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Avaliacdo in vitro da citotoxicidade de parafusos

expansores palatinos

In vitro evaluation of the cytotoxicity of palatal expanders

Resumo

Obijetivo: Avaliar a citotoxicidade de parafusos expansores confeccionados com aco inoxiddvel
ou compdsito.

Métodos: Foram avaliados 6 parafusos expansores divididos em 2 grupos de acordo com o
material: expansor metdlico e expansor de compésito. Trés grupos controle foram utilizados:
controle positivo (cilindro de amélgama), controle negativo (bastdo de vidro) e controle de
célula (células néo expostas). Os expansores esterilizados foram imersos em meio minimo
essencial de Eagle por 24 h, onde se procedeu a remocdo do sobrenadante e contato com
fibroblastos L929. Apés contato com o meio as células foram incubadas por 24 h, sendo
adicionados 100uL do corante vermelho neutro a 0,01%, seguido por incubacdo por 3h
e fixacdo das células. A citotoxicidade foi analisada em 4 periodos: 24, 48, 72 e 168h. A
contagem de células vidveis foi realizada com espectrofotémetro (A = 492nm) e os dados
foram analisados por ANOVA.

Resultados: Os grupos controle positivo (amdlgama) foram estatisticamente diferentes dos
demais grupos. Néo houve diferenca estatistica na comparacéo entre os demais grupos e
perfodos.

Conclusées: Os resultados sugerem que os parafusos expansores testados ndo apresentam
citotoxicidade significativa conforme o desenho experimental utilizado.

Palavras-chave: Citotoxicidade; mordida cruzada; técnicas de cultura de células

Abstract

Obijective: To evaluate the cytotoxicity of two palatal expanders made of stainless steel or
composite.

Methods: Six expanders were divided into two experimental groups: metallic expander and
composite expander. Three control groups also were assessed: positive control (amalgam),
negative control (glass stick), and control cell (cells not exposed to any material). The sterilized
expanders were immersed into Eagle’s minimum essential medium for 24 h, and the contact
assay was performed using L929 fibroblasts. The cells were incubated for 24 h, and 100uL of
0.01% neutral-red staining solution were added followed by incubation for 3h and cell fixation.
Cytotoxicity was evaluated at four different periods of time: 24, 48, 72, and 168h. Counting
of viable cells was performed by using a spectrophotometer at a wavelength of 492 nm, and
data were analyzed by ANOVA.

Results: The positive control groups (amalgam) were statistically different from the other groups.
No difference of cytotoxicity was found among the groups and periods of time.

Conclusions: The tested metallic and composite expanders showed no significant cytotoxicity
within this experimental design.
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Introducéo

A Odontologia tem como meta principal manter ou melhorar
a qualidade de vida do paciente através de prevengdo de
doengas, alivio da dor, melhoria da eficiéncia mastigatoria,
aprimoramento da fonética e/ou melhora da aparéncia.
Muitos desses objetivos requerem a reposi¢ao ou alteracao
da estrutura dentaria existente, assim como a alteragao do
posicionamento dos dentes. Um dos principais desafios tem
sido desenvolver e selecionar materiais biocompativeis (1).
Metais, ceramicas, polimeros e resinas compostas sdo 0s
quatro grupos de materiais empregados em Odontologia (2).
Qualquer material na boca cria uma interface dinamica com
interagdes que podem alterar um ou outro, determinando
tanto uma resposta biologica ativa ao material, a
biocompatibilidade, quanto uma capacidade de o material
sobreviver, resistir a degradagcdo ou sofrer corrosdo no
corpo (3). A biocompatibilidade ¢ dependente da liberacao
de elementos desses materiais, sendo que a composi¢ao, o
pré-tratamento e o manuseio dos materiais influenciam a
liberacao de tais elementos (4).

