grupos
adicionais foram incluidos no estudo: Grupo CC (controle celular), consistindo de
células L-929 ndo expostas a sobrenadantes das ligaduras elastoméricas; Grupo C +
(controle positivo), consistindo em Tween 80 (Polyoxyethylene-20-sorbitan, Sigma,
St. Louis, Missouri, EUA); Grupo C- (controle negativo), constituido por solucdo
salina tamponada com fosfato (PBS) (Tabela 1). Os controles positivo e negativo
foram incubados em meio de manutencdo de MEM (meio essencial minimo de
Eagle) durante 1, 2, 3, 7 e 28 dias e os fluidos extraidos foram adicionados as
células da linha L-929 incubadas no meio de crescimento.

A citotoxicidade desses elasticos ortoddnticos foi determinada por meio da
técnica de absorcdo de corante (NEYNDORFF, H.C. et al., 1990), que se baseia na
absorcdo vermelha neutra por células vivas. Como essas ligaduras elastoméricas
geralmente sdo mantidas na cavidade oral por até 4 semanas, uma vez que 0S
pacientes usando aparelhos fixos costumam visitar o ortodontista uma vez por
més. Diferentes periodos de tempo foram considerados: 1, 2, 3, 7 e 28 dias. Estes
periodos experimentais representaram os intervalos de tempo durante os quais as
ligaduras elastoméricas foram mantidas sob condi¢Bes de cultura celular antes de

serem removidas delas.

2.1. Captacdao de tinta

Os volumes de 100 L de células L-929 foram distribuidos em microplacas de
96 pocos. Apods 48 horas, o meio de crescimento foi substituido por 100 yL de meio
essencial minimo de Eagle (MEM) obtido apds incubacédo nos diferentes tipos de
ligaduras elastoméricas para intervalos de tempo de 1, 2, 3, 7 e 28 dias. O meio
essencial minimo de Eagle foi usado porque é o mesmo tipo de material usado para
manutenc¢ao celular, ndo influenciando os resultados.

Apés 24 horas de incubacao, foram adicionados 100 uL de corante vermelho
neutro a 0,01 por cento (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA) a cada po¢o na microplaca
e incubados durante 3 horas a 37 ° C. Apos este intervalo de tempo, 100 pyL de

solucédo de formaldeido a 4% em PBS (130 mmol de NaCl, 2 mmol de KCI, 6 mmol
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de Na2HPO42H20, 1 mmol de K2HPO4 1 mmol, pH 7,2 ) foram adicionados a cada
poco para promover a ligacdo celular a placa. Ap6s 5 minutos, foram adicionados
100 pL de acido acético a 1% e 50% de metanol para remover o corante nao
absorvido pelas células. Apos 20 minutos, utilizou-se um espectrofotémetro (BioTek,
Winooski, Vermont) a um comprimento de onda de 492 nm para determinar o
corante absorvido pelas células. Como as ligaduras elastoméricas podem estar na
cavidade oral durante até 4 semanas, a viabilidade celular foi determinada apds a
exposicdo ao MEM em que os elasticos foram incubados por 1, 2, 3, 7 e 28 dias. A
citotoxicidade dos materiais foi determinada de acordo com o padréo ISO 10993-5
para avaliagdo e padronizacao.

Para classificar a citotoxicidade, uma comparacdo post hoc foi realizada
(EINOT, I. e GABRIEL, K.R., 1977) (WELSCH, R.E. et al., 1977) Os calculos
estatisticos foram realizados com andlise de variancia de 1 via (ANOVA) seguida
pelo teste post hoc de Tukey. P- valores inferiores a 0,05 foram considerados para
indicar diferencas significativas. Cada cultura foi considerada uma amostra

