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Reswunmo

Silva EVF. Analise in vitro da proliferacdo celular e producdo de mediadores
inflamatérios por células da conjuntiva estimuladas por materiais utilizados na
confeccdo de proteses oculares [dissertacdo]. Aracgatuba: Faculdade de Odontologia da

Universidade Estadual Paulista; 2015.

Resumo

A protese ocular é utilizada para a reabilitacao estética e funcional da auséncia ocular. O
conhecimento da sua biocompatibilidade € importante para a utilizacdo sem reagdes
danosas aos usuarios. O objetivo neste estudo foi avaliar a citotoxicidade de materiais
utilizados na confecgéo de préteses oculares, por meio da andlise da proliferacéo celular
e da producéo de citocinas pro-inflamatorias e de proteinas de matriz extracelular por
células da conjuntiva humana. Inicialmente, foi analisada a influéncia de diferentes
periodos de formacdo e de exposicdo dos extratos de resina acrilica branca (N1),
termopolimerizada em agua aquecida, sobre culturas de células da conjuntiva. Foram
confeccionados 24 corpos de prova em resina, sendo 12 para cada periodo de exposi¢édo
de células da conjuntiva aos extratos da resina testada (24 e 72 horas). Ap6s a formacéo
dos extratos por 24, 48 e 72 horas de imersdao em meio de cultura e, 24 horas em agua

seguido de 24 horas de imers@o em meio, 0s ensaios propostos foram realizados (n=3).



Dissertacéo de Mestrado|

Em seguida, foi avaliado o efeito citotoxico de diferentes métodos de polimerizacéo de
resina acrilica N1 em celulas da conjuntiva. Foram confeccionados 9 corpos de prova
em resina (n=3), termopolimerizados em agua aquecida, por energia de microondas ou
ativados quimicamente, utilizados para a formacdo dos extratos dessas resinas. Os
extratos foram obtidos ap6s 72 horas de imersdo dos corpos de prova em meio de
cultura e, entdo, expostos as células da conjuntiva por 72 horas para a realizagdo dos
ensaios propostos. Adicionalmente, foi analisada a influéncia da presenca do pigmento
acrilico na confeccdo da protese de resina acrilica N1, termopolimerizada em agua
aquecida. Foram confeccionados 9 corpos de prova (n=3): resina N1, resina N1 +
pigmento e, pigmento, utilizados para a formagdo dos extratos desses materiais. Os
extratos formaram-se por 72 horas de imersdo dos corpos de prova em meio de cultura
e, entdo, foram expostos as células da conjuntiva por 72 horas para a realizagcdo dos
ensaios propostos. A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de MTT em culturas de
células Chang, originaria da conjuntiva humana. Foi avaliada a producdo das citocinas
IL1B, IL6 e TNF o e quimiocina CCL3/MIP1a por meio do ELISA e, a expressdo de
RNAm para COL IV, TGF B e MMP9, por meio da técnica de RT-PCR. Os dados
obtidos nos ensaios foram submetidos a ANOVA, seguido pelo teste Bonferroni, com
nivel de significancia de 5%. Quanto maiores 0s periodos de formacéo e de exposicao
dos extratos da resina N1, termopolimerizada em agua aquecida, sobre culturas de
células da conjuntiva, maior a producéo de citocinas pro-inflamatorias e de proteinas de
matriz extracelular. As resinas N1 submetidas aos diferentes métodos de polimerizacéo
apresentaram comportamentos divergentes com relacdo aos ensaios realizados. A resina
polimerizada pela energia de microondas proporcionou citotoxicidade discreta devido a
reducdo da proliferacdo celular e aumento da concentracdo de IL6. Quanto a influéncia

da presenga do pigmento acrilico na confeccdo da protese de resina N1,
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termopolimerizada em agua aquecida, ndo foi observada citotoxicidade dos materiais
quanto a proliferacdo celular. Contudo, a associacdo da resina ao pigmento aumentou a
concentracdo de IL6. A resina N1 foi considerada néo citotoxica quando polimerizada
pelo método convencional, podendo ser associada ao pigmento acrilico, apesar de ter
estimulado a producdo de citocinas pro-inflamatorias e de proteinas de matriz

extracelular.

Palavras-chave: Olho artificial, resinas acrilicas, citotoxicidade imunoldgica, teste de

materiais.
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Abstract

Silva EVF. In vitro analysis of cell proliferation and the production of inflammatory
mediators by conjunctiva cells stimulated by ocular prosthesis materials [dissertation].

Aragatuba: UNESP — Sé&o Paulo State University; 2015.

Abstract

Ocular prosthesis is a treatment option for esthetical and functional rehabilitation of
ocular absence. The knowledge of ocular prosthesis material's biocompatibility is
important to ensure a safe use in patients. The aim of this study was to evaluate the
cytotoxic effect of ocular prosthesis materials, through the analysis of the cell
proliferation, and the production of proinflammatory cytokines and extracellular matrix
proteins by a human conjunctival cell line. Initially, the influence of different
preparation and exposition periods of eluates from heat-polymerized ocular prosthesis
N1 color acrylic resin in human conjunctival cell line was evaluated. A total of 24
acrylic resin samples were manufactured and divided into 2 groups, according to the
eluate exposition period to conjunctival cell line (24 and 72 hours). Eluates
corresponding to 24, 48 and 72 hours of resin sample immersion in medium and, 24
hours of resin sample immersion in water followed by 24 hours of immersion in
medium, were prepared (n=3) for the proposed tests. Then, the cytotoxic effect of

different polymerization methods of ocular prosthesis N1 color acrylic resin was
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analyzed. A total of 9 acrylic resin samples were manufactured (n=3), according to the
polymerization method: heat-polymerization in water bath, polymerization by
microwave energy and auto-polymerization. Eluates corresponding to 72 hours of resin
sample immersion in medium were prepared for proposed tests and exposed to
conjunctival cell line for 72 hours. Additionally, the influence of pigment incorporation
on the cytotoxicity of heat-polymerized ocular prosthesis N1 color acrylic resin was
evaluated. A total of 9 samples were manufactured (n=3): N1 color acrylic resin without
pigment incorporation, N1 color acrylic resin with pigment incorporation, and acrylic
pigment. Eluates corresponding to 72 hours of sample immersion in medium were
prepared and exposed to conjunctival cell line for 72 hours. The cytotoxic effect from
the eluates was evaluated using MTT assay with Chang conjunctival cells. The
production of IL1B, IL6, TNF o and CCL3/MIPla was evaluated by ELISA and,
mRNA expression of COL 1V, TGF 3 and MMP9, by RT-PCR. Data were submitted to
ANOVA with Bonferroni post-tests (p<0.05). Longer preparation and exposition
periods of eluates from the tested resin to human conjunctival cell line are associated
with higher production of proinflammatory cytokines and extracellular matrix proteins.
Resins submitted to different polymerization methods exhibited divergent biological
behavior. Microwave-processed resin showed slight cytotoxicity due to significant cell
proliferation reduction and IL6 quantity increase. Regarding the influence of pigment
incorporation in heat-polymerized N1 color acrylic resin, no cytotoxicity was observed
based on cell proliferation. However, resin with pigment incorporation showed
significant IL6 quantity increase. Heat-polymerized N1 color acrylic resin was
considered non-cytotoxic and may be combined with acrylic pigment, despite had been
stimulating the production of proinflammatory cytokines and extracellular matrix

proteins.
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CAPITULO I:
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Figura 3 -

(@) Percentual da proliferacdo celular apds a exposicdo das culturas de
células da conjuntiva humana aos extratos de resina acrilica utilizada na
confeccdo de protese ocular pelos periodos de 24 e 72 horas. (b)
Percentual da proliferacdo celular para os diferentes periodos de
formacgédo dos extratos previamente a sua exposicdo sobre culturas de
células por 24 horas e (c) 72 horas. Os resultados mostram media + erro
padrdo dos percentuais de proliferacdo celular. Letras maidsculas
diferentes para cada grafico indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre
OS GUPDOS. .1ttt sttt sttt se et e bbbt b bt b e bt et et e bbb bbb enes 58
(@) Concentracdo de IL6 apds a exposi¢cdo das culturas de células da
conjuntiva humana aos extratos de resina acrilica utilizada na confecgéo
de protese ocular pelos periodos de 24 e 72 horas. (b) Concentracdo de
IL6 para os diferentes periodos de formacdo dos extratos previamente a
sua exposicao sobre culturas de células por 24 horas e (c) 72 horas. Os
resultados mostram média + erro padrdo da concentragdo de IL6
(pg/mL). Letras maidsculas diferentes para cada grafico indicam
diferenga estatistica (p<0,05) €ntre 0S grupoS.........ccceeververerereresiesenieennns 60

(@) Concentracdo de TNF a apos a exposicdo das culturas de células da



Figura 4 -

Figura5 -

Dissertacdo de Mestrado || Lista de Figuras

conjuntiva humana aos extratos de resina acrilica utilizada na confecgéo
de protese ocular pelos periodos de 24 e 72 horas. (b) Concentracdo de
TNF a para os diferentes periodos de formacéo dos extratos previamente
a sua exposicao sobre culturas de células por 24 horas e (c) 72 horas. Os
resultados mostram média + erro padrdo da concentracdo de TNF a
(pg/mL). Letras maidsculas diferentes para cada grafico indicam
diferenca estatistica (p<0,05) entre 0S GrupoS.........cccervereereereereereesieeseenns 62
(@) Quantificacdo relativa de RNAmM para COL 1V apés a exposicdo das
culturas de células da conjuntiva humana aos extratos de resina acrilica
utilizada na confeccéo de protese ocular pelos periodos de 24 e 72 horas.
(b) Quantificacdo relativa de RNAm para COL IV para os diferentes
periodos de formacdo dos extratos previamente a sua exposi¢do sobre
culturas de células por 24 horas e (c) 72 horas. Os resultados mostram
média + erro padrdo da expressdo de COL IV. Letras maiusculas
diferentes para cada grafico indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre
0S GUPDOS. ..ttt sr bbbt er e enes 64
(@) Quantificacdo relativa de RNAm para MMP9 ap6s a exposicado das
culturas de células da conjuntiva humana aos extratos de resina acrilica
utilizada na confeccéo de protese ocular pelos periodos de 24 e 72 horas.
(b) Quantificagdo relativa de RNAm para MMP9 para os diferentes
periodos de formacdo dos extratos previamente a sua exposi¢do sobre
culturas de células por 24 horas e (c) 72 horas. Os resultados mostram
média + erro padrdo da expressdo de MMP9. Letras maiusculas
diferentes para cada grafico indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre

(0L (0] 0oL PP USSP 66
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(@) Quantificacdo relativa de RNAm para TGF B apés a exposicao das
culturas de células da conjuntiva humana aos extratos de resina acrilica
utilizada na confeccéo de protese ocular pelos periodos de 24 e 72 horas.
(b) Quantificacdo relativa de RNAm para TGF B para os diferentes
periodos de formacdo dos extratos previamente a sua exposi¢do sobre
culturas de células por 24 horas e (c) 72 horas. Os resultados mostram
média + erro padrdo da expressdo de TGF p. Letras maiusculas
diferentes para cada grafico indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre
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CAPITULO II:

Figural -

Figura 2 -

Percentual de proliferacdo celular para os diferentes métodos de
polimerizacdo avaliados. GNE: grupo néo estimulado. RTA: resina N1
termopolimerizada em &gua aquecida. RTM: resina N1 polimerizada por
energia de microondas. RQ: resina N1 ativada quimicamente. Os
resultados mostram média + erro padrdo dos percentuais de proliferacéo
celular. Letras maidsculas diferentes indicam diferenca estatistica
(p<0,05) em relacdo ao respectivo grupo ndo estimulado.............c.cceevvenens
Concentracdo de IL6 para os diferentes métodos de polimerizagdo
avaliados. GNE: grupo ndo estimulado. RTA: resina N1
termopolimerizada em &gua aquecida. RTM: resina N1 polimerizada por
energia de microondas. RQ: resina N1 ativada quimicamente. Os

resultados mostram média + erro padrdo da concentragdo de IL6
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(pg/mL). Letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica
(P<0,05) €NLIE 0S GrUPOS.....eeveerierieieriestesiesieeiesseeseeee ettt nee e 93
Concentracdo de TNF a para os diferentes métodos de polimerizacao
avaliados. GNE: grupo ndo estimulado. RTA: resina N1
termopolimerizada em &gua aquecida. RTM: resina N1 polimerizada por
energia de microondas. RQ: resina N1 ativada quimicamente. Os
resultados mostram média + erro padrdo da concentracdo de TNF a
(pg/mL). Letras mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica
(P<0,05) €NLIE 0S GrUPOS.....ceveereerieeeiestesiesiesiesseeseee ettt nee e 94
Quantificacdo relativa de RNAm para coldgeno tipo IV para 0s
diferentes meétodos de polimerizacdo avaliados. GNE: grupo néao
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1. Introdugdo Geral

A protese ocular é um tratamento para pacientes com anoftalmia, visando
melhorar a estética facial e a autoestima do individuo, além de restaurar e manter a
salde das estruturas remanescentes. Dentre os materiais atualmente utilizados para a
confeccdo dessa protese, destaca-se a resina acrilica para esclera artificial, de cor

branca, e a incolor.

Pigmentos acrilicos de cores diversas podem ser incorporados a resina acrilica
para esclera artificial, visando simular a esclera natural do paciente. Além disso, a iris
artificial é posicionada e fibras de seda vermelhas também podem ser incorporadas para
a caracterizacdo da superficie da protese. Entdo, a resina incolor é utilizada para a

cobertura da caracterizagéo.

A polimerizacdo deste material, que consiste em um pd de polimero de
metacrilato de metila e um liquido de mondmero de metacrilato de metila, permite a
conversdo de monémeros em polimeros, com a otimizagao de suas propriedades fisicas.
Quanto aos métodos de polimerizacdo, a resina pode ser termopolimerizada, em agua
aquecida ou por energia de microondas, e ativada quimicamente (RAAQ). Reacdes
incompletas de polimerizacdo resultam na presenca de mondmeros residuais de
metilmetacrilato (MMA) e outros produtos quimicos que podem ser tdxicos, como o
formaldeido, acido benzoéico, acido metacrilico, salicilato de fenila, dibutilftalato e

benzoato de fenila.

Estética, durabilidade e adequada adaptacdo séo requisitos essenciais da protese
ocular. Contudo, a biocompatibilidade é uma qualidade essencial para 0 sucesso da
reabilitacdo e consiste na capacidade que um material artificial possui de ndo provocar

efeitos indesejaveis, sejam locais ou sistémicos, no individuo que o recebe.
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Testes in vivo de citotoxicidade envolvem questdes éticas para a sua realizacéo.
Portanto, testes in vitro sdo essenciais para garantir seguranca e biocompatibilidade na
utilizacdo dos materiais odontolégicos em seres humanos. Dentre 0S recursos
disponiveis, 0 método de culturas de células possui as caracteristicas de simplicidade e

reprodutibilidade na sua execucdo e possui adequado custo-beneficio.

Preferencialmente células primarias ou de linhagem, o mais préximo possivel do
orgéo alvo, devem ser utilizadas. A linhagem de células da conjuntiva humana (Wong
Kilbourne derivada da conjuntiva Chang) pode ser utilizada para a avaliagdo da
citotoxicidade de materiais utilizados na confeccdo da prétese ocular, visto que o tecido
de suporte dessa protese € a conjuntiva, que consiste em uma membrana mucosa fina

que protege o olho de corpos estranhos e infecgdes.

O ensaio colorimétrico que utiliza um sal de tetrazélio (MTT) pode ser realizado
para a analise da citotoxicidade pois, possibilita uma avaliagdo indireta da proliferacdo
celular por meio da atividade enzimatica mitocondrial das células viadveis. Diferentes
periodos de formacéo e de exposicdo dos extratos do material testado sobre culturas de
células podem ser analisados. Além disso, € essencial conhecer os mediadores que

participam do processo inflamatorio.

