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RESUMEN: El objetivo de este trabajo fue evaluar la citotoxicidad y el grado de conversion del mondémero de adhesivos
ortoddncicos. Para esto se evaluaron tres adhesivos: Transbond XT (3M Unitek, Monrovia, EE.UU.), Fill Magic Ortodéntico
(Vigodent, Rio de Janeiro, Brasil) y Orthobond (Morelli, Sorocaba, Brasil), en cuanto a la citotoxicidad en células fibroblastocitos
L929 y al grado conversion del mondmero. Tres grupos de control también participaron de control positivo (C+) conformado
por detergente celular Tween 80, un control negativo (C-) PBS, y el control celular (CC) donde células no fueron expuestas
a ningun tipo de material. Para evaluar la citotoxicidad se utilizo la técnica “dye-uptake”, que consiste en la incorporacion de
tinte rojo neutro por células viables, y para evaluar el grado de conversion la espectroscopia infrarroja. Los resultados
mostraron citotoxicidad de todos los adhesivos evaluados. Los valores de viabilidad celular producido por estos materiales
fueron estadisticamente diferentes en grupos de CC y C-(p <0,05). En lo que respecta al grado de conversion, hubo diferen-
cias estadisticas entre los materiales evaluados (p <0,05). Se puede concluir con la realizacién a este trabajo que todos los
adhesivos son citotéxicos en el periodo de evaluacion. La citotoxicidad se relaciona directamente con el grado de conver-
sion de adhesivo evaluado

PALABRAS CLAVE: resinas compuestas, pruebas inmunolégicas de citotoxicidad, Bisfenol A Glicidil
Metacrilato.

INTRODUCCION

Hasta los afios 70, la fijacion de los accesorios
para ortodoncia al diente era con bandas en todos los
dientes. Segun Zachrisson (1985), muchas eran las des-
ventajas de este procedimiento como: dificultad de lim-
pieza, complejidad, duracién de su rendimiento clinico,
comprometimiento estético, entre otros. Asi pues, la téc-
nica de contacto directo de los accesorios ortoddnticos
fue un avance fundamental para el desarrollo, la
facilitaciéon y expansion de Ortodoncia. La técnica de
unién directa soélo es posible con la llegada de grabado
acido de esmalte del diente descrito por Michael
Buonocore (1955), haciendo que la union de los braquets
sea rutina en el tratamiento con aparatologia fija.

Segun Nordenvall (1978), esta técnica tiene
grandes ventajas para la Ortodoncia, entre ellas, la no
interferencia en el contacto proximal (Boyd & Baumrind,
1992) la facil adhesion y remocion de accesorios, re-
duciendo el tiempo clinico, la estética, la higiene y la
menor irritacion de la encia (Boyd & Baumrind; Hobson
et al., 2001).

Actualmente, la amplia variedad de materiales
indicados para la adhesién de braquets ortododnticos a
esmalte dentario, y el conocimiento de los materiales
utilizados es de fundamental importancia para su uso
clinico. Entre estos materiales se destacan los
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composites, que poseen caracteristicas tales como
buena resistencia, dureza y estabilidad dimensional
(Gorelik, 1977).

Los composites se componen basicamente de
un mondmero multifuncional de cadena larga que
cuando polimeriza se convierte en una red
tridimensional de uniones cruzadas. El monémero de
Dimetacrilato de Bisfenol A-Bis-Glicidila (BisGMA) es
el mondmero mas utilizado en odontologia y se carac-
teriza por una larga y rigida cadena de moléculas de
carbono con dobles enlaces reactivos en ambos ex-
tremos (Peutzfeldt, 1997).

El proceso de polimerizacion es una peculiari-
dad a considerar, como en el caso de compuestos
fotopolimerisables, este procedimiento puede influir en
las propiedades mecanicas, y afectan a la
biocompatibilidad de los materiales de resina compues-
ta con tejidos orales (Eliades et al., 1995). Para iniciar
la reaccion de polimerizacion se requiere la exposi-
cion suficiente del material a la luz, y el compromiso
de tal proceso puede afectar significativamente el nu-
mero de radicales libres formados y, por consiguiente,
la polimerizacién del material (Peutzfeldt). En este con-
texto, la evaluacién del grado de conversion (DC) es
esencial porque permite establecer una correlacion
entre de la DC y la estructura quimica final del mate-
rial polimérico (Eliades et al., 2000).

