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RESUMO

Romero ME. Elasticos ortoddnticos intermaxilares dos tipos latex e néo latex:
Quantificacdo de endotoxina bacteriana e avaliagdo da degradacéo de forga,
do diametro interno, da estrutura micromorfolégica e da rugosidade
superficial, in vitro. 82f. Dissertacdo (Mestrado) - Ribeirdo Preto: Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo Paulo. 2020.

O objetivo do presente estudo in vitro foi comparar elésticos ortoddnticos
intermaxilares dos tipos latex e ndo latex (Dentaurum, Newtown, PA, EUA, diametro
3/16”, de forca média) por meio da quantificacdo da endotoxina bacteriana aderida,
avaliacdo da rugosidade superficial, anélise qualitativa da micromorfologia superficial
e da avaliacdo da forca e do didametro interno desses elasticos, apds ensaio de
deformacédo. Para a quantificacdo da endotoxina bacteriana, efetuada por meio do
teste QCL-1000™ em leitor de ELISA, os elasticos ortoddnticos foram divididos em 5
grupos conforme segue: Grupos experimentais: elasticos ortoddnticos intermaxilares
do tipo latex (n=12) e ndo-latex (n=12), contaminados por 24 horas pela solucéo de
endotoxina previamente preparada; Grupos Controles Negativos: elasticos
ortodénticos intermaxilares do tipo latex (n=6) e ndo-latex (n=6) retirados de suas
embalagens originais, sem contaminacdo pela solugcdo de endotoxina e; Grupo
Controle Positivo (n = 6): corpos de prova de aco inoxidavel (réplicas metélicas),
contaminados pela solucdo de endotoxina. Os valores foram obtidos em UE/mL e
transformados em escores para andlise estatistica. Paralelamente, uma analise
descritiva qualitativa da micromorfologia estrutural (n=6 elasticos de cada tipo latex e
nao latex) e andlise quantitativa da rugosidade superficial (valores em pm) (n=10
elasticos de cada tipo) foram realizadas em microscopia confocal a laser. Essas
analises foram realizadas no tempo 0 e apés 24 e 72 horas em ensaio de deformacéo.
Da mesma forma, foi realizada avaliacdo da forca (valores em g) e do diametro interno
(valores em mm) de ambos os tipos de elasticos (n=10), nos periodos de 0, 24 e 72
horas, por meio de um dinamdémetro e um paquimetro digital, respectivamente. Os
dados foram analisados por meio do programa estatistico GraphPad Prism® 5, por
meio dos testes Shapiro Wilk, Kruskal-Wallis, Dunn, ANOVA e Bonferroni, sendo o
nivel de significancia de 5% adotado para todas as andlises. De acordo com 0s
resultados obtidos observou-se que a endotoxina bacteriana se aderiu em ambos os
elasticos testados, sem diferenca estatisticamente significante entre elasticos latex,
nao latex e réplicas de aco inoxidavel (p>0,05). A microestrutura da superficie de
ambos os elasticos apresentou irregularidades e porosidades, inicialmente e nos
periodos de 24 e 72 horas ap0s ensaio de deformacéo. Apds 24 horas, a rugosidade
superficial dos elasticos do tipo latex foi significantemente menor em comparacao aos



elasticos do tipo nao latex (p<0,001), enquanto que no periodo de 72 horas os valores
foram semelhantes para ambos os tipos (p>0.05). Com relacéo a forca, os elasticos
do tipo néo latex apresentaram valores significativamente maiores, em comparacao
aos do tipo latex, nos periodos de 0, 24 e 72 horas (p<0,05), apesar de ambos 0s
elasticos terem apresentado uma reducéo dessa forca ao longo do tempo. Por outro
lado, apesar dos valores inicias semelhantes, os elasticos do tipo ndo latex
apresentaram diametro interno significativamente maior do que os de latex nos
periodos de 24 e 72 horas (p<0,001), sendo observado um aumento significativo do
diametro interno (p<0,01) em ambos os tipos, com o tempo. Com base nas
metodologias utilizadas e nos resultados obtidos no presente estudo in vitro, pode-se
concluir que: a) a endotoxina foi aderida em ambos os tipos de elasticos, sem
diferenca significante entre eles, evidenciando a alta afinidade por esses materiais; b)
a microestrutura da superficie de ambos os elasticos apresentou irregularidades,
inicialmente e nos periodos de 24 e 72 horas ap0s ensaio de deformacéo; c) os
elasticos ndo latex apresentaram maiores valores de forca, porém a perda ocorreu
nos dois tipos e; d) a deformacgdo do didmetro interno foi maior nos elasticos do tipo
nao latex.

Palavras-chave: Elasticos intermaxilares; Latex; Nao latex; Endotoxina bacteriana;
Microscopia confocal; Rugosidade superficial; Degradacgéo de for¢a; Diametro interno.



ABSTRACT

Romero ME. Latex and non-latex intermaxillary orthodontic elastics:
Quantification of bacterial endotoxin and evaluation of force degradation,
internal diameter, micromorphological structure and surface roughness, in
vitro. 82f. (Master thesis) - Ribeirdo Preto: Faculty of Dentistry of Ribeirdo Preto,
University of Sdo Paulo. 2020.

The aim of this in vitro study was to compare latex and non-latex intermaxillary
orthodontic elastics (Dentaurum, Newtown, PA, USA, 3/16 7 diameter, medium
strength) through the quantification of the adhered bacterial endotoxin, evaluation of
the surface roughness, qualitative analysis of the superficial micromorphology and the
evaluation of the force and internal diameter of these elastics, after deformation test.
For the quantification of bacterial endotoxin, performed using the QCL-1000 ™ test in
an ELISA reader, the orthodontic elastics were divided into 5 groups as follows:
Experimental groups: latex (n = 12) and non-latex (n = 12) intermaxillary orthodontic
elastics, contaminated for 24 hours by the previously prepared endotoxin solution;
Negative Control Groups: latex (n = 6) and non-latex (n = 6) intermaxillary orthodontic
elastics removed from their original packaging, without contamination by the endotoxin
solution and; Positive Control Group (n = 6): stainless steel specimens (metallic
replicates), contaminated by the endotoxin solution. The values were obtained in UE /
mL and transformed into scores for statistical analysis. In parallel, a qualitative
descriptive analysis of the structural micromorphology (n = 6 elastics of each latex and
non-latex type) and gquantitative analysis of surface roughness (values in um) (n = 10
elastics of each type) were performed using confocal laser microscopy. These
analyzes were performed at time 0 and after 24 and 72 hours in a strain test. Likewise,
an evaluation of the force (values in g) and the internal diameter (values in mm) of both
types of elastics (n = 10) was performed in the periods of 0, 24 and 72 hours, by means
of dynamometer and digital caliper, respectively. Data were analyzed using the
GraphPad Prism® 5 statistical program, using the Shapiro Wilk, Kruskal-Wallis, Dunn,
ANOVA and Bonferroni tests, with a significance level of 5% adopted for all analyzes.
According to the results obtained, it was observed that the bacterial endotoxin adhered
to both tested elastics, with no statistically significant difference between latex, non-
latex and stainless steel replicates (p> 0.05). The microstructure of the surface of both
elastics showed irregularities and porosities, initially and in the periods of 24 and 72
hours after strain test. After 24 hours, the surface roughness of the latex elastics was
significantly lower compared to non-latex elastics (p <0.001), while in the 72 hours
period the values were similar for both types (p> 0.05). Regarding force, the non-latex
elastics showed significantly higher values, compared to the latex types, in the periods



of 0, 24 and 72 hours (p <0.05), although both elastics have shown a reduction in force
over time. On the other hand, despite similar initial values, the non-latex elastics had
a significantly larger internal diameter than those of latex in the periods of 24 and 72
hours (p <0.001), with a significant increase in the internal diameter (p <0.01) in both
types, through the time. Based on the methodologies used and the results obtained in
the present in vitro study, it was concluded that: a) the endotoxin was adhered to both
types of elastics, with no significant difference between them, evidencing the high
affinity for these materials; b) the microstructure of the surface of both elastics showed
irregularities in all periods; c) the non-latex elastics showed higher force values,
however, the loss occurred in both types and; d) the deformation of the internal
diameter was greater in the elastics of the non-latex type.

