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RESUMO

Geralmente, as alergias relatadas na 4rea odontolégica, sdo aguelas de
hipersensibilidade tardia a materiais dentdrios especificos, em particular aqueles que
contém niguel. Reagbes clinicas a esse metal, proveniente da corrosiio dos aparelhos
ortodonticos incluem; hipertrofia ¢ sangramento gengival, descamacio labial,
queilites angulares e eczemas crénicos na mucesa bucal. Normalmente, o método de
diagnéstico para a alergia ao niquel, ¢ o teste de sensibilidade cutinea, que pode
indicar resaltado falso-positive ou falso-negative. A proposta deste estudo, foi
estabelecer parimetros imunolégicos para diaguéstico diferencial em pacientes sob
tratamento ortodintico ¢ com histéria clipica de hipersensibilidade ao niquel. Foram
realizados testes de proliferacio de linfécitos, utilizando como alérgeno, solucdo
contendo niguel proveniente da corrosiio dos aparelhos e NiSQ,6H,0, ¢ teste ELISA
para detectar o envolvimento de subpopulacies de Th1 ¢ Th2 nas culturas de PBMC.
Os resultados mostraram que, a concentracio de 10ug/ml de NiSO, foi mais efetiva
para estimular as células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes
com manifestagdes clinicas bucais, quando comparada com concentracdes de 5 ¢
2,5ug/ml de NiSQ, Por outro lade, as solu¢des contendo niquel, proveniente dos
aparelbos ortoddaticos, inibiram a proliferagio de PBMC dos mesmos pacientes, de
maneira dose-dependente. Andlises estatisticas mostraram uma correlagiio pesitiva,
entre os individuos com manifestacdes clinicas ¢ o teste de proliferacio de PBMC, ¢
verificou-se ainda gue quanto maior o tempo de exposicio ao aparetho ortodéntico,
menor a sensibilidade ao teste cutineo, independentemente da idade, em individuos do

sexo feminino. Finzlmente, os resuitados mestraram que ndo houve prodacio



significativa de IL-S, nem de IFN-y, nos sobrenadantes das culturas de PBMC,

coletados apés 24 e 48 horas, nas condig¢des especificas dos ensaios propostos.
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INTRODUCAO

O niquel é considerado um dos mais comuns alergénicos ¢ um potente metal
sensibilizador, sendo descrito como o “alergénico de contato onipresente”. E um
elemento do grupo VIII-B na tabela periodica, tem um peso atdmico de 58,7,
densidade de 8,9 e existe primariamente no estado de oxidacio 0 e +2, embora 4
outros estados de valéncia sejam conhecidos. E solavel de certa forma em 4cidos, mas
ndo em bases,

Ha davidas de que compostos de niguel sejam carcinogépicos, quando
administrados por via oral ou cutinea, embora alguns autores suspeitem de sua
possivel carcinogenicidade e ou mutagenicidade. Existem evidéncias de que
exposiches ocupacienais a certos composfos de niguel estejam associadas com o
desenvolvimento de certos tipos especificos de cincer (MOFFA*, 1984). O aumento
do risco de morte por cincer nasal e pulmonar foi observado primeiramente em
trabalhadores de refinaria de niguel (MORGAN®, 1958). Este autor relaton que o
indice reduzin consideravelmente apds a adocio de méascara de protecdo pelas
refinarias.

O niquel é um elemento indispensavel para as plantas ¢ alguns animais,
sobretudo os mamiferos, sendo sempre encontrado mos tecidos humanos. Numa dieta
normal ki uma absorcic entre 360 a 600 microgramas de niquel/dia. Animais de
laboratdrio alimentados com uma dieta contendo 250 a 1000 ppm de carbonato de

niguel por varios meses, apresentaram sinais de toxidade, A quantidade de niquel na
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urina normal humagpa é pequena, em torno de 28 micregramas e, esta conceniracio
permanece regularmente constante por toda a vida (MOYFFA®, 1984).

A diversidade de objetos contende niquel e capazes de sensibilizar ¢
abundante, O ser humano esti em contato constante com componentes que contém
niquel, através do ar, do manuseio de meedas, nos alimentos, nos ufensilios de
cozinha, produtos domésticos de limpeza, cosméticos, botdes metdlicos e corpes
estranhos internos e externos, como joias, pulseira de relogio e diversos outros
acessOrios que fazem parte da vida diaria (BENNETT?®, 1982).

A utilizaciio de objetos que contém niquel e induzem 2 alergia é bem fregiiente
nas atividades médicas. Esses objetos compreendem implantes metilicos, acessérios
para articulaces, dispesitivos de osteosintese e intra uterinos, proteses ortopédicas,
grampos cirdrgicos para a pele, equipamentos de infusio, protese de valvala mitral,
eletrodos elétricos transcutineos de estimulacio de wnervos, eletrodos de
eletrocardiograma e agulhas de acupuntura. Na odontologia, mais especificamente,
sdo utilizados implantes dentdrios, dispositivos de fixacio de coroas, proteses fixas,
removiveis e aparelhos ortodénticos que também apresentam um alto teor de niguel
€m suas composicoes.

Segundo COOMBS & GELL'", 1975, no inicio do século, Von Pirquet definiu
alergia como uma reaciio pronunciada de um individuo a uma substincia quando ela
& reintroduzida no organismo, A substincia sensibilizante ¢ chamada de antigeno. O
antigeno ¢ uma molécula capaz de induzir produciic de anticorpos ou de ativar
células especificas de defesa. As reacdes alérgicas induzidas por ligas contendo niquel
sdo chamadas de dermatites de contato e sio consideradas reacdes de

hipersensibilidade do tipo IV. Nesse caso, os alérgenos ou haptenos sio substincias de



INTRODUCAO 12

baixo peso molecular e dependem da ligacio com certas proteinas enddgenas para
formar uma macromolécula antigénica capaz de estimular o sistema imunoldgico.
Uma vez processados pelos macréfagos e apresentados aos linfocitos T, estes antigenos
estimulam a producio de cifocinas responsiveis pelas reacdes, que dependendo da
intensidade, podem causar danos aos tecidos. Os efeitos da hipersensibilidade nas
dermatites de contato aparecem geralmente na pele em forma de eczemas. Reagdes
nas mucosas ¢ especialmente estomatites nfio sdo raras e estio descritas na literatura
(HILDEBRAND®, 1989).

O diagnéstico de alergia de comtato ¢ usualmente mais dificil de ser
estabelecido na mucosa bucal do que na pele, j& que os sintomas fais como
vermelhidio on leve tumefacdio ndo sdo clinicamente faceis-de ser detectados na
cavidade bucal. Individuos manifestando caracteristicas de estomatites por alergia de
contato, apresentam queixas, que, de um modo geral, sio confundidas com as de
patureza galvinica, E ainda, a constante exposi¢iio ao niquel tem refletido um
namero crescente de pacientes com sensibilidade a esse metal (BURDEN & EEDY®,
1991},

A incidéncia de alergia ao niquel ¢ mais comum em mulheres, provavelmente
perque hi um fregiiente contato com joias e bijuterias (MIRANI?A‘7, 1985). Na
Europa ¢ Estados Unidos, a manifestagio alérgica ao niquel € 2 mais comum alergia
de contato entre as mulheres (STARKJAER & MENNE®, 1990). As dermatites de
contato apresentam duas fases: a fase de sensibilizacio e¢ a fase de indugio da
resposta. A primeira € o perfodo inicial de contato com a substincia até os linfocitos
reconhecerem e responderem a esse agente. A fase de inducfio da resposta ¢ o periodo

da reexposicio até a manifestaciio da dermatite propriamente dita. A maior
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incidéncia de dermatite de conmtato ao miquel em mulheres, se deve 3 exposiciio
cromica ao alérgeno, que se di fregiientemente através do wuso de brincos.
Considerando que as hastes desses brincos sdo normalmente feitas em ligas de niquel
banhadas a ouro, isto torna a sensibilizacio mais severa (BLANCO -DALMAU",
1984).

De acordo com a literatura, a freqiiéncia de hipersensibilidade ao niquel
debrou nos dltimos 10 anos. Estima-se que 15 a 30% da populaciio seja sensivel ao
niguel. E esta sensibilizacdo ¢ bem maior nas mulheres, puma proporcio
homem/mulher de 1:8 (GREPPI ef al.?®, 1981). Outros autores (MENNE et al *,1987)
acreditam gue no sexo feminino essa prevaléncia atinja a faixa de 7 a 15% ¢ BASS®,
1993, relata uma prevaléncia nas mulheres de 28%.

As reacies alérgicas observadas em pacientes durante o tratamento
odontologico sdo de um modo geral reacdes de hipersensibilidade tardia a materiais
dentdrios especificos. Especialmente no tratamento ortodéntico, essas reacbes vém
despertande, na atualidade, preocupacfes em relacio ao niguel liberado pela
corrosio dos aparelhos fixos no meio bucal (GJERDET & HERO™, 1987;
BISHARA®, 1995; BISHARA e ol!%, 1993). As bandas ortodénticas, braquetes ¢
arcos, sio universalmente fabricados com ligas de aco inoxidivel austeniacas,
contendo 18% de cromo e 8% de niquel. Além disso, as ligas de niguel-titinio,
introduzidas nos anos 70, sdo atualmente usadas em larga escala. Essas ligas, segundo
alguns autores (GREPPI ef al®®, 1981), chegam a conter 55% de niguel em sua
composiciio. Visto que o0 meio bucal € particularmente ideal para 2 biodegradacio de

metais, ¢ considerando a existénciz de diversos fatores tais como a agioc dos
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microrganismos, temperatura, presenca de ions ¢ atividades enzimaticas, os processos
de corrosio nesse meio sio acelerados.

Algumas manifestacbes clinicas bucais, observadas nos pacientes que se
sabmetem ao tratamento ortoddntico, sugerem reacido ao niguel provenmiente desses
acessorios da terapia. Hiperplasias gengivais, queilite angular, descamaciio labial e
eritemas multiformes, podem ser observados com alguma frequéncia. Embora estas
reaches alérgicas nio sejam tio comuns, elas podem comtribuir para o
desenvolvimento de guadres graves que comprometem o tratamento ortodéntico, a
saitde bucal e geral do paciente.

Atualmente os testes alérgicos sfo largamente utilizados para o diagnostico de
reaches de contato a diferentes componentes alergénicos. Q. teste de sensibilidade
cutinea (Patch Test) foi introduzido por BONNEVIE®, 1934, para testes de rotina
compreendendo 21 substincias, entre elas o sulfato de niquel a 5%, que vem sendo
empregado amplamente como auxiliar no diagnéstico diferencial das dermatites
alérgicas de contato (MARCUSSEM®, 1939). Entretanto, guando o teste é aplicado
na fase aguda com o antigeno especifico, podem ocorrer severas manifestagbes de
dermatites, ¢ em alguns casos os festes revelam resultados falso-positivos.

O diagnéstico de alergia ao niquel é baseado em histérias familiares,
observacbes clinicas e resultados dos testes de sensibilidade cutinea (MENEZES*®,
1997). Assim, métodos fidedignos in vitro sio desejdveis para complementar testes in
vivo. O desenvolvimento de testes especificos in vitro, como os ensaios de estimulag¢fio
de linfocitos com sais de niquel, tem permitido avanges no diagnéstico.

Muitos autores tém relatado a aplicaclio desses testes para diferenciar os

individuos niquel sensiveis dos niio sensiveis. A utilizagio de diferentes concentrages



INTRODUGAO : 13

de sulfato de niguel (NiSO,) nos ensaios de proliferacio de células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) de pacientes alérgicos e comtroles, revelou resultados
promissores (GIMENEZ-CAMARASA et al.®%, 1975; AL-TAWIL et al.’, 1981).
Apesar de alguns trabalhos na literatura se referirem ao tema exposto,
pouca atenciio tem sido dada as possiveis manifestagfes alérgicas bucais conseqiientes
ao uso de aparethos ortoddnticos contendo nigquel. Acredita-se que com o ripido
desenvolvimento tecnolbgico dos materiais ortoddnficos na atualidade, e
paralelamente com a busca de métodos especificos e mais precisos para o diagnostico
de reacdbes de hipersensibilidade a materiais odontologicos, poderd se evitar o
desconforte de um processo alérgice ao paciente quando submetido ao tratamento

ortodéntico,
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REVISAO DA LITERATURA

As ligas de aco inoxidivel ansteniacas (AIS1 tipo 316 L) sfio as mais comumente
usadas na fabricacio dos braguetes em ortodontia. De um modo geral, essas ligas
tém uma composicic de 18% de Cromo (Cr), 8% de Niquel (Ni), 2 a 3% de
molibidénio (Mo} e wuma baixa proporg¢iio de Carbone (C) . Algumas propriedades
fisicas ¢ mecinicas, como a ductilidade e resistdneia 3 corrosiio, tornaram essas ligas
atraentes para esta aplicagio™ .

A resisténcia A corrosiic é relativamente boa nessas ligas. Entretanto, esses
materiais siic submetidos, quando aplicados em ortodontia, a situacdes adversas no
meio bucal sob um baixe pH, podendo sofrer corrosies localizadas™.

As ligas de aco inoxidavel derante sua fabricagiio sdo submetidas a diversos
processos. O niquel é adicionado em certa etapa para estabilizar a fase austeniaca. K,
para minimizar o risco de hipersensibilidade ao niquel durante o processo de
gorrosiio, seria necessdrio aumentar a resistéacia 4 corrosiio dessas ligas, melhorande
o controle da liberacio dos fons de niquel® .

Estd bem relatada em véarios trabalhos®™% a alta incidéncia de pessoas
alérgicas ao niquel, constatado através dos testes de sensibilidade cutinea, e ainda
diversos estudos mostram reacdes de hipersensibilidade ao niguel por exposigio aos
aparelhos ortodénticos.

Os meios de diagnésticos diferenciais para estes problemas, vém sendo

desenvolvidos de diversas formas, dentre eles os testes de sensibilidade cutinea ¢ o
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teste de transformaciio de lnféeitos T (LTT). Este tltimo tem sido razdo de estudos
no sentido de se ter maior confiabilidade no diagndstico de hiperseasibilidade ao
miquel’, |

Para melhor entendimento ¢ na tentativa de individualizar os assuntos a serem
abordados, econforme evolacio do trabalho, este capitulo foi subdividide em trés
itens: 2.1- Corrosio das ligas utilizadas nos aparelhos ortodbaticos; 2.2~ Testes de
sensibilidade cutdnea (Patch Tests) e; 2.3~ Teste de proliferaciio de linfécitos T in vitre

(LTT).

2.1- CORROSAO DAS LIGAS UTILIZADAS NOS APARELHOS

ORTODONTICOS

Em uma revisdo da literatura, GREPPI ef al.?, 1981, constataram um grande
aumento da pritica ortodéntica e que os diversos tipos de arcos ¢ braquetes atilizados
nessas terapias, chegam a confer 335 % de niguel em su# composicio, E, segundo esses
autores, j4 que o niquel é capaz de induzir reagdes de hipersensibilidade, a
biosseguranca dessas figas ¢ questiondvel. Relataram que a fregfidncia de
hipersensibilidade ao niquel dobrou nos altimos 10 anos. Estima-se que 15% a 30%
da populacio seja sensivel a esse metal. A sensibilidade é maior nas mulheres, com
uma proporcio homem/malther de 1:8. Esses mesmos autores afirmaram que os
individuos na faixa etiria de 10 a 20 anos se submetem mais fregiientemente ao

tratamento ortodéntico. E € nesse periodo que apresentam os primeiros sintomas de
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alergia ao miquel proveniente dos aparelhos. O processo ¢ dividido em duas fases
distintas. A primeira, que ¢ a fase de sensibilizagfio, é o periodo de contato inicial com
o material alergénico para reconhecimento e resposta. A segunda ¢ a de estimulo, que
€ o pericdo da exposiciio ao componente alergémico até o aparecimento das
manifestacdes clinicas. Os mesmos antores ainda relatam nesta revisfo que 60 ug/l de
niquel ¢ uma quantidade suficiente para sensibilizar ¢ que em condicdes propicias
pode provocar dermatite de contato em individuos sensiveis. A mesma quantidade
poderia induzir 3 hipersensibilidade quando presente nos fluidos corporais.
Descrevem também diversos trabalhos sobre a prevaléncia da hipersensibilidade em
relagio 2 idade e ao sexo. Alertam guanto 4 percentagem crescente de niguel
adicionados aos fios ertodbnticos pelos fabricantes, com o objetivo de melhorar as
propriedades fisicas das lgas, nio se preocupando quanto A biosseguranca desses
produtos, Concluiram que as implicacGes biolégicas das ligas contendo niquel séio
preocupantes; que dispositivos ortodénticos metilicos podem provocar reacbes
clinicas adversas em pacientes com sensibilidade ao niquel; ¢ finalmente que essas
ligas com niquel podem estimalar jovens do sexo feminino 2 hipersensibilidade. Esses
autores sugerem que as observaches clinicas locais om reagdes sistémicas,
monitoramento imunolégico e andlise de amosiras sangiiineas para a dosagem do
niguel, deveriam ser incluidas nos métodos de avaliagio de alergia ao niquel.
Conforme citaches de BENNETT?, 1982, o niguel ¢ um metal largamente
distribuido ma natureza ¢ é emitido na atmosfera de diversas formas, através de
vuleGes ¢ de numerosos produtos que sio fabricados pele homem. Segundo esse

mesmo autor, tem havido um ripido crescimento na stilizagfio industrial do niquel na
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atualidade. Esse metal é usado na produgio de aco, ligas, moedas, utensilios
domésticos, baterias niguel-cadmio, etc. O niguel tem side acamulado ao Jongo das
rodovias, resaltado do uso de certos tipos de gasolina e abrasiio metalica de partes de
veiculos. Na conversio do carvio para o metano, niguel-catalisadores podem se
converter em sulfato de niguel e niquel-carbonil e possiveimente liberados no meio
ambiente. Os niveis de niquel no ambiente, em geral, nio produzem efeitos maléficos &
satide, embora alguns efeitos tém sido associados com a expesigio ocapacionsl a
alguma forma de niguel. Nesse trabalbo, o autor avalion dados representativos de
concenfracbes de niguel no meio ambiente e no homem e também as vias de exposicéo.
Com essa avaliacio, 0 autor estimon uma dieta de niquel na ordem de 170 ug/dia, com
uma absorcdo de 5%, uma retencio no corpo de 30% da quantidade absorvida e
estimou ainda, um conteido médio de niquel no corpo humano de 500 zg.

