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RESUMO
O objetivo deste trabalho é avaliar a citotoxicidade dos fi os 
ortodônticos estéticos feitos à base de resina polimérica 
reforçada com fi bras de vidro, por três diferentes parâmetros de 
viabilidade celular. Foram preparados, de acordo com normas 
internacionais, extratos de amostras do fi o Optis® Preformed 
Archwire intactos ou multiseccionados (em seções de 10   
mm) e, como r eferência, fi os de aço inoxidável do mesmo  
fabricante. Fenol a 2% e poliestir eno denso foram utilizados  
como controle negativo e positivo respectivamente. Células de 
fi broblastos de camundongo da linhagem Balb/c-3T3 foram  
expostas por 24 horas a esses extratos, e a viabilidade celular  
foi identifi cada por três parâmetr os: atividade mitocondrial,  
a partir do método do XTT , integridade membranar , pela  
captação do corante vermelho neutr o e densidade celular , 
por meio do teste de exclusão do corante cristal violeta. Os  
extratos dos fi  os (aço inoxidável e fi  o em r esina r eforçada 
por fi bra de vidr o) foram compatíveis com altos índices  
de viabilidade celular medido através dos três difer entes 
parâmetros, sem diferenças estatísticas signifi cativas entre os 
grupos. O processamento do fi o estético em pequenas secções 
não alter ou sua biocompatibilidade medida pelos mesmos  
métodos, indicando não haver difer ença de toxicidade entr e 
sua face externa de resina e seu interior reforçado em fi bra de 
vidro. De acordo com os parâmetr os avaliados, o fi o estético 
não apresentou citotoxicidade, similar ao aço inoxidável já em 
largo uso ortodôntico. No entanto, novos parâmetr os devem 
ser investigados para validá-lo, tanto com r elação a aspectos  
biológicos como a aspectos físicos mais relacionados à sua 
efi ciência na ortodontia.
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ABSTRACT
The purpose of this paper is evaluate the cytotoxicity of  
orthodontic archwires on polymeric resin reinforced with glass 
fi ber, by three different cell viability parameters. According to  
international standards, extract samples of Optis ® Preformed 
Archwire, both intact and sectioned into 10 mm pieces and,  
as reference, of stainless steel archwires, form the same  
manufacturer. 2% phenol and dense polystyrene were  
employed as a positive and negative control respectively . 
Balb/c-3T3 mouse fi broblasts were exposed by 24 hours to  
the extracts and cell viability was assayed by three parameters: 
mitochondrial activity (XTT), membrane integrity, measured by 
Neutral red uptake, and cell density as measured by the Violet 
Crystal dye exclusion test. Both archwires (stainless steel and 
fi ber glass reinforced resin) were consisted with high levels of  
cell viability as measured by the three tests, without signifi cative 
statistical differences among groups. W ire processing by  
cutting into little sections did not change biocompatibility as  
measured by the same methods, suggesting that there is no  
difference between the resin external face and the internal  
glass fi ber reinforced interior . According to the evaluated  
parameters, the esthetic archwire does not presented  
cytotoxicity levels, similar to those obtained with a material  
widely employed in orthodontics. However, other parameters 
should be investigated in order to validate this material, both  
related to biological aspects, as well as physical characteristics 
more associated to its effi cacy in orthodontics.
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Orthodontics, Inc., La Porte, IN, Estados Unidos) a partir de um 
sistema multiparamétrico, onde três diferentes parâmetros de 
citotoxicidade (atividade mitocondrial, integridade membranar 
e densidade de células) são investigados na mesma amostr a. 
Como material de referência,  utilizamos fi os ortodônticos em  
aço ino xidável (TP Orthodontics , Inc.,  La P orte, IN , Estados  
Unidos).

MATERIAL E MÉTODOS

AMOSTRAS
O fi o Optis® Preformed Archwire (TP Orthodontics, Inc., La 

Porte, IN, Estados Unidos) e o fi o ortodôntico em aço inoxidável 
(TP Orthodontics, Inc., La P orte, IN, Estados Unidos), foram 
obtidos comercialmente. Os materiais for am esterilizados em  
autoclave, de acordo com as instruções do fabricante. Sendo o 
fi o Optis® um material composto (resina reforçada com fi bra de 
vidro), podendo apresentar citotoxicidade diferenciada em suas 
porções mais internas e externas. As amostras foram divididas 
em três grupos experimentais: Grupo 1, o fi o Optis® foi mantido 
intacto, preservando sua estrutur a; no Grupo 2,  o fi o Optis ®  
foi seccionado em 32 segmentos de aproximadamente 10 mm 
cada, de maneira a expor o reforço em fi bra de vidro; e o Grupo 
3, fi o de aço inoxidável, secção circular 0,022”; e dois grupos 
controles. Como controle negativo de citoto xicidade for am 
utilizadas pérolas densas de poliestireno, material considerado 
altamente biocompatível e, como controle positivo, fenol a 2% 
em meio de cultura DMEM.