Keywords: Intermaxillary elastics; Latex; Not latex; Bacterial endotoxin; Confocal
microscopy; Surface roughness; Degradation of force; Internal diameter.
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1. INTRODUCAO

Para a realizacdo do tratamento ortoddntico corretivo séo utilizados diversos
materiais solidos e elasticos na cavidade bucal (Steinberg e Eyal, 2004), incluindo
braquetes, bandas, mini-implantes, acrilico, fios, elasticos e ligaduras. Na presenca
desses aparatos, ocorre um aumento do biofilme bacteriano (de Almeida Cardoso et
al., 2015; Nelson-Filho et al., 2011a; Andrucioli et al., 2019), especialmente devido a
dificuldade de higienizacdo (Faltermeier et al., 2008; Nassar et al., 2013; Bergamo et
al., 2019a). Dessa forma, podem ocorrer alteragcbes no meio bucal, como queda no
pH salivar, retencdo aumentada de biofilme e elevacdo dos niveis de micro-
organismos na saliva (Atack et al., 1996; Anhoury et al., 2002; Jung et al., 2014;
Bergamo et al., 2019b) e na superficies dos dentes e dos aparatos ortodonticos (Taha
et al., 2015), o que pode promover um aumento do risco ao desenvolvimento da céarie
dental (manchas brancas ativas) e da doenca periodontal ( Anhoury et al., 2002; Lo et
al., 2008; Sudjalim et al., 2007; Rechmann et al., 2018), caso ndo seja implementado
um protocolo preventivo (Bergamo et al., 2019a). Durante os primeiros meses apoés a
instalacéo dos aparelhos ortodonticos, mesmo pacientes com higiene bucal mecanica
satisfatoria, podem apresentar gengivite (Zachisson e Zachisson, 1972).

Estudos in vivo tém demonstrado que os diferentes aparatos ortodénticos
metalicos sdo intensamente colonizados por micro-organismos cariogénicos e
periodontopatogénicos (Magno et al., 2008; Peixoto et al., 2011; Andrucioli et al., 2012;
Nelson-Filho et al., 2011a, 2011b; 2012; Bagatin et al., 2017; Bergamo et al., 2017;
Andrucioli et al., 2019). Particularmente com relacdo aos patégenos periodontais,
sabe-se que a microbiota supra e subgengival apresenta, predominantemente, micro-
organismos anaerobios, particularmente Gram-negativos (Jenkins e Papapanou,
2001).

E sabido que micro-organismos anaerobios Gram-negativos apresentam
moléculas de endotoxina bacteriana, também conhecidas como LPS
(lipopolissacarideos), na sua parede celular, as quais sdo liberadas durante a morte
ou multiplicacdo bacteriana, e podem promover uma seérie de efeitos bioldgicos
relevantes no ambiente em que se encontram (Rietschel e Brade, 1992; Leonardo et
al., 2004; Lucisano et al., 2014), participando em diversos eventos da resposta imuno-
inflamatoria (Hook et al., 1970; Maidwell-Smith et al., 1987; Ren et al., 2005; Ou et al.,

2017) e estimulando a reabsorgéo de tecidos mineralizados (Nelson-Filho et al., 2002).
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Estudos tém demonstrado que a endotoxina bacteriana adere-se a braquetes
(Knoernschild et al., 1999; Nelson-Filho et al., 2011a), resinas acrilicas (Gagnon et al.,
1994; Knoernschild et al., 1996), mini-implantes (Andrucioli et al., 2018), ligas
metalicas (Knoernschild et al.,, 1997), implantes (Nelson et al., 1997), materiais
ceramicos (Robinson et al., 1996), ligaduras elastoméricas estéticas (Pinto et al.,
2020) e a sistemas adesivos ortodonticos (Romualdo et al., 2017). Essa afinidade da
endotoxina por diversos materiais pode aumentar a sua concentracdo no sulco
gengival e contribuir para a ocorréncia de inflamacdo dos tecidos adjacentes
(Knoernschild et al., 1999).

Salienta-se que ndo ha estudos publicados, até o momento, avaliando se a
endotoxina bacteriana adere-se a elasticos intermaxilares e se a composicado desses
elasticos interfere nesse processo.

Além disso, durante o uso clinico, as propriedades quimicas e mecanicas dos
materiais ortodonticos sdo afetadas (Eliades e Bourauel, 2005), incluindo a variacao
da rugosidade (Taha et al., 2015). Estudos prévios verificaram que a rugosidade em
diversos materiais odontologicos influenciou o seu comportamento clinico (Alves Filho
et al., 2009; Guimarées et al., 2013; Hobbelink et al., 2015; Muguruma et al., 2017;
Cury et al., 2019; Diener et al.,, 2019). De Albuquerque et al. (2017) avaliaram a
rugosidade na superficie de arcos ortodbnticos estéticos antes e apds a deflexao,
sendo os fios submetidos ao teste de resisténcia a flexdo. Concluiram que a deflexéo
aumentou a rugosidade do arco ortodéntico estético, o que pode comprometer a
estética durante o tratamento ortodéntico. Posteriomente, Papadopoulou et al. (2019)
avaliaram as alteracdes da rugosidade superficial e as propriedades mecéanicas de
aparelhos Invisalign® ao longo de uma e duas semanas, observando que o tempo
desempenhou um efeito prejudicial na rugosidade da superficie e nas propriedades
mecéanicas desse aparelho. No entanto, até o momento nenhum estudo avaliou a
rugosidade superficial dos elasticos ortodonticos.

Na clinica ortodontica, a utilizacdo de elasticos constitui-se uma ferramenta
indispensavel e tem grande aplicabilidade durante o tratamento (Wong, 1976). Os
elasticos sao considerados elastbmeros, 0s quais possuem a caracteristica de
retornar as suas dimensodes originais apos serem deformados, devido a sua estrutura
geométrica e ao tipo de atragdo molecular existente entre eles (ligacdes quimicas
fracas) (Alexandre et al., 2008; Berthelot et al., 2014). Os elasticos intermaxilares séo

comumente indicados para correcdo de linha média, intercuspidacédo dentaria,



Introducio | 29

ancoragem e para correcoes de maloclusdes de Classe Il ou Classe lll. Vantagens
como elevada resiliéncia, versatilidade e baixo custo justificam a ampla aplicacao
desses materiais no tratamento ortodontico corretivo (Oliveira et al., 2017).

De acordo com sua composicéo, os elasticos podem ser de dois tipos: naturais
(do tipo latex) e sintéticos (do tipo ndo latex). O latex natural é um polimero de
isopropeno, composto por moléculas pesadas, proteinas e acidos graxos (Lépez et
al., 2012). Em relacéo a sua estrutura quimica, estao constituidos por arranjos torcidos
irregulares de cadeias moleculares longas e ligadas entre si em determinados pontos
por ligacdes covalentes, como enxofre com 2 atomos de carbono (Fernandes et al.,
2011) apresentando, assim, um elevado peso molecular (Guimaraes et al., 2013).
Estes polimeros sao constituidos por ligacdes primarias e secundarias, apresentando
um padréo espiral, com fraca atracdo molecular. Além disso, quando sdo deformados
devido a aplicagdo de forga, essas cadeias poliméricas ordenam-se em estrutura
linear com algumas ligagdes cruzadas (Marafon e Soares, 2009).

Embora o latex ndo seja um alérgeno, o processo de vulcanizacgao, realizado
para aumentar sua resisténcia e elasticidade, envolve a adicdo de amobnia e
estabilizadores como 6xido de zinco e outros agentes quimicos, produzindo proteinas
gue sao potencialmente alergénicas (Cronin, 1980).

Treze alérgenos de latex foram reconhecidos pela Unido Internacional de
Sociedades Imunoldgicas. Com base em resultados de estudos publicados, Hev b 2
nativo, Hev b 5 recombinante, Hev b 6 nativo ou recombinante, Hev b 13 nativo e
possivelmente Hev b 4 nativo foram considerados os principais alérgenos relevantes
para adultos sensibilizados ao latex. Embora haja uma tendéncia para identificar e
caracterizar alérgenos de latex amplamente com base em suas formas
recombinantes, nem todas essas proteinas recombinantes foram totalmente validadas
contra suas contrapartes nativas no que diz respeito ao significado clinico (Yeang,
2004).

Produtos derivados de latex sdo onipresentes e a alergia ao latex continua a
ser um risco de saude prevalente em muitas ocupacdes e para a populacdo em geral
(Wu et al., 2016).

As reacg0Oes alérgicas mais comuns desenvolvidas pela equipe odontoldgica sdo
alergias ao latex, acrilatos e formaldeido. Devido ao aumento do nimero de pacientes
que apresentam reacdes alérgicas a diferentes materiais nos ultimos anos, 0s

cirurgibes-dentistas devem ter conhecimento sobre processos alérgicos
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documentados a materiais conhecidos e, assim, evitar tais manifestacdes na clinica
odontoldgica (Syed et al., 2015). Embora ndo haja estudos avaliando a afinidade de
elasticos de latex por endotoxina, foi demonstrado que luvas de latex sao
contaminadas com elevadas quantidades de endotoxina, sendo considerado um
possivel fator para as reacdes de hipersensibilidade desencadeadas pelo contato com
luvas desse material (Williams e Halsey, 1997).