MORTEN ef al*', 1982, propuseram medir a quantidade dos metais liberados
das soldas de prata dos aparelhos ortoddnticos de dois diferentes tipos, ago inoxidével
¢ ligas de cromo-cobalto. As medigdes foram feitas depois de 3 ¢ 24 dias de imersdo
em 9,9% de solucio de cloreto de sédio. Altas taxas de cobre, zinco ¢ cidmio foram
encontradas. Conforme esses autores, as soldas de prata em ago inoxidavel sofreram
maior corrosio e liberaram maior quantidade de niquel do que as ligas de crome-
cobalio.

Conforme BENCKO’, 1983, o niquel e suas combinacgbes pertemcem 3as
substincias classicas mocivas industriais, cujos efeitos desfavordveis também sio
encontrados em casos de exposicio ndo profissionais, particularmente em relagio ao

emprego de acessérios de uso de rotina, como bijuterias. Para as plantas e alguns
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apimais, sobretudo os mamiferos, o niquel ¢ um elemento essencial. Ainda segundo o
autor, entre os efeitos biolégicos cancerigenos ja comprovados, estio casos de
exposiciio profissional ao niquel a longo prazo pela incidéncia elevada de casos de
cincer de pulmio e da fossa nasal. Para monitorar a exposi¢iio ao niguel, pode-se
recomendar exames de sangae ¢ urina. Esse mesmo autor recomenda gue a assisténcia
meédica profilatica dos trabalhaderes expostos a longo prazo, € uma exigéncia
necessaria.

GREIGY, 1983, descreveu o caso de um paciente no gual ji havia sido
diagnosticado dermatite de contate pelo niguel nas pernas ¢ que fazia uso de
aparelho ortodontico exira bucal, apresentando dermatite de contato causada pela
corrosiio das fivelas nigueladas das tiras do aparelho, que foram substituidas e a
dermatite desaparecen por completo. No entanto, o paciente perden os scessérios do
aparciho ¢ houve a necessidade de novo apareiho extra bucal, que foi adaptado por
outro profissional que desconhecia o preblema alérgico do paciente. A dermatite
reapareceu com maior intensidade em poucos dias.

PARK & SHEIARER®, 1983, dosaram 2 quantidade de miguel e cromo
liberados de aparelhos ortoddnticos incubados em solugiio de 0.05% de cloreto de
sodio por 3, 6, 9 e 12 dias. Conferme os resultados encontrados, a média dos metais
liberados foi de 40 «g de niquel e 36 4#g de cromo por dia, em aparelhos ortodénticos
fixos completos. Afirmaram gue na cavidade bucal alguns fatores como temperatura,
guantidade ¢ gqualidade da saliva, placas bacterianas, pH, proteinas, propriedades
fisicas e quimicas dos alimentos ¢ liguidos, e condigbes gerais de saude bucal podem

influenciar na corrosiic dos aparelhos. Esses mesmos autores observaram a presenga
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de hiperplasias gengivais manifestadas ndo somente por uma higiene bucal
deficiente, mas também por uma hipersensibilidade ao miguel e/ou ions de cromo
desprendidos durante a corrosio dos aparethos ortedomticos. Observaram ainda
nesses pacienfes, estomatite de contato, eritema brando com ou sem edema, perda de
paladar ¢ de sensibilidade, sensagio de queimadura, frritacio na drea envolvida ¢
qucilite angular.

Descrevende um histérico do uso de niquel na odontologia e afirmando gue as
ligas contendo niquel nio sdo recentes nesta 4rea, MOFFA®, 1984, fez um
levantamento dos meios de contato com o niguel, abordando a necessidade bioldgica
da absorcio do miquel dos alimentos, dgua, ete. Relatou que os individuos gque
trabalham diretamente com esse metal, tiveram uma alta.incidéncia de céineer,
principalmente de pulmdes. Destacou principalmente 2 sensibilidade ao niquel,
citando incidéncias conforme diversos trabalhos. Concluin fazendo as seguintes
recomendacbes: 1)Requerer aos laboratérios industriais que identifiquem os metais
usados nas ligas, dando informagles de seguranca 2 saide; e 2) Fazer pesquisas
adicionais para o desenvolvimento de procedimentos de diagnistico para os efeitos
adversos dos metais,

MIRANDA & DUNCANSONY, 1985, afirmaram que a incidéacia de alergia 20
niguel £ mais comum na mulher, provavelmente porque hd um fregfiente contato com
jbias e bijuterias que podem sofrer corrosiio liberando metais gue provocam reacles
alérgicas. Outros metais como mercirio, berilio, cromo, cobalto ¢ ouro também
provocam alergia, porém menos do gue o niguel.

Segundo MALJER & SMITH", 1986, a maioria dos braguetes contém em saa

composigio 18 a 20% de cromo ¢ 8 a 10% de niquel com uma pequena gquantidade de
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magnésio ¢ silicone, e bhaixo conteiido de carbone em niveis menores que 0,1%. A
corrosio nos aparelhos ortodbnticos pode ccorrer in vivo com o tempo e com a avaria
eletroguimica, apesar da alta resisténeia 2 corrosio dos fios de niguel-titinio.
Conforme esses autores, apos avaliarem braqguetes novos e reciclados in vitro em
saliva artificial, os resultados indicaram que diferentes fabricantes apresentavam
diferencas nos indices de corrosio, € que os braguetes reciclados sio mais susceptiveis
20 processo de corrosdo. Conclufram também que a corrosiic de braguetes pode ser
avaliada por am simples teste in vifro.

MENNE ef al.*%, 1987, estudaram 11 diferentes ligas contendo niquel com o
objetivo de avaliar a estabilidade de corroséio e suas manifestacées em individuos com
sensibilidade ao niquel. Afirmaram que ligas com uma liberag¢iio de niquel em sohugio
aquosa excedendo 1 ug/em’ por semana, provocam uma forte reacic em teste de
contato em individuos com sensibilidade ao niquel. As ligas com liberagfio de metais
abaixo de 0,5 pg/em® por semana mostraram fraca reatividade. Afirmaram que a
alergia ao nfguel é um problema de safide e deve ser minimizado usando ligas com
corrosiio de niveis abaixo de 0,5 ;gfcmz por semana ¢ que agdes podem ser tomadas
por dérmatolugistas, industrias e autoridades para resolver esse problema.

GJERDET & HERO?, 1987, submeteram os fios ortodénticos de aco
inoxidavel ¢ cromo-cobalfo a testes de corrosiio por imers@o, visando avaliar a
liberagdio de metais guando estas ligas eram snbmetidas a tratamento térmico em
diferentes temperataras. Os elementos analisados liberados pela corrosio foram o
Ferro (Fe), Niguel (Ni) ¢ Cobalio (Co). Fios sem tratamento térmico ¢ arcos

submetidos a 1 minuto de tratamento térmico em temperaturas distinias, foram
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testados aps uma semana de imersio em saliva artificial. Os resuitados mostraram
que os fios de cromo-cobalto liberam mais metais do que os de ago inoxidavel, quando
analisados sem tratamento térmico. Quando tratados termicamente, a liberacfio de
metais nos fios de aco inoxiddvel aumentou rapidamente no momenic gue eram
submetidos a temperaturas iguais e acima de 400° C. J& nos predutos de cromo-
cobalto o aumento ocorreu a partir de 500° C . Segundo esses mesmos autores, 08
resultados obtidos devem ser considerados na aplicaciio de tratamentos térmicos em
fios ortodonticos. Concluiram que a corrosiic das ligas analisadas diminuiu quando o
tratamento térmico foi feito em temperaturas abaixo de 406° C. E que as ligas de ago
inoxiddveis sdo mais sensiveis as corrosdes do que as ligas d¢ cromo-cobalto. Ainda
recomendam que gquando houver indicagfio ac fratamento térmico, que se faga em
temperaturas mais baixas possiveis. Com isso, o controle das corrostes dos aparclhos
ortoddnticos é maior, minimizando a liberacio de metais,

DUNLAP er al.’, 1989, relataram o caso de nma menina de 14 anos de idade
gue iniciou um tratamento ortoddntico fixo convencional com braquetes, bandas e
fios de niguel-titinio. Poucos dias apés o imicio do tratamenta, a paciente apresenton
sensaciio de queimadura na mucosa bucal. A dor piorava e a paciente fazia uso de
analgésicos ¢ anestésicos topicos bucais. Com isto, perden peso em razic da
dificuldade de se alimemtar. Trés meses apds, apreseniomw lesdes macalares
eritematosas grandes, dentro e fora da boca. A mucesa bucal, dorse da lingna e palato
estavam envolvidos ¢ manifestaches menores estavam presentes nos Eibios. A paciente
tinha histéria de alergia a joias. Foi feita uma biépsia ¢ observou-se
microscopicamente edema intercelular sem epitélio, leucdcitos fora ¢ dentro do

epitélio, e diversas outras manifestagbes que caracterizavam reaches alérgicas
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consistentes. Segundo esses mesmos autfores, as observagdes clinicas e histolégicas
indicaram agressio apos a colocagio do arco miquel-titimio. As manifestacdes
desapareceram completamente apos quatro dias da remogiio do fio.

De acordo com HILDEBRAND ef al*, 1989, as ligas odontolégicas contendo
niquel (Ni), cobalto (Co) e/ou Cromo (Cr) sio largamente usadas para restauragdes
dentérias. Ligas Ni-Cr contém geralmente 69-81% de niquel, ao passo que as de Cr-
Co contém geralmente menos de 1% de niguel. A maior parte dessas ligas é composta
de Cobalto (60-65%), Cromo (27-30%) ¢ Molibidénio (5-6%). Outros grupos de ligas
odontolégicas, niic preciosas, siio ligas de aco inoxidével, contendo 18% de cromo ¢
8% de niguel. Os mesmos antores zinda afirmaram que s citotoxidade dos sais de
niquel tem sido demonstrada nos Gltimos anos por varias investigacies nas células
epiteliais remais de macacos, células da gengiva humana e células epiteliais
pulmonares de humanos. Nesse trabalbo, esses aulores relataram a possivel
corrvelagdo entre reaches alérgicas e o uso de proteses on de restanracgies dentirias gue
contém niquel, cobalio e cromo. Descreveram casos clinicos e afirmaram que as
reacdes podem manifestar-se localmente, como estomatites oz mesmo distantes do
agente estimulador.

BURDEN & EEDYY, 1991, reportaram nm caso de uma menina de 13 anos de
idade, porfadora de nma maloclusiic classe II, divisdo 1, com necessidade de
tratamento ortodontico com aparelho extra bucal, para distalizaciic dos molares
saperiores. Indicada a usar o aparelho por 14 horas didrias, a paciente desenvolveu
prurido, belhas ¢ erupcies eritematosas nas bochechas, de aproximadamente 2 cm de
difmetro. Os autores correlacionaram as leses com a corrosiio da fivela do aparelho

extra bueal e afirmaram que a bochecha mais afetada era aguela que tinha contato
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mais recente com a fivela. Relataram que a paciente era alérgica ao niguel, ja que
havia desenvolvide também reacbes semelhantes na orelha, depois do uso fregiiente de
brincos de bijuterias . Segundo os mesmos autores, evidéncias recentes sugerem que 0
uso fregiiente dos aparelhos extra bucais reduz a probabilidade de hipersensibilidade
ao niquel nagueles pacientes que ndo tinham histéria de uso de brincos ou acessérios
que continham niquel. Além disso, afirmaram que as estomatites alérgicas de contato
sio geralmente mais dificeis de se manifestarem e de serem distinguidas das
dermatites de contato.

A alta incidéncia de hipersensibilidade ao niguel ¢ 0 aumento progressivo deste
elemento nos materiais ortoddnticos, tém despertado um maior interesse nas
investigacdes relacionadas ao processo de corrosiio desses materiais. Neste sentido,
GRIMSDOTTIR ef al®, 1992, propuseram analisar diferentes tipos de ligas usadas
em ortodontia ¢ avaliaram a liberacfio de niquel ¢ cromo dessas ligas guando em
solugiio salina fisiologica (cloreto de sédio 0,9% a 23° C). Analisaram aparelhos extra
bucais, braguetes, bandas convencionais de ligas de aco inoxidivel 18/8 . E com
excecdio dos arcos, muitos aparelhos ortoddnticos apresentaram uma variabilidade na
guantidade de soldas a prata, principalmente os aparelhos extra bacais. Apos 14 dias
em solugiio, 2 quantidade de niguel e cromo liberada pela corrosiio foi dosada por um
espectrofotdmetro de absorgdo atbmica, e os resultados indicaram gue s maior
quantidade desprendida foi dos apareihos extra bucais. Os acos soldados do aparelho
extra bucal foram mais susceptiveis A corrosio. Segundo esses mesmos autores, &
liberagio do niguel parece estar relacionada tanto com a composicio gquante com
método de fabricagiio, ¢ a liberacio nio foi proporcional 2 guantidade de niquel na

composicio das ligas.
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BARRET ef al’, 1993, propuseram comparar in vifro a taxa de corrosio de
aparethos ortoddnticos compostos de: bandas, braguetes, fios de aco inoxidivel e fios
niquel-titdnio. A avaliagio foi feita a partir da imersio desses aparelhos em uma
soluciio de saliva artificial e & femperatura de 37° C por 4 semanas. Os mesmos
autores analisaram dez aparelhos, sendo cinco montagens com fios inoxidaveis e cinco
com fios niquel-titinio. A liberaciio de niguel e cromo foi gquantificada em um
espectrofotémetro de absorgfo atGmica sem chama. A andlise foi feita considerando a
variacio de tipo de arco e o tempo de imersiio durante 1, 7, 14, 21 e 28 dias. Os
resultados mostraram gue a liberacfio de niquel dos aparelhos ortodénticos em saliva
artificial, atingiu o mivel maximo apds uma semana de imersio e que as taxas de
niquel ou cromo nio foram significativamente diferentes nos dois tipos de ligas,
niguel-fitdnio e ago inoxiddvel. Para ambos os tipos de ligas dos arcos, a liberagiio de
niguel foi 37 vezes maior que a de cromo. Finalmente, concluiram gue ainda hd a
necessidade de se avaliar melhor a quantidade desses produtos que é de fato liberada
¢ absorvida pelo paciente.

BISHARA ef al'’, 1993, propuseram analisar os niveis de niguel no sangue de
pacientes na fase imicial da terapia ortoddntica. Para isso, amostras de sangue
periférico foram coletadas em 3 diferentes periodes do tratamento: antes da colecagiio
do aparelho, dois meses apés a colocacfio e quatro a cinco meses apés a colocacio. O
estudo envolven 31 individuos, 18 do sexc feminino ¢ 13 do sexe masculino, numa
faixa etdria de 12 a 38 anos. Trés amostras de sangue de cada paciente foram
analisadas no mesmo dia, em um especirofotdmetro de absorgéio atbmica para evitar
possiveis varisges do equipamento, gae poderiam ocorrer se as amostras sangitineas

fossem arclisadas em dias distintos. Esses autores analisaram um total de 93
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amostras ¢ conclairam que pacientes com aparethos ortoddnticos completos ndio
apresentaram um significante aumento dos niveis de niguel no sangue nos primeiros
4 a 5 meses de tratamento. A terapia ortodéatica usando ligas contendo niguel-
titinio, ndo contribuiu para o aumento significativo dos niveis de nigquel no sangue.
Apesar de o aparelho ortoddntico sofrer corrosio no meio bucal, a quantidade de
niquel ¢ cromo liberada e presente no sangue é inferior ao niveis absorvidos a partir
da dieta normal.

BISHARA®, 1995, descreve o caso de uma mening de 12 anos de idade
sabmetida 2 uma terapia ortodéutica completa com contenciio fixa inferior de canino
a canino e placa de Hawley superior. Conforme relata o autor, as contencdes fixas ou
removiveis siio freqgiientemente usadas para estabilizar os casos fratados
ortodonticamente ¢ devido as interferéncias oclusais com os fios, o arco vestibular
dessas contencdes & muitas vezes estendido distalmente e soldado nos grampos de
retencio dos primeiros molares. E, é sabido, que essas soldas podem provocar
dermatites de contato. Sendo assim, trés meses ap6s a adaptagiio, a paciente
apreseatava irritaciio nas bochechas. Os exames relacionaram as soldas que unem os
grampos de retenglio aos arcos vestibulares, com as lesdes, uma vez que as soldas
mostraram aspereza e corrosiio, A paciente foi orientada a nilo usar a contenciio por
alguns dias ¢ com isso apreseniou, apds uma semana, melhora comsiderdvel
Entretante {rés semanas de uso apés a interrupgio, os mesmos sintomas
reapareceram. Uma nova contenglio sem soldas foi feita, ¢ wm acompanhamenio
durante nove meses de uso, mostrou gque ndo hoave nenhum problema. A paciente
n#o tinha histéria clinica de semsibilidade ¢ nfio foi possivel identificar qual

componente da solda causou a irritagie. No entanto, o autor alerta que aparelthos
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ortoddnticos podem causar reagdes alérgicas na cavidade bucal e que os testes de
sensibilidade ndo devem ser feitos indiscriminadamente, porque podem induzir
reacies de hipersensibilidade.

Recentemente, WICHELHAUS e L%, 1997, anpalisaram através da
microscopia ¢letrdnica de varredura virios tipos de braquetes, fios, bandas e arcos de
aparclhos extra bucais, em relaciio & composi¢io guimica, natureza da superficie ¢
percentagem de niquel. Concluiram que existem diferencas considerdveis em relagio
ao0s elementos das ligas e a sua superficie, especialmente quando foram analisadas as
bandas e braquetes feitos de ago. O revestimento da superficie difere de fabricante
para fabricante. A presenca de porosidades e gretas nos materizis pode favorecer o
pmcesso rorrosivo. Esses autores ressaltaram que ¢ importante reconsiderar o
processo de reciclagem de bandas e braquetes, pois esse processo pode alterar a
microestrutura do braguete. Os mesmos autores observaram também que o
revestimento da superficie com nitrito de titinio, com finalidade de reduzir a
proporgio de niquel, pode ser efetiva,

PLATT ef al™, 1997, compararam o processo de corrosio das ligas de aco
inoxiddvel 2205 com as ligas 316L, através de testes de corrosic por polarizagiio
eletroguimica ¢ por imersio. Esses autores afirmaram que a liga de ago inoxidivel
%2205 duplex” é um material com gualidades potenciais para fabricagiio de braguetes
ortodénticos, por ter uma baixa concentragio de niguel (4 2 6 %) em sua composigio,
enquanto que as ligas 316 L contém de 10 2 14% de niguel e estas ligas sko mais
usadas para fabricaclio de braguetes. Esses mesmos auiores submeteram ambas as
ligas a testes de corrosfio por polarizacfio eletroguimica e por imersio em solugio de

0,9% de cloreto de sédio a 37° C, e concluiram que as ligas de ago inoxidavel 2205
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foram mais resistentes 4 corrosic que as ligas 316 L, indicando seu emprego na
fabricaciio dos bragquetes usados em aparatologia associada a fios de ago e titdnio.
Concluiram ainda que o uso das ligas 2205 poderia diminuir a exposicio aos produtos
de corrosfio, minimizando os problemas alérgicos dos pacientes semsiveis ac niquel

durante o tratamento ortodéntico,

2.2- TESTES DE SENSIBILIDADE CUTANEA (Patch Tests)

FISHER & SHAPIRO*, 1956, mostraram gue o niguel era a causa de
dermatites em 198 pacientes acompanhados por mais de 5 anos. Esses individuos
invariavelmente reagiram positivamente ao teste de sensibilidade cnidnes, com
solacio de sulfato de niquel a 10%, e somente a parafenilenidiamina causou reagbes
positivas severas maiores do gue o niguel. O sulfato de niquel foi indicado como 2
solugiio de preferéncia para o uso de rotina na avaliaciio da seasibilidade ao niguel.
Quarenta pacientes foram acompanhades pelz rea¢fio ao niquel ¢ somente guatro
deles apresentaram perda de sensibilidade. Esses autores verificaram também que as
reagiies eram mais comuns na orelha e pulsos, devido ao uso freqiicnte de brincos e
pulseiras respectivamente.

