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Chaves CAL. Avaliação in vitro da biocompatibilidade de resinas acrílicas para base de prótese e 

materiais reembasadores resilientes [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia 

da UNESP; 2013. 

Resumo 
O objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade de 3 resinas acrílicas (RA) para bases de 

prótese sendo duas polimerizadas por energia de microondas (Vipi Wave-VW e Nature Cryl-NC) 

e uma fotoativada (Eclipse-E); e a biocompatibilidade de materiais reembasadores resilientes 

(MRR), sendo 2 à base de silicone (Ufi Gel P e Sofreliner S), 2 à base de resina acrílica 

(Durabase Soft e Trusoft) e 2 condicionadores de tecidos (Softone e Coe Comfort) por meio de 

análises do metabolismo celular, da morfologia celular, do padrão de morte celular, da 

proliferação celular e da expressão do fator de crescimento TGFß 1, da integrina α5ß1 e de 

citocinas. A análise das RA foi realizada com células L929; para os MRR, as análises foram 

realizadas utilizando-se células L929, e/ou HaCaT e/ou RAW 264,7. Os resultados obtidos foram 

submetidos à análise estatística, realizada ao nível de significância de 5%. Todos os materiais 

quando testados com eluatos não apresentaram efeitos citotóxicos, e quando testados em contato 

direto (MTT e azul de alamar) alteraram significativamente a viabilidade celular, tendo sido os 

menores valores observados para o material NC quando comparado ao E. Para os materiais 

reembasadores o T, S e C. Maior taxa de necrose e apoptose foram observadas para os eluatos de 

todos os materiais quando avaliados no período de 24 horas; além disso, foi demonstrado que os 

materiais avaliados podem desencadear a expressão do TGFß 1, da integrina α5ß1 e de proteínas 

inflamatórias (fator de necrose tumoral - TNF-α, da citocina IL-1ß e de 5 quimiocinas: CCL2, 

CCL3, CCL5, CXCL2 e CXCL4). Sendo assim, de acordo com as limitações do presente estudo, 

pode-se concluir que a resina Nature Cryl resultou em menor viabilidade celular que a resina 

Eclipse e que os materiais Ufi Gel P e Sofreliner S apresentaram, em geral, melhor 

bicompatibilidade dentre os materiais reembasadores resilientes avaliados. 

 

Palavras-chave: Citotoxicidade imunológica; Reembasadores de Dentadura, Teste de 

Biocompatibilidade. 
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Chaves CAL. In vitro biocompatilibility of denture base acrylic resins and soft reline materiais. 

[Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013. 

Abstract 
The aim of this study was to evaluate the cytotoxicity of 3 denture base acrylic resins with 

different polymerization methods (Eclipse, Vipi Wave and Nature Cryl) and the biocompatibility 

of soft lining materials, 2 silicone-based (Ufi Gel P and Sofreliner S), 2 acrylic-based (Durabase 

Soft and Trusoft) and 2 tissue conditioners (Softone and Coe Comfort), by analysing cell 

metabolism, cell morphology, pattern of cell death, cell proliferation and expression of growth 

factor TGFß 1, integrin α5ß1 and cytokines. For the acrylic resins, analyses were made with 

L929 cells, while for the resilient lining materials, analyzes were performed using L929, and/or 

HaCaT and/or RAW 264.7 cells. Results were statistically analyzed, at a significance level of 

5%. The 24 and 48-h eluates from all materials were not cytotoxic to the cells. For the direct 

contact tests (MTT and Alamar Blue), a significant effect on cell viability was found, with the 

lowest values observed for materials NC when compared with E and between the reliners 

Trusoft, Softone and Coe Comfort. For all materials, increased rate of necrosis and apoptosis 

were observed for the 24 hs eluates. It was also demonstrated that all materials tested can trigger 

the expression of TGFß 1, α5ß1 integrin and inflammatory proteins (tumor necrosis factor -TNF-

α, cytokine IL-1ß and 5 chemokines- CCL2, CCL3, CCL5, CXCL2 and CXCL4). Thus, within 

the limitations of this study, it can be concluded that the denture base acrylic resin Nature Cryl 

resulted in lower cell viability compared to the Eclipse resin and that the materials Ufi Gel P and 

Sofreliner S showed better biocompatibility among the soft liner materials evaluated.  

 

Key-words: Immune cytotoxicity; Denture reline, Biocompatibility Test. 
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1 Introdução 
A reação de polimerização das resinas acrílicas para base de prótese é fator crucial 

para se obter propriedades físicas, mecânicas e biológicas. A polimerização das resinas acrílicas 

iniciam com o peróxido de benzoila, responsáveis pela formação de radicais livres. Essas 

espécies reativas (por ex. radicais livres) são adicionadas a uma molécula de monômero, abrindo 

as duplas ligações dos metacrilato de metila para formar um novo centro de radicais. Isto cria 

uma reação em cadeia no qual o monômero é ligado aos radicais livres do polímero29. De acordo 

com o método utilizado para ativar a reação de polimerização das resinas acrílica, essas podem 

ser classificadas em: polimerizadas por calor (utiliza água quente ou energia de micro-ondas), 

autopolimerizáveis (ativação quimica em temperatura ambiente) e fotopolimerizável (ativado por 

luz visível)29. 

A reação de polimerização dos monômeros em polímeros das resinas acrílicas não 

é completa e possuem monômeros não reagidos (monômeros residuais), que são liberado na 

cavidade oral, influenciando sua biocompatibilidade24. Reações adversas e alergias de contato a 

resinas acrílicas tem sido relatadas na literatura2,5,47, como a sensação de queimação na área em 

contato com a prótese, que é frequentemente relatado pelos pacientes2,5. Além disso, o sintoma 

clínico mais frequente observado é o edema labial135.  

Vários estudos foram realizados para avaliar a citotoxicidade das resinas acrílicas 

para base de prótese e seus componentes 6,10,14, 24,31,38, 44,66,72,73,90,91,92,106,141,144,152,156,160. . Em uma 

revisão da literatura32, entretanto, demonstrou que poucos estudos comparam a citotoxicidade de 

resinas acrílicas para base de próteses polimerizadas por banho de água, por energia de micro-

ondas 72,73,144ou por luz visível66,106.  Enquanto as resinas ativadas por energia de micro-ondas são 

compostas pelo pó de polimetil metacrilato (PMMA)  e o monômero de metil metacrilato 

(MMA), as resinas ativada por luz são compostas por uretano dimetacrilato (UDMA). A resina 

Eclipse, ativada por luz, um sistema de pasta que não precisa ser misturado 100 . A composição é 

baseada em uretano oligômetros, material frequentemente utilizado em produtos odontológicos. 

Poucas informações sobre a citotoxicidade das resinas acrílicas polimerizadas por luz 66,106 e, 

nenhum estudo que compare esse novo sistema (Eclipse) e resinas acrílicas polimerizadas com 

energia de micro-ondas, foi encontrado na literatura. 
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Alguns pacientes que utilizam próteses removíveis, entretanto, apresentam 

dificuldade de utilização devido a fatores como à reabsorção do rebordo alveolar, bruxismo, 

xerostomia e sensibilidade101,115. Além disso, muitas vezes, essas próteses são colocadas em 

contato com áreas da mucosa oral dilaceradas, inflamadas, traumatizadas ou após cirurgias (por 

ex. implantes)115,127,131. Para proporcionar melhor adaptação e conforto aos pacientes surgiram, 

então, os materiais reembasadores resilientes que podem ser classificados de acordo com suas 

composições em resinas acrílicas plastificadas, à base de silicone ou condicionadores de 

tecido115.  

Os reembasadores resilientes à base de resina acrílica são compostos de pó 

contendo poli(etil metacrilato) e líquido contendo monômero e plastificante (ésteres de 

ftalato)53,115. Já os reembasadores à base de silicone apresentam composição similar à dos 

materiais de moldagem (vinil poli siloxano)28. Sua resiliência constitui propriedade intrínseca do 

polímero e não depende da presença de plastificantes30,105, 120. Outros materiais resilientes têm 

sido desenvolvidos especificamente como condicionadores de tecidos115,116,138, sendo compostos 

de um pó, que consiste em poli(etil metacrilato) ou co-polímero relacionado. O líquido não 

contém monômero65,115 sendo composto por plastificantes, como ftalatos, e etanol 58,113,114,130. A 

mistura desses componentes resulta na formação de um gel que se adapta aos tecidos 

bucais58,65,115,130. Testes de Patch foram realizados em pacientes que apresentaram esses sintomas 

para confirmar a reação alérgica a resina acrílica e seus produtos,2,5,47 essa reação no tecido tem 

sido relacionada com monômeros e produtos de degradação que são liberados 48,60,78,107,132, 

149,151,159,164. 

 Tem sido demonstrado que os materiais reembasadores resilientes, à base de 

resina acrílica ou silicone, liberam componentes residuais como monômeros, plastificantes e 

produtos de degradação22,23,146. Os condicionadores de tecidos também liberam plastificantes e 

álcool28,58,113,114,116. Substâncias liberadas na saliva, a partir desses materiais, podem ser 

transportadas para a mucosa oral e/ou ao trato gastrointestinal e causar reações adversas como 

dor, vesículas, ulcerações, sensação de ardência e vermelhidão103,118, 170. Assim, estudos têm sido 

realizados para avaliar a biocompatibilidade dos reembasadores resilientes e condicionadores de 

tecidos, por meio de testes que permitem avaliar possíveis efeitos citotóxicos após a exposição 

das células às substâncias liberadas (eluatos) por esses materiais74,81,128,130,154. A literatura, 

entretanto, revela que ainda existe pouca informação sobre a citotoxicidade dos materiais 
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reembasadores resilientes indicando a necessidade de mais estudos. Apesar dos condicionadores 

de tecidos e dos reembasadores resilientes à base de resina plastificada apresentaram-se, em 

geral, mais citotóxicos, os resultados diferem entre os estudos. 

 A literatura consultada demonstra, ainda, que poucos estudos avaliaram os efeitos 

quando há o contato direto entre os materiais e as células1,62,79,93,124157. Esse aspecto é 

particularmente importante tendo em vista que esses materiais também têm sido amplamente 

utilizados em áreas de tecidos ulcerados e inflamados, pela ação mecânica de próteses mal 

adaptadas115, em próteses obturadoras após cirurgias maxilo-faciais19,127,131, em casos que 

apresentam áreas recém operadas, regiões com lesões crônicas, trauma na mucosa bucal, 

bruxismo, pacientes com avitaminoses ou doenças debilitantes55 e em próteses imediatas ou 

durante o período de osseointegração de implantes137,42.  

 Nos estudos sobre biocompatibilidade dos materiais reembasadores resilientes, o 

teste de MTT tem sido um dos mais utilizados63,74,81,93,130. Esse teste baseia-se na quantificação 

da atividade enzimática mitocondrial, principalmente da enzima desidrogenase succínica, e 

mensura a conversão do sal de metil- tetrazolium em cristais de formazan, de cor azul escura, 

facilmente detectado por espectrofotometria128. É um teste simples, sem necessidade de 

radioisótopo, com poucas etapas e tempo laboratorial e tem sido relacionado à quantidade de 

células viáveis128. Outro teste utilizado tem sido o azul de alamar, esse fornece uma precisão da 

viabilidade/proliferação celular, e a mudança de cor do meio de cultura pode ser medida 

fluoro/colorimetricamente. O sistema incorpora um indicador de oxido-redução que fluoresce e 

muda de cor em resposta à redução química do meio de cultura em contato com as células, que 

teve essa redução como resultando do crescimento/proliferação celular122. O azul de alamar é 

solúvel, estável em meio de cultura e não-tóxico. Por isso, é possível monitorar continuamente as 

mesma células, não alterando a viabilidade celular com o tempo49. O azul de alamar tem duas 

vantagens sobre o ensaio de MTT: Primeiro sua mudança de cor pode ser detectado tanto pela 

espectrofotometria ou fluorometricamente, que é mais preciso107. Em segundo lugar, uma vez que 

não é tóxico para as células, é possível avaliar a viabilidade celular em mais de uma ocasião. No 

entanto, o azul de alamar é um ensaio mais caro do que o MTT, por isso a maioria das pesquisas 

tem utilizado esse último107. Para complementar os resultados quantitativos obtidos nos testes de 

viabilidade celular, análises em microscópio eletrônico de varredura (MEV) também têm sido 
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realizadas para avaliar alterações morfológicas nas células, causadas por diferentes materiais 

odontológicos39,87.   

 Outro tipo de análise que tem sido considerada importante para avaliar a 

citotoxicidade de materiais odontológicos é a identificação do padrão de morte celular, apoptose 

ou necrose107, por citometria de fluxo com anexina-V e iodeto de propídio. Segundo Cimpan et 

al.33,34, quando o material causa apoptose, os tecidos que estão em contato com a prótese terão 

maiores condições de se adaptar às modificações por ela induzidas. Por outro lado, quando o 

material causa necrose, o fenômeno inflamatório resultante desse tipo de morte celular pode 

induzir reações teciduais mais severas. Dessa forma, a morfologia e o padrão de morte celular 

constituem aspectos importantes a serem avaliados. Apesar da citotoxicidade dos materiais 

reembasadores resilientes já ter sido investigada, as alterações morfológicas e os mecanismos de 

morte celular por eles induzidos ainda não foram elucidados. 