Devido ao aumento no numero de casos de sensibilidade ao latex, como
consequéncia, iniciou-se a comercializacdo de produtos sem latex na sua composicéo
(Kersey et al., 2003). Nesse sentido, os polimeros de borracha sintética foram
desenvolvidos por industrias petroquimicas, a partir da década de 1920, sendo sua
utilizacdo na Ortodontia difundida em 1960. Estes polimeros apresentam uma atracao
molecular constituida por ligacdes primarias e secundarias (Singh et al., 2012).

O produto sintético ou ndo latex € uma borracha de poliuretano, a qual é
sintetizada por meio do alongamento de um poliéster ou de um polieterglicol (Dos
Santos et al.,, 2012). Assim, os elasticos do tipo néo latex sdo constituidos por
polimeros artificiais que reproduzem as propriedades fisicas da borracha natural,
sendo denominados silicone e borracha de butadieno-estireno (Hwang e Cha, 2003).

Com relacéo as propriedades biolégicas dos elasticos intermaxilares, nosso
grupo de pesquisa publicou um estudo com o objetivo de avaliar in vivo a
compatibilidade tecidual e o extravasamento plasmatico em resposta a elasticos
ortoddnticos do tipo latex e ndo latex, implantados em tecido subcutaneo de ratos,
bem como avaliar in vitro a estrutura superficial desses elasticos em microscopia
eletrdbnica de varredura. Os parametros histopatolégicos e inflamatorios
demonstraram que, em curtos periodos de avaliagcdo, os elasticos de latex
apresentaram menor compatibilidade tecidual e maior agressao que os elasticos nao
latex. Além disso, a avaliagdo em MEV demonstrou que os elasticos do tipo nao latex
apresentaram uma estrutura fisica superficial mais homogénea e com auséncia de
porosidades, em comparagdo aos elasticos do tipo latex (Martinez-Colomer et al.,
2016).

Hanson e Lobner, em 2004, demonstraram em cultura de células neuronais
de camundongos que elasticos intermaxilares do tipo latex foram mais citotoxicos em
relacdo aos elasticos livres de latex, com o maior indice de morte celular ocasionada

pelo material de latex atribuido a elevada liberagéo de zinco.



[ntroducio | 31

A quantidade de endotoxina bacteriana aderida a ligaduras elastoméricas
estéticas de poliuretano e de silicone (ndo latex) foram avaliadas recentemente pelo
nosso grupo de pesquisa. Por meio de metodologias in vitro e in vivo, esse estudo
demonstrou que esses materiais sdo fortemente contaminados por endotoxina
bacteriana, sugerindo a necessidade de implementacdo de medidas preventivas,
visando a saude periodontal dos pacientes (Pinto et al., 2020). Esses resultados sdo
relevantes clinicamente pelo fato de que qualquer material que permaneca em contato
com a mucosa bucal por periodos prolongados pode desencadear respostas teciduais
desfavoraveis (Martinez-Colomer et al., 2016).

Conforme salientado por Braun et al., em 2016, a morfologia de superficie e a
composicdo quimica dos materiais podem influenciar diretamente nessas respostas
teciduais. Assim, o conhecimento mais aprofundado sobre a rugosidade superficial,
propriedades mecéanicas e afinidade pela endotoxina bacteriana dos elasticos
intermaxilares podera ter influéncia, por exemplo, na escolha do tipo latex ou nao latex
e na determinacédo do periodo mais adequado para sua troca, durante o atendimento
clinico.

Apesar da evolugdo dos elésticos ortoddnticos, estes materiais ainda
apresentam deficiéncias uma vez que as propriedades mecanicas dos elasticos
podem ser afetadas por diferentes fatores proprios do material, como a perda de
elasticidade, quantidade de forca, composicdo e marca comercial (Tomé Junior,
2008). Por outro lado, também existem fatores locais como a composicao da saliva,
alteracdo do pH salivar, a dieta e efeitos dos movimentos mandibulares, que também
podem influenciar nas propriedades dos elasticos ortodénticos (Alexandre et al.,
2008). A exposicdo a esses fatores resulta em um enfraquecimento das forcas
intermoleculares e, como consequéncia, ocorre a formacéo de pontes de hidrogénio
entre as moléculas de 4gua e as macromoléculas do polimero (Marafon e Soares,
2009). Ainda, podem ser percebidas alteracées no volume e na coloracdo dos
elasticos utilizados no tratamento ortodéntico, como resultado do preenchimento de
espacos vazios da matriz por fluidos e pela microbiota, o que determina um aumento
da degradacdo da forca liberada pelos elasticos ortodonticos (Marafon e Soares,
2009). Estudos recentes tém sido direcionados a avaliacdo do grau de deformacéao,
degradacdo e caracteristicas mecanicas dos elasticos intermaxilares, avaliando a

influéncia dos fatores relacionados ao ambiente bucal, como variagbes no pH,
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temperatura, acdo microbiana e enzimatica (Russell et al., 2001; Shailaja et al., 2016;
Pithon et al., 2016; Oliveira et al., 2017; Nitrini et al., 2019).

Os elasticos ndo latex dependem de uma unido estrutural em forma de
entrelacamento molecular que tem como objetivo limitar o relaxamento da forca. Ja os
elasticos latex possuem ligagdes cruzadas covalentes, que resultam em uma melhor
unido e resisténcia a deformacéo (Russell et al., 2001). No entanto, estudos tém
demonstrado que os elasticos sintéticos (ndo latex) apresentam uma degradacao de
forca mais rapida, em comparacdo com os elasticos latex (Lopez et al.,, 2012;
Guimaraes et al., 2013; Oliveira et al., 2017).

De acordo com a literatura especifica, a forca produzida pelo elastico esta
diretamente relacionada a distancia entre os pontos de fixacdo, diametro e espessura
do elastico (Vieira et al., 2013). Yang et al. (2020) descreveram que os valores de 100-
150g sao considerados como os ideais para a correcéo de maloclusdes do tipo Classe
Il e lll. Entretanto, com o decorrer do tempo, 0s elasticos possuem a propriedade de
degradacdo da forca, onde a magnitude de forca inicial € reduzida e, como
consequéncia, a movimentacao dentaria pode diminuir ou cessar, podendo aumentar
0 tempo de tratamento.

Estudos demonstraram que os elasticos latex apresentaram resultados mais
consistentes que os elasticos ndo latex. Na pratica clinica, os elasticos sintéticos
deveriam apresentar propriedades mecanicas similares ou superiores aos elasticos
latex. Assim, para serem utilizados no tratamento ortodéntico, necessitaria de uma
abordagem distinta, sugerindo sua substitui¢do clinica a cada 12 horas, enquanto que
os elasticos latex poderiam ser substituidos a cada 72 horas (Vieira et al., 2013).

Assim, tendo em vista a ampla utilizacdo dos elasticos intermaxilares na pratica
clinica, estudos avaliando sua afinidade com a endotoxina bacteriana, que é um
potente estimulador da resposta inflamatéria e da reabsorcédo éssea, sao relevantes.
Esse conhecimento pode conduzir a selecao do tipo mais adequado de elastico (latex
ou ndo latex) e a realizagcdo de estudos adicionais, avaliando métodos para a
inativacdo da endotoxina bacteriana, uma vez que esses elasticos sdo inseridos na
cavidade bucal em intimo contato com os tecidos moles. Além disso, a avaliacao de
propriedades morfolégicas e mecanicas desses elasticos pode fornecer respaldo
ainda maior para a periodicidade de sua substituicdo, durante o tratamento

ortododntico, a fim de manter seu desempenho clinico adequado.
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2. PROPOSICAO

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral do presente estudo in vitro foi quantificar a endotoxina
bacteriana aderida a superficie e avaliar a degradacao de forga, o diametro interno, a
estrutura micromorfolégica e a rugosidade de elésticos ortodénticos dos tipos latex e

nao latex.

2.2. Objetivos Especificos

= Quantificar a endotoxina bacteriana aderida aos elasticos ortoddnticos do
tipo latex e nao latex, por meio do teste Limulus Amebocyte Lysate;

= Avaliar a rugosidade superficial e a variagdo em funcdo do tempo e
distensao (analise quantitativa) dos elasticos ortodonticos do tipo latex e
ndo-latex, em microscopia confocal.

= Analisar a micromorfologia superficial (analise qualitativa) dos elasticos
ortodonticos do tipo latex e ndo latex, em microscopia confocal.

