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RESUMO

Aparelhos soldados s&o utilizados amplamente em Ortodontia e
Odontopediatria. A citotoxicidade e a genotoxicidade da solda a prata e da
soldagem a laser ja foram testadas em Odontologia. No entanto, pouco se sabe
sobre a técnica de soldagem Tungsten Inert Gas (TIG), que utiliza um arco
elétrico entre um eletrodo e a pec¢a a ser soldada. Os objetivos deste estudo
foram avaliar a citotoxicidade e a genotoxicidade de unides soldadas a prata
(silver soldered band - SSB), soldadas a laser (laser welded band - LWB),
soldadas a TIG (TIG welded band — TWB) e de anéis ndo soldados (no
soldered or welded bands — NS / WB) in vitro e in vivo. Para isso, 0 ensaio de
redugédo de MTT foi realizado nas linhagens celulares HGF, HaCat, Vero e
MRC-5. A genotoxicidade dos eluatos metalicos das éareas soldadas foi
determinada através do ensaio de cometas em células HGF apds tratamento
de 3 horas. A quantificacdo de Ni, Fe, Cr, Cu, Ag, Zn, Cd e Sn nos eluidos
metalicos foi realizada com espectrometria de massa por plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS). Cu, Zn e Ag foram os ions mais detectados nas amostras
de meio de bandas soldadas a prata, e Fe, Cr e Ni, nas amostras soldadas a
laser e nas soldadas a TIG. O grupo SSB induziu forte citotoxicidade em todas
as linhagens celulares. NS / WB, LWB e TWB apresentaram inducao citotdxica
fraca. No ensaio Cometa, o grupo SSB apresentou maior indice de danos e
mais cometas com classes de dano 3 e 4, em relagcdo aos outros grupos. As
unides soldadas a TIG, bem como unides soldadas a laser mostraram melhor
biocompatibilidade. No estudo in vivo, genotoxicidade sobre as ceélulas da

mucosa bucal dessas criangcas com arcos linguais contendo unifes soldadas a



prata, unides soldadas a laser, e sem qualquer aparelho foram avaliadas pelo
ensaio de cometa bucal (BCA) e pelo ensaio de citometria bucal do
microndcleo (BMCyt). Os niveis urinérios de Ni, Cr, Fe, Zn, Cu, Ag, Cd e Sn
foram investigados através de amostras de urina analisadas por ICP-MS. Os
resultados do estudo indicam que a solda a prata e a soldagem a laser nao
causaram genotoxicidade na mucosa bucal durante o periodo avaliado. As
alteragbes dos ions no conteddo urinario ndo puderam ser unicamente
atribuidas aos aparelhos. A soldagem TIG parece ser técnica promissora a ser
aplicada em ortodontia e merece ser mais investigada, uma vez que
apresentou nos testes in vitro e in vivo um baixo potencial citotoxico e

genotoxico.

Palavras-chave: Ortodontia, Citotoxicidade, Genotoxicidade, ICP-MS, Ensaio
Cometa, Soldagem em Odontologia, Corrosdo, Ensaio de microndcleos; Metais
pesados.



ABSTRACT

Soldered appliances are widely used in orthodontics and pediatric
dentistry. The cytotoxicity and genotoxicity of silver solder and laser welding has
already been tested in dentistry. However, little is known about the Tungsten
Inert Gas (TIG) welding technique, which uses an electric arc between an
electrode and the part to be welded. The aims of this study were to evaluate the
cytotoxicity and genotoxicity of silver soldered (silver soldered bands - SSB),
laser welded (laser welded bands - LWB), TIG welded (TIG welded bands —
TWB) joints and no soldered/welded bands (NS /WB) in vitro and in vivo. For
that, MTT reduction assay was performed in HGF, HaCat, Vero and MRC-5 cell
lines. The genotoxicity of the metallic eluates of the joints was determined by
comet assay in HGF cells after 3-h treatment. The quantification of Ni, Fe, Cr,
Cu, Ag, Zn Cd and Sn in the metallic eluates was performed with inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). Cu, Zn and Ag were the most
detected ions in SSB medium samples, and Fe, Cr and Ni in the samples of
LWB and TWB. The SSB group induced strong cytotoxicity in all cell lines.
NS/WB, LWB and TWB presented a weak cytotoxic induction. In comet assay,
SSB group showed a higher damage index and more comets with damage
class 3 and 4, compared to the other groups. In the in vivo study, the genotoxic
effects on the buccal mucosa cells of children with lingual arches containing
silver soldered joints, laser welded joints and without any appliance were
accessed by buccal comet assay (BCA) and the buccal micronucleus cytome
(BMCyt) assay. The urinary levels of Ni, Cr, Fe, Zn, Cu, Ag, Cd and Sn were
investigated through urine samples analyzed by ICP-MS. The results of the

study indicate that silver solder and laser welding did not cause genotoxicity in



buccal mucosa cell during the period evaluated. The changes of the ions in the
urinary contents cannot only be attributed to the appliances. TIG welding may
be a promising technique to be applied in orthodontics and deserve be further
investigated, as it presented in the in vitro and in vivo tests a low cytotoxic and
genotoxic potential.

Keywords: Orthodontics; Cytotoxicity; Mutagenicity test; ICP-MS; Comet

assay; Dental soldering; Micronucleus tests; Corrosion; Metals,
Heavy.