El grado de conversion es una medida del por-
centaje de dobles enlaces entre los carbonos que se
convierten en enlaces simples debido al procedimien-
to de polimerizacion. Los niveles conversién alcanza-
dos durante la polimerizacion influyen directamente en
las propiedades fisicas, mecanicas y biolégicas del ma-
terial (Dewald & Ferracane, 1987).

A partir de esta premisa, el objetivo del presente
articulo fue evaluar la citotoxicidad y el grado de con-
version de los adhesivos de ortodoncia, ademas de ve-
rificar la existencia de correlacién entre el grado de con-
version y de la citotoxicidad de estos materiales.

MATERIAL Y METODO

Cultivo celular. La linea celular utilizada fue la
Fibroblastocitos L929 obtenida de American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD)
(fibroblastocitos de ratén) cultivadas en medio minimo
esencial de Eagle (MEM) (Cultilab, Campinas, Sao
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Paulo, Brasil), complementado con 2 mM de L-
glutamina (Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU.), 50 mg/
ml de gentamicina (Schering Plough, Kenilworth, Nueva
Jersey, EE.UU.), 2,5 mg/ml fungizona (Bristol-Myers-
Squibb, Nueva York, EE.UU.), 0,25 ml de solucién de
bicarbonato de sodio (Merck, Darmstadt, Alemania),
10 mM de HEPES (Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU.)
y 10% de suero bovino fetal (SFB) (Cultilab, Campinas
, Sao Paulo, Brasil), mantenida a 37 °C en un ambien-
te que contenga un 5% de CO,,.

Adhesivos Evaluados. La muestra constaba de tres
adhesivos de uso de ortodoéntico: Transbond XT (3M
Unitek, Monrovia, EE.UU.), Fill Magic ortodontico
(Vigodent, Rio de Janeiro, Brasil) y Orthobond (Morelli,
Sorocaba, Brasil) (Tabla I).

Confeccién de los cuerpos de prueba. Para la pre-
paracion y normalizacién de los cuerpos de prueba
fueron utilizadas matrices de acero inoxidable
bipartidas, de 5mm de diametro y 2 mm de espesor
(Fig. 1a).

La matriz de metal fue posicionada en una lami-
na de vidrio (Fig.1b), seguido por el alojamiento de los
adhesivos utilizando una espatula de plastico (Fig.1c).
Una vez realizado el llenado de la matriz (Fig.1d), una
nueva capa de vidrio se colocd en la parte superior
(Fig.1e), seguido por la colocacion de peso para man-
tener la presién constante (Fig.1f), para la posterior
fotopolimerizacién del material (Fig.1g).

La fotopolimerizacion se realizé durante 40 se-
gundos, fijando los aparatos fotopolimerizadores en
una base para normalizar la distancia entre la luz y los
especimenes. El dispositivo utilizado fue Radii (SDI,
Victoria, Australia), con intensidad de luz de 1400 mw/
cm?®, medida con radidémetro (Demetron, Danburry, CT,
EE.UU.).

Realizada la fotopolimerizacion, los cuerpos de
fueron removidos de las matrices y parte de ellos sur-
gieron en el medio de cultivo, a fin de evaluar la
citotoxicidad (n=30), y los demas para la evaluacion
del grado de conversion de monémeros (n=5).

Controles. Para verificar la respuesta celular frente a
los extremos, otros tres grupos fueron incluidos, gru-
po CC (control celular) en el cual las células no fueron
expuestos a ningun material, el grupo C+ (control po-
sitivo) constituido en un detergente Tween 80
(Polioxietileno-20-Sorbitol) a 10% C-(control negativo)
solucion de PBS (Fosfato-bufferizado Salino) al 100%.
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Figura 1. a. Matriz utilizada para confeccion de los cuerpos de prueba; b. matriz posicionada sobre lamina de vidrio; c.
insercion del composite en el interior de la matriz; d. composite insertado; e. lamina de vidrio sobre la matriz; f. peso sobre
a lamina de vidrio manteniendo presion constante; g. fotopolimerizacion; h. separacion de la matriz post fotopolimerizacion;
i. cuerpo de prueba confeccionado.

