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1. RESUMO

Introducéo: Os objetivos deste estudo foram avaliar, in vitro, a citotoxicidade dos
anéis ortodénticos com e sem soldagem a prata e comparar a viabilidade celular
nas linhagens FGH, HaCaT, MRC-5 e Vero apds a exposicdo aos extratos dos
anéis ortodonticos. Materiais e Métodos: Foi realizado o ensaio de reducao de
MTT apOs a exposicdo das culturas celulares aos extratos dos materiais
testados. Foram utilizados como controles negativo e positivo, respectivamente,
meio de cultura DMEM e extratos de tira de cobre. Resultados: A analise de
variancia de uma via (ANOVA) mostrou que houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos em todas as linhagens avaliadas. O teste de
comparacdes multiplas de Tukey detectou auséncia de diferenca significativa
entre 0s grupos controle negativo e anéis ortodonticos de aco inoxidavel. Houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos controle negativo e anéis
ortodonticos de aco inoxidavel com soldagem a prata nas linhagens celulares
HaCaT e MRC-5. Observou-se grande variabilidade nas percentagens de
viabilidade celular entre as linhagens. Conclusdes: Ao avaliar a citotoxicidade de
anéis ortodénticos com e sem soldagem a prata, existe variabilidade nos
resultados quando linhagens diferentes sdo comparadas. Anéis ortodonticos de
aco inoxidavel ndo induziram efeitos citotoxicos em nenhuma das linhagens
testadas. Quando associados a solda de prata, os extratos dos anéis
ortodénticos reduziram a viabilidade celular nas linhagens FGH, HaCaT, MRC-5
e Vero, embora essa reducdo tenha ocorrido de forma estatisticamente

significativa apenas nas linhagens HaCaT e MRC-5.

Palavras-chave: Citotoxicidade. Técnicas In Vitro. Viabilidade Celular. Aparelhos

Ortodonticos. Aco inoxidavel. Prata.
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2. ABSTRACT

Introduction: The aims of this study were to assess the in vitro cytotoxicity of
orthodontic bands, with and without silver solder, and to compare the viability of
the HaCaT, HGF, MRC-5, and Vero cell lines, when exposed to orthodontic band
extracts. Material and Methods: An MTT assay was performed on the extracts of
the tested materials. The culture medium alone was used as a negative control
and copper strip extracts were used as a positive control. Results: A one-way
Analysis of Variance (ANOVA) showed a difference between all of the groups in
all of the cell lines and Tukey’s post-hoc test revealed no significant differences
between the stainless steel orthodontic bands and the negative control group.
There was a significant difference between the negative control group and the
stainless steel orthodontic bands with silver solder joints in the HaCaT and MRC-
5 cell lines. A great variability in the percentages of cell viability was observed.
According to these results, the stainless steel orthodontic bands did not induce
cytotoxic effects on any of the cell lines. When associated with silver solder, the
orthodontic bands decreased the cell viability in the HaCaT, HGF, MRC-5, and
Vero cell lines, but there was only a statistical significance in the HaCaT and
MRC-5 cell lines. Conclusions: More than one type of cell line must be tested in

a cytotoxicity assay due to the outcome variability from one cell line to another.

Keywords: Cytotoxicity. In Vitro Techniques. Cell Viability. Orthodontic

Appliances. Stainless Steel. Silver.
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3. INTRODUCAO

Biocompatibilidade foi definida como a habilidade de um material em
desempenhar sua funcdo em determinada terapia médica sem que nenhum efeito
indesejado, local ou sistémico, seja provocado, gerando resposta celular e tecidual
apropriada e otimizando a relevancia clinica da terapia empregada (Williams, 2008).
Biocompatibilidade, atualmente, € considerada uma caracteristica complexa de um
sistema e ndo apenas de um material especifico, visto que materiais podem afetar

sistemas bioldgicos de diferentes formas (Williams, 2014).

Existem diversas etapas na investigacdo da biocompatibilidade de um material e
0s testes de citotoxicidade in vitro frequentemente sdo a etapa inicial desse
processo (Assad et al., 1994). Devido as questdes éticas envolvidas nos modelos
animais, existe uma tendéncia de que a avaliacdo da citotoxicidade envolva,
primordialmente, experimentos in vitro. Citotoxicidade consiste em alteragdo na
funcado celular devido a dano celular nas vias metabdlicas, processos intracelulares

ou estruturas (Freshney, 2010).

Existe grande preocupacdo em relagdo a biocompatibilidade dos aparelhos
ortodénticos, j& que h& intimo contato desses materiais com a mucosa dos pacientes
por longos periodos. Os anéis ortodonticos sdo amplamente utilizados quando
aparelhos auxiliares sdo necessarios. A fim de conectar as bandas aos fios
ortodonticos, faz-se, rotineiramente, uso de solda de prata. De acordo com o
fabricante (Morelli, Sorocaba/SP, Brasil), os anéis ortoddnticos sdo confeccionados
em aco inoxidavel contendo 8-12% Ni, 18-20% Cr e o restante de Fe. A solda de
prata é composta por 55-57% Ag, 21-23% Cu, 15-19% Zn e 4—-6% Sn. Sabe-se que
a corrosao e a consequente liberacdo ibnica estdo relacionadas a reposta do
hospedeiro frente ao contato com determinado agente (Williams, 2008). A saliva
presente na cavidade oral pode atuar como agente corrosivo dos aparelhos

ortoddnticos (Mikulewicz et al., 2015).