SUMARIO

1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA ... 16
1.1 Soldagem em OrtodONtia.........cceeuuuueiiieeeeeeeeeeeee e e e e eeeanns 19
1.2 Testes de citotoxicidade e genotoxicidade ............cccccvvvvviiiiiiiiiiiiniinnnnn. 23
1.3 Quantificacdo de metais em ICP-MS ............iiiiiiiii e, 27
2. PROPOSICAOD ...ttt ettt ettt te e 28
2.1 ODJELIVOS GEIAIS ...vvuuiiiieeeeiieeiiiiie e e e e e e e et s e e e e e e e e e et e e e e e e e e eeaaeaa s 28
2.2 Objetivos ESPECITICOS ....iiiiiiiiiieiee e 28
3. DISCUSSAO GERAL ....cuveveeeeeeeeeeeeeeeeee et 30
4. CONCLUSAO ..ottt 34
Referéncias BIibliOgrafiCas ...........coovvvviiiiiiii e 35
ANEXOS

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido...........ccooeeeeeeee 41
Termo de Assentimento dO MENOT ..........coiiiiiiiiiiiiiiiieee e 43
Parecer Consubstanciado do Comité de Etica e Pesquisa ......................... 45

Graficos - Niveis urinarios de metais apresentados pelos pacientes ao
[o] g o o]0 F= TSR oT0] (= = PRSPPI 48

16



1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

A Ortodontia estd em constante busca de melhores meios de
diagndéstico, diferentes técnicas, novos aparelhos e materiais para que 0s
tratamentos sejam répidos e eficientes. No entanto, a seguranca dos
tratamentos é primordial. Os beneficios oferecidos pela terapéutica devem
ser sempre maiores que o possivel custo biolégico exigido. Nesse sentido, a
introducdo de elementos estranhos a cavidade bucal — no caso, os materiais
dentarios — deve ser amparada pela pesquisa de sua biocompatibilidade.

O uso de aparelhos mantedores de espaco é indicado em casos de
perdas precoces de dentes deciduos para evitar a diminuicdo do perimetro
do arco ou na supervisdo do espaco na denticdo mista. O arco lingual é um
aparelho de uso consagrado tanto na Ortodontia quanto na Odontopediatria.
E um aparelho de simples confeccdo que consiste de um arco, apoiado nos
incisivos, soldado com prata, em dois anéis adaptados nos molares
contralaterais (1-4). Por ser utilizado por individuos bastante jovens e por
Varios meses, ou até mesmo anos, a seguranca bioldgica da sua utilizacao
deve ser assegurada.

A maioria dos aparelhos ortoddnticos é feita de aco inoxidavel ou ligas
metélicas compostas predominantemente por ferro (Fe), niquel (Ni) (15% a
54%), cromo (Cr) (20% a 30%) (5-7). O meio bucal é propicio a causar
biodegradacao dessas ligas pela acdo de correntes galvanicas, de variacdes
de pH e de variacdes de temperatura, ou pela presenca de biofiime e de
diferentes enzimas (6, 8, 9). No entanto, algumas proteinas da saliva, como a

amilase e a y-globulina, parecem inibir a corroséo (8, 10).
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A corrosao é um processo eletroquimico que altera as propriedades
dos metais, ou pela perda direta dos ions metalicos em solugdo ou pela
dissolucdo progressiva da camada superficial, geralmente 6xidos ou sulfetos
(8,9).

A biocompatibilidade refere-se a capacidade de um material realizar
sua funcéo terapéutica, sem induzir quaisquer efeitos locais ou sistémicos
indesejaveis no receptor/individuo, e ainda promover a resposta celular ou
tecidual mais benéfica nessa situacdo especifica, e otimizando o
desempenho clinicamente relevante do tratamento (11, 12). No caso dos
metais e das ligas, essa propriedade depende da sua resisténcia a corrosao
(9).

A microestrutura do metal é o primeiro parametro a ser considerado na
corrosdo. Normalmente, os fabricantes combatem o processo acrescentando
ou retirando certos metais da liga, aplicando coberturas, ou ainda
modificando o processo de fabricacdo. O rompimento da pelicula superficial
de 6xidos ou sulfetos e a exposicdo a meios que impedem o reparo desse
filme irdo causar corrosdo. As dobras nos arcos, a exposicdo a agentes
quimicos (utilizacdo de fluoreto de sédio acidificado (13)) e o
superaquecimento provocado pelos processos de soldagem podem romper a
pelicula superficial. A menos que o metal forme novamente essa pelicula
superficial (passivacdo), a reacdo de oxi-reducdo ird se perpetuar até
consumir todo o metal ou ndo haver mais oxigénio disponivel (8, 9).

Os metais presentes nos aparelhos ortodonticos sofrem corrosao no
meio bucal (14). A corrosdo severa pode ser detectada através da alteracéo

na cor do esmalte ao redor dos braquetes e do aumento da rugosidade
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nestes. Mesmo quando nao perceptiveis a olho nu, os produtos da corrosao
podem ser acumulados nos slot, aumentando a resisténcia friccional dos
arcos nas mecanicas de deslizamento (8).

A corrosdo pode ser mensurada pela quantidade de ions liberados. A
maior parte dos produtos de corrosdo dos aparelhos é composta por Fe, Cr,
Ni e titanio (Ti) (7). A introduc&@o dos ions metélicos no corpo humano é um
risco adicional para a saude, uma vez que esses ions podem ser lancados
em diferentes lugares e em diferentes niveis, dependendo das caracteristicas
de solubilidade dos produtos que os contém. Assim, funcdes biolégicas sédo
afetadas, o que pode levar a efeitos locais e sistémicos (15).

A prevaléncia da alergia de contato ao Ni é alta. Estima-se que em
mulheres atinja 10-17% e em homens, 1-3% da populagdo europeia. A
alergia ao cobalto afeta 1-3% da populacéo (16-18). Braquetes, bandas e fios
ortodonticos sédo universalmente feitos de ligas, que contém cerca de 6% a
12% de Ni e 15% a 22% de Cr. A liberacdo de Ni merece especial atencao.
Além da hipersensibilidade, este metal parece estar relacionado a efeitos
carcinogénicos, efeitos mutagénicos e citotoxicos (15).

A Uniéo Europeia decretou duas diretivas em relacdo ao Ni (19, 20):

1. A liberacdo de Ni de objetos em contato direto e prolongado com a
pele tem de ser inferior a 0,5 pg/cm2/semana.

2. Todos os objetos metalicos que sao inseridos em orelhas perfuradas
e outras partes do corpo humano devem ter uma taxa de liberacdo de Ni
inferior a 0.2 pg/cm2/semana.

A alergia ao Ni deriva principalmente do contato da pele com o metal,

como em joias, telefones celulares, prendedores de roupas, botdes e fivelas
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de cinto e, s6 em menor grau, de exposicdo ocupacional. A alergia ao Cr
ocorre tanto pela exposicdo ocupacional (cimento e metais) como da
exposi¢cdo a bens de couro. A alergia ao cobalto, ao palddio ou ao ouro
decorre principalmente por exposi¢cdo a joias, ligas, metais, proteses,
restauracOes dentarias, terapia reumatica, stents coronarios, e tintas. Além
disso, Ni e cobalto em pd penetram na pele danificada mais facilmente do
gue na pele intacta (18).