Ensayo de citotoxicidad de los materiales. Los ma-
teriales fueron previamente esterilizados por exposi-
cion a luz U.V. (Labconco, Kansas, Missouri, USA)
durante 1 hora. Luego, las muestras de cada material
fueron colocadas en placas de 24 pocillos contiendo
medio de cultivo (MEM) (Cultilab, Campinas, Sao
Paulo, Brasil). Después de 24 horas de contacto con
el medio de cultivo, los sobrenadantes fueron recogi-
dos para proseguir con su evaluacion en cuanto a la

toxicidad para las células L929. Los sobrenadantes
fueron colocados por triplicado en una placa de 96
pocillos que contienen monocapa confluente de L929
e incubados durante 24 horas a 37 °C en un medio
con 5% de CO,,. Terminado el tiempo de incubacion, el
efecto sobre la viabilidad celular fue determinado por
la técnica "dye-uptake”, descrito por (Neyndorff et al.,
1990). Después de 24 horas de incubacion, se afia-
dieron 100 ml de rojo neutro al 0,01% (Sigma, St. Louis,
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Missouri, USA) en el medio de cultivo, en cada pocillo
de las microplacas y estas fueron incubadas a 37°C
durante 3 horas para la penetracién del colorante en
las células vivas. Pasado este periodo, después de
descartar el tinte, fueron adicionados 100 ml de solu-
cion de formaldehido (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil)
al 4% en PBS (NaCl 130 mM, KCI 2 mM, Na,HPO,
2H,0 6 mM, K,HPO, 1mM, PH7, 2) durante 5 minutos
para promover la adhesion de células a las placas.
Luego, para la extraccion del colorante, fue afadido
100 ml de una solucién de acido acético (Vetec, Rio
de Janeiro, Brasil), al 1% con metanol (Reagen, Rio
de Janeiro, Brasil) al 50%. Después de 20 minutos la
lectura se realizé en el espectrofotémetro (BioTek,
Winooski, Vermont, USA) en una longitud de onda de
492nm.

Grado de Conversion. Después de la polimerizacion,
los cuerpos de prueba (n=5) fueron triturados para la
obtencion de un polvo, que posteriormente fue mez-
clado con bromuro de potasio (KBr), a una proporcion
de 1/20. El polvo resultante fue puesto en un pastillador
y llevado a una prensa con carga de alrededor de 8
toneladas, para la obtencion de una pastilla. Se utilizé
el espectrofotdmetro FT-IR (Bomen-modelo MB-102,
Quebec, Canada) que realiza mediciones de los es-

pectros de infrarrojo utilizando el método por transfor-
maciones de Fourier (FTIR) para determinacién por-
centual del grado de conversion (GC) de los
mondmeros en polimero.

Para este estudio fue utilizada la siguiente ecua-
cion:

GC=1- Area de banda C=0 (polimero) X 100
Area de banda C=C (monomero)

En el doble enlace carbono-carbono alifaticos
(alifaticos C=C) posee la caracteristica de absorcion
del infrarrojo en torno a 1638 cm-1, mientras que el
carbono-oxigeno doble enlace (C=0) tiene un valor
de absorcién a 1731 cm-1.

Andlisis estadistico. El andlisis estadistico se realizd
utilizando el programa SPSS 13.0 (SPSS Inc., Chicago,
lllinois). El analisis estadistico descriptivo incluyendo
media y desviacion estandar se calcularon para los
grupos evaluados. Los valores de la cantidad de célu-
las viables y el grado de conversion, fueron sometidos
a analisis de varianza (ANOVA) para determinar si
habia diferencias estadisticas entre los grupos y, a
continuacion, la prueba de Tukey.

Tabla |. Materiales de prueba con sus respectivos fabricantes, la presentacion, la composicién y el lote de fabricacion.

Materiales
Fabricante Presentacion Composicion Lote
Evaluados
Bis-GMA (Bisfenol
(3M Unitek, A Glicidil Metacrilato), Bis-EMA (Bisfenol-A-Etoxil de
Transbond XT Bisnaga 7BU/BEX
Morovia, USA) Dimetacrilato),
microparticulas de cuarzo (de carga / peso) y canforoquinona.
Bisgma
Fill Magic (Vigodent, Rio de ]
Bisnaga Ester de ac. Metacrilico 001/08
Ortodéncico Janeiro, Brasil)
Vidrio de fldor silicato (carga) y vidrio de fluor silicato
BIS-GMA- Dimetacrilato
Glicerolato de Bisfenol A, TEG-DMA- Dimetacrilato de
Trietileno Glicol, HEMA-2 — Hidroxil-etil-metacrilato,
(Morelli, .
Orthobond Bisnaga Canforquinona, Hidroxitolueno Butilado, Acido Dimetilol 1134722

Sorocaba, Brasil)

Propidnico, Dimetilaminobenzoato, Dipheniliodoniun

Hexafluotophosphate, Dimetil Amino Etil Metacrilato y Diéxido

de Silicio
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RESULTADOS

Los resultados de la citotoxicidad de los mate-
riales evaluados se muestran en la Tabla Il. Los valo-
res del grado de conversion entre los adhesivos eva-
luados se describen en la Tabla Ill.