PREPARO DOS EXTRATOS
Os extratos para o teste foram preparados de acordo com 

as normas ISO 7405:200811. Após esterilização, todos os fi os, 
assim como o poliestireno, foram imersos em meio de cultura 
DMEM, na mesma proporção de 1 mg para cada 1 µL. Após 24 
horas de exposição, os materiais foram removidos e os extratos 
assim obtidos foram utilizados para os testes de citotoxicidade.

CULTURA DE CÉLULAS
Para o teste foram utilizados fi broblastos de camundongo 

da linhagem Balbc/c-3T3 clone A31 CCL 163.2 da coleção  
da Unidade de P esquisas Clínicas do Hospital Universitário  
Antônio P edro, da Universidade F ederal Fluminense (UFF).  
As células, mantidas a 37° C e 5% CO2 em meio de cultur a 
DMEM de Alta Glicose (CULTILAB, Brasil) suplementado com  
10% de Soro Fetal Bovino (SFB), foram transferidas para placas 
de cultura de 96 poços, na densidade de 8,5 x 103 células/cm2. 
As placas foram incubadas em DMEM a 37° C e 5% CO2 e, ao 
fi m de 24 horas, o meio de cultur a foi removido e substituído  
por 180 µL dos respectivos extr atos preparados a partir das  
amostras e controles adicionado de SFB 10%,  obtendo-se  
assim 5 réplicas de cada condição experimental. Um grupo de 

INTRODUÇÃO

Pacientes de ortodontia,  em muitos casos , questionam  
sobre a sua própria aparência quando há necessidade de 
serem submetidos à ter apia ortodôntica.  Na tentativ a de  
minimizar as exigências estéticas dur ante o tr atamento 
ortodôntico, a indústria vem introduzindo diversos acessórios  
estéticos, fabricados por diferentes processos, todos com o fi m 
de diminuir o impacto do tratamento sobre a aparência do 
paciente10. De fato , a estética tem se tornado um elemento  
importante no momento da escolha dos aparelhos ortodônticos 
fi xos, principalmente quando o tr atamento é executado em  
pacientes adultos. Embora a maioria dos acessórios utilizados  
atualmente na ter apia ortodôntica é feita de aço ino xidável, 
com propriedades físicas apropriadas e boa compatibilidade  
biológica13, estes fi os não satisfazem tais aspectos estéticos , 
esperados pela maioria dos pacientes . Compósitos dentários , 
por outro lado , são esteticamente agr adáveis, uma vez  
que possuem aparência similar aos dentes , são estáveis no  
ambiente bucal e são relativamente fáceis de manusear8.

O desenvolvimento destes novos compósitos decorre  
de rápidos av anços na tecnologia de materiais , com gr ande 
impulso na ortodontia moderna,  permitindo a escolha de  
materiais com propriedades físico-químicas , biológicas e  
estéticas mais apropriadas. No entanto, antes do lançamento  
de novos dispositivos ortodônticos, deve-se considerar os 
potenciais riscos de seu uso para a saúde do paciente15.

A biocompatibilidade dos materiais dentários tem sido  
motivo de estudos, e depende de diversos fatores relacionados 
à sua composição e utilização 4. Os tipos de ligas usadas na  
ortodontia, por exemplo , diferem em sua composição e em  
suas propriedades físicas;  no ambiente úmido da cavidade  
bucal, diversos destes materiais ortodônticos estão sujeitos  
a processos corrosivos , podendo ocorrer a liber ação de  
substâncias tóxicas 15,17,20. Em odontologia,  onde vários  
materiais mantêm contato direto com os tecidos bucais por  
longo período de tempo, os fi os ortodônticos, que estão entre 
esses materiais, podem oferecer riscos aos pacientes9,14,22.

Dentre os critérios de avaliação da biocompatibilidade 
de um novo material odontológico , preconizados por normas  
e padrões internacionais 7, encontr a-se a determinação de o  
quanto este pode ser tóxico para células em contato direto ou 
nas proximidades do material (citotoxicidade). Ensaios in vitro 
de citotoxicidade são, portanto, etapas necessárias no cenário 
de novos materiais para utilização in vivo.

