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RESUMO

WESTPHALEN, G.H. Avaliagao de hipersensibilidade a metais e toxicidade
genética associadas ao uso de aparelhos ortoddnticos fixos. Orientadora: Prof®.
Dr?. Luciane Macedo de Menezes. Porto Alegre, PUCRS, Faculdade de Odontologia
— Dissertacao (Mestrado em Ortodontia e Ortopedia Facial), 2006.

O objetivo desse estudo foi avaliar a hipersensibilidade a metais e a
toxicidade genética associadas ao uso de aparelhos ortoddnticos fixos. As reacgdes
de hipersensibilidade foram verificadas por analise dermatoldgica utilizando o teste
de contato, antes e dois meses ap6s a montagem do aparelho ortodéntico em um
grupo de pacientes. A toxicidade genética foi avaliada pelo teste de micronucleos e
pelo ensaio cometa, a partir de células da mucosa bucal dos pacientes. Para o teste
de micronucleos, as células foram coletadas antes e 30 dias apdés a montagem do
aparelho ortodéntico. Para o ensaio cometa, a amostra foi obtida antes e 10 dias
apdés o inicio do tratamento ortoddntico. Para os dois testes foram preparadas
ldminas, cuja leitura foi realizada em microscépio Optico. Na analise estatistica
empregaram-se testes nao paramétricos (Teste Exato de Fisher, McNemar,
Wilcoxon) e analise descritiva. Em relagcao as reagdes de hipersensibilidade, nao foi
observada diferenca antes e apdés a montagem do aparelho ortodéntico, o que indica
que os pacientes nao foram sensibilizados pelo aparelho. O ensaio cometa mostrou
baixos niveis de dano no DNA nas células avaliadas, tanto antes quanto apds a
montagem do aparelho. No entanto, no teste de micronucleos foi observado um
aumento significativo de danos cromossdmicos permanentes no periodo de trinta
dias apd6s a montagem do aparelho ortoddntico. Dessa forma, pesquisas adicionais
sdo necessarias a fim de avaliar o potencial genotoxico dos aparelhos ortodénticos

fixos, em associagao a estudos de longo prazo de acompanhamento dos pacientes.

Palavras-chave: Ortodontia. Hipersensibilidade. Genotoxicidade.



ABSTRACT

WESTPHALEN, G.H. Evaluation of hypersensitivity to metals and genetic
toxicity associated with the use of fixed orthodontic appliances. Advisor:
Professor Doctor Luciane Macedo de Menezes. Porto Alegre, PUC/RS, School of
dentistry — Dissertation (Master in Orthododontics and Dentofacial Orthopedics),
2006.

The aim of this study was to evaluate the hypersensitivity to metals and the
genetic toxicity associated with the wuse of fixed orthodontic appliances.
Hypersensitivity reactions were verified through the patch test carried out by a
dermatologist before and two months after the placement of orthodontic appliances in
a group of patients. The genetic toxicity was evaluated by using the micronucleus
test and the comet assay. The sample was constituted of cells of the oral epithelium
of the patients. For micronucleus test, cells were sampled before and 30 days after
the placement of orthodontic appliance. For comet assay, the sample was obtained
before and 10 days after the placement of orthodontic appliance. For either the
micronucleus test or the comet assay, slides were mounted and processed according
to standard protocols and analyzed under light microscope. Statistical analysis was
performed by non-parametric tests (Fisher's Exact Test, McNemar and Wilcoxon)
and descriptive analysis. Regarding hypersensitivity, no differences were observed
between the reactions before and after placement of the orthodontic appliances,
which indicates that they did not sensitize patients. The comet assay showed low
DNA damage level either before or after orthodontic appliance placement.
Conversely, micronucleus test revealed a significant increase of permanent
chromosomal damages in the period of 30 day after the placement of orthodontic
appliance. Thus, more studies are still needed to understand the genetic toxicity
potential of orthodontic devices, and long term studies of follow-up of the orthodontic

patients are suggested.

Key words: Orthodontics. Hypersensitivity. Genotoxicity.
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1 INTRODUGAO

A biocompatibilidade dos materiais odontolégicos tem sido amplamente
pesquisada, uma vez que algumas substancias liberadas por eles apresentam
capacidade de alterar a atividade biologica, promovendo, muitas vezes, efeitos
adversos ao organismo humano (PHILLIPS, 1998; VAN NOORT, 2004). Dessa
forma, recomenda-se, além do entendimento das propriedades fisicas, mecanicas e
quimicas, o conhecimento das respostas biologicas desencadeadas pelos materiais.

As ligas metalicas ortoddnticas de ago inoxidavel tem como algum de seus
constituintes niquel (8%) e cromo (18%), quando presentes na cavidade bucal estao
constantemente sujeitas ao processo corrosivo (MATASA, 1995; GRIMAUDO, 2001).
Quando um material é suscetivel a corrosdo, no ambiente biologico, ele tende a
liberar suas substancias componentes, as quais podem causar reacdes adversas
tanto locais, como sistémicas. Diversos estudos demonstram que os ions metalicos
(niquel e cromo) produzem efeitos deletérios nos tecidos humanos (WATAHA, 2000;
DAYAN; PAINE, 2001; ZORODDU et al. 2002; VALKO; MORRIS; CRONIN, 2005).
Sabe-se que o niquel é capaz de produzir mais reagdes alérgicas que todos os
outros metais combinados (BASS; FINE; CISNEROS, 1993; LOWEY, 1993). O
contato desse metal nos individuos suscetiveis pode produzir amplo espectro de
reacoes de hipersensibilidade, ndao havendo um padrdo previsivel. O cromo
apresenta-se como o segundo metal relacionado a etiologia das reagbes de
hipersensibilidade (PARK; SHEARER, 1983).

Outro ponto de fundamental importancia, na avaliagdo do emprego de metais
pesados na Ortodontia, € o seu potencial genotéxico, citotdéxico e carcinogénico,
uma vez que elementos metalicos como 0 niquel e o cromo apresentam resultados
positivos relacionados a toxicidade genética. Estudos in vivo, mostraram que metais
como o niquel e o cobalto liberados de aparelhos ortoddnticos podem causar
quebras no DNA de células da mucosa bucal (FACCIONI et al., 2003). Apesar
dessas evidéncias, existem poucos estudos abordando esses aspectos dos
materiais.

Portanto € de suma importancia que o Ortodontista conheca a capacidade
dos materiais afetarem o ambiente bioldgico, a fim de garantir um tratamento seguro

e eficaz aos seus pacientes. Dessa forma, pretende-se verificar a hipersensibilidade
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0,aos metais e a toxicidade genética associadas ao uso de aparelhos ortodénticos
de acgo inoxidavel, em um grupo de pacientes.
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2 REVISTA DE LITERATURA

2.1 EFEITOS BIOLOGICOS DOS APARELHOS ORTODONTICOS

Segundo Phillips (1998), nenhum material dentario é absolutamente seguro,
visto que existe certa probabilidade de aparecimento de efeitos adversos. Assim, a
selegcdo dos materiais deve ser baseada na garantia de que os beneficios se
sobreporéo aos riscos bioldgicos.

A biocompatibilidade dos materiais na Odontologia tem sido amplamente
estudada devido a propriedade de interacdo dos materiais com os tecidos e fluidos
do corpo humano. Em Ortodontia, uma das aplicagdes da biocompatibilidade esta
relacionada a resisténcia a corrosao das ligas metalicas (FARRONATO et al., 2002).
Sabe-se que os aparelhos ortodénticos sdo confeccionados basicamente a partir de
ligas de aco inoxidavel, sendo que contém metais como o niquel e o cromo
(STARKJAER; MENNE, 1990; BISHARA; BARRETT; SELIM, 1993; RAHILY; PRICE,
2003).

Quando o aparelho ortodéntico esta presente na cavidade bucal, os metais
constituintes da aparelhagem tém o processo de corrosdo estimulado, uma vez que
esse meio possui elementos quimicos que sao prejudiciais ao ago inoxidavel
(MATASA, 1995). Wataha (2000), Grimaudo (2001), Farronato et al. (2002) e
Schmalz e Garhammer (2002) afirmaram que a corrosdo das ligas metalicas
utilizadas em Odontologia resulta na liberagdo de ions, que sao pré-requisitos para
desencadear efeitos bioléogicos adversos, como toxicidade, alergia e
mutagenicidade.

Grimaudo (2001) afirma que a resposta bioldgica depende de quais ions sao
liberados, das quantidades liberadas, da duragdo da exposicido aos tecidos e de
outros fatores. O potencial dos fios ortodonticos e de outras ligas de causar reagdes
alérgicas esta relacionado a seu modo e padrao da liberagédo de ions metalicos.

A fim de minimizar os riscos biologicos, Wataha em 2000 recomendou a
selecdo de ligas com baixas taxas de liberacdo de ions, ou seja, baixa corroséo

pelos dentistas.
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Diversas abordagens experimentais demonstram que os ions metalicos
produzem efeitos deletérios nos tecidos humanos. Tém-se atribuido efeitos
alergénios (EL AGROUDI; EL MOTAYAM; AWAD, 1986; MUNKSGAARD, 1992,
GRIMAUDO, 2001), mutagénicos (FACCIONI et al., 2003), carcinogénicos (OLLER;
COSTA; OBERDORSTER, 1997; BURGAZ et al., 2002) e citotoxicos (BOUR, 1994;
NOVELLI et al.,1998; MORAES et al., 1999; FACCIONI et al., 2003; NIKI, et al.
2003) aos elementos metalicos constituintes dos aparelhos ortodénticos.

Apesar dessas evidéncias, ainda falta um consenso na literatura sobre as
propriedades biologicas das substancias liberadas pelos aparelhos ortodénticos
(ELIADES et al., 2004).

2.2 HIPERSENSIBILIDADE A METAIS RELACIONADA AO USO DE APARELHOS
ORTODONTICOS

Segundo Schuster et al. (2004), a alergia significa uma hipersensibilidade
especifica adquirida do sistema imune tanto de uma fonte exdgena quanto
enddégena. Grimaudo, em 2001, afirma que a alergia, na Odontologia, esta
geralmente relacionada a reagdes de hipersensibilidade tardias a materiais dentarios
especificos.

As reagdes alérgicas podem ser divididas em tipos I, Il, Il e IV
(MUNKSGAARD, 1992). As repostas induzidas pelos aparelhos ortodonticos
contendo niquel sdo geralmente chamadas de dermatite de contato, e, do ponto de
vista imunolégico, sdo consideradas reacdo de hipersensibilidade do tipo IV
(MARIGO et al. 2003; RAHILLY; PRICE, 2003; SCHUSTER et al., 2004).

Estudos recentes confirmam um aumento na tendéncia de individuos
apresentarem reacgbes alérgicas aos materiais ortodonticos (FARRONATO et al.,
2002). O interesse nos efeitos toxicos e alergénios dos metais como niquel, cromo e
mercurio tem aumentado em decorréncia de razées como: alta incidéncia a alergia
conhecida de alguns metais, particularmente do niquel; potencial de producéo de
reagcoes alérgicas locais e, consequentemente, rejeicdo do material utilizado ou
exacerbacao da sensibilizacdo pré-existente; possibilidade de efeitos tdxicos diretos

e de sensibilizagcdo, geralmente com sérias consequéncias para pessoas com
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implante metalico, préteses de quadril e marca-passos; maior propensao de
pacientes portadores de doencas da mucosa bucal, como o liquen plano, de
apresentarem reagdes de hipersensibilidade. (BURROWS, 1986).

O niquel é um elemento metalico magnético, de aspecto branco prateado,
utilizado principalmente em ligas, classificado como um dos elementos de transig¢ao,
(VALKO; MORRIS; CRONIN, 2005). Esse metal é considerado um potente
sensibilizador e um alergénio frequente (ATSDR, 2005, GENELHU et al., 2005),
sendo uma das causas mais comuns da dermatite de contato (BASS; FINE;
CISNEROS, 1993; SCHMALZ; GARHAMNER, 2002).

A incidéncia de hipersensibilidade ao niquel é significativa (GRIMSDOTTIR;
GJERDET; HENSTEN-PETERSEN, 1992) e ocorre em 8 a 30% da populagdo em
geral (JONES et al, 1996; MENNE et al., 1987, GRIMSDOTTIR; GJERDET;
HENSTEN-PETERSEN, 1992; BASS; FINE; CISNEROS, 1993; GRIMAUDO, 2001).
As mulheres apresentam uma incidéncia maior que os homens (BLANCO DALMAL;
CARRAQUILLO-ALBERTY; SILVA PARRA 1984; JONES et al. 1996; NIELSEN;
MENNE, 1993; KERUSUO et al., 1996; JANSON et al., 1998; GRIMAUDO, 2001;
NIELSEN et al., 2002; KALIMO; MATILLA; KAUTIAINEN, 2004; MENEZES et al.,
2004; SAGLAN; BAYSAL; CEYLAN, 2004). Segundo Saglan, Baysal e Ceylan
(2004) a reacao de hipersensibilidade ao niquel ocorre pelo contato direto ou indireto
com a pele ou mucosa. Pesquisas na literatura mostram que a dermatite de contato
proveniente do niquel esta relacionada ao contato com jbias, 6culos, relégios
(BLANCO DALMAU; CARRAQUILLO-ALBERTY; SILVA PARRA, 1984; JONES; et al
1996, NIELSEN; MENNE, 1993; KERUSUO et al., 1996; JANSON et al., 1998;
KALIMO, MATILLA; KAUTIAINEN, 2004).

O cromo também esta relacionado a reacbes de hipersensibilidade,
(CURRENTS CONFERENCES, 1984), sendo apontado como a segunda causa mais
frequente de dermatite de contato (PARK; SHEARER, 1983). De acordo com
Wataha (2000) 8% da populagédo em geral é sensivel a esse metal. O cromo é
definido como um elemento metalico de cor cinza. Classificado como um dos
elementos de transicdo, seu numero atomico €& 24 (VALKO; MORRIS; CRONIN,
2005).

Existem diversas evidéncias na literatura relacionadas a hipersensibilidade a

metais. A seguir serao citados alguns desses estudos.
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Bass, Fine e Cisneros, em 1993, objetivaram determinar se o tratamento
ortodontico poderia causar reagdes alérgicas ao niquel e avaliar as respostas
gengivais aos aparelhos ortodénticos nos pacientes que apresentassem
sensibilidade antes do tratamento. Nesse estudo, 29 individuos foram submetidos ao
teste de contato antes de iniciarem o tratamento e divididos em dois grupos: Grupo 1
- pacientes com reacado positiva ao niquel e Grupo 2 - pacientes com reacgao
negativa ao niquel. Os individuos do Grupo 1 foram avaliados mensalmente, apds a
colocacao do aparelho ortoddéntico, quanto ao indice de placa e inflamagéo gengival.
Os individuos do Grupo 2 foram reavaliados somente trés meses depois do inicio do
tratamento, sendo que, nesse momento, foram realizados novos testes de contato.
Verificou-se que a colocacdo do aparelho ortoddntico de ago inoxidavel e fios de
niquel-titdnio, em individuos sensiveis ao niquel, ndo provocou inflamagao ou
hiperplasia gengival, pois os indices de placa permaneceram estaveis, durante o
periodo investigado. Os autores também constataram que dois individuos
insensiveis ao niquel, ao inicio do tratamento, apresentaram reacédo positiva para
este metal apds trés meses de utilizacdo do aparelho.