= Avaliar a for¢a e o didmetro interno dos elésticos ortodonticos utilizados
em diferentes periodos, por meio do ensaio de deformacdo e uso de
dinambmetro e paquimetro digital.






3. Material e Métodos






Material e Métodos | 41

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Quantificacdo da endotoxina bacteriana (LPS)

Todo o material utilizado, incluindo ponteiras, tubos de vidro, tubos plasticos
(tubos Falcon), placas de Petri e placas de cultura de células, foi obtido diretamente
do fabricante e livre de pirogénio. As pingas para manuseio dos eldsticos no
laboratorio foram submetidas a esterilizacdo em estufa de despirogenizacdo a seco
(Lab-Line Imperial V Gravity Convection Ovens — Barnstead International —
Massachusetts, USA), a 200°C, durante 2 horas. Para a quantificagdo da endotoxina
bacteriana foi utilizada a metodologia descrita por Pinto et al. (2020).

3.1.1. Preparo da solucdo de Endotoxina

A solucao de endotoxina bacteriana foi preparada a partir de um frasco com
350mg de endotoxina liofilizada de Escherichia coli (Lipopolysaccharide B E. coli
055:B5 — Sigma Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA). O conteudo foi suspenso
em 4,7mL de agua livre de pirogénio no fluxo laminar, originando uma solucdo de
concentracéo igual a 25ng/mL. Posteriormente, a contaminacéo foi efetuada por meio
da imersdo das amostras na solugcdo, em tubos de vidro com tampa medindo
10x75mm, livres de pirogénio (Pyrogen-free tubes, BioWhittaker, Cambrex Corporate,
NJ, USA), sendo colocados em incubadora (Incubadora 430/RDB, Nova Etica,
Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) a 37°C, por 24 horas, sob agitacao (126rpm).
Para quantificacdo da endotoxina bacteriana aderida, foram constituidos os seguintes
grupos experimentais e controles:

v' Grupos experimentais: elasticos ortoddnticos intermaxilares do tipo latex
(n=12) e do tipo nado latex (n=12) (Dentaurum, Newtown, PA, EUA,
didmetro 3/16”, de forca média), os quais contaminados pela solugcéao de
endotoxina previamente preparada.

v' Grupos controles negativos: elasticos do tipo latex (n=6) e do tipo nao
latex (n=6), retirados diretamente das suas embalagens originais.

v' Grupo controle positivo: corpos de prova de aco inoxidavel (réplicas
metalicas) (n=6), os quais foram confeccionados em formato idéntico aos
elasticos ortodonticos na Oficina de Precisdo da Universidade de Sao
Paulo, Campus de Ribeirdo Preto e, posteriormente, contaminados com a

solucéo de endotoxina previamente preparada.
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3.1.2. Quantificacdo de Endotoxina Bacteriana (LPS) por meio do “Limulus
Amebocyte Lysate”

As amostras dos grupos experimentais e controles foram depositadas
individualmente em novos tubos com tampa de 10x75mm, livres de pirogénio,
contendo 1mL de agua livre de pirogénio (solucéo de recuperacdo). Em seguida, os
tubos foram colocados na cuba ulltrassénica (Ultracleaner USC 1600A, Unique,
Indaiatuba, SP, Brasil) por 15 minutos, para a liberacdo da endotoxina presente nos
materiais. Em uma placa de poliestireno de 96 pocos apirogénica (96 Wells Cell
Culture Cluster — non pyrogenic- Corning Incorporated — Tewksbury, MA, USA), foram
pipetadas 50uL das solucdes preparadas de cada concentracdo de padréo conhecido
(LUE/mL; 0,5 UE/mL; 0,25 UE/mL; 0,1 UE/mL; 0 UE/mL) e 50uL do controle negativo
(dgua apirogénica). Nos demais pocos da placa, foram pipetados 50uL de cada
amostra obtida dos grupos experimentais e controles, as quais foram diluidas em agua
apirogénica em uma proporcéao de 1:1, baseada em padronizagdo obtida em estudo
prévio (Pinto et al., 2020).

O ensaio de liberacdo da endotoxina bacteriana na solucdo de recuperacéo
(UE/mL, Unidades de Endotoxina por mililitro) foi efetuado através do teste QCL-
1000™ (Limulus Amebocyte Lysate QCL-7000™, Lonza Walkersville, MD, USA),
seguindo as instrucdes do fabricante. A concentragéo de endotoxina nas amostras foi
determinada pela curva padrado, a partir de quantidades conhecidas de endotoxina.
Posteriormente, em cada poco do grupo experimental foram acrescentados 50uL do
Limulus Amebocyte Lysate (LAL), seguido de agitacdo por 15 segundos e incubacéo
por 10 minutos, a 37°C. A seguir, foram adicionados 100uL do substrato cromogénico
em auséncia de luz e mantendo uma taxa de pipetacdo constante, seguido de agitacao
e incubacao por 6 minutos. Posteriormente, foram acrescentados 100uL de reagente
de parada (25% v/v de &cido acético glacial em agua), a fim de interromper a reacéo.

As absorbancias de cada amostra foram obtidas em um leitor de ELISA
(Ultramark, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) a 410nm. As absorbancias
resultantes foram diretamente proporcionais a concentracdo de endotoxina presente

nos pocos (valores pertencentes a correlagéo linear: 0,1 - 1,0 EU/mL).

A concentracdo de endotoxina em cada amostra foi calculada a partir da

seguinte formula:
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[Endotoxina bacteriana] = Valor de absorbéancia (curva padréo) x fator de diluicéo

Para a realizacdo da analise estatistica, os valores das concentracbes de
endotoxina foram categorizados em trés escores (Romualdo et al., 2017):

— escore 1 (concentracdo < 0,5 UE/mL)

— escore 2 (0,51 a 1,0 UE/mL)

— escore 3 (>1,0 UE/mL)

3.2. Avaliacédo da micromorfologia estrutural e da rugosidade superficial

Inicialmente, os elasticos do tipo latex (n=6) e do tipo nao-latex (n=6)
(Dentaurum, Newtown, PA, EUA, didametro 3/16”, de forca média) foram retirados de
suas embalagens originais e analisados no microscépio confocal a laser 3D (LEXT
OLS4000® Olympus, Japéo) (Figura 1). Essa andlise consistiu tanto de uma descricdo
gualitativa da morfologia estrutural em imagens obtidas nos aumentos de 20 e 100X
e de imagens 3D, quanto da avaliacdo quantitativa da rugosidade superficial, por meio
de imagens da superficie de cada elastico no aumento de 10X (leitura em pum, em uma
area de 0,5mm?). As imagens foram analisadas por meio do software OLS4000
(Olympus, Japao).

A micromorfologia estrutural e a rugosidade superficial também foram

avaliadas ap6s o Ensaio de Deformacéo, descrito a seguir.

Figura 1- Andlise micromorfolégica e de rugosidade dos elasticos intermaxilares dos tipos
latex e ndo latex: A) Microscopio confocal a laser 3D. B) Imagem do elastico analisada
com o software OLS4000 (100X).

3.3. Ensaio de deformacéao



44.] Material e Métodos

Para simulacdo da deformacé@o dos elasticos ortodonticos intermaxilares,
placas especiais de acrilico contendo pinos metélicos foram confeccionadas (Figura
2). Os elasticos intermaxilares dos tipos latex (n=10) e néo latex (n=10) foram retirados
das suas embalagens originais, adaptados nos pinos metélicos e distendidos a uma
distancia de 20mm, gerando uma for¢a de aproximadamente 150 gramas. A distancia
escolhida simulou o estiramento do eléstico intermaxilar necessario para o tratamento
ortodontico de maloclusdes do tipo Classes Il e lll, em que o elastico € alongado 3
vezes o0 seu didmetro. Os elasticos foram mantidos esticados durante 72 horas e todo
o conjunto (placa de acrilico, pinos e elasticos) permaneceu imerso em recipientes de
plastico contendo saliva artificial, composta por benzoato de sédio a 0,1%, cloreto de
célcio a 0,0166%, cloreto de potassio a 0,0625%, cloreto de sédio a 0,0865, cloreto
de magnésio a 0,0055%, fluoreto de sédio a 0,0004%, fosfato de potassio dibasico a
0,0803%, nipagin (conservante) a 0,1%, sorbitol liquido a 4,274% e 1.000mL de agua
purificada, com pH entre 5 e 6 (Req. 701906, Laboratorio da Terra, Ribeirdo Preto,
SP, Brasil), a qual foi trocada a cada 24 horas (Oliveira et al., 2017). Apds os periodos
experimentais de 24 e de 72 horas, a morfologia estrutural e a rugosidade superficial
foram novamente avaliadas em microscépio confocal, segundo a metodologia descrita

anteriormente.