 Como já mencionado, esses materiais são colocados em contato direto com a 

mucosa inflamada/ferida ou dilacerada após cirurgias. A reparação tecidual após uma ferida  é 

complexa e inclui proteínas que são envolvidas no processos de sinalização, proliferação celular, 

migração, apoptose e remodelação dos tecidos75. As integrinas, presentes ao longo da membrana 

celular, são moléculas importantes nos processos que medeiam a adesão célula-célula e da 

comunicação célula-matriz extracelular. Fazem, também, as conexões transmembranas ao 

citoesqueleto e ativam muitas vias de sinalização intracelular16,67. Atualmente são conhecidas 24 

diferentes integrinas61,67, entre elas foram identificadas, em queratinócitos e fibroblastos, as 

integrinas α2β1, α3β1 e α5β1, que participam do processo de reepitelização durante a reparação 

de feridas27. Como um dos receptores de fibronectina, a integrin α5ß1 é altamente expressa em 

fibroblastos humanos e promovem a motilidade e sobrevivência celular97,171. A matriz pericelular 

dos fibroblastos também possuem proteínas adesivas de mutidomínios, incluindo a fibronectina, 

glicosaminoglicanos e proteoglicanos que modulam as células à matriz extracelular rica em 

colágeno64,89. Em contraste, o principal componente da matriz extracelular é o coágulo de fibrina 

que formam fibras e contém glicoporteínas adesivas derivadas do plasma (fibronectina e 

vitronectina). Além disso, a matriz extracelular presente dentro do microambiente do fibroblasto 

servem como conduto para a migração de células para dentro da ferida.  Para a migração, os 

fibroblastos mudam a interação com a matriz extra celular sendo capaz de reconhecer as novas 
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proteínas contidas na nova matriz da área ferida. Para facilitar esse processo, os fibroblastos 

utilizam, principalmente, receptores da família das integrinas 89,102. 

Outras proteínas importantes na reparação de feridas são os fatores de 

crescimento. Alguns estudos tem sugerido que essas proteínas e seus receptores são reguladores 

importantes na reparação tecidual51,94. Sabe-se que as integrinas são responsáveis por regular 

alguns fatores de crescimento, entre eles o TGF-ß, uma citocina pleitrófica que medeia a 

variedade da função, como a proliferação e diferenciação em vários tipos celulares. São 

conhecidas três formas isoformicas do TGF-ß, são elas: TGF-ß1, TGF-ß2 e TGF-ß3148,102. São 

secretada inativada com um complexo entre duas proteínas-LAO e LTB, para a ativação é 

necessária a dissossiação do complexo proteico, que ocorre em pH baixo ou através de espécie 

reativa de oxigênio, proteases, trombospondina 1 ou algumas integrinas102. Sabe-se que, a 

integrina α5β1 é expressa durante o processo de re-epitelização de feridas e implicam no aumento 

da expressão do TGF- ß por queratinócitos e fibroblastos102. 

 Tem sido demonstrado, também, que monômeros presentes em polímeros 

utilizados na Odontologia podem ativar os macrófagos a produzirem citocinas que são 

responsáveis pelo início, mediação e propagação do processo inflamatório12,123,140. Além disso, 

essas proteínas reguladoras estão envolvidas em vários outros processos imunológicos tais como 

ativação de linfócitos, proliferação, diferenciação, angiogênese e apoptose12. In vivo, a ação dos 

compostos liberados pelos materiais odontológicos ocorre nas células das camadas mais 

superficiais dos tecidos como polpa, gengiva e mucosa bucal140. As células e tecidos que 

apresentam quadro de irritação química ou patológica liberam metabólitos ou moléculas 

sinalizadoras para iniciar ou acentuar as reações em cascata, as quais levam a irritação do tecido 

in vivo140. Segundo Moharamzadeh et al.107 (2009) a quantificação de mediadores pró-

inflamatórios em sobrenadante de cultura celular expostas a materiais à base de resina é um 

método sensível e eficiente que pode mostrar uma ligação bioquímica direta entre os parâmetros 

mensurados in vitro e os efeitos clínicos tais como inflamação in vivo. Liu et al.96 (1999) 

avaliaram o efeito do metil metacrilato (MMA), comumente utilizado em produtos médicos e 

odontológicos, sobre culturas de células de sangue humano. Foram avaliadas a transformação de 

linfócitos e a produção de citocinas (interleucina 6-IL-6; interferon- -IFN- ; fator de necrose 

tumoral-TNF- ). Os resultados demonstraram que o MMA pode influenciar a produção de 

citocinas pelas células in vitro, indicando que esse composto tem múltiplos efeitos regulatórios 
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nas reações imunológicas do sangue humano. Bailey et al.12 (2006) avaliaram a liberação de 

TNF-α e IL-1β, em macrófagos Raw 264.7, expostos a eluatos obtidos a partir de 4 sistemas 

adesivos à base de resina, com diferentes formulações. Moharamzadeh et al.109, em 2008, 

utilizando o teste imunoenzimático ELISA, também observaram que a exposição de um modelo 

de mucosa bucal obtida em laboratório, por meio de engenharia de tecidos, a uma resina 

contendo o monômero trietileno glicol dimetacrilato, aumentou significativamente a quantidade 

de IL-1β liberada, quando comparada ao tecido exposto a resinas contendo outros monômeros. 

Labban et al.86 (2008) avaliaram as respostas de fibroblastos gengivais humanos frente a 4 tipos 

de materiais à base de resina indicados para a confecção de próteses fixas provisórias. Dentre os 

materiais, 3 eram autopolimerizáveis compostos de bis-acril, polietil metacrilato ou polimetil 

metacrilato e 1 era termopolimerizável a base de polimetil metacrilato. Os níveis de expressão 

para as resinas a base de bis-acril e polietil metacrilato foram significativamente maiores que o 

controle para os fatores TNF-  e TNF- , respectivamente, indicando que esses materiais podem 

estimular algumas respostas inflamatórias. Com relação aos plastificantes, Jepsen et al.69 (2004), 

observaram que todos os monoftalatos estudados estimularam a produção de citocinas, em 

diferentes níveis e que, em altas concentrações, suprimiram essa produção. Essa supressão 

ocorreu, provavelmente, devido ao efeito tóxico sobre as células, demonstrado nas análises 

microscópicas que mostraram lise das membranas. Os estudos citados demonstram que 

substâncias liberadas por produtos odontológicos podem induzir a secreção de moléculas 

mediadoras de reações inflamatórias, dependendo do tipo de composto e da concentração 

liberada. A literatura mostra, no entanto, que não se tem informações se os produtos liberados por 

materiais reembasadores resilientes podem alterar a produção de citocinas. 

Tem-se utilizado para avaliar a expressão de citocinas/fatores de crescimentos kits 

que possibilitam testar multiplas proteinas em uma única vez (Proteome Profiler™ Array). 

Labban et al.86 (2008), avaliaram a expressão de citocinas/fatores de crescimento através de um 

kit para detecção de multiplas proteinas (Ray-Biotech, Inc) expressas por fibroblastos de gengiva 

humana quando em contato com quatro resinas acrílicas para confecção de provisórios (Chem-

Bis/Protemp 3 Garant, Chem-PEMA/SNAP Acrylic, Chem-PMMA/Jet Acrylic, Heat-PMMA/HI-

I). Os autores verificaram que, a resina Protemp 3 Garant foi melhor do que o controle 

aumentando a proteina GRO (regulação de oncogenese), proteina para atração de monócitos 

(MCP-1), e fator de necrose tumoral (TNF). Para a resina SNAP Acrylic a expressão de 
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citocinas/fatores de crescimento foi significantemente menor do que para o controle e para a 

resina Protemp 3 Garant houve diminuição da IL-8. A resina Jet Acrylic expressou a IL-13, IL-1, 

IL-2 e IL-5 mais do que o controle. Níveis significantemente maiores do que o controle foram 

observados para GRO e IL-13 expressas pela resina HI-I. 

  O TNF- α é uma citocina pró-inflamatória que atua geralmente na fase inicial 

durante a inflamação, ativando células locais36, e sua liberação é indicativa de efeitos pró-

inflamatórios. Segundo Porto134 (2012), o TNF-α é produzido por diferentes tipos celulares, 

incluindo monócitos, macrófagos, linfócitos, células T, células musculares lisas, adipócitos e 

fibroblastos. As respostas biológicas relacionadas ao TNF-α ocorrem por meio de ligação a 

receptores existentes na membrana de todos os tipos de células (exceto eritrócitos). Esses 

receptores diferem nas suas afinidades de ligação, bem como nas vias de sinalização intracelular, 

levando a apoptose, a ativação do fator de transcrição NF-kB e a produção de citocinas pró-

inflamatórias e quimiocinas45,133. A interleucina 1ß ( IL-1 ß), também uma citocina, é produzida 

por vários tipos de células em resposta a estímulos como inflamação, agentes infecciosos ou 

endotoxinas microbianas109. É conhecida por ser uma citocina pró-inflamatória que possui 

múltiplas atividades biológicas ligadas à imunopatologia de doenças inflamatórias crônicas e 

agudas163. A IL-1 ß, assim como a TNF- α, são citocinas críticas envolvidas na inflamação e sua 

inibição tem sido considerada como estratégia para o tratamento de doenças inflamatórias 25. 

A inflamação também causa a liberação de quimiocinas que induzem a migração 

de células inflamatórias, incluindo neutrófilos e macrófagos para a área afetada36,155. As 

quimiocinas podem ser divididas em 4 grupos: CCL, CXCL, CX3CL e CL que se ligam aos seus 

receptores CCR, CXCR, CX3CR e CR, respectivamente83,158. Todas as quimiocinas apresentam 

os mesmos elementos estruturais incluindo resíduos de cisteína que formam ligações (pontes 

disulfeto) na estrutura terciária. Assim, nas quimiocinas (CCL, CXCL, CX3CL e CL), X é o 

número de amino ácidos entre os resíduos de cisteína no local do terminal NH2- da molécula 172. 

As quimiocinas CXCL são mais ativas sobre células polimorfonucleares, células T e B, enquanto 

as quimiocinas CCL exercem sua ação mais nos eosinófilos, monócitos, basófilos células T e 

NK. A IL-8, uma quimiocina CXCL, é uma boa quimioatraente para neutrófilos e, em menor 

magnitude, para eosinófilos e monócitos11. Por outro lado, a eotaxina77, uma quimiocina CCL, 

atua, predominantemente, em eosinófilos  e basófilos mas não em neutrófilos 26,167. Embora haja 
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especificidade, nenhuma quimiocina inflamatória é ativa unicamente em uma determinada 

população de leucócitos.  

Diante do exposto, foram realizados estudos que avaliaram o possivel efeito 

citotóxico de resinas acrílicas para base de próteses, polimerizadas por luz e energia de micro-

ondas (Capítulo 1). Foram avaliados, também, diferentes materiais reembasadores resilientes e 

condicionadores de tecidos quanto a citotoxicidade, tipo de morte e morfologia celular (Capítulo 

2); expressão de integrinas, fatores de crescimento e proliferação celular (Capítulo 3); e 

expressão de cito/quimiocinas (Capítulo 4). 
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2 Proposição 
  De acordo com as informações apresentadas na seção anterior, este trabalho teve 

como objetivo: 

1) Avaliar a citotoxicidade de duas resinas para base de prótese polimerizadas por micro-

ondas e uma polimerizada por luz, por meio do teste de MTT com eluato e contato direto dos 

materiais, nas células L929 por 24 hs.  

2) Verificar os efeitos citotóxicos de quatro materiais reembasadores resilientes e dois 

condicionadores de tecidos, em cultura de células (L929, HaCaT e RAW 264.7), por meio de 

análises da viabilidade celular (MTT), da morfologia celular (MEV) e do padrão de morte celular 

(citometria de fluxo). Os testes foram realizados após exposição das células a eluatos ou ao 

contato direto com os materiais, em períodos de 24 e 48 hs. 

3) Analisar a expressão da integrina α5β1 e do fator de crescimento TGF-ß1 de células 

L929 quando em contato direto entre quatro materiais reembasadores resilientes e dois 

condicionadores de tecidos, por 24 e 48 hs, com células L929. Foi avaliado, também, os efeitos 

desses materiais sobre a proliferação celular pelo teste azul de alamar. 

 4) Avaliar in vitro a expressão de citocinas por macrófagos (RAW 264.7), expostos aos 

eluatos de 24 ou de 48 hs, de quatro materiais reembasadores resilientes e dois condicionadores 

de tecidos, por meio do Kit Mouse Cytokine Array Panel A. As cito/quimiocinas mais expressas, 

detectadas no kit, foram quantificadas através do ensaio de imunoenzimático (ELISA) . 
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In vitro cytotoxicity of microwave‐polymerized and light-activated denture base resins 

 

Abstract 

Statement of problem: Although the cytotoxicity of denture base polymers has been widely 

assessed, data about the toxic effects of acrylic resins activated by microwave energy or light are 

still missing. Purpose: To comparatively evaluate the in vitro cytotoxicity of two microwave-

polymerized and one light activated denture base acrylic resins. 