Os mediadores interleucina 6, fator de necrose tumoral o e interleucina 1p sdo as
principais citocinas pro-inflamatorias e possuem a capacidade de aumentar a
concentracdo local de células para reparacao tecidual. O colageno tipo IV consiste em
uma proteina de constituicdo da matriz extracelular. J& a metaloproteinase de matriz 9
(MMP9) atua degradando o colageno tipo IV, enquanto o fator de transformacéo do
crescimento p (TGF ) participa do controle da resposta inflamatoria e do processo de

reparo tecidual, estimulando a sintese de colageno e promovendo a angiogénese local.
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Portanto, é essencial que os niveis de TGF e MMP9 estejam em equilibrio durante o

processo de reparo tecidual.

A literatura apresenta escassez de estudos sobre a biocompatibilidade de
proteses oculares, contudo ha a necessidade de conhecer essa propriedade, visando a
utilizacdo clinica da prétese ocular de forma segura. Portanto, este estudo avaliou a
citotoxicidade de materiais utilizados na confec¢do de proteses oculares, por meio da
analise in vitro da proliferacdo celular e producdo de mediadores inflamatorios por

celulas da conjuntiva humana.
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Influéncia de periodos de formacao e de exposi¢ao dos extratos de resina de

proétese ocular sobre culturas de células da conjuntiva humana

2.1 Resumo

O conhecimento da técnica adequada de confecgédo da protese ocular, visando reduzir a
liberacdo de substancias potencialmente toxicas aos usuarios, é importante para garantir
a biocompatibilidade do material. O objetivo neste estudo foi avaliar a influéncia de
diferentes periodos de formacdo e de exposicdo dos extratos de resina acrilica branca
utilizada na confeccgéo de protese ocular sobre culturas de células da conjuntiva humana,
por meio da andlise da proliferacdo celular e da producéo de citocinas pré-inflamatorias
e de proteinas de matriz extracelular por essas células. Foram confeccionados 24 corpos
de prova em resina acrilica branca para protese ocular, sendo 12 para cada periodo de
exposicdo de células da conjuntiva aos extratos da resina testada (24 e 72 horas). Apos a
formagéo dos extratos por 24, 48 e 72 horas de imersdo em meio de cultura e, 24 horas
em agua seguido de 24 horas de imersdo em meio, a citotoxicidade foi avaliada pelo
ensaio de MTT em culturas de células Chang, originaria da conjuntiva humana. Foi
avaliada a producéo das citocinas IL1B, IL6 e TNF o e quimiocina CCL3/MIPLla por
meio do ELISA e, a expressdao de RNAm para COL IV, TGF B e MMP9, por meio da
técnica de RT-PCR. Os dados obtidos nos ensaios foram submetidos a ANOVA,
seguido pelo teste Bonferroni, com nivel de significancia de 5%. Para avaliar a
diferenca entre os periodos de imersdo dos extratos em contato com as células (24 e 72
horas), foi aplicado o teste t de Student, com nivel de significancia de 5%. Foi

observado que no periodo de 72 horas de exposicao das culturas de células aos extratos
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de resina acrilica, houve maior producédo de IL6 e expressdéo de RNAm para COL IV,
quando comparado ao periodo de 24 horas. Além disso, ap6s 72 horas de formacdo dos
extratos seguidas de 72 horas de exposi¢do das culturas de células aos mesmos, foi
verificado menor percentual de proliferacdo celular e maiores concentracfes de IL6 e
expressao de RNAm para COL IV, TGF p e MMP9. Quanto maiores os periodos de
formacgéo e de exposicdo dos extratos da resina testada sobre culturas de células da
conjuntiva humana, maior a producédo de citocinas pro-inflamatdrias e de proteinas de

matriz extracelular.

Palavras-chave: Olho artificial, resinas acrilicas, citotoxicidade imunoldgica, teste de

materiais.
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Influence of periods of preparation and exposition of eluates from ocular

prosthesis acrylic resin in human conjunctival cell line

2.2 Abstract

The knowledge of proper technique for ocular prosthesis manufacturing, aiming to
reduce potentially toxic substance release to users, is important to ensure the
biocompatibility of the material. The aim of this study was to evaluate the influence of
different preparation and exposition periods of eluates from ocular prosthesis N1 color
acrylic resin in human conjunctival cell line, through the analysis of the cell
proliferation and the production of proinflammatory cytokines and extracellular matrix
proteins. A total of 24 acrylic resin samples were manufactured and divided into 2
groups, according to the eluate exposition period to conjunctival cell line (24 and 72
hours). Eluates corresponding to 24, 48 and 72 hours of resin sample immersion in
medium and, 24 hours of resin sample immersion in water followed by 24 hours of
immersion in medium, were prepared. The cytotoxic effect from the eluates was
evaluated using MTT assay with Chang conjunctival cells. The production of IL1p, IL6,
TNF o and CCL3/MIP1a was evaluated by ELISA and, mRNA expression of COL 1V,
TGF g and MMP9, by RT-PCR. Data were submitted to ANOVA with Bonferroni post-
tests (p<0.05) and analyses of data obtained for differences between the eluate
exposition periods to the conjunctival cell line (24 and 72 hours) were conducted using
the Student's t-test (p<0.05). At 72 hours of eluate exposition to cells, significant
quantities of IL6 and mRNA expression of COL IV were verified, when compared to 24

hours. After the exposition, for 72 hours to cells, of eluates corresponding to 72 hours of
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resin sample immersion in medium, lower cell proliferation and higher IL6 quantities
and mRNA expression of COL IV, TGF e MMP9 were observed. Longer preparation
and exposition periods of eluates from the tested resin to human conjunctival cell line
are associated with higher production of proinflammatory cytokines and extracellular

matrix proteins.

Keywords: Ocular prosthesis, acrylic resins, cellular immune response,

biocompatibility testing.
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2.3 Introducao *

A protese ocular é uma alternativa de tratamento para pacientes com anoftalmia,
visando melhorar a estética facial e a autoestima do individuo, além de restaurar e

manter a saude das estruturas remanescentes [1-3].

Dentre os materiais atualmente utilizados para a confec¢do da protese ocular,
destaca-se a resina acrilica para esclera artificial, de cor branca, e a incolor [1,4]. A
polimerizacdo deste material, que consiste em um po de polimero de metacrilato de
metila e um liquido de mondmero de metacrilato de metila, permite a conversédo de

mondmeros em polimeros, com a otimizacao de suas propriedades fisicas [5,6].

Song et al. [7] recomendam o armazenamento da protese em agua por 24 horas,
previamente a instalacdo no paciente, visando a liberacdo do mondmero residual e a
reducdo da irritacdo da mucosa. Contudo, Bettencourt et al. [8] afirmam que a liberacdo
de monbémero é continua, mesmo apds a polimerizacdo do material recomendada pelo

fabricante, podendo ocorrer por anos.

A biocompatibilidade é uma qualidade fundamental para o sucesso da
reabilitacdo [9,10], e consiste na capacidade que um material artificial possui de nédo
provocar efeitos indesejaveis, sejam locais ou sistémicos, no individuo que o recebe

[11].

Testes in vivo de citotoxicidade envolvem questdes éticas para a sua realizacao.
Portanto, testes in vitro sdo essenciais para garantir seguranca e biocompatibilidade na
utilizacdo dos materiais odontologicos em seres humanos. O método de culturas de

células, por exemplo, é um teste relativamente simples de ser executado, é reprodutivel,

* Este artigo sera formatado de acordo com as normas do periodico Biomaterials.
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pode ser cuidadosamente controlado e possui adequado custo-beneficio [9,12,13].

O ensaio colorimétrico que utiliza um sal de tetrazolio (MTT) pode ser realizado
para a analise da citotoxicidade visto que possibilita uma avaliacdo indireta da
proliferacdo celular por meio da atividade enziméatica mitocondrial das células viaveis.
Diferentes periodos de formacéo e de exposicdo dos extratos do material testado sobre
culturas de células podem ser analisados [14-16]. Para avaliar a citotoxicidade do
material, devem-se utilizar células primarias ou de linhagem, o mais proximo possivel
do 6rgéo alvo [9]. Além disso, e essencial conhecer os mediadores que participam do

processo inflamatorio [17].

A literatura apresenta escassez de estudos sobre a biocompatibilidade de
proteses oculares, contudo ha a necessidade de conhecer essa propriedade, visando a
utilizacdo clinica da protese ocular de forma segura. Portanto, este estudo avaliou a
influéncia de diferentes periodos de formacéo e de exposicdo dos extratos de resina
acrilica branca utilizada na confec¢do de protese ocular sobre culturas de células da
conjuntiva humana. Esta avaliagdo ocorreu por meio da analise in vitro da proliferacédo
celular pelo ensaio de MTT, da analise da producdo de citocinas pro-inflamatérias e

producdo de proteinas de matriz extracelular por células da conjuntiva humana.

A hipotese nula deste estudo é que diferentes periodos de formacdo e de
exposicéo dos extratos de resina acrilica sobre culturas de células da conjuntiva humana

ndo produzem efeitos de citotoxicidade.
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2.4 Materiais e Métodos

Confeccéo dos corpos de prova

Foram confeccionados 24 corpos de prova em resina acrilica para protese ocular
na cor branca (N1) (Artigos Odontolégicos Classico Ltda, Sdo Paulo, Brasil),
termopolimerizados em &gua aquecida, sendo 12 para cada periodo de exposicdo de

células da conjuntiva humana aos extratos da resina testada (24 e 72 horas).

Para a confeccdo dos corpos de prova citados, foram utilizados discos de resina
quimicamente ativada, obtidos em uma matriz metalica vazada contendo 10 orificios
circulares com 10 mm de didmetro e 3 mm de espessura [18]. Os discos de resina foram
incluidos em mufla especifica para forno microondas (Artigos Odontologicos Classico
Ltda, Sdo Paulo, Brasil) com a utilizacdo de gesso especial tipo 1V (Durone, Dentsply
Ind e Com Ltda, Rio de Janeiro, Brasil) e silicone extra duro (Zetalabor, Rovigo, Italia).
Ap0s a cristalizagdo do gesso, as muflas foram abertas e os discos removidos, obtendo-
se, assim, os moldes [19,20].

A resina acrilica foi proporcionada e manipulada de acordo com as
recomendacfes do fabricante e inserida nos moldes das muflas. Posteriormente, a
contra-mufla foi posicionada sobre a mufla e o conjunto levado a uma prensa hidraulica
de bancada, com carga de 1.250 kgf, permanecendo em repouso por 2 minutos [21,22].
Em seguida, foi realizada a polimerizacdo conforme recomendacgdes do fabricante,
iniciada por polimerizacdo de bancada seguida de imersdo da mufla em &gua a
temperatura ambiente, manutencdo em fogo brando por 30 minutos, seguido de auséncia
de aquecimento por 30 minutos e fervura por 1 hora. Apos esse periodo, 0s corpos de
prova foram desincluidos e submetidos ao acabamento para a remocao dos excessos,

com brocas abrasivas maxi-cut.
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Obtencéo dos extratos

Os extratos das substancias hidrossoltveis presentes nos corpos de prova foram
utilizados para a andlise do efeito citotoxico das mesmas [12,23]. Trés corpos de prova
de cada grupo foram colocados em um tubo de ensaio contendo 10 mL de meio de
cultura 199 (Gibco, Nova lorque, Estados Unidos) suplementado com 10% de soro fetal
bovino [12], e incubados em estufa a 37°C pelos periodos de 24, 48 e 72 horas.
Adicionalmente, foi avaliado o periodo de imersdo prévia em agua destilada por 24

horas e entdo incubagdo em meio de cultura 199 por 24 horas.

No curso desses periodos, houve a difusdo das substancias para 0 meio de
cultura, com a consequente formacao dos extratos que foram incubados com as culturas
celulares para a realizagéo do teste de citotoxicidade [24]. Posteriormente, filtros Millex
(Millipore, Darmstadt, Alemanha) de 0,22 um para esterilizagdo foram utilizados para
filtrar os extratos, tendo em vista a grande facilidade de contaminacéo do meio devido a

sua riqueza em nutrientes [9,11].

Cultura de células e Teste de citotoxicidade

A cultura de células foi o método de escolha para avaliar o possivel efeito
citotoxico das substancias liberadas pelos materiais testados. Dessa forma, a linhagem
de células da conjuntiva humana (Wong Kilbourne derivada da conjuntiva Chang, clone
1-5c¢-4) foi obtida da American Type Culture Collection (CCL-20.2, Virginia, Estados
Unidos). Entdo, as celulas foram expandidas em garrafas com meio de cultura 199
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10 pg/mL de estreptomicina, 10 pg/mL de
penicilina, 10 pg/mL de gentamicina e 250 pg/mL de fungizone, e incubadas com 5%

de CO,, em ambiente com umidade controlada a temperatura de 37°C [25-27].
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Para a realizacdo dos testes de citotoxicidade foram preparadas suspensoes
celulares de 5 x 10* células/mL da linhagem de células da conjuntiva humana,
previamente determinadas por estudo piloto, sendo pipetado 1 mL desta suspensdo em
cada poco, de uma placa de 24 pogos. Apds o periodo de 24 horas de incubagcdo com 5%
de CO,, em ambiente com umidade controlada a temperatura de 37°C, foi realizado o
descarte do meio de cultura e 500 uL de extratos dos diferentes grupos foram

adicionados em cada um dos pogos.

Apos 24 e 72 horas de incubagdo dos extratos com as celulas, os meios de
cultura foram retirados e substituidos por 500 uL de meio 199 sem a adi¢do de soro
fetal bovino contendo 0,5 mg/mL de MTT (3-[4,5-dimetilazol-2-il]-2,5-difenil-

tetrazolio), e incubados com 5% de CO, a temperatura de 37°C por 4 horas [9,11,28].

Apols a incubacdo, os meios de cultura foram removidos e o formazan
intracelular foi liberado pela solubilizacdo com 1mL de alcool etilico 100%. As placas
foram agitadas por 5 minutos, antes da mensuragdo das absorbancias das amostras a 570
nm em espectrofotometro UV-Visivel (SpectraMax 190, Molecular Devices, California,

Estados Unidos). O ensaio de MTT foi realizado em triplicata [9,12,13,28].

Determinagéo dos niveis de IL14, IL6, TNF a e CCL3/MIP1la no sobrenadante das
culturas das células de linhagem estimuladas pelo extrato em diferentes tempos

Os extratos obtidos ap6s a incubagdo dos corpos de prova por um periodo de 24,
48 e 72 horas e apds um periodo de imersdo prévia em agua destilada por 24 horas e
producdo do extrato por 24 horas foram colocados sobre as culturas celulares e, o
sobrenadante das culturas livres de células foi coletado apds 24 e 72 horas. O objetivo
da coleta foi dosar as citocinas pro-inflamatorias, interleucina 1p (IL1p), interleucina 6

(IL6) e fator de necrose tumoral o (TNF a) €, a proteina inflamatoria de macréfagos 1o
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(CCL3/MIP1a) pelo Ensaio Imunoabsorbente de Ligacdo Enzimatica (ELISA) (DuoSet
ELISA Development Systems, R&D System, Minnesota, Estados Unidos) [25,29,30].
Um volume total de 100 uL do sobrenadante livre de células foi utilizado para a analise
quantitativa em triplicata das amostras, realizada conforme recomendacbes do

fabricante [31].

Reacéo de polimerase em cadeia (RT-PCR)

A reacdo de polimerase em cadeia (RT-PCR) foi realizada para a analise
quantitativa da expressdo dos genes para colageno tipo IV (COL 1V) (COL4A3BP:
Hs00178621 m1), metaloproteinase de matriz 9 (MMP9) (MMMP9: Hs00234579 m1)
e fator de transformacdo do crescimento B (TGF B) (TGFB1: Hs0099133 m1) [29], nos
periodos de producdo dos extratos por 48 horas e 72 horas em meio de cultura e apds
um periodo de imerséo prévia em agua destilada por 24 horas e producéo do extrato por

24 horas.

