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Resumo

Objetivo: o processo de solda envolve ions metélicos capazes de provocar lise celular. Dian-
te disso, o objetivo deste estudo foi testar a hipotese de que existe citotoxicidade entre
diferentes tipos de ligas (CrNi, TMA, NiTi) utilizadas em Ortodontia, submetidas a solda
elétrica a ponto. Métodos: trés tipos de ligas foram avaliados neste estudo. Foram confeccio-
nados 36 corpos de prova, 6 para cada combinacgdo entre os fios, divididos em 6 grupos —
grupo AA (ago com a¢o), grupo AT (ago com TMA), grupo AN (aco com NiTi), grupo TT
(TMA com TMA), grupo TN (TMA com NiTi) e grupo NN (NiTi com NiTi) — que foram
submetidos a solda a ponto para avaliagdo quanto ao possivel efeito citotoxico nos tecidos
bucais. Previamente, os corpos de prova foram limpos com alcool isopropilico e esterilizados
em luz ultravioleta. O ensaio de citotoxicidade foi realizado utilizando-se cultura de células
(linhagem 1929, fibroblastos de camundongos), submetida ao teste para células viaveis em
vermelho neutro (“dye-uptake”) no tempo de 24h. A anilise de varidncia e comparacdo
multipla (ANOVA) e teste de Tukey foram utilizados (p< 0,05). Resultados: os resultados
demonstraram que nio houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos expe-
rimentais (P> 0,05). Foi observada maior viabilidade celular no grupo TT, seguido dos gru-
pos AT, TN, AA, NA e NN. Concluséo: pode-se evidenciar que solda em fios de liga de NiTi
causaram maior quantidade de lise celular. Soldas elétricas a ponto demonstraram pequena
capacidade de causar lise celular.
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INTRODUCAO

A maioria das ligas metélicas utilizadas em Or-
todontia apresenta composicdo similar a do aco
inoxidavel (18/8, i.e., 18% de cromo e 8% de ni-
quel), sendo que muitos dispositivos como masca-
ras faciais, anéis ortoddnticos e braquetes utilizam
algum tipo de solda no processo de confeccio.
Pesquisas tém mostrado que alguns ions podem

13,17,22,26,27,28 cuja exposicdo

ser liberados pela solda
pode determinar uma variedade de efeitos adver-
sos com alteracdes toxicas diretas, de forma aguda
ou de forma cronica'. A World Health Organiza-
tion - International Agency for Research on Can-
cer e o United States National Toxicology Pro-
gram tém considerado o cddmio, o cobre, a prata e
o zinco, componentes da solda de prata, como me-
tais com potencial carcinogénico em humanos'.

No entanto, a solda é largamente utilizada, na
pratica ortoddntica, com intuito de auxiliar a mo-
vimentacdo dentéria. A solda elétrica a ponto é
uma solda que apresenta menor tempo de confec-
cdo, facilidade de trabalho, custo inferior, higiene e
estética favoraveis®. Porém, esse tipo de solda tem
sido evitado, devido a pouca resisténcia mecanica
apresentada quando comparado a solda de prata.

Para obten¢io de qualidade na solda a ponto,
sdo fatores que devem ser considerados: o tipo
de maquina de solda, o formato dos eletrodos
e a liga do fio utilizado’. A maquina de solda a
ponto foi introduzida no mercado em 1934 e, atu-
almente, ha relato de méiquinas que propdem a
obtencdo de soldas resistentes a partir de funcdes
que permitem uma adequada fusio dos materiais,
diminui¢do da presenca de 6xidos que podem en-
fraquecer a unido entre os fios, além de auséncia
de calor em torno dos contatos dos eletrodos, o
que possibilita que fios de diferentes tipos de ligas
mantenham suas caracteristicas mecénicas.

O uso da liga de aco inoxidavel (CrNi) pre-
dominou na Ortodontia durante décadas; mas,
com o advento de novas ligas metalicas, tornou-se
diversificado o universo de fios disponiveis com
caracteristicas de soldabilidade.

Diante da comprovada citotoxicidade apresen-
tada pelas soldas a prata, outras formas de unido
isentas de fons metalicos provenientes da solda de
prata vém sendo utilizadas, com intuito de dimi-
nuir os efeitos citotoxicos. O objetivo do presente
estudo foi testar a hipétese de que existe citotoxi-
cidade entre diferentes tipos de ligas (CrNi, TMA,
NiTi) submetidas a solda elétrica a ponto utilizada
em Ortodontia.

