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RESUMO

Introdugao: O proposito deste estudo € avaliar a citotoxicidade de braquetes ceramicos com e sem canaletas
metalicas. Métodos: foram avaliados braquetes de ceramica de uma mesma marca comercial (American Or-
thodontics) distribuidos em dois grupos: 1 —ceramico com canaleta metalica e 2 — ceramico convencional.
Trés grupos-controle foram avaliados: controle positivo (C+), constituido de um cilindro de amalgama, controle
negativo (C-), bastao de vidro, e controle de célula (CC) onde as células nao foram expostas a nenhum material.
Previamente, os braquetes foram esterilizados em luz ultravioleta. Apos isso, foram imersos em meio minimo
essencial de Eagle por 24 horas, e entao procedeu-se a remogao do sobrenadante e colocacao em contato
com fibroblastos L929. Avaliou-se a citotoxicidade em 4 periodos, 24, 48, 72 e 168 horas. Apds contato com
o meio, as células foram incubadas por mais 24 horas, quando entao foram adicionados 100ul do corante ver-
melho neutro a 0,01%. Passado esse periodo, foi realizada a contagem de células viaveis em espectrofotometro
em um comprimento de onda de 492nm. Resultados: Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre os
grupos experimentais (1 e 2) e os grupos-controle negativo e controle de célula (p>0.05). O controle positivo
foi diferente estatisticamente de todos os outros (p<0.05). Conclusdo: Os braquetes de ceramica avaliados nao
sao citotoxicos.

DESCRITORES: Braquetes ortodonticos - Testes de Toxicidade - Fibroblastos.

ABSTRACT

Introduction: The purpose of this study is to evaluate the cytotoxicity of ceramic orthodontic brackets, with or
without metallic slot. Methods: Ceramic orthodontic brackets from different commercial brands were exam-
ined (American Orthodontics) and divided into two groups: 1- ceramic with metallic slot and 2- conventional
ceramic. Three different control groups have been analyzed: positive control (C+) made of an amalgam barrel,
negative control (C-) made of a glass rod and cell control (CC) where the cells were not exposed to any material.
First of all, the brackets were sterilized by an ultraviolet light and then immersed in Eagle minimum essential
for about 24 hours. The supernatants were collected and their cytotoxicity to L929 fibroblasts where analyzed
in 4 periods: 24, 48, 72 and 168 hours. After the contact with the environment, the cells were incubated for
another 24 hours and then stained with 100pl of 0,01% neutral red dye. The viable cells were counted using
a spectrophotometer with a wavelength of 492nm. Results: Any statistics differences have been found among
the experimental groups (1 and 2) and negative control and cell control groups (p>0.05). The positive control
group was statistically different from the other groups (p<0.05). Conclusion: The ceramic orthodontic brackets
evaluated are not cytotoxic.

DESCRIPTORS: Orthodontic brackets - Toxicity tests - Fibroblasts.
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INTRODUGAO

O comportamento biologico dos ma-
teriais odontologicos tem despertado inte-
resse entre os pesquisadores no desenvol-
vimento de caracteristicas biocompativeis
em meio bucal (Jorge et al.', 2004). A ca-
pacidade de um material de desempenhar
suas funcoes especificas, sem causar da-
nos ou prejuizo, quando exposto em teci-
dos vivos, & o que pode ser definido como
biocompatibilidade (Costa?, 2001).

Na Odontologia, o aparelho ortodonti-
co & composto por diversos tipos de ma-
teriais que permanecem em contato com
a cavidade oral por longos periodos de
tempo, a exemplo das resinas, fios e bra-
quetes. Os braquetes estao disponiveis no
mercado nas composicoes metalica, plas-
tica e ceramica, e alteracoes nas proprie-
dades desses materiais podem acarretar
efeitos nocivos sobre os tecidos bucais,
levando ao desenvolvimento de processos
inflamatorios (Pithon et al.?, 2009).

Os braquetes ceramicos, considerados
estéticos ao imitar a cor do dente, pos-
suem dois tipos de arranjo: monocristali-
na e policristalina Os braquetes ceramicos
policristalinos sao formados de cristais
de oxido de aluminio fusionados a altas
temperaturas, o que admite a moldagem
de varios braquetes ao mesmo tempo,
enquanto que os braquetes de ceramica
monocristalina sao moldados um por vez,
pois constituem-se em uma massa fundi-
da a alta temperatura, formando um Gnico
cristal de oxido de aluminio (Maltagliati et
al*, 2003).

Apesar da caracteristica estética como
vantagem, os braquetes ceramicos apre-
sentam alto coeficiente de friccao, o que
atrapalha o nivel de forca da movimen-
tacao ortodontica, pois a dificuldade de
polimento das superficies rugosas do
braquete afeta o deslizamento do fio em
contato com esse acessorio (Nishio et al.®,
2004). A fim de equilibrar os problemas
friccionais, canaletas metalicas foram adi-
cionadas aos braquetes ceramicos, assim
a maior lisura de superficie e o arredonda-
mento das bordas facilitam o deslize dos
fios (Kapur Wadhwa et al.?, 2004).