Material and methods: Materials tested were the microwave-polymerized acrylic resins Vipi 

Wave (VW) and Nature Cryl MC (NC), and the light-activated resin Eclipse (E). Material E was 

tested with and without application of the air barrier coating (ABC). Disk specimens (10 × 1 mm) 

of each material were prepared (n=24), and the cytotoxic effects were assessed using MTT assay, 

after the cells had been exposed to 24-h eluates from the materials or after direct contact with the 

specimens for 24h. Cell viability was expressed as percentages of controls (cells exposed to 
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medium without eluates or acrylic specimens). Data were analysed by one-way analysis of 

variance (ANOVA) (p= 0.05), and HSD Tukey’s test. Results: No significant differences among 

the materials (p>0.05) were found when the MTT tests were performed using the eluates. For the 

direct contact tests, all acrylic resin materials reduced the cell viability compared to control. The 

mean value for NC (56.1% ±12.8) was significantly lower (p<0.001) than the Eclipse resin tested 

with (81.0 ±15.4) or without (73.0 ± 9.9) ABC, which did not differ from each other. No 

significant differences were found when VW was compared with the other resins (p>0.05). 

Conclusions: The viability of the L929 cells was not influenced by exposition of these cells to 

24-h eluates obtained from all denture base resins. For all materials, the direct contact with the 

L929 cells for 24-h resulted in a significant reduction of cell viability, with more pronounced 

effects for NC resin compared to resin E. 

Clinical implications. The results of this study indicate that the direct contact of L929 cells with 

the denture base resins evaluated, for short (24 h) period, caused a reduction in their metabolism. 

It was also demonstrated that the percentage of cell viability was higher for the resin Eclipse, 

suggesting that this material would represent an alternative to PMMA denture base resins in 

patients who have sensitivity or allergy to methyl methacrylate monomer. 

Keywords: Removable dentures; acrylic resins; cytotoxicity. 

Introduction 

The polymerization reaction of the denture base acrylic resins represents a crucial 

factor in obtaining optimal physical, mechanical and biological properties. A characteristic of 

free radical polymerization is that the activation of the initiator (benzoyl peroxide) is required. 

Polymerization takes place as the reactive species (e.g. free radical) is added to a monomer 

molecule by opening the double bonds of the methyl methacrylate to form a new radical center. 

This creates a chain reaction where the monomer is attached to the polymer free radical.1 

According to the activation method used to initiate the polymerization, the denture base acrylic 

resins can be classified as heat polymerized (using hot water or microwave energy), 

autopolymerized (chemical activation at room temperature) and photopolymerized (visible light 

activation).1 

Regardless the polymerization system, the conversion of monomers into polymers 

is not complete and denture base materials always contain certain amount of unreacted free 

monomers, which may be released to the oral cavity, influencing their biocompatibility.2 Adverse 
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reactions and contact allergy to dental acrylic resins have been reported in the literature.3-5 A 

burning sensation in the area immediately beneath the prosthesis is the symptom most frequently 

reported by the patients,3-5 who also complain this kind of discomfort in the tongue, oral mucosa, 

and oropharynx.3 Oral mucosa erythema,vesicles and ulcerations,3-5 as well as labial edema are 

the most frequent clinical signs observed.6 Patch tests performed in patients with these alterations 

demonstrated allergic reaction to acrylic resins and their components.3-5 These tissue reactions 

have been ascribed to monomers and other degradation products that are released from 

resinbased materials.7-16 

Although several studies have been conducted on the cytotoxicity of denture polymers 

and their constituents,2,17-34 a recent review of the literature35 demonstrated that, to date, only few 

investigations have compared the cytotoxicity of hot water bath-polymerized denture base acrylic 

resins with materials activated by microwave energy23,27,29 or light irradiation.25,31 While the  

microwave-polymerized acrylic resins are usually based on polymethyl methacrylate (PMMA) 

powder and methyl methacrylate monomer (MMA) liquid, the light activated materials are 

composed of urethane dimethacrylate (UDMA). More recently, a brand new system of light 

activated denture base acrylic resins (Eclipse), which is a paste-type resin and requires no mixing, 

was developed.36 In this system, the baseplate used for the occlusal rims becomes part of the final 

denture, which is in contact with the supporting tissues. The composition of the resin Eclipse is 

urethane-based oligomers, a class of materials that have found wide acceptance for various dental 

applications. To date, there is little information on the cytotoxicity of light activated denture base 

acrylic resins25,31 and none has compared this new system with microwaved-polymerized 

materials. Thus, the aim of this in vitro study was to evaluate the cytotoxicity of two microwave-

polymerized and one light activated denture base acrylic resins. 

Materials and Methods 

Materials 

Two microwave-polymerized and 1 light-activated denture base acrylic resins were 

selected for this study. Vipi Wave (Lot #0312051; Dental Vipi Ltda. Ind. e Com. Impor. e Exp. 

de Artigos Odontológicos, São Paulo, SP) is based on PMMA (powder) and MMA (liquid), 

containing the cross-linking agent ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA), and is polymerized 

in a microwave oven (500 W) for 20 min at 20% power followed by 5 min at 90% power. Nature 

Cryl MC (Lot #0312051; GC America Inc., Alsip, IL, USA) is also a microwave-polymerized 
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denture base acrylic resin, but the powder is composed of a poly 

(methylmethacrylate/ethylacrylate) copolymer and the liquid is based on MMA without a cross-

linking agent. This material is polymerized in a microwave oven at 500 W for 3 minutes. Eclipse 

(Lot #0312051; Dentsply Trubyte, York, Pa, USA) is a paste-type light-activated acrylic resin 

that is polymerized in its specific unit (Enterra VLC Curing Unit; Dentsply Intl, York, PA, USA) 

for a total of 20 minutes (14 minutes one side and 6 minutes on the opposite side). Eclipse is 

provided with an air barrier coating (Eclipse ABC; Dentsply Trubyte) to be applied on the resin 

surface and prevent oxygen inhibition. In this study, Eclipse was tested with and without the air 

barrier coating application. 

 

Specimen preparation 

To prepare standardazied specimens (10×1 mm) of the microwave-polymerized acrylic 

resins Vipi Wave and Nature Cryl MC, silicone (Optosyl Confort, Heraeus Kulzer, Dormagen, 

Germany) patterns were obtained using a metal mould. These patterns were then invested in 

microwave flasks (VIPI Indústria e Comércio Exportação e Importação de Produtos 

Odontológicos Ltda Pirassununga, SP, Brazil) with stone type III. The silicone patterns were 

removed, the powder and the liquid of the acrylic resins were mixed (Vipi Wave - 1 g/0.47 mL; 

Nature Cryl - 1 g/0.43 mL), and the mixture was inserted into the stone moulds, packed and 

microwaved-polymerized according to the manufacturers’ instructions. After polymerization, the 

specimens of each resin (n=24) were removed from the flasks. In the case of the light-activated 

resin Eclipse, the specimes (10×1 mm) were obtained as described previously.36 Briefly, a 

stainless steel mould was placed on a highly polished metal plate, lubricated with model release 

agent (Eclipse; Dentsply Trubyte), and heated in an oven (Conditioning Oven; Dentsply Trubyte) 

at 55 C. The Eclipse original baseplate resin, which is a single component supplied as a pre-

packaged sheet, was adapted in the cavity (10×1 mm) of the stainless steel mould using finger 

pressure and a roller was applied over the material to minimise air inclusions. A second 

lubricated and pre-heated metal plate was placed on the top of the resin, the assembly was 

clamped, and excess flash was removed. For half of the Eclipse specimens (n=48), the air barrier 

coating (Eclipse ABC; Dentsply Trubyte) was applied on the resin surface. For the other half 

(n=24), a glass slide was placed over the specimen surface to prevent oxygen inhibition.37 The 

metal mould was placed in the centre of the rotating table of the light-curing unit, and the resin 
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was polymerised using the recommended Flipper/Base cure cycle (14 min). After the mould was 

cooled to room temperature, the other side of the specimen was either coated with Eclipse Air 

Barrier Coating or covered by a glass slide. The mould was inserted into the Enterra unit, the 

material was polymerised using the BP Tissue Side cure cycle (6 min), and then allowed to 

bench-cool, followed by immersion in water to allow specimen removal. Thereafter, where 

appropriate, the Eclipse ABC coating was removed using water and a brush. The denture base 

acrylic resin specimens were stored in 50 mL of distilled water for 48 hours at 37°C29. Before the 

cytotoxicity tests, all specimens were ultrasonically cleansed in distilled water for 20 min and 

kept for additional 20 min under ultraviolet light irradiation to prevent bacterial contamination29. 

 

Cell culture 

L929 cells were cultured in Dulbecco's modified Eagle medium (Sigma Chemical Co., St. 

Louis, MO, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 IU/mL penicillin, 100 µg/mL 

streptamycin, and 2 mmol/L glutamine (Gibco). The cultures were maintained in 75cm2 culture 

flasks at 37°C in a humidified 5% CO2 balanced-air incubator with routine passage every 3 days. 

 

Cytotoxic tests 

Eluate preparation 

Each specimen was extracted in 3 mL DMEM medium supplemented and without serum 

as recommended by ISO38. Extraction was performed in an atmosphere of 5% CO2 and 95% air 

at 37°C for 24 hours39. Fresh culture medium applied on the cultured cells was used as the 

negative control. 

 

Exposure of cells to eluates 

The L929 cells were plated in 96-well plates at a concentration of 1.0×105 cells/mL and 

incubated in 100 µL culture medium, in an atmosphere of 5% CO2 and 95% air at 37°C for 24 h. 

Then, the culture medium was replaced by 100 µL of eluates obtained from the denture base 

resins. The cells in contact with the eluates were incubated for 24 h. 

Direct contact of cells with the denture base resins 
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Others specimens of each denture base resin were placed in wells of 24-well plates. Then, 

the L929 cells (1×105 cells/mL) were seeded on these specimens, which were incubated in an 

atmosphere of 5% CO2 and 95% air at 37°C for 24 hours38. 

 

MTT assay 

For both, eluates and direct contact tests, after 24 h period of cell growth in either the 

control or the test culture medium, the eluates in contact with the cells were replaced by 900 µL 

of plain DMEM plus 100 μL of the MTT solution (5 mg/mL sterile phosphate buffered saline - 

PBS)40, and cells were incubated for another 4h at 37oC. Thereafter, the culture medium with the 

MTT solution was aspirated and replaced by 600 μL of acidified isopropanol solution (0.04 N 

HCl) in each well to dissolve the blue crystals of formazan in the viable cells. Two 100 μL 

aliquots of each well were transferred to the wells of 96-well plates. Cell viability was evaluated 

by spectrophotometry as being proportional to the absorbance measured at 570 nm wavelength 

with an ELISA plate reader (Multiskan; Ascent 354, Lab systems CE, Les Ulis, France). Results 

of MTT assay were expressed as percentage of viable cells yielded by the different denture base 

resins compared to the untreated controls. All the experiments were performed in triplicate in 

three different experimental days. 

Data were analysed by one-way analysis of variance (ANOVA) (p= 0.05). SPSS software 

(Version 16, SPSS Inc., Chicago, 163 IL, USA) was used for the statistical analyses. 

 

Results 

Table I shows the means and standard deviations of the results from the MTT assay when the 

cells were exposed to eluates or maintained directly in contact with the tested materials. Results 

are expressed as percentage of control (cells exposed only to fresh culture medium – 100% 

viability). For the eluate test, the one-way ANOVA revealed that there were no significant 

differences among the materials (p>0.05). Regarding the direct contact test, all acrylic resin 

materials reduced the cell viability compared to control. The mean value for Nature Cryl MC was 

significantly lower than the Eclipse resin (p<0.001), tested with or without air barrier coating, 

which did not differ from each other. No significant difference was observed when Vipi Wave 

was compared to the other denture base resins. 
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Discussion 

In the present study, cell culture was used to evaluate the cytotoxicity of the denture base 

acrylic resins because this kind of methodology is repeatable, easy to handle and to keep under a 

controlled environment,12 and has been widely used.2,12,16,19,20,23,25-27,29,31,35 Although cells from 

primary cultures have a more normal phenotype and may correlate to in vivo response more 

accurately, the cell number is often very low and their life span is limited.26 Permanent cell 

lines,such as L929 used in this study, are easily maintained in culture, the variation among donors 

is eliminated, and good reproducibility is achieved.25 Additionally, L929 cells have been used to 

assess the cytotoxicity of denture base acrylic resins24,27,29,30 and are recommended by ISO 

specification.38 Tests with cultured fibroblasts may also simulate clinical conditions where9 

traumatic ulceration of epithelium occurs, following denture placement, thus exposing these cells 

directly to the denture base resins or to the substances released by them. 

To evaluate the biological effects of denture polymers, different in vitro protocols have 

been proposed,12 such as the direct contact tests, where the experimental material is directly 

applied in contact with cultured cell system without interposition of any barrier,17,18 and extract 

tests, in which the cells are exposed to eluates obtained from the resinous materials.20,21,23,25,27,29,30 

Therefore, in the present investigation, both tests (direct contact and eluate) were performed to 

provide complementary information about the toxic effects of the denture base resins on the cells. 

Several colorimetric methods have been used to evaluate the cytotoxicity of biomaterials, 

among them the MTT assay,19,25,27,30,31 which assess the cell viability by cytochemical 

demonstration of succinic dehydrogenase (SDH) activity that is a measure of cell mitochondrial 

respiration.40 This assay is fast, objective, reliable and does not involve the incorporation of 

radioisotopes that demands expensive special equipment and the production of radioactive waste. 