Até meados do século passado, pouca informagao cientifica
sobre biocompatibilidade de materiais de uso odontologico
estava disponivel. Rea¢des toxicas, inflamatorias, alérgicas
ou mutagénicas sdo possiveis respostas biologicas aos mate-
riais (4,5). A toxicidade € um dos principais parametros para
a avaliaga@o de resposta bioldgica e do potencial relacionado
com a dose do material para causar a morte de células ou
tecidos, sendo hoje o primeiro teste de triagem usado para
quase todos os novos materiais (6).

A Ortodontia usa diversos tipos de materiais classificados
como materiais restauradores provisorios que sdo destinados
a aplicagdo por um periodo médio ou longo. Dentre
esses materiais citam-se em especial bandas, fios de aco,
resina acrilica e parafuso expansor, os quais sao materiais
constituintes do aparelho para disjungdo palatina, o disjuntor
tipo Hass. Recentemente foi langado no mercado um parafuso
expansor confeccionado de policarbonato (polimero), o qual
possuiria caracteristicas mecanicas superiores aos parafusos
convencionais confeccionados com ago inoxidavel, segundo
o fabricante.

Os polimeros usados nos materiais ortodonticos podem
ser divididos em trés classes com caracteristicas distintas:
(a) artefatos prontos para serem utilizados com sua forma
final dada por fabricantes industriais; (b) polimeros re-
formaveis usados como armagdo para uma variedade
de artefatos removiveis ou funcionais; e (c) materiais
poliméricos de impressdo, adesivos e selantes. Os parafusos
expansores enquadram-se na primeira categoria de polimeros
manufaturados com grande demanda de uso. Como os
policarbonatos tém alto médulo de forga, apresentam pouca
deformacao elastica sob tensdo e resisténcia ao escoamento
a frio. Entretanto, esses materiais sdo quimicamente nao
resistentes quando atacados por solventes. Policarbonatos,
cujo monomero € o bisfenol-A (BPA), favorecem a migragao
desse mondmero para fora dos produtos de origem quando
expostos a altas temperaturas (5).
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A presenca de mondmero residual leva a citotoxicidade;
entretanto, ndo ha informacao sobre a citotoxicidade desses
expansores. Baseado nessa premissa, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a citotoxicidade do novo parafuso
expansor de policarbonato em comparagdo ao expansor
metalico convencional utilizando culturas de células de
fibroblastos gengivais 1.929.

Metodologia

Cultura de células

A linhagem celular utilizada de fibroblastos gengivais
humanos L929 foi obtida do American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD, EUA) (fibroblasto de
camundongo) cultivada em meio minimo essencial de Eagle
(MEM) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado com
2mM de L-glutamina (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA),
50 pg/mL de gentamicina (Schering Plough, Kenilworth,
NJ, EUA), 2,5 ng/mL de fungizona (Bristol-Myers-Squibb,
New York, NY, EUA), 0.25mL solugao de bicarbonato de
sodio (Merck, Darmstadt, Alemanha), 10mM de HEPES
(Sigma, St. Louis, MI, EUA), e 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e mantida a 37°C
em ambiente contendo 5% de CO,

Ensaio de citotoxicidade dos materiais

A amostra compreendeu 6 parafusos expansores de duas
diferentes composi¢des divididos em dois: grupo EM —
Expansor Metal (Morelli, Sorocaba, SP, Brasil) e grupo
EC — Expansor compdsito (Morelli, Sorocaba, SP, Brasil)
(Fig. 1).

Para verificar a resposta celular frente aos extremos, outros
trés grupos foram avaliados: grupo CC (controle de célula),
no qual as células ndo foram expostas a nenhum material;
grupo C+ (controle positivo) constituido de um cilindro de
amalgama; e C- (controle negativo), no qual um bastdo de
vidro ficou em contato com as células.