Figura 2- Placa de acrilico contendo pinos metalicos, utilizada para a fixagdo dos elasticos ortodénticos
intermaxilares e realizacdo do Ensaio de Deformacao.

3.4. Avaliacao da degradacao da forca e deformacgéo do diametro interno
Para avaliar a intensidade de for¢ca e deformacdo do diametro interno dos
elasticos intermaxilares ortodénticos dos tipos latex e ndo latex, o conjunto

anteriormente descrito (placa de acrilico, pinos e elasticos) foi novamente utilizado.
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Os eléasticos foram mantidos alongados durante o periodo experimental de 72 horas e

removidos apenas para realizar as medicoes.

3.4.1. Mensuracao da forca

As leituras de forca foram realizadas com auxilio de um dinamémetro (Zeusan,
SP, Brasil) (Figura 3). Cada elastico foi removido individualmente da parte superior
dos dispositivos metélicos, sendo realizada a avaliacdo da for¢ca (em gramas), nos

intervalos de tempo de 0, 24 e 72 horas.

Figura 3- Avaliac@o da for¢a dos elasticos. A) Dinamémetro (Zeusan, SP, Brasil). B) Medi¢cdo com o
auxilio do dinamdmetro dos elasticos intermaxilares por meio do registro de valores, em gramas, nos
elasticos ortoddnticos intermaxilares dos tipos latex e néo latex.

o o

3.4.2. Deformacéo do diametro interno

O diametro interno de cada elastico foi medido usando paquimetro digital
(Digimess, SP, Brasil) (Figura 4). A medicao (em mm) foi realizada no tempo O e apés
24 e 72 horas, para cada elastico ortodéntico.
Figura 4- Paquimetro digital (Digimess, SP, Brasil) utilizado para a mensura¢do da deformagéo do

didmetro interno dos elasticos dos tipos latex e ndo latex, apds ensaio de deformacdo, nos periodos
experimentais de 0, 24 e 72 horas.
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3.5. Analise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software estatistico GraphPad Prism®
5 (GraphPad Software In., San Diego, Califérnia, EUA). A normalidade dos dados foi
avaliada pelo teste Shapiro Wilk. Os dados de endotoxina bacteriana (escores) foram
analisados por meio do teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn. Os demais dados
obtidos foram apresentados como média + DP (desvio-padrdo), sendo analisados
pelos testes ANOVA e Bonferroni. Os valores p<0,05 foram considerados

estatisticamente significantes em todas as comparagoes.
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4. RESULTADOS

4.1. Quantificacdo da endotoxina bacteriana

A quantidade da endotoxina bacteriana foi similar entre os elasticos dos tipos
latex, ndo latex e grupo controle positivo (ago inoxidavel), sem diferenga estatistica
significante entre esses grupos (p>0,05). J& o grupo controle negativo, composto pelos
elasticos do tipo latex e ndo latex sem contaminacdo prévia com LPS, apresentou
guantidade significativamente menor de endotoxina em comparacdo aos demais
grupos (p< 0,0001) (Figura 5).

Figura 5- Quantidade de endotoxina bacteriana (escores) em elésticos intermaxilares dos tipos latex e
ndo latex apds sua contaminagéo com a soluc¢éo liofilizada de E. coli, por 24 horas.
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4.2. Anélise micromorfol6gica estrutural superficial

A morfologia dos elasticos foi avaliada a partir de fotomicrografias (20X e
100X) e de imagens 3D obtidas em microscopia confocal a laser (Figuras 6, 7 e 8),
antes e apés 24 e 72 horas da distensao dos elasticos a uma distancia de 20mm e
submerséo em saliva artificial.

No periodo inicial (antes da deformacdo), o elastico do tipo latex se
apresentou com inimeras rugosidades e microesferas. Por outro lado, o elastico do
tipo ndo latex apresentou uma morfologia mais lisa e homogénea, com algumas

estruturas cristaléides na sua superficie (Figura 6).
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No periodo de 24 horas, foi possivel verificar a formacao de microfissuras e
aspecto estriado, nos elasticos do tipo latex. Ja os elasticos do tipo ndo latex
apresentaram superficie mais porosa, com multiplas estruturas cristaloides, além de
porosidades e depressdes distribuidas de forma heterogénea (Figura 7).

Apds 72 horas, os elasticos do tipo latex apresentaram uma superficie
irregular, rugosa e com porosidades. Os elasticos do tipo nédo latex também
apresentaram superficie rugosa, com sulcos e estruturas cristaloides (Figura 8).
Figura 6- Fotomicrografias dos elasticos dos tipos latex (A, B, C) e néo latex (D, E, F) nos aumentos
de 20x (A, D), 100x (B, E) e imagens 3D a 100x (C, F), na avaliacdo inicial, antes da deformacéo. O
elastico latex apresentou uma morfologia rugosa (seta: microesferas distribuidas homogeneamente na
superficie externa do elastico em 2D e 3D). Ja o elastico ndo latex apresentou uma superficie mais

homogénea e mais lisa (estrela: presenca de algumas estruturas cristaléides e auséncia de
microesferas na estrutura).
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Figura 7- Fotomicrografias dos elasticos dos tipos latex (A, B, C) e nao latex (D, E, F) em aumentos de
20x (A, B, D, E) e 100x (C, F), ap06s 24 horas de deformagéo. O elastico do tipo latex demostrou um
aspecto estriado, com multiplas microfissuras (seta). O elastico do tipo nédo latex apresentou uma
superficie mais rugosa, com multiplas estruturas cristaléides na superficie, porosidades e depressées
distribuidas heterogeneamente (estrela).




52 | Resultados

Figura 8- Fotomicrografias dos elasticos dos tipos latex (A, B, C) e néo latex (D, E, F) em aumentos de
20x (A, D) e 100x (B, C, E, F), apds 72 horas de deformac&o. Nos elastico latex, observou-se uma
morfologia irregular rugosa, com porosidades e depressoes (seta). Os elasticos do tipo ndo latex
apresentaram sulcos com multiplas estruturas cristaléides na superficie.

4.3. Avaliacao da rugosidade superficial

De acordo com a Figura 9, pode-se observar que o elastico do tipo latex
apresentou uma diminuicdo significativa da rugosidade (p<0,01) no periodo inicial de
24 horas, seguido de um aumento nao significativo (p>0,05) entre 24 e 72 horas. Por
outro lado, o elastico de tipo ndo latex apresentou um aumento significativo da
rugosidade (p<0,001) no periodo inicial 24 horas, permanecendo gquase no mesmo

nivel (p>0,05) até o final do experimento (72 horas).
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Figura 9- Representacéo grafica dos dados de rugosidade superficial obtidos dos elasticos ortoddnticos
dos tipos latex e nao latex, em microscopia confocal, nos periodos de avaliagdo de 0, 24 e 72 horas.
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Comparando-se o periodo de 72 horas com o tempo inicial de 0 horas,
observou-se que o elastico do tipo latex apresentou uma diminuicdo significativa da
rugosidade (p<0,01), enquanto o elastico ndo latex mostrou um aumento significativo
(p<0,05) nos valores de rugosidade.

Quando se comparou os dados obtidos de ambos os elasticos ortoddnticos
(Figura 10), pbde-se observar que, na avaliagdo inicial, o elastico do tipo latex
apresentou uma rugosidade superficial maior (p<0,001) que o elastico ndo latex (2,794
+ 0,26; e 0,793 + 0,29, respectivamente). No entanto, apés 24h, enquanto ocorreu
uma diminuicdo significativa na rugosidade superficial dos elasticos do tipo latex
observou-se também um aumento na rugosidade no eléstico ndo latex, com diferenca
estatistica entre os dois materiais (p <0,001) (0,578 * 0,22 e 1,283 * 0,29,
respectivamente). Ap6s 72 horas, a comparacao entre os valores de rugosidade
superficial dos elasticos intermaxilares do tipo latex e ndo latex ndo apresentaram
diferenca significante (1,323 + 0,42; e 1,308 £ 0,25, respectivamente) (p>0,05).