The cytotoxicity of denture base resins has been the focus of many investigations, as reported in 

recent review of the literature.35 However, although some investigations have comparatively 

analyzed the cytotoxicity of water-bath heat-polymerized resins to denture base polymers 

polymerized by light25,31 or microwave energy,23,27,29 to the authors’ knowledge this is the first 

report that compared microwave polymerized to light-activated resins. In addition, there is no 

information on the cytotoxicity of Nature Cryl MC. The results from the present investigation 

showed that the 24-h eluates from the materials Vipi Wave, Nature Cryl MC and Eclipse, tested 

with or without the air barrier coating, did not reduce cellular viability compared to control. 
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Similar results were found when heat-polymerized (water-bath) resins were 

compared tomicrowave-polymerized resins.23,27,29 The effects of 24-h eluates from materials on 

cell viability were similar among the resins, with values >80%,23 showing that they were slightly 

cytotoxic or non-cytotoxic.27,29 Comparison between heat-polymerized (water-bath) and light-

activated acrylic resins, using the MTT assay, also demonstrated that the eluates collected from 

the materials at 1, 3 and 5 days produced comparable effects on human oral epithelial KB cell 

line, and cell viability was high than 75%.25 Thus, experiments using eluates from tested 

materials have shown that denture base resins activated by light or microwave energy have 

comparable cytotoxicity to that of conventional water-bath heat-polymerized acrylic resins. 

Differently from the results obtained with the eluates, a reduction on cell viability 

was observed in the present study, when the cytotoxicity of the materials was assessed using 

direct contact with the L929 cells. In addition, significant differences among materials could be 

detected. The biological effects of denture base polymers have been ascribed mainly to the 

release of unreacted free monomers.12,15,32,35 It is known that acrylic resins may undergo 

degradation caused by oxidation, decomposition and hydrolysis.9,14 These processes may give 

rise to degradation products, such as methacrylic acid (MA) via hydrolysis or sterification of the 

methacrylate groups,7,9 and benzoic acid (BA) via decomposition of benzoyl peroxide. 

Methacrylic acid is a physiological substrate of the valine pathway and is metabolised to CO2 via 

methylmalonyl and succinyl-CoA, both being substrates of the citric acid cycle.8 Although MA 

may induces apoptosis and interferes with the cell cycle and metabolism,32,33 it was demonstrated 

that the amount of this molecule released from dental polymers reduces significantly after short 

period (3 hours) of water immersion.14 With regard to BA, studies have demonstrated that this 

compound did not promote significant changes in cell proliferation and metabolism,28,32 being 

significantly less toxic to human keratinocytes RHEK-1 than benzoyl peroxide.22 Thus, it likely 

that, during the 24-h extraction period, changes or decomposition of the released residual 

monomers may have taken place, giving rise to by-products. This may explain, at least in part, 

why 24-h eluates obtained from Vipi Wave, Nature Cryl MC and Eclipse caused no significant 

toxic effects to the cultured L929 cells, while in the direct contact test, all materials reduced the 

cell viability compared with control. A recent study,34 in which the metabolism of L929 cells was 

assessed after direct contact with three acrylic resins, it was also observed that the cell viability 

was significantly lower at 1-h than at 24-h or 1 week contact periods. 
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The percentages of cell viability after direct contact with the denture base resin 

Eclipse, with or without the air barrier coating, were higher than that of Nature Cryl MC. One 

possible explanation for this finding is the composition of the materials. Eclipse contains the 

dimethacrylate monomer UDMA while Nature Cryl MC is composed of the monofunctional 

monomer MMA. Danesh et al15 evaluated three auto- and three light-polymerized resins with 

regard the residual monomers remaining in the material and their elution over time. Two 

lightpolymerized resins based on UDMA exhibited lower elution of residual monomers than the 

autopolymerized ones, based on MMA. This was related to the type of the residual monomers 

release. Based on the fact that elution is a diffusion process, larger molecules, such as UDMA 

(molecular weight > than 450 g/mol),11 have a lower degree of mobility through the polymeric 

matrix than smaller molecules, as MMA (molecular weight - 100.18 g/mol).10 In addition, for 

monomethacrylates, like MMA, the crosslink formation occurs at much lower concentrations 

than in dimethacrylate systems13 that forms highly cross-linked polymers, which may restrict the 

mobility of residual monomer molecules within the network, thus decreasing their release rate. 

Therefore, it can be suggested that, in the present study, less UDMA monomer was released from 

Eclipse compared to the MMA eluted from Nature Cryl MC. Consequently, the effects on L929 

viability were lower for the former than for the latter. Moreover, the size and shape of the 

monomers, which is correlated to the molecular weight, play an important role in their 

cytotoxicity effects, as they may influence the ability of a molecule to penetrate through the cell 

membrane.11  

The denture base resin Eclipse is marketed with a coating that provides a barrier 

between the material’s surface and atmospheric oxygen, allowing a more complete 

photopolymerization at the resin surface. In previous studies, it was found that the use of an air 

barrier coating supplied by the manufacturers of two light-activated reline resins were quite toxic, 

producing almost total inhibition of cell protein synthesis and inhibiting DNA and RNA 

synthesis.17,18 In addition, it was observed that, after polymerization, these coatings were difficult 

to be remove completely, even using scrubbing. Thus, in the present study, two types of 

specimens of the resin Eclipse were prepared for testing: 1) the air barrier coating was not 

applied, but the surfaces were covered by glass plates during polymerization to avoid contact 

with oxygen and the formation of an unpolymerized, air-inhibited layer on the polymerized 

specimens. This layer is known to produce a material that is weaker, and is capable of leaching 
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quantities of substances that could be cytotoxic; 20,37 2) the air barrier coating was applied on the 

specimens’ surfaces during light activation and was removed after polymerization, to analyze 

whether any remnants of the air barrier coating left in the denture could be potentially irritating to 

the oral supporting tissues. The results demonstrated that the direct contact of L929 cells with the 

resin Eclipse resulted in similar percentages of viability, regardless whether the air barrier coating 

was or not present during polymerization and then removed after that. 

Although in vitro tests with well controlled environment and known variables, as the 

present study, does provide valuable indications of how cell functions are affected by 

experimental materials, the data obtained can not be directly extrapolated to clinical situations.16 

However, the authors showed in the present study that the denture base resins decreased the L929 

viability when applied directly on the cells. It was also demonstrated that the higher percentage of 

cell viability was observed for Eclipse resin, which also presents adequate mechanical 

properties.36 Hence, it can be suggested that this material would represent an alternative to 

PMMA denture base resins to minimize the risk of adverse reactions in denture patients who 

have sensitivity or allergy to methyl methacrylate monomer. 

 

Conclusions 

 Within the limitations of this in virto study, it was possible to conclude that: 

1) For the MTT tests performed with the 24-h eluates from the materials, all denture base 

resins evaluated promoted high percentages of cell viability, with no significant 

differences among them. 

2) After direct contact of the L929 cells and the materials for 24-h period, a significant 

reduction of cell viability was found compared to control, and the mean value for Nature 

Cryl MC was significantly lower than the Eclipse resin, tested with or without air barrier 

coating. No significant differences were found when Vipi Wave was compared to the 

other denture base resins. 
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Table 1. Means and standard deviations (SD) of cell viability (% of controls) after L929 cells 

were exposed to the eluates or to direct contact with the materials. 

 

Materials Exposure to 24-h eluates After direct contact with materials 

(24-h) 

        Vipi Wave 114.9 (20.7) A 

114.8 (20.1) A 

108.6 (17.8) A 

113.7 (19.2) A 

66.3 (17.0) AB 

56.1 (12.8) A 

81.0 (15.4) B 

73.0 (9.9) B 

        Nature Cryl MC 

  Eclipse with ABC 

       Eclipse without 

ABC 

 

Same superscript capital letters indicate no significant differences in columns (P>0.05). 

ABC – Eclipse Air Barrier Coating 
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Introdução 

Os materiais reembasadores resilientes são frequentemente utilizados para proporcionar 

melhor adaptação e conforto aos pacientes que apresentam dificuldade de utilização de próteses 

removíveis devido à reabsorção do rebordo alveolar, bruxismo, xerostomia e sensibilidade1,2 . Os 

reembasadores resilientes à base de resina acrílica são compostos de pó contendo poli(etil 

metacrilato) e líquido contendo monômero e plastificante (ésteres de ftalato)2,3. Já os 

reembasadores à base de silicone apresentam composição similar à dos materiais de moldagem 

mailto:cucci@foar.unesp.br
mailto:almachado98@uol.com.br
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(vinil poli siloxano)4. Sua resiliência constitui propriedade intrínseca do polímero e não depende 

da presença de plastificantes5,6,7, sendo, portanto, mantida durante o período de utilização 3. 

Outros materiais resilientes têm sido desenvolvidos especificamente como condicionadores de 

tecidos2,8,9, sendo compostos de um pó, que consiste em poli(etil metacrilato) ou co-polímero 

relacionado. O líquido não contém monômero 2,12 sendo composto por plastificantes, como 

ftalatos, e etanol10,11,16,17. A mistura desses componentes resulta na formação de um gel que se 

adapta aos tecidos bucais 2,10,11,12. 

Tem sido demonstrado que os materiais reembasadores resilientes, à base de resina 

acrílica ou silicone, liberam componentes residuais como monômeros, plastificantes e produtos 

de degradação13,14,15. Os condicionadores de tecidos também liberam plastificantes e 

álcool4,8,10,16,17. Substâncias liberadas na saliva, a partir desses materiais, podem ser transportadas 

para a mucosa oral e/ou do trato gastrointestinal e causar reações adversas como dor, vesículas, 

ulcerações, sensação de ardência e vermelhidão18,19,20. Assim, estudos têm sido realizados para 

avaliar a biocompatibilidade dos reembasadores resilientes e condicionadores de tecidos, por 

meio de testes que permitem verificar possíveis efeitos citotóxicos após a exposição das células 

às substâncias liberadas (eluatos) por esses materiais11,21,22,23,24,25. Entretanto, a literatura revela 

que ainda existe pouca informação sobre a citotoxicidade dos materiais resilientes indicando a 

necessidade de mais estudos. Além disso, apesar dos condicionadores de tecidos e dos 

reembasadores resilientes à base de resina plastificada apresentaram-se, em geral, mais 

citotóxicos, os resultados diferem entre os estudos. 

A literatura consultada demonstra, ainda, que poucos estudos avaliaram os efeitos quando 

há o contato direto entre os materiais e as células 26,27,28,29,30,31. Esse aspecto é particularmente 

importante tendo em vista que esses materiais também têm sido amplamente utilizados em áreas 

de tecidos ulcerados e inflamados pela ação mecânica de próteses mal adaptadas 2, em próteses 

obturadoras após cirurgias maxilo-faciais 32,33,34, em casos que apresentam áreas recém operadas, 

regiões com lesões crônicas, trauma na mucosa bucal, bruxismo, pacientes com avitaminoses ou 

doenças debilitantes e em próteses imediatas ou durante o período de osseointegração de 

implantes 37. 

Nos estudos sobre biocompatibilidade dos materiais reembasadores resilientes, o teste de 

MTT tem sido um dos mais utilizados 11,22,23,25,27,29,31. Esse teste relaciona-se na quantificação da 

atividade enzimática mitocondrial, principalmente da enzima desidrogenase succínica, e mensura 
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a conversão do sal de metil- tetrazolium em cristais de formazan, de cor azul escura, facilmente 

detectado por espectrofotometria 22. É um teste simples, sem necessidade de radioisótopo, com 

poucas etapas e tempo laboratorial e tem sido relacionado à quantidade de células viáveis 22. Para 

complementar os resultados quantitativos obtidos nos testes de viabilidade celular, análises em 

microscópio eletrônico de varredura (MEV) também têm sido realizadas para avaliar alterações 

morfológicas nas células, causadas por diferentes materiais odontológicos 38,39. Outro tipo de 

análise que tem sido considerada importante para avaliar a citotoxicidade de materiais 

odontológicos é a identificação do padrão de morte celular, apoptose ou necrose 40, por citometria 

de fluxo com anexina-V e iodeto de propídio. Segundo Cimpan et al.41’42, quando o material 

causa apoptose, os tecidos que estão em contato com a prótese terão maiores condições de se 

adaptar às modificações por ela induzidas. Por outro lado, quando o material causa necrose, o 

fenômeno inflamatório resultante desse tipo de morte celular pode induzir reações teciduais mais 

severas. Dessa forma, a morfologia e o padrão de morte celular constituem aspectos importantes 

a serem avaliados. Entretanto, apesar da citotoxicidade dos materiais reembasadores resilientes já 

ter sido investigada, as alterações morfológicas e os mecanismos de morte celular por eles 

induzidos ainda não foram elucidados. 

Com base nessas considerações, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos citotóxicos 

de quatro materiais reembasadores resilientes, sendo dois à base de resina acrílica plastificada e 

dois à base de silicone, e 2 condicionadores de tecidos, em cultura de células (L929, HaCaT e 

RAW 264.7), por meio de análises da viabilidade celular (MTT), da morfologia celular (MEV) e 

do padrão de morte celular (citometria de fluxo). Os testes foram realizados após exposição das 

células a eluatos ou ao contato direto com os materiais, em períodos de 24 e 48 horas. 

 

Materiais e Métodos 

1. Preparo dos corpos de prova 

Os materiais selecionados para esse estudo estão apresentados na tabela 1. 