MARCUSSEN®, 1939, relacionou a especificidade da reac¢fio ao sulfato de

niguel a 5%, com o desenvolvimento de manifestaces clinicas, em 718 pacientes
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adultos. Esse autor afirmou gque a seguranga do feste de semsibilidade cutinea
dificilmente seria alterada pela concentragiio, visto que as reagbes mais fortes so
constituem 1,3%, as fracas 5,7%, das guais 3,1% sfio provenienies de dermatites de
contato pelo niquel. Reacles falso-negativas foram encontradas em 3% dos individuos
e reacdes falso-positivas constituiram 13,4%, mas 1/5 delas se fornaram positivas
quando foram realizados novos testes vdrios anos depois. Provavelmente, essas
reaghes positivas indicavam um estado de alergia latente ou avaliagio clinica
equivocada. Quando os testes de seasibilidade catdnea foram repetidos, apos longos
periodos, a maioria das reaches positivas diagnosticadas clinicamente eram
confirmadas. Entretanto, 1/8 das reacies pesitivas, niio comprovadas clinicamente,
haviam negativade. As reacbes falso-positivas eram identificadas em casos de
dermatites de contato causadas por outras substdncias e que a sensibilidade latente foi
observada em mais de 4 por 16.000 casos. O antor concluiu que na pritica, em cada 10
reagOes positivas com os testes de sensibilidade cutinea ac salfato de niguel a 5%,
nove indicavam sensibilidade ao niquel.

PELTONEN®, 1979, propos um estudo para avaliar a incidéncia da
sensibilidade ao niquel, em uma populagfio acima de 10 anos, através do teste de
sensibilidade cutinea com sulfato de niguel a 5%. Esse estudo foi realizado em ciuco
grupos constifuidos de pacientes jovens, estudantes de medicina, trabalhadores de
graficas ¢ pacieates mais velhos, acima de 60 anos. Esse autor constaton sensibilidade
ao niquel em 44 casos (4,5%) dos 980 individuos testadoes, entre os quais 8% cram do
sexo feminino e 0,8% do sexo masculino . Verificou também que 42 dos 44 que eram

sensiveis a0 niguel tinham histéria de dermatites de contato a metais.
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Com o objetivo de avaliar a prevaléncia de alguns a!érgénas, PRYSTOWSKY
et al.**, 1979, realizaram um estndo em 1158 adultos voluntdrios utilizande o teste de
sensibilidade cutinea ¢ histéria prévia de exposigiio a quatro alérgenos. Esses autores
verificaram wma maior prevaléncia de individuos que apresentavam teste de
sensibilidade cutinea positivo ao niquel (5,8%), seguido da neomicina (1,1%),
etilenodiamina (8,43%) e benzocaina {(0,17%). A maior prevaléncia de reacies
positivas ocorrez no sexo feminino (9%) quando comparadz com o sexo masculino
(0,9%). Os mesmos autores conclairam também que houve uma forte correlaciio entre
os individuos sensiveis ao niguel com histéria de uso de brincos, erupgdes cutineas
nos lobulos suriculares e erapgdes cutineas provenientes do uso de jéias.

SHELLEY™, em 1981, relata o caso de um paciente negro de 14 anos de idade
que apresentou hiperplasia gengival virios meses apds a colocagio de bragaetes, O
paciente apresentava boa sadde, nfio tinka histéria de epilepsia, niio fazia uso de
medicagfio contrelada, nfio havia mudanca em seu creme dental ou hibito de
eseovagio gue pudesse causar uma hiperplasia gengival. Forém, tinha tido uma
branda dermatite topica. O exame clinico revelon alargamento difuso na gengiva
superior ¢ inferior por lingual e vestibular, consistéacia firme e sem
comprometimente do palato e ndo havia céries ou formacbes de placas que
justificassem a hiperplasia. Os resultados do teste de sensibilidade cutinea especifico
foram negativos ¢ nfo havia indicacbes de ma nutricio ou retardo no crescimento.
Dois meses apos a remogiio do aparelho, todo o tecido gengival retornou a0 estado
normal. A hiperplasia gengival, segundo o antor, pode ser devido a diferentes fatores,
como caracteristica familiar-idiopatica, mudancas hormenais - puberdade ¢ gravidez,

estado nutricional - escorbuto, neoplasias - Jeucemia ¢ linfoma, mudancas
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hematolégicas - Trombocitopenia. Além disso, o uso de aparelhos ortoddnticos,
dispositivos protéticos, o uso de antiepiléticos ¢ contraceptivos, podem causar
hiperplasia gengival.

VEIEN ef ol., 1982, estadaram 168 criancas, numa faixa etiria média de 14
anos, utilizande festes de semsibilidade cutinea, fazendo acompanhamento por um
periodo de § anos. Da amostra citada, 77 criangas apresentaram uma ou mais reacies
positivas a alguns alérgenos. Resultados relevantes foram encontrados em 80% delas.
Qito meninos ¢ vinte ¢ guatro meninas manifestaram alergia ac niquel, o que
comprovou ser este o alergénico mais comum. Esses autores ainda encontraram na
amostra estadada, cinco meninos e seis meninas gue apresentaram rea¢des ao cromo e
ainda cinco meninos ¢ quatro meninas gue reagiram a outras substincias quimicas.

FRANZ®, 1982, verificou um aumento de casos de alergia a materiais
dentdrios, através de um levantamento incluindo 1.134 dentistas e 82 dermatologistas.
Os resultados obtidos revelaram dentre os dentistas, 474 supostos casos de alergias,
mas apenas 134 deles foram confirmados como aleérgicos. No levantamento que incluia
os dermatologistas, foram identificados 434 casos com suspeita de alergia, porém
apenas 109 foram positivos. O material dentario mais freqgiiente em causar alergia em
ambas as amostras foi do grupo metilico cobalto-cromo-niguel, sendo que as reagdes
de maior grau de positividade estavam relacionadas com o niguel.

MOFFA ef al.”?, 1983, realizaram um estudo para avaliar a incidéncia da
sensibilidade ao niguel e cromo em pacientes odontologicos e determinar se haveria
uma relagio entre essa incidéacia e o uso de proteses dentirias que continham esses
metais em suas ligas. Testes de sensibilidade cutipea foram realizados, utilizando

2.5% de sulfato de niquel e 0,5% de dicromato de potdssio. Exames clinicos buecais ¢
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historia da saide geral foram consideradas. Os resultados obtidos pelos amtores
demonstraram uma diferenca significante entre pacientes femininos e masculinos. O
risco relativo da sensibilidade do sexo feminino ao niguel, numa faixa etdria de25a
44 ancs, foi 4,8 vezes maior do que outros grupos de idade ¢ houve uma correlacio
positiva muito significante com os pacientes que faziam uso de brincos. Nessa faixa
etiria, 9,8% dos pacientes sensiveis a0 niquel eram do sexo feminino, comparado com
6,8% do sexo masculino. Nenhuma correlagfio foi encontrada entre a sensibilidade do
niguel e cromo com o uso de préteses contendo esses metais.

KALKWARFY, 1984, relatou o casoc de nma paciente do sexo feminino de 36
anos, que apresentava clinicamente tecidos gengivais inflamados e hiperplasiados
adjacentes aos incisivos e caninos superiores. A historia clinica- da paciente revelava a
colocaciio de coroas de venner em porcelana fundidas em metal ¢ bem adaptadas seis
meses atrds. A paciente apresentava boa sadde geral, porém relatou ser alérgica a
alguns medicamentos. Foram feitos exames hematolégicos e bidpsia da gengiva,
devido a0 ripido agravamento da hiperplasia e os resultados hematolégicos estavam
dentro dos limites de normalidade, enquanto que a avaliacko histologica do tecido
indicou hiperplasia gengival crdnica. Foi realizada uma andlise da composicio das
coroas que demonstrou a presenca de ligas de niguel-cromo-cobalto. A paciente se
submeteu ao teste de sensibilidade cutdnea, cujo resultado positive confirmon a
alergia ao niquel. As coroas foram substituidas per fundicdes a ouro ¢ observacies
¢linicas subsequentes revelaram um tecido gengival saudével.

BLANCO-DALMAU et al', 1984, estadaram um grupo de 403 individuos,
sendo 121 homens e 282 mulheres, através do teste de sensibilidade cutinea utilizando

o sulfato de aiguel a 5%. Esses autores concliiram que 28% da amostra estudada
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apresentou resultado positivo ao teste, havendo diferenca significativa entre os sexos.
Oz mesmos antores verificaram ainda gue 31,9% do sexo  feminine e 20,7% do
masculino manifestaram reacgdes positivas ao feste, e que nfio houve relagiio enire
idade ¢ hipersensibilidade ao niquel, enfretantc observaram uma correlaciic positiva
entre historia prévia de alergias com 2 hipersensibilidade a0 nigael.

FISHER?, 1985, relatou diversos casos de alergia em beb8s a alérgenos
variados, incluindo o niguel. Esses autor descreveu o caso de nm bebe do seso
feminino, com duas semanas de vida, gue teve os lobulos auriculares perfurados para
uso de brincos metilicos ¢ duas semanas depoeis apresenton eczemas bilaterais, Os
brincos foram analisados quimicamente ¢ a presenga de nigmel foi constatada.
Segundo o autor, o bebé apresentou reacgiio positiva ao teste de sensibilidade catinea
ao niguel a 2,5%. Entretanto, os pais apresentaram resulfados negativos ao teste com
uma solucio a 10%.

VEIEN et al.%, 1985, avaliaram por wm periodo de cinco anos, 61 pacientes
com teste de sensibilidade cutinea negativo ac niquel, que apreseatavam dermatites
apos o estimulo com uma dieta didria com 2,5 mg de nigael ¢ 143 pacientes com teste
de sensibilidade cutdnea positive ao niguel gue nio foram estimulados oralmente e
submetidos a uma dicta controlada para evitar a ingestiio de niquel duranfe xm més.
Depois de 1 a 2 meses de dieta, as dermatites de 121 dos 204 pacientes haviam
desaparecido ou visivelmente melhorado. Dos originais 204 pacientes, 88 pacientes
sentiram que a dieta de “baixo niquel” proposta pelos pesquisadores melhorou ou
eliminou suas dermatites.

ANGELINI ef al?, 1986, coletaram informagdes epidemiolégicas e clinicas de

casos de dermatites de contato a0 niguel durante o periodo de 1967 a 1982, Os autores
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avaliaram o inicio da reacfio alérgica, a frequéncia durante o periodo de exames,
locais propensos para desenvolvimento da alergia ao niquel, relaciio entre profissdo ¢
atividades extra profissionais ¢ aspectos clinicos. Foram selecionados 859 entre 7070
pacientes, dos quais. 697 (81,1%) eram do sexo feminino ¢ 162 (12,1%) do masculino,
suma faixa etiria de 2 a 62 anos. Foram realizados testes de sensibilidade cutfnea
com sulfato de niquel que revelaram que 12,1% dos individuos eram alérgicos ao
niquel. Segundo os autores, as manifestacbes alérgicas ao niguel eram mais comuns
no pescoco (28,2%), Iobulo auricular (24,3%), pulso (23,5%) e palma da mio (15,1%).
As dermatites eritemato-papulo-vesicular predominaram em 61% dos cases quando
avaliados os aspectos clinicos.

JONES ef al®, 1986, avaliaram a incidéncia de hipersensibilidade ao niguel
por meio de teste de sensibilidade cutdmea com sulfato de niquel a 5%, em 100
pacientes, sendo 50 do sexo feminino e 50 do sexo masculino. Esses autores estudaram
a relacfio do sexo, idade, ¢ historia prévia de alergia a jéias com a hipersensibilidade
ao niguel, ¢ ainda determinaram se a urticaria e dermatite nas mios, pescogo ou olhos
eram manifestagies alérgicas ao niquel. E finalmente, determinaram se havia
mudangas na pressdo sangiiinea, pulso ou femperatura naqueles pacientes com
hipersensibilidade. £ numa segunda etépa do estudo, os autores observaram se
individuos com teste de sensibilidade cutinea positive a0 niguel e usanﬁo prétese
removivel contendo ligas com niguel, apresentariam alguma manifestaciio no local de
contato ou em locais mais distantes. Os resultados mostraram uma incidéncia de
sensibilidade ao niquel de 20% no sexo feminino e 1% no masculino. A média de
idade em individuos sensiveis ao teste foi de 33 anos e vinte ¢ uma mulheres

mostraram reacio alérgica a joias. Dessas pacientes, 48% apresentava teste de
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sensibilidade cutdnea positivo ao niquel. Com relagio 35 medidas de pressio
sanguinea, pulso ou femperatura bucal duramte o teste, ndo houve variacbes
significativas. E o uso de protese dental com ligas de niquel nfo alterou o resultado do
teste de sensibilidade cutinea.

Estudando 700 criancas com idades variande de 5 a 12 anos, FEASBY ef al%,
1988, distribuiram as criangas em dois grapos. O primeiro grupo usava aparelhos
intra bucais como arco lingual, manfenedores de espaco e aparelbos ortoddaticos com
molas e grampos, que contém niguel em suas composicies, Para o segundo grupo,
denominado controle, foram selecionadas criancas que nioc usavam aparelhos intrs
bucais nem tinham historia de uso anterior de aparethos ortoddntivos. Foram feitos
testes de sensibilidade cutinea com sulfato de niguel a 2.5% em todas as criancas e as
leituras dos testes foram realizadas apés 48 horas. Esses autores concluiram que
8,1% das criancas apresentou reachio positiva ao teste, individuos do sexo feminino
que wsavam brincos apresentaram uma faxa alta de reaciio positiva, enquanto que
criancas com acessorios oriodénticos intra bucais que contém niquel, apresentaram
taxas mais altas. Resultados positivas ao teste de sensibilidade cutimea ndo
aumentaram significativamente com o tempo maior de exposicio aos apareihos e,
finalmente, criangas com oito anos ou mais, que possuiam antigas coroas de niquel-
cromo {(72% de niquel) apreseptaram uma taxa positiva significativamente mais alfa.

Com o objetivo de estndar a natareza e fregii€ncia de reacdes adversas a
materiais orfoddunticos ¢ procedimentos entre os ortodonfistas ¢ seus pacientes,
JACORSEN & HENSTEN-PETTERSENY, 1989, aplicaram um questiondrio a2 75%
~ dos ortodontistas membros da Sociedade Norneguesa de Oriodentia ¢ relataram gue

50% deles tinha alguma experiéncia pessoal com reacbes adversas a materiais. A
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maioria dos problemas eram dermatoses, dreas ressecadas, isquemias, redacfio de
sensibilidade ao tato, fissuras, coceiras, escamacdes ¢ dores nas mios e dedos. Os
ortodontistas haviam observado 425 pacientes com rea¢des dérmicas, ¢ 67 com
reacbes intra bucais/reacdes sistémicas, indicando uma prevaléncia de cerca de 1%.
As reacdes dermatologicas incluiram vermelhiddo, eczemas, coceiras e fissuras na
face, pescoco ou areas peribucais, muitas vezes atribuidas is partes metdlicas dos
aparelhos extra bucais. As reacfes intra bucais consistiam de vermelhidio, irritagbes e
inchaco na mucosa bucal, gengiva e/ou libios ¢ estavam associadas aos braquetes de
metal, arcos vestibulares, procedimentos de colagem ou apareclhos de aerilico.

BASS ef al5, 1993, relataram gue atealmente sio fabricados varios fios mais
resilientes de ligas mniquel-titinio que contém niguel bastante para provocar
manifestacies alérgicas na cavidade bucal. Afirmaram também que as ligas dos
aparethos convencionais de ago inoxidivel contém 8% de niquel, enquanto que na
atualidade as ligas niguel-titinio contém cerca de 70% de siguel, ¢ sendo assim vm
pimero maior de reacdes alérgicas tem sido observade. A proposta desses autores
nesse trabatho foi de determinar a prevaléncia de sensibilidade ao niguel num grupo
de pacientes submetidos a tratamento ortoddntico, de avaliar se a terapia ortodontica
convencional pode sensibilizar os pacientes ao niguel e verificar as manifestacdes
gengivais provenientes do niquel contide nos aparelhos ortoddntices em pacientes
semsiveis ao niguel antes do tratamento ortoddstico. Esses autores estudaram 29
pacientes na faixa etdria de 12 a 48 anos, sendo 18 do sexo feminino ¢ 11 do masculino.
Todos os pacientes foram submetidos a0 teste de seusibilidade catinea com sulfato de
niguel a 5%, e cinco pacientes do sexo feminino apresentaram respostas positivas ao

teste. As cinco pacientes foram acompanhadas mensalmente por fotografias intra
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bucais, exames clinicos gengivais ¢ controle de placas. Nesse estudc os autores
concluiram que a prevaléncia da alergia ao niquel foi alta nas mulheres (28%), o
niquel contido nos aparelhos ortoddnticos teve pouce ou nenhum efeito sobre a
gengiva ou saide bucal dos pacientes, mas que o tratamento ortodbntico pode induzir
4 hipersensibilidade ao niquel, j4 que dois dos pacientes que eram negativos ao teste
de sensibilidade cutinea passaram a responder positivamente durante a terapia
ortoddntica com aparelhos metdlicos fixos.