De uma maneira geral, os resultados da avaliacdo de rugosidade superficial
permitiram observar que, embora ambos os tipos de elasticos intermaxilares tenham
apresentado valores similares apds 72 horas, o elastico do tipo latex apresentou uma
diminuicdo da rugosidade ao longo do tempo, enquanto que o elastico do tipo nao
latex apresentou um comportamento mais uniforme, sofrendo um aumento de menor

magnitude em relacéo ao periodo inicial.
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Figura 10- Representacao grafica da avaliacdo comparativa da rugosidade superficial dos elasticos
dos tipos latex e nao latex, em microscopia confocal, nos periodos de 0, 24 e 72 horas.
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4.4 Avaliacao da degradacéao da forca

A Figura 11 demonstra que os elasticos dos tipos latex e ndo latex mostraram

uma reducdo significativa da forca (p<0,01 e <0,05, respectivamente), apds 24 horas

de deformacé&o. No periodo de 72 horas, a forgca no elastico do tipo néo latex diminuiu

significativamente (p<0,05). No entanto, no elastico do tipo latex, a degradacédo se

manteve quase a mesma, com uma ligeira reducdo, sem diferenca estatisticamente

significante (p>0,05).

Figura 11- Representacao gréafica da avaliagdo da degradacgéo da forca dos elasticos ortodénticos dos
tipos latex e nao latex, nos periodos de 0, 24 e 72 horas.
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Comparando-se os periodos de 0 e 72 horas, observou-se que ambos 0s
elasticos apresentaram uma degradacao significativa da for¢a (p<0,001), sendo de
18,82% para o elastico do tipo latex e de 28,22% para o elastico do tipo nao latex.

Na Figura 12, comparando-se ambos elasticos ortoddnticos em cada periodo
de avaliacdo, observou-se que na auséncia de distensao (0Oh), o elastico do tipo latex
apresentou um menor valor inicial de forca, com diferenca estatisticamente
significante (p<0,001) em relacdo ao elastico do tipo ndo latex (135g e 163g,
respectivamente). A semelhanca do que foi observado no periodo inicial, apos a
distensao dos elasticos, o elastico do tipo latex apresentou valores inferiores de forca,
em comparacao aos elasticos do tipo ndo latex nos periodos de 24 horas (1149 e
135g, respectivamente; p<0,001) e 72 horas (110g e 117g, respectivamente, p<0,05).

Esses resultados indicam que os elasticos do tipo latex apresentaram valores
menores de forca e uma reducdo gradual e mais uniforme da mesma, atingindo
valores proximos aos obtidos pelos elasticos do tipo ndo latex, apés 72 horas de

deformacéo.

Figura 12- Representacao gréfica da avaliagdo comparativa da for¢a dos elasticos dos tipos latex e
nao latex, nos periodos de 0, 24 e 72 horas.
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4.4. Analise do diametro interno
A partir da Figura 13, p6de-se observar que os elasticos dos tipos latex e ndo
latex apresentaram um aumento significativo no diametro interno (p<0,05), apés 24 e

72 horas de deformacéo.

Figura 13- Representacao grafica do aumento do didmetro interno dos elasticos ortoddnticos dos tipos
latex e nao latex, nos periodos de 0, 24 e 72 horas.
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Comparando-se os periodos de 0 e 72 horas, foi observado que ambos os
tipos de elasticos apresentaram um aumento significativo (p<0,001) no diametro dos
elasticos, sendo de 18,18% para o elastico do tipo latex e de 33,41% para o elastico
do tipo nao latex.

Na comparacao dos valores médios obtidos de diametro interno (Figura 14),
pode-se observar que, na auséncia de distensdo (0 horas), ambos os tipos de
elasticos apresentaram diametros internos similares (latex: 4,4mm; ndo latex:
4,49mm; p>0,05). Apbés os periodos de 24 e 72 horas, o didametro interno foi
significativamente maior nos elasticos do tipo néo latex (p<0,001), em comparacao

aos elasticos do tipo latex.

Figura 14- Representagédo gréafica da avaliagdo comparativa do diametro interno dos elasticos dos tipos
latex e ndo latex, nos periodos de 0, 24 e 72 horas.
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5. DISCUSSAO

Os elasticos sdo amplamente utilizados durante o tratamento ortodéntico
(Topouzelis e Palaska, 2009; Nitrini et al.,, 2019, El-Boke e Abbas, 2020). O
conhecimento detalhado da sua morfologia estrutural de superficie é importante para
sua correta indicacdo e desempenho durante esse tratamento. Paralelamente, a sua
permanéncia na cavidade bucal pode ocasionar rapida degradacdo, uma vez que
esses elasticos estdo expostos a saliva, as forcas mastigatérias e variacdoes de
temperatura e pH. Outro fator importante € a formacgéo de biofilme bacteriano sobre a
superficie dos elasticos, que irdo sofrer a acdo dos produtos e subprodutos
bacterianos, incluindo o LPS. Além disso, a distenséo realizada para a utilizacao de
elasticos intermaxilares e, consequentemente, aplicacdo de forgas, pode influenciar
em suas propriedades fisicas e mecéanicas, podendo interferir diretamente na
efetividade do tratamento ortodontico. Assim, o objetivo do presente estudo foi
quantificar, in vitro, a endotoxina bacteriana (LPS) aderida, além de avaliar a
rugosidade superficial, micromorfologia estrutural, degradacéo de forca e diametro
interno de elasticos ortodénticos intermaxilares dos tipos latex e néo latex.

Com relacdo a quantificagdo de LPS, diferentes estudos na literatura
odontoldgica tém utilizado o teste LAL (Limulus Amebocyte Lysate) para avaliacédo
dessa contaminacao, assim como para avaliar a efetividade de diferentes estratégias
terapéuticas direcionadas a reducdo ou eliminacdo das moléculas de endotoxina
(Martinho et al., 2011, Silva et., 2017; Martinho et al., 2018; Rovai et al., 2019; Aveiro
et al., 2020). Além disso, estudos do nosso grupo de pesquisa demonstraram a alta
afinidade do LPS bacteriano, avaliada pelo teste LAL, a diferentes aparatos utilizados
durante o tratamento ortodontico, como braquetes metalicos, adesivos ortodénticos e
ligaduras elastoméricas (Nelson-Filho et al., 2011c; Romualdo et al., 2017; Pinto et al.,
2020). A semelhanca do que se observou nesses estudos, os presentes resultados
demonstraram a alta afinidade da endotoxina bacteriana por elasticos intermaxilares
dos tipos latex e ndo latex, uma vez que ambos foram altamente contaminados pela
endotoxina liofilizada, sem diferenca estatisticamente significante entre os dois tipos
de elasticos.

O LPS pode atuar como contaminante durante o processo de fabricagédo de
produtos a base de latex, como luvas e cateteres (Haishima et al., 2001; Howell et al.,

2004). No entanto, os resultados do presente estudo evidenciaram que os elasticos
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intermaxilares n&o sofreram contaminagéo por LPS durante o processo de fabricacao,
uma vez que nao foi possivel observar sua presenca nos elasticos dos tipos latex e
nao latex, apds serem retirados de sua embalagem original.

Como ja salientado, a endotoxina bacteriana € liberada da parede celular dos
micro-organismos anaerébios Gram-negativos, apds sua morte ou sua multiplicacao.
Essa molécula liberada conduz a uma série de efeitos bioldgicos (Rietschel e Brade,
1992; Leonardo et al., 2004; Lucisano et al., 2014), incluindo inducdo de reacéo
inflamatoria e reabsorcao 6ssea (Rietschel e Brade, 1992; Nelson-Filho et al., 2002;
Silva et al., 2002; Jiang et al., 2003; Kanno et al., 2016; Guimardes-Stabili et al., 2020).
Sabe-se que a endotoxina apresenta alta afinidade por metais (Lieder et al., 2013),
incluindo braquetes (Knoernschild et al., 1999; Nelson-Filho et al., 2011b) e mini-
implantes (Andrucioli et al., 2018). Essa afinidade foi comprovada no presente estudo,
uma vez que o grupo controle positivo, composto por réplicas metdlicas dos elasticos
intermaxilares, apresentaram grande contaminacao pela endotoxina (apenas valores
acima de 1.0 EU/mL).