Janson et al. (1994) avaliaram a possibilidade da aparelhagem ortoddntica
provocar gengivite por reacao de hipersensibilidade. Foi realizada anamnese de 248
pacientes em tratamento ortodéntico. Destes, 147 (59,2%) eram do género feminino
e 101 (40,8%) do género masculino, com idades variando de 10 a 17 anos. A fim de
coletar os dados foi aplicado um questionario que constava de perguntas
relacionadas ao aparecimento de reacdo alérgica devido ao uso de objetos
metalicos e historico familiar. Os pacientes foram avaliados por dois examinadores
que determinaram, clinicamente, o grau de higiene bucal, a presenga visivel ou néao
de placa bacteriana e/ou gengivite e a sua provavel causa. A partir da analise dos
dados os autores concluiram que os materiais utilizados em Ortodontia podem
provocar reacdao de hipersensibilidade por contato; a reacdo de hipersensibilidade
ocorre mais freqientemente no género feminino que no masculino, numa proporgao
de 5:1; ha evidéncia de provavel relacdo entre a reagcao de hipersensibilidade ao
niquel e o aparecimento de gengivites. Essa associagao é também mais comum no
género feminino, numa propor¢ao de 6:1. Recomenda-se aos ortodontistas aventar a
possibilidade da presenga de uma gengivite ser de origem alérgica ao niquel e ndo

somente causada pelo acumulo de placa bacteriana.
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Vilaplana, Romaguera e Cornellana (1994) objetivaram avaliar as dermatites
de contato e as reacbes adversas na mucosa bucal em pacientes que utilizavam
proteses. Sessenta e seis pacientes que apresentaram reacdoes adversas as
préteses foram encaminhados por dermatologistas e dentistas para realizagdo de
teste de contato. Observou-se que as reacdes adversas foram mais frequentes do
que se esperava antes da realizagdo do estudo. A aplicacdo de teste de contato
mostrou que os alergénios apresentaram a seguinte ordem decrescente de
severidade: niquel, cobalto, potassio, dicromato de radio, paladio, mercurio, berilio,
metil metacrilato, cobre e zinco.

Al-Waheidi (1995) relatou o caso clinico de um paciente de 14 anos de idade,
do género masculino, que apresentou reagao alérgica aos arcos de niquel-titanio
(contendo em torno de 50% de niquel). Apos duas semanas de uso dos arcos, 0
paciente apresentou sensacdo de queimacao e ulceragbes em torno dos labios e
boca. Essas lesdes foram atribuidas a causas traumaticas, assim os arcos foram
removidos e, apds o periodo da remocgao, as sensagoes desapareceram. Com a
evolucdo do tratamento, o paciente recebeu novamente arcos contendo niquel e,
poucos dias apos, reapareceram as lesdes eritematosas na cavidade bucal e na
mucosa dos labios. Assim o paciente foi encaminhado para realizacdo de teste de
contato, no qual foi confirmada alergia ao niquel. O autor recomendou que as ligas
contendo niquel deveriam apresentar adverténcia sobre o seu conteudo e cautela de
uso em individuos alérgicos.

Objetivando investigar a frequéncia da hipersensibilidade ao niquel em
adolescentes em relagdo ao género, inicio e duragdo do tratamento ortodéntico e
idade em que as orelhas foram perfuradas, Kerusuo et al. (1996) analisaram 700
adolescentes, entre 14 a 18 anos de idade, nos quais 476 (68%) tiveram historia de
tratamento ortoddntico com aparelhos metalicos. O estudo consistiu de testes de
contato para verificar alergia ao niquel e histéria do paciente obtida através de
questionario. A freqiéncia da sensibilizagdo ao niquel foi de 19%, sendo mais
significante em meninas (30%) do que em meninos (3%) e em individuos com
orelhas perfuradas (31%) do que aqueles sem perfuragdo (2%). Os resultados
sugeriram que o tratamento com aparelhos ortodénticos metalicos contendo niquel
pode reduzir a frequéncia da hipersensibilidade a este metal. O tratamento

ortodéntico ndo pareceu afetar a prevaléncia da sensibilizagdo ao niquel.
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Reagbes alérgicas, como aparecimento de vesiculas amareladas nos labios e
eczemas vermelhos com presencga de fissuras nas palmas das maos e solas dos
pés, foram observadas em um menino de 14 anos de idade que iniciou o tratamento
ortodéntico com a utilizagdo de duas bandas nos primeiros molares superiores € um
arco facial extra-oral usado durante a noite. A dermatite desenvolveu-se logo apds a
insergao do aparelho. Com o uso descontinuado do arco facial a dermatite resolveu-
se imediatamente. Em um curto periodo de tempo, apés a remogao das bandas, o
eczema desapareceu. Foi realizado teste de contato, que mostrou reagao alérgica
positiva ao niquel e cobalto. Considerando a ampla utilizagdo do ago inoxidavel
contendo niquel em Ortodontia, o desenvolvimento de dermatites severas, como o
presente caso, pode ser considerado como extremamente raro (KEROSUO;
KANERVA, 1997).

Lindsten e Kurol, em 1997, comentaram que a hipersensibilidade ao niquel é
um problema crescente em adolescentes, especialmente em meninas, que
apresentam uma prevaléncia de reagbes positivas ao metal maior que 30%. Os
autores constataram que os pacientes hipersensiveis ao niquel no inicio do
tratamento podem mostrar reacdes adversas durante a terapia ortoddntica, no
entanto isto € muito incomum. Os pacientes que nao s&o hipersensiveis ao niquel no
inicio do tratamento provavelmente ndo apresentam risco de desenvolver alergia ao
metal em funcdo do tratamento ortodéntico. A liberagao lenta e a longo prazo de
niquel dos aparelhos ortodénticos pode induzir tolerancia ao metal em individuos
que nao sao hipersensiveis no inicio do tratamento.

Menezes et al. (1997) relataram um caso clinico de uma paciente que
demonstrou reagao alérgica a parte metalica da tala cervical do aparelho extra-oral.
Foi relatada urticaria e irritacdo da pele do pescoco. Clinicamente foi observada uma
area eritematosa com vesiculas no pescogo, uma lesdo de cada lado,
correspondendo em tamanho e localizacdo com as partes metalicas da tala do
aparelho extra-oral. A analise da histéria clinica da paciente revelou que a mesma
apresentava alergia a brincos que nao fossem de ouro, provocando inflamacgéao local
e descamagao da pele apos o seu uso. A lesdo foi diagnosticada como sendo
dermatite de contato. O tratamento realizado consistiu na remog¢ao do estimulo, ou
seja, troca da tala cervical por uma onde a parte metélica ndo entrasse em contato
com a pele. Quinze dias apds o diagndstico e tratamento, a paciente retornou sem

nenhum sinal de reacao alérgica.
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Em 1998, Janson et al. investigaram a reagéo de hipersensibilidade ao niquel
relacionada ao tratamento ortoddntico. A amostra constituiu-se de 170 pacientes
brasileiros, os quais foram avaliados antes, durante e apds a terapia ortodédntica,
Grupos A, B e C, respectivamente. O Grupo A foi composto por 60 pacientes (27
homens e 33 mulheres), o Grupo B, por 66 pacientes (21 homens e 45 mulheres) e o
Grupo C, por 44 individuos (17 homens e 27 mulheres). Para verificar a prevaléncia
de hipersensibilidade nos distintos grupos, realizou-se teste de contato com sulfato
de niquel, o qual permaneceu em contato com a pele por até 96 horas. A reagao
tecidual foi verificada e classificada, de acordo com uma escala do Grupo de
Pesquisa Internacional de Dermatite de Contato. Os resultados indicaram uma alta
prevaléncia de reacgao alérgica ao niquel, 28,3%, sendo que nado houve diferencga
estatistica entre os grupos. Os autores concluiram que o tratamento ortodéntico nédo
induziu reagcdes de hipersensibilidade ao niquel, e a prevaléncia de reacdes a este
metal foi quatro vezes maior entre as mulheres.

De Silva e Doherty (2000) apresentaram o caso de um menino de 12 anos de
idade com dermatite atopica e severas lesdes de pele num periodo de 18 meses. No
exame clinico foi observado eczema nas regides em torno da boca, olhos, couro
cabeludo anterior e também perda de cabelo. A exacerbacdo do eczema pareceu
coincidir com a colocacdo de aparelho ortoddntico fixo constituido de arcos de
niquel-titinio e braquetes de aco inoxidavel. O paciente ndo apresentava historia
prévia de reagdo a metais e nem uso de jéias e orelhas perfuradas. Apdos a
aplicacao da série de testes de contato, foi observada reagao positiva ao sulfato de
niquel e ao dicromato de potassio 0,5%. O aparelho foi substituido por um
removivel. Apesar do novo aparelho ser confeccionado com metil metacrilato e um
arco de aco inoxidavel para estabilizacdo, a remocdo dos elementos metalicos
presentes anteriormente fez que os eczemas melhorassem. Foi observado que o
cabelo voltou a crescer.

No mesmo ano, Kanerva et al. avaliaram a incidéncia de alergia a metais em
diferentes condi¢gbes ocupacionais. Do total de 2543 casos de dermatite de contato
alérgicas ocupacionais relatadas, durante 1991 e 1997, foi observado que o cromo,
niquel e o cobalto causaram 143 (5,6%), 176 (6,9%) e 41 (1,6%) dos casos
respectivamente. As mulheres apresentaram maior numero de dermatite de contato
ocupacional em relacdo ao niquel, enquanto que as reacdes ao cromo e ao cobalto

foram mais frequentes nos homens.
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Menezes (2000) avaliou, através de espectroscopia de absorgdo atbmica, a
quantidade de niquel na urina de 21 pacientes, antes e aproximadamente dois
meses apdés a montagem do aparelho ortodéntico fixo, sendo constatado aumento
da quantidade de niquel apés a montagem do aparelho, ndo havendo diferenca
estatistica entre os géneros feminino e masculino. Também foi realizada a pesquisa
sobre os efeitos do niquel em 26 camundongos (Swiss webster), divididos em dois
grupos controle (C14 e C45) e dois grupos niquel (N14 e N45), que receberam
aplicagao subcutanea de sulfato de niquel, sendo sacrificados apds 15 e 46 dias.
Constatou-se, no grupo experimental, aumento de peso total e de alguns 6rgaos,
lesdo microscopica em oOrgdos hematopoiéticos, coragdo, figado e rins, mais
evidentes em N45. Nefrotoxicidade foi evidenciada por modificacdo no padrao de
ligacao as lectinas. No figado, a analise estereolégica demonstrou aumento de
volume dos hepatdcitos e de seus nucleos. Ndo foram detectadas quantidades
mensuraveis de niquel ao microscopio eletrénico de varredura com raios X por
energia dispersa (EDS).

Na Ortodontia a incidéncia de reagdes de hipersensibilidade é de 1:100,
sendo 85% dessas reagdes relacionadas a parte metalica dos aparelhos de
ancoragem extra-bucal. Apesar da hipersensibilidade alérgica verdadeira a materiais
dentarios se apresentar rara, determinados produtos possuem propriedades
alérgicas definidas. Assim, algumas recomendacgdes clinicas devem ser seguidas:
avaliar a composicao dos materiais utilizados em relagdo a presenca de elementos
que podem afetar a saude do paciente (niquel, cromo, cobalto); evitar a inalagdo de
po das ligas; incluir no historico de saude questionamento sobre a sensibilidade a
metais dos pacientes. Essas medidas capacitarao os dentistas a melhor entender as
implicacbes e as reacbes adversas dos materiais comumente utilizados na
Odontologia (GRIMAUDO, 2001).

Nielsen et al. (2002) investigaram a incidéncia da alergia ao niquel em adultos
dinamarqueses, entre os anos de 1990 e 1998. Inicialmente, em 1990, realizou-se
um estudo transversal, onde se avaliou a prevaléncia de alergia, através do teste de
contato em 567 pessoas. Em 1998, 365 destes mesmos individuos foram
reavaliados (novos testes de contato). Os autores observaram um aumento na
prevaléncia de reacgbes alérgicas ao niquel no periodo, de 7 a 11%. A incidéncia
anual de casos novos de reacao alérgica ao niquel variou de 1-5%. Dessa forma,

com base nos resultados desse estudo, pode-se considerar que o grupo de risco
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para desenvolver a dermatite de contato ao niquel esta aumentando na populacéo
dinamarquesa.

Counts et al., em 2002, relataram um caso de hipersensibilidade ao niquel
com manifestagées na mucosa bucal durante o uso de uma barra transpalatina. Uma
menina de 11 anos e 8 meses, que utilizou um aparelho de expanséo rapida e uma
barra transpalatina, apresentou, apos 8 meses de tratamento, no segmento posterior
direito, uma hipertrofia, em torno dos anéis do primeiro molar e pré-molar. Foi
realizado teste de contato com sulfato de niquel 5%, que indicou reagao positiva.
Observou-se que a paciente apresentava orelhas perfuradas aos dois anos de
idade. A literatura mostra que essa exposi¢cao pode ter atuado como um evento
sensibilizador.

Considerando que o tratamento com aparelhos funcionais ortopédicos de
acrilico e ago inoxidavel, durante varios meses, poderia induzir reacdes adversas,
Farronato et al. (2002) sugeriram a confec¢gdo de aparelhos de expansado rapida
palatal e de Frankel em uma versdo menos alergénica tendo como constituinte
basico o titanio. Esse elemento apresenta uma elevada resisténcia a corrosao
tornando-o altamente biocompativel. A sua flexibilidade favorece a confec¢do de
aparelhos de Frankel, que s&o complexos, com um grau de precisdo adequado.

Além de reagdes alérgicas observadas intra-bucalmente, em decorréncia da
utilizagdo de aparelhos ortodénticos, Mancuso e Berdondini, em 2002, constataram
eritemas simétricos, edema nas palpebras e na regido superior das bochechas e,
também, presencga de hiperemia conjuntiva nos olhos de uma paciente de 13 anos
de idade, apds o uso de aparelho ortodontico, constituido de 10-13% de niquel e 16-
19% de cromo. Foi confirmada alergia ao niquel apds aplicacao do teste de contato
(padrao europeu). O uso do aparelho ortoddntico foi suspenso e as lesbes oculares
desapareceram em duas semanas. Quando da reinsercdo do aparelho houve
recidiva da dermatite.

Em 2003, Jensen et al. verificaram a liberacdo de ions de niquel usados nos
aparelhos ortodénticos e sua reatividade ao teste de contato em individuos sensiveis
a esse metal. Os parametros analisados foram: liberagdo de niquel estimada em
saliva artificial de quatro diferentes ligas de ago inoxidavel frequentemente utilizadas
em aparelhos ortodénticos; conteudo de niquel em células da mucosa bucal,
coletadas de trés pacientes, antes e depois da colocacdo dos aparelhos; e

reatividade, através do teste de contato, a quatro ligas de ag¢o inoxidavel, em 31
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pacientes. Todas as ligas liberaram pequenas quantidades de ions niquel na saliva
artificial. No entanto, ndo foram encontradas quantidades mensuraveis de niquel em
qualquer amostra da mucosa bucal. Nenhum dos 31 individuos reagiu positivamente
ao teste de contato com as quatro ligas de ago inoxidavel, indicando que elas
mesmas poderiam ser usadas, seguramente, no contato direto e prolongado com a
pele.