MATERIAL E METODOS
Cultura de células

Para a realizacido desse estudo, foi utilizada a
cultura de células 1.929 (fibroblastos de camun-
dongos) obtida do American Type Culture Col-
lection (ATCC, Rockville, MD, EUA), mantidas
em Meio Minimo Essencial de Eagle (MEM-
Eagle) (Cultilab, Campinas, Brasil) acrescido de
0,03mg/ml de glutamina (Sigma, St. Louis, Mis-
souri), 50pug/ml de garamicina (Schering Plough,
Kenilworth, New Jersey), 2,5mg/ml de fungizona
(Bristol-Myers-Squibb, New York, EUA), solugio
de bicarbonato de sodio a 0,25% (Merck, Darms-
tadt, Germany), HEPES 10mM (Sigma, St. Louis,
Missouri) e 10% de soro fetal bovino (Cultilab,
Campinas, Brasil) e mantida a 37°C em ambiente

contendo 5% de CO,.

Confeccao dos corpos de prova

Trés diferentes tipos de ligas foram avaliados
nesse estudo. Os corpos de prova foram confec-
cionados com fios retangulares (0,019” x 0,025,
cortados em segmentos de 25mm, que foram sol-
dados utilizando-se combinacdes entre os fios (Mo-
relli, Sorocaba, Sao Paulo, Brasil) de aco inoxidavel
(CrNi); niquel-titdnio (NiTi) e titdnio-molibdénio
(TMA). Para a execucio da soldagem entre os dois
segmentos de fios, os mesmos foram colocados
sobrepostos em forma de “X”, levados & méquina
de soldagem elétrica a ponto (SMP- Super Micro
Ponto 3000, Kernit, Indaiatuba, Sao Paulo, Brasil)
e submetidos a um tnico ponto de solda, regu-
lado na poténcia de 30W para todas as amostras.
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Para cada solda realizada, as extremidades dos ele-
trodos foram limpas com uma lixa d’agua de granu-
lagao 400 (3M, Sumaré, Sao Paulo, Brasil).

Foram confeccionados 36 corpos de prova, 6
para cada combinacio entre os fios, divididos em:
grupo AA (ago com ago), grupo AT (ago com
TMA), grupo AN (aco com NiTi), grupo TT (TMA
com TMA), grupo TN (TMA com NiTi) e grupo
NN (NiTi com NiTi). Apos a solda, todos os espéci-
mes foram limpos com élcool isopropilico e, em se-
guida, esterilizados por exposi¢do a luz ultravioleta
(Labconco, Kansas, Missouri, EUA) durante 30 mi-
nutos para cada superficie do corpo de prova, assim
como os controles positivo e negativo. A confec¢io
dos corpos de prova e a execucido da solda foram
realizadas por um tnico operador.

Controles

Para verificar a resposta celular frente aos ex-
tremos, outros seis grupos foram inseridos: grupo
CC (controle de célula), no qual as células nio
foram expostas a nenhum material; grupo C+
(controle positivo), constituido de um cilindro de
amalgama de cobre (Pratic NG 2, Vigodent, Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil); grupo C- (con-
trole negativo), constituido por cilindro de vidro;
e os grupos C- (ago), C- (TMA), C- (NiTi) (con-
troles negativos, respectivamente, dos seguintes
fios: aco inoxidavel, TMA e NiTi), que ficaram em
contato com as células.

Ensaio de citotoxicidade dos materiais

Apos esterilizacio, as 6 amostras de cada
material foram colocadas em placas de 24 po-
cos contendo meio de cultura (MEM) (Cultilab,
Campinas, Sdo Paulo, Brasil). Apdos 24h, o meio
de cultura foi coletado e avaliado quanto 2 to-
xicidade para as células 1L929. Os sobrenadan-
tes foram colocados, em triplicata, em placa de
96 pocos contendo monocamada confluente de
1929 e incubados por 24 horas a 37°C em am-
biente contendo 5% de CO,. Terminado o tem-
po de incubacio, o efeito na viabilidade celular

foi determinado através da técnica “dye-uptake”,
descrita por Neyndorff et al.', com pequenas
modifica¢cdes. Apos 24 horas de incubacio, foram
adicionados 100ul de vermelho neutro a 0,01%
(Sigma, St. Louis, Missouri, EUA), em meio de
cultura, em cada poco das microplacas e essas
foram incubadas a 37°C por 3 horas para pene-
tracdo do corante vital nas células vivas. Passado
esse periodo, ap6s desprezar o corante, foram adi-
cionados 100l de solucdo de formaldeido (Re-
agen) a 4% em PBS (NaCl 130mM; KCI 2mM,;
Na,HPO, 2H,0 6mM; K,HPO, ImM, pH 7,2)
por 5 minutos, para promover a fixacdo das célu-
las as placas. Em seguida, para a extragio do co-
rante, foram adicionados 100ul de uma solucio
de 4cido acético (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) a
1% com metanol (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil)
a 50%. Apods 20 minutos, a leitura da densidade
optica dos grupos experimentais e controles posi-
tivo e negativo foi realizada em espectrofotome-
tro (BioTek, Winooski, Vermont, EUA) em um
comprimento de onda de 492nm (A = 492nm).