Em tstudes recentes KEROSUO e al¥, 1996, avaliaram a fregiéneia de
hipersensibilidade ao niquel em adolescentes em relagiio a0 inicio, duragio e tipo de
tratamento ortoddntico, sexo e a idade em que comecaram a usar brincos. Foram
estudados 700 adolescentes numa faixa etiria de 14 a 18 anos em que 176 tinham
usado aparelhos ortodbmticos metdlicos. Esses autores realizaram tesfes de
sensibilidade cutinea com sulfato de niguel a 5% ¢ obtiveram a histéria alérgica do
paciente por um questiondrio. Os autores encontraram uma fregiiéncia em todo
grupo de 19% em que 30% das meninas ¢ 3% dos meninos apresentaram reagdes ao
niguel. Somente seis individues (2%) que nic usavam brincos foram sensiveis so
nigquel e, no entanto, 126 (31%) daqueles gue wsavam brincos se mostraram
hipersensiveis. O tratamento ortodéstico nfo parecen afetar a prevaléacia de
individuos com sensibilidade ao niquel. Nenhuma das garotas que foram tratadas com
aparelhos ortodOnticos fixos, antes de msar brincos, mostron hipersensibilidade ao
niquel. Entretanto, 35% dos que tinham experimentado o uso de brincos antes do
tratamento ortodontico foi sensivel ao teste. Conforme os resultados encontrados, os
mesmos aufores sugerem que o fratamento ortoddntico nio aumenta o risco de

hipersensibilidade ao miguel. Ao contririo, os dados indicam que o tratamento
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ortoddntico com aparethos metilicos contendo niquel antes da sensibilizacdo pelo uso
de brincos, deve reduzir a freqiiéncia de hipersensibilidade.

KEROQSUOQ ef 2%, 1997, relatam um caso de uma paciente de 27 anos do sexo
feminino em tratamento ortodéntico msando aparelho extra bucal cervical, A paciente
apresentava 2o exame clinico uma 4rea eritematosa vesicular, com uma lesdo de cada
lado do pescego, correspondendo em tamanbo € localizacio com as partes metilicas
da tala do aparelho exira bucal A histéria clinica revelava alergia a brincos que nio
fossem de ouro. Apds diagndstico, foi indicada a remociio do aparelho extra bucal e
quinze dias apés, a paciente retornou sem nenhum sinal de rea¢io alérgica.

LENZA ef al®, 1997, estudaram um grupo de 42 individuos, sendo 22 do sexo
feminino ¢ 20 do masculine, puma faixa etédria de 10 a I8 anos, sem histéria de
hiperseasibilidade ac miquel, com o objetivo de verificar se baixos niveis de niguel,
liberados pela corrosic de aparelhos ortoddnticos, seriam  suficientes para a
sensibilizacfio desses pacientes. Um grupo de pacientes foi tratade ortodonticamente
utilizando fios que ndo continham niquel. Os individuos do outro grupe foram
tratados com fios contendo alta concentracio de miguel e o terceiro grupe,
denominadeo controle, nio foi submetido 2 nenhum tratamento ortoddntico. Segundo
oS8 mesmos antores, todos os individnos realizaram testes de sensibilidade cutinea
com sulfato de niguel 2 5%, antes da colocagiio do aparciho e apés um periodo de
nivelamento de 3 a2 4 meses. Baseados nos resultados, os autores afirmaram gue no
inicio do estudo, nenham dos individuos testados responderam positivamente ao feste
de semsibilidade cutines. Entretan_to, ac final do experimento, dos 42 individuos
estudados, 2 do sexo feminino ¢ 1 do masculino (7% da amostra} desenvolveram

reacGes alérgicas ao niguel. Esses trés pacientes foram tratados com fies niquel-titinio
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contendo altas concentragbes de niquel. Os autores concluiram que o uso infra bueal
de fios com alto teor de niquel durante o tratamenie orfoddntico, pode induzir
hipersensibilidade a esse metal em alguns individuos ¢ que pacienfes que ja
apresentavam hipersemsibilidade ae niguel, no devem ser expostos aos fios com alia
concentraciio desse metal, durante o tratamento ortodéntico.

DIOGENES o al.’®, 1997, avaliaram a ocorréncia de dermatites por niguel
num pais tropical, sua distribuicio entre os sexos e determinagiio da topografia
apaiémica mais acometida. Fizeram um estudo peor dois anos em 404 individuos que
tinham dermatite de contato como hipétese clinica ¢ gque foram submetidos ao teste de
sensibilidade cutinea. Os testes foram aplicados nas costas dos pacientes ¢ leituras
foram realizadas apds 48 e 96 horas para determinar o grau de reacgio. Os resultados
mostraram gue a ocorréncia de sensibilizagiio ao niquel foi de 19,8%, dos quais 88%
eram mulheres ¢ o restante, 11,2% eram homens. As lesdes Jocalizavam-se
predominantemente nas méos, antebragos, l6bulos anriculares ¢ pés. Esses autores
comentaram sobre possiveis variacGes na ocorréncia de dermatites de coniato por
niquel nas dreas rurais e/ou nos paises tropicais.

JANSON et al*, 1998, com o objetivo de determinar a prevaléncia de
hipersensibilidade ao niquel em individuos jovens, antes, durante e depois do
tratamento ortoddntico, analisaram 170 pacientes que apds exame clinico foram
submetidos ao feste de sensibilidade cutinea utilizando sulfato de niquel a 5%. Os
autores concluiram que a prevaléncia das reacgdes de hipersensibilidade ao niquel foi
semelhante nos individuos antes, darante e depois do fratamento ortoddntico com
aparelko fixo convencional; que o tratamento ortoddntico com ligas convencionais de

aco inoxidivel nfio induz a reagbes de hipersensibilidade ao niquel; que as mulheres
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apresentaram ama freqiiéncia 4 vezes maior que os homens, ¢ que houve uma
associaciio entre a histéria pessoal de reacbes alérgicas a metais e uso de objetos

metilicos em contato com z pele com a hipersensibilidade ac niguel.

2.3 - TESTE DE PROLIFERACAO DE LINFOCITOS (LTT)

ASPEGREN & RORSMANS, 1962, estudaram 15 pacientes do sexo feminino,
pa faixa etaria de 23 a 57 anos, com histéria. de eczemas devido a dermatites de
contato pelo niquel e que apresentavam resposta altamente positiva ao teste de
sensibilidade cutdnea com sulfato de miquel a 5% em solugfic aguosa. Com intenclio
de avaliar a ocorréncia de mitoses em leucicitos de individuos normais ¢ em
individuos com hipersensibilidade ao niguel, esses autores utilizaram culturas de
eurta duracio na presenca de diversas concentracbes de niquel. Os resultados
mostraram gue os leucéeitos dos individuos normais e dos individues hipersensiveis ao
niguel nio apresentaram niveis elevados de mitoses, quando se wutilizon uma aita
concentragiio de miquel, ou seja, 1 mAM. Esses mesmos autores verificaram que a
proliferaciio celular ocorria em 1 de cada 5 individuos normais ¢ em 2 de cada 5
individuos hipersemsiveis, na concentra¢iio de 03 mM de niquel No entanto, na
concentracio de 0,1mM de mniquel, as mitoses ocorriam regularmente, ¢ nessa
concentracio, o miguel era capaz de causar reacbes quando aplicado imtra-

cutaneamente em 4 de 12 pacientes hipersensiveis.
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Segundo BACH & HIRSCHHORNY, 1964, o teste de proliferacio de linfécitos
T in vitro, foi 0 mais adeguado para avaliar a estimulagiio celular por antigenos do
que o teste de sensibilidade cutiinea, uma vez que as reagdes cruzadas podem ocorrer
com maior frequéncia nos testes cutineos.

Através de estudos autoradiogrificos ¢ morfolégicos, PAPPAS ef al™, 1970,
demonsiraram que o acetato de miguel é um potente estimualador de linfacitos do
sangue periférico in vifro. Nesse estudo foi coletado sangue de 3 pacientes com alergia
generalizada, apresestando eczemas de contato e hipersensibilidade 2o niquel e de 8
doadores normais. Os resuliados desse trabalho mostraram que a resposta de
transformaciio de linfocitos foi aproximadamente a mesma nos dois grupos de
pacientes estudados. Os autores concluiram que provavelmente o efeito dos ions
metdlicos na proliferacio de linfécitos niie € especifico e, portanto, deve ser
considerado quando se pretende utilizar um ensaio de proliferagio de linfocitos T
como indicador de hipersensibilidade tardia in vitro.

HUTCHINSON ef al.**, 1972, realizaram o ensaio de proliferacio de linfocitos
T in vitro em 8 pacientes, na faixa etiria de 17 a 66 anos, todos do sexo feminino, com
evidéncias clinicas de dermatite de contato devide ao niguel ¢ com feste de
sensibilidade cutinea pesitive e, como grupo controle, 7 individuos também do sexo
feminino, gque nio apresentavam guadro de alergia. Nos ensaies, foram utilizados
como antigeno o sulfato de niguel e o acetato de niquel nas concentragbes de 10% mEqg
Ni/ml. Os resultados indicaram maior proliferacio de linfocitos nos individuos com
sensibilidade ao miguel. Nenhum dos sais ntilizados nesse experimento foi capaz de

estimular incspecificamente a proliferacio de linfocitos.
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MILLIKAN ef al.*%, 1973, avaliaram a resposta de proliferaciio de linfocitos T

in vitro em 8 pacientes com histéria clinica de hipersensibilidade ac niquel e teste de
sensibilidade cutinea positivo. Iisses autores verificaram que a resposta de linfécitos
in vifro correlacionon com os resuitados do teste de semsibilidade cutinea em
individaos sensiveis ao niquel, quando utilizaram concentracies de 40 a 120 g de
cloreto de niquel por cultara (4 ml).

GIMENEZ-CAMARASA ef al®®, 1975, avaliaram através do ensaio de
proliferacfio de linfocitos T in vifre, um grupo de 25 pacientes com manifestacdes
clinicas de hipersensibilidade ao niquel ¢ teste de sensibilidade cutinea positive & um
grapo controle de 10 individoos sem historia de eczemas e com teste de sensibilidade
catinea negativo ao sulfato de niguel. DiluicBes seriadas de sulfato de niguel foram
utilizadas mas culturas de linfocitos. Esses autores verificaram que nenhum dos
individuos do grupo controle apresentou um resultado positivo para o ensaio de
proliferaciio de linfacitos. Por outro lado, linfocitos de 14 pacientes estimulados pelo
sulfato de niquel nas comcentra¢bes de 0,13 mM e 0,065 mdf apresentaram alta
incorporagio de timidina. J& os linfécitos de onze pacientes apresentaram maior
incorporagfio de timidina, na presenca de concentraches baixas de sulfato de niguel.

Com o objetivo de avaliar as eondigbes do ensaio de proliferagio de linfécitos T
in vitro como método para diagndéstico de hiﬁersensibilidade ac miguel, SVEJGAARD
et al.®, 1978, estudaram 8 pacientes coﬁl dermatite de contato ¢ teste de sensibilidade
cotiinea positiva ao niquel; 7 pacientes com dermatite de contato devido a outros
fatores e negativo ao teste de sensibilidade cutinea, ¢ ainda 9 individuos, dois guais 7

sofriam de desordens dermatoldgicas. Nesses ensaios, foi utilizado o sulfato de niquel
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em varias concenfracdes. Os resuitados mostraram que com exceefio de um, todos os
outros pacientes apresentaram significativa resposta ac niguel, enquanto pacientes do
grupo controle apresentaram respostas inferiores. Segundo 0s mesmos autores, esses
resultados indicaram que 2 hipersensibilidade aoc niguel pode ser diagaosticada in
vitre. Afirmaram ainda que o teste de proliferaciio de linfocitos ¢é de grande
importincia nos casos de dermatite de contato agnda, onde o teste de sensibilidade
cutinea ¢ impossivel on desaconselhivel, em razio das severas reacdes gue esse teste
pode desencadear. Alguns individuos, com teste de sensibilidade cutinea negativo a0
niquel, responderam ao teste de proliferaciio de linfécitos T, indicando que além de
agir como um antigeno especifico, o sulfato de niguel pode apresentar propriedades
mitogénicas ndo especificas. -

A resposta de proliferagiio celular de 34 pacientes na faixa etiria de 16 a 64
anos, com dermatite de contato ac niquel foi avaliada por SILVENNOINEN-
KASSINEN®, 1980, utilizando sulfato de miguel (NiSO,), tuberculina (PPD),
fitohemaglutinina - P, mitégeno de trigo ¢ concanavalina A. Quarenta e nove
pacientes com idades de 20 a 54 anos foram selecionados para o grupo controle. Esse
autor verificou que a estimulagdo de linfécitos com sulfato de niquel era
significativamente elevada nos pacientes alérgicos, enquanto que a estimulaciio pela
tuberculina  estava diminuida. A resposta para os outros mitégenos nio foi
significativamente diferente entre o grupo controle ¢ os pacientes alérgicos. Segando
esse mesmo autor, a estimulacio de linfécitos pelo sulfato de niquel deve requerer a
participacio dos macrifagos.

AL-TAWIL ef al., 1981, realizaram experimentos in vitro com o sulfato de

niqguel, com o objetivo de verificar se o teste de sintese de DNA. poderia ser nusado para
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diagnoéstico de alergia ao niguel in vifro. Dezesseis pacientes, com teste de
sensibilidade cutiinea positivo ao sulfato de niguel, numa faiza etiria de 25 3 63 anos
foram selecionados, ¢ guinze eram do sexo feminimo. Os linféeitos de dezoito
pacientes, considerades grupo comtrole, também foram testades. A resposta de
proliferacdo dos linfocites de todos os pacientes foi significativa em relaciio ao grupo
controle, que também respondeu, nio especificamente, ao teste quando se aplicavam
altas concentragies de sulfato de nmiquel. Os linfécitos provemientes des cordoes
umbilicais de 4 recém-nascidos também foram testados ¢ ativados por sulfaio de
piquel, confirmando o fato de que o sulfato de niguel pode ser wm mitégeno fraco,
dependendo das comcentraches utilizadas. Segundo esses autores, o ensaio de
proliferaciio de linfocitos ir vitro parece ser um método adeguado para avaliar os
resultados falso-positives oun falso-negatives, gnando se aplica o teste de sensibilidade
cutinea,

SILVENNOINEN-KASSINEN®, 1981, realizon o ensaio de proliferacio de
linfocitos T in vitro estimulados pelo sulfato de niquel e tuberculina in vifro em dez
familias com um ou mais integrantes com dermatite de contate devido ao niguel.
Alguns membros saudaveis da mesma familia ndo apresentavam reacbes ao niquel in
vitro ¢ as respostas encontradas nesses individuos foram significativamente mais
baixas do gue nos individuos alérgicos. Nas familias estudadas, os individuos atépicos
o tiveram reaces alérgicas maiores que os individuos nio atépicos. Sendo assim, as
rea¢des in vitre ao niguel niio estio relacionadas com atepia. Isso estd confirmado pelo
fato de que a percentagem de individuos atépicos (19%) nessas familias niio ¢ mais
alta que a percentagem da populagio em geral Estes resultados indicaram que o

ensaio de proliferaciio de linfécitos T estimulados por niquel in vitro correlacionava



REVISAO DA LITERATURA 47

com os dados clinicos de alergia ao niquel em 90% dos pacientes que apresentavam
dermatite de contato ao niguel

Um estudo comparativo in vive foi realizado por VAN LOON e al.%, 1988,
para avaliar a capacidade do niguel de induzir estomatife alérgica por contato,
presente em ligas dentirias contendo niquel e metais preciosos n&e corrosivos. Quinze
pacientes que apresentavam rea¢fio alérgica ao niquel na pele, foram divididos em 3
grupos (A, B e €). Os quatro pacientes do grupo A utilizaram uma liga tipo A, intra
bucal, contendo niquel-cromo resistente & corrosiio; os cinco pacientes do grupo B
receberam uma liga do tipo B de niguel puro fortemente corrosivo. Uma porgio de
paladium puro, resistente i corrosfio, foi colocada no lado contraric a0 gque foi
¢olocado o niquel. A reatividade da porgio de niquel puro foi também testada na pele
dos pacientes do grupo C. Exames imunohistolégicos da mucosa bucal, nos focais dos
testes e controles foram realizados com anticorpos monoclonais dirigidos contra
populactes de linfécitos T e células de Langerhans (CL). Os resultades mostraram
gue, uos sitios com niguel puro, as CL sumentaram significativamente no tecido
copjuntive da mucosa bucal em torno de 4 vezes. Contudo, anilise estatistica dos seis
paciestes do grupo C, junfos nio mostrou um aumento correspondente de CL ne
epitélio dagquele sitio com o niquel puro, embora um aumento numérico de Cl. tenha
sido observado no epitélio adjacente i porciie de niquel pure em dois pacientes e cujo
aumento fol bastante significative. Esses mesmos autores concluiram, a partir da
analise estatistica, que tanio a liga controle como a ligas teste pode influenciar no
niimero de linfocitos T supressores/citotdxicos no tecido comjuntive. Os resuitados
mostraram também que o nigael puro pode caunsar uma forte infiltracio de linfocitos

auxiliares/indutores, especialmente no tecido conjuntive. Essa infiltracio de linfocitos
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e células de Langerhans nio foi observada nos locais de referéncia (controle) ou nos
locais quando foram utilizadas Hminas contendo niquel nos grupos A ¢ B. Ainda
concluiram que, mem clinicamente, nem imunohistologicamente, a presenca de alta
percentagem de niguel nas ligas dentais, estd npecessariamente associada com
estomatite alérgica de contato em pacientes alérgicos ao niquel.