Enfocando o estudo do perfil imunoldgico de pacientes com sensibilidade ao
niquel devido ao uso de aparelhos ortodénticos fixos, Marigo et al. (2003) testaram,
in vitro, o efeito do antigeno niquel na resposta proliferativa de linfocitos, utilizando
ensaio de estimulagdo de linfécitos com células sanguineas mononucleares
periféricas (PBMCs), de pacientes com aparelhos ortodénticos. O ensaio de
proliferagdo celular foi usado como metodologia basica para investigar a influéncia
de variaveis como a fonte do antigeno niquel e o numero de células na cultura.
Foram selecionados 35 pacientes, classificados em sensiveis e ndo sensiveis ao
niquel, baseados nas avaliacdes clinicas. Os resultados mostraram que o sulfato de
niquel hexahidratado em 10 ug/ml e 2 X 10° células foi a melhor condicdo para
induzir a resposta proliferativa mais marcante de niquel in vitfro. Esse método
aperfeigoado foi capaz de distinguir pacientes sensiveis dos nao sensiveis.

Rahilly e Price (2003), em uma reviséo da literatura, afirmam que o uso de
braquetes, fios e acessérios de ago inoxidavel parece ser seguro, pois a composi¢cao
dessas ligas n&do causaria reagdoes de hipersensibilidade. No entanto, os autores
recomendam que arcos com altos conteudos de niquel devam ser evitados em
pacientes sensiveis a esse metal. Materiais ortodénticos livres de niquel devem ser
considerados nesses casos.

Em 2004, Kalimo, Matilla e Kautiainen procuraram relacionar o efeito do
tratamento ortoddntico no desenvolvimento de alergia ao niquel em estudantes
universitarios. Foi aplicado teste de contato em 153 pacientes (113 tinham
perfuracdo de pele e 70 apresentavam histéria de tratamento ortoddntico
aproximadamente dez anos antes). A alergia ao niquel foi significantemente
associada com presenca de perfuracdo da pele. O tratamento ortoddéntico foi
considerado responsavel pela sensibilizacdo de determinados individuos.

Menezes (2000) e Menezes et al. (2004) verificaram as reagbes de
hipersensibilidade a metais em pacientes submetidos a tratamento ortodontico. Para

tanto foi realizado teste de contato com oito substancias (cloreto de cobalto, sulfato
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de cobre, bicromato de potassio, sulfato de ferro, cloreto de manganés, sal de
molibdénio, sulfato de niquel e 6xido de titdnio) antes e dois meses apds a
colocacao de aparelho ortodontico em um grupo de 38 pacientes. As substancias
testadas foram posicionadas nas costas dos pacientes incluindo a area escapular e
infra-escapular, sendo removidas apos 48 horas e examinadas pelo médico
dermatologista 48 e 72 horas ap0s a aplicagdo do antigeno. A leitura dos testes foi
realizada com base na recomendacdo do ‘International Research Contatct
Dermatitis Group”. Os resultados da pesquisa mostraram reacdes positivas
estatisticamente significantes para o sulfato de niquel (21,1%), o dicromato de
potassio (21,1%) e o cloreto de manganés (7,9%), sendo que o sulfato de niquel
apresentou reacdes de maior intensidade. Nenhuma diferenga foi observada entre
as reagdes antes e apds a colocacao de aparelhos ortoddénticos, indicando que os
antigenos estudados nado sensibilizaram os pacientes ou afetaram a sua tolerancia a
esses metais durante esse periodo. Ndo foi observada nenhuma diferenca
estatisticamente significante em relagcdo ao género nas substancias avaliadas,
apesar da grande tendéncia a positividade ao sulfato de niquel observada entre
pacientes do género feminino, e ao dicromato de potassio em pacientes do género
masculino.

Visando determinar a alteracdo da concentragdo de cromo e de niquel na
saliva e seus efeitos nos tecidos gengivais durante o tratamento ortodéntico, foram
avaliados vinte pacientes (10 homens e 10 mulheres), na idade de 17 a 20 anos, que
receberam aparelhos fixos na arcada superior. A concentracdo de ambos os metais
foi registrada nos periodos pré-tratamento, trés e doze meses de tratamento e um
més apos a descolagem. A profundidade do sulco gengival foi avaliada. Os
resultados revelaram que 20% das mulheres e 10% dos homens mostraram reagao
de alergia na forma de gengivite depois de 3 meses, sendo que oOs sinais
desapareceram espontaneamente apds um més da remoc¢ao do aparelho. Assim, a
alergia ao niquel e ao cromo nao foi considerada um problema médico sério e, em
tais pacientes, medidas de higiene bucal devem ser mantidas com a utilizagao de
cremes dentais e enxaguatorios bucais (RAMADAM, 2004).

Saglam, Baysal e Ceylan (2004) realizaram um estudo com objetivo de
determinar a prevaléncia de reacdes de hipersensibilidade ao niquel antes e apds a
colocagao de aparelhos ortodénticos com braquetes e arcos de ago inoxidavel. A

amostra total consistia de 82 pacientes (55 mulheres e 27 homens). Foi utilizado
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teste de contato e questionario para avaliar a hipersensibilidade aos metais
constituintes dos dispositivos. A prevaléncia da alergia ao niquel foi mais alta nas
mulheres do que nos homens. A historia familiar e o uso de objetos metéalicos em
contato com a pele nao caracterizaram hipersensibilidade ao niquel. Os resultados
sugeriram que a terapia ortoddntica com aparelhos de ago inoxidavel ndo iniciou ou
nao agravou a reagao de hipersensibilidade ao niquel.

A incidéncia de reagdes alérgicas durante a terapia ortodéntica fixa foi
observada na Alemanha, no Estado de Hesse, através da aplicacdo de um
questionario em 68 consultorios ortodonticos. Os dados obtidos corresponderam a
0,3% dos 60.000 pacientes atendidos. Foram observadas mais alteragcbes extra-
orais (45%) do que intra-orais (17%), sendo que a prevaléncia de reacdes alérgicas
foi de 38%. Em 53% dos casos afetados, a terapia adotada foi a utilizagcdo de
materiais sem niquel, enquanto que a terapia foi continuada apés um periodo de
recuperacdo em 33% dos casos (SHUSTER et al., 2004).

Genelhu et al. (2005) realizaram analise retrospectiva a fim de investigar o
papel do género, idade, historia prévia de alergia e tempo de exposi¢géo ao aparelho
ortodontico fixo na etiopatogenia da estomatite de contato alérgica induzida por
niquel (NIACS). Foram avaliados 44 pacientes ortodénticos (de 10 a 44 anos),
divididos em dois grupos, dependendo das manifestagdes clinicas das NiACS. Os
resultados mostraram que pacientes jovens, especialmente mulheres, com historia
de reacédo alérgica, tiveram maior predisposi¢ao a manifestagao clinica das NiACS.
O tempo de exposicdo ao tratamento ortoddntico ndo foi considerado um fator
significante.

2.3 TOXICIDADE GENETICA ASSOCIADA AO USO DE APARELHOS
ORTODONTICOS

A genotoxicidade é o setor da genética que estuda os processos que alteram
a base hereditaria da vida, quer seja em sua estrutura fisica e quimica, o DNA (acido
desoxirribonucléico), processo este classificado como mutagénese; quer seja na
alteracdo do determinismo genético ao nivel celular ou organico, identificados,

respectivamente, como carcinogénese e teratogénese. A genotoxicidade estuda o
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que induz & lesdo tanto a nivel celular ou molecular. E importante salientar que a
mutagénese descreve uma alteracdo na sequéncia de pares de base do DNA
(mutacao), ao passo que a carcinogénese significa que alteracées no DNA levaram
a um crescimento e divisdo celular inapropriados. A carcinogénese resulta
geralmente de diversas mutagdes (SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003). Dessa
forma nem todos os eventos mutagénicos acarretam em carcinogénese (WATAHA,
2000).

Na Odontologia ha uma constante preocupacdo em relagdo aos efeitos
mutagénicos e carcinogénicos dos materiais correntemente utilizados (LI;
DUNIPACE; STOOKEY, 1988; RIBEIRO et al., 2004). As propriedades genotoxicas
dos materiais odontoldgicos sdo definidas como critério essencial na selegdo dos
mesmos (MONTANARO et al. 2005).

Uns dos principais elementos constituintes das ligas ortodénticas de ago
inoxidavel (niquel e cromo) tém sido relacionados a efeitos genotdxicos. O niquel é
apontado como um material téxico (MUNKSGARRD, 1992; WATAHA, 2000), ao
passo que a exposicao aos ions de cromo pode resultar em pontos de mutagao no
DNA, danos nos cromossomos e modificagbes oxidativas nas proteinas (DAYAN;
PAINE, 2001).

Observa-se que determinadas formas especificas e estados oxidativos dos
metais constituintes das ligas odontolégicas estdo relacionados a efeitos deletérios
(WATAHA, 2000) (Quadro 1).

Elemento Forma Propriedade Outros comentarios

mutagénica/carcinogénica

Cromo Cr' Nao mutagénica Muito reativo, morte
cr'® Carcinogénica celular antes do nucleo
Niquel Ni° Possivelmente carcinogénico

Ni,S; | Carcinogénico
NiCl, Mutagénico fraco

NiSO, | Mutagénico fraco

Quadro 1 - Elementos metalicos das ligas odontolégicas que possuem propriedades
mutagénicas e carcinogénicas conhecidas.
Fonte: Wataha (2000).



28

A acao carcinogénica do niquel também é conhecida em humanos, conforme
dados da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (ZORODDU et al. 2002).
A exposicao a esse metal tem ocasionado um aumento na incidéncia de cancer
pulmonar (OLLER; COSTA; OBERDORSTER, 1997) e gastrintestinal (NOVELLI et
al., 1998). O cromo também esta associado com o aparecimento de céancer nasal e
de pulmao (CURRENTS CONFERENCES, 1984; BURGAZ et al. 2002).

Existe uma variedade de testes para verificagdo dos efeitos genotoxicos de
diferentes materiais, entre eles os testes de micronucleos e cometa.

O ensaio cometa (teste de células individualizadas em gel de agarose) é uma
técnica util para o estudo de danos e reparos no DNA. As células com dano
aumentado no DNA mostram um aumento na migragcdo de DNA cromossomal do
nucleo em diregdo ao anodo, que se assemelha a forma de um cometa (SPEIT;
HARTMANN, 1999).

O principio da técnica € simples: as ceélulas s&do inclusas em gel sobre uma
ldmina de microscopia, faz-se passar uma corrente elétrica e, como o DNA tem
carga negativa, se estiver rompido (clastogénese), migra para fora do nucleo, dando
a aparéncia de um cometa ou cauda. O DNA que néao estiver rompido ou quebrado
fica armazenado no nucleo e é muito grande para migrar (SILVA; ERDTMANN;
HENRIQUES, 2003).

As vantagens do ensaio cometa incluem realizagdo rapida e simples,
sensibilidade na deteccao de danos no DNA, analise de dados em nivel de células
individuais, uso em amostras extremamente pequenas e aplicabilidade para
qualquer populagao (SPEIT; HARTMANN, 1999; SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES,
2003).

O teste de micronucleo € o ensaio in vivo mais utilizado para deteccdo de
agentes clastogénicos (que quebram cromossomos), € de agentes aneugénicos
(que induzem aneuploidia ou segregagdo cromossémica anormal). E considerado
como um método para se avaliar a capacidade da substancia de induzir dano
cromossbémico estrutural e/ou numérico em células em estagio de divisdo, na medula
ossea. Tanto danos cromossdmicos estruturais como numéricos estdo associados a
iniciacdo e/ou progressao de tumores, e com efeitos reprodutivos adversos
(RIBEIRO, 2003).

Os micronucleos sdo estruturas extra-nucleares, compostas por

cromossomos ou fragmentos de cromossomos que, durante a mitose, ndo foram
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incorporados ao nucleo principal (BOHRER, 2003). O micronucleo é o resultado da
perda de fragmento(s) cromossdmicos(s) ou de cromossomo(s) inteiro(s), podendo
ser induzido por agentes que danificam diretamente o cromossomo, produzindo
quebras, ou por agentes que afetam o fuso mitético. Os fragmentos ou
cromossomos inteiros que ndo se incluem aos nucleos das células em divisao ficam
perdidos no citoplasma e formam a prépria membrana nuclear, originando os
micronucleos, que sao detectados em células interfasicas como pequenos
corpusculos arredondados de cromatina, separados do nucleo principal (SILVA;
ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).

A frequéncia de micronucleos € capaz de medir tanto a quebras
cromossOmicas quanto perdas cromossémicas, sendo essa técnica sensivel para o
monitoramento de danos genéticos (FENECH et al., 1999). De acordo com Silva,
Erdtmann e Henriques, em 2003, a presenca de micronucleos pode ser tomada
como indicacdo da existéncia de aberracdo cromossdmica. O micronucleo aparece
pela primeira vez no final da primeira divisdo mitdtica, apds clastogénese ou
aneugénese, porém micronucleos adicionais podem-se formar nas divisdes
seguintes. Por isso, para visualizar micronucleos, as células precisam ter passado
por um ciclo mitético.

Quando o tecido estudado é o epitelial, a técnica de micronucleos em células
esfoliadas apresenta vantagens sobre a técnica de micronucleos em linfécitos. As
células do tecido-alvo podem ser diretamente estudadas e a coleta nao é invasiva.
Além disso, o estudo dos micronucleos em linfocitos necessita de estimulo para que
estes entrem em divisdo, ao contrario das células epiteliais, que estdo em constante
renovacao (BOHRER, 2003).

Os micronucleos observados nas células dos esfregacos da mucosa bucal
indicam a ocorréncia de aberracbes cromossdmicas ocorridas nas células da
camada basal (STICH; CURTIS; PARRIDA, 1982) e, dessa forma, refletem o dano
genotoéxico ocorrido 7 a 10 dias antes da coleta.

A determinagdo dos micronucleos é baseada em algumas caracteristicas
como: estrutura e intensidade de coloragdo da cromatina similares ou mais fracas
que o nucleo principal; bordas nitidas, sugerindo a presengca de membrana nuclear;
forma arredondada ou ovalada e incluida no mesmo citoplasma do nucleo principal e

tamanho menor que 1/5 do nucleo principal (SARTO et al, 1987). Segundo Ribeiro,
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Salvadori e Marques (2003) os critérios para identificacdo do micronucleo sé&o
tamanho, forma e coloracgéo.

O aumento da frequéncia de células micronucleadas tem sido relacionado a
exposicao a diferentes carcindgenos, assim como as lesbes cancerizaveis
(BOHRER et al., 2005). Salvadori, Ribeiro e Fenech (2003) afirmam que os testes de
genotoxicidade representam uma parte importante da pesquisa do cancer, para
avaliacdo do risco e possiveis carcindgenos. A toxicidade genética ndo € uma
medida de carcinogenicidade, mas €, freqientemente, usada como indicativo para o
cancer, considerando que os testes medem um evento iniciante e intermediario na
formagdo de tumores, e considerando a existéncia de altas associagbes entre
respostas positivas em testes de toxicidade genética e carcinogenicidade, em
roedores e no homem. Como resultado dessas consideracbes, os testes de
toxicidade genética, incluindo o teste de micronucleo in vivo, sdo usados,
rotineiramente, na avaliagc&o toxicoldgica inicial e no teste de novos medicamentos.