Não existem até a presente data, no entanto, trabalhos 
avaliando a citoto xicidade ou mesmo outros parâmetros de  
biocompatibilidade dos fi os ortodônticos estéticos compostos  
em fi bra de vidro , talvez em decorrência do lançamento  
relativamente recente dos mesmos . Em vista disso , este  
trabalho teve como objetivo av aliar a citoto xicidade de fi os 
ortodônticos estéticos feitos de resina polimérica reforçada 
com fi  bras de vidro - Optis ® Preformed Archwire (TP  
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células (controle de células) foi exposto apenas ao meio de  
cultura DMEM contendo SFB 10%.

ENSAIO DE CITOTOXICIDADE
A citoto xicidade foi av aliada de acordo com tr abalhos 

anteriores3, a partir de um método multipar amétrico, 
utilizando o kit In Cytotox® (Xenometrix Inc., Allschwil, Suíça). 
Este método permite a av aliação de 3 diferentes parâmetros  
de sobrevivência e integridade celular ao mesmo tempo (XTT , 
vermelho neutro e cristal violeta). O teste do XTT baseia-se 
na habilidade de enzimas mitocondriais de converterem  
sais solúveis de tetr azolium em compostos solúveis de  
formazano, medidos por sua absorbância a 480 nm em um  
leitor de microplacas UV/V is (Synergy II,  BioTek Instruments , 
Winooski, VT, Estados Unidos).  O vermelho neutro (VN)  
é um teste de viabilidade celular baseado na habilidade 
de células com membranas intactas de incorporar e reter o 
corante vermelho neutro em seus lisossomos; a quantidade de 
corante incorporado pode ser medida,  após extração, por sua 
absorbância a 540 nm.  O teste de exclusão do cristal violeta  
(CV) é um ensaio simples que avalia a densidade de células em 
um poço ao marcar seu DNA,  após tratamento e lavagem do 
excesso de corante, sendo a absorbância a 540 nm equivalente 
à quantidade de células no poço.

ANÁLISE ESTATÍSTICA
A análise estatística foi realizada com o auxílio do  

programa InStat ® 3.01 (Gr aphPad Softw are, San Diego , CA,  
Estados Unidos). As médias dos valores e desvios padrão foram 
calculados e verifi cados com relação à sua distribuição normal 
(teste de D´Agostino).  Um teste de análise de v ariância não  
paramétrica (Kruskal-Wallis, pós-teste de Dunn) foi realizado  
e as diferenças foram consideradas signifi cativas se p < 0,05.

RESULTADOS

A Figura 1 apresenta a distribuição e o aspecto ger al dos 
fi broblastos de camundongo após 24 hor as de exposição  
aos diferentes extr atos e ao meio de cultur a (controle de  
células). Na Figur a 1A, que representa o controle de células , 
podemos observ ar que estas se encontr am em estado de  
sub-confl uência, muito semelhante ao observ ado no controle  
negativo (poliestireno , Figur a 1F).  Nenhuma alter ação foi  
notada na forma car acterística deste tipo celular entre os  
grupos tratados com os fi os (Figuras 1B - aço inoxidável, 1C - 
Optis® intacto e 1D – Optis ® seccionado), Enquanto todos os  
tratamentos pareceram visualmente apresentar densidades de 
células superiores às do controle positivo (fenol a 2%),  ainda 
que certa quantidade de células possa ser visualizada mesmo  
após o tratamento com esta substância tóxica (Figura 1E).

Na Figur a 2,  são apresentados os resultados par a o  

teste de citoto xicidade, sendo a sobrevivência nos diferentes  
grupos representada como porcentagens do grupo controle de 
células (sem tratamento). O poliestireno, usado como controle 
negativo, apresentou índices de viabilidade celular compatíveis 
com o controle nos três testes , e não é apresentado na  
Figura 2. Na Figura 2A, podemos observar que o fenol a 2%  
foi capaz de afetar a atividade mitocondrial medida pelo  
método do XTT em apro ximadamente 95%,  indicando sua  
toxicidade. Todos os outros grupos, no entanto, apresentaram 
mais de 70% de sobrevivência,  sem diferença estatística  
signifi cativa entre os mesmos . Na Figur a 2B , curiosamente , 
o teste do vermelho neutro apresentou uma aparente menor  
porcentagem de células íntegras no Optis® intacto, sem, no 
entanto, haver diferença signifi  cativa com os dois outros  
grupos (Optis® seccionado e fi o de aço).  A densidade celular  
medida pela exclusão de cristal violeta (Figur a 2C) também  
não foi estatisticamente signifi  cativa entre os diferentes fi  os 
(aço, Optis ® intacto e Optis ® seccionado).  Curiosamente , 
observamos uma inesperada alta densidade de células medida 
no grupo controle positivo (Fenol 2%), correspondendo a 40% 
do controle, em contraste com os mais de 95% morte celular  
detectados pelos dois outros métodos.