EVERNESS ef al.”?, 1990, estudaram 66 individuos com teste de sensibilidade
cutinea positive ao sulfato de niquel a 5%, com o objetive de diferenciar individuos
sensiveis ac niquel, de individuos nio sensiveis, utilizando o ensaio de proliferaciio de
linfocitos T in vifro. Os resultados mostraram gue 61 individuos sensiveis, ou seja
92% do total, apresentaram indices significativos de estimulagfio de linfécitos apds 6
¢/ou 7 dias de cultura, utilizando concentragdes de 5 pg/ml de sulfato de niquel, ao
passo que nenhum dos quarenta e trés imdividuos do grupo controle apresenton
resultado positive. Os indices de estimulagio nic foram alterados pelo teste de
sensibilidade cutinea realizado nos pacientes antes do teste de prolifera¢lio de
linfocitos. Uma fraca cnrrelag:‘io. foi observada entre os resultados de proliferaciio ¢ o
grau da reaciio no teste de semsibilidade cutinea. Os autores afirmaram que a
concentracio de 5 pg/ml de sulfato de niquel utilizada mo emsaio de profiferagio
celular ndo causou efeito mitogénico nio especifico significative,

Segundo GRIMSTOTTIR e al.”, 1994, o teste de sensibilidade cutinea gue
tem sido utilizado na investigacio de dermatites de contato, apresenta uma série de
desvantagens. Reaces falso-negativas e falso-positivas podem ocorrer e o teste pode
induzir a reacbes adversas. Por outre lado, o ensaio de proliferacfio de linfécitos T in

vitre tem sido utilizado em casos de dermatites de contato onde o teste de
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sensibilidade cutinea foi inadequado para confirmagiio de diagnéstico de alergia a0
niquel ¢ cromo. Esses autores propuseram nesse trabatho avaliar se a guantidade de
niquel liberade pela corrosio dos aparelhos ortoddnticos metilicos era suficiente
para induzir a proliferaciio de linfécitos T de individuos com sensibilidade ao niquel.
Os testes de proliferacfio de linfocitos do sangue periférico de 5 individuos com
histéria de dermatite de contato, ¢ de 4 individuos positivos a0 teste de sensibilidade
cutinea com sulfato de niguel a 5% e também de mdividuos sem histéria de
dermatites de contato, revelaram que o niguel proveniente da corrosiic dos aparelhos
ortoddnticos metdlicos estava em quamtidade suficiente e natureza quimica
adegnada para a estimulaciio de linfécitos. A copcentragiio de niguel capax de
estimular a proliferaciio de linfocitos in vifro nio estd bem definida e esses autores
acreditam gue certos individuos apresentem respostas a altas concentraces e outros

a baixas concentraces de niquel.
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PROPOSICAO

Considerando o crescente nimero de casos de pacientes com reacdes de
hipersensibilidade sob tratamento ortodfntico, nos propusemos a abordar este tema
estabelecendo os seguintes objetivos:

* Avaliar comparativamente a resposta de prolifera¢io de linfocitos T ao niquel,
proveniente de aparelhos ortoddnticos metdlicos, de pacientes com manifestaces
clinicas bucais;

* Avaliar varidveis com relagfio 20 nimero de células, concentragiio de niquel, ¢
composi¢iio soreligica do meio de cultura utilizados no ensaio de proliferaciio de
linfocitos T in vitro;

» Correlacionar os indices de proliferagio celalar com o teste de sensibilidade
cutiinea ao niquel, considerando o tempo de exposicio ao aparelho ortoddutico,
idade e sexo dos pacientes;

¢ Caracterizar populactes de linfécitos T respondedoras ao niguel com relagio a

produciio de citocinas nos sobrenadantes de culturas in vifro.
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MATERIAIS E METODOS

4.1 — Grupos de individuos estudados

O presente estudo incluiu 32 pacientes, com idades entre 11 e 22 anos; média de
15,01 anos, todos em tratamento ortodontico com aparelho fixo. Foram selecionados
sem distingiio de sexo, raca ou classe social, e em bom estado geral de saide. Todos os
pacientes foram avaliados clinicamente apés anamnese e divididos em dois grupos. O
primeiro, constituido de 23 pacientes, apresentava manifestacdes bucais tais como
hiperplasia gengival, queilite angular, descamacio labial (figuras 1, 2 e 3), como
também, de um modo geral, histéria de alergia de contato a metais, particularmente a

brincos (figuras 4 e 5), pulseiras e bijuterias.

Figura 1 — Hiperplasia gengival em regido de incisivos, sugerind hipersesib idade a0  niquel
proveniente da corrosdo do aparelho ortoddntico
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Figura 2 — Queilite angular pmvenente dermtlte decoato a0 niquel proveniente do aparelho
ortoddntico

Figura 3 — Manifegﬁo clinica de sensibilidade ao niquel proveniee do aparelho  ortodéntico
comprometendo os labios e dreas adjacentes

O segundo grupo, constituido de 9 pacientes, selecionados para controle, ndo
apresentavam qualquer manifestacdo clinica bucal nem historia de alergia e possuiam
boa saiide bucal. Todos os 32 pacientes foram submetidos ao teste de sensibilidade
cutinea ao niquel, e os individuos selecionados para compor o grupo controle
apresentavam resultados negativos ao teste (ANEXO 1).

Conforme exigéncias do Conselho de Etica em Pesquisa (CEP-

FOP/UNICAMP), todos os individuos participantes desse estudo foram informados
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através de um termo e firmaram acordo por escrito, autorizando sua participacgio.

Parecer e aprovagio do CEP no ANEXO 2.

Figura 4 — Dermatite de contato provocada por uso de brincos

Figura 5 — Hiperplasia gengival e libios ressecados do mesmo paciente acima sensivel
a0 niquel
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4.2 - TESTE DE SENSIBILIDADE CUTANEA (Patch Test)

O teste foi realizado na parte superior do brago de cada individuo (pele normal
na regido deltéidea), segundo técmica descrita por CARVALHO"Y, 1995. Apés a
limpeza da area com gaze umedecida em alcool para remover possiveis impurezas e
desengordurar a pele, o sulfato de niquel a 5%, tendo como veiculo vaselina (474 —
Sulfato de Niquel 5% - ALERGOFAR - Farmacia de Alergia e Cosméticos LTDA -
Rio de Janeiro), foi colocado sobre papel de filtro, aplicado na pele e coberto com
uma fita protetora (Micropore hipo-alergénico). Os pacientes foram instruidos a nio
molhar o braco, evitar exercicios fisicos ou cocar a regido. A irea do teste foi
delineada no momento da aplicacio com caneta tipo “Pilot”, de forma que qualquer
reacio positiva tardia pudesse ser precisamente identificada. A fita protetora foi
mantida por 48 horas, e a drea testada novamente limpa com algodio embebido em
alcool para remover residuos de substincias, e 20 minutos apés a remocéo da fita, foi
realizada a primeira leitura do teste. As rea¢des foram registradas de acordo com a
escala proposta por CARVALHO", 1995. Os pacientes foram orientados a expor o
local ao sol por 30 minutos, foi realizada uma nova leitura 24 horas apés a remociio da
fita protetora, ou seja 72 horas apés o inicio do teste. As leituras foram registradas da
seguinte forma: a) reacio negativa (0) ; b) reagdo  positiva + (eritema) ; c) reaciio
positiva ++ ( eritema e papulas); d) reagdo positiva +++ (eritema, papulas e vesiculas)
e) reacio positiva ++++ (eritema, edema e vesiculas acentuadas com exsudagio)

(figuras 6,7,8 ¢ 9).
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Figura 6 — Reaciio negativa ao teste de sensibilidade cutinea com NiSO,

Figura 7 — Reacdio positiva + a0 teste de sensibilidade cutinea com NiSO,
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Figura 8 — Reacdo positiva ++ ao teste de sensibilidade cutinea ao NiSO,

Figura 9 — Reaq:a'io ontwa +++ a0 teste de sensibilidade cutinea com NiSO4
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4.3- Obtencio de Solucdes Contendo Niquel Proveniente da Corrosio in
Vitro de Aparelhos Ortodonticos (Extrato)

Inicialmente, quatro montagens distintas de aparelhos ortodonticos foram
mantidas em solu¢dio salina para avaliar a corrosio. Em seguida foi realizada a
dosagem de niquel contido nessa solu¢do, denominada de extrato, que foi utilizado
como agente estimulador nos ensaios de proliferaciao de linfécitos T in vitro.

As montagens foram assim constituidas:

e Montagem A: Dez braquetes (Forestadent, slot .018” Small, Germany), duas
bandas para molares (Dental Morelli — Ind. Com. de Pegas Ortodénticas, SP,
Brasil), dois tubos duplos (Dental Morelli, slot .018”) e fio .016”x .016” ( Blue
Elgiloy — Rock Mountain, CO, USA);

e Montagem B: Os mesmos braquetes, tubos e bandas, com fio coaxial 1x6 (Wild
Cotwire . 0175”- GAC International, Japan);

e Montagem C: Os mesmos braquetes, tubos e bandas, com fio .014” niquel-titinio
( .014”super elastic arches, Highland Metals, USA);

e Montagem D: Mesma montagem anterior, porém reciclados.

As montagens foram mantidas em solucdo salina 0,85% estéril, durante 7, 30 e
60 dias (Figuras 10a e 10b), em estufa a 37°C. Apés centrifugacio para remover
particulas do processo de corrosio, as solugdes foram filtradas (filtros Milipore 0,2 p
de didmetro), e as dosagens de niquel foram realizadas em espectrofotometro de
Absor¢io Atdomica (HITACHI - Z . 8200 — JAPAN), no laboratério de Quimica do

Instituto de Ciéncias Exatas — [CEX — Universidade Federal de Minas Gerais.
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Os extratos obtidos foram diluidos em RPMI-1640 (GIBCO ~ BRL, Grand
Island, NY - USA), contendo 3% de antibidtico-antimicético (Solucio estoque: 10.000
unidades de penicilina, 10.000 unidades de estreptomicina por mililitro e 25 pg de
anfotericina B por mililitro- SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA) e 1,6% de L
— glutamina (Solug¢io estoque : 200 mM, GIBCO) denominado RPMI incompleto, nas

concentragdes de 5.0, 2.5 e 1.25 pg/ml e utilizadas nos ensaios de proliferacio celular.

Figu;'sié 10ae ll}h = Quat;o diferentes mﬁhthgens de aarelhos oﬁntic lmersas em solucio salina
por um periodo de 7, 30 e 60 dias

4.4- Sulfato de Niquel (NiSOy)
As solu¢des de sulfato de niquel (NiSOs 6H>O - SIGMA) foram diluidas em
meio de RPMI incompleto descrito acima, e em concentracdes de 10.0, 5.0 e 2.5 pg/ml

utilizadas nos ensaios de proliferacio celular.

4.5 — Preparagio do Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado nos ensaios de proliferacio com células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), denominado RPMI completo, foi
constituido de 1,6% de L — glutamina (solucio estoque : 200 mM. - GIBCO) e 3% de

antibiético-antimicético (SIGMA Cell Culture Reagents - 10.000 U penicilina, 10.000
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U de estreptomicina por ml, 25 pg de anfotericina B por ml ) em RPMI - 1640
(GIBCO).

Para a preparagio de RPMI completo, foram utilizados soro AB*
(Gemini Products, Calabasa, CA-USA) e soro autélogo na concentragio de 5%,

referidos respectivamente como RPMI — AB™ ¢ RPMI - autélogo.

4.6- Coleta de Sangue Periférico dos Pacientes

As amostras de sangue venoso foram coletadas de todos os 32 pacientes em
tubos heparinizados, estéreis, a vacuo e descartiveis (VACUTAINER Cell
Preparation Tub — CPT, Sterile Interior, net contents per tube: 143 USP Units of
Sodium Heparin, Grand Island, NY, USA) em um volume total de 60 ml por paciente

para os ensaios de proliferagio celular e producio de citocinas.

4.7- Obtencio de Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC)

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) dos pacientes foram
separadas em gradiente de Ficoll-Hypaque, segundo procedimento descrito por
GAZZINELLI et al**, 1983. Sobre 15,0 ml de gradiente de Ficoll-Hypaque foram
adicionados lentamente pelas paredes de um tubo Falcon (2098 BLUEMAX
Sterile,Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA) sangue periférico,

com auxilio de uma pipeta estéril (Figuras 11a e 11b).
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Figura 11a e 11b — Sangue periférico sendo adicionado sobre Ficoll-hypaque e aspecto da solucio antes
da centrifugacio

Em seguida, os tubos foram centrifugados (GS — 6R CENTRIFUGE - BECKMAN,
Scientific Instruments Division, Irvine, CA, USA) a 1350 rpm durante 45 minutos a
25" C. Apés a centrifugacio foi retirado o plasma autélogo e acondicionado para
posterior utilizacio e congelamento. Os anéis formados de células mononucleares
(linfocitos e mondeitos) (Figura 12) foram entdo coletados com auxilio de pipetas
Pasteur (Thomas laboratory Specialities, Philadelphia, PA, USA) e transferidos para

tubos Falcon.

Figura 12 — Destaque da separaciie do plasma autdlogo, anel de PBMC, soluciio de Ficoll-hypaque e
células vermelhas, apés centrifugacio
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As células foram lavadas 3 vezes, sendo a primeira com cerca de 40 m! de
MEM (Minimum Essencial Medium, GIBCO, Grand Island, NY, USA) e as outras
duas com cerca de 30 ml de MEM . Apés centrifugacio a 1250 rpm durante 10

minutos a 4° C, as células foram ressuspendidas em 2,0 ml de RPMI incompleto

(Figura 13).

Figura 13— “Pellet” das PBMC apos lavagem e centrifugacio

Em seguida, 10pl da suspensio de células foram diluidos em 190 pl de solucio
de Turk . Apoés homogeneizacio, as células foram contadas com o auxilio de um
microscopio Gtico (OLYMPUS, L 2000 A) em cAmara de Newbauer (Figuras 14a e
14b) e sua concentracdo foi ajustada para obtencdo de 10 x 10° células por ml. As

células foram utilizadas nas concentracoes de 2,0 x 10° e 3,0 x 10° células/poco.

Figura 14a e 14b — Visio microscopica dos linfocitos em cdmara de Newbauer, em menor e maior
aumento (10 e 40x respectivamente)
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4.8- ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR in vitro - Blastogénese.

O ensaio de proliferacio celular in vifro também denominado blastogénese, foi
realizado segundo procedimentos descritos por GAZZINELLI ez al?, 1983, com
algumas modificagdes aqui descritas. Esse ensaio consiste basicamente na exposicio de
células mononucleares do sangue periférico de individuos a substincias antigénicas
e/ou hapténicas, com o objetivo de avaliar a prolifera¢do celular causada por tais
substincias. Nesse estudo, o niquel proveniente da corrosio de aparelhos ortodonticos
e o niquel presente em solugdes de sulfato de niquel (NiSOy), foram utilizados como
antigenos no ensaio. O cultivo, em triplicatas, foi realizado em placas de 96 pogos de
fundo chato (IS-FB-96-TC-Limbro, Hamden, CT). Em cada pog¢o foram adicionados
100 pl de meio de cultura RPMI completo contendo 5% de soro humano normal AB"
inativado pelo calor a 56° C por 30 minutos. Em outros pogos das placas de cultura
foram também adicionados 100 ul de meio RPMI completo, contendo 5% de plasma
autblogo também inativado pelo calor. Em seguida, foram adicionados 20 e 30 pl de
PBMC ressuspendidas em RPMI incompleto na concentragio de 10 x 10° células por
ml, de modo a conter 2.0 x 10° e 3.0 x 10° células em cada poco, respectivamente. As
preparaces antigénicas (extrato e sulfato de miquel) em diversas concentragoes,
foram diluidas em RPMI incompleto e 100ul dessas preparagdes foram adicionadas
em cada pogo. Nas culturas controles foram adicionadas somente células e meio RPMI
completo contendo soro AB* e separadamente meio RPMI completo contendo plasma
aut6logo, nas mesmas concentragdes descritas anteriormente.

Para os ensaios de proliferacio na presenca de mitégeno (PHA-

Fitohemaglutinina, SIGMA Cell Culture, Sigma Chemical CO., St. Louis, MO, USA)
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foram adicionados 25 pl de PHA na concentragiio de 20 ug/ml, ou seja 0,5 ug em

cada pogo contendo 1.5 x 10° células. Em seguida foram adicionades 100 pi de RPMI
completo contendo soro AB™ ¢ em outros pocos 100 ul de RPMI completo contendo
plasma autéloge, nas mesmas condicdes descritas acima. Esse ensaio foi utilizado
eomo controle da viabilidade celular.

As culturas que receberam extrato ou smifate de niguel foram incubadas em
estufa (QUEUE Systems Inc., Parkersburg, WV., USA), com ar imido, contendo 5%
CO, por 6 dias e aguelas que receberam PHA foram incubadas por 3 dias. No iltimo
dia de cultive foram adicionados em cada pogo 1.0 uCi de timidina tritiada CH) em
RPMI e as placas foram reincubadas por 6 horas. Numa etapa seguinte, as células
foram entiio coletadas em papel de fibra de vidro (Whatman Tnc. Clifton, NI, USA),
com o auxilio de um coletor de células antomditico {Semiautomatic Cell Harvester -
SKATRON Inc,, Sterling , VA, USA). O papel de fibra de vidro com as células
radioativas foi secade e colocado em fraseos de cintilagio liquida contendo coguetel de
eintilacdo, A radioatividade incorporada foi determinada em um cintilador (Beckman
LS 100 C, Scientific Instruments Division, Irvine, CA, USA) onde as amostras foram
contadas por 2 minutos, com canal *H aberto.

Toda a manipulacio das células foi realizada em condiges estéreis, em capela
de fluzo laminar (VECO — Campinas, SP., Brasil).

Os resultados obtidos dos ensaios de proliferacdo celular foram expressos em
contagens por minuto (CPM). O indice de estimulagio celular foi calculado tomando-
se o valor médio das triplicatas referentes as proliferacbes das culturas estimuladas

com os antigenos (E} dividido pelos valores médios das triplicatas referentes as
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proliferacies das culturas controle {C} . Para esse estudo, o indice de estimulacio
superior a 2,5 (E/C > a 2,5) foi comsiderado significative para as anilises dos
resultados de proliferacio celular, baseado em HUTCHINSON e al¥, 1972; AL-

TAWIL et al.!, 1981; EVERNESS ef al ', 1990; e GRIMSTOTTIR ef al*,1994 .

4. 9 — Dosagem de Interleucina 5 (IL-5) ¢ Interferon gama (IFN-y) em

sobrenadantes de culturas de células mononucleares do sangue periférico.