Bohrer et al., em 2005, avaliaram a presenca de micronucleos em células da
mucosa bucal coletadas de trés locais anatdmicos em pacientes expostos a
carcinoégenos como fumo e alcool. Foram obtidas I&minas com células da mucosa
bucal do labio inferior, borda da lingua e assoalho da boca, de 21 pacientes -
controle, de 28 pacientes fumantes e de 19 usuarios de fumo e alcool. As laminas
foram coradas com Feulgen para a quantificacdo de células micronucleadas e
“broken eggs”. Os resultados indicaram que os grupos foram similares na presenca
meédia de células micronucleadas e células apresentando cariorrexe. Em relagéo aos
locais anatébmicos, a média e de células encontradas com cariorrexe foi maior no
labio inferior do que no bordo da lingua ou no assoalho da boca (em todos os
grupos). Um numero significante de “broken eggs” foi observado no grupo-controle
quando comparado a grupos de pacientes usuarios de fumo e alcool. Os autores
constataram que um numero alto de “broken eggs” em pacientes que né&o
apresentaram fatores de risco a lesdes cancerigenas sugere que essa alteragao
nuclear pode estar associada ao reparo do DNA ou a mucosa saudavel. Foi
observada uma tendéncia para um aumento no numero de células micronucleadas
em usuarios de alcool e fumo em todos locais anatémicos.

Durante a analise do teste de micronucleos, também devem ser levadas em
consideragao outras anomalias nucleares encontradas nos esfregagos cito-

patolégicos da mucosa bucal, pois estas também refletem eventos que podem estar
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ligados a carcinogénese. Dentre as anomalias celulares encontradas destacam-se:
cariorrexe, picnose, cariolise, binucleagéo e “broken egg” (BOHRER, 2003). Ribeiro,
em 2003, afirmou que uma vantagem da técnica de micronucleos € a avaliacédo da
frequéncia de outras anomalias provenientes de alteracdes do fuso de células em
divisdo mitoética, como pontes entre nucleos, nucleos irregularmente divididos.

O “broken egg” é descrito como uma forma nuclear bastante anémala, da qual
nao se sabe a origem ou significado. Bohrer (2003) acredita que o “broken egg”
represente uma primeira alteragao nuclear, provavelmente uma resposta adaptativa
a acédo do agente clastogénico. Quando essa acao é intensificada, origina-se um
micronucleo.

O uso concomitante do ensaio cometa e micronucleos é recomendado na
literatura, uma vez que a aplicagdo desse teste esta relacionada ao surgimento de
danos permanentes cromossomais, enquanto aquele detecta injurias reparaveis no
DNA, portanto sdo complementares na avaliagdo da genotoxicidade (SILVA,
ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).

Burgaz et al. (2002) realizaram um estudo com técnicos de laboratorios
odontologicos a fim de avaliar os danos genéticos nas células nasais esfoliadas e
linfcitos desses individuos. Para avaliar a genotoxicidade dos elementos metalicos,
foi utilizada a técnica de micronucleos. Os resultados indicaram que a exposi¢cao a
metais como niquel, cromo e cobalto causou danos genotdxicos nos dois tipos de
células analisadas. No entanto nao foi possivel verificar quais dos metais foram
responsaveis pelos danos genotoxicos observados.

Em 2003, Faccioni et al. investigaram in vivo a biocompatibilidade e possiveis
danos no DNA de células da mucosa bucal decorrente do uso de aparelhos
ortodénticos fixos. Analisou-se a presencga de ions metalicos em células da mucosa
bucal, a citotoxicidade e os possiveis efeitos genéticos dos ions metalicos. Amostras
da mucosa bucal de 55 pacientes ortoddnticos e de 30 pacientes controle foram
coletadas. As células foram imediatamente preparadas para testes de viabilidade
celular e para o ensaio cometa alcalino. O conteudo de niquel e cobalto foi
quantificado pelo teste de espectrofotometria. Os resultados mostraram que a
concentracdo de niquel e cobalto foi de 3,4 e 2,8 mais altas, respectivamente, nos
individuos com aparelhos do que do grupo-controle. A viabilidade celular também foi
significantemente mais baixa nos pacientes com aparelho que nos do grupo-

controle, havendo uma correlagdo negativa significante com os niveis de metal. Os
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efeitos biolégicos avaliados pelo ensaio cometa alcalino indicaram que ambos os
metais induzem danos no DNA. Os autores verificaram que as células da mucosa
bucal de pacientes ortodonticos tém concentragdes de niquel e cobalto
significantemente maiores do que aquelas encontradas em individuos sem aparelho.
As células com alta concentracédo de niquel e cobalto tiveram o DNA afetado. Assim,
confirmou-se o potencial genotdxico dos ions niquel e cobalto e demonstrou-se que
estes metais podem produzir danos no DNA de células da mucosa bucal.

Danadevi et al. (2004) afirmam que metais como cromo e niquel e seus
compostos podem apresentar tanto resultados positivos como negativos em relagéo
aos efeitos genotoxicos, ndo havendo um padrédo definido. Estudos que avaliam a
exposicao cronica a estes metais mostram que a exposi¢cdo ocupacional em
soldadores pode aumentar os niveis de dano no DNA.

No mesmo ano, Eliades et al. propuseram caracterizar quantitativamente e
qualitativamente a liberacdo de substancias dos braquetes e dos arcos de niquel-
titnio e, comparativamente, avaliar a citotoxicidade dos ions liberados dos
aparelhos ortoddnticos. Para tanto foi realizada uma pesquisa in vitro, na qual a
citotoxicidade e a atividade citostatica dos materiais foram verificadas. Os autores
constataram que os materiais ortoddnticos avaliados ndo mostraram efeito na
sobrevivéncia e sintese de DNA das células, portanto apresentando-se in6cuos ao
material genético celular.

Montanaro et al. (2005) avaliaram a mutagenicidade e genotoxicidade de ligas
ortodénticas de ago inoxidavel livres de niquel, em comparagao com as ligas de aco
convencionais. Empregaram testes in vitro (teste de troca de cromatides irmas e
aberragcbes cromossémicas e teste de Ames) para avaliagdo dessas propriedades
biolégicas. Nao foi observado potencial genotéxico nas ligas livres de niquel,
sugerindo que elas poderiam representar uma alternativa melhor que as ligas de ago

inoxidaveis convencionais.
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2.4 AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE HIPERSENSIBILIDADE A METAIS E
TOXICIDADE GENETICA

Pacientes portadores de dermatite de contato a metais apresentam resposta
alérgica segundo um mecanismo ainda ndo completamente elucidado (RASANEN et
al., 1991; MINANG et al., 2005), caracterizado por reacdes inflamatérias crénicas.
Mignogna et al. (2004) afirmam que a presenga de inflamagdo crbénica esta
associada a uma variedade de tumores epiteliais.

Ha possibilidade que muitos dos compostos quimicos que produzem
dermatite de contato alérgica em humanos possam ser carcindbgenos ambientais.
Em geral esses compostos sao eletrofilicos e tém capacidade de formar pontes com
proteinas e DNA (ALBERT, 1997). A carcinogenicidade do cromo é bastante
caracterizada e associada a formagao de pontes DNA—proteina, DNA-DNA e ao
dano oxidativo (VALKO; MORRIS; CRONIN, 2005).

E possivel que o dano ao DNA seja uma etapa inicial no estado pré-
imunologico da sensibilizagdo por contato, confirmando a agdo dessas substancias
no nivel celular (CAVALLO et al., 2005). Tanto lesbes oxidativas quanto as pontes
DNA estao intimamente relacionadas a ocorréncia de micronucleos, uma vez que
levam a clastogénese (quebra) ou aneugénese (perda) de cromossomos (FENECH,
2000).
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3 PROPOSIGAO

3.1 Avaliar a prevaléncia das reacgdes de hipersensibilidade aos metais (niquel e
cromo), através de aplicagdo do teste de contato, em grupo de pacientes, antes e
dois meses apds a montagem do aparelho ortodéntico fixo:

e quanto as reagbes positivas e ao grau de hipersensibilidade aos
metais.
e quanto ao uso do aparelho ortoddntico.

e quanto ao género.

3.2 Verificar a toxicidade genética associada ao uso de aparelhos ortodénticos

fixos, em grupo de pacientes, por meio de:

e Emprego do ensaio cometa antes e 10 dias apdés a montagem de
aparelho ortodéntico fixo.
e Aplicacéo de teste de micronucleos antes e 30 dias apds a montagem

de aparelho ortodéntico fixo.

3.3 Verificar associagao entre respostas positivas ao teste de contato (individuos
sensiveis ao cromo e niquel) e presenca de danos genéticos detectados pelos dois

testes utilizados.
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4 METODOLOGIA

Quarenta individuos participaram inicialmente da pesquisa, entre 11 e 34
anos, nas clinicas de dois cursos de pos-graduagao em Ortodontia, para avaliagéo
da hipersensibilidade a diferentes metais e toxicidade genética decorrente do uso de
aparelhos ortodénticos fixos. Dos 40 individuos que iniciaram a pesquisa, 23
participaram integralmente das etapas do estudo. Os participantes foram submetidos
a tratamento ortodéntico com a utilizacdo de aparelhos ortodénticos fixos compostos
de ago inoxidavel: uma média de quatro anéis’ e vinte braquetes® (Anexos A e B).

Os pacientes foram informados da pesquisa por meio do consentimento livre
e esclarecido (Apéndice A) e responderam a um questionario de saude (Apéndice B)
que forneceu dados em relagéo aos habitos e a histéria médica dos participantes.

Para verificagdo da hipersensibilidade aos metais, foi aplicado o teste de
contato (Patch Test). A toxicidade genética foi avaliada através do teste de
micronucleos e do ensaio cometa. As avaliacbes foram realizadas antes e apos a

montagem dos aparelhos ortoddnticos conforme descrito a seguir:

4.1 AVALIAGAO DA HIPERSENSIBILIDADE A METAIS (TESTE DE CONTATO)

Os 23 participantes foram encaminhados para realizagdo dos testes de contato
antes e em torno de dois meses apdés a montagem do aparelho ortoddntico, para
verificacdo de hipersensibilidade a dois metais constituintes dos aparelhos ortodénticos
(cromo e niquel).

Os procedimentos foram realizados sob a supervisdo de um Dermatologista e

seguiram a sequéncia descrita por Menezes (2000) (Figura 1, pagina 38).

' Marca comercial: Morelli - composigéo: Cr: 17 - 20%, Ni: 8 - 10%, Mo: max. 0,60%.
2 Marca comercial: 3M - Unitek - composicdo: C: max. 0,7%, Mn: max.1,0%, Si: max. 1,0%,
Cr: 15,5 -17,5%, Ni: 3 - 5%, Cu: 3 - 5%, Nb e Ta: 0,15 — 0,45%).
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Entrevista e avaliacdo pelo médico

Os pacientes ou seus responsaveis responderam ao questionario de saude
(Apéndice B), elaborado especialmente para esta pesquisa, aplicado no primeiro dia
do teste. O objetivo foi avaliar a historia clinica e relatos de alergias, além de exame

fisico objetivo.

Selecao e limpeza da regido para teste

A regido de eleigdo para realizagdo dos testes de contato foi o antebraco.
Essa regido deveria apresentar a pele normal com epitélio intacto. As areas

selecionadas foram limpas com algoddo embebido em alcool etanol 70%.

Preparo do material para teste

Foi cortada uma faixa de fita adesiva estéril, hipoalergénica e microporosa, de
aproxidamente 8 cm de comprimento, onde foram posicionados os dois

contensores.?
Cada contensor recebeu uma substancia a ser testada (sulfato de niquel e
bicromato de potassio), mantendo-se sempre a mesma sequéncia e posi¢ao de cada

um.

Tempo de contato

Os adesivos, com os contensores, foram posicionados e permaneceram em
contato com a pele por 48 horas, quando foram removidos para realizagdo das

leituras.

Recomendacdes (Apéndice C)

Os pacientes foram instruidos a, nessas 48 horas, ndo molhar a regiao do

® Marca comercial: Allergofarma®.
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teste, evitar a realizagdo de exercicios fisicos e outras situacdes que pudessem
favorecer a transpiracao e traumas na regido, ndo remover o material nesse periodo,
com excecao daqueles que desenvolvessem extrema coceira ou dor, irritagcdo local,

com intenso desconforto ou febre.

Leitura dos testes

A primeira leitura foi realizada pelo dermatologista, 48 horas apds a aplicagao
do teste de contato. Nesse momento, os adesivos foram retirados, os residuos
removidos com alcool e os locais dos testes delimitados com lapis dermatografico.
Os resultados foram marcados a lapis, na ficha do paciente.

ApO6s a leitura, os pacientes foram liberados e marcado retorno para 24 horas.
Portanto, a terceira leitura (avaliagao final) foi realizada 72 horas apds a colocagao
dos adesivos, quando os resultados foram anotados definitivamente na ficha
individual. O objetivo dessa leitura foi distinguir entre reagdes duvidosas e as
positivas fracas.

A leitura dos testes foi realizada com base na recomendacao do “International
Research Contact Dermatitis Group”, associando-se o0s resultados a escores,
conforme utilizado por Menezes (2000). Os resultados de escore zero e um sao
considerados negativos e os escores dois, trés e quatro positivos (Figura 2, pagina
39).

Documentacao

Foram realizadas fotografias do antebrago (regido do teste de contato) dos
pacientes nos momentos antes do teste, 48 e 72 horas apdés a remogao dos
adesivos.

Montagem do aparelho

ApOs a realizagdo dos testes de contato, os pacientes foram liberados para
montagem do aparelho ortodéntico, conforme a necessidade do caso.
Aproximadamente dois meses apds a colocagdo do aparelho realizou-se o

segundo teste de contato, com a mesma metodologia descrita.
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/ D)

Figura 1 - Etapas do teste de contato: A) Limpeza da regido selecionada, com algodao
embebido em alcool; B) Substancia a ser testada sendo colocada no contensor;
C) Adesivos e contensores posicionados no antebrago; D) Delimitacao das
areas para leitura dos resultados.
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RESULTADO ESCORE REAG[\O EXEMPLO
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1 Eritema leve
2 Eritema
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8 3 Eritema + edema

+ papulas
Eritema + edema
4 + papulas +
vesiculas

Figura 2 - Leitura dos testes de contato, de acordo com os graus das reacdes

avaliadas.
Fonte: Menezes (2000).
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4.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE GENETICA (TESTES GENETICOS)

Para avaliagdo da toxicidade genética associada ao uso de aparelhos
ortoddnticos fixos utilizou-se o ensaio cometa e o teste de micronucleos, descritos
abaixo. Foi realizado um estudo in vivo.

Os testes foram realizados em dois momentos: antes da colocagao (grupo-
controle) do aparelho ortoddntico e apés a sua montagem do mesmo, observando-
se o0 periodo de 10 dias para o ensaio cometa e 30 dias para o teste de
micronucleos.