Souza e Menezes (15) testaram trés marcas comerciais de braquetes
de aco inoxidavel. Aparelhos removiveis, com os braquetes fixados na regido
palatal foram utilizados durante sessenta dias por 45 pacientes. Coletas de
saliva foram realizadas imediatamente antes da instalacdo do dispositivo, e
ap6s uma semana, um més e dois meses de utilizagdo. Os autores
verificaram que as concentracdes dos ions Ni e Cr aumentaram
imediatamente apos a instalagcdo do aparelho na boca. Os trés grupos de
aparelhos comportaram-se de maneira semelhante em todos os periodos de
estudo, e foram demonstradas diferencas significativas nos niveis de Ni, Cr e

Fe liberados pelos mesmos.

1.1 Soldagem em Ortodontia

Em Ortodontia, a soldagem é um recurso frequente para unir dois
metais nas mais diversas situagdes clinicas, como na fabricacdo de
braquetes, mantedores de espaco, aparelhos extra-bucais, expansores do
tipo Haas e Hyrax (21) entre outros aparelhos auxiliares. A soldagem

convencional utiliza uma liga de prata que une outros dois metais (22).
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A qualidade de uma unido de solda depende da sua estabilidade
mecanica, do grau de contato, das propriedades dos materiais a serem
ligados/soldados, da extenséo das falhas na area de solda e da resisténcia a
corrosdo. As unifes de ligas de aco por solda de prata sdo suscetiveis a
corrosdo devido a reagOes galvanicas e ao sobreaquecimento (23). A
corrosdo nas areas soldadas permite a liberagdo de ions para o meio bucal,

gue podem causar efeitos citotoxicos (24-26).

De acordo com o Registro Internacional de Quimicos potencialmente
toxicos, do Programa do Meio Ambiente das Nacbes Unidas, os ions
metélicos, tais como cadmio (Cd), cobre (Cu), prata (Ag) e zinco (Zn),
presentes na solda prata, podem ser considerados produtos quimicos
potencialmente perigosos. Eles estdo incluidos na lista de substancias e

processos que podem ser de grande risco para a vida humana (26).

Na fabricacdo dos braquetes, o processo normal da inddstria utiliza
ligas de soldagem para juntar os componentes da base e as aletas. Essas
ligas podem também conter vestigios de Cd, elemento citotoxico, que é
adicionado para reduzir a temperatura de fusdo e melhorar o escoamento.
Além disso, as ligas a base de prata formam um par galvanico,
principalmente Cu e Zn. O par galvanico ocorre quando dois metais
diferentes estdo em contato em presenca de um eletrélito. A diferenca de
potencial entre ambos, em funcdo de um meio corrosivo ou de uma solugéo
condutora, produzira um fluxo de elétrons entre eles. O material menos
resistente corroera com maior intensidade, tornando-se anddico. A forca
impulsora para a circulagédo da corrente e, consequentemente da corrosao, é

a diferenca de potencial entre os dois metais. A corrosdo, que vem sendo
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minimizada nos materiais atuais, € a principal razdo para a dissolucdo
progressiva de metal da solda, levando ao descolamento das aletas da base

dos braquetes durante o tratamento ortodéntico (27).

A composicao das ligas de prata utilizadas em soldagem é baseada no
ternario Ag-Zn-Cu com poucas adi¢c6es de Ni e estanho (Sn) (28). A norma
da International Organization for Standardization (ISO) Dentistry: Brazing
Materials n° 9333:2006, que regulamenta os materiais de soldagem em
Odontologia, preconiza que o volume maximo de Cd, berilio ou chumbo néo
ultrapasse 0,02% da fracdo de massa da liga. Além disso, o rétulo do produto
deveria conter, dentre outras informacdes, um aviso se o material contém Ni
e a porcentagem (em fracdo de massa) do mesmo (29). As ligas de prata
comercializadas no Brasil possuem, em seus rétulos, somente informacéo

sobre a porcentagem de prata presente na composicao.

O Cd é um conhecido carcin6geno humano e animal. Esse metal esta
diretamente relacionado ao risco elevado de cancer de pulmao apds
exposicao ocupacional; no entanto, as associagdes entre a exposi¢cdo ao Cd
e tumores em outros locais do organismo, incluindo rim, mama e proéstata
podem ser relevantes (30-32). O Cd era adicionado as ligas de prata nas
décadas de 70 e 80 (33). A producdo de metais ferrosos e de metais nédo
ferrosos pode ser fonte de contaminacgéo por Cd. Em jazidas de sulfeto que

contém Zn, chumbo e Cu, o Cd é encontrado como um subproduto (34, 35).

A soldagem a laser foi introduzida nos laboratérios de Ortodontia em
2002 (23). O laser mais utilizado para unir metais em Odontologia utiliza um
meio solido de Nd:YAG (granada de itrio e aluminio dopada com neodimio)

(21). A maquina de soldagem utiliza uma luz altamente concentrada para

21



fundir dois metais. A solda é controlada pela duracdo que a luz € aplicada
(pulso), pela quantidade de energia (corrente) e pelo diametro do feixe de

laser (22, 36).

A soldagem a laser apresenta uma série de vantagens em relacao a
soldagem com prata. O calor concentrado minimiza problemas de distor¢des
e € possivel soldar muito proximo de resinas acrilicas, sem o risco de dano
(37). A unido dos metais, que sao fundidos, € melhor do que na soldagem
convencional, na qual as partes sado unidas pelo recobrimento de uma
terceira. Além disso, por unir metais iguais, diminui a corrosdo galvanica
presente na soldagem convencional (22). Os estudos in vitro mostram uma
maior biocompatibilidade das areas soldadas a laser comparadas as uniées a

prata (24, 38, 39).