Para avaliar 2 produciio de citocinas pelas células mononucleares do sangue
periférico de pacientes sabmetidos ao tratamento ortodéniico, sobrenadamtes de
culturas, contendo 1 x 10° PBMC/poco, estimuladas com sulfato de niquel (NiSO, — 10
pug/ml e extrate contendo niquel — 5 pg/ml), foram caletadosﬁapés 24 e 48 horas de
caltivo. Nesse ensaio foram incluidos contréles com células nio estimuladas, como
também células estimuladas com mitégeno (PHA). Os respectivos sobrenadantes
foram ensaiades pelo método de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
conforme descrito por LUNDE ef al¥, 1979, com pequenas medificagbes. Foram
adicionados Anti-leucina § (DNAX, CA, USA) em placas de 96 pogos (immunocion 2,
Dynatech Laboratories, Inc., Virginia, USA) com 60 plpogo de anticorpo monoclonal
anti-gama interferon (R & D SYSTEMS Inc., Minneapolis, MN, USA) por 12 horas a
temperatura ambiente. Apés a lavagem, as placas foram blogueadas com solughio de
soro albumina bovina (BSA 1%, ), e em segunida foram adicionados 50 pl dos
schrenadantes das culturas. Nes pocos correspondentes ao branco e aos padries,
foram adicionados respectivamente, 50 pl de tampio fosfato (PBS iIx) e 60 ul do

recombinante interferon-gama (R & D SYSTEMS, Inc. Minneapolis, MN, USA) e
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recombinante interleucina-3 ( DINAX, CA, USA) em diferentes concentracdes, para o
caleulo da curva padrio. As placas foram incubadas por duas horas & temperatura
ambiente. Apés a lavagem, foram adicionades 60 pl/pogo de anticorpo policional
biotinilado anti-gama interferon (R & D SYSTEMS) e anticorpo conjagado anti-1L §
(5 A 10 — NIP, DNAX, CA, USA) e as placas foram incubadas por 1 hora &
temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas ¢ foram adicionados 60
jl de substrato em todos os pogos. Apds incubacg#o, ocorria o aparecimento de core a
reacio era interrompida com 50 pl de solugfio de Acido sulfiirico 134, A densidade
otica foi medida em leitor sutomdtico (BENCHMARK MICROPLATE READER,
BIO-RAD Laboratories,Hercules, CA, USA), com filtro de 405 nm.

Todos os ensaios descritos neste capitulo foram realizados no Laboratério de

Pesquisa em Imunologia do Centro de Ciéncias Biolbgicas e da Saide (CENBIOS) da

Universidade Vale do Rio Doce (UNIVALE).

4. 10 — Tratamento estatistico

Para a andlise estatistica dos resultados do ensaic de corrosiio das guatro
diferentes montagens de aparethos ortodonticos em imersio em solugiio salina
durante um periodo de 60 dias, foi utilizado o modelo de regressio linear para cada
montagem, avaliando a quantidade de aniquel liberada ao longe do processo corrosivo
{figura 15).

Para ensaio de proliferacio celular in vifre foi realizado o delineamento
experimental inteiramente casualizado, sendo definido cada individuo como uma

repeticfio.
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O esquema utilizado foi um fatorial com trés fatores combinando as varidveis
utilizadas: sexo, ndmero de células (200.000 e 300.000), meio de cultura contendo soro
AB" e plasma autédlogo separadamente e concentra¢des das fontes de niguel (extrato
em concentragoes de 1.25, 2.5 ¢ 5 ug/mi e NiSO, em concentragdes de 2.5, 5.0 ¢ 10.0
p#g/mi).

Como a escolba do sexo masculino e feminino fol realizada ao acaso, as
repeticdes utilizadas na andlise fatorial dos dados foram variaveis.

As fontes de niquel (extrato e sulfato de niquel) ndo foram avaliadas como um
dnico fator devido as diferencas de concentracies de niguel nesses tratamentos.

Os resultados do teste de sensibilidade cntinea ac niguel foram classificados
através de indices (1, 2, 3 ¢ 4), sendo considerado o valor 1 reagio negativa e o valor 4
reacio positiva +++. Dessa forma, foi realizado o estudo de correlagio entre os
resultados do teste de sensibilidade cutfnea dos pacientes e as respostas de
prolifera¢iio celular em funciio das fontes de niquel, suas concentracdes, dos meios de
cultura utilizados e o nimerc de células. Essa analise foi realizada apenas com os
pacientes do sexo feminino, j4 que os do sexo masculino nio apresentaram gquaiguer
tipo de reaciio ao teste de semsibilidade cutinea ao niquel.

Foram realizadas ontras correlacles entre as varidveis, tempo de exposiciio a0
aparelho ortoddntico e idade dos pacientes (sexo feminino} com as respostas ao teste
de sensibilidade cutinea.

Na andlise fatorial, foi realizado o teste de Tukey (teste de médias) a 5% de

probabilidade e nas correlagdes o teste t de Student.



5 - RESULTADOS
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RESULTADOS

Os resultados obtidos através dos exames clinicos, testes de sensibilidade
cutanea e laboratoriais, foram tabulades e submetidos a tratamento estatistico, sendo
apresentados neste capitulo e nos anexos.

A figura 15 mostra a dosagem espectrofotométrica de nigquel, de 4
montagens distintas de aparelhos ortoddnticos, apés terem sido submetidas a um
processo de corrosdo. Foi observado que os niveis de niquel liberado nos 7 primeiros
dias foram relativamente baixos, em torno de 4 a 5 ug/ml. No entanto, com 30 ¢ 60
dias de corrosio, esses niveis foram aumentando e alcancaram valores de 40 pg/ml,

com pouca variacio entre as montagens,

——— Montagem A
y =-1,26887+0,6876x

——Montagem B
* | ¥ = 0,6765+0,6496x

—=Montagem C
= -0, 4888+0,6719x

15

——Montagem D
- | ¥ =-1,4820+0,6759x

CONCENTRAGAO DE NIQUEL ( pgiml)

7 dias 30 dias B0 dias
DIAS

Figura 15- Concentragio de niquel por ml de solugio salina proveniente da corroso de 4 diferentes montagens de
aparelhos ortoddnticos fixos por um periodo de 60 dias
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TABELA 1 - Correlagio do teste de sensibilidade cutinea positivo com o tempo de exposi¢io ao aparelho
ortodontico e idade, em individuos do sexo feminino

Teste de sensibilidade Cutinea  Tempo de exposi¢io Idade
Sexo feminino -0,5966* 0,3580

*Teste significativo a 5%

Na tabela 1 foi verificada uma correlacio negativa ao nivel de 5% de
probabilidade, quando a varidvel tempo de exposi¢io ao aparelho ortodéntico foi
correlacionada aos pacientes positivos ao teste de sensibilidade cutinea, indicando que
quanto maior o tempo de exposi¢io, menor a sensibilidade ou vice-versa. No entanto,
quando se correlacionou a varidvel idade e teste de sensibilidade cutinea, a analise
nio mostrou niveis significativos, indicando serem essas varidveis independentes, ja
que nio existe correlagio.

O indice de estimulacio celular de 2,5, considerado significativo, esta
identificado nos grificos a seguir, através de uma linha vermelha, para melhor

visualizac¢ao.

| Nisos
| o

: D 250
| oso
o100

Figura 16- Indice de estimulag@o celular de individuos do sexo masculino sensiveis e nao sensiveis ao niquel, na
presenca de soro AB" e autélogo, utilizando 2 x 10° PBMC em diferentes concentracies de NiSO,
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Figura 17- Indice de estimulagiio celular de individuos do sexo feminino sensiveis e nao sensiveis ao niquel, na
presenca de soro AB' e autélogo, utilizando 2 x 10°PBMC em diferentes concentracdes de NiSO,

A figura 16 mostra que individuos do sexo masculino apresentaram um indice
de estimulacio celular elevado (>2.5), quando se utilizou soro autélogo e sulfato de
niquel, na concentragio de 10 pg/ml. Entretanto, utilizando soro AB' e sulfato de
niquel nas diferentes concentragdes, 0s indices de estimulacao foram inferiores a 1.

Diferentemente do perfil de proliferacio celular em individuos do sexo
masculino, os resultados apresentados na figura 17 mostram que houve uma
estimulacio celular consideravel nos individuos do sexo feminino, tanto na presenca
de soro AB* quanto autélogo, quando as PBMC desses individuos foram estimuladas

por sulfato de niquel na concentracio de 10 pg/ml.
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Figura 18- indice de estimulacdo celular de individuos do sexo masculino sensiveis e niio sensiveis ao niquel, na
presenga de soro AB" e autologo, utilizando 2 x 10° PBMC em diferentes concentragdes de NiSO,
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Figura 19- Indice de estimulagio celular de individuos do sexo feminino sensiveis e niio sensiveis ao niquel, na
presenca de soro AB” ¢ autélogo, utilizando 2 x 10° PBMC em diferentes concentragoes de NiSOy

Individuos do sexo masculino com manifestacdes clinicas bucais, considerados

sensiveis a0 niquel, apresentaram um indice de estimulagio celular superior aqueles
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do sexo masculino niio sensiveis, atingindo valores bem préximos do indice de 2.5, na
concentracio de 10 pg/ml de NiSOy, conforme mostrado na figura 18.

Por outro lado, os resultados da figura 19 mostram que PBMC de individuos
do sexo feminino com manifestacdes clinicas bucais (sensiveis), atingiram indices de
estimulacio considerdveis (>2.5), quando foram estimuladas com sulfato de niquel,
numa concentracio de 10 ug/ml, independente do soro utilizade. Neste grifico,
também foi observado, que os indices de estimulacio celular dos individues nio

sensiveis (grupo controle) foram muito baixos nas diferentes concentracdes de NiSOy.

207

200 - — e 3 - i s Tt 8

|NDICE DE ESTIMULACAD
:

0,50

AB+

SOROS
Figura 20 - Indice de estimulacio celular de individues do sexo masculino sensiveis na presenca de soro

AB' ¢ autélogo, utilizando 2x107¢3 x10° PBMC em diferentes concentracdes de NiSO,
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Figura 21- Indice de estimulagio celular de individuos do sexo feminino sensiveis a0 niquel na presenca
de soro AB" e auntdlogo utilizando 2 x 10% ¢ 3 x 16° PBMC em diferentes concentracdes de NiSO,

Na figura 20 pode ser observado que independentemente do tipo de soro
utilizado, AB* ou autélogo, o indice de estimulacao celular com 3 x 10° PBMC foi
bastante inferior, quando comparado com o indice de estimulacio utilizando 2 x 10°
PBMC em individuos do sexo masculino. Entretanto, em individuos do sexe feminino,
os indices de estimulacdo celular foram bem mais elevados (22.5), quando foram
utilizadas tanto 2 x 10° PBMC na presenca de soro AB', quanto 3 x 10° PBMC na

presenca de soro aut6logo, como mostrado na figura 21.
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Figura 22- indice de estimulacio celular de individuos do sexo masculino sensiveis ao niquel, na presenga de soro
AB" ¢ autologo em diferentes concentragoes de NiSO,, independentemente do namero de células
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Figura 23 — indice de estimulaco celular de individuos do sexo feminino sensiveis ao niquel, na presenga de soro
AB" e autologo em diferentes concentragies de NiSO, independentemente do namero de células

As figuras 22 e 23 mostram que independentemente do numero de células

utilizadas (2 x 10° e 3 x 10%), o indice de estimula¢do celular foi sempre superior,

quando se utilizou NiSO4 na concentraciio de 10 pg/ml e na presenca de soro autologo,

tanto em individuos do sexo feminino quanto em individuos do sexo masculino.

Entretanto, esses indices foram bem mais elevados (> 2.5) em individuos do sexo
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feminino, quando foi utilizado soro autélogo em compara¢io com o soro AB', que

mostrou um indice inferior, embora ainda superior ao indice de estimulac¢io de 2,5.
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Flgura 24 — Indice de estimulagiio celular em individuos do sexo feminino sensiveis ao niquel, na presenca de 2 x
10° e 3x10° PBMC em diferentes concentragies de NiSO,, independentemente do soro utilizado

A figura 24 mostra que na concentracio 10ug/ml de NiSOy4 o indice de
estimulaciio celular foi bastante elevado (>2.5) utilizando tanto 2 x10%, quanto 3 x 10°
células, em individuos do sexo feminino independentemente do soro utilizado.
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Figura 25- indice de estimulaciio celular de individuos do sexo masculino e feminino sensiveis ao miquel, na
presenca de soro AB” e autélogo, com 3 x 10° PBMC em diferentes concentragies de NiSO,
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Figura 26- indice de estimulagdo celular de lndmduos do sexo masculino e feminino sensiveis ao miquel, na
presenca de soro AB” e autélogo, utilizando 3 x 10° PBMC em diferentes concentracoes de NiSO,
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Figura 27- indice de estimulacio celular em individuos do sexo masculino e feminino sensiveis ao miquel, em
diferentes concentrages de NiSO,, independentemente do soro, utilizando 3 x 10° PBMC

As figuras 25, 26 e 27 mostram que os indices de estimulagio celular dos
individuos do sexo feminino foram superiores a 2.5, quando comparados com os
indices dos individuos do sexo masculino, utilizando 3 x 10° PBMC, na presen¢a de

soro autélogo, e 10 pg/ml de NiSOs. Além disso, quando se analisa o indice de
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estimulagdo celular dos individuos agrupados pelo sexo, foi observado que o indice

continua sendo superior na presenca de soro autologo e sulfato de niquel na

concentracio delOupg/ml.
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Figura 28- Indice de estimulaciio celular de individuos do sexo masculino e feminino sensiveis a0 niquel na
presenga de soro AB" e autologo em diferentes concentragoes de NiSQy, utilizando 2 x 10° PBMC

A figura 28 mostra que o indice de estimula¢iio celular foi elevado (= 2.5) na
presenca de soro autdlogo e NiSO4 na concentraciio de 10 pg/ml, utilizando 2 x 10°
células por poco. Da mesma maneira quando foi utilizado o soro AB", o melhor indice

de estimulaciio ocorreu na concentracao de 10 pg/ml.
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Figura 29 — Média dos indices de estimulacio celular em individuos do sexo feminino sensiveis ao niquel, utilizando
2 x 10° e 3 x 10° células, na presenca de soro AB' e autologo em diferentes concentragies de NiSO,
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A média dos indices de estimulacio foi elevada (= 2.5) quando se utilizou 2 x
10° células, na presenca de soro autélogo e na concentraciio de 10 pg/ml de NiSO,.

conforme mostra a figura 29.
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Figuras 30a e 3 b - Média dos indices de estimulacio celular de individuos do sexo masculine ¢ feminino nao
sensiveis a0 niquel (grupo controle) na presenca de soro AB” e autdloso, em diferentes concentracoes de extrato e
sulfato, utilizando 2 x 10° PBMC

As figuras 30a e 30b mostram que os individuos do sexo masculino e feminino,
representantes do grupo controle, apresentaram valores medios de estimulaciao
celular bastante reduzidos, tanto na presenca de soro AB™ quanto autblogo, bem como

quando foram utilizadas diferentes concentra¢des de extrato e sulfato de niquel.
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Figura 31- Médias dos indice de estimulacio celular de individuos do sexo masculino sensiveis ¢ niio sensiveis ao
niquel, na presenca de soro AB” ¢ autologo, utilizando 2 x 10° PBMC em diferentes concentragies de extrato
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Figura 32- Média dos indices de estimulacio celular de individuos do sexo feminino sensiveis ¢ nfio sensiveis ao
niquel, na presenga de soro AB” ¢ autdlogo, utilizando 2 x 10° PBMC em diferentes concentracies de extrato

As figuras 31 ¢ 32 mostram que independentemente do agrupamento dos
individuos do sexo masculino e feminino sensiveis e nio sensiveis ao niquel, do tipo de
soro utilizado (AB” e autologo) e das concentracdes de niquel, o extrato proveniente
dos aparelhos ortodonticos nio estimulou a proliferacio de PBMC desses pacientes

nas concentracoes 1.25, 2.5 e 5.0 pg/ml.

Os quadros de andlise de variincia referentes a todas as figuras anteriores,

podem ser encontrados no ANEXO 5.

TABELA 2 - Anilise de correlacio dos indices de estimulagiio celular (tipo de soro, nimero de células,
concentragdes de extrato e NiSO, ), em individuos com teste de sensibilidade cutiinea positivo

Soro / nimero de Extrato Extrato Extrato NiSO, NiSO, NiSO,
células Spg/ml 25pug/ml  1,25pe/ml 10pg/ml Spefml 2.5ue/ml

AB™ (2x10°/3x107) 0,328 01,4964 0.5881* 0,5618* 0,4705 (,5242*
AUT (2x10%3x10%)  0.5840*  0,5892 0,3549 0,62295%  0.5451*  0,5660*
AB'2x10° 01,3363 0.7114* 0,7051* 0,7094* 0,6454 0,7084*
AUT/2x10° 0.5409 0,7070* 0,4411 0,7830* 0.8096%*  (,8002%*
ABT/3x10° 0,3958 -0,0670 0,3518 01,3069 0,1010 -0,1007
AUT/3x10° 0,6317 (14260 0,1138 11,5869 0.3662 0.1219

* Teste sienificativo a 5%
*# Teste sionificativo a 1%
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Na tabela 2, quando foi avaliada a correlagiio entre o indice de estimulagio
celular e o teste de sensibilidade cutinea ao NiSO,, foi observado que o efeito do
extrato, tanto na presen¢a do soro AB* quanto do autélogo, independentemente do
nimero de células, nio mostrou ser significativo, com exce¢io do extrato na
concentracio de 5 ug/ml na presenca de soro autélogo e na concentragio de 1,25
ug/ml na presenga de soro AB". Quando avaliado o NiSOy, na presenca dos soros AB”
e autdlogo, foi observado que independentemente das concentracbes, todas as
correlactes foram significativas, com excecio da concentracio de S ug/ml na presenca
de soro AB".

Quando consideradas 2 x 10° PBMC, foi constatado que no extrato na presenca
de soro AB®, a correlagdo foi significativa nas concentragdes-de 2,5 e 1,25 ug/ml,
sendo que na presen¢a de soro autélogo, apenas a concentragio de 2,S5ug/ml mostrou
ser significativa, todos ao nivel de 5% de probabilidade.

Ainda com 2 x 10° PBMC e soros AB* ¢ autélogo, na presenca de NiSO,, a
anilise mostrou que em todas concentragdes houve significincia da correlacdo entre o
indice de estimulagio celular e o teste de sensibilidade cutinea, com exce¢io da
concentracio de 5 ug/ml de NiSO,, na presenca de soro AB". Dentro da mesma
andlise, os valores obtidos na correlacio foram altamente significativos atingindo 1%
de probabilidade em alguns casos, quando utilizado o NiSO4 na presen¢a de soro
autologo e 2 x 10° PBMC.