individual.
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RESULTADOS

Houve diferenca estatisticamente significativa (p <0,05) entre a viabilidade das
células no Grupo CC (Figura 1a) e todos os outros grupos aos 1, 2, 3, 7 e 28
dias. Além disso, ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre a
viabilidade das células nos Grupos P1, P4, P2 (Figura 1b) e P3, ou entre os Grupos
P5 e P6 (Figura 1c) aos 1 e 2 dias; entre os Grupos P1, P4, P2, P3 e P5 aos 3
dias; ou Grupos P1, P4, P2, P3 e P6 aos 7 dias; ou Grupos P1, P4, P2 e P3; ou
Grupos P4, P2, P5 e P6 aos 28 dias (Tabela 2 e Figura 2). A 1 e 2 dias, houve uma

reducdo nas células vidveis em todos os Grupos, em comparagdo com 0s demais

intervalos de tempo experimentais (Tabela 2 e Figura 2).

(a) (b) (©)

Figure 1. Cell aspect. a) cell control: b) Group P2 (TP Orthodontics) at 2 days; ¢) Group P6 (Tecnident) at
2 days. Bar = 50 pym.

Table 2. Descriptive statistics for optical density of elastomeric ligatures at | to 28 days.

Time (2 days) Time (3 days) Time (7 days) Time (28 days)

Groups Ve VO Ve Ve Ve
M SD g, M SD L M SD g M S g, M SDog

o 65la 045 1000 TlSa 029 1000 T90a 044 1000 632a 036 1000 910 038 1000
- 639 041 983 696 04T 970 TE3 M4 966 603 022 955 862 039 948
C+ 064 009 990 058 010 10 077 010 980 055 008 ER0 102 009 113
Pl Su0b 031 892 @26b 035 ®73  726b 037 920  59Ib 027 936  855h (M5 040
P2 575h 040 S84 GI8h 038 H61  744b 041 943 58Th 027 930 H4The 044 031
P3 50%h D3 910 644b 044 HOT  727b 045 921 597b 039 045 855h (M9 040
S0lb 032 908  642b 035 HOS  T26b 047 919  575h 029 011 ®be 025 022

S47c 038 841 575c M3 BOZ O 721h 03T 913 544 M7 B6l B19c 033 911
S22c 037 B3 56Dc 035 TEO  630c 40 861 576b 4B 912 B33c 034 916

= 1. Analysis of variance ANOVA and Tukey's test were employed (p < 0.05). Values followed by same letters are not
significantlv different (p = (1.05) for the same time. M: Mean. SD¢ standard deviation. V'C: Viable Cells.

e
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As 24 horas, a percentagem de células viaveis variou entre 91,0% no Grupo
P3 para 80,3% no Grupo P6 para ligaduras elastoméricas. Estas percentagens de
células viaveis diminuiram ligeiramente nas 24 horas seguintes em todos o0s
grupos. Depois disso, houve um aumento continuo em todos os grupos entre os dias
3e28.
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DISCUSSAO

O modelo de cultura celular utilizado no presente estudo foi a monocamada
com células da linhagem L 929 (TOMAKIDI, P. et al., 2000). Este modelo foi utilizado
em conjunto com a técnica de captacdo de corantes (NEYNDORFF, H.C. et al.,
1990) porque a citotoxicidade dos materiais pode ser determinada por
espectrofotometria.

O ensaio espectrofotométrico permite obter evidéncias rapidas e confiaveis de
viabilidade celular com base no uso de manchas vitais incorporadas por células
viaveis (PITHON, M.M. et al., 2010) (SANTOS, R.L. et al., 2008) (DOS SANTOS,
R.L. etal., 2011) (PITHON, M.M. et al., 2010). Neste estudo, foi utilizada rede neutra,
pois é amplamente utilizada para identificar a viabilidade celular L-929 (PITHON,
M.M. et al., 2010) (DOS SANTOS, R.L. et al., 2011) (PITHON, M.M. et al., 2010). Os
sinais vitais mortos ndo sado reconhecidos na leitura Optica. Portanto, a
espectrofotometria ndo permite que as células mortas sejam distinguidas das
danificadas (PITHON, M.M. et al., 2010).