A soldagem a Tunsgten Inert Gas (TIG) é um tipo de soldagem a
plasma, um processo que utiliza como fonte térmica um arco elétrico formado
com um eletrodo de tungsténio e a peca a ser soldada, com protecéo local de
um gas inerte, geralmente um fluxo de argbnio, para prevenir
oxidacBes/inclusdes (21, 36, 40, 41). Assim como a soldagem a laser, as
unides formadas pela soldagem a TIG apresentam menor corrosdo galvanica
(21, 36). No entanto, estudos testando a resisténcia a corrosdo de aco
inoxidavel, utilizado em proteses ortopédicas, soldado pelo processo de TIG,
mostraram que as unides formadas se comportam como anodos, quando
presente uma corrente galvanica. Assim, essas regibes seriam mais

suscetiveis a corrosao do que o metal base (42, 43).

Os produtos de corrosdo dos metais em meio bucal podem causar

desde alteracbes de coloracdo no esmalte a reacdes de hipersensibilidade
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local (15, 44). No entanto, a corrosao dos aparelhos ortoddnticos soldados a
prata e o langamento de seus solutos no meio ainda n&o estdo
documentados suficientemente, a ponto de se conhecer exatamente a
extensdo de dano que isso possa vir a causar na saude humana (24-26, 38,

39, 44-47).

1.2 Testes de citotoxicidade e genotoxicidade in vitro e in vivo

Os testes de citotoxicidade em cultura celular sdo uma das primeiras
etapas na avaliacdo da biocompatibilidade. A utilidade destes testes depende
de identificar e compreender as muitas variaveis que podem afetar o seu
resultado, controlando o ambiente em que a célula ira se relacionar com o
material. Esses estudos também tém a habilidade de medir precisamente a

resposta celular (11, 48).

Os estudos publicados que avaliaram a citotoxicidade da liga de prata
utilizada em Ortodontia demonstram grande variabilidade na selecao do tipo
celular utilizado (24, 26, 38, 39, 46, 47). Um dos fatores fundamentais é a
escolha da linhagem celular apropriada para o teste, pois diferentes

linhagens apresentam respostas diversas (48, 49).

Linhagens utilizadas

Os testes de citotoxicidade devem ser realizados preferencialmente
com linhagens celulares estabelecidas. Linhagens primarias podem ser
utilizadas para testar a sensibilidade especifica de algum tecido, desde que a
reprodutibilidade e a acuracia do teste possam ser verificadas (50). Algumas

dessas linhagens séo:
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HaCat: linhagem de queratindcitos humanos imortalizados de um
doador adulto do sexo masculino. Por manter alto potencial de
diferenciacdo, € utilizada em estudos como substituta de
gueratinécitos normais (51-53).

Vero: linhagem de células epiteliais oriundas de rim de macaco-verde
africano (Cercopithecus aethiops). Estabelecida por Nakamura e
colaboradores em 1962, é uma das poucas, na atualidade, aprovadas
para uso em producao de vacinas pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS)(54, 55).

MRC-5: linhagem de fibroblastos de pulmdo de um feto do sexo
masculino de 14 semanas (56), utilizada na fabricacdo de vérias
vacinas e endossada pela ISO para testes de citotoxicidade (50, 57).
HGF: linhagem priméaria de fibroblastos obtidos a partir de uma bidpsia

de gengiva de uma doadora do sexo feminino.

Quantificagéo da viabilidade celular por MTT

O ensaio de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium

bromide) é um meio simples, preciso e reprodutivel para medir a atividade
das células vivas através de atividade de desidrogenase mitocondrial.
Solucbes de MTT, em solucdo salina equilibrada, sdo 'amareladas’. As
desidrogenases mitocondriais de células viaveis clivam o anel de tetrazélico,
produzindo cristais de MTT azul/roxo, que sdo insolaveis em solucdes
aquosas. A cor roxa intensa das culturas mostra viabilidade -celular,
considerando que a cor permanece branca quando ocorreu a necrose.

Culturas de controle negativo sdo azul-escuras e a prova da viabilidade de
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uma célula; culturas de controle positivo branco/amarelo sédo evidéncia de

morte celular (39, 58).

Ensaio Cometa

A técnica do Cometa, ou eletroforese em célula Unica, € um método
rapido, sensivel e de baixo custo para a avaliagdo de quebras de cadeia de
DNA e para investigacao de dano genético associado a exposi¢des a agentes
potencialmente genotoxicos (59, 60). E um método utilizado para avaliar
lesGes genbmicas, porém é incapaz de detectar mutacbes. As lesdes

detectadas pelo cometa sdo passiveis de correcdo (61).

As células embebidas em agarose tém suas membranas e proteinas
nucleares lisadas por detergentes e extraidas por altas concentracfes de
sais. O DNA, por ser mais pesado e maior, ocupard 0 espaco que era
preenchido por toda a célula e ficara retido no gel em uma estrutura chamada
nucledide. As proteinas da matriz nuclear sdo das poucas que resistem a
extracdo; o nucledide é, portanto, uma série de alcas superenoveladas de

DNA desprovido de histonas, aderidas a matriz celular do nucleo (61).

A quebra de fita simples, fita dupla ou sitios alcali-labeis, onde se
incluem os sitios apurinicos e apiridiminicos, de DNA podem gerar
fragmentos que migram com a eletroforese ou relaxar a estrutura
supercondensada na regido do DNA em que o dano ocorreu, permitindo a
essa regidao, em forma de alca, se estender por um campo eletroforético. A

incubacdo alcalina e a eletroforese fazem com que as alcas de DNA que
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contenham quebras movam-se em diregdo ao anodo, formando a “cauda” do

cometa, visivel em microscopia 6ptica ou de fluorescéncia (59).
Cometa em mucosa oral

O ensaio do cometa € uma valiosa ferramenta experimental destinada
a mapear os danos do DNA em células. Além disso, devido a sua grande
versatilidade, permite explorar o uso de tipos de células alternativas para
avaliar danos no DNA, tais como células epiteliais (62). A maioria dos tipos
de epitélio s6 pode ser obtida por métodos invasivos, porém, as células de
mucosa bucal podem ser coletadas com uma simples raspagem da
bochecha, fazendo com que o teste seja um modelo atraente e
potencialmente Util para investigar os efeitos in vivo de agentes dietéticos,

quimicos e outros agressores no DNA (63).