No meio oral, a ceramica e a canaleta
de metal dos braquetes criam um dina-

mismo com os tecidos bucais e a saliva.
Essa interacao pode resultar na biocom-
patibilidade com os acessorios ortodon-
ticos ou mesmo provocar citotoxicidade
aos tecidos vivos, se houver liberacao de
elementos materiais. Portanto, o objetivo
desta pesquisa € avaliar a citotoxicidade
de braquetes ceramicos com e sem cana-
letas metalicas.

METODOS

Cultura de células

A linhagem celular utilizada foi L929,
obtida do American Type Culture Collec-
tion (ATCC, Rockville, MD) (fibroblasto
de camundongo), cultivada em meio mi-
nimo essencial de Eagle (MEM) (Cultilab,
Campinas, Sao Paulo, Brazil) suplemen-
tado com 2 mM de L-glutamina (Sigma,
St. Louis, Missouri, USA), 50 mg/ml de
gentamicina (Schering Plough, Kenilwor-
th, New Jersey, USA), 2,5 mg/ml de fun-
gizona (Bristol-Myers-Squibb, New York,
USA), 0.25ml solucao de bicarbonato de
sodio (Merck, Darmstadt, Germany), 10
mM de HEPES (Sigma, St. Louis, Missouri,
USA), e 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Cultilab, Campinas, Sao Paulo, Brazil) e
mantida a 37 0C em ambiente contendo
5% de CO2.

Braquetes avaliados

A amostra constituiu-se de braquetes
ceramicos com e sem canaletas metali-
cas (American Orthodontics, Sheboygan,
EUA).

Controles

Para verificar a resposta celular peran-
te os extremos, tres grupos-controle foram
avaliados, grupo CC (controle de célula),
onde as células nao foram expostas a ne-
nhum material, grupo C+ (controle positi-
vo), constituido de um cilindro de amal-
gama e C- (controle negativo), no qual um
bastao de vidro ficou em contato com as
células.

Ensaio de citotoxicidade dos materiais
Os materiais foram esterilizados pre-
viamente por exposicao a luz U.V. (Lab-
conco, Kansas, Missouri, USA) durante 1
hora. Em seguida, tres amostras de cada
material foram colocadas em placas de 24



pocos contendo meio de cultura (MEM)
(Cultilab, Campinas, Sao Paulo, Brazil). A
cada 24 horas, o meio de cultura foi subs-
tituido por meio novo e os sobrenadantes
coletados apos 24, 48, 72 e 168 horas
(7dias), e avaliados quanto a toxicidade
para as células L929. Os sobrenadantes
foram colocados, em triplicata, em uma
placa de 96 pocos contendo monocama-
da confluente de L929 e incubados por
24 horas a 37 0C em ambiente contendo
5% de CO2. Terminado o tempo de in-
cubacao, o efeito na viabilidade celular
foi determinado através da técnica “dye-
-uptake”, descrita por Neyndorff et al. 7,
(1990), com pequenas modificacbes. Ou
seja, apoOs 24 horas de incubagcao, foram
adicionados 100ul de vermelho neutro a
0,01% (Sigma, St. Louis, Missouri, USA),
em meio de cultura, em cada pogo das mi-
croplacas e estas foram incubadas a 370C
por 3 horas para penetracao do corante
nas células vivas. Passado esse periodo,
apos desprezar o corante, foram adicio-
nados 100ul de solucao de formaldeido
(Reagen) a 4% em PBS (NaCl 130 mM;
KCl 2 mM; Na2HPO4 2H20 6 mM; K2H-
PO4 1TmM, pH7,2) por 5 minutos, para
promover a fixacao das células as placas.
Em seguida, para a extracao do corante,
foram adicionados 100ul de uma solucao
de acido acético (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil) a 1% com metanol (Reagen, Rio de
Janeiro, Brasil) a 50%. Apds 20 minutos a
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leitura foi realizada em espectrofotometro
(BioTek, Winooski, Vermont, USA) em um
comprimento de onda de 492nm (u = 492
nm).

Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas
com auxilio do programa SPSS 13.0 (SPSS
Inc.,Chicago, Illinois, EUA). Analise esta-
tistica descritiva incluindo média e des-
vio-padrao foi calculada para os grupos
avaliados. Os valores da quantidade de
células viaveis foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) para determinar se
havia diferengas estatisticas entre os gru-
pos, e posteriormente ao teste de Tukey.

RESULTADOS

Os resultados obtidos quanto a citoto-
xicidade dos braquetes de ceramica estao
descritos na Tabela 1.

Nao houve diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos experimen-
tais em relacao ao grupo-controle positivo
e o grupo de controle celular durante os
peridos de 1, 2, 3 e 7 dias. No fim do sé-
timo dia, os braquetes apresentaram baixa
citotoxicidade, nao havendo diferencas
estatisticamente significativas entre si e
entre os grupos de controle ao final do
experimento. O grupo-controle positivo
mostrou niveis elevados de citotoxicidade
durante todo o periodo do estudo.