Fig. 1. Expansores avaliados: A - Expansor metélico; B - Expan-
sor de compésito.
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Os materiais foram esterilizados previamente por exposicao
a luz ultravioleta (Labconco, Kansas, EUA) durante 1 hora.
Em seguida, trés amostras de cada material foram colocadas
em placas de 24 pogos contendo meio de cultura (MEM)
(Cultilab, Campinas, SP, Brazil). A cada 24h o meio de
cultura foi substituido por meio novo e os sobrenadantes
foram coletados apds 24, 48, 72 ¢ 168 h (7 dias), e avaliados
quanto a toxicidade para as células L.929. Os sobrenadantes
foram colocados, em triplicata, em uma placa de 96 pogos
contendo monocamada confluente de L929 e incubados por
24h a 37°C em ambiente contendo 5% de CO, totalizando
9 pogos para avaliagdo (n=9). Terminado o tempo de
incubag@o, o efeito na viabilidade celular foi determinado
através da técnica “dye-uptake”, descrita por Neyndorff
et al. (7), com pequenas modificagdes.

Apbs 24h de incubagdo, foram adicionados 100 uL de
vermelho neutro a 0,01% (Sigma, St. Louis, MI, USA),
em meio de cultura, em cada pogo das microplacas ¢ estas
foram incubadas a 37°C por 3 h para penetragdo do corante
nas células vivas. Passado esse periodo, apds desprezar o
corante, foram adicionados 100 uL de solucdo de formaldeido
(Reagen) a 4% em PBS (NaCl 130mM; KCI 2mM; Na,HPO,
2H,0 6 mM; K,HPO, 1mM, pH7,2) por 5 min, para promover
a fixagdo das células as placas. Em seguida, para a extracdo
do corante, foram adicionados 100 pL de uma solugdo de
acido acético (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 1% com
metanol (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 50%. Apos
20 min a leitura foi realizada em espectrofotometro (BioTek,
Winooski, Vermont, EUA) em um comprimento de onda de
492 nm (A=492nm).

Andlise estatistica

Os dados foram analisados com auxilio do programa SPSS
13.0 (SPSS Inc.,Chicago, IL, EUA). A analise estatistica
descritiva incluiu as médias e desvios padrdo dos grupos
avaliados. O nimero de células viaveis foi analisado por
analise de variancia e teste de Tukey, ao nivel de significancia
de 0,05.

Resultados

Os resultados demonstraram auséncia de significancia
estatistica entre os materiais (EM e EC) avaliados nos quatro
tempos. Apenas o grupo C+ mostrou baixa viabilidade ce-
lular, sendo diferente estatisticamente dos demais (Tabela 1).

Em geral, a média de células viaveis dos grupos experi-
mentais foi maior que as médias dos grupos CC ¢ C-. O
grupo C+ apresentou sempre as menores médias de células
viaveis.

Discussdo

A deficiéncia transversal da maxila pode ser oriunda de fatores
genéticos ou ambientais, envolvendo apenas os segmentos
dentarios posteriores, com uma grande inclina¢do para o
lado palatino, ou estar associada a um comprometimento
esquelético da maxila, apresentando um aspecto atrésico, com
uma aboboda palatina ogival e estreita. Para correcdo deste
caso hé necessidade de expansdo capaz de promover uma
alteracdo ortopédica dos segmentos maxilares, mantendo a
integridade dos tecidos envolvidos e minimizando os efeitos
de inclinagdo dentaria (8-11). A disjuncao rapida da sutura
palatina mediana preenche estes preceitos, restabelecendo
as dimensdes transversais da maxila e seu correspondente
arco dentério (12-14), mediante a abertura da sutura palatina,
associada as reagoes ortopédicas em outras suturas faciais
e a uma pequena movimentagdo dos dentes pdstero-
superiores (12-14). Para tal utilizam-se aparelhos disjuntores
apoiados nos primeiros molares superiores e pré-molares,
constituidos por acrilico, fio de ago inoxidavel, soldas de
prata e parafuso expansor manufaturado a partir de uma liga
de aco inoxidavel.