As amostras coletadas constituram-se de células da mucosa bucal dos
pacientes e seguiu 0s seguintes passos:

e Enxagle da boca com agua destilada, por duas vezes, a fim de remover
células bucais esfoliadas, durante 2 minutos (BESERATI et al., 2000).

e Coleta de células da mucosa bucal na parte interna do labio inferior com
escova citologica (cytobrush)?, que é uma técnica recomendada na literatura
(JONES; PINK; SANDOW, 1994). A escova foi pressionada e girada durante
30 segundos na mucosa do labio inferior. O processo foi realizado por um
unico operador (Figura 3).

Figura 3 — Coleta de células da mucosa bucal: A) Antes; B) 10 dias apos a
montagem do aparelho ortodontico.

* Marca comercial: Adlin Plasticos Ltda.
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e Para o ensaio cometa, a amostra coletada foi armazenada em microtubos

(1,5 ml)® contendo de 250 pl de tamp3ao fosfato salina (PBS).

e O material coletado, para o teste de micronucleos, foi levado para tubos de

polietileno (50 ml)® contendo 20 ml de tampao fosfato salina (PBS).

4.2.1 Ensaio cometa

O ensaio cometa foi desenvolvido no Laboratério de Radiobiologia Molecular
do Centro de Biotecnologia do Estado do Rio Grande do Sul sediado na
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, seguindo o protocolo padréo utilizado
neste laboratorio, de acordo com Franke et al. (2005) (Anexo C).

Para avaliacdo dos danos obtidos, 50 células foram classificadas para cada
individuo (25 células para cada lamina — sendo realizadas duas laminas por
paciente). A analise foi executada em microscopio éptico’ com aumento de 1000 X.
O nivel de dano é determinado pela extensdo de DNA migrada fora do nucleo,
apresentando uma aparéncia de um cometa ou cauda.

As células foram classificadas por um método visual, de acordo com o
tamanho de cauda das células em cinco classes, de classe zero (auséncia de dano)
até classe quatro (grau maximo de dano), conforme descrito por Speit; Hartmann
(1999) (Figura 4, pagina 42).

® Marca comercial: Eppendorf.
® Marca comercial: Falcon.
" Marca comercial: Zeiss
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Figura 4 — Classificagdo visual das células em
cinco classes, de acordo com o
tamanho da cauda.

Fonte: www.cometassay.com, acesso 15/10/05.

Um indice de dano individual foi obtido pela soma dos produtos resultantes da

multiplicacdo do numero de células em cada classe pelo valor correspondente a

classe de dano (zero - quatro), segundo a férmula que se segue: indice de dano
(numero de células classe zero X zero) + (numero de células classe um X um) +
(numero de células classe dois X dois) + (numero de células classe trés X trés) +
(numero de células classe quatro X quatro). O indice de dano podera variar de zero,
quando todas as células apresentam auséncia de dano (50 x zero), até 200, quando

todas as células apresentam dano maximo (50 x quatro).

4.2.2 Teste de micronucleos

O teste de micronucleos foi realizado no Instituto de Pesquisas Biomédicas
(IPB) da PUCRS e o preparo das laminas, seguiu o protocolo descrito por Titenko-
Holland, Moore e Smith (1994) (Anexo D).
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ApOs preparadas as laminas, as células da mucosa bucal foram analisadas
em microscopio Optico® com aumento de 1000 X. Para cada paciente foram
realizadas trés laminas, das quais foram avaliadas 1000 células. Apenas as células
gue nao estavam sobrepostas, cobertas, aglomeradas e que apresentaram nucleo
intacto foram incluidas na analise. A partir de entdo, foi realizada a contagem da
frequéncia dos micronucleos nessas células, com auxilio de um contador, sendo os
dados registrados em tabelas. Os micronucleos duvidosos foram desconsiderados.
Em relagdo a caracterizagdo dos micronucleos, estes deviam seguir os seguintes

critérios, propostos por Sarto et al. (1987) (Figura 5):

» Ser menor que um terco do didmetro do nucleo principal
» Possuir cor similar, textura e refragao do nucleo principal
» Apresentar forma arredondada ou oval

» Estar claramente separado do nucleo principal.

B el

Figura 5 — A) e B) Presenca de micronucleo (seta) em células epiteliais da
mucosa bucal com aumento de 1000 X. B) Maior aumento da
regido delimitada.

8 Marca comercial: Zeiss.
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Tratamento estatistico

Os dados foram organizados em tabelas e graficos.

Para o teste de contato empregaram-se: Teste Exato de Fisher, McNemar,
Wilcoxon e estatistica descritiva.

Para o ensaio cometa aplicou-se analise estatistica descritiva e para o teste

de micronucleos, o teste de Wilcoxon.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA HIPERSENSIBILIDADE A METAIS (TESTE DE CONTATO)

Na avaliagdo em relagdo a prevaléncia de reagdes positivas e negativas ao
teste de contato, observou-se que no periodo antes e dois meses apds a montagem
do aparelho ortodéntico, o niquel apresentou maior numero de reacgdes positivas que
0 cromo, através de analise estatistica descritiva. (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 - Comparacao dos resultados do teste de contato entre os materiais
niquel e cromo: antes da montagem do aparelho ortodéntico.

Teste de Contato Ni Teste de Contato Cr Total (%)
Negativo (%) Positivo (%)
Negativo (%) 19 (82,6) 0 (0) 19 (82,6)
Positivo (%) 3(13,0) 1(4,3) 4(17,4)
Total (%) 22 (95,6) 1(4,3) 23 (100)

Tabela 2 - Comparacao dos resultados do teste de contato entre os materiais
niquel e cromo: dois meses apds a montagem do aparelho

ortodontico.
Teste de Contato Cr Total (%)
Teste de Contato Ni Negativo (%) Positivo (%)
Negativo (%) 18 (78,3) 0 (0) 18 (78,3)
Positivo (%) 3(13,0) 2 (8,7) 5(21,7)

Total (%) 21 (91,3) 2 (8,7) 23 (100)
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Através dos resultados do teste ndo paramétrico McNemar observou-se que
ndo houve alteracédo significativa das reagcbes de contato aos metais avaliados
(x?=1,0; p>0,05) nos periodos antes e dois meses apés a montagem do aparelho
ortodéntico. Portanto verificou-se que o aparelho ortodéntico ndo apresentou

potencial de sensibilizacdo nos individuos avaliados (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3 - Comparacao dos resultados do teste de contato ao niquel entre os
periodos antes e dois meses apdés a montagem do aparelho

ortodontico.
Teste de Contato - Teste de Contato — Apos Total (%)
Antes Negativo (%) Positivo (%)
Negativo (%) 18 (78,3) 1(4,3) 19 (82,6)
Positivo (%) 0 (0) 4(17,4) 4 (17,4)
Total (%) 18 (78,3) 5(21,7) 23 (100,0)

Tabela 4 - Comparacao dos resultados do teste de contato ao cromo entre
os periodos antes e dois meses apds a montagem do aparelho

ortodéntico.
Teste de Contato - Apos Total (%)
Teste de Contato -  Negativo (%) Positivo (%)
Antes
Negativo (%) 20 (87,0) 2 (8,6) 22 (95,7)
Positivo (%) 1(4,3) 0 (0) 1(4,3)

Total (%) 21 (91,3) 2 (8,6) 23 (100,0)
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Quando se avaliou a prevaléncia de reagdes positivas ao teste de contato
entre os géneros feminino e masculino, os resultados do teste exato de Fisher
mostraram que nao houve associagao significativa entre os resultados positivos do
teste de contato e os géneros para o niquel (x2=2,79; p=0,13) e cromo (x2 =0,96;
p=0,47) apos o tratamento ortoddntico. No entanto todas as reag¢des positivas para

ambos os metais foram observadas em mulheres (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5 - Comparacao dos resultados do teste de contato apos a
montagem do aparelho ortoddntico entre os géneros em
relagdo ao niquel.

Género
Teste de Contato  Masculino (%) Feminino (%) Total (%)
Negativo (%) 7 (100) 11 (68,8) 18 (78,3)
Positivo (%) - 5 (31,3) 5(21,7)
Total (%) 7 (100) 16 (100) 23 (100)

Tabela 6 - Comparagao dos resultados do teste de contato apds o
tratamento ortoddntico entre os géneros em relagéo ao cromo.

Género
Teste de Contato  Masculino (%) Feminino (%) Total (%)
Negativo (%) 7 (100) 14 (87,5) 21(91,3)
Positivo (%) - 2 (12,5) 2(8,7)

Total (%) 7 (100) 16 (100) 23 (100)
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Quando se avaliou a intensidade das reagdes ao teste de contato para os
metais niquel e cromo verificou-se diferenga significativa através da aplicagdo do
teste de Wilcoxon, sendo que o niquel apresentou escores superiores ao cromo

antes da montagem do aparelho ortoddntico (Tabela 7) ( p=0,03).

Tabela 7 - Comparacao dos resultados do teste de contato entre niquel e cromo:
antes da montagem do aparelho ortodéntico, de acordo com os
diferentes escores.

Teste de Contato Cr
Teste de Contato Ni  Escore 0 (%) Escore 1(%) Escore 2 (%) Total (%)

Escore 0 (%) 14 (60,9) 1(4,3) - 15 (65,2)
Escore 1 (%) 4(17,4) - - 4(17,4)
Escore 2 (%) - - 1(4,3) 1(4,3)
Escore 3 (%) 3(13,0) - - 3 (13,0)
Total (%) 21 (91,3) 1(4,3) 1(4,3) 23 (100)

5.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE GENETICA (TESTES GENETICOS)

5.2.1 Ensaio cometa

Dos 23 pacientes que participaram das coletas, foi possivel analisar as
ldminas de seis individuos. Foi detectado um nivel baixo de dano no DNA, como
pode ser verificado pelos valores reduzidos de indice de dano, tanto antes (1,5 %
1,05) quanto apos (2,5 + 3,08) a montagem do aparelho ortoddntico (Tabela 8,
pagina 49). Portanto, a montagem de aparelhos ortoddnticos ndo induziu um
aumento significativo no nivel de danos primarios ao DNA, detectaveis pelo ensaio

cometa.
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Tabela 8 — indice de dano antes e apés 10 dias da montagem do aparelho
ortodéntico na amostra estudada.

Periodos iNDICE DE DANOS

Avaliados Média Desvio padrao N° casos
Antes 1,5 + 1,05 6
10 dias 2,5 + 3,08 6

A Figura 6 mostra células da mucosa bucal nos dois periodos avaliados,

classificadas como grau zero que representaram quase a totalidade dos resultados
encontrados.

A)

Figura 6 — Células da mucosa bucal (aumento de 1000 X) de paciente género
masculino, de 11 anos de idade, com classificacdo classe 0, nos

periodos antes (A) e apés 10 dias (B) da montagem do aparelho
ortodéntico.

5.2.2 Teste de Micronucleos

Foram realizadas laminas dos 23 participantes, sendo possivel a avaliacdo de

20 pacientes. A verificacdo da frequéncia de micronucleos na amostra mostrou que
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houve um aumento significativo dos micronucleos no periodo de 30 dias apos a
montagem do aparelho ortodéntico, dados obtidos através da aplicagdo do teste ndo

paramétrico de Wilcoxon (p=0,04) (Tabela 9).

Tabela 9 - Comparacgao das quantidades de micronucleos nos periodos
antes e 30 dias ap6s a montagem do aparelho ortoddntico.

Quantidade MN Antes 30 dias
N° % N° %
casos casos
0 23 100 15 75,0
1 - - 1 5,0
2 - - 2 10,0
3 - - 2 10,0
Total 23 100 20 100

A Figura 7, na pagina 51, mostra a presenca de micronucleos no periodo de
30 dias apds a montagem do aparelho ortoddntico.



Figura 7 —

Células da mucosa bucal (aumento 1000X) de paciente
do género feminino com 24 anos de idade. A) Antes da
colocacao do aparelho ortoddntico; B) Apés 30 dias da
montagem do aparelho ortodontico. Observar a
presenca de micronucleo (seta).

51
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Nesta pesquisa observou-se a presenca de “broken egg” (Figura 8), apos 30

dias da montagem do aparelho ortodéntico, em trés laminas (5%).

Figura 8 - Presenca de “broken egg” em célula epitelial da mucosa bucal no
periodo de 30 dias apés da montagem do aparelho ortoddntico, em
paciente do género feminino com 16 anos de idade.

5.3 AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE HIPERSENSIBILIDADE A METAIS
(TESTE DE CONTATO) E TOXICIDADE GENETICA (TESTES GENETICOS)

5.3.1 Avaliagao da associacao entre hipersensibilidade a metais (teste de

contato) e teste cometa

Para essa avaliacdo foi considerada a leitura das laminas de seis
participantes. Em relagdo a associagao dos resultados do ensaio cometa (indice de

danos baixo, indicando auséncia de danos no DNA) e do teste de contato apés a
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montagem do aparelho ortodéntico, foi observado que dos pacientes avaliados
apenas 16,6%, mostraram reagdes positivas a ambos os metais (Grafico 1). Dessa
forma, nao foi observada associacao entre a presenca de reacdes positivas no teste

de contato aos metais e aumento de danos no DNA detectados pelo ensaio cometa.

100+
8 754
3 .
S 50-  m— Neg.a.tlva
0 I Positiva
%
[ 25+
-3
I

0

An'tes 10 (ljias An'tes 10 aias
Cromo Niquel

Grafico 1 — Reacgdes de hipersensibilidade na amostra que
foi avaliada através do teste cometa.

5.3.2 Avaliagao da associagcao entre hipersensibilidade a metais (teste de

contato) e testes de micronucleos

A Tabela 10, pagina 54 evidencia que nao houve associagao significativa
entre os resultados do teste de contato ao niquel e a presencga de micronucleos apés
a montagem do aparelho ortoddntico, através do teste de Wilcoxon (x> = 1,67;

p=0,25). Foi considerada para essa avaliagao a leitura de laminas de 20 pacientes.
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Tabela 10 - Teste de contato ao niquel e presenca de micronucleos 30 dias
apos a montagem do aparelho ortodontico.

Micronucleos — 30 dias

Teste de Contato Ausente (%) Presente (%) Total(%)
Negativo (%) 13 (86,7) 3 (60,0) 16 (80,0)
Positivo (%) 2 (13,3) 2 (40,0) 4 (20,0)

Total (%) 15 (100) 5 (100) 20 (100)

Para o metal cromo, observou-se que houve associagdo significativa dos
resultados do teste de contato e presengca de micronucleos apés a montagem do
aparelho ortodontico. Constatou-se que o resultado do teste de contato positivo ao
metal estava associado a presenca de micronucleos, através do teste de Wilcoxon
(x?=6,67; p=0,05) (Tabela 11).

Tabela 11 - Teste de contato do cromo e presencga de micronucleos 30 dias apds
a montagem do aparelho ortodéntico.

Micronucleos — 30 dias

Teste de Contato Ausente (%) Presente (%) Total (%)
Negativo (%) 15 (100) 3 (60,0) 18 (90,0)
Positivo (%) - 2 (40,0) 2 (10,0)

Total (%) 15 (100) 5 (100) 20 (100)
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6 DISCUSSAO

6.1 AVALIACAO DA HIPERSENSIBILIDADE A METAIS (TESTE DE CONTATO)

A verificacdo das reacdes de hipersensibilidade aos metais foi obtida através
do Teste de Contato (Patch Test) que é considerado um meétodo rotineiro e seguro
para avaliagdo de resposta dos tecidos cutdneos (BLANCO DALMAU,;
CARRAQUILLO-ALBERTY; SILVA PARRA, 1984; VALLYSEVI; MADDOX; LI, 1999).