DISCUSION

El uso de cultivos celulares se ha utilizado como
parte de una serie de pruebas recomendadas para
evaluar el comportamiento biolégico de los materiales
a ser puesto en contacto con el tejido humano (Estrela,

Tabla Il. Valores medios de células, patron desviacion estandar, viabilidad celular y analisis estatistico
de los grupos estudiados. DP= patrén de desviacion; V. Cel= porcentaje de células viables; Estadistica=
letras iguales significan ausencia de diferencias estadisticas entre los grupo evaluados.

Grupos Media (DP) V. Cel (%) Estadistica
Transbond XT 99,44 (31,16) 12,66 AD
Fill Magic 245,88 (36,26) 31,32 BC
Orthobond 165,11 (129,37) 21,03 AC
c+ 72,66 (7,36) 9,25 D
C- 773,55 (21,37) 98,49 E
ccC 785,33 (41,77) 100,00 E

Tabla lll. Valores medios y patrén de desviacion del grado de conversion de los materiales evaluados en
un periodo de 24 horas (n=5). Estadistica= letras iguales significan ausencia de diferencias estadisticas

entre los grupo evaluados.

Materiales Evaluados Media Desviacion Estandar Estadistica
Transbond XT 44 85 0,89 A
Fill Magic 65,18 0,78 B
Orthobond 53,11 0,65 C

2005; Jorge et al., 2004; Santos et al., 2008). En este
estudio, se realizaron pruebas de citotoxicidad, utilizan-
do la linea celular L929 (fibroblastocitos de raton), am-
pliamente utilizado en el trabajo que tiene por objeto
evaluar la citotoxicidad de los materiales de uso
odontoldgico (Alcaide et al., 2008; Donadio et al., 2008;
Feizzadeh et al., 2008; Franz et al., 2009; Jin et al., 2008).

El método utilizado para evaluar la viabilidad
celular fue con una utilizacién de rojo neutro. El proce-
dimiento de analisis de rojo neutro es una prueba de
sobrevivencia/viabilidad celular, sobre la base de la
capacidad de las células vivas para incorporar y com-
binar el rojo neutro dentro de los lisosomas. Por lo
general, es realizado en células adherentes. El rojo
neutro es un colorante catiénico débil que penetra fa-
cilmente la membrana de la célula y se acumula
intracelularmente en los lisosomas (lisosomas pH <pH
citoplasmatico), donde se combina con la parte
anidnica de la matriz lisosémica (Griffon et al., 1995).
Los cambios de la superficie celular o de la delicada

membrana lisosémica, lleva a la fragilidad de
lisosomas y otros cambios que poco a poco llegan a
ser irreversible. Tales cambios ocurridos por la accién
de xenobidticos resultan en una disminucion de la ab-
sorcion y combinacion de rojo neutro. Por lo tanto, es
posible distinguir células viables, dafnadas o muertas,
en lo que se basa la prueba. La cantidad de colorante
incorporado en las células se mide por espectrometria,
y es directamente proporcional al numero de células
con membrana intacta.

Mediante la metodologia utilizada se encontro
que 24 horas después de la polimerizacion todos los
materiales mostraban ser citotéxicos, con mayor
citotoxicidad presentada por Transbond XT seguido de
Orthobond y Fill Magic Ortodontico. La citotoxicidad
presentada por Transbond fue estadisticamente simi-
lar a la amalgama, utilizado con el fin de dafiar al ma-
yor numero de células, un resultado que confirma
Jagdisha et al. (2009), cuando prob¢ el Transbond XT
Unite, Heliosit y GC Fuji ORTHO LC.
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Con el fin de encontrar respuestas a los resulta-
dos de citotoxicidad, se evalué en conjunto, el grado
de conversion de los mondmeros del adhesivo.