Tabela 1. Média, desvio-padréo e andlise estatistica dos valores de células viaveis para os

grupos estudados.

24 hrs 48 hrs 72 hrs 168 hrs
Média/DP Est. Média/DP Est. Média/DP Est. Média/DP  Est.

Com canaleta 457,2 A 5382 A 3088 A 981,2 A

metalica (79,1) (166,8) (25,2) (118,5)

Cerdmico puro 490,8 A 551,3 A 306,5 A 1028,1 A
42,2) (109,8) (38,09) (27,4)

cc 5326 A 579(126,2) A 3196 A 1041,3 A
(31,7) (18,8) (81,03)

C+ 274,6 B 251,6(50,2) B 2126 B 6483 B
(62,2) (37,8) (49,3)

C- 539 A 513,3(356) A 318(26,8) A 951,6 A
(6,06) (55,5)

Est.= analise estatistica onde letras iguais correspondem a auséncia de diferengas estatisticas (P>0.05).

DP= desvio- padrao.
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DISCUSSAD

A utilizacao de materiais biocompa-
tiveis & essencial para garantir um trata-
mento biologicamente seguro (Montanaro
et al® 2005). Por apresentar interacao
com os tecidos e fluidos bucais por peri-
odos de tempo, & muito importante a rea-
lizacao de pesquisas que investiguem os
efeitos biologicos dos materiais odontolo-
gicos. O teste de citotoxicidade in vitro &
a primeira escolha para avaliar a biocom-
patibilidade de qualquer material para uso
biomédico, como propde a International
Standard Organization, 1ISO 10993 (Inter-
national®, 1999). Na Ortodontia, os bra-
quetes em contato com os tecidos orais
e saliva podem sofrer modificacoes em
suas propriedades e implicar em conse-
quéncias deletérias ao organismo. Dessa
forma, o presente estudo avaliou a citoto-
xicidade de braquetes ortodonticos cera-
micos com e sem canaleta metalica; estes
ao apresentarem a caracteristica estética
tem sido muito utilizados no tratamento
ortodontico.

A citotoxicidade dos braquetes foi ava-
liada pelo método de incorporagao do
vermelho neutro, considerado um teste
in vitro efetivo, de baixo custo, reprodu-
tivel e quantitativo para selecionar subs-
tancias potencialmente toxicas (Daguano
et al.'°, 2007). O vermelho neutro & um
corante soltvel em agua, o que favorece
o transpasse pela membrana celular, con-
centrando-se nos lisossomos, onde se fixa
por ligacoes eletrostaticas hidrofobicas
em sitios anionicos na matriz lisossomal
(Rogero et al.'", 2003). Assim foi possivel
destacar as agressoes celulares e realizar
a contagem dos fibroblastos L929 viaveis
por meio da espectofotometria, uma vez
que as alteracoes celulares diminuem a
absorcao do corante vital vermelho neu-
tro.

Os materiais odontologicos e sua toxi-

cidade sempre foi tema de grandes estu-
dos, inclusive na Ortodontia. Kao et al.'?
(2007) avaliaram os efeitos citotoxicos de
quatro diferentes braquetes ortodonticos
metalicos em meios de imersao, e, ape-
sar das alteracdes celulares apresentadas,
os braquetes puderam ser considerados
biocompativeis. Pithon et al' (2008)
avaliaram a citotoxicidade de quatro di-
ferentes marcas comerciais de elasticos
intermaxilares intraorais em meio celular,
e, quando comparados os resultados en-
tre si, observou-se ausencia de toxicidade
dos elasticos das marcas American Ortho-
dontic e 3M Unitek. Contudo, concluiu-
-se que os elasticos das marcas Morelli e
Uniden demonstraram alta citotoxicidade
(Pithon et al.’?, 2008).

O teste de citotoxicidade utilizando o
meétodo da cultura de fribroblastos 1929
e corante vermelho neutro permitiu deter-
minar o desempenho biocompativel dos
braquetes ceramicos ortodonticos com e
sem canaleta metalica durante o periodo
de tempo estudado. Em todos os perio-
dos (24, 48, 72 e 168 horas) nao houve
diferengas estatisticamente significativas
entre 0s grupos experimentais e 0s grupos-
-controle, apenas o grupo-controle positi-
vo mostrou alto indice de citotoxicidade.

Contudo, o periodo de avaliacao de 7
dias é curto quando comparado ao tempo
real de um tratamento ortodontico, que
dura meses. Portanto, faz-se necessario
um outro estudo para avaliar a citotoxici-
dade desses braquetes a longo prazo.

CONCLUSAO

Ao final, pode-se concluir que os bra-
quetes ortodonticos de ceramica com e
sem canaleta metalica nao sao citotoxicos
nos periodos de tempo avaliados neste
estudo. Portanto, esses materiais sao con-
siderados seguros para uso clinico nesse
periodo de tempo.
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