As anilises estatisticas foram realizadas com au-
xilio do programa SPSS 13.0 (SPSS Inc.,Chicago,
[llinois, EUA). Os dados foram comparados pela
anilise de varidncia (ANOVA) e, em seguida, teste
de Tukey para avaliacio entre grupos, com confia-
bilidade ao nivel de 0,05 de significAncia.

RESULTADOS

Os resultados demonstraram que nio hou-
ve diferenca estatisticamente significativa entre
os grupos experimentais (AA, AT, AN, TT, TN e
NN) (P>0,05). Houve diferenca estatisticamen-
te significativa entre o grupo CC e o grupo NN
(P<0,05). Foi observada maior viabilidade celular
no grupo TT, seguido dos grupos AT, TN, AA, NA
e NN (Tab. 1).

Pode-se evidenciar que a liga TMA apresentou
maior viabilidade celular do que as ligas de aco e
NiTi, o mesmo sendo demonstrado pelos contro-

les negativos dessas respectivas ligas que nio rece-
beram solda (Tab. 1).
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TABELA 1 - Técnica Dye-uptake. Descricdo estatistica para densidade
oOptica dos grupos experimentais (n=6).

cC 6 1,107 0,989 0,119 100,0
C+ 6 0,377 0,349 0,076 34,1
C- 6 1,098 0,991 0,129 99,2
C- (aco) 6 1,052 0,960 0,076 95,1
C- (TMA) 6 1,092 0,946 0,139 98,8
C- (NiTi) 6 0,919 0,859 0,116 83,1
AA 6 0,927° 0,889 0,129 83,8
AT 6 0,994° 0,917 0,115 89,8
AN 6 0,897° 0,829 0,123 81,1
1T 6 1,039° 0,963 0,137 93,9
TN 6 0,943 0,891 0,125 85,2
NN 6 0,787° 0,721 0,113 ni

Valores seguidos por letras iguais ndo apresentam diferenca estatisti-
camente significativa (p>0,05) (DP= Desvio-padrao).

DISCUSSAO

A maioria dos materiais ortoddnticos apre-
senta algum tipo de interacio com o ambiente,
o que pode comprometer sua utilizacdo, devido
a deterioracdo de suas propriedades mecanicas e
fisicas ou de sua aparéncia. Um dos processos de
degradacdo é a corrosio'®. A corrosio de metais
que ocorre na boca ¢, principalmente, do tipo ele-
trolitica, devido a interacdo de duas ligas, o que
gera corrosio galvanica®®.

Os ions liberados pelo processo de corrosio
tém o potencial de interagir com os tecidos por
meio de diferentes mecanismos. As reacdes bio-
l6gicas acontecem pela interagdo do ion liberado
com uma molécula do hospedeiro, sendo a com-
posicdo da liga de fundamental importancia. Os
efeitos causados no organismo aparecem devido a
influéncia do ion sobre os mecanismos de adesdo
bacteriana, por toxicidade, efeitos subtoxicos ou
alergia aos ions metélicos liberados'®.

Uma das condi¢des fundamentais para a utiliza-
¢do de materiais metélicos no meio bucal é que es-
ses resistam 2 a¢do corrosiva da saliva e de alimentos

alcalinos ou acidos*®, bem como as variagdes de pH
e de temperatura. Um dos materiais de uso orto-
déntico muito suscetivel & corrosdo sdo as soldas a
pratal®, material que é utilizado quando deseja-se
unir ligas de aco inoxidavel ou outros tipos de ligas
para a confeccio de aparelhos ortoddnticos.

Ao serem analisados os aspectos biologicos da
solda a prata, os resultados sugerem que, ao con-
trario do que tem sido rotina na prética ortodon-
tica, o uso da solda a prata deve ser indicado com
parcimoénia para permanecer no meio bucal'®!°,

Baseado nessa premissa, tem-se buscado uti-
lizar outras formas de soldas*”?, isentas dos ions
metalicos provenientes da solda a prata!317.222627.28
como a solda elétrica a ponto. O presente estudo
foi realizado no intuito de averiguar o comporta-
mento das ligas de CrNi, NiTi e TMA submeti-
das a solda a ponto frente a cultura de fibroblastos.

A utilizacio de cultura de células vem sendo
adotada como parte de uma série de testes recomen-
dados para avaliar o comportamento biologico dos
materiais a serem colocados em contato com tecidos
humanos. Nesse estudo utilizou-se o amalgama de
cobre como controle positivo, por ser comprovada-
mente citotoxico®, e o vidro como controle negativo
— necessarios para a validagcao dos resultados.