Os testes para a citotoxicidade dos materiais reembasadores resilientes foram feitos de 

acordo com a ISO 10993-543. Os corpos de prova de cada material (n=228) foram confeccionados 

utilizando-se matrizes metálicas previamente esterilizadas, contendo cavidades em forma de 

discos (10 × 1 mm)24. Os materiais, proporcionados e manipulados de acordo com instruções dos 

fabricantes, foram inseridos nas matrizes, prensados manualmente entre duas placas de vidro 
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esterilizadas com duas folhas de acetato, também esterilizadas, até o término da reação. Os 

corpos de prova foram colocados em sacos plásticos estéreis hermeticamente fechados no banho 

de ultra-som por 20 minutos, sendo, em seguida, expostos à luz ultravioleta na câmara de fluxo 

laminar por 20 minutos para cada lado do corpo de prova com o objetivo de eliminar os possíveis 

microorganismos remanescentes 24. 

2. Preparação dos eluatos 

Para a realização dos testes de citotoxicidade foram utilizados eluatos obtidos por meio da 

incubação dos corpos de prova em meio de cultura por dois períodos 22. Para isso, os corpos de 

prova de cada material (n=120) foram divididos, aleatoriamente, nos 2 períodos de incubação 

estabelecidos, de 24 e 48 horas (n=5). A seguir, foram colocados, individualmente, em uma placa 

de 24 compartimentos, contendo 3 ml de meio de cultura (Dulbecco's Modified Eagle's Medium - 

DMEM) e incubados a 37 ºC com 5% de CO2 e 95% de ar por 24 horas ou 48 horas. Meio de 

cultura, sem corpos de prova, também foi incubado nas mesmas condições e serviu como 

controle. 

3. Cultura celular 

Neste estudo foram utilizadas três linhagens de células imortalizadas, sendo fibroblastos 

L929, queratinócitos humanos (HaCaT – CLS 300493) e macrófagos RAW 264.7, cultivadas no 

Laboratório de Patologia Experimental e Biomateriais da Faculdade de Odontologia de 

Araraquara, Brasil. As três linhagens foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM, SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) contendo 10% de soro 

fetal bovino (GIBCO, Grand Island, NY, EUA), 100 IU/mL e 100 mg/mL de penicilina e 

estreptomicina, respectivamente, e 2 mmol/L de glutamina (GIBCO, Grand Island, NY, EUA) 

em atmosfera umedecida contendo 5% de CO2 e 95% de ar, na temperatura de 37 °C. As células 

foram subcultivadas a cada 3 dias até se obter número adequado de células, quando então, foram 

semeadas em placas de cultura estéreis. 

4. Análise do metabolismo celular 

Após atingir aproximadamente 80% de densidade, as células foram tripsinizadas e 

colocadas em placas estéreis de 96 compartimentos (1 × 104 cells/mL) e incubadas por 24 horas. 

Anteriormente ao início dos testes, os eluatos obtidos de cada material nos períodos de 24 ou 48 

horas (n=10) foram colocados em contato com as células por 24 horas em incubadora, na 

temperatura de 37º C com 5% de CO2 e 95% de ar. Nas mesmas condições experimentais, 
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compartimentos da placa contendo células e meio de cultura sem eluato foram utilizados como 

controle. 

O efeito dos reembasadores resilientes sobre o metabolismo celular foi também avaliado 

após o contato direto das células com os materiais. Para isso, os corpos de prova de cada material 

(n=72) foram colocados em placas de cultura de 24 compartimentos e, em seguida, as células 

foram semeadas (1 × 105 cells/mL) sobre os materiais e incubadas em atmosfera umedecida 

contendo 5% de CO2 e 95% de ar, na temperatura de 37 °C por 24 ou 48 horas 43. 

Para o teste de MTT, o meio de cultura foi aspirado e a solução de MTT (5 mg/ml PBS 

estéril) (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA) e DMEM sem soro fetal bovino foram 

colocados em cada compartimento. Após a incubação das células a 37 ºC por 4 horas, o meio de 

cultura com a solução de MTT foi aspirado e solução de isopropanol acidificado em HCL a 0,04 

N foi aplicada para solubilizar os cristais formados na presença de mitocôndrias ativas. 

A viabilidade celular foi avaliada de maneira proporcional à absorbância determinada em 

um comprimento de onda de 570 nm, utilizando-se leitor de ELISA (BIO-RAD, modelo 3550-

UV, microplate reader, Hercules, Califórnia, EUA). Para cada condição experimental, as médias 

dos valores de duas alíquotas foram calculadas para proporcionar um valor único para cada 

compartimento. Essas médias foram transformadas em procentagem de viabilidade celular em 

relação aos controles (células em meio de cultura sem eluato ou corpo de prova), que foram 

considerados como 100%. Os testes foram realizados em, pelo menos, três ocasiões distintas. 

5. Análise em microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

Para avaliar a morfologia celular após exposição das células aos eluatos dos materiais por 

meio de MEV, lamínulas de vidro estéreis (Fisher Scientific), com 12 mm de diâmetro, foram 

colocadas no fundo dos compartimentos e, imediatamente após, as células foram semeadas. Após 

24 horas, o meio de cultura foi removido e 1mL dos eluatos obtidos a partir dos materiais nos 

períodos de 24 ou 48 horas foi colocado em contato com as células, que foram incubadas por 

mais 24 horas. Meio de cultura sem eluato foi colocado em contato com as células e utilizado 

como controle. Após esse período, o meio de cultura foi removido e as células viáveis que 

permanecerem aderidas na lamínula de vidro foram fixadas com 1 mL de glutaraldeído a 2,5% 

por 2 horas. A seguir, as lamínulas foram lavadas com PBS e água destilada, e as células foram 

desidratadas em soluções de etanol de concentrações ascendentes (30%, 50%, 70%, 95% e 100%) 

e imersas em 1,1,1,3,3,3-hexametildisilazane (HMDS - Acros Organics, Springfield, NJ, USA) 
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por 90 minutos. As lamínulas foram, então, fixadas em stubs metálicos e colocadas em 

dessecador por 7 dias. As lamínulas de vidro foram cobertas com ouro e a morfologia das células 

aderidas foi analisada com microscópico eletrônico de varredura (FEI Inspect S50, Company, 

Brno, Czech Republic). Os testes foram realizados em duas ocasiões distintas. 

6. Análise por citometria de fluxo com anexina-V e iodeto de propídio 

A análise do tipo de morte celular pela Anexina-V baseia-se na localização da 

fosfatilserina. Em células viáveis, a fosfatilserina localiza-se na superfície interna da membrana 

citoplasmática. Quando as células entram em processo apoptótico, esse lipídeo é translocado para 

a superfície externa da membrana e, dessa forma, se expõe ao meio extracelular. A anexina-V é 

uma proteína que se liga a fosfolipídeos e possuiu alta afinidade pela fosfatilserina. Assim, 

quando adicionada ao meio extracelular tende a se ligar a esse lipídeo tornando possível a 

identificação das células em processo de apoptose. Já o iodeto de propídio, é um marcador 

fluorescente de morte celular capaz de se ligar ao DNA, intercalando-se de forma não específica 

entre as bases. O iodeto de propídio, por ser um composto pouco lipossolúvel, só é capaz de 

atravessar a membrana citoplasmática quando a mesma se encontra danificada, ou seja, com o 

processo de morte celular por necrose iniciado. Esse teste foi realizado com as linhagens 

celulares L929 e HaCat, após exposição aos eluatos(n=4) obtidos dos materiais nos períodos de 

24 ou 48 horas. 

Os experimentos para a análise da morte celular foram realizados em citômetro de fluxo 

FACSCalibur equipado com laser de argônio e software CellQuest (Becton Dickinson, NJ, USA). 

Para cada condição experimental e controle foram coletados, pelo menos , 10.000 eventos e as 

populações de células L929 e HaCaT foram identificadas por suas características de tamanho e 

granulosidade e analisadas através da intensidade de fluorescência dos marcadores utilizados para 

cada tipo de morte celular. 

Após incubação das células em placas de 24 compartimentos (1 × 105 cells/mL) por 24 

horas, o meio de cultura foi removido e as células foram incubadas com os eluatos dos materiais 

avaliados, obtidos nos 2 períodos de incubação estabelecidos (n=8). Células em meio de cultura 

sem eluato foram incubadas nas mesmas condições para servir como controle (n=8 ). Após esses 

procedimentos, as células foram tripsinizadas, removidas da placa e levadas para um tubo falcon. 

Em seguida, foram centrifugadas a 500 rpm por 5 min. O sobrenadante foi descartado e as células 

ressuspendidas em 300 µL de tampão de ligação, contendo 10 mM de HEPES (pH 7,4, composto 
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por 150 mM de NaCl, 5 mM de KCl, 1 mM de MgCl2 e 1,8 mM de CaCl2). Para a aquisição das 

células marcadas positivamente para apoptose, uma alíquota de 250 µL da suspensão celular de 

cada condição (experimental e controle) foi tratada com anexina-V (Instituto de Ciências 

Biomédicas, São Paulo, SP, Brasil) na concentração de 1:500, durante 20 min, no escuro. As 

amostras foram adquiridas em canal de FL-1 do citômetro de fluxo. A aquisição das células 

marcadas positivamente para necrose foi realizada imediatamente após a adição de 0,2 µg/mL de 

iodeto de propídio, sendo adquiridas em canal de FL-2 do citômetro de fluxo. Os testes foram 

realizados em duas ocasiões distintas. 

Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizado o SPSS para Windows (versão 17.0, 

SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). Para análise dos resultados de metabolismo celular, obtidos 

nos testes de MTT (eluato e contato direto), e dos resultados de tipo de morte celular, obtidos na 

análise de citometria de fluxo com anexina-V e iodeto de propídio, foi utilizado o teste de 

ANOVA para dois fatores com o teste complementar de Tukey, com nível de significância de p≤ 

0,05. 

Resultados 

Efeito dos eluatos sobre viabilidade, morfologia e tipo de morte celular 

As médias e desvios padrão das porcentagens de viabilidade celular em relação aos 

respectivos controles, obtidos no teste MTT, encontram-se na Tabela 2. Para as células L929 e 

RAW 264.7, não houve diferenças significativas entre os materiais ou entre os dois períodos de 

obtenção dos eluatos. Para as células HaCat, as porcentagens de viabilidade celular obtidas com 

os eluatos de 48 horas foram significativamente menores que as obtidas com os eluatos de 24 

horas, independentemente dos materiais. As médias obtidas em todas as condições experimentais 

foram iguais ou maiores que 75%, com exceção das células HaCat expostas ao eluato de 48 horas 

dos materiais Ufi Gel P e Softone. Ainda assim, as médias de viabilidade celular foram maiores 

que 70%. 

As Figuras 1 e 2 referem-se à fotomicrografias representativas da morfologia celular das 

células L929 tanto dos controles (células em meio de cultura sem eluato) como após a exposição 

aos eluatos dos materiais, obtidos nos períodos de 24 e 48 horas, respectivamente. Nas 

fotomicrografias dos controles (Figuras 1g e 2g), pode-se observar que as células L929 

apresentaram formato alongado com delgados filamentos citoplasmáticos, recobrindo o substrato 
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de vidro, e mitoses. Na imagens referentes às células expostas aos eluatos de 24 e 48 horas dos 

materiais avaliados (Figuras 1 a-f; 2 a-f), não foram observadas alterações significativas na 

morfologia.  

Para as células HaCat, para os grupos controle (Figuras 3g e 4g), foi observado grande 

número de células recobrindo a superfície do substrato de vidro e realizando mitoses. Pode-se 

observar, também, que a morfologia celular poligonal e “cobblestone”, característica dos 

queratinócitos, permanece inalterada. Mitoses também foram observadas quando os 

queratinócitos foram colocados em contato com os eluatos de 24 horas dos materiais Coe 

Comfort (Figura 3c), Durabase Soft (Figura 3e) e Trusoft (Figura 3f). Para as células HaCat em 

contato com os eluatos de 48 horas, resultados semelhantes foram observados. A morfologia 

celular característica dos queratinócitos foi mantida e mitoses também foram observadas após a 

exposição dos queratinócitos aos eluatos dos materiais Ufi Gel P (Figura 4a), Softone (Figura 4d) 

e Durabase Soft (Figura 4e). Nas figuras 5g e 6g, que apresentam as fotomicrografias dos 

controles, são observadas características normais dos macrófagos RAW 264.7: células pequenas, 

arredondadas, com superfície lisa, emitindo projeções filamentosas curtas e escassas. Nas figuras 

5c e 5e, respectivamente, referentes ao contato das células com os eluatos de 24 horas dos 

materiais Coe Comfort e Durabase Soft, pode-se observar que a morfologia celular não encontra-

se bem definida, com imagens que aparentam ser restos citoplasmáticos de células danificadas. 

Nas figuras 6b, 6c e 6e, referentes às fotomicrografias dos macrófagos RAW 264.7 após contato 

com os eluatos de 48 horas dos materiais Sofreliner S, Coe Comfort e Durabase Soft, pode-se 

observar células mal definidas e restos de citoplama celular.  

O tipo de morte celular (apoptose ou necrose) para as duas linhagens celulares (L929 e 

HaCat) causada pela exposição aos eluatos obtidos a partir dos materiais nos períodos de 24 ou 

48 horas foi avaliado por meio de citometria de fluxo (Tabela 3). Para as células L929, foi 

observado que as porcentagens de morte celular por apoptose proporcionadas pelos eluatos de 24 

horas dos materiais Ufi Gel P e Sofreliner S e pelo eluato de 48 horas do material Durabase Soft 

foram significativamente maiores que a do controle (p= 0,021; p= 0,000; p= 0,003, 

respectivamente). As porcentagens de morte por necrose das células L929 após exposição aos 

eluatos de 24 ou 48 horas de todos os materiais, foram maiores em relação ao controle (p< 0,02), 

com exceção do reembasador resiliente Trusoft (p= 0,551). Para as células HaCat, não houve 
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diferenças significativas entre as porcentagens de morte por apoptose ou necrose, causadas pelos 

eluatos de 24 ou 48 horas de todos os materiais, e os respectivos controles (p>0,05). 