A analise dos genes alvos pela técnica de RT-PCR em tempo real no periodo de
formacgédo dos extratos apds 24 horas ndo foi realizada visto que, ndo foi observada
reducéo significativa da proliferacdo celular ou aumento consideravel dos niveis de IL6

e TNF a neste periodo.

O reagente TRIzol (Invitrogen Life Technologies, California, Estados Unidos)
foi utilizado para a extracdo de RNA total das células apds os periodos de imersdo do
extrato em contato com as células por 24 e 72 horas, seguindo as recomendacdes do
fabricante. A concentracdo de RNA foi mensurada por espectrofotometria. As primeiras
cadeias de cDNA foram sintetizadas com a utilizacdo de 1 pg de RNA total e
Superscript 11 RNase H” reverse transcriptase (Invitrogen Life Technologies, California,

Estados Unidos). Em seguida, procedeu-se a mensuracdo dos niveis de RNAm para
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COL IV, MMP9 e TGF B, e a sua amplificagdo por meio de um aparelho StepOnePlus
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Invitrogen Life Technologies, California,
Estados Unidos). A deteccdo de RNAmM para B-actina (ACTB: Hs03023880_g1) foi
utilizada como controle enddgeno. As reacfes foram realizadas utilizando um volume
de 20 pL, em duplicata para cada amostra, sendo seguidas as condi¢des de ciclos
térmicos recomendadas pelo fabricante. Os resultados foram analisados utilizando o

método de Ct (Threshold Cycle) comparativo [10,25].

Analise dos Resultados

Os dados obtidos nos ensaios de MTT, ELISA e RT-PCR foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) dois fatores, para periodo de producdo dos extratos e
periodo de imersdo dos extratos em contato com as ceélulas, seguido pelo teste
Bonferroni, com nivel de significancia de 5%. Para avaliar a diferenca entre os periodos
de imersdo dos extratos em contato com as celulas (24 e 72 horas), foi aplicado o teste t

de Student, com nivel de significancia de 5%.
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2.5 Resultados

A Figura la apresenta o percentual de proliferacdo celular apés a exposicéo das
culturas de células da conjuntiva aos extratos de resina acrilica utilizada na confec¢édo
de protese ocular pelos periodos de 24 e 72 horas. Ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os periodos estudados (p=0,146). Quando
comparados os diferentes periodos de obtencdo dos extratos previamente a sua
exposicao sobre culturas de células por 24 horas, ndo houve diferenga estatistica entre
os mesmos (Figura 1b). Contudo, na Figura 1c é possivel verificar que, no periodo de
exposicdo dos extratos sobre culturas de células por 72 horas, menores percentuais de
proliferacdo celular foram observados para os periodos de formacdo dos extratos apds
72 horas (88,4%) e para o periodo de imersdo prévia em agua por 24 horas e entdo
incubacdo em meio por 24 horas (80,5%), com diferenca estatisticamente significativa

dos demais periodos estudados.
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Figura 1. (a) Percentual da proliferacéo celular apds a exposicdo das culturas de células
da conjuntiva humana aos extratos de resina acrilica utilizada na confecgdo de protese
ocular pelos periodos de 24 e 72 horas. (b) Percentual da proliferacdo celular para os
diferentes periodos de formacgdo dos extratos previamente a sua exposicdo sobre
culturas de células por 24 horas e (c) 72 horas. Os resultados mostram média + erro
padréo dos percentuais de proliferacdo celular. Letras maidsculas diferentes para cada
gréfico indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre 0s grupos.

58



Dissertacdo de Mestrado | Capitulo 1

Com relagéo a concentracdo de IL1p e CCL3/MIPla, no presente trabalho nédo
foram encontrados niveis detectaveis desses alvos. Contudo, a Figura 2a apresenta a
concentracdo de IL6 apds a exposicdo das culturas de células aos extratos de resina
acrilica utilizada na confeccao de protese ocular pelos periodos de 24 e 72 horas. Foi
observada diferenca estatistica para a concentracdo de IL6 (p=0,043) entre os periodos
de 24 horas (385 pg/mL) e 72 horas (4.594 pg/mL). Com relacdo aos diferentes
periodos de formacdo dos extratos previamente a sua exposi¢do sobre culturas de
células por 24 horas (Figura 2b), ndo foi verificada diferenca estatisticamente
significativa entre os mesmos. Por outro lado, no periodo de exposi¢do dos extratos
sobre culturas de células por 72 horas (Figura 2c), a maior concentracdo de IL6 foi
observada para o periodo de obtencdo dos extratos por 72 horas (12.374 pg/mL), com

diferenca estatisticamente significativa dos demais periodos estudados.
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Figura 2. (a) Concentracdo de IL6 apds a exposicdo das culturas de células da
conjuntiva humana aos extratos de resina acrilica utilizada na confeccdo de protese
ocular pelos periodos de 24 e 72 horas. (b) Concentracdo de IL6 para os diferentes
periodos de formacdo dos extratos previamente a sua exposicdo sobre culturas de
células por 24 horas e (c) 72 horas. Os resultados mostram média + erro padrdo da
concentracdo de IL6 (pg/mL). Letras maiusculas diferentes para cada grafico indicam
diferenca estatistica (p<0,05) entre 0s grupos.
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Por meio da Figura 3 é possivel observar a concentracdo de TNF o apos a
exposicdo das culturas de células aos extratos de resina acrilica utilizada na confeccéo
de protese ocular pelos periodos de 24 e 72 horas. Nao foi verificada diferenca
estatisticamente significativa na concentracdo de TNF o entre os periodos de 24 e 72
horas (p=0,394), independente dos periodos de formacdo dos extratos previamente a sua

exposicdo sobre culturas de células.
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Figura 3. (a) Concentracdo de TNF a ap0s a exposicdo das culturas de células da
conjuntiva humana aos extratos de resina acrilica utilizada na confeccdo de protese
ocular pelos periodos de 24 e 72 horas. (b) Concentracdo de TNF o para os diferentes
periodos de formacdo dos extratos previamente a sua exposi¢cdo sobre culturas de
células por 24 horas e (c) 72 horas. Os resultados mostram média + erro padrdo da
concentracdo de TNF a (pg/mL). Letras maidsculas diferentes para cada grafico
indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre 0s grupos.
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A Figura 4a apresenta a quantificacdo relativa de RNAm para colageno tipo IV
apos a exposicdo das culturas de células aos extratos de resina acrilica utilizada na
confeccdo de protese ocular pelos periodos de 24 e 72 horas. Foi observada diferenca
estatistica (p=0,01) entre os periodos de 24 horas (0,95) e 72 horas (1,58). Para os
periodos avaliados de obtencdo dos extratos previamente a sua exposicao sobre culturas
de células por 24 horas (Figura 4b), ndo foi verificada diferenca estatisticamente
significativa entre os mesmos. Por outro lado, no periodo de exposi¢do dos extratos
sobre culturas de celulas por 72 horas (Figura 4c), maior expressao de colageno tipo IV
foi identificada para os periodos de formacdo dos extratos apos 48 horas (1,71) e 72
horas (2,21), com diferenca estatisticamente significativa do periodo de imerséo prévia

em agua por 24 horas e entdo incubacdo em meio por 24 horas.
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Figura 4. (a) Quantificacdo relativa de RNAm para COL IV ap0s a exposi¢do das
culturas de células da conjuntiva humana aos extratos de resina acrilica utilizada na
confeccdo de protese ocular pelos periodos de 24 e 72 horas. (b) Quantificacdo relativa
de RNAm para COL IV para os diferentes periodos de formagdo dos extratos
previamente a sua exposic¢ao sobre culturas de células por 24 horas e (c) 72 horas. Os
resultados mostram média + erro padrdo da expressdo de COL IV. Letras maiusculas
diferentes para cada grafico indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre 0s grupos.
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A Figura 5a apresenta a quantificacdo relativa de RNAm para MMP9 apds a
exposicdo das culturas de células aos extratos de resina acrilica utilizada na confeccéo
de protese ocular pelos periodos de 24 e 72 horas. Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os periodos estudados (p=0,257). Por meio da Figura 5b, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas na comparacao entre os periodos
de formacao dos extratos previamente a sua exposi¢do sobre culturas de células por 24
horas. Contudo, no periodo de exposicdo das culturas de células aos extratos por 72
horas (Figura 5c), maior expressdo de MMP9 foi verificada para o periodo de obtencao
dos extratos por 72 horas (5,75), com diferenca estatisticamente significativa dos

demais periodos avaliados.
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Figura 5. (a) Quantificacdo relativa de RNAm para MMP9 apds a exposicdo das
culturas de células da conjuntiva humana aos extratos de resina acrilica utilizada na
confeccdo de protese ocular pelos periodos de 24 e 72 horas. (b) Quantificacdo relativa
de RNAm para MMP9 para os diferentes periodos de formacdo dos extratos
previamente a sua exposic¢ao sobre culturas de células por 24 horas e (c) 72 horas. Os
resultados mostram média + erro padrdo da expressdo de MMP9. Letras maiusculas
diferentes para cada grafico indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre 0s grupos.
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A Figura 6a apresenta a quantificacdo relativa de RNAm para TGF B apds a
exposicdo das culturas de células aos extratos de resina acrilica utilizada na confec¢édo
de prétese ocular pelos periodos de 24 e 72 horas. Nao foi verificada diferenca
estatisticamente significativa entre os periodos 24 e 72 horas (p=0,606). Contudo, a
Figura 6b mostra que maior expressdao de TGF [ foi observada para o periodo de
formacéo dos extratos apos 24 horas ap0s a imerséo previa em agua por 24 horas (1,94),
com diferenca estatisticamente significativa dos demais periodos avaliados. Além disso,
no periodo de exposicdo dos extratos sobre culturas de células por 72 horas (Figura 6c),
houve maior expressdo de TGF P para o periodo de obtencdo dos extratos por 72 horas
(2,02), com diferenca estatisticamente significativa do periodo de imersdo prévia em

agua por 24 horas e entdo incubacdo em meio por 24 horas.
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Figura 6. (a) Quantificacdo relativa de RNAm para TGF B apds a exposicdo das

culturas de células da

conjuntiva humana aos extratos de resina acrilica utilizada na

confeccdo de protese ocular pelos periodos de 24 e 72 horas. (b) Quantificacdo relativa
de RNAm para TGF f para os diferentes periodos de formacéo dos extratos previamente

a sua exposicao sobre

culturas de celulas por 24 horas e (c) 72 horas. Os resultados

mostram média + erro padréo da expressao de TGF . Letras maiusculas diferentes para
cada grafico indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre 0s grupos.
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2.6 Discussao

A hipotese nula testada no presente estudo, de que diferentes periodos de
formacéo e de exposicdo dos extratos de resina acrilica branca sobre culturas de células
da conjuntiva humana ndo produzem efeitos de toxicidade, ndo foi aceita visto que a
producédo de IL6 (Figura 2) e expressdéo de RNAm para COL IV (Figura 4) foram
estatisticamente maiores no periodo de exposicdo de 72 horas, quando comparado a 24
horas. Com relacdo aos diferentes periodos de obtencdo dos extratos previamente a sua
exposicdo sobre culturas de células, quanto maior o tempo de liberagdo de substancias
hidrossoluveis para o meio de cultura, maior a producéo de citocinas pro-inflamatorias e

de proteinas de matriz extracelular.

Apesar da diferenca estatistica ter sido observada apenas para os alvos citados
(IL6 e COL 1V) no periodo de exposicao de 72 horas das culturas de células aos extratos
de resina acrilica, maior concentracdo de TNF a e expressdao de RNAmM para MMP9 e
TGF B tambem foram encontrados. Ja o percentual de proliferacdo celular foi menor
nesse periodo do que em 24 horas. De acordo com Cimpan et al. [32], quanto maior a
concentracdo de substancias hidrossolGveis no extrato de resina acrilica e maior o
periodo de exposicdo do mesmo sobre culturas de células, maiores os efeitos deletérios

resultantes.

E importante ressaltar que, previamente a realizacdo do presente estudo, foi
executado um estudo piloto para determinar as suspensdes celulares adequadas (5 x 10*
células/mL) para o teste de citotoxicidade, de forma que, no periodo de 72 horas de
exposicdo das culturas de células aos extratos houvesse uma monocamada de células

com crescimento confluente.
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Com relacéo aos diferentes periodos de formacéo dos extratos previamente a sua
exposicao sobre culturas de células por 24 horas, ndo foi observada diferenca estatistica
entre os periodos avaliados (24, 48 e 72 horas em meio de cultura e, imersdo prévia em
agua por 24 horas seguida de imersédo em meio por 24 horas), com relacdo ao percentual
de proliferacdo celular e aos niveis de IL6 e TNF a (Figuras 1b, 2b e 3b). Da mesma
forma, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os periodos de 48 horas
e 72 horas em meio de cultura e, imersdo prévia em agua por 24 horas seguida de
imersdo em meio por 24 horas) para expressao de COL IV e MMP9 (Figuras 4b e 5b).
Possivelmente, esse fato ocorreu devido ao menor periodo de exposi¢édo das culturas de
células aos extratos do material testado [32,33]. Com relacdo ao TGF [, maior
expressao foi verificada para o periodo de obtencdo dos extratos por 24 horas apos a

imersdo prévia em agua por 24 horas (Figura 6b).

De acordo com Abbas et al. [17], o TGF B participa do controle da resposta
inflamatdria e do processo de reparo tecidual, estimulando a sintese de colageno e
promovendo a angiogénese local. J& a metaloproteinase de matriz atua degradando o
COL 1V, que consiste em uma proteina de constituicdo da matriz extracelular [34].
Portanto, € essencial que os niveis de TGF e MMP9 estejam em equilibrio durante o
processo de reparo tecidual. Por meio das Figuras 5b e 6b, foi observado o equilibrio na
expressao de TGF B e MMP9 para o periodo de formacao dos extratos apds 24 horas

apos a imerséo prévia em agua por 24 horas.

Quanto aos diferentes periodos de obtencdo dos extratos previamente a sua
exposicdo sobre culturas de células por 72 horas, menores percentuais de proliferagdo
celular foram observados no periodo de formacdo dos extratos ap0s 72 horas e no
periodo de imersédo prévia em agua por 24 horas seguido de incubacdo em meio por 24
horas (Figura 1c). Adicionalmente, para o periodo de formacdo dos extratos ap0s 72
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horas, houve maior concentracdo de IL6, quando comparada aos demais periodos
(Figura 2c). Essa interleucina € uma das principais citocinas pré-inflamatorias e possui,
juntamente com o TNF o e a IL1, a capacidade de aumentar a concentracdo local de
células para reparacéo tecidual [17]. A reducdo da proliferacdo celular e 0 aumento na
concentracdo de IL6 podem ter ocorrido pois, durante o processo de difusdo de
diferentes substancias como os monémeros residuais da resina acrilica, 0 meio aquoso
penetra na matriz resinosa e expande a abertura entre as cadeias poliméricas. Como
resultado, ha a lixiviagdo de monémeros residuais para fora do material, que podem ser

toxicos para a célula, causando um processo inflamatorio [24].

De acordo com Retamoso et al. [35] e Saravi et al. [36], a manutengéo da resina
acrilica em meio aquoso € essencial para a lixiviagdo de monémeros para esse meio
previamente a sua instalacdo no paciente, visando reduzir os efeitos deletérios
resultantes da irritacdo quimica causada pelo MMA. Contudo, visto que os periodos
acima citados apresentaram resultados semelhantes com relagdo ao percentual de
proliferacdo celular, acreditamos que a imersdo da resina de protese ocular avaliada em
agua por 24 horas, previamente a instalacdo, ndo parece ser necessaria para a reducéo da
citotoxicidade. Porém, a imersdo da resina em agua é importante para a compensacdo da

contragdo da resina [37].