Figura 1 - Fibroblastos de camundongo expostos por 24 horas 
a extratos de diferentes amostras. A. Controle de células; 
B. Aço inoxidável; C. Optis® intacto; D. Optis® seccionado; 
E. Controle positivo (fenol a 2%); F . Controle negativo 
(Poliestireno denso). Imagens obtidas com aumento de 100X.

Abreu-Pereira F de, Alves GG, Castro L de O, Linhares ABR, Maia MDC, Granjeiro JM, Calasans-Maia J de A
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Figura 2 - Viabilidade celular de fi  broblastos de rato após 
exposição a diferentes extratos de fi  os ortodônticos, medida 
por diferentes parâmetros. A. T este do XTT . B. Captação de 
vermelho neutro. C. Incorporação de cristal violeta. Os valores 
estão representados como porcentagens do grupo controle 
(sem tratamento). *Diferença estatística signifi  cativa com 
relação aos outros grupos (p < 0,05).

DISCUSSÃO

Ainda que haja normas e padrões internacionais no teste 
e uso de novos materiais , a biocompatibilidade de muitos 
materiais ortodônticos usados rotineir amente, os quais podem 
causar efeitos adversos em situações clínicas , é muitas vezes 
questionada16. Apesar de av aliações prévias realizadas pelos 
próprios fabricantes, outras investigações dos efeitos biológicos 
in vitro e in vivo dos materiais são obtidas por meio de pesquisa 
científi ca após seu lançamento, na medida em que surgem novas 
técnicas, metodologias e parâmetros de avaliação.

Neste trabalho, apresentamos a avaliação da citotoxicidade 
de um material ortodôntico relativ amente novo e pouco  

estudado, a saber, os fi os ortodônticos estéticos feitos à base  
de resina polimérica reforçada com fi  bras de vidro (Optis ®), 
utilizando fi os de aço ino xidável, mais comumente aplicados  
na ortodontia,  como referencial de qualidade . Nosso estudo  
preliminar, a partir da análise de três parâmetros de viabilidade 
celular, não foi capaz de encontr ar diferenças signifi  cativas 
entre os dois tipos de fi os. Ainda, determinamos que o 
processamento do fi o estético por meio de diversas secções  
de modo a expor a superfície interna do material,  não ger a 
impacto nos parâmetros de viabilidade estudados . Todos os  
grupos experimentais apresentar am índices de viabilidade  
celular inferiores ao controle de células , mas permanecer am 
acima de 70%, o que seria não citotóxico dentro de padrões  
aceitos na Europa19 – na ausência de um referencial nacional. 
Estes resultados estão também em concordância com os  
resultados de outros trabalhos, onde compósitos de resinas 
reforçados com fi  bra de vidro aplicados a outr as áreas da  
odontologia (prótese dentária e dentística) for am descritos  
como materiais adequados e com boa biocompatibilidade 12,21. 
Além disso, em condições in vivo, os níveis de compatibilidade 
aqui encontrados seriam ainda maiores , seja devido à rápida  
ciclagem de líquidos no espaço bucal, seja devido à queratina 
e outras proteções das células da mucosa18.

Diversas técnicas podem ser empregadas na av aliação da 
citotoxicidade in vitro  em materiais odontológicos 11. Neste  
trabalho, no entanto , uma das v antagens da metodologia  
é o fato de que , para um mesmo grupo de células tr atadas, 
pudemos avaliar três diferentes parâmetros. A relevância desta 
diferença aparece quando consider amos que , muitas vezes , 
os resultados obtidos apenas com um método podem ser  
super ou subestimados , devido a interferências ou limitações  
metodológicas. Trabalhos prévios mostraram confl itos entre os 
resultados obtidos com o XTT e outros parâmetros 1-3. Neste  
trabalho, pudemos observ ar que , a despeito da queda na  
atividade mitocondrial e integridade membr anar observ ados 
no grupo controle positivo (Figura 1E), parte das células ainda 
não perdeu aderência e seu material nucléico , causando  
a presença de células detectadas tanto pelo cristal violeta  
quanto pela observação por microscópio invertido (Figura 1E). 
Neste caso, enquanto o método do cristal violeta permanece  
adequado para a determinação do grau de adesão de células, 
sua utilização isolada não seria sufi ciente para a determinação 
da viabilidade celular , altamente reduzida pelo fenol a 2%,  
como mostrado pelos métodos do XTT e vermelho neutro.

CONCLUSÃO

Deste modo , podemos concluir que , de acordo com os  
dados aqui apresentados, diferentes parâmetros de viabilidade 
celular apontam para uma biocompatibilidade similar entre os 
dois tipos de fi os, ambos acima de níveis internacionalmente  
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