Efeito do contato direto sobre a viabilidade celular (teste MTT) 

As análises estatísticas dos resultados obtidos no teste MTT, após o contato direto das 

células com os materiais (Tabela 4), demonstraram que para as células L929, todos os materiais 

proporcionaram médias de viabilidade celular significativamente menores no período de 48 horas 

(p= 0,000). Nos dois períodos avaliados, os materiais Ufi Gel P e Sofreliner S resultaram nas 

maiores médias de viabilidade celular (p< 0,001 e p< 0,003, respectivamente), enquanto as 

menores médias foram obtidas com os materiais Durabase Soft e Coe Comfort (p= 0,000 e p< 

0,007, respectivamente). O material Softone apresentou média intermediária, não tendo sido 

diferente do material Trusoft, no período de 48 horas (p= 0,055). 

Resultados similares foram observados para as células HaCat, tendo sido as médias de 

viabilidade celular no período de 24 horas significativamente maiores que aquelas do período de 

48 horas (p= 0,006). As maiores médias foram observadas após o contato direto das células 

HaCat com os materiais Ufi Gel P, Sofreliner S e Trusoft (p< 0,002, p< 0,006 e p< 0,001, 

respectivamente) e as menores médias foram obtidas para o material Durabase Soft (p< 0,002), 

independentemente do período de contato (Tabela 4). Os materiais Softone e Coe Comfort 

proporcionaram médias intermediárias, nos dois períodos avaliados. 

Para as células RAW 264.7, houve efeito significativo somente para o fator material, não 

tendo sido observadas diferenças significativas entre os períodos de 24 e 48 horas (p> 0,05). O 

contato direto das células RAW 264.7 com os materiais Ufi Gel P e Sofreliner S resultou nas 

maiores médias de viabilidade celular (p= 0,000). As menores médias de viabilidade celular 

foram obtidas para os materiais Durabase Soft, Softone e Coe Comfort (p= 0,000) enquanto o 

contato direto com o material Trusoft resultou em média intermediária e diferente das demais (p= 

0,000). 

Discussão 

No presente estudo, os possíveis efeitos citotóxicos dos materiais reembasadores 

resilientes foram avaliados utilizando-se três linhagens celulares: L929, HaCaT e Macrófagos 

Raw 264.7. Os fibroblastos L929 são células de linhagem imortalizada, recomendadas pela ISO 

10993-543 para testes de citotoxicidade. As células HaCaT são queratinócitos de pele humana, 

também de linhagem imortalizada, que são facilmente cultivadas, podendo ser utilizadas em 
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passagens indefinidas, e que mantêm as características biológicas dos queratinócitos humanos44. 

Além disso, as células L929 e HaCat, as quais são sensíveis a monômeros e plastificantes 

utilizados em materiais odontológicos 29,44,45, têm sido comumente utilizadas para estudos de 

citotoxicidade de diferentes materiais incluindo resinas acrílicas e reembasadores resilientes 
11,22,24,26,42.As células Raw 264.7, também de linhagem imortalizada, foram utilizadas porque elas 

retêm a maioria das funções dos macrófagos de cultura primárias 46, os quais constitu0em a 

primeira linha de defesa, protegendo o organismo contra substâncias externas e potencialmente 

prejudiciais, sendo sensíveis a monômeros e plastificantes que podem ser liberados por materiais 

poliméricos 46,47,48. Devido ao seu papel na patogênese da resposta inflamatória, essas células são 

relevantes para se testar a biocompatibilidade de materiais odontológicos 49, particularmente 

materiais protéticos, os quais são comumente colocados em contato com áreas de tecidos 

ulcerados ou em fase de cicatrização 2,37.  

Os resultados obtidos nos testes de viabilidade celular demonstraram que, em geral, os 

materiais não foram citotóxicos para as células L929, Raw 264.7 e HaCat, com exceção dos 

eluatos de 48 horas dos materiais Ufi Gel P, Coe Comfort e Softone, os quais causaram discreta 

toxicidade sobre as células HaCat (valores de viabilidade celular acima de 70%). Além disso, não 

foram detectadas diferenças significativas entre os materiais, em nenhuma das três linhagens 

celulares avaliadas. Alguns estudos que avaliaram eluatos do material Ufi Gel P nos períodos de 

24 hs 24, 48 hs 11 e 96 hs 22, aplicados em contato com as células L929, também demonstraram a 

ausência de redução da viabilidade celular. Num estudo recente, . 25 mostraram que a 

citotoxicidade dos reembasadores à base de silicone (GC Reline Soft e Ufi Gel P) foi menor que 

a dos materiais à base de resina acrílica (Lang Flexacryl, Lang Immediate, Vertex Soft e Trusoft). 

Além disso, para o material Ufi Gel P, as médias de viabilidade celular observadas no teste de 

MTT foram, em geral, menores que as do presente estudo, tendo variado de 50 a 80%. Esses 

resultados podem estar relacionados aos períodos mais longos para obtenção dos eluatos (até 30 

dias) e, ainda, à linhagem celular (HeLa) utilizada pelos autores 25. 

A análise de possíveis alterações na morfologia celular caracteriza uma metodologia 

amplamente empregada na avaliação dos efeitos tóxicos de distintos materiais e produtos usado 

na Odontologia. De maneira geral, a falta de redução da viabilidade de células expostas a eluatos 

de materiais dentários não exclui a possibilidade da ocorrência de discretos danos às delicadas 

estruturas celulares. Dessa forma, no presente estudo, foram feitas análises da morfologia celular 
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em microscópio eletrônico de varredura. As células L929 e HaCat expostas aos eluatos dos 

materiais experimentais apresentavam morfologia e espalhamento sobre a lamínula de vidro 

semelhantes ao observado para o grupo controle. Por outro lado, as análises obtidas com as 

células RAW 264.7 evidenciaram que a morfologia celular não encontrava-se bem definida, com 

imagens que evidenciavam resíduos de células letalmente danificadas, sobretudo após a 

exposição aos eluatos dos materiais Coe Comfort e Durabase Soft. O eluato de 48 horas do 

material Coe Comfort também alterou as células L929, que apresentaram-se sem limite celular 

bem definido. 

O tipo de morte celular, após exposição das células L929 e HaCat aos eluatos dos 

reembasadores resilientes, foi analisado por meio de citometria de fluxo. Os resultados 

demonstraram que, para as células HaCat, não houve aumento significativo nas porcentagens de 

apoptose e necrose para nenhum dos materiais reembasadores avaliados, tanto para os eluatos de 

24 hs como de 48 hs. Para as células L929, houve aumento nas taxas de apoptose para os 

reembasadores Ufi Gel P e Sofreliner (eluato de 24 hs) e Durabase Soft (eluato de 48 hs) e, todos 

os materiais aumentaram as porcentagens de necrose (eluatos de 24 hs e 48 hs), exceção do 

reembasador resiliente Trusoft. A apoptose é um processo fisiológico ativo e programado de 

morte celular, que permite ao organismo eliminar células danificadas ou indesejadas, sem 

desencadear reações inflamatórias 41,49,52. Por outro lado, a necrose é um processo passivo de 

morte celular após sua exposição à injúria severa, que ocorre de forma não controlada, sem 

regulação genética, induzindo processos inflamatórios com sintomas clínicos 41,52,53. Tem sido 

sugerido que o padrão de morte celular pode ser importante em relação à evolução do potencial 

irritativo dos materiais odontológicos 41,49, tendo em vista que as células apoptóticas, removidas 

por fagocitose, desencadeia discreto dano tecidual, diferente do que acontece nos casos de 

necrose celular 49. Assim, embora não tenham sido verificadas alterações significativas na 

viabilidade celular (MTT assay), os resultados de citometria de fluxo sugerem que os efeitos dos 

eluatos dos materiais avaliados foram mais acentuados para as células L929 (fibroblastos) que 

para as células HaCat (queratinócitos). Apesar disso, os resultados sugerem que as células 

remanescentes ainda se apresentaram em número suficiente para produzir atividade mitocondrial 

(formação do formazan) similar àquela determinada para as células controle (sem contato com os 

eluatos), sendo isto confirmado pelo teste de viabilidade celular. 
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A maioria dos estudos que avaliaram a citotoxicidade dos reembasadores resilientes 

realizaram testes utilizando os eluatos obtidos diretamente dos materiais em teste 11,21-25. Na 

presente pesquisa, os efeitos dos reembasadores resilientes sobre o metabolismo celular foram 

analisados não somente com os eluatos mas também por meio do contato direto entre as células e 

os materiais. Esse último experimento foi estabelecido para complementar as informações obtidas 

nos testes realizados com os eluatos bem como para simular os procedimentos intra-orais de 

reembasamento das bases das próteses, nos quais as células são colocadas em contato direto com 

materiais recém polimerizados, sendo assim expostas às substâncias liberadas pelos 

reembasadores54. Em contraste com os resultados observados no teste dos eluatos, o contato 

direto entre os reembasadores resilientes e as células determinaram a ocorrência de diferenças 

significativas entre os materiais. Uma possível explicação para isto é que, durante os períodos de 

incubação das amostras em meio de cultura para obtenção dos eluatos, pode ter ocorrido a 

evaporação ou a decomposição das substâncias liberadas pelos materiais. Como resultado, nos 

testes de MTT realizados com os eluatos, não foram detectados efeitos citotóxicos severos ou 

diferenças significativas entre os materiais. Por outro lado, nos testes que utilizaram o contato 

direto entre os reembasadores e as células, a presença da amostra do material durante a realização 

dos testes pode ter prevenido a evaporação/decomposição dos componentes liberados 28 e, 

consequentemente, maiores alterações na viabilidade celular foram observadas. Os resultados 

mostraram que, nos dois períodos de contato direto avaliados (24 hs e 48 hs), os materiais à base 

de silicone - Ufi Gel P e Sofreliner S, foram menos citotóxicos para todas as células (L929, 

HaCat e Raw 264.7); por outro lado, o reembasador à base de resina acrílica plastificada - 

Durabase Soft, apresentou efeitos mais acentuados, resultando em médias de porcentagens de 

viabilidade celular menores que 16%. Os condicionadores de tecidos Coe Comfort e Softone 

também foram citotóxicos, sobretudo para as células RAW 264.7, reduzindo a viabilidade celular 

para taxas menores que 8%. O material Trusoft demonstrou citotoxicidade intermediária, não 

tendo sido diferente estatisticamente dos reembasadores à base de silicone para as células L929 e 

HaCat, enquanto para as células RAW 264.7 resultou em porcentagens menores de viabilidade 

celular (57,4% para 24 hs e 37,7% para 48 hs). Os reembasadores resilientes à base de silicone 

apresentam composição similar aos materiais para moldagem à base de polivinilsiloxano2. A 

reação desses materiais ocorre por adição, não envolvendo a formação de sub-produtos, tal como 
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o álcool, que se forma nos silicones que reagem por condensação, sendo que esta característica 

contribui para sua natureza mais estável. 

Sofou et al.13 avaliaram a liberação de componestes dos diversos materiais reembasadores 

e condicionadores de tecidos em diferentes meios de armazenamento e temperaturas. Os autores 

mostraram que os compostos ácido metacrílico, metil metacrilato e n-butil metacrilato eluíram 

em níveis baixos a partir dos materiais à base de silicone, como esperado. A liberação dos 

plastificantes ftálicos (dialil-ftalato, butoxi carbonil metil butil ftalato, dibutil ftalato, dioctil 

ftalato) também ocorreu em baixos níveis, especialmente para o material Ufi Gel P. Da mesma 

forma, Brozek et al.15 verificaram que, embora componentes tenham sido liberados pelos 

materiais reembasadores resilientes avaliados, incluindo monômeros (etileno glicol dimetacrilato, 

metil metacrilato e dodecil metacrilato), de maneira geral, os materiais à base de silicone foram 

mais estáveis que aqueles à base de resina plastificada, liberando menores quantidades. Assim, 

pode-se sugerir que os efeitos citotóxicos menos acentuados observados no presente estudo para 

os materiais Ufi Gel P e Sofreliner S estejam relacionados com menor liberação de componentes 

residuais. 

O reembasador à base de resina acrílica plastificada Durabase Soft é composto por um pó 

à base de polietil metacrilato (PEMA) e peróxido de benzoíla (PB), uma molécula que atua como 

gerador de radicais livres e é utilizada como iniciador da reação de polimerização de materiais 

poliméricos 55,56. Os radicais livres, entre eles as espécies reativas de oxigênio (EROS), são 

átomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons não pareados, o que faz com que essas 

moléculas sejam instáveis e apresentem, como uma de suas características, a meia vida curta e 

alta interação com todas as moléculas biológicas (lipídios, proteínas, carboidratos e ácidos 

nucleicos), podendo causar injúrias às células 57. Os radicais livres gerados pela decomposição do 

PB durante a reação de polimerização levam ao estresse e colocam as células sob condições 

tóxicas 58, sendo que células expostas aos materiais poliméricos também produzem radicais livres 
58. Assim, provavelmente, o efeito tóxico do PB é mediado pelos seus radicais livres derivativos, 

cuja formação envolve a quebra da ligação peróxido na molécula do PB para formar tanto 

radicais benzoiloxil, que podem se fragmentar para formar dióxido de carbono e radicais 

fenílicos, como o produto final e estável da degradação, que é o ácido benzóico (AB) 55,56. 