De acordo com a I1SO-standard 10993-5, os métodos in vitro para a analise da
citotoxicidade podem ser classificados como ndo citotdxicos (proliferagcdo celular maior
que 75%), discreta citotoxicidade (proliferacdo entre 50 e 75%), moderada
citotoxicidade (entre 25 e 50%) e alta citotoxicidade (menor que 25%) [23]. Portanto,
para todos os periodos de formacéo dos extratos analisados, ndo houve citotoxicidade da

resina acrilica testada (Figura 1).
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No presente trabalho ndo foram encontradas concentragdes detectaveis de IL1p e
CCL3/MIP1loa, apos a exposicdo da linhagem de células derivadas da conjuntiva Chang
a resina acrilica para prétese ocular. Acreditamos que essa linhagem de células nao foi
capaz de ser estimulada pelo extrato da resina acrilica testada para a producdo dos
mediadores inflamatorios citados. Nao existem trabalhos na literatura que demonstrem

que essas celulas tenham produzido algum desses mediadores.

Com relacdo a quantificacéo relativa de RNAm para COL 1V, MMP9 e TGF B,
durante os diferentes periodos de obtencdo dos extratos, previamente a sua exposi¢do
sobre culturas de células por 72 horas, maiores quantidades desses alvos foram
observadas no periodo de formacgédo dos extratos apds 72 horas (Figuras 4c, 5c e 6¢).
Possivelmente, este resultado é devido a maior lixiviagdo de mondmeros residuais para
0 meio de cultura [35,36,38]. De acordo com Simon et al. [39], o COL IV é produzido
por ceélulas epiteliais pulmonares, sendo a sua presenca essencial para compor a
membrana basal celular. E importante que exista um equilibrio na expressio de RNAmM
para COL IV, MMP9 e TGF B, visando a preservacao da estrutura da célula Chang,
célula epitelial utilizada no presente estudo. No periodo citado, foi observada
semelhanca no aumento da expressdo génica de COL IV (Figura 4c), assim como da
expressdo de TGF B (Figura 6¢), esta ultima proteina estimula a sintese de COL IV
[17,34]. Contudo, a expressdao de MMP9, que atua na degradacdo de COL IV [17,34],
aumentou cerca de 3 vezes mais do que a expressdo de COL IV e TGF B (Figura 5c), o
que pode ser deleterio, visto que a ativacdo excessiva de MMP9 danifica a morfologia
celular. Segundo Yang et al. [40], a producdo exacerbada de metaloproteinase pode
resultar em danos severos ao tecido, sendo essencial um equilibrio entre a sua ativacéo e

inibico.
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No presente estudo, testes in vitro de analise da citotoxicidade e ativagéo celular
foram realizados. Embora apresentem limitagdes, visto que os resultados nédo refletem
completamente as propriedades citotoxicas do material na sua condicédo clinica [6,36],
esses testes sdo essenciais para avaliar a biocompatibilidade na utilizacdo dos materiais
odontologicos em seres humanos [12]. Novos estudos podem ser realizados com a
analise de mediadores inflamatdrios diferentes e com a avaliacdo de periodos mais
longos de liberagdo de substancias hidrossolUveis para a obtencdo dos extratos,

previamente a sua exposicao sobre culturas de células.
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2.7 Conclusao

Quanto maiores os periodos de formacédo e de exposicdo dos extratos de resina
acrilica branca utilizada na confec¢do de protese ocular sobre culturas de células da
conjuntiva humana, maior a producédo de citocinas pro-inflamatdrias e de proteinas de

matriz extracelular.
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Analise da toxicidade da resina de prdtese ocular polimerizada por diferentes

metodos sobre as células da conjuntiva humana

3.1 Resumo

A resina acrilica de protese ocular deve ser biocompativel, independente do método de
polimerizacdo utilizado na sua confec¢do. O objetivo neste estudo foi avaliar o efeito
citotoxico de diferentes métodos de polimerizacao de resina acrilica branca utilizada na
confeccdo de prétese ocular, por meio da analise da proliferacdo celular e da producéo
de citocinas pro-inflamatérias e de proteinas de matriz extracelular por células da
conjuntiva humana. Foram confeccionados 9 corpos de prova em resina acrilica para
protese ocular na cor branca, termopolimerizados em &gua aquecida, por energia de
microondas ou ativados quimicamente, utilizados para a formacéo dos extratos dessas
resinas. Os extratos foram obtidos ap6s 72 horas de imersdo dos corpos de prova em
meio de cultura e expostos as células da conjuntiva por 72 horas para a realizacdo dos
ensaios propostos. O grupo ndo estimulado consistia em pogos com meio de cultura sem
resina acrilica. Em seguida, a sua citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de MTT em
culturas de celulas Chang, originaria da conjuntiva humana, pela produgéo das citocinas
IL1B, IL6 e TNF o e quimiocina CCL3/MIPLla por meio do ELISA e, pela expresséo de
RNAm para COL IV, TGF f e MMP9, por meio da técnica de RT-PCR. Os dados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de
Bonferroni, com nivel de significancia de 5%. As resinas submetidas aos diferentes
métodos de polimerizacdo apresentaram comportamentos divergentes com relacdo aos

ensaios realizados. A resina polimerizada pela energia de microondas proporcionou
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citotoxicidade discreta devido a reducdo da proliferacdo celular e aumento da
concentracdo de IL6. A maior expressdo génica de COL IV, MMP9 e TGF B foi
verificada para a resina termopolimerizada em &gua aquecida, contudo houve

semelhanga com o grupo ndo estimulado.

Palavras-chave: Olho artificial, resinas acrilicas, citotoxicidade imunoldgica, teste de

materiais.

82



Dissertagdo de Mestrado | Capitulo 11

Toxicity analysis in human conjunctival cell line stimulated by ocular

prosthesis acrylic resin polymerized by different methods

3.2 Abstract

Ocular prosthesis acrylic resins should be biocompatible, regardless of the selected
polymerization method. The aim of this study was to evaluate the cytotoxic effect of
different polymerization methods of ocular prosthesis N1 color acrylic resin, through
the analysis of the cell proliferation, and the production of proinflammatory cytokines
and extracellular matrix proteins by a human conjunctival cell line. A total of 9 acrylic
resin samples were manufactured and divided into 3 groups, according to the
polymerization method: heat-polymerization in water bath, polymerization by
microwave energy and auto-polymerization. Eluates corresponding to 72 hours of resin
sample immersion in medium were prepared and exposed to conjunctival cell line for 72
hours. Medium without samples was used to serve as negative control (non stimulated
group). The cytotoxic effect from the eluates was evaluated using MTT assay with
Chang conjunctival cells. The production of IL1f, IL6, TNF a and CCL3/MIP1la was
evaluated by ELISA and, mRNA expression of COL IV, TGF B and MMP9, by RT-
PCR. Data were submitted to ANOVA with Bonferroni post-tests (p<0.05). Resins
submitted to different polymerization methods exhibited divergent biological behavior.
Microwave-processed resin showed slight cytotoxicity due to significant cell
proliferation reduction and IL6 quantity increase. Higher mMRNA expression of COL IV,
MMP9 and TGF B was verified by water bath resin, however this result was similar to

the non stimulated group.
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Keywords: Ocular prosthesis, acrylic resins, cellular immune response,

biocompatibility testing.

84



Dissertagdo de Mestrado | Capitulo 11

3.3 Introducéo *

A protese ocular é um tratamento que deve ser realizado 0 mais precocemente
possivel em pacientes com anoftalmia [1,2]. A resina acrilica para esclera artificial, de
cor branca, e a incolor sdo os materiais atualmente utilizados para a sua confeccédo

[1,3,4].

A resina acrilica consiste em um po de polimero de metacrilato de metila e um
liqguido de monémero de metacrilato de metila [5]. A polimerizacdo deste material
possibilita a conversdao de monémeros em polimeros, com consequente melhora de suas
propriedades fisicas [6]. Quanto aos metodos de polimerizacdo, a resina acrilica pode
ser termopolimerizada, em &gua aquecida ou por energia de microondas, e ativada
quimicamente (RAAQ) [5,7,8]. Reacdes incompletas de polimerizacdo resultam na
presenca de mondmeros residuais de metilmetacrilato (MMA) e outros produtos
quimicos que podem ser toxicos, como o formaldeido, &acido benzdico, é&cido

metacrilico, salicilato de fenila, dibutilftalato e benzoato de fenila [6-12].

O método de polimerizacdo pode ter influéncia direta na quantidade de
monomero residual liberado, resultando em diferentes graus de citotoxicidade [13], que

podem interferir no sucesso da reabilitacdo [8,14].

Para avaliar a biocompatibilidade na utilizacdo de materiais odontologicos em
seres humanos, testes in vitro de citotoxicidade devem ser realizados. Dentre 0s recursos
disponiveis, 0 método de culturas de células possui as caracteristicas de simplicidade e

reprodutibilidade na sua execucéo e possui adequado custo-beneficio [14-16].

A citotoxicidade de um material pode ser avaliada com a utilizacdo de ceélulas

* Este artigo sera formatado de acordo com as normas do periodico Biomaterials.
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primarias ou de linhagem, o mais proximo possivel do 6rgao alvo [14]. Para a anélise da
biocompatibilidade de materiais que compdem a protese ocular, cujo tecido de suporte é
a conjuntiva, uma membrana mucosa, fina e resistente, ricamente vascularizada, que
protege o olho de corpos estranhos e infecgbes [17-19], a linhagem de células da
conjuntiva humana (Wong Kilbourne derivada da conjuntiva Chang) pode ser utilizada.

O seu uso tem sido amplamente relatado em estudos in vitro [20-26].

A literatura apresenta escassez de estudos sobre a biocompatibilidade de
proteses oculares, contudo ha a necessidade de conhecer essa propriedade, visando a
utilizacdo clinica da prétese ocular de forma segura. Portanto, este estudo avaliou o
efeito citotoxico de diferentes métodos de polimerizacdo de resina acrilica branca
utilizada na confeccdo de protese ocular. Para esta avaliacdo, foi realizada a analise in
vitro da proliferacdo celular pelo ensaio de MTT, a analise da producdo de citocinas
pré-inflamatorias e producdo de proteinas de matriz extracelular por células da

conjuntiva ocular humana.

A hipotese nula deste estudo é que, independente do método de polimerizacéo, a
resina acrilica branca utilizada na confeccdo de protese ocular ndo produz efeitos de

toxicidade sobre a linhagem celular estudada.
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3.4 Materiais e Métodos
Confeccéo dos corpos de prova

Foram confeccionados 9 corpos de prova em resina acrilica para prétese ocular
na cor branca (N1) (Artigos Odontolégicos Classico Ltda, Sdo Paulo, Brasil),
polimerizados por trés diferentes métodos (Tabela 1). Os corpos de prova foram
distribuidos nos seguintes grupos (n=3) [15]: resina N1 termopolimerizada em &agua
aquecida (RTA), resina N1 polimerizada por energia de microondas (RTM) e, resina N1

ativada quimicamente (RQ).

Tabela 1. Material, marca comercial e composic¢ao quimica dos materiais utilizados.

MARCA = . ~
MPOSICA IMICA POLIMERIZACA
MATERIAL COMERCIAL COMPOSICAO QUIMIC 0] CAO

Imersdo da mufla em agua;
Polimerizagdo em agua aquecida: aquecimento por 30 minutos;
Classico Mondomero de metilmetacrilado, resfriamento por 30 minutos;

topanol fervura por 1 hora.
RESINA Polimerizacdo em microondas: Mufla no microondas (Brastemp,
ACRILICA Onda Crvl Monomero de metilmetacrilado, S&o Paulo, Brasil) com poténcias
y topanol e de 30% (3 minutos), 0% (4
LIQUIDO etilenoglicoldimetacrilato minutos ) e 60% (3 minutos).
Mufla aberta em panela de
Ativacdo quimica: Mondmero de pressdo com a quantidade
Jet metilmetacrilato, inibidor, necessaria de agua, 20 libras de
dimetiltoluidina ar comprimido e polimerizacédo
por 20 minutos.
AI?:IIE?SI:_I\IICAA Resina acrilica Polimero de metilmetacrilato,
N1 dibutilftalato, acrilato de etila,
PO pigmentos

Para a confec¢do dos corpos de prova citados, inicialmente, discos de resina

quimicamente ativada foram obtidos em uma matriz metalica vazada contendo 10
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orificios circulares com 10 mm de didmetro e 3 mm de espessura [27]. Esses discos
foram incluidos em mufla especifica para forno microondas (Artigos Odontologicos
Classico Ltda, Sdo Paulo, Brasil) com a utilizagdo de gesso especial tipo IV (Durone,
Dentsply Ind e Com Ltda, Rio de Janeiro, Brasil) e silicone extra duro (Zetalabor,
Rovigo, Italia). Apos a cristalizagdo do gesso, as muflas foram abertas e os moldes
foram obtidos [28,29].

Apos a proporcdo e manipulagéo da resina acrilica conforme as recomendagdes
do fabricante, as mesmas foram inseridas nos moldes das muflas. Em seguida, a contra-
mufla foi colocada em posi¢édo e o conjunto levado a uma prensa hidraulica de bancada,
com carga de 1.250 kgf por 2 minutos [4,30] e seguiu-se a polimerizacdo conforme
recomendacdes do fabricante. Posteriormente, os corpos de prova foram desincluidos e

receberam o acabamento com brocas abrasivas maxi-cut.

Obtencéao dos extratos

Para a analise do efeito citotoxico dos corpos de prova, 0S extratos das
substancias hidrossolUveis presentes nos mesmos foram utilizados [15,31]. Trés corpos
de prova de cada grupo foram colocados em um tubo de ensaio contendo 10 mL de
meio de cultura 199 (Gibco, Nova lorque, Estados Unidos) suplementado com 10% de

soro fetal bovino, e incubados em estufa a 37°C por 72 horas.

Durante esse periodo de incubacdo, as substancias hidrossollveis foram
difundidas para o meio de cultura, formando os extratos para o teste de citotoxicidade.
Em seguida, a esterilizagdo dos extratos foi realizada por meio de filtros Millex

(Millipore, Darmstadt, Alemanha) de 0,22 um [7,14].

Cultura de células e Teste de citotoxicidade

88



Dissertagdo de Mestrado | Capitulo 11

Para a andlise do possivel efeito citotoxico das substancias hidrossoliveis
liberadas pelos materiais testados, foi utilizada a cultura da linhagem de células da
conjuntiva humana (Wong Kilbourne derivada da conjuntiva Chang, clone 1-5c-4),
obtida da American Type Culture Collection (CCL-20.2, Virginia, Estados Unidos).
Inicialmente, foi realizada a expansédo de celulas em garrafas com meio de cultura 199
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10 pg/mL de estreptomicina, 10 pg/mL de
penicilina, 10 pg/mL de gentamicina e 250 pg/mL de fungizone, e incubadas com 5%

de CO,, em ambiente com umidade controlada a temperatura de 37°C [21,25,26,32].

Suspens6es celulares de 5 x 10* células/mL, previamente determinadas por
estudo piloto, foram preparadas para a realizacao dos testes de citotoxicidade. Em uma
placa de 24 pocos, 1 mL desta suspensdo foi pipetado em cada pogo. Apos 24 horas de
incubagdo com 5% de CO,, em ambiente com umidade controlada a temperatura de
37°C, foi realizado o descarte do meio de cultura e 500 uL de extratos dos diferentes
grupos foram adicionados em seu respectivo po¢o. O grupo ndo estimulado (controle
negativo) consistia em pogos sem tratamento, que receberam apenas o meio 199 com
10% de soro fetal bovino [7,21]. J& nos pocos controle positivo, foram adicionados
Tween 20 (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos). As mesmas condi¢es de
incubacdo e temperatura determinadas para a obtencdo dos extratos foram utilizadas

para essa placa.