Citoma de Micronucleos em células bucais

As células bucais tém limitada capacidade de reparo do DNA, em
comparacao aos linfécitos do sangue, células para as quais o teste CBMN-
Cyt foi desenvolvido. No entanto, podem refletir com maior precisdo eventos
de instabilidade genbmica relacionados ao envelhecimento em tecidos
epiteliais. A regeneracdo é dependente da taxa de divisdo e do numero de
células basais proliferando, da sua estabilidade genémica e de sua
propensdo para morte celular. Esses eventos podem ser estudados na
mucosa bucal, que é um tecido facilmente acessivel para amostragem de

células de forma minimamente invasiva, ndo causando estresse aos sujeitos

estudados. Este método ¢é cada vez mais utilizado em estudos
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epidemiologicos moleculares para investigar o impacto da nutri¢cdo, fatores de
estilo de vida, exposicdo a genotoxinas, danos no genétipo e morte celular. O
uso de células de mucosa bucal oferece uma oportunidade Unica de estudar

a capacidade regenerativa do tecido epitelial (64).

1.3 Quantificacdo de metais presentes na amostra

A ICP-MS (espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado) é uma espectrometria de massa capaz de detectar varios metais e
ndo-metais, em concentracbes tdo baixas como uma parte em 10'?, através
da ionizacdo da amostra com plasma indutivamente acoplado e, em seguida,
utilizando um espectrometro de massa para separar e quantificar os ions.

Em comparacdo com as técnicas de absorcdo atébmica, o ICP-MS
tem maior velocidade, precisdo e sensibilidade. No entanto, a analise por
ICP-MS também € mais suscetivel a tracar contaminantes do vidro e

reagentes (6).
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2. PROPOSICAO

2.1. Objetivos Gerais

O objetivo desta pesquisa € estudar, in vitro e in vivo, o potencial
citotoéxico e genotoxico das soldagens a prata, a TIG e a laser utilizadas em

Ortodontia.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Avaliar, in vitro, o efeito citotoxico dos anéis ortodénticos com e
sem soldagem a prata em diferentes linhagens celulares. A viabilidade celular
das linhagens HGF, HaCat, MRC5 e Vero expostas aos eluidos dos anéis foi

testada pelo ensaio de Reducgéo de MTT.

2.2.2. Avaliar, in vitro, o potencial genotdxico das soldagens a prata,
a TIG e a laser utilizadas em Ortodontia, empregando o ensaio Cometa

Alcalino HGF, apds exposicao aos eluidos dos anéis soldados.

2.2.3. Avaliar e quantificar, através de espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), a presenca de ions metalicos nos
eluidos de anéis metalicos com e sem solda em meio de cultura Dulbecco

modificado (DMEM).
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2.2.4. Avaliar, através da coleta de células da mucosa bucal de
criangas utilizando, ou ndo, arco lingual, o potencial genotéxico e mutagénico
da soldagem a prata e a laser utilizadas em Ortodontia, empregando 0s

testes Cometa Bucal e Citoma Bucal de Micronucleos.

2.2.5. Avaliar e guantificar, através de espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), a presenca de ions metalicos na

urina de criancgas utilizando, ou n&o, arco lingual.
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3 DISCUSSAO GERAL

A Ortodontia, desde o seu surgimento, utilizou ligas metalicas na
cavidade bucal (65). Muitos dos componentes das ligas utilizadas em
Ortodontia, como Ni, Cr e Ag, sdo reconhecidamente téxicos as células e
conhecidos alérgenos (15, 66, 67). Além disso, ndo se pode desconsiderar a
resposta bioldgica que os metais dissolvidos, e transportados pela corrente

circulatéria, possam causar em outras partes do organismo.

Os trabalhos in vitro investigam principalmente a liberacao idnica,
guantificando a presenca de metais em variados meios (saliva artificial,
solucbes acidas, solucdes salinas), e a citotoxicidade (24-26, 38, 39, 45-47).
A genotoxicidade da soldagem a prata foi somente testada no trabalho de
Goncalves et al.(46), que constataram importante genotoxicidade com o0s

anéis soldados no teste Cometa alcalino e Cometa modificado.

A soldagem a laser demonstra um melhor desempenho do que a
soldagem convencional nos testes de citotoxicidade e genotoxicidade in vitro.
No entanto, ndo sdo encontrados estudos com pacientes em Ortodontia
avaliando o efeito dessa técnica na mucosa bucal. Em geral, os laboratérios
de Ortodontia ndo dispbem dessa tecnologia, que embora apresente
inlmeras vantagens técnicas, tem sido dispensada (22). Além disso, a

técnica é considerada cara pelos dentistas (68).

A falta de consenso a respeito da seguranca clinica da soldagem a
prata e a escassez (praticamente, inexisténcia) de equipamentos a laser nos

laboratérios de Ortodontia nos levaram a pesquisar uma terceira opgao para
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a soldagem: solda a TIG. A solda a TIG é hoje um dos métodos mais utilizado
para soldagens industriais (69). Os estudos sobre soldagem a TIG, em
Odontologia, sdo bastante escassos; a maioria deles avalia as propriedades
mecanicas das unides (21, 36, 40, 43, 68, 70-72). No entanto, julgamos que a
avaliacdo da biocompatibilidade seja um aspecto importante a ser
considerado na eleicdo de uma nova técnica ou material. Assim, resolvemos

incluir a soldagem a TIG na nossa investigagao.

No estudo in vitro, optamos por utilizar uma linhagem primaria, ao
invés de uma linhagem estabelecida, por ser a linhagem disponivel
relacionada com a cavidade bucal. Mesmo assim, achamos importante a
comparacdo com as linhagens estabelecidas para sabermos se o0s
fibroblastos gengivais humanos responderiam adequadamente aos
tratamentos. Os fibroblastos gengivais humanos foram adquiridos do Banco
de Células do Rio de Janeiro, oriundos da bidspia de uma papila dental de

um doador do sexo feminino.