Os achados do presente estudo demonstraram
baixa citotoxicidade celular dos grupos experi-
mentais quando comparados aos grupos controle
de célula e ao grupo controle negativo; exceto o
grupo NN, que apresentou diferenca estatistica-
mente significativa com o grupo controle de célula
(p<0,05). Tal resultado pode ser justificado pela
alta presenca de niquel nesse tipo de liga, se com-
parado aos outros tipos de ligas avaliadas.

O percentual de niquel nos braquetes, fios e
aparelhos auxiliares usados em Ortodontia varia
de 8% (como no aco inoxidavel) até mais de 50%
(como no caso do niquel-titanio)*?.

O niquel é conhecido por seu potencial alergé-
nico''??, Estima-se que 4,5% a 28,5% da popula-
¢do tém hipersensibilidade ao niquel®'>?'%*, O sexo
feminino apresenta maior prevaléncia de alergia ao
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niquel, na propor¢do de 10 mulheres para cada
homem 2!. Diante da presenca nos aparelhos or-
todonticos de ions metélicos como o niquel, esse
tem sido associado a reacdes de hipersensibilidade
em Ortodontia?.

Os grupos NN e AN demonstraram maior ci-
totoxicidade quando comparados aos grupos que
possuiam titinio-molibdénio. Porém, quando ava-
liados os controles negativos C- (NiTi) e C- (aco),
que nio receberam solda, essas ligas causaram bai-
xa quantidade de lise celular. Todos os grupos sub-
metidos a solda apresentaram maior quantidade
de lise celular se comparados aos seus respectivos
controles, o que sugere a liberagio de {ons metali-
cos capazes de causar lise celular, como o niquel,
durante o processo de fusdo entre os fios.

Diante da citotoxicidade observada nos grupos
avaliados, parece existir uma relacio entre a quan-
tidade de niquel presente nas ligas e a quantidade
de lise celular causada pelas mesmas. Para David,
Lobner® e Eliades et al.?, nido h4 evidéncia clara de
que exista relacdo direta entre a citotoxicidade e

1.27

o niquel, porém os achados de Sestini et al.?’ evi-

denciaram que o niquel e o cromo causaram dimi-
nui¢io da atividade celular. Apesar da avaliacdo in
vitro nio simular um meio bucal, faz-se necessario
ndo julga-lo clinicamente inertes.

Os resultados desse trabalho estio de acordo
com os de Sestini et al.”’, que avaliaram duas ligas
diferentes submetidas a solda a ponto e conclui-
ram que ambas foram bem toleradas por diferen-
tes tipos celulares, incluindo fibroblastos e osteo-
blastos, o que concorda também com os achados
de Vande Vannet et al.?®

O sucesso na clinica ortodéntica nio envolve
somente o dominio da técnica corretiva para atin-
gir a oclusdo dentéria ideal, mas exige também
materiais que sejam inertes ao meio bucal.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se con-
cluir que soldas elétricas a ponto mostraram pe-
quena capacidade de provocar lise celular, sendo
que as soldas envolvendo fios de liga de NiTi causa-
ram menor viabilidade celular, e as envolvendo fios
de liga de TMA causaram maior viabilidade celular.

Cytotoxicity of electric spot welding: an in vitro study

Abstract

Objective: The welding process involves metal ions capable of causing cell lysis. In view of this fact, the aim of this
study was to test the hypothesis that cytotoxicity is present in different types of alloys (CrNi, TMA, NiTi) commonly
used in orthodontic practice when these alloys are subjected to electric spot welding. Methods: Three types of al-
loys were evaluated in this study. Thirty-six test specimens were fabricated, 6 for each wire combination, and divided
into 6 groups: Group SS (stainless steel), Group ST (steel with TMA), Group SN (steel with NiTi), Group TT (TMA with
TMA), Group TN group (TMA with NiTi) and Group NN (NiTi with NiTi). All groups were subjected to spot welding
and assessed in terms of their potential cytotoxicity to oral tissues. The specimens were first cleaned with isopropyl
alcohol and sterilized with ultraviolet light (UV). A cytotoxicity assay was performed using cultured cells (strain L929,
mouse fibroblast cells), which were tested for viable cells in neutral red dye-uptake over 24 hours. Analysis of variance
and multiple comparison (ANOVA), as well as Tukey test were employed (p<0.05). Results: The results showed no
statistically significant difference between experimental groups (P>0.05). Cell viability was higher in the TT group, fol-
lowed by groups ST, TN, SS, NS and NN. Conclusions: It became evident that the welding of NiTi alloy wires caused
a greater amount of cell lysis. Electric spot welding was found to cause little cell lysis.

Keywords: Toxicity. Cell culture techniques. Welding in dentistry.
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