Considerando que os testes de citotoxicidade in vitro sdo indispensaveis na
avaliacdo da biocompatibilidade dos materiais utilizados na clinica ortodéntica, é

imperioso que as variaveis envolvidas nesses ensaios sejam compreendidas. A
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metodologia utilizada pode influenciar significativamente os dados obtidos nos
experimentos e a auséncia de padronizacéo das metodologias empregadas dificulta
a comparacdo entre dados de diferentes centros (Martin-Camean et al., 2015).
Wataha et al. (1994) mostraram que, mesmo quando existe padronizacdo das
condigbes de cultura, linhagens celulares diferentes podem apresentar diferentes

niveis de citotoxicidade quando expostas a um mesmo agente agressor.

Este estudo in vitro teve como objetivos a avaliacdo da citotoxicidade dos anéis
ortodonticos de aco inoxidavel com e sem solda de prata e a comparacdo da
viabilidade celular das linhagens FGH, HaCaT, MRC-5 e Vero expostas aos extratos
dos anéis ortodonticos através do ensaio de reducdo de MTT (3- (4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). A hip6tese nula era de que os
materiais testados teriam o mesmo efeito sobre todas as linhagens celulares.
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4. PROPOSICAO

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar, in vitro, a citotoxicidade dos anéis ortodonticos com e sem soldagem

a prata através do ensaio de reducédo de MTT.

2.2 Objetivo Especifico:

Comparar a viabilidade celular das linhagens FGH, HaCaT, MRC-5 e Vero
ap0s exposicdo aos extratos dos anéis com e sem soldagem a prata através do

ensaio de reducéao de MTT.
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7. CONCLUSOES

Os extratos dos anéis ortodénticos de aco inoxidavel ndo foram citotoxicos
para as linhagens celulares FGH, HaCaT, MRC-5 e Vero.

Os extratos dos anéis ortodénticos de aco inoxidavel com solda de prata
diminuiram a viabilidade celular em todas as linhagens testadas, embora
de forma estatisticamente significativa apenas nas linhagens HaCaT e
MRC-5.

FGH, por ser uma linhagem celular primaria, parece ser menos sensivel a
exposicdo aos extratos das ligas metalicas utilizadas em ortodontia
guando comparada a linhagens continuas, como a HaCat, MRC-5 e Vero.
Fibroblastos parecem ser menos sensiveis a exposicdo aos extratos de
aco inoxidavel, solda de prata e cobre do que queratinécitos e células
epiteliais.

Para a avaliacdo da citotoxicidade de um material ortoddntico, mais de
uma linhagem celular deve ser selecionada, visto que os resultados
obtidos podem ser discrepantes entre linhagens diferentes. Sugere-se que
sejam testadas linhagens primarias e continuas, células da area de
contato com os aparelhos ortodénticos e células previamente utilizadas na
literatura.

A fim de possibilitar comparacdo entre diferentes estudos, o0s
experimentos para estimativa da citotoxicidade in vitro devem ser
realizados de acordo com as normas preconizadas pela ISO (International
Organization for Standardization) para avaliacdo biologica de dispositivos

da area médica.
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9. ANEXOS

ANEXO A — Aprovacao do Projeto de Pesquisa "Avaliacdo in vitro e in vivo do
potencial citotoxico, genotoxico e mutagénico das soldagens a prata, a TIG e a laser
utilizadas em Ortodontia” pela Comisséo Cientifica da Faculdade de Odontologia da
PUCRS.

o

X Sistema de Pesquisas da PUCRS PROPESQ
PLC
Codigo SIPESQ: 5852 Porio Alegre, 6 de agosto de 2014.

Prezado(a) Pesquisador(a),

A Comissao Cientifica da FACULDADE DE ODONTOLOGIA da
PUCRS apreciou e aprovou o Projeto de Pesquisa "Avaliacdo in vitro e in
vivo do potencial citotoxico, genotoxico e mutagénico das soldagens 3 prata,
a TIG e a laser utilizadas em Ortodontia" coordenado por LUCIANE
MACEDO DE MENEZES. Caso este projeto necessite apreciacdo do Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) efou da Comissao de Etica no Uso de Animais
(CEUA), toda a documentacdo anexa deve ser idéntica a documentacdo
enviada ao CEP/CEUA, juntamente com o Documento Unificado gerado pelo
SIPESQ.

Afenciosamente,

Comissao Cientifica da FACULDADE DE ODONTOLOGIA
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ANEXO B - Certificado de revisdo da lingua inglesa do artigo intitulado “In Vitro
Cytotoxicity Evaluation of Orthodontic Bands with and without Silver Solder and the
Comparison of Outcomes in the HaCaT, HGF, MRC-5, and Vero Cell Lines”.
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EE

This certificate certifies that the
manuscript entitled

"In Vitro Cytotexicity
Evaluation of
Orthodontic Bands"

hos been copyedited ond proofread in
occordance with the rules and the nuances
of the Americon English longuoge

Mr Michael John Howard
senior Proofreader & Copyeditor

Cate: 24 Janvary 2014

PRS Proofreading Services
London England
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