O HGF nédo tem um tempo de duplicacdo definido. O que foi
observado é que, logo ap6s o estabelecimento da cultura, as células se
duplicavam rapidamente, e que, ap0s aproximadamente 12 passagens, a
duplicacdo se tornava mais lenta. Consultamos a literatura, e dois trabalhos
relacionavam a senescéncia desse tipo de célula com um maior tempo de
duplicagdo e uma maior resisténcia frente a ions metalicos (73, 74). Dessa
forma, todos os nossos experimentos foram realizados com intervalos de, no
maximo, uma passagem entre as triplicatas, nunca excedendo a 122

passagem.
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Os estudos de citotoxicidade e genotoxicidade in vitro utilizam
diferentes linhagens celulares, que podem apresentar respostas diversas
frente ao mesmo agente. O teste Cometa alcalino apresentou um maior
indice de dano com a soldagem a prata do que com a soldagem a laser e a
TIG. Atualmente, esta sendo realizado o citoma de micronucleos para as
células HGF para podermos ampliar a avaliagdo do tipo de efeito que os

metais liberados podem causar as células.

Em relacédo a quantidade de metais liberados, é preciso considerar que
foi seguida a orientacdo para extracdo da ISO 10993-5 (50), que indica uma
guantidade extrema para realizacdo dos testes. A analise qualitativa dos ions
liberados foi compativel com a literatura, indicando que o Cu é o metal mais
liberado pela liga de prata. No entanto, os valores encontrados ndo podem

ser considerados para extrapolacéo clinica.

A inducdo de lesbes no DNA é um fator reconhecidamente
associado a promocéo e/ou desenvolvimento do cancer (75) Este estudo, por
meio da investigacdo das atividades citotoxicas e genotoxicas dos anéis
soldados, pretende contribuir para a elucidacdo de uma possivel associacao

entre o uso dessas técnicas e a incidéncia de cancer bucal.

No Brasil, de acordo com dados do Conselho Federal de
Odontologia (76), a Ortodontia e a Ortodontia e Ortopedia Facial somam mais
de 19.000 profissionais especialistas. E a atividade da Odontologia que
possui 0 maior numero de profissionais especialistas registrados. Isso tem
como reflexo um aumento no namero de individuos que recebem tratamento

ortodontico. Considerando-se que o uso de aparelhos ortodonticos esta mais
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acessivel a populagdo, inclusive pela inclusdo destes procedimentos na
tabela do SUS pelo Governo Federal (77), é imperativo testar os materiais
gque, embora sejam de uso consagrado, nunca foram amplamente

investigados.

A incidéncia de carcinoma escamocelular de lingua sempre foi
relacionada a individuos acima de 40 anos, do sexo masculino, que faziam
uso de tabaco e/ou alcool. A comunidade cientifica, no entanto, tem dado
atencdo ao aumento da incidéncia de cancer bucal em criancas e adultos
jovens (78-83), cuja etiologia ainda ndo est4d completamente elucidada. O
ortodontista tem, portanto, um importante papel na deteccédo dessa patologia
(79), e necessita ter certeza de que 0s materiais que utiliza ndo representam

risco adicional a seus pacientes.

No estudo clinico, as soldagens ndo causaram importantes efeitos
genotoxicos no periodo avaliado, tampouco aumentaram a concentracdo de
ions na urina. Avaliando os graficos disponiveis em material anexo, é
possivel visualizar a distribuicdo dos ions nos trés grupos nas quatro coletas
celulares. Nos graficos sao vistos 0s casos que estéo fora dos valores gerais
e que podem ter influenciado nas médias. Mesmo assim, resolvemos manté-
los no estudo. Menezes et al (66) também identificaram variacfes individuais
na quantificagdo de Ni na urina de pacientes antes e apds dois meses de

instalacao dos aparelhos.
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4 CONCLUSAO

1. A soldagem a prata apresentou elevado potencial citotoxico para as
linhagens HGF, HaCat, MRC-5 e Vero. Os eluidos metalicos dos anéis
soldados a laser e a TIG, assim como os eluidos dos anéis sem solda,
nao reduziram a viabilidade celular nas linhagens testadas.

2. A soldagem a prata aumentou o indice de danos e a frequéncia de
danos nas células HGF testadas pelo teste Cometa Alcalino. As
soldagens a laser, a TIG e os anéis sem solda ndo induziram
genotoxicidade.

3. Os ions encontrados nos meios de cultura com eluidos metalicos dos
anéis soldados foram, em ordem decrescente: Cu, Ag, Zn, Fe, Sn, Cr,
Ni e Cd (solda prata); Fe, Ni, Zn, Cr, Sn e Ag (solda laser); Fe, Cr, Ni,
Zn, Cu, Sn e Cd (solda TIG); Fe, Zn, Cu, Ni, Cr e Sn (anéis sem
solda).

4. A soldagem a prata e a laser ndo induziram genotoxicidade na mucosa
bucal durante o periodo estudado.

5. Os ions metélicos quantificados na urina por ICP-MS nao podem ser

atribuidos apenas a corroséao do aparelho ortodéntico.
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ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DESTINADO A
PESQUISA DAS SOLDAGENS UTILIZADAS EM ORTODONTIA

Pesquisa: Avaliacao in vitro e in vivo do potencial citotoxico, genotoxico e
mutagénico das soldagens a prata, a TIG e a laser utilizadas em Ortodontia.

I. Objetivos e justificativa da pesquisa: Essa pesquisa pretende avaliar os efeitos,
no organismo humano, dos aparelhos ortodénticos que apresentam solda de prata,
soldagem a TIG (Tunstein Inert Gas) ou a laser, mais precisamente no material
genético das células da mucosa bucal.

Il. Procedimentos a serem utilizados: Coleta de células da mucosa bucal com
auxilio de escova citolégica (semelhante a uma pequena escova de dentes), que
sera friccionada na bochecha. Serdo realizadas seis coletas de células: 1. Duas
antes de instalar o aparelho, 2. Ap6s 15 dias de instalacao do aparelho, 3. ApGs 28
dias da instalacao do aparelho, 3. Apds 6 meses da colocacao do aparelho, 4. Apos
1 ano da instalagé@o do aparelho. Coleta de urina nos dias das coletas de células.

lll. Os desconfortos ou riscos esperados: O Unico desconforto esperado € uma
minima pressao da escova na bochecha durante a coleta das células. As escovas
utilizadas seréo de uso exclusivo e serdo descartadas imediatamente apds o uso.