Diferentes métodos pueden ser empleados para
la verificacion del grado de conversion de los materia-
les poliméricos. El analisis térmico diferencial (DTA), a
resonancia magnética, determinacioén de las resisten-
cias magnéticas y espectroscopia con infrarrojo.

La espectroscopia con infrarrojo es el método
mas frecuentemente utilizado para medir el grado de
conversion por ser capaz de cuantificar directamente
los grupos de metacrilatos que no reaccionaron del
material (Franz et al.). En virtud de eso este método
fue escogido para la presente realizacion.

Como fue descrito por Wan et al. (1999), los dis-
cos de adhesivos fueron pulverizados y transforma-
dos en discos nuevamente con sal de bromuro de
potasio (KBr). La proporcién por peso para a mezcla
adhesivo-KBr utilizada fue de 1:20. El KBr es una sal
altamente purificada y es mezclada con un material
por ser una sustancia inerte al infrarrojo (transparente
al infrarrojo), no introduciendo ninguna linea en el es-
pectro de la muestra.

Los adhesivos ortodénticos aqui utilizados po-
seen como principal componente monomeérico al Bis-
GMA. La formula quimica de Bisfenol-A-glicidil
metacrilato (Bis-GMA) tiene dos anillos aromaticos y
por lo tanto pose un doble enlace carbono-carbono
alifatico (cadena abierta) y um enlace aromatico. De-
bido a esto fue utilizado el pick analitico de 1638 cm-1
de la doble enlace alifatico y el pick de patrén interno,
es decir, no cambian durante la reaccion, el 1608cm-1

de los dobles enlaces presentes en el anillo aromati-
co, tal como se utiliza en el trabajo anteriormente
(Cunha et al., 2009; Shin & Rawls, 2009).

Las cifras presentadas sobre el punto de vista
de conversion de mondmeros, viene a comprovar los
encontrados en la prueba de citotoxicidad, lo que de-
muestra la importancia real de los mondmeros
residuales en la viabilidad celular, ya que el Transbond
XT se demostré que el mayor y menor grado de
citotoxicidad conversion de los monémeros. Estarela-
cion fue vista por Jagdisha et al., en la evaluacién de
los composits Heliosit de Fase II.

Las diferencias en los valores de conversién ob-
tenidos para las diferentes resinas compuestas se han
atribuido a las variaciones en la composicion, lo que
se refiere a los sistemas de monoméricos, concentra-
cion de los diluyentes, el tipo y la cantidad de particu-
las de carga, y concentracion de los iniciadores. Ade-
mas, los materiales utilizados en este estudio, el nu-
mero de iniciadores y mondmeros, asi como el tama-
Ao de las particulas inorganicas en la composicién de
las resinas, justifican los limites de los resultados ob-
tenidos.

CONCLUSIONES

Se puede concluir con la realizacion de este tra-
bajo que en un periodo de 24 horas después de la
polimerizacion todos los adhesivos evaluados fueron
citotdxicos; y que existe una relacién directa entre la
cantidad de monomeros residuales con la citotoxicidad
mostrada por los materiales.
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ABSTRACT: The objective of this study is evaluated the cytotoxicity and degree of monomer conversion of orthodontic

adhesives, for this we utilize three adhesive materials, were evaluated: Transbond XT (3MUnitek, Monrovia, USA), Fill Magic
Ortodontico (Vigodent, Rio de Janeiro, Brazil) and Orthobond (Morelli, Sorocaba, Brazil). Fibroblast L929 cells were used to
evaluate cytotoxicity and degree of monomer conversion of these adhesive materials. Three control groups were also included
in the study as follows: Group C+ (positive control) consisting of Tween 80 detergent, Group C- (negative control) consisting
of PBS, and Group CC (cell control) consisting of cells not exposed to any material. Cytotoxicity was evaluated by using the
dye-uptake technique, which consists of assessing the incorporation of neutral red into viable cells and infra-red spectroscopy
was employed to assess the degree of conversion. The results showed that all the adhesive materials being studied were
cytotoxic. The values of cell viability for these materials were statistically different between groups CC and C- (P < 0.05). With
regard to monomer conversion, statistical differences were found between the four materials evaluated. Based on the present
study, one can conclude that all the adhesive materials were found to be cytotoxic during the experimental period. Cytotoxicity
was directly related to the degree of monomer conversion of the adhesive materials evaluated.

KEY WORDS: composite resins, cytotoxicity tests, immunologic, Bisphenol A-Glycidyl Methacrylate.
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