Apos 72 horas de incubagdo dos extratos em contato com as células, os meios de
cultura foram retirados e substituidos por 500 uL de meio 199 sem a adi¢do de soro
fetal bovino contendo 0,5 mg/mL de MTT (3-[4,5-dimetilazol-2-il]-2,5-difenil-

tetrazolio), e incubados com 5% de CO, a temperatura de 37°C por 4 horas [7,14,33].
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Em seguida, os meios de cultura foram descartados e o formazan intracelular foi
liberado pela solubilizagdo com 1mL de &lcool etilico 100%. As placas foram agitadas
por 5 minutos e, entdo, a mensuragdo das absorbancias das amostras foi realizada a 570
nm em espectrofotometro UV-Visivel (SpectraMax 190, Molecular Devices, California,

Estados Unidos). O ensaio de MTT foi realizado em triplicata [14-16,33].

Determinagéo dos niveis de IL14, IL6, TNF a e CCL3/MIP1la no sobrenadante das
culturas das células de linhagem estimuladas pelo extrato em diferentes tempos

O sobrenadante das culturas livres de células foi coletado apds 72 horas de
imersdo dos extratos em contato com as celulas. A coleta teve o objetivo de dosar as
citocinas pro-inflamatorias, interleucina 1B (IL1B), interleucina 6 (IL6) e fator de
necrose tumoral o (TNF o) €, a proteina inflamatdria de macrofagos 1a (CCL3/MIP1a)
pelo Ensaio Imunoabsorbente de Ligagcdo Enzimatica (ELISA) (DuoSet ELISA
Development Systems, R&D System, Minnesota, Estados Unidos) [32,34,35]. Um total
de 100 pL do sobrenadante livre de células foi utilizado para a analise quantitativa das
amostras. A analise foi realizada em triplicata e foram seguidas as recomendacdes do

fabricante [36].

Reacéo de polimerase em cadeia (RT-PCR)

A quantificacdo da expressdo dos genes para colageno tipo IV (COL 1V)
(COL4A3BP: Hs00178621_m1), metaloproteinase de matriz 9 (MMP9) (MMMPO:
Hs00234579_m1) e fator de transformacdo do crescimento B (TGF B) (TGFBLI:
Hs0099133 _m1) [34] foi realizada por meio da analise da reagdo de polimerase em
cadeia (RT-PCR). Para a extracdo de RNA total das células apds o periodo de imerséo
do extrato em contato com as células por 72 horas, o reagente TRIzol (Invitrogen Life

Technologies, Califérnia, Estados Unidos) foi utilizado conforme as recomendacdes do
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fabricante. A concentracdo de RNA foi mensurada por espectrofotometria. Com 1 ug de
RNA total e Superscript Il RNase H™ reverse transcriptase (Invitrogen Life
Technologies, California, Estados Unidos), as primeiras cadeias de cDNA foram
sintetizadas. Posteriormente, os niveis de RNAm para COL 1V, MMP9 e TGF {3 foram
mensurados e amplificados por meio de um aparelho StepOnePlus Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Invitrogen Life Technologies, California, Estados
Unidos). A deteccdo de RNAm para B-actina (ACTB: Hs03023880_g1) foi o controle
enddgeno. Um volume total de 20 uL foi utilizado para a realizagdo das reagdes. A
analise foi realizada em duplicata para cada amostra, conforme as condic¢des de ciclos
térmicos recomendadas pelo fabricante. Por meio do método de Ct (Threshold Cycle)

comparativo, os resultados foram analisados.

Analise dos Resultados

Os dados obtidos nos ensaios de MTT, ELISA e RT-PCR foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) de fator Unico, seguido pelo teste de Bonferroni, com

nivel de significancia de 5%.
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3.5 Resultados

A Figura 1 apresenta o percentual de proliferacdo celular para os diferentes
métodos de polimerizacdo avaliados. Foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos
(p=0,000). Os grupos RTA (88,4%) e RTM (74,9%) exibiram menores percentuais de
proliferacdo celular, com diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao grupo

n&o estimulado (100%).
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Figura 1. Percentual de proliferacdo celular para os diferentes métodos de
polimerizacdo avaliados. GNE: grupo ndo estimulado. RTA: resina N1
termopolimerizada em agua aquecida. RTM: resina N1 polimerizada por energia de
microondas. RQ: resina N1 ativada quimicamente. Os resultados mostram média + erro
padrdo dos percentuais de proliferacdo celular. Letras maiusculas diferentes indicam

diferenca estatistica (p<0,05) em relacéo ao respectivo grupo ndo estimulado.

No presente trabalho, ndo foram encontradas concentragdes detectaveis de IL1

e CCL3/MIP1la. Contudo, por meio da Figura 2, é possivel observar a presenca de altos
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niveis de IL6 para os grupos testados. Além disso, essa concentracdo foi
estatisticamente diferente entre os métodos de polimerizacdo avaliados (p=0,006).
Concentrages estatisticamente superiores foram verificadas para o grupo RTM (14.199
pg/mL), em relacdo ao grupo nédo estimulado (9.842 pg/mL) e RQ (10.248 pg/mL). N&o
houve diferenca estatisticamente significativa na concentracdo de IL6 entre o grupo

RTA (12.374 pg/mL) e os demais grupos.
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Figura 2. Concentracdo de IL6 para os diferentes métodos de polimerizacdo avaliados.
GNE: grupo ndo estimulado. RTA: resina N1 termopolimerizada em agua aquecida.
RTM: resina N1 polimerizada por energia de microondas. RQ: resina N1 ativada
quimicamente. Os resultados mostram média + erro padrdo da concentracdo de IL6
(pg/mL). Letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre os

grupos.

Por meio da Figura 3, é possivel verificar que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na concentragdo de TNF o entre os métodos de
polimerizacdo avaliados (p=0,182).
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Figura 3. Concentracdo de TNF o para os diferentes métodos de polimerizacdo
avaliados. GNE: grupo ndo estimulado. RTA: resina N1 termopolimerizada em agua
aquecida. RTM: resina N1 polimerizada por energia de microondas. RQ: resina N1
ativada quimicamente. Os resultados mostram média + erro padrdo da concentracdo de
TNF o (pg/mL). Letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05)

entre 0s grupos.

A Figura 4 apresenta a quantificacdo relativa de RNAm para colageno tipo IV
para os diferentes métodos de polimerizacdo avaliados. Foi observada diferenca
estatistica entre os grupos (p=0,000). Os grupos RTA (2,21) e ndo estimulado (2,01)
apresentaram maior expressdo génica de colageno tipo IV que os grupos RTM (0,99) e

RQ (1,25), com diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 4. Quantificacdo relativa de RNAm para colageno tipo 1V para os diferentes
métodos de polimerizacdo avaliados. GNE: grupo ndo estimulado. RTA: resina N1
termopolimerizada em agua aquecida. RTM: resina N1 polimerizada por energia de
microondas. RQ: resina N1 ativada quimicamente. Os resultados mostram média + erro
padrdo da expressdo de colageno tipo IV. Letras maiusculas diferentes indicam

diferenca estatistica (p<0,05) entre 0s grupos.

Por meio da Figura 5, é possivel verificar que houve diferenga estatistica na
quantificacdo relativa de RNAmM para MMP9 entre os diferentes meétodos de
polimerizacdo avaliados (p=0,000). Os grupos RTA (5,75) e ndo estimulado (5,77)
apresentaram maior expressao génica de MMP9 que os grupos RTM (1,80) e RQ (1,65),

com diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 5. Quantificacéo relativa de RNAm para MMP9 para os diferentes métodos de
polimerizacdo avaliados. GNE: grupo ndo estimulado. RTA: resina N1
termopolimerizada em agua aquecida. RTM: resina N1 polimerizada por energia de
microondas. RQ: resina N1 ativada quimicamente. Os resultados mostram média + erro
padrdo da expressdo de MMP9. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca

estatistica (p<0,05) entre 0s grupos.

A Figura 6 mostra a quantificacdo relativa de RNAm para TGF [ para 0s
diferentes metodos de polimerizagédo avaliados. Diferenca estatistica entre os grupos foi
observada (p=0,000), devido aos grupos RTA (2,02) e ndo estimulado (1,80) terem

apresentado maior expressao génica de TGF 3 que os grupos RTM (0,75) e RQ (0,66).
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Figura 6. Quantificacdo relativa de RNAm para TGF [ para os diferentes métodos de
polimerizacdo avaliados. GNE: grupo ndo estimulado. RTA: resina N1
termopolimerizada em agua aquecida. RTM: resina N1 polimerizada por energia de
microondas. RQ: resina N1 ativada quimicamente. Os resultados mostram média + erro
padrdo da expressdo de TGF . Letras maiusculas diferentes indicam diferenca

estatistica (p<0,05) entre 0s grupos.
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3.6 Discussao

A hipotese nula deste estudo de que, independente do método de polimerizacéo,
a resina acrilica branca utilizada na confeccao de prétese ocular ndo produziria efeitos
de toxicidade sobre a linhagem celular estudada néo foi aceita, visto que as resinas

apresentaram comportamentos divergentes com relagc@o aos ensaios realizados.

A polimerizagdo tem o objetivo de converter monémeros em polimeros, com a
otimizacdo das propriedades fisicas e mecanicas do material [6,37]. A
termopolimerizagdo em &gua aquecida € um dos métodos mais utilizados para a
confeccdo de proteses, visto que possui baixo custo, quando comparado a polimerizacéo
por microondas, associado a obtencéo de proteses com Otimas propriedades mecanicas e
estéticas [38,39]. Contudo, devido a reacdo exotérmica de polimerizacdo, pode ocorrer
aumento da porosidade de superficie do material [5]. Ja a resina quimicamente ativada é
comumente utilizada na clinica para reparos de proteses, visto que é rapidamente

polimerizada & temperatura ambiente [12].

Os diferentes métodos de polimerizacdo da resina acrilica de protese ocular ndo
foram previamente estudados quanto a citotoxicidade. Porém, diversos estudos
[7,40,41] referem que a ativagdo quimica da resina acrilica de protese total causa maior
inibicdo da proliferacdo celular, quando comparada aos demais métodos de
polimerizacdo, devido ao menor grau de conversdo alcancado e consequente maior

quantidade de mondmero residual liberado [38].

Contudo, no presente estudo, ndo foi observada reducéo da proliferacao celular
pela resina ativada quimicamente em relacdo ao grupo nao estimulado (Figura 1),
possivelmente pelo fato dessa polimerizacdo ter sido realizada com a mufla aberta e sob

pressdo por 20 minutos, conforme as recomendacdes do fabricante, para evitar a
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porosidade do material [42]. Por meio desses resultados, é possivel supor que, a partir
deste momento, a liberacdo de mondmero residual ja iniciou, previamente a colocagédo
dos corpos de prova nos tubos para a obtencéo dos extratos, diferente da condigdo das
resinas polimerizadas pelos demais métodos, onde aguardou-se o esfriamento das
muflas para a demuflagem das amostras. Além disso, parte dos mondmeros residuais da
resina ativada quimicamente podem ndo ter difundido para o0 meio aquoso,

permanecendo na matriz resinosa como cadeias pendentes [12,37].

A polimerizacdo por energia de microondas possui as vantagens de reducao do
tempo de cura do material, homogeneidade da mistura entre 0 p6 e o liquido, e
excelente adaptacdo da protese [4,37,43]. Contudo, apOs essa polimerizacdo, €
necessario aguardar o esfriamento da mufla antes de sua abertura, de forma semelhante
a termopolimerizacdo em agua aquecida. Adicionalmente, 0 método possui maior custo,
visto que requer a utilizacdo de um aparelho de microondas e de muflas especificas para

0 mesmo [39].

Quando comparados ao grupo nao estimulado, o grupo RTA pode ser
considerado ndo citotoxico (proliferagdo celular maior que 75%), enquanto O grupo
RTM proporcionou citotoxicidade discreta (proliferacdo entre 50 e 75%) (Figura 1), de
acordo com a ISO-standard 10993-5, que avalia os métodos in vitro para a analise da
citotoxicidade [31]. Sheridan et al. [41] observaram, de forma semelhante, que a resina
acrilica para protese total termopolimerizada em agua aquecida foi menos citotoxica que

a por energia de microondas, apos 96 horas de formacao dos extratos.

Apesar de seguidas as recomendacdes do fabricante para a polimerizacdo por

energia de microondas no presente estudo, Azzarri et al. [37] afirmam que a
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citotoxicidade do material pode ser influenciada pelos parametros de tempo e poténcia

do microondas.

Além disso, a atuacdo da energia de microondas ocorre somente sobre as
moléculas de mondmero [16,43]. No presente estudo, a polimerizacdo por energia de
microondas foi realizada em ambiente seco, sem a imersdo da resina acrilica em agua
para permitir a lixiviacdo de mondmeros residuais. O grau de conversdo atingido pode
ndo ter sido suficiente para reduzir o potencial citotoxico do material. De acordo com
Jorge et al. [13] e Sheridan et al. [41], a difusdo de diversas substancias potencialmente
toxicas, que ndo sdo influenciadas pela energia de microondas, como formaldeido, &cido
metacrilico, acido benzoico, benzoato de fenila, aditivos organicos, dentre outros, pode
ser responsavel pelo potencial citotoxico do material. Essa hipdtese pode justificar a
citotoxicidade discreta observada para o grupo RTM. Os sitios livres de ligagdo da
cadeia polimérica podem ter se ligado ao oxigénio, inibindo a sua ocupacdo por

moléculas de monémero e, consequentemente, a polimerizagéo [13].

Houve a necessidade de aguardar o esfriamento da mufla antes de sua abertura, o
que pode estar associado a menor proliferacéo celular para a resina acrilica polimerizada
por energia de microondas, quando comparada a resina acrilica ativada quimicamente,

que teve sua reacao sem as condic¢des de confinamento da amostra no interior da mufla.

Essas hipoteses podem ser utilizadas para justificar as maiores concentracdes de
IL6 encontradas para RTM, em relacdo ao grupo ndo estimulado (Figura 2). Essa
interleucina € uma das grandes responsaveis pelo aumento da concentracdo local de

células para reparacao tecidual [44, 45].

Diferentes propriedades da resina acrilica polimerizada por meio da energia de

microondas, como a resisténcia a flexdo, estabilidade dimensional e microdureza, foram
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previamente estudadas [4,46-48], sendo observados excelentes resultados na sua
utilizacdo. Porém, com relacéo a citotoxicidade, condicdo avaliada neste trabalho, este
método ndo parece ser 0 mais apropriado para a polimerizacao da resina acrilica branca
de protese ocular. A resina acrilica de protese ocular difere da resina utilizada na
confeccdo da protese total devido a menor granulagdo do pé de polimero de metacrilato

de metila [49].

Jorge et al. [50] compararam a resina acrilica para protese total polimerizada em
agua aquecida e por energia de microondas e verificaram resultado similar quanto a
proliferacdo celular. Contudo, o periodo de formacgdo dos extratos foi de 24 horas,
diferentemente do periodo utilizado no presente estudo (72 horas). De acordo com
Cimpan et al. [51], quanto maior a dose e 0 tempo de exposi¢cdo ao extrato da resina
acrilica, maiores os efeitos deletérios resultantes. Portanto, o periodo de 72 horas do

presente estudo pode ter influenciado na discreta citotoxicidade encontrada para RTM.

Com relacdo a quantificacéo relativa de RNAm para COL 1V, MMP9 e TGF B,
maiores quantidades desses alvos ocorreram para o grupo RTA (Figuras 4 a 6). Houve
semelhanca na expressdo génica entre este grupo e o grupo nédo estimulado, indicando
que a linhagem de células estudada parece produzir esses alvos em condicao fisiologica.
O equilibrio entre a sintese e a quebra de colageno é importante durante o processo de
reparo tecidual, visando evitar uma reacéo fibrosa [52,53]. O COL 1V, produzido por
células epiteliais, é essencial na composicdo da sua membrana basal [54]. E
fundamental que exista um equilibrio na expressdo de RNAm para COL IV, MMP9 e
TGF B, visando a preservacdo da estrutura celular. Foi observada semelhanca no
aumento da expressao génica de COL IV, assim como da expressdo génica de TGF J,
esta Ultima proteina é responsavel pelo estimulo a sintese de COL 1V [44,55]. Contudo,
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a expressdo de MMP9, que atua na degradacéo de COL IV [44,55], aumentou cerca de 3
vezes mais do que a expressdo de COL 1V e TGF B, o que pode ser deletério, visto que a
ativacdo excessiva de MMP9 danifica a morfologia celular, podendo resultar em danos

severos ao tecido [56].