Sabendo-se da alta afinidade da endotoxina por materiais metalicos como
braquetes e mini-implantes, no presente estudo foi efetuada a quantificacdo de
endotoxina em elasticos intermaxilares, a fim de verificar se havia diferenca entre os
tipos latex e ndo latex. Esse conhecimento apresenta aplicabilidade clinica, pois esses
elasticos entram em contato com os tecidos moles e, se estiverem altamente
contaminados, poderiam ocasionar ou exacerbar processos inflamatorios nesses
tecidos, justificando a necessidade de trocas mais frequentes dos elasticos. De acordo
com 0s nossos resultados, a endotoxina apresentou afinidade pelos elasticos de latex
e nao latex, indistintamente, sem diferenca significante entre os dois tipos. Esse fato
evidencia que o tipo de material utilizado para a confeccdo dos elasticos intermaxilares
nao interferiu significantemente na sua contaminacdo por LPS bacteriano, sem
vantagem para um tipo ou outro (latex ou néo latex). Levando-se em consideragao
gue o nivel aceitavel de endotoxina para produtos médico-hospitalares € menor do
que 0,5 EU (FDA, 2012), verifica-se que a quantidade de endotoxina que permaneceu
aderida a superficie dos elasticos de latex e néo latex (valores acima de 1,0 EU/mL)
foi elevada. Em 2020, nosso grupo de pesquisa realizou um estudo in vitro (Pinto et
al., 2020) onde foi realizada a quantificacdo de endotoxina em ligaduras elastoméricas
estéticas de silicone e de poliuretano, evidenciando adesdo em todos os materiais

testados com niveis variando de 1,15 a 1,22 EU/mL. Esses resultados ndo podem ser
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comparados aos obtidos no presente estudo, em funcéo da diferenca nas dimensdes
(ligaduras elastoméricas sdo menores que elasticos intermaxilares) e na composi¢ao
dos materiais avaliados.

Pelo exposto, com relacdo a quantificacdo da endotoxina bacteriana, 0s
resultados do presente estudo demonstraram que os elasticos de ambas as
composicbes (latex e ndo latex) se comportaram de maneira semelhante,
evidenciando alta afinidade do LPS, sem diferencas entre eles, e em guantidades
semelhantes as detectadas nas réplicas metalicas empregadas como controle
positivo.

Por outro lado, em 2011, Nelson-Filho et al. verificaram, em estudo clinico,
gue o uso de bochechos com solugéo de gluconato de clorexidina a 0,12% ocasionou
morte bacteriana e maior liberacdo de endotoxina, que se aderiu aos braquetes.
Assim, o controle dos niveis de endotoxina ndo € obtido, apds bochecho com essa
solugdo. Esse fato ressalta a importancia do desenvolvimento de procedimentos
clinicos ou de novos agentes antimicrobianos, que apresentem acdo sobre a
endotoxina bacteriana. Uma opcéo mais imediata seria a substituicdo mais frequente
dos elasticos intermaxilares, em situacdes clinicas.

Com relacdo a microestrutura superficial, apesar das diferencas
metodoldgicas, os resultados do presente estudo em microscopia confocal foram
concordantes com os obtidos por Martinez-Colomer et al. (2016). Esses autores
compararam elasticos intermaxilares de latex e ndo latex, apds implantacéo no tecido
conjuntivo subcutdneo de ratos e avaliacdo microscépica e quantificacdo de
extravasamento de plasma e de andlise da estrutura de superficie por microscopia
eletrbnica de varredura. Concluiram que os elasticos de latex foram mais irritantes
guando em contato com o tecido conjuntivo, em comparacdo aos nao latex, nos
periodos iniciais. Em microscopia eletrénica de varredura, os elasticos de latex
apresentaram uma superficie mais porosa, com microesferas, provavelmente
decorrentes do processo de fabricacdo. Os eladsticos ndo latex apresentaram
estruturas cristaloides, também decorrentes do processo de fabricacdo, e superficie
sem porosidades.

Ressalta-se que Martinez-Colomer et al. (2016) realizaram a avaliacao
microscoépica dos elasticos intermaxilares em um uUnico periodo de tempo, ou seja,

apos remocdo dos mesmos de suas embalagens originais. Assim, a comparacao
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direta com os diferentes periodos de tempo (24 e 72 horas ap0s deformacao)
utilizados no presente estudo, torna-se impossibilitada.

No presente estudo, decorridas 24 e 72 horas da deformacé&o, ambos o0s tipos
de elasticos se comportaram de forma semelhante, apresentando superficie irregular,
rugosa e com porosidades. Ressalta-se que essas irregularidades, presentes em
ambos os tipos de elasticos, podem atuar como sitios de retencdo de micro-
organismos, como ja salientado por Magno et al. (2008), reforcando a afirmativa de
Martinez-Colomer et al. (2016) de que a compatibilidade dos elasticos intermaxilares
ndo depende apenas de sua composi¢cdo quimica, mas também de sua estrutura
fisica, pois essas imperfeicbes superficiais podem afetar sua resposta bioldgica
guando em contato com os tecidos moles da cavidade bucal.

Na pratica clinica, recomenda-se que o0s elasticos intermaxilares sejam
substituidos vérias vezes ao dia, uma vez ao dia, ou até mesmo a cada 3 dias (Dos
Santos et al., 2012; Vieira et al., 2013; Alavi et al., 2014; Qodcieh et al., 2017; Ardani
et al., 2018; Nitrini et al., 2019). De acordo com dos Santos et al. (2010) e Martinez-
Colomer et al. (2016), a reacdo inflamatéria em modelo animal ou em cultura de
células ocorre com maior intensidade nos periodos iniciais, decrescendo com o
decorrer do tempo. Assim, do ponto de vista bioldgico, esses resultados sugerem que
os elasticos intermaxilares devam ser mantidos por periodos mais longos.

No entanto, outros aspectos devem ser avaliados pois, caso 0s elasticos
sejam mantidos por periodos maiores, pode haver degradacao da forca, deformacgéo
e aumento da porosidade. A rugosidade superficial pode ser destacada entre as
caracteristicas estruturais dos materiais de uso na Odontologia e Ortodontia, como
resinas compostas (Mei et al., 2011; Lee et al., 2018; Park et al., 2019), adesivos (Ahn
et al., 2010; An et al., 2017; Liu et al., 2018; Jedn et al., 2020), braquetes (Ghasemi et
al., 2017; Tupinamba et al., 2017), arcos de niquel-titanio (Kim et al., 2014; Taha et
al.,, 2015; Abrahan et al., 2017), sendo uma propriedade que ira influenciar
negativamente na adeséao bacteriana.

De acordo com os resultados da avaliagcdo da rugosidade superficial, no
presente estudo, embora os dois tipos de elasticos tenham apresentado valores
similares apos 72 horas, 0 elastico do tipo latex, apesar da maior rugosidade inicial,
apresentou melhor comportamento, devido a diminuicdo da rugosidade ao longo do

tempo, notadamente no periodo de 24 horas.
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A rugosidade da superficie esté diretamente relacionada as formas de micro-
relevos inerentes ao material, sendo que as superficies rugosas tendem a abrigar
bactérias, promover a absorcéo de pigmentos e aumentar a deterioracéo da superficie
(Migliorati et al., 2015). Diversos métodos ja foram utilizados para avaliar a rugosidade
de superficie dos materiais dentarios. A microscopia confocal € uma ferramenta de
alta resolucdo sendo, atualmente, considerada eficaz em estudos de superficie de
materiais, além de possibilitar a obtencdo de imagens topograficas sem requer
manuseio da amostra (Al-Shammery et al., 2007).

Além de alteracdo da rugosidade superficial, o uso prolongado de elésticos
ortoddnticos podera alterar o seu didmetro interno assim como a forca gerada por
esses dispositivos ao longo do tratamento ortodéntico. Assim, a degradacéo de forca
€ um parametro importante para que os elasticos desempenhem adequadamente
suas fungbes. Nesse sentido, Shailaja et al. (2016) investigaram a influéncia dos
niveis de pH na reducéo da forgca em trés marcas diferentes de elasticos ortodénticos
de latex e ndo latex. Esses autores concluiram que independentemente da marca
comercial e composicado dos elasticos, os diversos niveis de pH nao influenciaram
significativamente na degradacé&o da for¢ca em relacdo ao intervalo de tempo.

De acordo com 0s nossos achados, os elasticos intermaxilares do tipo ndo
latex apresentam maiores valores de for¢ca em todos os periodos experimentais (0, 24
e 72 horas), porém maiores niveis de perda com o tempo. Os resultados do presente
estudo in vitro estdo de acordo com os obtidos pelas pesquisas in vivo de Qodcieh et
al. (2017) e de Nitrini et al. (2019). Qodcieh et al., em 2017, avaliaram, in vivo, a
degradacdo de forca de elasticos intermaxilares de latex durante 48 horas e
demonstraram que 50% da degradacao ocorreu nas primeiras 4 a 5 horas, sugerindo
a substituicdo diaria desses elasticos. Em 2019, Nitrini et al. compararam a
degradacdo da forca, também em elasticos intermaxilares de latex, em pacientes,
apos uso por diferentes periodos. Observaram que os elasticos usados por 1, 12, e
24 horas tiveram valores de forca similares, com diferenga significante com relacao
aos usados por 48 horas. Assim, indicaram também a substituicdo desses elasticos a
cada 24 horas de uso.