Na mesma correlacio estudada, os indices de estimulagio celular utilizando 3
x 10° PBMC nio foram significativos, tanto na presenca de extrato quanto de NiSO,,

independentemente das concentragdes, ¢ dos soros AB" ou autélogo.
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PORCENTAGEM

indice de Estimulagao* Teste de Sensibilidade cutinea
positivo

Figura 33 - Porcentagem de individuos sensiveis ao niquel com indice de estimulagio celular superior a 2.5 e teste
de sensibilidade cutiinea positive ao NiSO,
*Ensaio de proliferacéo celular utilizando 2 x 10° PBMC, soro autologo e 10pg/ml de NiSO,

A figura 33 mostra que 54% dos individuos que apresentavam
manifestacoes clinicas bucais tiveram indice de estimulacio celular superior a 2.5,
considerando o ensaio de proliferacio celular utilizando 2 x 10°, soro autblogo e
10pg/ml de NiSOj4, enquanto que 46% desses mesmos individuos manifestaram reacio

positiva ao teste de sensibilidade cutinea com sulfato de niquel a $%.
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Figura 34- indice de estimulagio celular de pacientes com e sem manifestagdo clinica bucal, utilizando 2 x 10°
PBMC, na presenca de soro autélogo e 10pg/ml de NiSO,4
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A figura 34 compara os indices de estimulacio de PBMC de individuos que
nio apresentavam manifestacbes bucais (nfio sensiveis), com os indices de estimulacio
de PBMC des individuos que apresentavam manifestacdes clinicas bucais (sensiveis).
Células dos individuos nfio sensiveis tiveram um indice médio de estimulagio de 1.71,
enguanto gue, as células dos individuos sensiveis atingiram 3.25.

A viabilidade das células mononucleares do sangue periférico em cultura, foi
determinada através do estimulo na presenca de mitégeno (PHA), utilizando 1,5 x 10°
células e soro autélogo. Os resultados mostraram que o indice de proliferaciio celular,
apds o estimulo mitogénico, foi significativamente superior ac controle, indicando que
todas as células testadas nos experimentos apresentavam boa viabilidade,

A avaliacio da concentracfio de citocinas, Interferon-y e Interleucina 5 nos
sobrenadantes das culturas de PBMC de pacientes sensiveis e niio sensiveis ao niguel,
foi realizada, utilizando o método de extrapolacfic a partir da curva de regressio
linear, construida com os valores da curva padriio da citocina recombinante (ANEXO
4). Os resultados mostraram que ndo houve preducio significativa de IFN-y ¢ IL 5 nos
sobrenadantes coletados apés 24 ¢ 48 horas de cultive, guando as células eram

estimuladas com extirato ¢ sulfato de niquel.
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DISCUSSAO

Segundo GREPP] ef al®®, 1981, dados da literatura mostram que a freqliéncia
de hipersensibilidade ao niquel dobrou nos ultimos anos ¢ tem sido estimado gue enire
15 e 30% da populacio em geral apresenta sensibilidade ao niquel, sendo mais comum
nas mulheres do que nos homens, atingindo principalmente individuos na faixa etaria
de 10 a 20 anos, que corresponde ao periode mais comum de tratamento ortodontico.
Além disso, a incidéncia de reacdes de dermatite de contato ao niguel nfio tenderd a
diminnir no futuro, a0 contrdrio, a prevaléncia femderda a aumentar, devido 2
utilizacio mais fregiiente do niquel nas novas ligas metilicas que hoje vém
substituindo metais preciosos.

Nos filtimos 10 anos, a pritica ortoddatica vem alcancando um mimero
eada vez maior de pacientes. De um modo geral, os braguetes ¢ arcos utilizados nesses
tratamentos apresentam diferentes composicbes de metais e alguns coatém mais de
55% de niquel, representando portanto, fonte potencial de liberacio de niquel so
ambiente Acido da cavidade bucal. Sabendo que o niquel € capaz de sensibilizar o
individuo e até mesmo causar reacdes alérgicas severas, o uso dessas ligas com
seguranca é questiondvel.

Comparando o processo de corrosio de ligas de aco inoxidavel, através
de testes de corrosiio por polarizaciio eletroquimica e por imersfio, PLATT e al®,

1997, verificaram que algumas ligas de ac¢o inoxiddvel foram mais resistentes &
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corrosio do gue outras, mostrando dessa forma, uma preocﬁpagﬁo com a liberacio
de niquel dos aparelhos ortoddaticos pelo processo de corrosio no meio bacal.

Sendo assim, utilizamos em nosso estudo quatre diferentes montagens de
aparethos ortoddnticos que foram submetidas a processo de corrosiio por imerso,
com o objetive de avaliar os niveis de niquel proveniente dessas montagens para
serem utilizados nos ensaios de proliferaciio celular. Os resultados mostraram que 08
niveis de niquel liberado nos 7 primeiros dias foram relativamente baixos. No entanto,
apés 30 e 60 dias de corroso, esses niveis alcan¢aram 40pg/ml Por outro lado, os
niveis de cobalto e cromo, dosados nas amostras de 60 dias de imersdo, foram
insignificantes (Figura 1 ¢ ANEXO 3). Diferentemente, PARK e al ™, 1983,
analisando a liberacio de niquel ¢ cromo de aparethos ortoddnticos verificaram gue,
apés 12 dias de corrosio, a2 quantidade de niquel maxima liberada era de 30,2pg/ml e
de cromo 10pg/mi Por outro lado, BARRET et al’, 1993, encontraram um pico
méximo de liberacio de niguel por volta do 7° dia de corrosdo dos aparelhos,
havendo um progressivo declinio até o 28° dia.

As diferencas nas concentraces de niquel, em funcio do tempo de corrosio,
encontradas nesse trabalho quando comparadas com outros autores, pode ser devido
a utilizacio nos ensaios, de diversos tipos de aparelhos, que segnndo MALJER &
SMITH®, 1986, ¢ WICHELHAUS er al¥, 1997, existem diferengas comsideriveis
entre fabricantes em relacfio aos elementos das ligas e suas superficies, como também
a presenga de porpsidades ¢ gretas nos materiais, que podem favorecer o processo
corrosivo. Além disso, deve-se notar que a corrosio in vivo pode ser influenciada por

alguns fatores, tais comeo: temperatura, quantidade e gualidade de saliva, placa
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bacteriana, pH, proteina, propriedades fisicas e quimicas de alimentos e liquidos e
condicdes de sadde geral e bucal, contribuinde para maior ou menor liberaciio de
niquel.

Q teste de sensibilidade cutinea ao niquel tem sido utilizado na rotina, nie s6
para avaliar a incidéncia da reaglio de hipersensibilidade ao niquel da populagio de
um modo geral, como também para fins de diagnésticos (FISHER & SHAPIRO?,
1956; MARCUSSEN®, 1959; PELTONEN er al™, 1979; VEIEN ef al.%, 1982; JONES
et al., 1986 ¢ DIOGENES et al.', 1997).

No presente estudo, foi verificada a correlaciio do teste de sensibilidade cutinea
positivo com o tempo de exposiciio ao tratamento ortodontico ¢ idade, em individuos
do sexo feminino, demonstrando que havia uma correlacio negativa em relacho ao
tempo de exposicio, indicande que quanto maior a duragio do tratameato
ortoddntico, menor a sensibilidade ac teste cutfineo. Por outro lado, nio havia
correlaciio com a idade, que variava de 11 a 22 anos (Tabela 1). Esse resultado
corrobora os dados de FEASBY ef al®®, 1988, em que reagbes positivas ao teste de
sensibilidade cutines, também nfo aumentaram significativamente com o tempo
maior de exposi¢iic aos aparelhos.

JONES er al>5, 1986 ¢ BASS ef al®, 1993; estudando pacientes sob tratamento
ortoddutico, procuraram estabelecer correlagio entre sexo, idade, histéria prévia de
alergia a joias com a hipersensibilidade ao niguel, através do teste de sensibilidade
cutinea e verificaram que individuos do sexo feminino apresentavam maior indice de
positividade ao teste de sensibilidade cutinea ao sulfato de niquel, da mesma maneira

gque em nossos resultados (ANEXO 1). Esses dados sie ainda reforgados por
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KEROSUO ef al¥, 1996, que também enconfraram maior namero de individuos do
sexo feminino com reacio positiva ao teste de semsibilidade cutinea. Fipalmente,
JANSON ef al®, 1998, estudando cento e setenta individuos submetidos ao teste de
sensibilidade cutinea ao sulfato de niquel 2 5%, antes, durante e depois do tratamento
ortodéntico, verificaram que a freqiiéncia de reagdes positivas ao teste era guatro
vezes maior nos individuos do sexo feminino, quando comparado com os individaos do
sexo masculino.

A tolerncia imunolégica induzida pelo niquel foi descrita por VREEBUR et
al®, 1984, em modelo animal, quando foram realizadas administragdes orais de
niquel em cobaias, através de um splint fixado em seus dentes, ou pela incorporagio
de pos metalicos, ou sais na forma de pilulas de alimento. Os resultados mostraram
que a administraciio oral de niquel induziu a um cstado de tolerincia parcial pesses
animais, Segundo esses mesmos auntores, a indugiio de um estado de tolerfincia parcial
poderia contribuir para reduzir a incidéncia de problemas alérgicos em pacientes
submetidos a fratamentos ortoddnticos, em que ligas contendo niguel sfo
freqiientemente utilizadas, Considerando gue, em nosso estudo, a correlaciio do teste
de sensibilidade cutinea positivo com o tempo de exposigio foi negativa, ao nivel de
significincia de 5% (tabela 1), esse dado sugere que a exposiciio continua ao aparelbo
orteddntico, pode induzir a um estado de tolerdncia imunolégica em alguns pacientes,
em concordincia com os resultados de VREEBUR ef al.%, 1984,

Os linfocitos sdo células brancas produzidas nos tecidos linfoides e distribuidas
pelo corpo. Os linfocitos que passam pelo timo, sio ativados e se tornam finfocitos T

imunologicamente competentes. Em torno de 70 a 80% do total de linfécitos sao
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considerados linfocitos T, Linf6eitos T humanos sio capazes de reconhecer antigenos
gspecificos, execntar funcbes efetoras e regular o tipo e intensidade da resposta imune
humoral e celular,

Duas sub-populactes de linféeitos T tém sido demonstradas atraves de
anticorpos monoclonais dirigidos a antigenos na superficie celular. Os linfécitos T
auxiliares (helper) também chamados linfocites T CD4+ sdo responsiveis pelo
reconhecimento de microrganismos patogénicos, corpos estranhos. Os linfocitos T
supressores {suppressor) ou citotéxicos, também chamados linfécites T CD8+ sio
responsdveis pelo controle da resposta imane (EGGLESTON"™, 1984).

O ensaio de proliferaciio de linfocitos T in vitre ¢ um processo pelo qual novas
molécuias de DNA sdo sintetizadas e os linfécitos sofrem divisio celular apdés um
estimulo antigénico. Os linfocitos anmentam de tamanho, o citoplasma se torna mais
extenso, os nueléolos s@o visiveis no nuacleo ¢ os linficitos sdo denominados de células
blasticas (blastos). Os linfécitos de animais imunizados e de humanos proliferam em
resposta a antigenos para os quais estio semsibilizados. Essa resposta in vifro
correlaciona com a existéncia de uma hipersensibilidade celular do tipo tardia (Tipo
V).

O ensaio de proliferagio de linfocitos T in vifro, também denominado
blastogénese, tem diversas aplicacdes como teste de diagnéstico para uma variedade
de antigenos, alérgenos ou patégenos, bem como na determinacio de citocinas: IL-5,
IFN—y, etc (MALUISH & STRONG®, 1986).

Considerando que o ensaio de proliferacio celular in vitro utilizando niquel

como antigeno, ainda ndc estd adequadamente padrenizado na literatura, pois,



DISCUSSAQ 91

envolve uma série de varidveis com relagiio ao némero de PBMC, tipe de soro, tipo de
antigeno, concentracio do antigeno, tempo de cultivo, etc, ocorren-pos investigar a
melhor condicio para estabelecer o ensaio, gue permita diferen;:iar melhor, a resposta
celuiar de individuos sensiveis e nfio sensiveis ao niquel.

Diante disso, o ensaio de proliferacio celular realizado inicialmente, com
PBMC de individuos do sexo masculino ¢ feminino, teve como objetivo avaliar o
padrioc de resposta desses dois grupos de pacientes, independentemente da
sensibilidade ou nfic ao miquel. Os resultados mostraram gue, de acordo com AlL-
TAWILY, 1981, individuos do sexo feminino apresentam maior semsibilidade ac
giguel, 0 que pode ser comprovado pelos indices de estimulagiio celular, apresentados
nas figuras 16 e 17, com valores mais elevados, guando se utilizou sulfato de niguel, na
concentragio de 10ug/ml

Comparando o perfil da resposta de proliferagio celular dos individuos do sexo
masculino e feminino, sensiveis ¢ nfo sensiveis ao niquel (Figaras 18 ¢ 19), pode-se
verificar que, de fato o teste de proliferagiio permitiu diferenciar esses dois grupos de
individuos, uma vez que o indice de estimulagiio foi bastamte superior nagueles
individuos sensiveis, diferentemente dos individuos controles, gue apresentaram
indices bem inferiores, Esses dados estiio de acordo com HUTCHINSON ef al¥, 1972,
que utilizando indice de estimulacfio inferior a 2.5, puderam diferenciar grupos de
pacientes controles. Além do que, todos os pacientes, representantes do grupo controle
em nosso estudo, apresemtaram fndices inferiores a 1.6, independentemente da

copcentracio de NiSQ, utilizada no ensaio (figuras 18, 19, 30a e 30b).
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Quando foram avaliadas as interagbes das varidveis sexo, nimero de células,
tipo de soro e concentragio de niquel, conforme resultados mostrados nas figuras 20,
21, 22, 23 e 24, observamos que, no grupo de individuos do sexo masculino sensiveis ao
niquel, a maior proliferacio celular ocorren, guando se utilizou 10ug/ml de NiSQ,, na
presenca de soro autdlogo, independentemente do niimero de PBMC. Ainda assim, os
piveis do indice de estimulacio celular nesse grupo de pacientes masculinos, nio
atingiram o parimetro de 2.5, estabelecido neste estudo. Porém, se enquadram dentro
do limite estabelecido por AL-TAWIL et all, 1981, que definem como referéncia o
indice de 2.0 para diferenciar pacientes sensiveis e néio sensiveis ao niquel.

Dentro dessa mesma abordagem, os indices de estimulagiio de PBMC dos
individuos do sexo feminino, foram analisados e pode-se observar valores
relativamente mais elevados. Sendo assim, quando foi utilizada a concentragio de 10
ug/ml de NiSO,, independentemente do niimero de células, os indices de esfimulacio
celular ultrapassaram 2.5 na presenca de soro AB”, e alcancaram o valor de 4.0, na
presenca de soro autblogo. Esses resultados indicaram portanto, que também nos
individuos do sexo feminino, as PBMC responderam methor na concentragio de 10
ugiml de NiSO,, e na presenca de soro autélogo. E finalmente, quando foi analisada a
interagio das varidveis nimero de células e NiSQ,, independentemente do tipo de
soro, os indices ultrapassaram consideravelmente o valor de referéncia de 2.5, tanto
com 2 x 10° quanto 3 x 10° PBMC na concentraciio de 10 pg/mi de NiSO,, reforgando
os resultados de GRIMSDOTTIR ef al.*®, 1994, que utilizando 3 x 10° PBMC, plasma
autdlogo e NiSO; na concentracio de 10 pg/ml obtiveram indices de estimulaciio

celular significativos.
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SVEJGAARD ef al®, 1978; EVERNESS ef al.”, 1993, ¢ AL-TAWIL ef al.’,

1981, utilizaram diversas concentragbes de NiSO, em sens experimentos, buscandeo
definir melhor a concentracio desse alérgemo, gque até emtdo, mdo estd bem
determinada ¢ parece ser uma importante varidvel no ensaio de proliferagio de
finfocitos T in vitro. Considerando dessa forma, os resultados apresentados nas figaras
25, 26 ¢ 27, apontaram para a concentracio de 10pg/ml de NiSO,, como sendo a mais
indicada para estabelecer a diferenciaciio entre indices de proliferacio celular. Sendo
assim, os indices de estimulacio celular dos individuos do sexo feminino foram
superiores a 2.5 quando comparados com os indices dos individuos do sexo mascalino,
utilizande 3 x 10° PBMC na presenca de soro auttloge ¢ 10 ug/mi de NiSO,. Além
disso, quando se analisou o indice de estimula¢io celular dos individuos agrupados
pelo sexo, foi observado que o indice continua sendo superier na presenga de soro
autélogo ¢ sulfato de niquel na concentracio delOug/mi.

Mais nma vez, o indice de estimulacio celular foi bem elevado, quando
analisado em grupos de individuos do sexo feminino ¢ masculino, utilizando 2 x 10°
PBMC, na concentraciio de 10pg/mi de NiSOy, na presenca de soro autdlogo (figura
28). Da mesma maneira, a figura 29, representando a média dos indices de
estimulacio celular em individuos dos sexo feminino nas mesmas condi¢des descritas
acima, repetin os resultados anteriores ¢ eorrobora os dados d¢ EVERNESS er al?,
1994.

Diferentemente dos resultados dos indices de estimula¢iio celular apresentados
pelos pacicntes sensiveis ao niquel, os individuos representantes do grupo controle

apresentaram valores médios de estimulagdo celular, bastante reduzidos, tanfo na
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presenca de sore AB™ quanto autélogo, bem como, quando foram utilizadas diferentes
concentraches de extrato e NiSO; (figuras 30a e 30b), de acordo com
GRIMSDOTTYIR ef al.*, 1994.

Objetivando avaliar se o niquel liberado de aparelhos ortoddnticos (extrato)
era capaz de estimalar a proliferacio de PBMC da mesma maneira que o NiSO,, os
resultados das figuras 31 e 32, mostraram gue, ao contririo, o extrato causou inibi¢io
da proliferacio celular de maneira dose-dependente. E somente altas dilui¢des do
extrato foram capazes de induzir discreta estimulagio celular. Nessas condigies, havia
uma equivaléncia entre a quantidade de niquel presente no extrato e no sulfato,
correspondendo a concentracio de miquel em torno de 1.25pug/ml no extrato ¢ de
10pg/mi na solucio de NiSO, Da mesma maneira, esses resultados estdo de acordo
com GRIMSDOTTIR e a¥, 1994, que verificaram que somente concentracdes
mais elevadas do extrato, eram capazes de causar citotoxidade.