Os resultados do teste de contato podem variar conforme a leitura do teste e
época de sua realizagao, de acordo com a amostra, concentracado do sal, veiculo e
local de aplicagéo do teste (JANSON et al., 1998). Como realizado por Menezes et
al. (2004), procurou-se padronizar ao maximo os procedimentos, como aplicagao e
leitura do teste por um uUnico examinador, em ambiente adequado, mantendo-se
iluminacdo constante, utilizacdo de substdncias do mesmo laboratério, e
recomendacgdes padronizadas aos participantes. Na pesquisa, as avaliagdes foram
realizadas por um médico dermatologista, o que é recomendado e essencial
(GRIMAUDO, 2001; RAHILY; PRICE, 2003), especialmente em relagdo ao niquel,
pois as dermatites alérgicas de contato decorrentes desse metal sdo de dificil
diferenciagao de reagbes toxicas irritativas (SHUSTER et al., 2004). A eleicdo do
braco, como local para aplicacdo do teste de contato, esta de acordo com a
pesquisa de Janson et al. (1998), que afirmam que, ao se utilizar essa area, ha uma
diminui¢cdo na ocorréncia de reacdes com resultados falsos positivos, e que, quando
a regiao das costas € utilizada, sdo observadas, frequentemente, reacdes alérgicas
e irritantes.

A aplicacdo do teste de contato ndo € unanimidade. Alguns autores alegam
que ha possibilidade de apresentarem “falsos positivos” e de sensibilizarem o
paciente (BISHARA; BARRETT; SELIM, 1993; MATASA, 1995). Em contrapartida,
Pimentel e Matta (1998) apontam que a obtencdo de resultados falsos positivos é
verificada quando existe concentragdo elevada ou inadequada da substancia
testada, veiculo impréprio, area da pele lesada ou reagdes a fita adesiva
empregada. Jensen et al. (2002) afirmam que o risco de sensibilizagdo primaria pelo

teste de contato é extremamente baixo.
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A prevaléncia de reacdes positivas ao niquel observada nessa pesquisa foi de
17,4% e 21,7% (Tabelas 1 e 2, pagina 45) nos periodos antes e dois meses apds a
montagem do aparelho, respectivamente. Esses dados concordam com a literatura
que mostra que o niquel € o ion mais comum na etiologia da hipersensibilidade a
metais (JANSON et al, 1998; RAHILY; PRICE, 2003; KALIMO; MATILLA;
KAUTIAINEN, 2004; LEVRINI; LUSVARDI; GENTILE, 2006), provocando mais
reagcdes do que todos os metais combinados (BASS; FINE; CISNEROS, 1993;
LOWEY, 1993). A prevaléncia de hipersensibilidade a esse metal € significativa,
sendo estimada entre 8 a 30% na populacdo em geral (MENNE et al., 1987;
GRIMSDOTTIR; GJERDET; HENSTEN-PETERSEN, 1992; BASS; FINE;
CISNEROS, 1993; JONES et al. 1996; GRIMAUDO, 2001).

O cromo é a segunda causa mais frequente de dermatite de contato (PARK;
SHEARER, 1983). Sendo considerada a forma mais comum na etiologia das
alergias ocupacionais (KANERVA et al., 2000). Na populagéo estudada constatou-se
esse dado, uma vez que esse metal mostrou valores de prevaléncia 4,3% e 8,7%
antes e dois meses apos o tratamento ortoddntico (Tabelas 1 e 2, pagina 45). Os
valores de prevaléncia de reagdes ao cromo encontrados nesse estudo estdo de
acordo com Wataha (2000) que evidenciou que 8% da populagdo em geral é
sensivel a esse metal.

Nesta pesquisa objetivou-se avaliar a influéncia dos aparelhos ortodénticos,
na cavidade bucal, sobre a reacdo de hipersensibilidade aos metais, em dois
momentos: antes e depois da montagem do aparelho fixo.

Foi observado que ndo houve alteragao significativa das rea¢des de contato
para o niquel e cromo no periodo antes e dois meses apés a montagem do aparelho
(Tabelas 3 e 4, pagina 46). Assim, constatou-se que o aparelho ortodéntico nao
sensibilizou os pacientes, concordando com achados da literatura (LENZA et al.,
1993, 1997; BASS; FINE; CISNEROS, 1993; JANSON et al., 1998; KERUSUO et al.,
1996; MENEZES et al., 2004, SAGLAN; BAYSAL; CEYLAN, 2004).

A utilizagdo de aparelhos ortoddnticos tem sido associada a algumas reagdes
de hipersensibilidade. O Quadro 2 mostra casos clinicos relacionados a essas

reagoes.
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Género, Aparelho Localizagao Sinais e
Autores idade do utilizado da lesao sintomas
paciente
Coutns et al. Feminino, Barra Mucosa bucal Hipertrofia
(2002) 11 anos transpalatina gengival
Mancusso, Feminino, Aparelho Regiao Dermatite nas
Berdondini 13 anos removivel — periorbital palpebras e
(2002) aco inoxidavel conjuntivite
De Silva, Masculino, Aparelho fixo | Regido bucal, Eczemas
Doherty 12 anos — niquel titanio | orbital e couro | peribucais,
(2000) cabeludo perda de
cabelo
Menezes et al. Feminino, Aparelho Pescoco Urticaria,
(1997) 27 anos extrabucal irritacéo e
vesiculas
Kerusuo, Masculino, Aparelho Labios Vesiculas
Kanerva 14 anos extrabucal
(1997)
Waheidi Masculino, Aparelho fixo Labios e Queimacgao e
(1995) 14 anos — niquel mucosa bucal | ulceracbes
Titanio
Bishara Feminino, Contencdo | Mucosa bucal Irritacao e
(1995) 12 anos com solda - bochechas inflamacéao

Quadro 2 - Representagao de alguns trabalhos que mostraram casos clinicos de
reacdes de hipersensibilidade aos aparelhos ortodénticos.

Na avaliagdo da intensidade das reacbes, verificou-se que o niquel
apresentou escores superiores ao cromo antes da montagem do aparelho
ortodéntico (Tabela 7, pagina 48). Esses achados concordam com autores como
Matasa (1995), Menezes et al. (2004) que afirmam que varios metais podem

provocar reagdes de hipersensibilidade, mas nenhum pode ser comparado ao niquel
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em relagcédo a extensao e gravidade dos problemas causados. Menezes et al. (2004)
verificaram que o niquel foi a unica substancia capaz de causar respostas severas
em comparagao a outros metais que também provocaram reagao positiva (cromo e
magneésio).

Em relacdo a frequéncia de reagdes positivas nos géneros feminino e
masculino, os dados estatisticos mostraram que ndo houve associagéo significativa
entre os resultados positivos do teste de contato ao antigeno niquel. Esse fato
provavelmente decorreu do numero reduzido da amostra, uma vez que dos 40
individuos que concordaram em participar da pesquisa, apenas 16 mulheres e 7
homens realizaram de maneira integral as etapas do teste de contato. No entanto,
constatou-se que todos os casos de reagdes positivas (100%) ocorreram em
mulheres. A literatura evidencia esses achados mostrando que a prevaléncia é
superior no género feminino (BLANCO DALMAU; CARRAQUILLO-ALBERTY; SILVA
PARRA, 1984; JONES et al. 1996; NIELSEN; MENNE, 1993; KERUSUO et al.,
1996; JANSON et al., 1998; GRIMAUDO, 2001; NIELSEN et al., 2002; KALIMO;
MATILLA; KAUTIAINEN, 2004; MENEZES et al, 2004; SAGLAN; BAYSAL;
CEYLAN, 2004).

Quando se compararam as reacdes de hipersensibilidade ao cromo entre os
géneros, observou-se que todos os individuos sensiveis foram do género feminino,
apesar de nao ter sido verificada associagao estatistica significativa, provavelmente
em funcdo do numero reduzido da amostra. Esses achados discordam de Kanerva
et al. (2000) e Menezes et al. (2004), que encontraram uma maior prevaléncia de

reagdes positivas ao cromo em individuos do género masculino.

6.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE GENETICA (TESTES GENETICOS)

Sabe-se que os aparelhos ortodénticos, quando presentes na cavidade bucal,
demonstram a capacidade de liberacdo de ions metalicos através do processo
corrosivo (WATAHA, 1995). A esses elementos tem-se atribuido agédo de
mediadores nas respostas mutagénicas e carcinogénicas (CURRENTS
CONFERENCES, 1984; OLLER; COSTA; OBERDORSTER, 1997; NOVELLI et al.,
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1998; WATAHA, 2000; DAYAN; PAINE, 2001; BURGAZ et al., 2002; ZORODDU et
al. 2002).

A presente pesquisa avaliou a toxicidade genética dos aparelhos ortoddnticos
constituidos de aco inoxidavel, por meio do emprego do ensaio cometa e do teste de

micronucleos.

6.2.1 Ensaio cometa

A técnica de aplicagdo do teste cometa seguiu o protocolo padrao utilizado
pelo Laboratério de Radiobiologia Molecular do Centro de Biotecnologia do Estado
do Rio Grande do Sul conforme preconizado por Franke et al. (2005) (Anexo C).
Empregou-se a coloragdo com prata que apresenta as seguintes vantagens em
relagdo a coloragao tradicional com agentes fluorescentes: reducdo de risco a
contaminagdo por nado necessitar o uso de brometo de etideo (carcindgeno),
reducdo do custo e aumento da nitidez da analise por dispensar a necessidade do
uso de microscopia de fluorescéncia e aumento da confiabilidade das analises por
permitir que as laminas sejam armazenadas por longos periodos para conferéncia
dos resultados. Para avaliacdo dos resultados utilizou-se a classificacdo visual das
células em diferentes classes (Figura 4, pagina 42) e aplicagao da formula do indice
de dano, que sao consideradas maneiras eficientes e rapidas para verificacdo de
danos verificados pelo ensaio cometa (SPEIT; HARTMANN, 1999).

Foram realizadas |aminas das células do epitélio bucal dos 23 participantes
da pesquisa. No entanto, as células de apenas seis pacientes puderam ser
avaliadas. As laminas dos demais pacientes nao estavam satisfatorias,
provavelmente em decorréncia do protocolo de preparo empregado, que foi o
protocolo padrdo para linfécitos. A aplicacdo do ensaio cometa em células da
mucosa bucal foi publicada (SZETO et al., 2005) quando ja tinham sido iniciados os
experimentos.

A segunda coleta de células, realizada no periodo de dez dias apds a
montagem do aparelho ortodéntico, justifica-se pelo fato de que o emprego desse
teste estd vinculado a uma necessidade de tempo de exposi¢ado curto ao agente
nocivo (SPEIT; HARTMANN, 1999; SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).
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Existem poucos estudos na Odontologia com a utilizagdo de ensaio cometa
(LI; DUNIPACE; STOOKEY, 1988). Ha uma maior aplicacdo desse teste em
populagdes expostas ocupacionalmente a agentes mutagénicos (WATAHA, 2000;
DANADEVI et al.,, 2004; VALKO; MORRIS; CRONIN, 2005). Nesta pesquisa
empregou-se 0 ensaio cometa em pacientes ortoddnticos, sendo que a tendéncia
dos resultados do teste desses seis casos (Tabela 8, pagina 49) mostrou que os
aparelhos ortodénticos fixos ndo induziram aumento no nivel de danos reparaveis no
DNA (valores médios de 1,5 e de 2,5, nos periodos antes e 10 dias apds a
montagem do aparelho). Entretanto esses dados devem ser analisados com cautela,
em fungc&do do numero reduzido da amostra. Faccioni et al. (2003), quando aplicaram
0 ensaio cometa em 55 pacientes ortodbénticos e 30 pacientes-controle, verificaram
que os ions metalicos constituintes dos aparelhos ortoddnticos (niquel e cobalto)
podem produzir quebras no DNA em células da mucosa bucal. Dessa forma, sugere-
se que mais pesquisas, com numero maior de amostras, e com utilizagdo do

protocolo do ensaio cometa em células da mucosa bucal sejam realizadas.

6.2.2 Teste de microntcleos

A técnica do teste de micronucleos empregada seguiu o protocolo de Titenko-
Holland, Moore e Smith (1994) (Anexo D), que € amplamente utilizado e reconhecido
internacionalmente. Foram realizadas trés laminas para cada paciente, com o
objetivo de possibilitar a leitura de 1000 células de cada participante, o que esta de
acordo com as recomendacgdes do protocolo adotado. Dos 23 participantes, 20
puderam ter a contagem de 1000 células em suas amostras. Os trés pacientes que
nao foram incluidos na analise ndo apresentaram numero suficiente de células
(1000).

Esse teste encontra ampla utilizagdo em células de linfécitos (SALVADORI;
RIBEIRO; FENECH, 2003). No entanto, quando o tecido estudado € o epitelial, a
técnica de micronucleos apresenta vantagens sobre o emprego em linfécitos, uma
vez que as células do tecido alvo podem ser diretamente estudadas e a coleta ndo é
invasiva. Além disso, Stich, Curtis e Parrida (1982); Sarto et al. (1987) e Bloching et
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al. (2000) afirmam que a analise de micronucleos em células da mucosa bucal
apresenta suficiente validade e sensibilidade.

O periodo de coleta das células epiteliais, além da anterior ao aparelho, foi de
aproximadamente 30 dias apds a montagem do aparelho ortodéntico, em
decorréncia do aparecimento de micronucleos ser detectado apds a diviséo celular e
a um tempo de exposicdo ao agente nocivo mediano (SILVA; ERDTMANN;
HENRIQUES, 2003).

Quando se avaliou a freqiéncia de micronucleos, observou-se um aumento
de células micronucleadas no periodo de 30 dias apds a montagem dos aparelhos
ortodénticos. Em um caso houve a presenga de um micronucleo, ja o0 aumento na
quantidade de micronucleos (dois a trés) foi observado em quatro casos (Tabela 9,
pagina 50). Esses dados poderiam ser indicativos do papel dos aparelhos
ortodonticos como agentes indutores de danos cromossémicos. No entanto, é
necessario que mais pesquisas sejam realizadas para confirmar esse potencial.
Uma avaliacdo controlada e a longo prazo dos pacientes ortodonticos, € uma
maneira valida de verificar esse efeito.

Embora a técnica de micronucleos seja uma maneira aceita
internacionalmente para avaliagdo de danos genéticos (FENECH, 2000; RIBEIRO,
2003; SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003), ainda nao existem trabalhos com
aplicacao dessa técnica em pacientes ortodonticos. O emprego desse teste foi
observado em técnicos de laboratérios odontolégicos a fim de avaliar a
genotoxicidade dos elementos metalicos nas células nasais esfoliadas e nos
linfocitos desses individuos (BURGAZ et al., 2002).