O ciclo de polimerizacdo do grupo RTA foi realizado conforme recomendacéo
do fabricante, com duragéo total de 2 horas, sendo 1 hora de fervura final (Tabela 1). A
influéncia da utilizagdo de diferentes ciclos, em uma resina acrilica para protese total,
foi avaliada por Bural et al. [6]. Os autores verificaram que, apesar do fabricante do
material recomendar a polimeriza¢do por um periodo de 1 hora, sendo 30 minutos em
agua aquecida e 30 minutos de fervura final, o ciclo longo de polimerizagédo de 9 horas
em agua aquecida associado a 30 minutos de fervura final reduziu significativamente a
quantidade de monomero residual liberado no meio de cultura e aumentou de forma
significativa o percentual de proliferacdo celular nos extratos formados por 24 e 48

horas.

E importante ressaltar que diferentes linhagens de células foram utilizadas entre
0s estudos para a avaliagdo da citotoxicidade da resina acrilica, 0 que pode ter
influenciado na resposta celular encontrada [9]. Adicionalmente, ndo ha relatos da
avaliacdo da resposta da linhagem de células Wong Kilbourne derivada da conjuntiva
Chang exposta a resina acrilica. Essas células tém sido bastante utilizadas em estudos in
vitro [20-23], visto que correspondem a celulas da conjuntiva humana, que cobre a parte

posterior da palpebra e se estende para tras recobrindo a esclera [17,18].

O presente estudo possui como limitacdo as diferencas entre os periodos para a
demuflagem das amostras para cada método de polimerizacdo. Porém, foram

respeitadas as orientacdes do fabricante para a demuflagem. Além disso, foram
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realizados testes in vitro, que apesar de nao refletirem a condicéo clinica de utilizagdo
do material, sdo essenciais para a analise do seu comportamento biologico. Do ponto de
vista clinico, os resultados devem ser interpretados com cuidado. Novos estudos podem
ser realizados para avaliar a citotoxicidade causada por diferentes ciclos de
polimerizacdo da resina acrilica branca, alem da analise da resina acrilica incolor,
utilizada para o recobrimento da caracterizacdo da protese ocular, quanto aos diferentes

métodos de polimerizagao.
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3.7 Concluséao

As resinas submetidas aos diferentes metodos de polimerizacdo apresentaram
comportamentos divergentes em relacao a citotoxicidade, ativacao celular e producéo de
proteinas de matriz. A resina polimerizada em agua aquecida apresentou
comportamento mais semelhante ao grupo ndo estimulado, sendo o meétodo mais

adequado para a confeccdo da prétese ocular.
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Analise da toxicidade da resina acrilica de prétese ocular com ou sem

pigmento acrilico sobre as células da conjuntiva humana

4.1 Resumo

O conhecimento da biocompatibilidade dos materiais que compdem a protese ocular é
importante para a sua utilizagdo sem reagfes danosas aos usuarios. Esse estudo avaliou
a influéncia da presenga do pigmento acrilico na resina acrilica branca utilizada na
confeccdo de protese ocular, por meio da analise da proliferacdo celular e da producgéo
de citocinas pro-inflamatérias e de proteinas de matriz extracelular por células da
conjuntiva ocular humana. Foram confeccionados 9 corpos de prova de materiais
utilizados para a confeccdo de protese ocular, termopolimerizados em agua aquecida, e
distribuidos em 3 grupos, sendo um de resina acrilica branca sem pigmento acrilico, um
de resina com pigmento e um de pigmento acrilico. Os corpos de prova foram imersos
em meio de cultura por 72 horas para a formacgédo dos extratos e expostos as células da
conjuntiva por 72 horas para a realizacdo dos ensaios propostos. O grupo néo
estimulado consistia em po¢os com meio de cultura sem corpos de prova. Em seguida, a
citotoxicidade dos extratos foi avaliada pelo ensaio de MTT em culturas de células
Chang, originaria da conjuntiva humana, pela producéo das citocinas IL1f, IL6 e TNF a
e quimiocina CCL3/MIP1a por meio do ELISA e, pela expressao de RNAm para COL
IV, TGF B e MMP9, por meio da técnica de RT-PCR. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni, com
nivel de significancia de 5%. Os materiais com diferentes pigmentacdes apresentaram

comportamentos divergentes com relacdo aos ensaios realizados. N&o foi observada
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citotoxicidade dos materiais quanto a proliferacdo celular. Contudo, a resina pigmentada
apresentou maior concentracdo de IL6. A maior expressdo génica de COL IV, MMP9 e
TGF B foi verificada para a resina branca, contudo houve semelhanga com o grupo nédo

estimulado.

Palavras-chave: Olho artificial, resinas acrilicas, citotoxicidade imunoldgica, teste de

materiais.
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Toxicity analysis in human conjunctival cell line stimulated by ocular prosthesis

acrylic resin with or without pigment incorporation

4.2 Abstract

The knowledge of ocular prosthesis material's biocompatibility is important to ensure a
safe use in patients. The aim of this study was to evaluate the influence of pigment
incorporation on the cytotoxicity of ocular prosthesis N1 color acrylic resin, through the
analysis of the cell proliferation, and the production of proinflammatory cytokines and
extracellular matrix proteins by a human conjunctival cell line. A total of 9 samples
were manufactured by heat-polymerization in water bath and divided into 3 groups: N1
color acrylic resin without pigment incorporation, N1 color acrylic resin with pigment
incorporation, and acrylic pigment. Eluates corresponding to 72 hours of sample
immersion in medium were prepared and exposed to conjunctival cell line for 72 hours.
Medium without samples was used to serve as negative control (non stimulated group).
The cytotoxic effect from the eluates was evaluated using MTT assay with Chang
conjunctival cells. The production of IL1p, IL6, TNF a and CCL3/MIP1a was evaluated
by ELISA and, mRNA expression of COL IV, TGF B and MMP9, by RT-PCR. Data
were submitted to ANOVA with Bonferroni post-tests (p<0.05). The materials exhibited
divergent biological behavior. No cytotoxicity was observed based on cell proliferation.
However, resin with pigment incorporation showed significant IL6 quantity increase.
Higher mRNA expression of COL 1V, MMP9 and TGF B was verified by resin without

pigment incorporation, however this result was similar to the non stimulated group.
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Keywords: Ocular prosthesis, acrylic resins, cellular immune response,

biocompatibility testing.
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4.3 Introducéo *

A protese ocular é um tratamento que deve ser realizado 0 mais precocemente
possivel em pacientes com anoftalmia e geralmente é confeccionada com resina acrilica
na cor branca e incolor, devido a sua facil manipulagéo e adaptacéo, estética satisfatoria

e baixo custo [1-3].

Pigmentos acrilicos de cores diversas podem ser incorporados a resina acrilica
para esclera artificial, visando simular a esclera natural do paciente. Além disso, a iris
artificial é posicionada e fibras de seda vermelhas também podem ser incorporadas para
a caracterizacdo da superficie da protese. Entdo, a resina incolor é utilizada para a

cobertura da caracterizagéo [1,4].

A resina acrilica € composta por um po de polimero de metacrilato de metila e
um liquido de mondémero de metacrilato de metila [5]. Quando manipulados, ha uma
reacdo de polimerizacdo que consiste na conversdo de monémeros em polimeros,
otimizando as propriedades fisicas do material [6]. Caso essa reacdo seja incompleta,
monomeros residuais de metilmetacrilato (MMA) e outros produtos quimicos que
podem ser toxicos sdo liberados. Exemplos desses produtos sdo o formaldeido, acido

benzoico e metacrilico, dentre outros [6-12].

Estética, durabilidade e adequada adaptacdo séo requisitos essenciais da protese
ocular. Contudo, a biocompatibilidade é uma qualidade essencial para o sucesso da

reabilitacdo e pode ser avaliada por meio de testes in vitro da citotoxicidade [4,12-14].

Por meio do método de culturas de celulas, um teste relativamente simples de ser

executado e reproduzido, a citotoxicidade de um material pode ser avaliada [14-16].

* Este artigo sera formatado de acordo com as normas do periodico Biomaterials.
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Preferencialmente células primarias ou de linhagem, o mais proximo possivel do
orgao alvo, devem ser utilizadas [14]. O uso da linhagem de células da conjuntiva
humana (Wong Kilbourne derivada da conjuntiva Chang) tem sido amplamente relatado
em estudos in vitro [17-23]. Essa linhagem pode ser utilizada para a avaliacdo da
citotoxicidade de materiais utilizados na confeccdo da prétese ocular, visto que o tecido
de suporte dessa protese € a conjuntiva, que consiste em uma membrana mucosa fina

que protege o olho de corpos estranhos e infec¢coes [24-26].

A literatura apresenta escassez de estudos sobre a biocompatibilidade de
proteses oculares, contudo hd a necessidade de conhecer essa propriedade, visando a
utilizacdo clinica da protese ocular de forma segura. Portanto, esse estudo avaliou de
avaliar a influéncia da presenca do pigmento acrilico na resina acrilica branca utilizada
na confeccdo de prétese ocular. Para esta avaliacdo, foi realizada a analise in vitro da
proliferacdo celular pelo ensaio de MTT, a analise da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e producdo de proteinas de matriz extracelular por células da conjuntiva

ocular humana.

A hipotese nula deste estudo é que a resina acrilica branca utilizada na confeccéo
de protese ocular, com ou sem pigmento acrilico, e o pigmento acrilico ndo produzem

efeitos de toxicidade sobre a linhagem celular estudada.
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4.4 Materiais e Métodos

Confeccéo dos corpos de prova

Foram confeccionados 9 corpos de prova de materiais utilizados para a
confeccdo de protese ocular, termopolimerizados em agua aquecida (Tabela 1). Esses
corpos de prova foram distribuidos nos seguintes grupos (n=3) [15]: resina N1
termopolimerizada em agua aquecida (RTA), resina N1 + pigmento termopolimerizada

em agua aquecida (RpTA) e, pigmento termopolimerizado em agua aquecida (pTA).

Tabela 1. Material, marca comercial e composi¢ao quimica dos materiais utilizados.

MATERIAL MARCA COMERCIAL COMPOSI(}AO QUIMICA

RESINA Resina acrilica N1 (Artigos Polimero de metilmetacrilato,

ACRILICA  odontolégicos Cléssico Ltda,  dibutilftalato, acrilato de etila,
PO Sé&o Paulo, Brasil) pigmentos

Polimero metilmetacrilato,
dibutilftalato, acrilato de etila, cerca
de 1,5% de pigmentos diversos
orgéanicos e inorganicos

~ Poli-Cor roxo (cor R2) (Artigos
PIGMENTO PO  Odontologicos Classico Ltda,
Sdo Paulo, Brasil)

RESINA

> Cléssico (Artigos Polimerizagdo em 4gua aquecida:
ACRILICA Odontologicos Classico Ltda, Monémero de metilmetacrilado,
LiQUIDO Sé&o Paulo, Brasil) topanol

Discos de resina quimicamente ativada foram utilizados para a confeccdo dos
corpos de prova citados, obtidos a partir de uma matriz metalica vazada contendo 10
orificios circulares. Esses discos, com 10 mm de diametro e 3 mm de espessura [27],

foram incluidos em mufla especifica para forno microondas (Artigos Odontologicos
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Classico Ltda, Sdo Paulo, Brasil) com a utilizagdo de gesso especial tipo IV (Durone,
Dentsply Ind e Com Ltda, Rio de Janeiro, Brasil) e silicone extra duro (Zetalabor,
Rovigo, Italia). Apos a cristalizagdo do gesso, as muflas foram abertas e os discos

removidos, com a consequente obtencdo dos moldes [4,28].

A resina acrilica (RTA) e o pigmento acrilico isolado (pTA) foram
proporcionados e manipulados de acordo com as recomendacfes do fabricante e
inseridos nos moldes das muflas. No grupo RpTA, a incorporacdo do pigmento acrilico
foi realizada no momento da manipulacdo da resina. Para isso, a resina acrilica e o
pigmento foram devidamente pesados em balanca digital de precisdo (BEL
Equipamentos Analitico, Sdo Paulo, Brasil), sendo o pigmento equivalente a 7 % do

peso da resina acrilica [29].

Apds a insercdo dos materiais nos moldes das muflas, a contra-mufla foi
posicionada sobre a mufla e o conjunto levado a uma prensa hidraulica de bancada, com
carga de 1.250 kgf por 2 minutos [2,13]. Posteriormente, foi realizada a polimerizacéo
conforme recomendacdes do fabricante, iniciada por polimerizacdo de bancada seguida
de imersdo da mufla em agua a temperatura ambiente, manutencdo em fogo brando por
30 minutos, seguido de auséncia de aquecimento por 30 minutos e fervura por 1 hora.
Ap0s esse periodo, os corpos de prova foram removidos e receberam o acabamento para

remocao dos excessos, com brocas abrasivas maxi-cut.

Um corpo de prova adicional de cada grupo foi utilizado para a analise da
composicao quimica elementar da superficie, em pequenos volumes na ordem de 1 um3,

por meio da espectroscopia de energia dispersiva (EDS).

Obtencéo dos extratos
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Os extratos das substancias hidrossoltveis presentes nos corpos de prova foram
utilizados para a analise da citotoxicidade [15,30]. Trés corpos de prova de cada grupo
foram colocados em um tubo de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura 199 (Gibco,
Nova lorque, Estados Unidos) suplementado com 10% de soro fetal bovino, e

incubados em estufa a 37°C por 72 horas.

Esse periodo de incubagdo permitiu a difusdo das substancias hidrossollveis
para 0 meio de cultura, com a formacéo dos extratos para o teste de citotoxicidade. Em
sequida, filtros Millex (Millipore, Darmstadt, Alemanha) de 0,22 um foram utilizados

para a esterilizagéo dos extratos [11,14].
Cultura de células e Teste de citotoxicidade

A cultura de células foi o método escolhido para a analise do possivel efeito
citotoxico das substancias liberadas pelos materiais testados. Para isto, a linhagem de
células da conjuntiva humana (Wong Kilbourne derivada da conjuntiva Chang, clone 1-
5c-4), obtida da American Type Culture Collection (CCL-20.2, Virginia, Estados
Unidos), foi utilizada. Essas células foram expandidas em garrafas com meio de cultura
199 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10 pg/mL de estreptomicina, 10
ug/mL de penicilina, 10 pg/mL de gentamicina e 250 pg/mL de fungizone e incubadas
com 5% de CO,, em ambiente com umidade controlada a temperatura de 37°C

[18,22,23,31].

Suspens6es celulares de 5 x 10* células/mL da linhagem de células da conjuntiva
humana, previamente determinadas por estudo piloto, foram preparadas, sendo pipetado
1 mL desta suspensdo em cada pog¢o, de uma placa de 24 pocos. Ap6s 24 horas de
incubagéo nas mesmas condig¢des acima citadas, o0 meio de cultura foi descartado e 500

uL de extratos de cada grupo foram adicionados em seus respectivos pogos. O grupo
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ndo estimulado (controle negativo) consistia em pocgos sem tratamento, aonde foram
adicionados apenas 0 meio 199 com 10% de soro fetal bovino [11,18]. Nos pocos
controle positivo, foram adicionados Tween 20 (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados
Unidos). Essa placa foi submetida as mesmas condi¢des de incubacdo e temperatura

determinadas para a obten¢édo dos extratos.