A resposta de profiferaciio celular de 34 pacientes na faixa etiria de 16 a 64
anos, com dermatite de contato ao niquel avaliada por SILVENNOINEN-
KASSINEN®, 1980, utilizando sulfato de niguel (NiSQ,), tuberculina (PPD),
fitohemaglutinina - P, mitégenc de trigo e concanavalina A, mostrou que a
estimulacio por mitégenos nio era significativamente diferente entre o grupo confrole
¢ 0 grupo de pacientes alérgicos. Da mesma maneira, em nosso experimento, através
do estimulo por PHA, confirmamos a viabilidade das PBMC dos individuos
estudados,

O indice de estimulaco celular de 2.5, correlacionou methor com a presenga de

manifestacdio clinica bucal do que o teste de sessibilidade cutinea ao niquel; ama vez
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que, 46 % dos individuos com manifestagiio clinica bucal, apresentou resuitados
positivos ao teste (figura 33).

A figura 34 mostra os indices individuais de estimula¢fio celular, em pacientes
com ¢ sem manifestagio clinica bucal. Assim, foi possivel notar, que havia uma maior
dispersio dos indices no grupo de individuos com manifestacio clinica bucal
Entretanto, estes valores concentravam suma faixa préxima de 3.0, com alguns
individuos apresentando indices bem mais - elevados, caracterizando assim, a
variabilidade individual da resposta de proliferacio celular, conforme ja descrito por
VIEIN ef al%, 1985. Por outro lade, os indices de estimulagfio celular de individuos
sem manifestaciio clinica bucal, se mostraram mais homogéneos, com média de 1.71,
refletindo a auséncia de sensibilidade ac niguel nesses individuos.

A andlise da fabela 2, mostrou que, no ensaio de proliferaciio celular, utilizando
2 x 10° PBMUC, soro AB" e autélogo, na presenca de 2,5, 5 e 10ug/ml de NiSO, e 1,25 ¢
2,5ug/ml de extratec houve significincia na correlagiio entre o indice de estimulaciio
celular ¢ o teste de sensibilidade cutinea positivo. Os valores obtidos na correlagio,
foram altamente significativos, atingindo 1% de probabilidade em alguns casos. Esses
dados reforgam, a possibilidade da utilizacfic do ensaio de proliferacio celular in vifro,
como método confidvel para diagnéstico da sensibilidﬁde ao niquel.

Finalmente, para a anilise das concentra¢des de citocinas presentes nos
sobrenadantes de 24 e 48 horas das culturas estimuladas por extrato ¢ sulfato de
niquel, utilizamos o méfodo de extrapolacio, a partir de uma corva de regressio
linear comstruida com a densidade otica obtida da curva padrie da citocina

recombinante em cada placa. Os resultados mostraram gue a produciio, tanto de IFN-
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y quanto IL-5, nfo foram significativos nas condigGes utilizadas nesse experimento.
Acreditamos que outros periodos de incubagiio das células na preseaca de niguel
devam ser utilizados na anilise do padrio de producio de IL-5 e IFN-y, uma vez que,
segundo VIANA ef al., 1994, niveis elevados de IFN-y em sobrenadante de cultura de
PBMC s6 foram obtidos apés 144 horas de cuitive. No presente estudo, ndo foi
possivel introdazir outras variaveis de tempo de incubagio, pelo fate de varios outros
fatores j& estarem semdo testados (soro AB' ¢ autélogo, concentragio de células,
extratc ¢ Nié()g, o que limitava o emsaio devido ao pequeno nimero de céluias
disponiveis de cada paciente. Por outre lado, a ndo detecgio de niveis significativos de
IL-5 ¢ IFN-y nos sobrenadantes utilizados, nfio impede que outras citocinas estejam
também presentes. Assim, existe interesse em continuar esse estudo, avaliando os
niveis de outras citocinas, tal como o TNF-g, que por ser uma citocina pro-
inflamatéria, pode desempenhar um papel importante no desenvolvimento da reagio
de hipersensibilidade ao niguel, naqueles pacientes, que apresentam manifestagbes
clinicas bucais quando em uso de aparelhos ortodénticos fixos.

Pode-se observar o nso crescente de ligas niquel-titinio na ortodontia atual.
Estas ligas, conforme relatos anteriores, contém altas concentraches de niguel, gue
liberado mo meio bucal, pode causar manifestacBes clinicas bucais severas. E
fundamental que scja incluido na anamnese de rotina, 2 histéria alérgica do paciente.
E ainda, quando necessirio, antes de iniciar um tratamento ortodéntico, indicar os
testes de diagnostico de alergia ao niguel, como o teste de proliferagio celular, descrito
neste trabalho, E importante comsiderar, que os processos alérgicos ligades a

materiais odontolégicos, como o niguel, podem ser observades com muita frequéncia
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em nossas clinicas. Sendo assim, é imperativo gue os fabricantes informem em seus
produtos, os riscos de uma possivel sensibilizaclio e procurem desemvolver produtos
para a pritica ortoddntica e odontolégica em geral que nio envolvam altas
concentracdes de niquel, e criem ainda mais opg¢des de materiais com menor poder

sensibilizador,
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CONCLUSOES

Diante dos resultades obtidos, das analises, interpretacdes e da discussio
estabelecida, em relagio ao perfil imunologico de pacientes sensiveis ao niguel
proveniente dos aparelhos ortoddnticos, pode-se concluir que:

s O extrato contende niguel proveniente da corrosio dos aparelbos
ortoddnticos, ndo foi capaz de induzir a proliferacio celular em individuos
sensiveis ao niguel, nas concentracbes utilizadas neste estudo;

e As condicbes ideais do ensaio de proliferaciio celular in vitra, para
diferenciar individuos sensiveis & niio sensiveis ao niguel, envolveram a
atilizaciio de 2 x 10° PBMC, na presen¢a de soro autélogo e 10ug/ml de
NiSOgy;

e Quanto maior o tempe de exposicio ao aparelho ortodéntico, menor a
sensibilidade ao teste cﬁtﬁneo, independentemente da idade, em individuos
do sexo feminino;

¢ Nao houve produgiio significativa de citocinas IFN-y e H-5 =nos
sobrenadantes coletados apés 24 ¢ 48 horas, das culturas de PBMC de

pacientes sensiveis a0 niquel.
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ANEXO1

*OBS: F - Feminino; M — Masculino; ND — Nio realizado; NR ~ Niio refatado
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\"a ANEXO2
§ ,é* UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Y FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICAB!
= CEP — COMITE DE ETICA EM PESQUISA

LIDICAME
PARECER DO CEP — FOP/UNICAMP

Comunicamos gue o protocolo de Pesquisa referente a0 Projeto:

Titulo do Projeto de Pesguisa:
“pvaliacio do perfil imunolégico de pacientes alérgicos ao niquel existentes em componentes dos
aparethos ortoddnticos.”

Pesquisador Orientador/Orientado;
Profs. Drs. Darcy Flavio Nouer e Lucia Alves O. Fraga/ Marcelo Marigo

Apresentadc a este Comité para analise ética, segundo a Resolugio CNS 196/96, do
Conselno Nacional de Saltde, de 10/10/96, e de acordo com copia do projeto arquivada em
nosea secretaria, foi considerado:

[ X JAprovado.

[ }Aprovado com pendéncia, devendo © Pesquisador encaminhar as modificacbes
sugeridas em anexo para complementagao da analise do Projeto.

[ }Com pendéncia.

I ]Reprovado.

Andlise e parecer do relator {com resumo do projeto):

Neste frabaiho pretende-se analisar comparativamente a resposta imunolégica de pacientes, sob
tratamento ortoddntico, ao niquel proveniente dos aparethos metalicos usados nesta terapia. Pretende-se
compreender melhor a resposta imune ao niguel e estabelecer pardmetros imunciogicos para um
diagnéstico diferencial de pacientes portadores ou nao de hipersensibilidade ao niguel quando submetidos
ao tratamento ortodéntico. O projeto tem uma preocupacao com oS niveis de infoxicag@o por metais que ja
s&o ohservados clinicamente em pacientes com aparelhos ortodOnticos metalicos, bern como as reagdes de
hipersensibilidade ao niquel, cujas manifestagdes clinicas comprometem a satide bucal do paciente.
Recomendamos a aprovagio por entender que o mesmo atende as exigéncias da Resolugio CNS 196/96.

7 ;

/ @FMAMP

-
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ANEXO 3

cos Tempo de

{montagens) :mrr o ._r._amd “

1

,04 & o limite de deteccio do aparefho de espectrofotometria de absorgdo atdmica usado.



ANEXO0S 104
ANEXO 4

Curva Padrdo IL-5

1.4

——

e

2 @9
E o LI

Desnsidade Otica

o O
[

-

o
YL
A

50 25 12, 8,2

Concentragiio de IL-5 em ng/mi _

Curva Padrio de IFN-Y

Densidade Otica

Concentragio de IFN-y em ng/mti



ANEXOS

ANEXO S
Quadro de analise de varidncia referente a ﬁ_gura WwW2elvd
CAUSA DE VARIACAO G.L. 8Q. QM F
FATOR HOMEM 1 3,1211  3,1211 6,1061 %
FATOR SORO 1 28224 28224 55217
FATOR CONCENTRAGAQ 2 57634 12,8817 5,6377**
FATOR HOMEMxSORO 1 2,0164 20164 3,9449NS
FATOR HOMEMxCONCENTRACAC 2 0,7609 0,3805 0,7443 NS
FATOR SOROXCONCENTRACAO 2 41042 2,0521 4,0147*
FATOR HOMEMxSOROXCONCENTRACAQ 2 1,3411  0,6706 1,3119NS
(TRATAMENTOS ) 11 199295 11,8118
RESIDUO 24 122675 05111
Desvie Padrio = (,7149 Coeficiente de Variagio = 56,8921
Quadro de andlise de variincia referente 2 figwraIV3 e V.5
CAUSA DE VARIACAQ G.L. 8.Q QM F
FATOR MULHER 1 44,8345 44,8345 4,1823*
FATOR SORO 1 2,7292  2,7292 0,2546 NS
FATOR CONCENTRACAO 2 16,2336 8,1168 0,7572 NS
FATOR MULHERXSORO 1 32102 3,2102 0,2995NS
FATOR MULHERXCONCENTRACAO 2 32385 1,6193 0,1511N8
FATOR SOROxCONCENTRACAQO 2 0,7240 0,3620 0,0338 NS
FATOR MULHERXSOROXCONCENTRACAQ 2 0,4581  0,2290 00214 NS
{TRATAMENTOS ) 11 71,4282 64935
RESIDUO 24 9004843 10,7201
Desvio Padriio = 3,2741 Coeficiente de Variacio = 154,7832
Quadro de andlise de varidncia referente 3 figuraiV.é e V.8
CAUSA DE VARIACAO G.I. 8.Q. QM F
FATOR N° CELULAS 1 50435  6,0435 12,6529 **
FATOR SORO 1 22280 22280 4,6646*
FATOR CONCENTRAGAO 2 43574 21787 4,5614*
FATOR N* CELULASXSORO 1 33174 33174 6,9455%
FATOR N° CELULASxCONCENTRAGAO 2 19201  0,9600 2,0100 NS
FATOR SOROXxCONCENTRACAO 2 20434 10242 2,1443 N8
FATOR N° CELULASxSOROxCONCENTRACAO 2 3,9078 1,9539 4,0507*
(TRATAMENTOS) 11 238227 2,1657
RESIDUG 30 143292 04776

Desvio Padriio = 0,6011 Coeficiente de Vartagho = 62,0894



ANEXOS

Quadro de andlise de varifdncia referente & figura IV.7,1V.9, IV.10 e IV.15

CAUSA DE VARIACAD G.L. 8.0Q. QM F

FATOR N° CELULAS i 8,1135  8&,1135 9,6317NS
FATOR SORO i 53,5639 5.563% 0A4332NS
FATOR CGNCENTRACAO 2 41,1212 20,5606 1,6007 NS
FATOR N° CELULASXSORO 14 33,6692 33,6692 26213 NS
FATOR N° CELULASxCONCENTRACAQ 2 05990 86,2995 0,0233 N8
FATOR SOROXCONCENTRACAO 2 10,0712 50356 0,300NS
FATOR N® CELULASXSOROXCONCENTRAC}AO 2 97075  4,8537 D.3779NS
{TRATAMENTQS ) 11 108,8456  9,8951

RESIDUO 84 10789527 12,8447

Desvio Padrio = 3,5839 Coeficiente de Variagio = 148,1289

Quadro de analise de varidncia referente 2 figura IV.11,1V. 12 e IV.13

CAUSA DE VARIACAD G. L 5Q. QM F

FATOR SEXO i 22,8463 22,8463 57642 %
FATOR SORO i 94252 94252 2,3780NS
FATOR CONCENTRACAO 2 104533 52206 1,3187TNS
FATOR SEXOxSORO i 11,9647 11,9647 3D0187NS
FATOR SEXOxCONCENTRACAQ 2 6,2800 53,1484 0,7923 NS
FATOR SOROxCONCENTRACAC 2 4,6417 23208 00,5855 NS
FATOR SEXOxSOROXCONCENTRACAQ 2 8,034 40067 10109NS
(TRATAMENTOQS ) 1t 73,6253 66932

RESIDUO 48 1902484 13,6935

Presvio Padriio = 1,9909 Coeficiente de Variaciio = 129,2484 h

Quadro de andlise de varifncia referente & fgura IV.14

CAUSA DE VARTACAQ G.L. 8.0Q. oM F

FATOR SEXO 1 16,5581 16,5581 1.2102Z NS
FATOR SORO i 0,3270  0,3270 00,0239 N8
FATOR CONCENTRACAQ 2 17,8944  8.9472 (,6539NS
FATOR SEXOxSORQ 1 10,7143 15,7143 §,7831 NS
FATOR SEXOxCONCENTRACAO 2 0,1396 (,0698 00051 NS
FATOR SOROxCONCENTRACAO 2 4,3248 2,1624 03,1580N8
FATOR SEXOxSOROxCONCENTRACAQ 2 3.6963 18482 01351 NS
(TRATAMENTOS ) 11 53,6546 4,8777

RESIDUO 66 9030334 13,6823

Degvio Padrio = 3,6990 Coeficiente de Variagiio = 154,6190

Quadro de anfilise de varincia referente & ﬁgm'a IV.16a

CAUSA DE VARIACAO G. L. S8.Q .M F

FATOR SEXO i 04734 0,4734 20082 N8
FATOR SORO 1 0,06159  0,0159 00674 NS
FATOR CONCENTRACAO 2 0,3963 00,1981 0,8406 NS
FATOR SEXOxSORO 1 03,0077  0,0077 0,0325NS
FATOR SEXOxCONCENTRACAOQ 2 00521 0,0260 0,1104 NS
FATOR SOROXCONCENTRACAQ 2 0,0120 0,0060 0,0255NS
FATOR SEXOxSOROxCONCENTRACAO 2 0,3512 00,1756 0,7450 NS
{TRATAMENTOS ) 11 1,3084 10,1189

RESIDUO 66 29,8097 0,2357

Desvio Padrio = 0,4855 Coeficiente de Variaglo = 60,4215

166
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Quadro de andlise de varidncia referente & ﬁgura iv.i6b

CALISA DE VARIACAO G L SQ QM F

FATOR 5EXO 1 0,8802 00,8802 3,8040NS
FATOR SORO i 0,0404 0,0404 0,1748 NS
FATOR CONCENTRACA(} 2 3,3624  1,6812 T7.2657%*
FATOR SEXOxS0ORO i 0,0008 00098 00425 N8
FATOR SEXOxCONCENTRACAO 2 00923 0,0461 0,1994 NS
FATOR SORQXCONCENTRACEO 2 09346 04673 2,0196 NS
FATOR SEXOXSOROXCONCENTRACAC 2 0,0047 00023 0,0101 NS
(TRATAMENTOS ) 3 53244 04840

RESIDUO 42 97183 0,2314

Desvio Padrdo = 0,4810 Coeficiente de Variago = 42,0929

Quadro de analise de varidncia referente 8 figura IV.17

CALSA DE VARIACAD GL S8Q QM F

FATOR HOMEM i 02162 02162 2,1678 NS
FATOR SORO 1 0,0034 0,0034 0,0341 NS
FATOR CONCENTRACAO 2 0,0267 00133 0,1338N8
FATOR HOMEMxSORO 1 00084 60,0084 (0842 N5
FATOR HOMEMxCONCENTRAGAO 2 0,2234 01117 1L1199N3
FATOR SOROXCONCENTRACAC 2 00916 0,0458 (4593 NS
FATOR HOMEMxSOROXCONCENTRACAO 2 0,1028 0,0514 (,5154 NS
(TRATAMENTOS ) i1 0,6726 00611

RESIDUQ 24 2,3939  0,0997

Desvio Padrde = 0,3158 Coeficiente de Variacio = 42,1879 -

Quadro de andlise de variincia referente & figura IV.18

CAUSA DE VARIACAD G.L. §8Q QM F

FATOR MULHER i 07181  0,7191 1,5028 NS
FATOR SORO 1 0,0360 00360 0,0752 NS
FATOR CONCENI‘RAC&O 2 0,1642 0,0821 0,1716 NS
FATOR MULHERXSORO i 0,0106 00106 0,0221 NS
FATOR WLHER:(CONCEMRAQAO 2 0,7802 03901 0,8152NS
FATOR SORGXCDNCEN‘I‘RACAO 2 02161 0,1080 0,2258 NS
FATOR MULHERXSOR(}XCONCENTRACAO 2 0,1404 0,0702 0,1467 NS
{TRATAMENTOS ) 11 20666 ©,1879

RESIDUO 84 40,1934 04785

Desvio Padriio = 06,6917 Coeficiente de Variagio = 70,4817
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SUMMARY

Allergies related to dentistry generally are defayed hypersensitivity reactions to
specific dental materials particularly to mickel. Clinical reactions to this metal from
orthodontic appliances include gingival edema, hypertrophy, bleeding, swollen, fissure
lips and chronic eczema of the cheeks. The main diagnostic test for nickel allergy is
the Patch test, which can give false negative results. The purpose of this study was
established immunological parameters for differential diagnosis using patients in
extensive orthodontic treatment and with clinical history to mickel hypersensitivity.
We use lymphocyte proliferation test using nickel leached from ortbodontic metal
appliances and NiSO,.6H20 and ELISA for cytokines on the supernatant of cultured
cells to detect the involvement of Thl anmd Th2 subset. The results showed that
10ug/mi of NiSO; solution was more effective to stimulate PBMC from patients with
oral clinical manifestation when compared with 5 and 2.5xg/ml of NiSO, solutions. On
the other hand, nickel solutions obtained from orthodontic metal appliances inhibited
the proliferative PBMC response to the same patients in a dose-dependent manner,
Statistical analysis showed a positive correlation between persons with clinieal
manifestation and the PBMC proliferation test. Finally, results showed no IL-5 and
IFN-y production on the supernatant of PBMC cells stimulated with either nickel

solutions in those specific conditions used in our assays.
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