IV. Garantia de resposta a qualquer pergunta: Qualquer davida ou
guestionamento sobre a pesquisa podera ser esclarecido a qualquer momento.

V. Liberdade de abandonar a pesquisa sem prejuizo para si: Caso o
responsavel pelo menor desejar que este abandone a pesquisa, ndo havera
qualquer prejuizo e ndo ocorrerdo modificagdes no tratamento proposto.
Ressaltamos que a concordancia em participar desse estudo ndo implica em
gualquer modificacdo no tratamento que j& est4 sendo feito. Da mesma forma, a néo
concordancia em participar desse estudo ndo ira alterar de nenhuma maneira o
tratamento ja estabelecido.

VI. Garantia de privacidade: os dados serdo mantidos em sigilo.

VIl. Compromisso com informacé&o atualizada do estudo: Os resultados da
pesquisa serdo transmitidos de forma atualizada aos participantes e meios
cientificos, através de artigos.

Eu, .
responsavel pelo menor fui
informado(a) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada. Recebi
informacao a respeito do tratamento a ser realizado e esclareci minhas dividas. Sei que a
gualguer momento poderei solicitar novas informacg6es e modificar minha decisdo se assim o
desejar. Fui certificado de que todos os dados referentes aos exames realizados serao
confidenciais, bem como o respectivo tratamento nao serd modificado em raz&o desse
estudo, e terei liberdade de ndo mais consentir em participar da pesquisa, face a essas
informacdes.
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Fui informado que nédo existirdo danos a salde causados diretamente pela pesquisa.
Também sei que, caso existam gastos adicionais em relacao a pesquisa, estes serao
absorvidos pelo orgamento da mesma. Caso surjam novas perguntas sobre este estudo ou
para qualquer pergunta sobre os direitos como participante deste estudo, posso entrar em
contato com as pesquisadoras responsaveis, Dra. Luciane Macedo de Menezes e Dra.
Mariana Roennau Lemos Rinaldi, pelos telefones 3320 3538 e 3024 6543, ou Comité de
Etica em Pesquisa da PUC (CEP): Av. Ipiranga 6681, Prédio 40 - Sala 505, Porto Alegre, telefone
3320 3345, de segunda a sexta-feira, horario manha das 8h30min as 12h e a tarde das 13h30min as
17h.

Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

Porto Alegre, de 201__ .

Assinatura do Participante da pesquisa Assinatura do Pesquisador Associado
Mariana R. Lemos Rinaldi

CRO-RS 10930.

Nome do Participante da pesquisa

Este formulario foi lido para (nome do
participante da pesquisa) em ___ / /___ (data) por Mariana R. Lemos Rinaldi enquanto eu

estava presente.

Assinatura de Testemunha

Nome da Testemunha
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Termo de assentimento do menor

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa Avaliacdo in vitro e in
vivo do potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico das soldagens a prata, a TIG e a

laser utilizadas em Ortodontia. Seus pais permitiram que vocé participe.

Queremos saber os efeitos, no corpo humano, dos aparelhos ortodénticos que
tém solda. A solda permite a unido de dois metais, como se ficassem colados. Existem
varios tipos de solda para aparelhos. Vamos estudar a solda de prata, soldagem a TIG

e a laser.

As criancas que irdo participar dessa pesquisa tém de 6 a 13 anos de idade.
Vocé nédo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, € um direito seu; ndo tera

nenhum problema se desistir.

A pesquisa serd feita na Faculdade de Odontologia da PUCRS, onde as
criancas colocardo um aparelho chamado Arco Lingual. Esse aparelho é utilizado para
ajudar na prevencao de dentes tortos. O aparelho ndo causa dor. Na pesquisa, sera
realizada a escovacédo da bochecha para remoc¢éo de células — o que também néo déi.
E seré feito o estudo na sua urina também. Em seis consultas serdo realizadas essas
escovacles, e vocé ird urinar em um potinho fornecido (no banheiro, é claro!). O
aparelho é seguro, mas é possivel ocorrer quebras e descolagem do aparelho. Caso
aconteca algo errado, vocé pode nos procurar pelos telefones 3024 6543
(pesquisadora Mariana R. L. Rinaldi), telefone 3320 3538 (Dra. Luciane Macedo de
Menezes), ou Comité de Etica em Pesquisa da PUC (CEP): Av. Ipiranga 6681, Prédio
40 - Sala 505, Porto Alegre, telefone 3320.3345, de segunda a sexta-feira, horario

manha das 8h30min as 12h e a tarde das 13h30min as 17h.

E ha coisas boas que podem acontecer, como evitar que os dentes figuem

mais tortos, pois os dentes permanentes terdo suficiente espaco para nascerem.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa, ndo falaremos a
outras pessoas, nem daremos a estranhos as informacdes que vocé nos der. Os
resultados da pesquisa vao ser publicados, mas sem identificar as criancas que

participaram da pesquisa.

Quando terminarmos a pesquisa iremos publicar os resultados em revistas

cientificas para que mais pessoas conhecam os efeitos das soldas no corpo humano.

Se vocé tiver alguma duvida, vocé pode me perguntar ou a pesquisadora Dra.

Luciane Macedo de Menezes. Eu escrevi os telefones na parte de cima desse texto.
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Eu aceito participar da

pesquisa Avaliacao in vitro e in vivo do potencial citotoxico, genotoxico e
mutagénico das soldagens a prata, a TIG e a laser utilizadas em Ortodontia,
que tem o objetivo de estudar os efeitos, no corpo humano, dos aparelhos
ortodonticos que tém solda de prata, soldagem a TIG (Tunstein Inert Gas) ou a
laser. Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi
que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualguer momento, posso dizer
“nao” e desistir que ninguém vai ficar furioso. Os pesquisadores tiraram minhas

davidas e conversaram com 0S meus responsaveis.

Recebi uma copia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da

pesquisa.