Os fibroblastos de camundongo L-929 foram utilizados porque proporcionam
resultados comparaveis aos dos fibroblastos gengivais humanos primarios
(ESQUEMA, A. et al.,, 1995) (FRANZ, A. et al., 2007), no entanto, ndo se pode
interpretar a cultura celular como uma resposta humana (YEAP, S.K. et al., 2012).

A percentagem de células viaveis foi obtida comparando a densidade Optica
média (OD) no grupo de controle (células sem contato com ligaduras elastoméricas)
com a obtida a partir de sobrenadantes de culturas celulares que tinham estado em
contato com ligaduras elastoméricas (SANTOS, R.L. et al., 2009) (DOS SANTOS,
R.L. etal., 2010).

Como a esterilizacdo € um pré-requisito para ensaios de citotoxicidade, a
radiacdo ultravioleta (DOS SANTOS, R.L., 2009) (SANTOS, R, L., 2011) foi realizada
em cada superficie elastica usada neste estudo por 30 minutos. Observou-se que
todos exibiram o mesmo aspecto de cor e maleabilidade apds a esterilizagdo com
luz UV.

Como a borracha de latex natural foi usada como material dentario, muitos
problemas de citotoxicidade foram relatados (FIDDLER. W. et al., 1992). Os
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conservantes como o enxofre e o 6xido de zinco, bem como antioxidantes, como di-
tio-carboidratos, N-nitrosodibutilamina e N-nitrosopiperidina, sdo conhecidos como
substancias citotoxicas (HWANG, C.J. et al, 2003). Holmes et al. (1993),
verificaram se os corantes utilizados na fabricacdo de latex colorido poderiam ter
algum efeito téxico. Seus resultados mostraram que esses agentes apresentaram
baixa toxicidade, no entanto, esse efeito é clinicamente inofensivo.

Em vista dos relatos de alergia ao latex na literatura (SNYDER, H.A. e
SETTLE, S., 1994) (NEIBURGER, E.J.,1991), este estudo avaliou a citotoxicidade
de materiais sem latex utilizados como alternativa ao latex, como as ligaduras
elastoméricas ortodbnticas de poliuretano, pois as ligaduras elastoméricas de cor
cristalina sdo usadas com aparelhos metalicos, sendo esta a cor mais aplicavel para
aparelhos estéticos.

A alergia ao latex natural ocorre devido a presenca de muitos tipos de
proteinas, e os elasticos ortodénticos de revestimento em pd funcionam como
veiculo para essas proteinas. Portanto, o desenvolvimento de elasticos nao latex
para uso clinico tornou-se cada vez mais importante.

Derivados elasticos de poliuretanos, s&o polimeros termoplasticos
processados por moldagem, por injecdo e por sinterizacdo. Apos as reacdes
quimicas da polimerizagdo que se originam, aparecem como massas amorfas, cujas
cadeias de polimeros possuem forcas de tracao relativamente fracas entre elas e
ligacdes quimicas localizadas aleatoriamente ao longo dessas correntes (MORTON,
M., 1990). Para melhorar suas propriedades mecanicas, deve ocorrer a uniao entre
as correntes laterais através de ligacdes covalentes cruzadas usando 0 processo
conhecido como vulcanizacdo. Assim, as estruturas tridimensionais sao formadas
convertendo-se para produto flexivel em um material altamente resistente, mas
elastico (MORTON, M., 1990). Neste estudo, as ligaduras elastoméricas P5 e P6
demonstraram ser mais maleaveis do que as demais, resultado de um processo de
cura diferente.

P1, P2, P3 e P4 foram avaliados nas propriedades bioldgicas, e observou-se
gue estes materiais induziram uma menor quantidade de lise celular em comparacao
com as outras ligaduras elastoméricas de poliuretano. A medida que o revestimento
em po das ligaduras elastoméricas de todos os fabricantes foi removido antes de

realizar os estudos in vitro, ndo era possivel saber se esse po teria tido qualquer
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efeito. O pd foi removido para padronizar as amostras quanto a composicdo e a
quantidade de po6 presente nas ligaduras elastoméricas poderia interferir com os

resultados.
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Figure 2. Percentage viability of tested elastomeric ligatures obtained by spectrophotometry.