Apo0s 72 horas de incubagdo dos extratos em contato com as células, os meios de
cultura foram descartados e 500 uL de meio 199 sem a adicdo de soro fetal bovino
contendo 0,5 mg/mL de MTT (3-[4,5-dimetilazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio) foram
adicionados em cada poco, e incubados com 5% de CO; a temperatura de 37°C por 4

horas [11,14,32].

Posteriormente, os meios de cultura foram removidos e o formazan intracelular
foi liberado pela solubilizagdo com 1mL de alcool etilico 100%. Apos a agitacdo das
placas por 5 minutos, a mensuracao das absorbancias das amostras foi realizada a 570
nm em espectrofotometro UV-Visivel (SpectraMax 190, Molecular Devices, California,

Estados Unidos). Esse ensaio foi realizado em triplicata[11,15,16,32].

Determinagéo dos niveis de IL1S, IL6, TNF a e CCL3/MIP1la no sobrenadante das
culturas das células de linhagem estimuladas pelo extrato em diferentes tempos

ApoOs 72 horas de imersdo dos extratos em contato com as celulas, o
sobrenadante das culturas livres de células foi coletado com o objetivo de dosar as
citocinas pro-inflamatérias interleucina 1 (IL1pB), interleucina 6 (IL6) e fator de
necrose tumoral o (TNF o) €, a proteina inflamatdria de macrofagos 1a (CCL3/MIP1a)
pelo Ensaio Imunoabsorbente de Ligagcdo Enzimatica (ELISA) (DuoSet ELISA
Development Systems, R&D System, Minnesota, Estados Unidos) [31,33,34]. Um

volume de 100 puL do sobrenadante livre de células foi utilizado para a anélise
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quantitativa em triplicata das amostras. A andlise foi realizada de acordo as

recomendag0es do fabricante [35].

Reacéo de polimerase em cadeia (RT-PCR)

A andlise da reacdo de polimerase em cadeia (RT-PCR) foi realizada para a
quantificacdo da expressdo génica para colageno tipo IV (COL 1V) (COL4A3BP:
Hs00178621 m1), metaloproteinase de matriz 9 (MMP9) (MMMP9: Hs00234579 m1)
e fator de transformacdo do crescimento p (TGF B) (TGFB1: Hs0099133 m1l)

(Oliveira), exceto para o grupo pTA.

O grupo pTA ndo foi avaliado, visto que o0 pigmento resinoso pode ser
incorporado a resina durante a confecgdo da protese ocular, contudo, a sua utilizacéo

nao ocorre de forma isolada.

O RNA total das células, obtido ap0ds o periodo de imerséo do extrato em contato
com as células por 72 horas, foi extraido com a utilizagdo do reagente TRIzol
(Invitrogen Life Technologies, California, Estados Unidos), de acordo com as
recomendacbes do fabricante. A concentracdo de RNA foi mensurada por
espectrofotometria. As primeiras cadeias de cDNA foram sintetizadas a partir da
utilizacdo de 1 pg de RNA total e Superscript 1l RNase H™ reverse transcriptase
(Invitrogen Life Technologies, California, Estados Unidos). Apos essa etapa, 0s niveis
de RNAm para COL IV, MMP9 e TGF B foram mensurados e amplificados com a
utilizacdo de um aparelho StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Invitrogen Life Technologies, California, Estados Unidos). O controle enddgeno
utilizado foi a deteccdo de RNAm para B-actina (ACTB: Hs03023880 gl). Para a
realizacdo das reacGes, um volume de 20 pL foi utilizado. A analise foi realizada em

duplicata para cada amostra, de acordo com as condi¢bes de ciclos térmicos
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recomendadas pelo fabricante. Os resultados foram analisados utilizando o método de

Cr (Threshold Cycle) comparativo.

Analise dos Resultados

Os dados do presente estudo, obtidos nos ensaios de MTT, ELISA e RT-PCR,
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de fator unico. Em seguida, o teste

de Bonferroni foi realizado, com nivel de significancia de 5%.
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4.5 Resultados

O percentual de proliferacdo celular para os materiais com diferentes
pigmentacdes avaliados no presente estudo estd apresentado na Figura 1. Diferenca
estatistica foi observada entre os grupos (p=0,000). Os grupos RTA (88,4%) e pTA
(87,5%) exibiram menores percentuais de proliferacdo celular, com diferenca

estatisticamente significativa em relagdo ao grupo ndo estimulado (100%).
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Figura 1. Percentual de proliferacdo celular para os materiais avaliados. GNE: grupo
ndo estimulado. RTA: resina N1 termopolimerizada em agua aquecida. RpTA: resina
N1 + pigmento termopolimerizada em agua aquecida. pTA: pigmento
termopolimerizado em agua aquecida. Os resultados mostram média + erro padrdo dos
percentuais de proliferacdo celular. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca

estatistica (p<0,05) em relacdo ao respectivo grupo nédo estimulado.

No presente trabalho, ndo foram encontradas concentragdes detectaveis de IL1B

e CCL3/MIPla. Contudo, altos niveis de IL6 foram observados para os grupos testados
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(Figura 2) e variaram de forma significativa de acordo com o material avaliado
(p=0,000). Maiores concentracbes foram observadas para o grupo RpTA (14.708
pg/mL), em relacdo ao grupo ndo estimulado (9.842 pg/mL) e pTA (3.312 pg/mL). N&o
houve diferenca estatisticamente significativa na concentracdo de IL6 entre o grupo

RTA (12.374 pg/mL) e o grupo GNE e RpTA.
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Figura 2. Concentracdo de IL6 para os materiais avaliados. GNE: grupo nao
estimulado. RTA: resina N1 termopolimerizada em &gua aquecida. RpTA: resina N1 +
pigmento termopolimerizada em agua aquecida. pTA: pigmento termopolimerizado em
agua aquecida. Os resultados mostram média + erro padrdo da concentracdo de IL6
(pg/mL). Letras maiusculas diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05) entre os

grupos.

A Figura 3 ilustra a auséncia de diferenca estatisticamente significativa na
concentracdo de TNF a para os materiais com diferentes pigmentactes avaliados

(p=0,264).
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Figura 3. Concentracdo de TNF o para os materiais avaliados. GNE: grupo nao
estimulado. RTA: resina N1 termopolimerizada em &gua aquecida. RpTA: resina N1 +
pigmento termopolimerizada em agua aquecida. pTA: pigmento termopolimerizado em
agua aquecida. Os resultados mostram média + erro padrdo da concentragdo de TNF a
(pg/mL). Letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre os

grupos.

Por meio da Figura 4, que apresenta a quantificacdo relativa de RNAm para
colageno tipo IV para os materiais testados, foi observada diferenca estatistica entre os
grupos (p=0,000). Os grupos RTA (2,21) e néo estimulado (2,01) apresentaram maior
expressao de colageno tipo 1V que o grupo RpTA (1,25), com diferenca estatisticamente

significativa.
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Figura 4. Quantificacdo relativa de RNAm para colageno tipo IV para 0os materiais
avaliados. GNE: grupo ndo estimulado. RTA: resina N1 termopolimerizada em agua
aquecida. RpTA: resina N1 + pigmento termopolimerizada em agua aquecida. Os
resultados mostram média + erro padrdo da expressdo de colageno tipo IV. Letras

maiulsculas diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre 0s grupos.

A Figura 5 apresenta a quantificacdo relativa de RNAm para MMP9 para 0s
materiais avaliados. Foi observada diferenca estatistica entre os mesmos (p=0,03). Os
grupos RTA (5,75) e ndo estimulado (5,77) expressaram mais MMP9 que o grupo

RpTA (2,95), com diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 5. Quantificacdo relativa de RNAm para MMP9 para os materiais avaliados.
GNE: grupo ndo estimulado. RTA: resina N1 termopolimerizada em agua aquecida.
RpTA: resina N1 + pigmento termopolimerizada em agua aquecida. Os resultados
mostram média + erro padrdo da expressdo de MMP9. Letras maiusculas diferentes

indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre 0s grupos.

Por meio da Figura 6 € possivel observar a quantificacao relativa de RNAm para
TGF B para os materiais avaliados. Houve diferenca estatistica entre os grupos testados
(p=0,000), devido ao grupo RTA (2,02) ter expressado mais TGF 3 que o grupo RpTA

(1,34).
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Figura 6. Quantificacdo relativa de RNAm para TGF B para os materiais avaliados.
GNE: grupo ndo estimulado. RTA: resina N1 termopolimerizada em agua aquecida.
RpTA: resina N1 + pigmento termopolimerizada em agua aquecida. Os resultados
mostram média + erro padrdo da expressdao de TGF B. Letras maiusculas diferentes

indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre 0s grupos.

Os elementos quimicos presentes na superficie das amostras foram identificados
por meio do ensaio de EDS (Tabela 2). Os elementos carbono (C) e oxigénio (O) foram
detectados para todos os grupos. O grupo RpTA apresentou, adicionalmente, 2,14% de

silicio (Si). No grupo pTA, foi encontrado 1,00% de Si e 0,13% de aluminio (Al).

130



Dissertagdo de Mestrado | Capitulo 111

Tabela 2. Porcentagem (%) de cada composto quimico para 0s grupos avaliados por

meio da espectroscopia de energia dispersiva (EDS).

COMPOSTOS GRUPOS
RTA RpTA pTA
Carbono (C) 75,79% 74,45% 75,02%
Oxigénio (O) 24,21% 23,41% 23,85%
Silicio (Si) - 2,14% 1,00%
Aluminio (Al) - - 0,13%

RTA: resina N1 termopolimerizada em agua aquecida. RpTA: resina N1 + pigmento
termopolimerizada em &gua aquecida. pTA: pigmento termopolimerizado em agua
aquecida.
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4.6 Discussao

A hipotese nula de que a resina acrilica com ou sem pigmento acrilico e o
pigmento acrilico ndo produzem efeitos de toxicidade sobre a linhagem celular estudada
ndo foi aceita, visto que os materiais com diferentes pigmentacdes apresentaram

comportamentos divergentes com relagcdo aos ensaios realizados.

No presente estudo pode-se observar que todos 0S grupos apresentaram
proliferacdo celular maior que 75% (Figura 1), sugerindo assim que 0s materiais
utilizados séo considerados néo citotoxicos de acordo com a 1SO-standard 10993-5, que
avalia os meétodos in vitro para a analise da citotoxicidade [30]. Esses resultados estdo
de acordo com os achados de Retamoso et al. [36] que verificaram que 0s pigmentos
acrilicos utilizados em resinas ativadas quimicamente ndo influenciaram na

biocompatibilidade do material.

Apesar de ndo citotoxico, o grupo pTA apresentou o menor percentual de
proliferacdo celular (Figura 1). Esse fato pode estar associado a presenca de diferentes
elementos quimicos na composicdo do material. Por meio da analise de EDS, os
elementos aluminio e silicio foram detectados na superficie da amostra desse grupo

(Tabela 2).

Sabe-se que o aluminio € um dos elementos mais abundantes na crosta terrestre
na forma de 6xido de aluminio (Al.O3) [37]. Segundo a Organizagdo Mundial da Salde,
atualmente a dose semanal toleravel é de 1 mg de aluminio por quilograma de massa
corporal [37]. Estudos mostram que o sistema imune parece ser sensivel a exposi¢ao ao
Al [37-39]. Algumas pessoas manifestam alergia ao aluminio, sofrendo dermatites ao
seu contato, inclusive desordens digestivas ao ingerir alimentos cozidos em recipientes

de aluminio [37-39]. O aluminio ndo é considerado tdo toxico como 0s metais pesados,
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mas existem algumas evidéncias de certa toxicidade quando ingerido em grandes
quantidades, principalmente quando na forma de ions, pois 0 mesmo é solivel em agua
[37-39]. Apesar do grupo pTA néo ter sido citotoxico, a proliferacdo celular pode ter

sido reduzida devido a presenca de ions de aluminio.

Pode-se verificar maior concentracao, estatisticamente significativa, de IL6 para
0 grupo RpTA quando comparado ao grupo nédo estimulado (Figura 2). Pelo ensaio de
EDS, foi observado que as amostras de resina acrilica branca com pigmento

apresentaram, além de carbono e oxigénio, o elemento silicio (Si) (Tabela 2).

A presenca de concentragdes toxicas de ions metalicos, dentre eles o silicio,
pode estar associada a alteragbes genéticas, citotoxicidade, reacdes inflamatorias e
carcinogénicas [40]. De acordo com Speck-Hernandez & Montoya-Ortiz [41], O
processo citotoxico resultante da exposicdo a materiais contendo silicio incluem reducéo
da atividade metabolica celular, aumento da producdo de mediadores inflamatorios,
como as citocinas pro-inflamatorias (IL1B, IL6 e TNF o) e apoptose. Acreditamos que
reacdo semelhante pode ter ocorrido no presente estudo, devido a liberagcdo de ions de

silicio no meio de cultura e consequente exposi¢do das culturas celulares ao mesmo.

N&o foram encontradas concentracdes detectaveis de IL1p e CCL3/MIPla,
sugerindo que o estimulo dado pelos extratos dos materiais testados ndo foi suficiente

para a célula Chang secretar tais mediadores inflamatorios.

Apesar de ndo ter sido encontrado diferenca estatistica significativa nas
concentracfes de TNF a, pode-se observar quantidades numericamente maiores desse
mediador para os materiais avaliados quando comparados ao grupo ndo estimulado
(Figura 3). O TNF a é uma das principais citocinas pro-inflamatérias e possui,

juntamente com IL1 e IL6, a capacidade de aumentar a concentracdo local de células

133



Dissertagdo de Mestrado | Capitulo 111

para reparacao tecidual. Uma das fungbes desse mediador € promover a resposta imune
e inflamatoria por meio do recrutamento de neutrofilos e mondcitos para o local da

infeccdo, além de ativa-los [42].

Com relacdo a quantificacéo relativa de RNAm para COL 1V, MMP9 e TGF B,
maiores quantidades desses alvos ocorreram para 0 grupo ndo estimulado e RTA
(Figuras 4 a 6), sem diferenca estatisticamente significativa entre eles, indicando que a
linhagem de células Chang parece produzir esses alvos em condicgédo fisioldgica. Foi
observada semelhanca no aumento da expressao génica de COL IV, assim como da
expressao génica de TGF B (proteina é responsavel pelo estimulo a sintese de COL 1V)
[42,43]. Sabe-se que o equilibrio entre a sintese e a quebra de colageno é essencial
durante o processo de reparo tecidual, para evitar uma reacdo fibrosa [44,45], e que o
COL 1V, produzido por células epiteliais, é essencial na composi¢do da sua membrana
basal [46]. E fundamental haver um equilibrio na expressido de RNAm para COL 1V,
MMP9 e TGF B, para a preservacdo da estrutura celular. Contudo, a expressdo de
MMP9, que atua na degradacdo de COL IV [42,43], aumentou cerca de 3 vezes mais do
que a expressdao de COL IV e TGF B, o que pode ser deletério, visto que a ativacdo

excessiva de MMP9 danifica a morfologia celular [47].

Ainda é importante ressaltar que basicamente existem duas técnicas de
pigmentacéo da esclera artificial para tentar reproduzir de forma mais natural a protese
ocular, a técnica extrinseca e a intrinseca, podendo estar associadas ou ndo. A extrinseca
consiste em pigmentar a superficie externa da base da prétese apés a acrilizacao,
utilizando pigmentos solubilizados em mondmero de metilmetacrilato que,
posteriormente serdo recobertos por uma fina camada de resina incolor. A técnica
intrinseca resume-se na incorporacdo de pequenas camadas de pigmentos a massa da
resina acrilica que sera polimerizada posteriormente [29]. No presente estudo a técnica
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utilizada foi a intrinseca, que pelos resultados obtidos nédo afetou a proliferacdo celular.
No entanto, faz-se necessario a realizacdo de outros estudos para verificar as demais
técnicas, que podem estar relacionadas ou ndo com a maior liberacdo de subprodutos,
podendo causar efeitos citotoxicos sobre a célula. Além disso, trabalhos para verificar e
quantificar ions que podem ser liberados apos a polimerizacdo dos materiais estudados,

devem ser realizados.
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4.7 Conclusao

Os materiais avaliados apresentaram comportamentos divergentes em relacéo a
citotoxicidade, ativacdo celular e producdo de proteinas de matriz. O grupo RpTC
apresentou semelhanca estatistica ao grupo ndo estimulado em relacdo a proliferacéo

celular, ndo sendo citotoxico, apesar de ter estimulado a producéo de IL6.
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for  journal publication  see http://www.elsevier.com/authorethics  and
http://www.elsevier.com/ethicalguidelines.