Uma vantagem do teste de micronucleos é que essa técnica permite analisar,
na mesma preparacido, além da presenca de micronucleos, anomalias celulares
como o “broken egg”, que é descrito como uma forma nuclear bastante anémala, da
qual ndo se sabe a origem ou significado (BOHRER, 2003; SILVA; ERDTMANN;
HENRIQUES, 2003). A presenca dessa alteragao pode estar ligada a carcinogénese
(BOHRER, 2003). No entanto, Bohrer et al. (2005) observaram uma associagao
dessa estrutura com presenca de mucosa saudavel. Nesta pesquisa observou-se a
presenca de “broken egg’ apenas apos 30 dias da montagem do aparelho
ortodéntico, em poucas laminas (2%) (Figura 8, pagina 52), o que estd em
desacordo com a literatura que afirma que essa estrutura é observada com grande

frequéncia em esfregagos da mucosa bucal (BOHRER et al., 2005).
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O uso concomitante do ensaio cometa e do teste de micronucleos para
avaliacao de danos genéticos é extremamente recomendado, uma vez que esses
testes apresentam caracteristicas complementares e singulares indicando danos
especificos no DNA (SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003). Observa-se que o
emprego simultaneo de ambos os testes n&o € encontrado em pesquisas ligadas a
Ortodontia. Em contrapartida, verifica-se a aplicagéo de testes in vitro (teste de troca
de cromatides irmas e aberragdes cromossdmicas e teste de Ames) na avaliagao da
mutagenicidade e genotoxicidade de materiais ortodénticos como as ligas de ago
inoxidaveis convencionais e livres de niquel (MONTANARO et al., 2005).

Quando se avaliaram os resultados dos dois testes (Tabela 8, pagina 49 e
Tabela 9, pagina 50), observou-se que o ensaio cometa apresentou resultados
negativos em relagdo a presenca de danos reparaveis no DNA, no entanto o teste
de micronucleos mostrou presenca de possiveis injurias que permanecem apos O
ciclo mitético. Assim, sugere-se um acompanhamento desses pacientes a longo
prazo, a fim de avaliar os danos cromossémicos observados nessa populacgao.

Eliades et al. (2004) afirmam que n&o ha um consenso em relagcdo as
propriedades biologicas das substancias liberadas pelos aparelhos ortodénticos,
assertiva que foi evidenciada neste estudo. Dessa forma, € necessario que mais
pesquisas na area da genotoxicidade dos materiais ortoddnticos sejam realizadas, o

que é importante para a avaliagao da biocompatibilidade desses materiais na clinica.

6.3 AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE HIPERSENSIBILIDADE A METAIS
(TESTE DE CONTATO) E TOXICIDADE GENETICA (TESTES GENETICOS)

Outro ponto abordado na pesquisa foi a associagdo das reagdes alérgicas
com a presencga de danos genéticos. Foi observado que os pacientes sensiveis ao
cromo mostraram presenga de micronucleos apdés a montagem do aparelho
ortodontico (Tabela 11, pagina 54). A carcinogenicidade do cromo é bastante
caracterizada e associada a formagcao de pontes DNA—proteina, DNA-DNA quando
em comparagao ao niquel (VALKO; MORRIS; CRONIN, 2005). De outra maneira,

quando se avaliou a presenca de danos genéticos reparaveis através do ensaio
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cometa nos pacientes sensiveis aos metais, ndo foram observadas alteragdes
(Grafico 1, pagina 53). Parece que o aumento de danos no DNA pode ter alguma
relacdo com a resposta de hipersensibilidade; e, mais, que os aparelhos
ortodénticos podem disparar esses danos. No entanto deve-se considerar que o
numero da amostra reduzido, faz que se interpretem esses dados com cautela.
Embora os danos sejam reduzidos, estudos adicionais sdo necessarios, tanto de
natureza experimental quanto de base epidemiolégica. A existéncia de poucos
dados e a controvérsia sobre o tema da literatura, somados ao risco dos metais,
devem ser enfocados no futuro. Deve-se, por outro lado, observar a limitagdo dos
estudos e das possiveis variaveis interferentes nos resultados. Talvez o risco seja
maior para os hipersensiveis, que, como se sabe pela sua caracteristica
hiperinflamatoria, ja sofrem com outras substancias. Pode ser também que outros
agentes associados a terapia ortoddntica sejam responsaveis pelas alteragdes,
como as resinas e os materiais elasticos que sdo, muitas vezes, confeccionados a
base de derivados do petroleo, e, portanto, ricos em hidrocarbonetos, poderosos

agentes mutagénicos.

6.4 CONSIDERAGOES

Conforme se observou anteriormente, as reacdes de hipersensibilidade sao
passiveis de ocorrer durante a terapia ortoddntica. A melhor maneira de evita-las é
tomar medidas preventivas, como a realizacdo de uma anamnese criteriosa com
perguntas referentes a historia prévia de alergias (JANSON et al., 1998; SAGLAM,;
BAYSAL; CEYLAN, 2004). Quando o paciente apresentar histéria prévia de alergia a
metais recomenda-se a utilizacdo de materiais metalicos livres de niquel (RAHILY;
PRICE, 2003) ou emprego de braquetes estéticos confeccionados com ceramica ou
policarbonato. No entanto, quando n&o for detectada a hipersensibilidade aos metais
previamente ao tratamento e houver a presenca de reacdes, recomenda-se a
realizacédo de teste de contato com um dermatologista a fim de verificar a causa das
reacdes alérgicas (SCHUSTER et al., 2004). Quando se observar relagdo com o0s
elementos do aparelho ortodéntico, recomenda-se a substituicdo da aparelhagem

por um material que seja indcuo a saude desse paciente, como materiais livres de
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niquel ou estéticos, associado ao acompanhamento do caso pelo dermatologista
responsavel.

A questdo da toxicidade genética relacionada ao uso de aparelhos
ortodénticos € um tema extremamente relevante dados os possiveis efeitos no
organismo, de ser um topico de recente estudo na Ortodontia e que necessita de
muito critério na interpretacédo de seus dados.

Nesta pesquisa, o aumento verificado de células micronucleadas apés a
montagem de aparelhos ortoddnticos sugere que essa amostra seja acompanhada
por um longo prazo a fim de monitorar a saude dos pacientes, visto que a presencga
de micronucleos pode estar associada a alteragdes celulares (SILVA; ERDTMANN;
HENRIQUES, 2003). Os dados provenientes do ensaio cometa devem ser
interpretados com cautela, em fungdo do numero reduzido de amostra, decorrente
de limitagdes laboratoriais e por ser uma pesquisa pioneira na linha de pesquisa de
biocompatibilidade dos materiais no Curso de Mestrado em Ortodontia da PUCRS.
Recomenda-se a aplicagdo dos testes empregados nesta pesquisa em amostras
maiores, a fim de se obter dados mais conclusivos em relacdo aos efeitos

genotdxicos dos materiais ortoddnticos.
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7 CONCLUSOES

7.1 Avaliagao da hipersensibilidade a metais (teste de contato)

O niquel foi o metal que apresentou mais reacdes positivas ao teste de
contato nos periodos antes e dois meses apos a montagem do aparelho
ortoddntico fixo e com maior intensidade.

N&o houve alteragcdo significativa das reagdes de contato para o niquel e
cromo entre os dois periodos avaliados. Portanto, o aparelho ortodontico ndao

provocou reacdes de hipersensibilidade nos pacientes avaliados.

Nao houve associagao significativa entre os géneros feminino e masculino e
os resultados positivos do teste de contato aos dois metais avaliados. No

entanto, todos os casos de reacdes positivas foram verificados em mulheres.

7.2 Avaliagao da toxicidade genética (testes genéticos)

Observou-se um incremento no nivel de dano primario do DNA, através do
ensaio cometa, embora ndo significativamente, 10 dias apés a montagem do

aparelho ortodontico.

A frequéncia de micronucleos aumentou significativamente 30 dias apos a

montagem do aparelho ortoddntico.
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7.3 Avaliagdo da associagao entre hipersensibilidade a metais (teste de

contato) e toxicidade genética (testes genéticos)

Resultados positivos do teste de contato ao cromo estiveram associados a
presencga de micronucleos 30 dias apds a montagem do aparelho ortodéntico.

Para o niquel nao foi observada essa associacgao.

Como todos os pacientes apresentaram baixos niveis de danos primarios ao
DNA, detectados pelo ensaio cometa, ndo se observou associagdo entre esse

teste e o teste de contato.
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APENDICE A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisa: Avaliacao de hipersensibilidade a metais e toxicidade genética
associadas ao uso de aparelhos ortodonticos fixos.

I. Objetivos e justificativa da pesquisa:

Atualmente, muito tem-se pesquisado em relacdo aos efeitos biologicos dos
aparelhos ortodénticos. Alguns estudos mostram que os componentes dos
aparelhos ortoddnticos podem causar alergia, assim como podem estar relacionados
a determinados efeitos nas células humanas. A presente pesquisa tem, como
objetivo verificar os efeitos no material genético de células da mucosa bucal e
realizar teste de contato para verificagdo de alergia a determinados metais antes e
apods a colocacao de aparelhos ortodénticos.

Il. Procedimentos a serem utilizados:

A pesquisa sera realizada através de:

Testes de contato com metais cromo (bicromato de potassio) e niquel (sulfato de
niquel) na regidao do antebrago: o exame sera realizado por um médico especialista
em Dermatologia antes e apds a colocagao do aparelho ortodéntico.

Coletas de células da mucosa bucal: essas células serdao coletadas com auxilio de
uma escova interdental que sera aplicada na bochecha de cada participante. As
coletas serao realizadas antes e apds (dez dias e um més) a colocagao do aparelho
ortodontico.

lll. Os desconfortos ou riscos esperados

A aplicagédo do teste de contato mostrara o risco do participante ser sensivel aos
metais aplicados, nesse caso o individuo recebera devidas orientacdes médicas. Na
coleta de células da mucosa bucal, os desconfortos que poderédo existir sera em
relagdo a escovacgao da bochecha, que sera minima. As escovas utilizadas serao de
uso exclusivo de cada paciente e descartadas apds o uso, evitando qualquer risco
de contaminacao.

IV. Os beneficios que se podem obter

A partir dos resultados dessa pesquisa, podera ser verificado se o paciente é
sensivel a alguma substancia componente do aparelho ortodéntico. Esse fato é
importante, pois, se o individuo for sensivel a um dos metais testados, deve ser
sugerida a troca de componentes do aparelho. Além dos testes de contato, sera
avaliado o material genético das células da mucosa bucal durante a utilizagdo do
aparelho ortoddntico.

V. Garantia de resposta a qualquer pergunta

Qualquer duvida em relacdo a pesquisa estamos inteiramente disponiveis a
questionamentos, nesse caso entrar em contato com a Dra. Graziela Henriques
Westphalen ao telefone: 8424 7276.

VI. Liberdade de abandonar a pesquisa sem prejuizo para si
Caso desejar abandonar a pesquisa, ndo havera qualquer prejuizo ao participante
ou modificagdes no tratamento realizado.
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VIl. Garantia de privacidade

Ressaltamos, também, que a concordancia em participar desse estudo nido implica
necessariamente em qualquer modificagao no tratamento que ja esta sendo feito. Da
mesma forma, a ndo concordancia em participar desse estudo nao ira alterar de
nenhuma maneira o tratamento ja estabelecido.

VIIl. Compromisso com informagao atualizada do estudo
Os resultados da pesquisa serdo transmitidos de forma atualizada aos participantes
e meios cientificos.

IX. Disponibilidade de tratamento médico

Nos casos verificados de sensibilidade a metais, serdo tomadas medidas para
substituicdo da aparelhagem ortodéntica, assim como tratamento especifico
realizado pelo médico dermatologista.

X. Garantia de que custos adicionais serao absorvidos pelo orcamento da
pesquisa

BU, (paciente ou responsavel) fui informado dos
objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada. Recebi informagao a
respeito do tratamento recebido e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informacdes e modificar minha decisdo se assim eu
o desejar. A Dr®. Graziela Westphalen certificou-me de que todos os dados
referentes aos exames realizados serdo confidenciais, bem como o respectivo
tratamento ndo sera modificado em razdo desse estudo, e terei liberdade de nao
mais retirar consentir em participar da pesquisa, face a essas informacoes.

Fui informado que ndo existirdo danos a minha saude causados diretamente pela
pesquisa. Também sei que, caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos
pelo orcamento da pesquisa.

Caso tiverem novas perguntas sobre este estudo, posso chamar Graziela Henriques
Westphalen ao telefone (51) 8424 7276 para qualquer pergunta sobre os meus
direitos como participante deste estudo ou se penso que fui prejudicado pela minha
participagcéo, posso chamar Dra. Luciane Menezes (51) 3320 3538.

Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

Assinatura do Paciente

Nome do Paciente
R S

Assinatura do Pesquisador

Nome do Pesquisador

_

Este formulario foi lido para
(nome do paciente) em / / (data) pelo

(nome do pesquisador) enquanto eu estava presente.
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APENDICE B

QUESTIONARIO DE SAUDE

Nome:

HISTORIA PESSOAL
Data de hoje:
Idade:_ Data de nascimento:
Sexo: () Feminino ( ) Masculino

HISTORIA DE FUMO

Vocé fuma? SIM  NAO

Se SIM:

Ha quanto tempo vocé fuma?

Quantas carteiras vocé fuma por dia?  Menos de 1/2 carteira "2 - 1 carteira
mais de uma carteira

HISTORIA DE ALCOOL
Vocé toma bebidas alcodlicas? nunca devezemquando sempre

Quantidade:

HABITOS DIETETICOS
Quantas frutas vocé come por dia? Nenhuma, 1a2, 3oumais
Quanta salada vocé come nas refeicdes? Nenhuma, 1/6 do prato, 1/4 do prato
ou mais
Quantos pedacgos de carne vocé come por dia? Nenhum, 1a2, maisde dois
Marque abaixo quais os alimentos que vocé consome diariamente:

Bolachas recheadas Salgadinhos Batatas fritas Sorvetes

HISTORIA GENETICA
Vocé é portador de defeito de nascimento ou de outra desordem genética ou doenga
inerente que afetou seus pais, irmaos ou filhos? SIM  NAO

Se SIM, favor especificar:

DOENCAS
Outro tipo de doenca:

DOENGCAS NA CAVIDADE BUCAL
Outro tipo de doenga:
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HISTORIA DE EXPOSIGAO
Vocé foi exposto a algum dos elementos quimicos (amianto, radiagao, produtos do
carvao, pesticidas, herbicidas, produtos do petrdleo, tinturas, solventes, outros
quimicos)? (se positivo, responda as seguintes questdes abaixo)
* Quando vocé foi exposto pela primeira vez? (més e ano)
* Quando foi a ultima exposi¢cao? (més e ano)

Por quanto tempo em termos de dias, meses ou anos no total vocé tem sido
exposto?

HISTORIA REFERENTE A PELE

Dermatite de contato: SIM  NAO
Dermatite atopica: SIM  NAO
Urticaria: SIM  NAO
Angioedema: SIM NAO
Outros:

Uso de brincos: SIM NAO Ha quanto tempo?
Uso de piercing: SIM NAO Ha quanto tempo?
Uso de cosméticos: SIM  NAO H4& quanto tempo?
Observacdes:

OBS.:




APENDICE C

TESTE DE CONTATO
(DERMATOLOGIA/ORTODONTIA)

EXAME
DATA:
HORA:
LOCAL:
FONE:
RETORNO
DATA:
HORA:
OBSERVAGOES

O teste de contato sera realizado no antebraco.
Sugere-se 0 uso de roupa que facilite o acesso a
essa regido.