De acordo com Schmalz (1994), o grande risco é que os elasticos intra-orais
potencialmente citotoxicos possam liberar substancias que possam ser ingeridas
pelo paciente ao longo do tempo, causando doencas resultantes de um efeito
cumulativo.

A evidéncia desta caracteristica citotdxica foi mostrada apds as ligaduras
elastoméricas serem expostas a um meio de cultura de células. As ligaduras
elastoméricas P5 e P6 induziram uma maior quantidade de lise celular as 24 e 48
horas, sugerindo uma maior liberacao de ingredientes toxicos as 48 horas, devido a
possibilidade de degradacéo de poliuretano e liberagdo de componentes citotoxicos,
gue foi mostrado nos dias 1 e 2 e diminuiu nos dias 3, 7 e 28. Isso mostrou que a
liberacdo de componentes citotdxicos ndo € constante nem continua.

Huget et al. (1990), relataram que a exposi¢cao do elastbmero na agua leva ao
enfraquecimento das forcas intermoleculares e, portanto, a degradacdo da
quimica. Assim, tal condicdo pode influenciar as propriedades biologicas desses

materiais, como a viabilidade celular avaliada neste estudo.
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O melhor desempenho dos outros grupos em comparacao com as ligaduras
elastoméricas P5 e P6, sugerindo que diferentes processos na fabricacdo das
ligaduras conduzem as suas diferentes caracteristicas citotoxicas, embora sejam
feitos do mesmo tipo de material - base, o politetrametileno éter glicol.

As ligaduras elastoméricas ortodonticas P1, P2 e P3 apresentaram pouca
capacidade de induzir a lise celular independentemente do intervalo de tempo
avaliado. As ligaduras elastoméricas avaliadas neste estudo mostraram 80% de
viabilidade celular, independentemente do intervalo de tempo experimental, com
excecao das ligaduras elastoméricas P6 no dia 2. No estudo realizado por Hanson et
al. (2004), que avaliaram os elasticos de l6tex interior (latex) de latex de 3/16
polegadas e nao latex, a presenca de lise celular foi 50% maior para os elasticos de
latex em comparacdo com os tipos de latex. No entanto, os autores consideraram 0s
dois tipos de elasticos apropriados para uso ortodéntico. Portanto, sugere-se que 0S
elasticos com viabilidade celular inferior a 50% devem ser evitados para evitar
efeitos cumulativos dos componentes citotoxicos libertados no corpo por esses
elasticos (SCHMALZ, G., 1994). Assim, todas as ligaduras elastoméricas avaliadas
neste estudo podem ser consideradas clinicamente biocompativeis.

Parece haver uma relagéo importante entre o processo de fabricacdo dessas
ligaduras e sua natureza citotoxica. A qualidade das ligaduras elastoméricas é
definida pelo grau de tecnologia utilizada, pelo refinamento da técnica de producéo e
pela qualidade das matérias-primas utilizadas durante a fabricacdo do material
(MORTON, M., 1990).

Como esses materiais sdo amplamente utilizados em ortodontia clinica, deve-
se tomar cuidado quanto a citotoxicidade das ligaduras elastoméricas ortoddnticas,
particularmente no que se refere as ligaduras, pois estdo em contato muito préximo
com a gengiva. Deve-se ressaltar que o uso de elastbmeros em pacientes com
hiperplasia gengival e / ou potenciais problemas periodontais deve ser do tipo com
menor natureza citotoxica ou, de preferéncia, ligaduras metalicas (SANTOS, R,L.,
2011).
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CONCLUSAO

A hipétese foi aceita, os elastbmeros P5 e P6 e a via de processamento da
moldagem por injecdo para essas ligaduras apresentaram a menor viabilidade
celular, devido a temperatura e pressao do processamento desses elastdmeros. No
entanto, este € um estudo in-vitro e as interpretacfes clinicas precisam ser feitas

com cautela.
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