Changes to authorship This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of
author names in the authorship of accepted manuscripts: Before the accepted
manuscript is published in an online issue: Requests to add or remove an author, or to
rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the
corresponding author of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the
name should be added or removed, or the author names rearranged and (b) written
confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that they agree with the addition,

removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes
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confirmation from the author being added or removed. Requests that are not sent by the
corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to the corresponding
author, who must follow the procedure as described above. Note that: (1) Journal
Managers will inform the Journal Editors of any such requests and (2) publication of the
accepted manuscript in an online issue is suspended until authorship has been
agreed. After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to
add, delete, or rearrange author names in an article published in an online issue will
follow the same policies as noted above and result in a corrigendum.

Mandatory Author Declaration: In addition to uploading the manuscript, it is required
that the corresponding author of each manuscript uploads a separate Author Declaration.
All authors must sign this declaration; the corresponding author may not sign on behalf
of other authors.

This Declaration covers a number of logistic and ethical issues. Please use the template
given above for this Declaration. Authors may save this template, obtain the required
signatures and then upload it as an integral part of their submission. The editorial
process will not begin until and unless all authors have signed the declaration.

N.B.: The Author Declaration is independent of, and in addition to, the "Journal
Publishing Agreement” agreement which is issued on acceptance.

Amendments to Manuscripts In order to maintain the integrity of the scientific record,
the version that is published in an issue on ScienceDirect and in print MUST be
identical. One set of page proofs will be sent to the corresponding author. Please note
that authors are urged to check their proofs carefully before return, but corrections are
restricted to typesetting errors only. Proofs are NOT to be considered as drafts. No
changes in, or additions to, the accepted (and subsequently edited) manuscript will be

allowed at this stage. Proofreading is solely the responsibility of the corresponding
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author.

Copyright All authors must sign the "Journal Publishing Agreement” before the article
can be published. An e-mail (or letter) will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with an agreement form or a link to the
online version of this agreement. This transfer agreement enables Elsevier Ltd to protect
the copyrighted material for the authors, but does not relinquish the author's proprietary
rights. As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for
details you are referred to: http://www.elsevier.com/authorsrights.

The copyright transfer covers the exclusive rights to reproduce and distribute the article.
Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including
abstracts for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is
required for resale or distribution outside the institution and for all other derivative
works, including compilations and translations (please consult
http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are
included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and
credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in
these cases: please consult http://www.elsevier.com/permissions.

Role of the Funding Source You are requested to identify who provided financial
support for the conduct of the research and/or preparation of the article and to briefly
describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and
interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to submit the
paper for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated. Please see http://www.elsevier.com/funding.

Funding Bodies Agreements and Policies Elsevier has established agreements and

developed policies to allow authors whose articles appear in journals published by
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Elsevier, to comply with potential manuscript archiving requirements as specified as
conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements and policies
please visit http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Open Access

This journal offers authors two choices to publish their research;

1. Open Access e Articles are freely available to both subscribers and the wider public
with permitted reuse « An Open Access publication fee is payable by authors or their
research funder 2. Subscription e Articles are made available to subscribers as well as
developing countries and patient groups through our access programs
(http://www.elsevier.com/access) * No Open Access publication fee

All articles published Open Access will be immediately and permanently free for
everyone to read and download. Permitted reuse is defined by your choice of one of the
following Creative Commons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC-BY): lets others distribute and copy the article, to
create extracts, abstracts, and other revised versions, adaptations or derivative works of
or from an article (such as a translation), to include in a collective work (such as an
anthology), to text or data mine the article, even for commercial purposes, as long as
they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the
article, and do not modify the article in such a way as to damage the author's honor or
reputation.

Creative Commons Attribution-Non Commercial-ShareAlike (CC BY-NC-SA): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, to create extracts,
abstracts and other revised versions, adaptations or derivative works of or from an
article (such as a translation), to include in a collective work (such as an anthology), to

text and data mine the article, as long as they credit the author(s), do not represent the
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author as endorsing their adaptation of the article, do not modify the article in such a
way as to damage the author's honor or reputation, and license their new adaptations or
creations under identical terms (CC BY NC SA).

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC-BY-NC-ND): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a
collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided
they do not alter or modify the article.

To provide Open Access, this journal has a publication fee which needs to be met by the
authors or their research funders for each article published Open Access.

The Open Access publication fee for this journal is $USD 3300, excluding taxes.

Learn more about Elsevier's pricing policy:http://www.elsevier.com/openaccesspricing
MANUSCRIPT PREPARATION

General Manuscripts must be word processed (preferably in Word format). Please
avoid excessive layout styling as most formatting codes will be removed or replaced
during the processing of your article. The corresponding author should be identified
(include a Fax number and E-mail address). Full postal addresses must be given for all
co-authors. The Editors reserve the right to adjust style to certain standards of
uniformity. The preferred style is: Surname, Initials, Department, Institution, City/State,
Postal Code, Country. Authors should retain copies of all versions of their manuscript
submitted to the journal. Authors are especially requested to be vigilant over the
submission of the correct version of the manuscript at the various stages of the editorial
process.

English Language Manuscripts should be proof-read and have English language errors
corrected before submission as we may have to return papers due to poor language

usage. Authors who require information about language editing and copyediting
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services pre- and post-submission please visit
http://www.elsevier.com/languagepolishing for more information.

Paper Length Authors are urged to write as concisely as possible.

Abstracts All manuscripts are to be supplied with an Abstract of about 100-200 words
in length.

Units The SI system should be used for all scientific and laboratory data; if, in certain
instances, it is necessary to quote other units, these should be added in parentheses.
Temperatures should be given in degrees Celsius. The unit 'billion' (109 in America,
1012 in Europe) is ambiguous and must not be used. If a large number of symbols are
used it is helpful if authors submit a list of these symbols and their meanings.

NEW SUBMISSIONS

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise
through the creation and uploading of your files. The system automatically converts
your files to a single PDF file, which is used in the peer-review process. As part of the
Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single
file to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in
any format or lay-out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should
contain high enough quality figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still
provide all or some of the source files at the initial submission. Please note that
individual figure files larger than 10 MB must be uploaded separately.

References There are no strict requirements on reference formatting at submission.
References can be in any style or format as long as the style is consistent. Where
applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of
publication, volume number/book chapter and the pagination must be present. Use of

DOl is highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the
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accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be
highlighted at proof stage for the author to correct.

Formatting requirements There are no strict formatting requirements but all
manuscripts must contain the essential elements needed to convey your manuscript, for
example Abstract, Keywords, Introduction, Materials and Methods, Results,
Conclusions, Artwork and Tables with Captions. If your article includes any Videos
and/or other Supplementary material, this should be included in your initial submission
for peer review purposes. Divide the article into clearly defined sections.

Figures and tables embedded in text Please ensure the figures and the tables included
in the single file are placed next to the relevant text in the manuscript, rather than at the
bottom or the top of the file.

REVISED SUBMISSIONS

Use of word processing software Regardless of the file format of the original
submission, at revision you must provide us with an editable file of the entire article.
Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes will be
removed and replaced on processing the article. The electronic text should be prepared
in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to
Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). See also the
section on Electronic artwork. To avoid unnecessary errors you are strongly advised to
use the 'spell-check’ and 'grammar-check’ functions of your word processor.

Text Follow this order when typing manuscripts: Title, Authors, Affiliations, Abstract,
Keywords, Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, Conclusions,
Acknowledgements, References, Appendix (where necessary), Figures, Figure Captions
and Tables, Supplementary Data. The corresponding author should be identified with an

asterisk and footnote. An abbreviated title for use as a running headline should also be
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supplied. Authors are requested to acknowledge funding sources for the work.
Keywords Authors must provide 4-6 keywords for indexing purposes. A keyword list
can be found at the end of these instructions.

Footnotes Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout
the article. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may be
used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and
present the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include
footnotes in the Reference list.

Electronic artwork General points « Make sure you use uniform lettering and sizing of
your original artwork. e Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or
Times), Symbol, Courier. « Number the illustrations according to their sequence in the
text. * Use a logical naming convention for your artwork files. e Indicate per figure if it
is a single, 1.5 or 2-column fitting image. * For Word submissions only, you may still
provide figures and their captions, and tables within a single file at the revision stage. ¢
Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate
source files. A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. You are urged to visit this site; some
excerpts from the detailed information are given here. Formats Regardless of the
application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or convert
the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line
drawings, halftones, and line/halftone combinations given below): EPS (or PDF):
Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics’. TIFF (or JPG): Color or
grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi. TIFF (or JPG):
Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPG): Combinations

bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required. Please
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do not: « Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG);
the resolution is too low. ¢ Supply files that are too low in resolution. « Submit
graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF,
EPS or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional
charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other
sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the
printed version. For color reproduction in print, you will receive information
regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color in print or on the Web only. For further information
on the preparation of electronic artwork, please see
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Please note: Because of technical
complications which can arise by converting color figures to "gray scale” (for the
printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a
brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the
illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.
Video Data Elsevier accepts video material and animation sequences to support and
enhance your scientific research. Authors who have video or animation files that they
wish to submit with their article are strongly encouraged to include these within the
body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by referring to
the video or animation content and noting in the body text where it should be placed.

All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the video
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file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly usable,
please provide the files in one of our recommended file formats with a maximum size of
30 MB and running time of 5 minutes. Video and animation files supplied will be
published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products,
including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills’ with your
files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image.
These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video
data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot
be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the
electronic and the print version for the portions of the article that refer to this content.
Files can be stored on diskette, ZIP-disk or CD (either MS-DOS or Macintosh).

Reference formatting There are no strict requirements on reference formatting at
submission. References can be in any style or format as long as the style is consistent.
Where applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title,
year of publication, volume number/book chapter and the pagination must be present.
Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will
be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the
references yourself they should be arranged according to the following examples: 1.
Driessens FCM, Boltong MG, Bermudez O, Planell JA. Formulation and setting times
of some calcium orthophosphate cements: a pilot study. J Mater Sci: Mater Med
1993;4:503-508. 2. Nancollas H. In vitro studies of calcium phosphate crystallisation.
In: Mann S, Webb J, Williams RJP, editors. Biomineralization. Chemical and

biochemical perspectives. New York: VCH, 1989. p. 157-182. 3. Brown W, Chow LC.
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Combinations of sparingly soluble calcium phosphates in slurries and paste as
mineralizers and cements. US Patent No. 4612053, 1986.

N.B.: 'Et al' must be used after the first 6 authors have been named. Biomaterials does
not use the publication month or day.

Online Sources: References to online sources, including articles in press, should
contain at a minimum the full URL and year the source was accessed. Furthermore, if
known, the following information should be given: author names, dates, reference to a
source publication. Examples of formatting of online sources follow: 1. UK House of
Commons Science and Technology Committee. Scientific Publications: Free for All?
Tenth Report of Session 2003-4 VVolume 1. London: The Stationary Office Ltd. Online.
2004 July. Available from URL.:
http://www.publications.parliament.uk/pa/cm200304/cmselect/cmsctech/399/39902.htm
I 2. Wellcome Trust. Economic Analysis of Scientific Research Publishing. Histon,
UK: Wellcome Trust. Online. 2003. Available from URL:
http://www.wellcome.ac.uk/doc_wtd003181.html 3. Keeney M, Lai JH, Yang F. Recent
progress in cartilage tissue engineering. Curr Opin Biotechnol. 2011. Available from
URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21531126 (DOL:
10.1016/j.copbio.2011.04.003).

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending
it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of
any item. Ensure that the following items are present: One author has been
designated as the corresponding author with contact details: * E-mail address < Full
postal address e Telephone All necessary files have been uploaded, and contain: e

Keywords < All figure captions < All tables (including title, description, footnotes)
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Further considerations ¢ Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked' ¢
All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa e
Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Web) « Color figures are clearly marked as being intended for color
reproduction on the Web (free of charge) and in print, or to be reproduced in color on
the Web (free of charge) and in black-and-white in print « If only color on the Web is
required, black-and-white versions of the figures are also supplied for printing purposes
For any further information please visit our customer support site at
http://support.elsevier.com.

Audio Slides The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with
their published article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown
next to the online article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to
summarize their research in their own words and to help readers understand what the
paper is about. More information and examples are available at
http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive
an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their
paper.

Data in Brief Authors have the option of converting any or all parts of their
supplementary data into one or multiple Data in Brief articles, a new kind of article that
houses and describes their data. Data in Brief articles ensure that your data, which is
normally buried in supplementary material, is actively reviewed, curated, formatted,
indexed, given a DOI and publicly available to all upon publication. Data in Brief may
be submitted directly to the Journal of Proteomics alongside a research article. Authors
are encouraged to convert their supplementary data into a Data in Brief article when

they submit a revised version of their manuscript to the Journal of Proteomics. If your
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research article is accepted, your Data in Brief article will also be published in the new,
open access journal, Data in Brief. The Open Access fee for Data in Brief in 2015 is
$250. Please directly contact the publisher at dib@elsevier.com (please use the subject
line "DIB waliver request™) to request any need-based waivers or discounts. Please use
the following template to write your Data in Brief.

AFTER ACCEPTANCE

Proofs: One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the
corresponding author and should be returned within 48 hours of receipt. The average
amount of time between acceptance and receipt of typeset proof is 6 working days.
Papers are published in print within another 8 weeks upon receipt of author corrections.
Corrections should be restricted to typesetting errors. Any queries should be answered
in full. Please note that authors are urged to check their proofs carefully before return.
Elsevier now sends PDF proofs which can be annotated; for this you will need to
download Adobe Reader© wversion 7 (or higher) available free from
http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on how to annotate
PDF files will accompany the proofs. The exact system requirements are given at the
Adobe site: http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqs.html#70win. If you
do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including
replies to the Query Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please list your
corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the
corrections and any other comments (including replies to the Query Form) on a printout
of your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the
text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication

will only be considered at this stage with permission from the Editor. We will do
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everything possible to get your article published quickly and accurately. Therefore, it is
important to ensure that all of your corrections are sent back to us in one
communication: please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that
Elsevier may proceed with the publication of your article if no response is received.
Track a Paper: Authors can track their paper status online after the paper has been
accepted and forwarded to the Publisher. Enter your Elsevier reference number (JBMT
xxx) and the Corresponding author's family name at the following web page:
http://www.elsevier.com/trackarticle. ~ Corresponding authors will receive an
acknowledgement email from Elsevier with the reference number and the family name
on it. Authors can also go to the 'track a paper' page by clicking onto the 'track a paper'
button on the left hand side of the journal home page.

Offprints: The corresponding author will be provided with a PDF of the article via
email. The PDF is a watermarked version of the published article and includes a cover
sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms of use.
Additional paper offprints can be ordered by the authors. An order form with prices will
be sent to the corresponding author.

Author Enquiries: For enquiries relating to the submission of articles (including
electronic submission where available) please visit this journal's homepage. You can
track accepted articles at http://www.elsevier.com/trackarticle and set up e-mail alerts to
inform you of when an article’s status has changed. Also accessible from here is
information on copyright, frequently asked questions and more. Contact details for
questions arising after acceptance of an article, especially those relating to proofs, will

be provided by the publisher.
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