Estudos têm demonstrado que o peróxido de benzoíla pode influir no metabolismo de lipídeos e 

afetar a viabilidade 56, o crescimento e a proliferação celular, com danos irreversíveis dependendo 
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da concentração, e ainda, o aumento na multinucleação e intensa vacuolização das células 55. 

Além disso, Babich et al. 55 verificou que o PB foi aproximadamente 10 vezes mais tóxico que o 

peróxido de hidrogênio, e cerca de 250 vezes mais tóxico que o produto final AB. Assim, é 

provável que esses efeitos negativos do PB tenham contribuído, de maneira decisiva, para a 

atividade tóxica do reembasador Durabase Soft sobre as 3 linhagens celulares avaliadas no 

presente estudo. 

O líquido do material Durabase Soft é composto por metil metacrilato (MMA) e o 

plastificante di-butil ftalato (DBP) os quais são liberados para a cavidade oral. Conforme relatado 

anteriormente, os reembasadores resilientes à base de resina plastificada liberam mais produtos e 

em maior quantidade que os materiais à base de silicone, entre eles monômeros residuais e 

plastificantes ftalatos 13-15. Embora os processos relacionados à toxicidade dos monômeros ainda 

não estejam completamente elucidados, alguns mecanismos tem sido relatados na literatura, 

como danos ao DNA 58, lesão na dupla camada lipídica das células 59, e alteração na mobilização 

dos íons cálcio (Ca2+), os quais atuam como mensageiros secundários e apresentam papel 

importante em muitos “pathways” de transdução de sinais celulares 59. Para monômeros 

hidrofóbicos, como o MMA, foi verificado que o aumento na concentração intracelular de cálcio 

livre ([Ca2+]i) ocorreu de forma dose-dependente. O aumento do ([Ca2+]i) também foi relacionado 

com os valores de log P 59, que é o coeficiente de partição octanol-água, indicativo da 

hidrofobicidade ou lipofilicidade da substância 59,60. Tem sido observado que, dependendo da 

lipofilicidade (log P) dos monômeros, eles se localizam, predominantemente, nas membranas 

celulares dos tecidos orais 61. Outro mecanismo proposto para a citotoxicidade dos materiais 

poliméricos é o estresse oxidativo causado a partir do desequilíbrio entre as espécies reativas de 

oxigênio (EROS) e o sistema de defesa antioxidante (redox)54,58. As EROS geradas pelos 

materiais resinosos, representadas pelo peróxido de hidrogênio, ânions superóxidos e radicais 

hidroxilas, são conhecidas por reduzir os níveis intracelulares de moléculas antioxidantes como a 

glutationa, um removedor direto de EROS 58,62. Os ésteres ,ß-insaturados, utilizados como 

monômeros em resinas, entre eles o MMA, podem apresentar toxicidade através da reação com 

nucleófilos intracelulares, como a glutationa reduzida, via adição de Michael61. Essa reação 

envolve a adição de um nucleófilo, denominado doador de Michael, a um eletrófilo (α,β-

insaturado), denominado aceptor de Michael. O aumento nas EROS, após a depleção da 

glutationa, resulta em estresse oxidativo que pode levar a danos no DNA, atraso no ciclo celular 
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e, eventualmente, morte celular, principalmente na forma de apoptose 58,62. De qualquer forma, 

podemos supor que a presença do MMA na composição do reembasador resiliente Durabase Soft 

tenha contribuído, pelo menos em parte, para os efeitos citotóxicos observados no presente 

estudo. Além disso, o MMA pode se decompor, via hidrólise, em ácido metacrílico (AM) 63, o 

qual também apresenta efeito citotóxico64, alterando tanto o metabolismo celular como a síntese 

de DNA 65. Devido à sua estrutura alílica, o AM pode formar moléculas altamente reativas 

(epóxidos) que podem contribuir para os efeitos citotóxicos66. 

Além do monômero MMA, o líquido do reembasador resiliente Durabase Soft também 

contém o plastificante DBP. Os ftalatos e outros ésteres de ácidos carboxílicos aromáticos têm 

sido utilizados como agentes “softening” para obter plasticidade dos materiais odontológicos, 

com aplicação típica nos reembasadores resilientes. No presente estudo, outros materiais 

avaliados também contêm plastificantes, como o DBP no condicionador de tecidos Softone, o 

benzil butil ftalato (BBP) no reembasador Trusoft e o benzil benzoato (BB), um plastificante 

“phtalate ester-free”, presente no condicionador de tecidos Coe Comfort 67. Resultados similares 

foram observados em células L929 após exposição ao DBP por 24 hs 65, e em macrófagos 

murinos RAW 264.7 expostos por 60 min aos plastificantes BBP e DBP 47. A toxicidade dos 

ésteres de ftalatos tem sido relacionada com o seu metabólito ácido metoxiacético que causa 

geração de EROS e consequente danos ao DNA e à mitocôndria de fibroblastos humanos. Além 

disso, foi sugerido que  o  plastificante BB pode causar danos oxidativos tanto às membranas 

como às proteínas celulares (Longjuan et al., 2010). O BB é um composto solúvel em gordura (fat-

soluble), que pode penetrar nas células através da membrana celular e, então, atuar na 

mitocôndria, aumentando a permeabilidade, alterando o canal de transporte, inibindo a respiração 

mitocondrial e produzindo mais espécies reativas. As EROS produzidas podem atacar os ácidos 

graxos poli-insaturados, induzir peroxidação lipídica e, assim, produzir os peróxidos lipídicos 

como o malondialdeído, cujo conteúdo reflete a severidade dos radicais livres que atacam, 

indiretamente, as células do organismo 68 . Assim, é provável que os efeitos citotóxicos 

observados neste estudo para os materiais Durabase Soft, Softone e Coe Comfort e, em menor 

extensão, para o material Trusoft, estejam relacionados, pelo menos em parte, à presença dos 

plastificantes DBP, BB e BBP nas suas composições. Efeitos citotóxicos, como zona de inibição 

do crescimento, lise celular 26 e redução da viabilidade celular 29, quando em contato direto entre 

condicionadores de tecidos, entre eles o Coe Comfort, foram observados em contato direto com 
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diferentes células. Por outro lado, Kostic et al.31, ao avaliarem os materiais à base de resina 

plastificada Trusoft, Lang Flexacryl e Lang Immediate em contato com células HeLa por 24 hs, 

obtiveram média de viabilidade celular de 78,7% no teste de MTT para o material Trusoft. Essa 

média foi maior que as observadas no presente estudo para o período de contato de 24 hs entre 

esse material e as células HaCat e RAW 264.7, e menor que a verificada para as células L929. As 

diferentes linhagens celulares utilizadas podem ter contribuído para essas diferenças entre os 

resultados, tendo em vista que, no presente estudo foi possível observar que, em geral, os efeitos 

do contato direto dos materiais avaliados foram mais acentuados sobre as células HaCat e RAW 

264.7. Lefebvre et al.27 observaram que o material reembasador resiliente à base de resina acrílica 

plastificada (Permasoft) não causou efeito na viabilidade celular avaliada pelo teste MTT quando 

em contato direto com células Balb/c. Entretanto, estes autores também avaliaram o efeito do 

material quanto à adesão de Candida albicans e, em função disso, as amostras foram imersas em 

saliva artificial estéril por 5 dias para permitir a liberação de ftalatos, os quais, por apresentarem 

efeitos citotóxicos, poderiam interferir nos resultados. Isto poderia explicar, mesmo que 

parcialmente, as diferenças entre os resultados de Lefebvre et al.27 e os dados apresentados no 

presente estudo. Deve-se ressaltar, ainda, que o tipo de material e célula utilizados nestes estudos, 

bem como ao tempo decorrido entre o preparo das amostras e a realização dos testes, também 

podem ter influenciado os diferentes dados apresentados neste estudo.  

Para materiais resilientes à base de PEMA, como os utilizados no presente estudo, o 

álcool é necessário para promover aumento de volume das partículas do polímero (swelling) e 

facilitar sua dissolução no plastificante, produzindo, assim, um tempo de geleificação 

clinicamente aceitável (ou adequado) 69. Desta forma, os materiais Trusoft, Softone e Coe 

Comfort contem etanol nas suas composições. Para o primeiro, a concentração de etanol é maior 

que 50%, sendo que para os demais, esta informação não está disponibilizada. Tem sido relatado 

que o álcool é liberado a partir dos condicionadores de tecidos 8, 69, e que a maior liberação ocorre 

nas primeiras 12 ou 24 hs 12. As substâncias liberadas na saliva, a partir desses materiais, tem 

sido relacionadas com reações adversas nos tecidos orais 18,19,20. Entretanto, os resultados do 

presente estudo demonstraram que, apesar da concentração relativamente alta de etanol, o Trusoft 

foi, em geral, menos tóxico para as 3 linhagens celulares avaliadas que os materiais Softone e 

Coe Comfort, nos dois períodos de contato direto estudados (24 e 48 hs). No estudo de Babich e 

Borenfreund60, os efeitos citotóxicos de vários álcoois foram avaliados, em diferentes linhagens 
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celulares (fibroblastos Balb/c 3T3, macrófagos RAW 264.7, células de Hamster CH V79). Os 

autores observaram que os efeitos foram relacionados com a lipofilicidade das substâncias 

testadas, caracterizada pelos valores de log P. Para os álcoois com valores de log P negativos, 

isto é mais hidrofílicos e menos lipofílicos, como o etanol (log P = – 0,26), as doses para causar 

redução de 10% na viabilidade celular (NR90) foram maiores (de 428,2 a 513 mM) do que 

aquelas observadas para álcoois mais lipofílicos, como o 1-octanol (lop P = 3,15) que variaram 

de 5,1 a 9,6 mM. Dessa forma, podemos supor que a presença do etanol na composição do 

Trusoft, Softone e Coe Comfort, independentemente da concentração, não tenha contribuído, de 

maneira significativa, para as diferenças nos efeitos citotóxicos observadas entre os três 

materiais. Por outro lado, um fator que pode ter contribuído diretamente para essas diferenças, 

seria o peso molecular dos plastificantes utilizados em cada um dos materiais. O DBP, presente 

no material Softone, e o BB, presente no Coe Comfort, possuem pesos moleculares de 278,34 47,69 

e 212,25 69, respectivamente, enquanto o BBP, que faz parte da composição do Trusoft, apresenta 

maior peso molecular (312,36) 47. Tem sido relatado que os plastificantes com maior peso 

molecular apresentam menor liberação dos materiais resilientes 69. No estudo de Hong et al.69, foi 

verificado que o material Coe Comfort apresentou liberação do plastificante BB em quantidades 

significativamente maiores que aquelas liberadas por outros materiais que continham 

plastificantes BBP e DBP, nos dois períodos de 1 e 14 dias. Assim, podemos supor que os efeitos 

mais acentuados observados neste estudo, para o contato direto entre as células e o condicionador 

de tecidos Coe Comfort, estejam relacionados com o menor peso molecular do BB em relação 

aos plastificantes DBP e BBP. 

O presente estudo demonstrou que, com exceção dos reembasadores resilientes à base de 

silicone, o contato direto entre as células L929, HaCat e RAW 264.7 e os materiais à base de 

resina acrílica plastificada e os condicionadores de tecidos causaram efeitos citotóxicos definidos. 

Embora os resultados com cultura de células não possam ser diretamente extrapolados para 

situações clínicas, é importante considerar se as alterações aqui observadas poderiam ter efeito 

cumulativo e tornarem-se mais acentuadas após período mais extenso de exposição. Isso poderia 

tornar as células mais susceptíveis a injúrias subsequentes, como por exemplo, o contato direto 

com materiais reembasadores recém aplicados sobre os tecidos. É importante ressaltar, ainda que 

devido à perda de plastificantes e álcool, os materiais reembasadores resilientes precisam ser 

substituídos periodicamente, alguns em intervalos de tempo relativamente curtos, para prevenir 
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trauma e colonização por microrganismos. Essa substituição, apesar de prevenir traumas e a 

colonização do material por microrganismos, aumenta à exposição dos tecidos às substâncias 

liberadas por esses materiais que, mesmo em baixas concentrações, podem levar a efeitos 

negativos crônicos sobre as células da mucosa oral. Ainda que não ocorra citotoxicidade aguda, a 

liberação contínua e persistente dessas substâncias pode comprometer, significativamente, a 

homeostase dos tecidos e o reparo, aspecto particularmente importante considerando-se que 

alguns desses materiais são aplicados sobre áreas recém operadas e em processo de cicatrização. 

Com base nos resultados do presente estudo, os materiais à base de silicone parecem ser os mais 

recomendados quando se considera o fator biocompatibilidade. 

 

Conclusões 

1) Não foi verificado efeito citotóxico para os eluatos dos materiais avaliados, obtidos com 24 e 

48 horas, em nenhuma das células testadas.  

2) Os fibroblastos e queratinócitos apresentaram diferentes sensibilidades quando em contato 

com os eluatos dos materiais testados, de 24 e 48 horas. Sendo que, os fibroblastos apresentaram 

maiores taxas de necrose celular para ambos os períodos de eluatos. 