Recentemente, no intuito de conseguir caracteristicas
mecanicas mais favoraveis, os fabricantes de materiais
ortodonticos langaram no mercado parafusos expansores
manufaturados a partir de policarbonato. Os polimeros sao
usados em Medicina e Odontologia hd mais de quarenta
anos através de lentes, membros e coOrneas artificiais,
implantes cocleares e oftalmicos, enxertos vasculares,
proteses, implantes faciais de bochechas, queixo, labios,
dorso do nariz, produtos médicos tais como luvas, seringas
descartaveis, catéteres etc. Os policarbonatos tém alto
modulo de forga, pouca deformacao elastica sob tensdo e
resisténcia ao escoamento a frio, mas apresentam signi-
ficativa degradag¢do quando expostos a altas temperaturas
com liberagdo de mondmero para o meio (5). Clinica-
mente, a ingestao de alimentos quentes, principalmente
bebidas em altas temperaturas, poderia provocar algum
efeito deletério no material policarbonato de parafusos
expansores.

Tabela 1. Comparacéo dos valores médios da quantidade de células vidveis (M.Cel)* dos grupos avaliados.

1° Dia 2° Dia 3° Dia 7° Dia
Grupos
M.Cel (DP) M.Cel (DP) M.Cel (DP) M.Cel (DP)
EM 0,874 (0,133) A 0,205 (0,034) A 0,171 (0,023) A 0,546 (0,084) A
EC 0,823 (0,185) A 0,158 (0,04) A 0,147 (0,027) A 0,457 (0,221) A
cC 0,704 (0,07) A 0,194 (0,08) A 0,144 (0,013) A 0,562 (0,088) A
C+ 0,440 (0,028) B 0,094 (0,042) B 0,061 (0,012) B 0,288 (0,039) B
C- 0,734 (0,07) A 0,185 (0,025) A 0,167 (0,012) A 0,497 (0,087) A

* Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente (comparacéo em coluna).
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Assim, o presente trabalho se dispds a avaliar a citotoxicidade
de parafusos expansores de metal e policarbonato em cultura
de células. A utilizagdo de cultura de células vem sendo
utilizada como parte de uma série de testes recomendados
para avaliar o comportamento bioldégico dos materiais a
serem colocados em contato com tecidos humanos (1,15,16).
Neste estudo, para avaliar a citotoxicidade dos parafusos
expansores utilizou-se linhagem de célula L929 (fibroblastos
de camundongos), bastante usada para avaliar a citotoxicidade
de materiais de uso odontologico (17-20).

O tempo de avaliagdo foide 1, 2, 3 ¢ 7 dias, periodos em que
os materiais apresentam maior liberagdo de componentes
para o meio onde estdo submersos (21). Os espécimes
ficaram em contato com o meio de cultura por esses
periodos, sendo coletado o sobrenadante do meio de cultura
para ser colocado em contato com as células. Os espécimes
nao foram colocados diretamente sobre as células, uma vez
que seu contato mecéanico direto poderia causar lesdo nas
células (22).

Os resultados do presente trabalho demonstraram que
ambos os tipos de expansores testados ndo apresentaram
citotoxicidade em compara¢do com o controle de célula e
o controle negativo. Apds o contato do sobrenadante com
as células, estas se mostraram com viabilidade celular em
todos os tempos avaliados.

Com relagdo aos expansores de policarbonato, o policarbonato
¢ considerado pela industria como um produto estavel e ndo
reativo sob condi¢des recomendadas de armazenamento,
manuseio ¢ uso pretendido, mas por combustio ou
decomposicao térmica libera didoxido ou monodxido de
carbono, tracos de hidrocarbonetos, aldeidos, acidos, fenois,
e seus derivados. Em sua forma de uso adequado o produto
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Conclusoes

Pode-se concluir que os parafusos expansores metalicos e
de policarbonato testados ndo sdo citotoxicos de acordo com
as condigdes experimentais deste estudo.
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