De acordo com Kanchana e Godfrey (2000), elasticos ortoddnticos de latex
exibiram degradacédo de forca notavel, de aproximadamente 30%, ap0s a primeira
hora de estiramento e imersdo em agua, mas com uma média de menos de 7% de

perda adicional em até 3 dias. Os nossos resultados corroboram com esses achados,
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uma vez que os elasticos de latex apresentaram uma perda de forc¢a significante apds
24 horas do ensaio de deformacéo, e entre 24 e 72 horas, essa perda foi menos
intensa, sem significancia estatistica. Também concordante com os achados do
presente estudo, Dos Santos e colaboradores (2012) relataram que elasticos
intermaxilares dos tipos latex e ndo latex apresentaram um comportamento parecido
quanto a degradacédo de forca, visto que apos as primeiras 24 horas de distenséo e
submersao em saliva artificial, ocorreu o maior declinio de forca, de aproximadamente
11%, sendo que apoés 48 horas, esse percentual ndo se alterou significativamente.

Semelhantemente, Alavi et al. (2014) avaliaram a quantidade inicial e a
consisténcia da forca ap0s 24 horas de estiramento e imersdo em saliva artificial de
trés marcas comerciais de elasticos do tipo ndo latex de forca média. Os autores
demonstraram que 4 a 7,5 % da degradacao da forca ocorreu ap6s 1 hora e 19 a 38%
dessa perda ocorreu apés 24 horas, sugerindo a substituicdo de elasticos
intermaxilares do tipo néo latex varias vezes ao dia.

Estudos indicaram diferencas nas propriedades mecanicas, como a forca
inicial e degradacédo dessa forca, entre elasticos dos tipos latex e ndo latex (Ardani et
al., 2018). Concordando parcialmente com 0s nossos resultados, Notaroberto et al.
(2018) demonstraram que os valores de forca dos elasticos ndo latex inicialmente
(tempo 0) foram ligeiramente maiores do que dos elasticos de latex, porém, nos
tempos subsequentes (1, 3, 12 e 24 horas), as forcas geradas pelos elasticos de latex
apresentaram valores superiores. Ainda, os autores evidenciaram que a maior perda
de forca ocorreu apés a primeira hora de uso, permanecendo uma perda mais sutil
nos demais intervalos de tempo, sendo sempre de maior magnitude para os elasticos
nao latex. Com base em seus resultados, Notaroberto e colaboradores sugeriram que
os elasticos de latex apresentam um comportamento in vivo mais estavel durante o
periodo avaliado, em comparacédo aos elasticos nao latex, sugerindo que estes devem
ser trocados com maior frequéncia.

Paralelamente, Vieira et al. (2013) analisaram as for¢as geradas por elasticos
latex e nao latex in vitro, submetidos ao alongamento de até seis vezes o seu diametro
interno. Esses autores demonstraram que, apesar de terem apresentado valores
superiores no tempo inicial, os elasticos sintéticos apresentaram uma reducdo da
forca mais abrupta com o tempo, sugerindo clinicamente, que 0os mesmos devem ser
substituidos com maior frequéncia. De forma semelhante, Lopez et al. (2012)

avaliaram a degradacao da forca de duas marcas comerciais de elasticos ortodénticos
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latex e ndo latex submetidos a alongamento continuo, demonstrando uma maior
degradacdo da forca para os elasticos ndo latex. Esse comportamento de perda de
forca acentuada dos elasticos sintéticos foi confirmado no presente estudo.

De acordo com Oliveira e colaboradores (2017), os elasticos sintéticos (nao
latex) apresentaram maiores valores de forca inicialmente (tempo 0), em relacao aos
elasticos de latex, concordando com 0s nossos resultados. No entanto, apos 72 e 504
horas de distensdo a uma distancia de 20mm e imersdo em saliva artificial, os
elasticos do tipo latex da mesma marca comercial (Dentaurum) exibiram valores
superiores em relacdo aos sintéticos, diferentemente dos nossos achados que
revelaram valores de forca sempre superiores para os elasticos do tipo nao latex, em
todos os periodos experimentais. Adicionalmente, Segundo Oliveira et al. (2017), a
degradacédo de forca dos elasticos ndo latex foi significantemente maior do que dos
elasticos de latex, em todos os intervalos de tempo, apresentando uma variacao de
menor magnitude entre 24 e 72 horas, concordando com 0s nossos achados.

Por outro lado, de acordo com os resultados do estudo clinico de Pithon et al.
(2016), no periodo final do experimento (24 horas), ndo houve diferenca significante
entre os elasticos dos tipos latex e ndo latex, com relacdo a degradacgéo de forga.
Essa auséncia de diferenca na perda de forca entre os tipos de elasticos, apés 24
horas, foi discordante dos achados do presente estudo in vitro, que evidenciou
reducao significativa dos valores de for¢a apés esse periodo para ambos os elasticos.

Adicionalmente, no presente estudo, observou-se uma reducéo nos valores
de forca entre os periodos de 24 e 72 horas, para ambos os elasticos, sendo essa
perda estatisticamente significante para os elasticos do tipo ndo latex, reforcando a
indicacdo de substituicdo diaria desses elasticos.

Salienta-se que € importante definir a quantidade de forca ideal necesséria
para a mecanica intermaxilar, assim como para realizar uma medi¢ao da extensao do
elastico necessaria para atingir tal magnitude. Essa mensuracéo deve ser realizada
com o auxilio do dinamémetro, o que influenciard na escolha do elastico em cada
situacao clinica (Cabrera et al., 2003).

Pithon et al. (2016) avaliaram também, clinicamente, outras propriedades
fisicas de elasticos intermaxilares dos tipos latex e nao latex de 3,2mm, 6,35mm, e
7,94mm. Os autores demonstraram que ambos 0s tipos de elasticos apresentaram
deformacgéo e aumento no didmetro interno apds 12 e 24 horas, o0 que esta de acordo

com o observado no presente estudo.
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Com relagdo ainda ao diametro interno, observamos que apds os periodos de
24 e 72 horas, os valores foram significantemente maiores nos elasticos do tipo ndo
latex, em comparacao aos elasticos do tipo latex. Adicionalmente, o presente estudo
demonstrou que o diametro interno dos elasticos néao latex sofreu um aumento de
maior magnitude. Esses resultados sdo concordantes com os obtidos por Bertoncini
et al. (2006), que observaram que os elasticos do tipo ndo latex mostraram maior
deformacé&o do diametro interno, apos 24 horas de uso clinico. A variacao do diametro
interno de elasticos intermaxilares de diversas marcas comerciais também foi avaliada
por Oliveira e colaboradores (2017). Semelhantemente aos nossos resultados, os
autores também observaram que os elasticos do tipo ndo latex exibiram maior grau
de deformacdo em todos os intervalos experimentais, reforcando a indicacao para
serem substituidos em menor periodo de uso clinico.

Finalizando, a analise global dos resultados obtidos no presente estudo
evidenciou que: a quantificacado de endotoxina nao sofreu interferéncia da composicao
do elastico intermaxilar; os elasticos do tipo ndo latex apresentaram um aumento na
rugosidade apds 24 horas, atingindo valores superiores em relacdo aos elasticos de
latex, porém apresentando uma variagdo mais uniforme; os elasticos néo latex
exibiram maiores valores de forca em todos os periodos (0, 24 e 72 horas), apesar
dessa forca ter diminuido ao longo do tempo, assim como observado para os elasticos
do tipo latex e; os elasticos do tipo ndo latex apresentaram maior diametro interno nos
periodos de 24 e 72 horas, em comparacdo aos de latex, sendo esse aumento
significativo ao longo dos periodos.

Os resultados do presente estudo podem oferecer orientacdo aos
ortodontistas na selecdo de elasticos e no periodo mais adequado para sua
substituicdo, além de fornecer uma compreenséo da micromorfologia superficial e do
comportamento mecanico desses materiais, que irdo influenciar diretamente no

desempenho clinico durante a mecéanica ortodontica.
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6. CONCLUSAO

Com base nas metodologias utilizadas e nos resultados obtidos no presente

estudo in vitro, pdde-se concluir que:

A endotoxina foi aderida em ambos os tipos de elasticos, sem diferenca
significante entre eles, evidenciando a alta afinidade da endotoxina por
esses materiais.

A microestrutura da superficie de ambos os elasticos apresentou
irregularidades e porosidades, inicialmente e nos periodos de 24 e 72
horas apds ensaio de deformacéo.

Os elasticos nado latex apresentaram maiores valores de forca, porém a
perda ocorreu nos dois tipos de materias.

A deformacao do diametro interno foi maior nos elasticos do tipo néo latex.
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