RECOMENDAGOES
Apds 0 exame, ndo molhar a regiao do teste.
Evitar exercicios fisicos e outras situagdes que
favoregcam a transpiracao.
TELEFONE PARA CONTATO
Graziela (51) 8424 7276
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ANEXO A

Dental Morelli Ltda.

Ficha de Seguranca — FISPQ / Ficha de Datos de Sec

Identificagao do Produto

1. ldentificagao da substancia/preparagdo e da
sociedade/empresa,

1.1- Identificag@o da substancia/preparagao
Produtos de ago inoxidavel austenitico ligados ao Cr-Ni ou ac Cr-Ni e
Mo.
Podem ser fornecidos na forma de fios ou fitas.
Braquetes, bandas, tubos e dispositivos feitos de fitas e fios para
ortodontia

1.2- Identificagao da sociedade/empresa.
Dental Morelli Ltda
Alameda Jundiai. 230 / 250
Jardim Saira
CEP 18085-090 — Sorocaba — Sao Paulo — Brasil
Responsave! Técnico: Eng. Roger Morell
Telefone de emergéncia desta empresa efou de um responsavel de
acordo com o Artigo 12 do Diretivo 88/379/EEC:
No Brasil:
+55-15-0800-12-14-55
+55-15-3238-8200
Na Europa:
EUROPEAN REPRESENTATIVE
Nuno Flores
Al Bonifacio Lazaro Lozano, 3 - Piso 0 - C
2780-125 Qeiras - Portugal
infumorelli@euroconexag.com
Tel. +351 214439292 / Fax +351 214439294
Nos Estados Unidos da América:
Sr. Yesid Arias Urrea
armsintibellsgsth.net

Telefone: 1-954 3499046
2. Composigao/informagao sobre os componentes;
Produtos em agos inoxidaveis tipo 302, 303. 304, 304L e 304V:
Cr17.0-20,0%
Ni: 8,0 - 10,5%
Mo: max. §.60%
Produtos em ago 316 e 316L
Cr: 16,0 --18.0%

Identificacion del Producto

1. Identificacién de |a sustancia o preparadc
G empresa,

1.1- ldentificacion de la sustancia o preparadc
Productos en acero inoxidable aleados con Cr-Ni o
Pueden ser suministrados en ia forma de alambres
Braguetes, bandas, tubes y dispositivos feitos de al
para ortodoncia

1.2- Identificacion de la sociedad o empresa;
Dental Morelli Ltda.
Alameda Jundiai, 230 / 250
Jardim Saira
CEP 18085-090 — Sorocaba — Sao Paulo - Brasil.
Responsable Técnico: Eng. Roger Morelli
Teléfono de emergencia de la empresa o responsal
articulo 12 del Directivo 88/379/EEC.
En Brasil:
+55 (15) 0800-141255
+55 (15) 3238-8200
En Europa:
EUROPEAN REPRESENTATIVE
Nuno Flores
Al. Bonifacio Lazaro Lozano, 3 - Piso0-C
2780-125 Qeiras — Portugal
info mersli@euroconexag.com
Tel. +351 214439292 / Fax +351 214439294
En los EE.UU.
Sr Yesid Arias Urrea
arasint@mbelsouth net

Teléfono: 1-954 3499046

2. Composicién/informacion sobre los comp
Productos em aceros inoxidables tipo 302, 303, 30¢
Cr: 17,0 - 20.0%

Ni: 8,0 - 10.5%

Mo: max. 0.60%

Preductos en acero 316 e 316L
Cr16.0-18.0%
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ANEXO B

Assunto: Informacgdes de brackets

Para: "Graziela Henriques Westphalen" <grazihw@yahoo.com.br>
De: emalves@mmm.com #Adicionar endereco
Data: Thu, 19 Oct 2006 09:37:30 -0300

Prezada Dra Graziela
Segue abaixo a composig¢ao do ago do Dyna-Lock:

Aco 17-4:
.07% max Carbon, 1.0% max Manganese, 1.0% max Silicon, 15.5-17.5%
Chromium, 3-5% Nickel, 3-5% Copper, 0.15-0.45% Niobium + Tantalum

Atenciosamente

Elizandro Monteoliva Alves
Marketing - 3M Unitek
emalves@3m.com

Tel: + 55 19 3838-6754
Cel: +55 19 9266 8739
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ANEXO C

Preparacao das laminas para o ensaio cometa

Material:

Laminas pré-cobertas, laminulas (27 x 50 mm), agarose LMP (0,7 %),
micropipetadores e ponteiras, micro-tubos (eppendorfs) (1,5-2 mL) e banho-maria
(37° C).

Procedimento:

1. Derreter uma aliquota de agarose LMP e incubar em banho-maria a 37°C. E
importante ndo utilizar a agarose LMP antes que a temperatura esteja
estabilizada a 37°C, para nao danificar as células.

2. Aliquotar 5-10 uL da suspenséo celular (10.000 células) em um eppendorf.

3. Adicionar 90-95 pL de agarose LMP sobre a aliquota de suspensao celular e
misturar.

4. Adicionar, rapidamente, a mistura sobre uma lamina pré-coberta; e,
imediatamente, cobrir com uma laminula.

5. Manter as laminas a 4°C até que o gel se solidifique (5 minutos
aproximadamente).

Observagéao: as laminas devem ser identificadas a lapis na extremidade fosca.
Os cédigos utilizados nao devem permitir ao analisador reconhecer a amostra
contida na lamina, para evitar interferéncia no resultado do teste.

Lise

Material:

Tampao de lise (uso) gelado (89 mL de solucao de lise estoque, 10 ml de DMSO
e 1 ml de Triton 100, mantida em geladeira por pelo menos 1 h antes do uso);
cubetas de vidro (100 ml) cobertas com papel laminado.

Procedimento:

1. Remover as laminulas cuidadosamente.

2. Imergir as laminas em tampao de lise gelado.

3. Manter as laminas nesta solugcdo por no minimo 1 hora

Observacao: as laminas podem ser mantidas na solucéo de lise por tempos mais
longos (até 4 semanas). Contudo, o resultado do teste pode variar em fung¢éo da
difusdo do DNA na lamina.

Portanto, recomenda-utilizar um tempo similar em solugéo de lise para as
laminas de um mesmo teste.

Desnaturacgao e eletroforese

Material:

Gelo, cuba de eletroforese horizontal, tamp&o de eletroforese (uso) gelado (30 ml
de solucdo A e 5 mL de Solugao B para cada L de H,O destilada, mantidas em
geladeira por pelo menos 1h antes do uso), fonte de eletroforese (25 V, 300 mA).
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Procedimento:

1. Dispor a cuba de eletroforese em um recipiente contendo gelo.

2. Retirar as laminas da solugdo de lise, uma a uma, removendo com papel
toalha o excesso de solucdo da parte de baixo das laminas e dispé-las,
imediatamente, na cuba de eletroforese. As laminas podem ser lavadas com H,0
destilada ou PBS antes de serem dispostas na cuba de eletroforese.

3. Ligar os fios da fonte na cuba, de modo que a identificagdo das Iaminas fique
direcionada para o pélo positivo (catodo).

4. Adicionar o tamp&o de eletroforese gelado até um nivel de 2 mm acima da
superficie das laminas; e aguardar 20-60 minutos para desnaturar o DNA. O
tempo de desnaturacdo utilizada em nosso laboratério para estudos de
genotoxicidade em humanos e camundongos é de 20 minutos.

5. Ajustar a fonte de eletroforese para 20-60 minutos, 250-300 mA e 0,7-1 V por
cm (voltagem dividida pela distancia em cm entre os dois eletrodos). A condigao
de eletroforese utilizada em nosso laboratorio para a detecgado de genotoxicidade
em células sanguineas de camundongos e de humanos é de 15 ou 20 minutos,
300 mA e 0,97 Vicm.

6. Submeter as laminas a eletroforese.

7. Retirar tampé&o de eletroforese se a voltagem estiver menor que a programada.
Acrescentar tampao de eletroforese se a amperagem estiver menor que a
programada. Ajustar a voltagem e a amperagem apenas no inicio da
eletroforese.

Observacao: a eletroforese deve ser conduzida em um ambiente de temperatura
controlada.

Manter a temperatura da solugdo de eletroforese constante ao longo de um
mesmo teste.

Neutralizagao

Material: solucdo de neutralizagdo (Tris 0,4, pH 7,5) e bandejas.

Procedimento:

1. Retirar as laminas da cuba de eletroforese, removendo o excesso de tampéo;
e dispor as laminas sobre uma bandeja.

2. Adicionar o tampao de neutralizagdo até cobrir a superficies das laminas; e
esperar 5 minutos.

3. Escorrer o tampéo e repetir o processo por mais 2 vezes.

Observacéao: todo o procedimento, desde a preparacao da suspensao celular até
o fim da eletroforese, deve ser executado no escuro ou sob lampada de cor
amarela ou vermelha de baixa intensidade, para evitar fotdlise e dano ao DNA
das células.

Protocolo de coloragao com nitrato de prata

Material:

Cubetas forradas com papel aluminio; bandejas.

Reagentes:

Solugéo fixadora Para 11: Acido tricloroacético (téxico) 150 g;

Sulfato de zinco heptahidratado 50 g;

Glicerina 50 ml;

Solugédo A (coloragéo) para 11: Carbonato de sédio (toxico) 50 g;

Solucédo B (coloragao) para 0,5 I: Nitrato de aménio (tdxico) 0,5 g;

Nitrato de prata (t6xico) 0,5 g;
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Acido tungstosilicico 1,25 g;

Formaldeido (cancerigeno) 0,75 ml; e Solugéo de coloragao

A solucgao corante deve ser preparada imediatamente antes do uso em capela de
exaustdo e protegida da luz.

Solucao de parada para 11: Acido acético 10 ml

Procedimento

Ao término da neutralizacao, deve-se fixar e corar as laminas.

Fixacao

1. Lavar as laminas 2 vezes com agua destilada ou deionizada em bandeja.

2. Secar por 1%2-2 h a 37°C (por 5 h ou mais a temperatura ambiente).

3. Transferir as laminas para uma cubeta e adicionar solugao fixadora; aguardar
10 minutos.

4. Remover a solucdo fixadora da cubeta. A solugdo fixadora pode ser
reaproveitada varias vezes.

5. Lavar cuidadosamente as laminas 3 vezes com agua destilada ou deionizada,
na cubeta.

6. Transferir as laminas para uma bandeja e deixar por 1%2-2 h a 37°C (por 5 h ou
mais a temperatura ambiente). As [daminas podem ser secas na cubeta, embora a
secagem seja mais lenta. E importante observar se as laminas estdo
completamente secas antes de iniciar a coloragao.

Coloragao

1. Transferir as laminas para uma cubeta forrada com papel aluminio.

2. Reidratar as laminas por 5 minutos com agua destilada ou deionizada.

3. Remover a H,0 destilada da cubeta e adicionar a solu¢ao de coloragao, no
escuro e em capela de exaustao.

4. Incubar a solucdo de coloragcdo por 35 min, no escuro. Melhores resultados
sdo obtidos quando a cubeta contendo as laminas € mantida sob agitagdo a
37°C.

5. Descartar a solugdo de coloragdo e lavar as laminas 3 vezes com agua
destilada ou deionizada, na cubeta.

6. Adicionar cuidadosamente a solucédo de parada e incubar por 5 min.

7. Remover a solugao de parada. A solugcdo de parada pode ser reaproveitada
varias vezes.

8. Lavar cuidadosamente as laminas 3 vezes com agua destilada ou deionizada.
9. Transferir as laminas para uma bandeja e deixar por 172 -2 h a 37°C (por 5 h
ou mais, a temperatura ambiente).

Observacao: todos os procedimentos devem ser executados com cuidado para
evitar o despreendimento dos géis das laminas. A vidraria utilizada no
procedimento de coloragcdo pode ser Ilimpa com acido nitrico 50%
volume/volume. Apos a limpeza, a vidraria deve ser lavada abundantemente e
enxaguada com agua destilada.
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ANEXO D

Preparo das laminas para o teste de micronucleos

Preparar uma suspensao celular e coloca-la sobre a lamina

Lavagens

ApoOs a coleta do material realizar duas lavagens com a solugcdo de buffer. Essa
lavagem é feita através de centrifugacao a 1500 rpm durante 10 min cada. Depois
da ultima lavagem, retirar de 50-100pl (1,5 x 10-6 - 2 x 10-6 mL) de suspenséao
celular e colocar sobre as laminas em forma de gotas. Essa quantidade equivale a
3000 - 5000 células por lamina.

Laminas

As laminas devem estar pré-aquecidas (37°C).

* Secagem do Material
As laminas devem ser secas por 15 min em placa quente.

* Fixagcao do Material
A fixacéo é feita em metanol 80% (gelado) por 30 min. Apds, deixar secando durante
a noite em temperatura ambiente.

Coloracao do Material (May-Grunwald Giemsa)

Preparar a solugao de coloragdo May-Grunwald (0.25g/100mL de metanol);

Fazer a coloracdo dessas laminas durante aproximadamente 3 minutos;

Colocar as laminas em agua destilada por 1 minuto;
Apo6s colorir com Giemsa 10% (solugao estoque diluida em 1:10 de PBS) por 7
minutos;

Lavar as laminas duas vezes em agua destilada — 3 minutos cada lavagem,;

Secar a temperatura ambiente.
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ANEXO E

Comissdo Cientifica e de Etica
Faculdade da Odontologia da PUCRS

g A
ol "f'

Porto Alegre 14 de outubro de 2005

O Projeto de: Dissertacao

Protocolado sob n°: 0074/05

Intitulado: Avaliagdo de hipersensibilidade a metais e toxicidade
genélica associadas ao uso de aparelhos ortodénticos
fixos

do(a) aluno(a): Graziela Henriques Westphalen

Programa de: Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial

do curso de: Ortodontia e Ortopedia Facial

Nivel: Mestrado

Orientado pelo(a):  Profa. Dra. Luciane Macedo de Menezes

Foi aprovado pela Comisséo Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia
da PUCRS em 174 de outubro de 2005.

Profa. Dra. Marilia Gerhardt de Oliveira
Presidente da Comissédo\Cientifica e de Etica da
Faculdade de Odontologia da PUCRS

Av. Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 209 Fone/Fax: (51)3320-3538
Porto Alegre /RS — Brasil - Cx. Postal: 1429 e-mail: vdonitologiepg o picts
90619-900



ANEXO F

e PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL -\
Mk PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO “ -
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP - PUCRS

Oficio n® 1168/05-CEP Porto Alegre, 06 de dezembro de 2005.

Senhor(a) Pesquisador(a)

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou e
aprovou seu protocolo de pesquisa intitulado: “Avaliagdo de hipersensibilidade a

metais e toxicidade genética associadas ao uso de aparelhos ortoddnticos fixos”.

Sua investigagdo estd autorizada a partir da presente

data.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Caio Coelho Marques
COORDENADOR EM EXERCICIO

lImo(a) Sr(a)
Mest Graziela Henriques Westphalen
N/Universidade
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