Porto Alegre, de de

44



PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE W"“’
DO SUL - PUC/RS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo in vitro e in vivo do potencial citotéxico, genotdxico e mutagénico das
soldagens a prata, a TIG e a laser utilizadas em Ortodontia

Pesquisador: Luciane Macedo de Menezes

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 38391314.0.0000.5336

Instituicdo Proponente: UNIAO BRASILEIRA DE EDUCACAO E ASSISTENCIA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 984.020
Data da Relatoria: 23/02/2015

Apresentacao do Projeto:
Trata-se de um projeto de pesquisa em nivel de doutorado, no pos-graduacdo em odontologia, cujo objetivo
geral "é estudar, in vitro e in vivo, o potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico das soldagens a prata, a
TIG e a laser utilizadas em Ortodontia." Sera desenvolvido em duas etapas, a primeira etapa sera in vitro e a
segunda etapa sera clinica.

Objetivo da Pesquisa:

1) avaliar in vitro o efeito dos ions liberados por anéis ortodénticos com e sem soldagem a prata nas
linhagens Balb/3T3, MRC5, FGH e HaCat, testadas através dos ensaios de MTT e clonogénico, para
determinar a mais sensivel aos ions liberados;

2) avaliar o potencial genotéxico e mutagénico das soldagens a prata, a TIG e a laser empregando os
ensaios cometa alcalino, cometa modificado e citoma de microntcleos em linhagens HaCat e MRCS5;
3) quantificar, em ICP-MS, a liberagdo de ions decorrentes da corrosdo dos anéis metalicos com e sem
solda, e

4) avaliar o potencial genotdxico e mutagénico da soldagem a prata, a TIG a laser utilizadas em Ortodontia
nas células da mucosa bucal de criangas e adultos em tratamento ortoddntico, empregando os testes
cometa bucal e citoma bucal de microntcleos.

Enderego: Av.lpiranga, 6681, prédio 40, sala 505

Bairro: Partenon CEP: 90.619-900
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3320-3345 Fax: (51)3320-3345 E-mail: cep@pucrs.br

Pagina 01 de 03

45



PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE W e
DO SUL - PUC/RS

Continuagao do Parecer: 984.020

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A soldagem a prata é a técnica consagrada em Ortodontia e as soldagens a TIG e laser sdo utilizadas em
outras especialidades da Odontologia, como a Prétese Dentaria. Riscos relativos ao tratamento relacionam-
se com quebras e falhas nos aparelhos, para isso, os sujeitos da amostra receberdo assisténcia constante e
receberdo telefone de contato dos pesquisadores para comunicar qualquer intercorréncia.

Beneficios:

As criangas do estudo receberdo manutengéo e supervisdo de espago, diminuindo demandas futuras de
tratamentos corretivos mais complexos. Os adultos envolvidos no estudo, terdo indicagdo de expansao
maxilar, dentro de um planejamento de Ortodontia Corretiva, e terdo a oportunidade de realizar todo o seu
tratamento. Muitos dos componentes das ligas utilizadas em Ortodontia, niquel, cobalto, cromo e prata, sdo
reconhecidamente téxicos as células e conhecidos alérgenos. Além disso, ndo se pode desconsiderar a
resposta biolégica que os metais dissolvidos, e transportados pela corrente circulatoria, possam causar em
outras partes do organismo. O meio bucal & propicio a causar biodegradacao das ligas metalicas através da
acgdo de correntes galvanicas, de variagdes de temperatura, da presenga de biofilme e de diferentes
enzimas. Os estudos de citotoxicidade in vitro utilizam diferentes linhagens celulares, que podem apresentar
respostas diversas frente ao mesmo agente. Dessa forma, cabe quantificar a resposta das linhagens
durante o teste de citotoxicidade e, assim, poder classifica-las quanto a sua sensibilidade. Essa informacao
podera auxiliar na selegdo do tipo celular para futuros estudo de citotoxicidade de metais utilizados em
Ortodontia. A investigagdo das atividades citotoxicas, genotoxicas e mutagénicas dos anéis soldados,
contribuira cientificamente para a elucidagdo de uma possivel associagdo entre o uso dessas técnicas e a
incidéncia de cancer bucal. Considerando-se que 0 uso de aparelhos ortoddnticos esta mais acessivel a
populacéo, inclusive pela inclusdo destes procedimentos na tabela do SUS pelo Governo Federal, é
imperativo testar os materiais que, embora sejam de uso consagrado, nunca foram corretamente
documentados.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Os pesquisadores justificaram , alteraram ou acrescentaram todos os itens apontados pelo CEP. O TCLE foi
reformulado e corrigido, os autores acrescentaram um termo de assentimento, as cartas de autorizagédo do
chefe do servigo/responsavel pelo laboratério foram apresentadas.

Endereco: Av.Ipiranga, 6681, prédio 40, sala 505

Bairro: Partenon CEP: 90.619-900
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3320-3345 Fax: (51)3320-3345 E-mail: cep@pucrs.br

Pagina 02 de 03

46



PONTIFiCIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE
DO SUL - PUC/RS

Continuagéo do Parecer: 984.020

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os termos/documentos foram apresentados.

Recomendagodes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Todas as pendencias foram atendidas.

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

PORTO ALEGRE, 12 de Margo de 2015

Assinado por:
Rodolfo Herberto Schneider

(Coordenador)
Enderego: Av.lpiranga, 6681, prédio 40, sala 505
Bairro: Partenon CEP: 90.619-900
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3320-3345 Fax: (51)3320-3345 E-mail: cep@pucrs.br

Pagina 03 de 03

47



Niveis urindrios de cromo apresentados pelos pacientes ao longo das coletas nos diferentes grupos.
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Niveis urindrios de ferro apresentados pelos pacientes ao longo das coletas nos diferentes grupos.
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Niveis urindrios de niquel apresentados pelos pacientes ao longo das coletas nos diferentes grupos.
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de cobre apresentados pelos pacientes ao longo das coletas nos diferentes grupos.
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de zinco apresentados pelos pacientes ao longo das coletas nos diferentes grupos.
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Niveis urindrios de prata apresentados pelos pacientes ao longo das coletas nos diferentes grupos.

Ag (ng/g creatinine)
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de cddmio apresentados pelos pacientes ao longo das coletas nos diferentes grupos.
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de estanho apresentados pelos pacientes ao longo das coletas nos diferentes grupos.
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