3) Os materiais a base de silicone, Ufi Gel P e Sofreliner S, testados no presente estudo, 

apresentaram menor redução na viabilidade celular, quando em contato direto com as diferentes 

linhagens celulares testadas, nos períodos de 24 e 48 horas. 
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Tabela 1. Materiais avaliados neste estudo. 

Material Tipo Fabricante Proporção 
pó/liquid Composição Numero 

do Lot. 

Tempo de 
polimerização/geleificaçao 
em temperature ambiente 

Durabase 
Soft 

Reembasador 
a base de 
resina 
plastificada 

Reliance Dental 
MFG Co., III., 
USA 

1g/0.83 mL Pó – PEMA e peróxido de 
benzoila 
Liquido – MMA e DBP 

29549 15 min 

Trusoft Reembasador 
a base de 
resina 
plastificada 

Bosworth Co, 
Skokie, IL,USA 

1.06g/1.15mL Pó – PEMA 
Liquido – Butil Benzil ftalato 
(plastificante) e  álcool etílico 

0904-
137 

6 min 

Ufi Gel P Reembasador 
a base de 
silicone 

Voco, Cuxhaven, 
Germany 

Base e 
catalisador 
em proporção 
de 1:1  

Base-polidimethilsiloxane(A-
silicone) 
Catalisador- catalisador de 
platina 

1009051 10 min 

Sofreliner 
S 

Reembasador 
a base de 
silicone 

Tokuyama Dental 
Corp., Tokyo, 
Japan 

Sistema de 
auto-dispensa 

Polyorganosiloxane 
Silicone resin poder 
Silica, amorphous 

035E50 5 min 

Softone Condicionador 
de tecido 

Bosworth Co, 
Skokie, IL, USA 

1.03g/1.1mL Pó – PEMA 
Liquido – DPB 
e alcooll 

0906-
231 

8 min 

Coe 
Comfort 

Condicionador 
de tecido 

GC America Inc, 
Alsip, IL, USA 

1g/0.83 mL Pó – PEMA e zinco undecilenato 
Liquido – Benzil benzoato, óleo 
de semente de algodão, etanol, 
acetil tributil citrato, salicilato de 
metila, e óleo de hortelã-pimenta 

1006032 10 min 

 

PEMA, poly (etil metacrilato); MMA, metil metacrilato; DBP, DBP, di-butil ftalato. 
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Tabela 2. Médias e desvios-padrão (DP) da viabilidade celular (% do controle) após a 

exposição das células a 24 ou 48 horas dos eluatos dos materiais. 

 

Material 

Linhagem celular 

L929 HaCat RAW 264.7 

Periodo do eluato Periodo do eluato Periodo do eluato 

24h 48h 24h 48h 24h 48h 

Durabase 
Soft 

78.9 (27.6) 94.5 (18.8) 98.1 (10.6) 88.4 (8.1) * 90.1 (27.9) 85.8 (10.7) 

Trusoft 84.8 (33.2) 110.5 (17.1) 109.5 (4.2) 81.0 (7.5) * 104.4 (7.7) 94.7 (18.2) 

Ufi Gel P 107.5 (13.1) 118.8 (14.0) 89.2 (19.6) 72.0 (14.4) * 99.9 (8.6) 103.5 (8.5) 

Sofreliner S 105.6 (5.9) 110.4 (9.7) 91.8 (7.1) 83.0 (15.5) * 92.2 (9.3) 95.6 (28.2) 

Softone 88.3 (7.5) 89.4 (13.0) 84.6 (21.8) 71.8 (25.3) * 85.8 (20.4) 82.6 (15.7) 

Coe Comfort 100.8 (9.7) 108.1 (13.1) 81.6 (22.9) 75.2 (32.9) * 85.0 (10.8) 88.2 (16.3) 

* - Houve diferença significativa entre os dois períodos (24 - e 48-horas dos eluatos). 
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Tabela 3. Médias geométricas e desvios padrão (DP) da porcentagem de apoptose e 

necrose, após exposição das células L929 e HaCat aos eluatos dos materiais de 24 ou 

48 hs. 

Para cada linhagem cellular, as mesmas letras não indicam diferenças significativas 

em colunas (P>0.05). 

 

Período do 
eluato 

Material Linhagem celular 
L929 HaCat 

Apoptose 
(%) 

Necrose (%) Apoptose 
(%) 

Necrose 
(%) 

 

 

 

24 hs 

Durabase Soft 3.41 (2.31) ab 20.42 (1.39) b 7.94 (1.58) a 2.54 (2.24) cd 

Trusoft 2.89 (2.02) ab 12.52 (1.72) ab 8.59 (1.83) a 2.42 (2.16) cd 

Ufi Gel P 12.73 (2.24) bc 18.44 (1.45) b 5.94 (1.58) a 3.32 (2.46) cd 

Sofreliner S 25.08 (2.17) c 22.51 (1.41) b 5.68 (1.31) a 2.03 (1.18) cd 

Softone 2.31 (1.98) a 24.78 (1.47) b 4.76 (1.29) a 1.72 (2.04) c 

Coe Comfort 1.30 (3.70) a 14.85 (1.79) b 7.11 (1.36) a 4.32 (1.33) d 

Controle 2.39 (2.35) a 6.88 (1.91) a 7.17 (1.33) a 2.03 (2.35) cd 

 

 

 

48 hs 

Durabase Soft 12.15 (3.08) bc 17.91 (1.71) b 6.96 (2.07) b 1.17 (1.85) ab 

Trusoft 1.96 (2.54) a 10.74 (1.82) ab 12.02 (2.48) b 1.48 (1.65) ab 

Ufi Gel P 2.91 (2.52) ab 13.44 (1.87) b 8.70 (2.33) b 2.31 (1.80) ab 

Sofreliner S 2.43 (3.25) a 13.83 (1.70) b 6.53 (1.98) b 1.99 (1.58) ab 

Softone 2.41 (1.64) a 15.09 (1.70) b 8.09 (2.25) b 1.24 (1.79) a 

Coe Comfort 4.31 (1.95) ab 16.04 (2.15) b 12.73 (1.51) b 2.34 (2.40) b 

Controle 1.72 (2.47) a 10.05 (1.32) a 8.20 (1.82) b 1.59 (1.90) ab 
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Tabela 4. Médias e desvio-padrãos (DP) da viabilidade cellular (% controle) depois 

do contato direto dos materiais por 24 ou 48 hs com as células  L929, HaCat e RAW 

264.7. 

 

Material 

Linhagem celular 

L929 HaCat RAW 264.7 

Período do eluato Período do eluato Período do eluato 

24h 48h 24h 48h 24h 48h 

Durabase 

Soft 

15.8 (3.9) Aa 13.9 (8.0) Ba 8.2 (6.0) Aa 1.7 (1.5) Ba 5.8 (4.4) Aa 5.4 (8.7) Aa 

Trusoft 97.9 (17.7) Ac 51.2 (8.4) Bbc 65.2 (20.1) Acd 61.3 (25.4) Bcd 57.4 (17.0) Ab 37.7 (19.0) Ab 

Ufi Gel P 99.3 (14.6) Ac 71.6 (12.4) Bc 89.0 (24.1) Ad 69.7 (4.9) Bd 84.0 (6.9) Ac 106.2 (10.0) 

Ac 

Sofreliner S 91.4 (7.9) Ac 73.9 (3.7) Bc 86.6 (15.3) Ad 63.6 (8.3) Bd 89.2 (11.5) Ac 97.2 (17.0) Ac 

Softone 60.6 (15.4) Ab 46.1 (21.8) Bb 44.1 (26.7) Abc 39.3 (20.9) Bbc 16.3 (8.9) Aa 15.3 (18.6) Aa 

Coe 

Comfort 

31.2 (19.8) Aa 21.8 (21.0) Ba 37.0 (21.7) Aab 6.4 (4.2) Bab 7.9 (8.1) Aa 4.8 (6.2) Aa 

Para cada linhagem cellular, letras maiúsculas iguais indicam diferenças 

significativas nas linhas, e as mesmas pequenas letras na coluna indicam diferenças 

significativas (P>0.05). 
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Figura 1. Células L929 em contato com os eluatos de 24 horas dos materiais 

testados, na seguinte seguência: (a) Ufi Gel P, (b) Sofreliner S, (c) Coe Comfort, (d) 

Softone, (e) Durabase Soft, (f) Trusoft e (g) Controle (sem eluatos), com aumento de 

1000X. 
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Figura 2 - Células L929 em contato com os eluatos de 48 horas dos materiais 

testados, na seguinte seguência: (a) Ufi Gel P, (b) Sofreliner S, (c) Coe Comfort, (d) 

Softone, (e) Durabase Soft, (f) Trusoft e (g) Controle (sem eluatos), com aumento de 

1000X. 
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Figura 3. Células HaCat em contato com os eluatos de 24 horas dos materiais 

testados, na seguinte seguência: (a) Ufi Gel P, (b) Sofreliner S, (c) Coe Comfort, (d) 

Softone, (e) Durabase Soft, (f) Trusoft e (g) Controle (sem eluatos), com aumento de 

1000X. 
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Figura 4. Células HaCat em contato com os eluatos de 48 horas dos materiais 

testados, na seguinte seguência: (a) Ufi Gel P, (b) Sofreliner S, (c) Coe Comfort, (d) 

Softone, (e) Durabase Soft, (f) Trusoft e (g) Controle (sem eluatos), com aumento de 

1000X. 
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Figura 5. Células Raw 264.7 em contato com os eluatos de 24 horas dos materiais 

testados, na seguinte seguência: (a) Ufi Gel P, (b) Sofreliner S, (c) Coe Comfort, (d) 

Softone, (e) Durabase Soft, (f) Trusoft e (g) Controle (sem eluatos), com aumento de 

1000X. 
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Figura 6. Células Raw 264.7 em contato com os eluatos de 48 horas dos 

materiais testados, na seguinte seguência: (a) Ufi Gel P, (b) Sofreliner S, (c) Coe 

Comfort, (d) Softone, (e) Durabase Soft, (f) Trusoft e (g) Controle (sem eluatos), com 

aumento de 1000X. 
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Title: Biological effects of soft denture reline materials on L929 cells in vitro. 

 

1. Introduction 

The development of improved synthetic biomaterials for in vivo use is substantiated 

by the increasing demand for accelerated healing of tissues following trauma, disease 

or necessary surgical intervention. Regulatory testing of such materials is necessary 

before their application in patients and follows the normal pattern of in vitro testing 

which is performed prior to in vivo evaluation. In the field of dental materials, many 

of the in vitro techniques currently employed are simple, qualitative and typically 

concentrate on whether cells are harmed in vitro or not with respect to cell number or 

basic cytotoxicity correlation [1]. They rarely reflect the progress in our 

understanding of extra- and intra-cellular processes, with far more sensitive in vitro 

evaluations now available such as commercially available plate assays. Together, 

these help to obtain quantifiable data, which is increasingly relevant to evaluating 

events occurring in vivo. Major developments in this field are occurring but many 

investigators still use less than optimal methods for assessing biomaterials. This paper 

seeks to elucidate some biological in vitro effects of soft reline materials upon a cell 

line. 
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Soft denture reline products are compliant, viscoelastic materials used to 

reline all or part of the surface of a denture which fits interacts intimately with the 

oral mucosa tissues [2]. In essence, they serve to distribute the forces of mastication 

more evenly and to absorb energy. They are also sometimes used in obturators and 

maxillo-facial prostheses. There are two types of soft reliner currently available, 

which differ depending on their composition: plasticizer acrylic resin and silicone 

elastomers [3]. The reline material based on acrylic resin is composed of poly (ethyl 

methacrylate) (PEMA), monomer and plasticizers [3,4] and the materials based on 

silicone are essentially composed of dimethyl siloxane [5]. One other soft materials 

developed are those that comprise tissue conditioners [3,6], which are composed of 

poly (ethyl methacrylate) or similar polymers and the liquid contains no monomer 

[3], only phthalates, plasticizers and alcohol [7,8,9]. Although widely used, these 

materials, as the silicone and acrylic resin-based types, have been associated with 

adverse symptoms including pain, blisters, ulcers, burning sensation and redness and 

these have been attributed to the leached compounds from such materials 

[2,10,11,12]. This is particularly relevant as the reliners are placed in direct contact 

with wounded oral mucosa caused by ill-fitting dentures or, for example, subsequent 

to implant surgery [3,13]. 

Tissue wound repair is complex and comprises proteins and processes 

involved with cell signaling, cell proliferation, migration, apoptosis and tissue 

remodeling [14]. Integrins, present throughout the cell membrane, are pivotal 

molecules in the adhesion processes that mediate cell-cell and cell-extracellular 

matrix communication. Integrins make transmembrane connections to the 

cytoskeleton and activate many intracellular signaling pathways [15,16]. Currently, 

there are 24 distinct integrins [16,17]. Among these integrins, α2β1, α3β1 and α5β1 

have been identified in keratinocytes and fibroblasts and participate in the re-

epithelization process during wound healing [18,19]. As one of the fibronectin 

receptors, the integrin α5ß1 is highly expressed in human fibroblasts and promotes 

their motility and survival [20,21]. The fibroblast pericellular matrix also harbors 
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multidomain adhesive proteins, including fibronectin, glycosaminoglycans and 

proteoglycans which modulate cell adhesion to the collagen rich extra cellular matrix 

[22,23]. In contrast, the major component of a clot extracellular matrix is fibrin that 

forms fibers and contains plasma- derived adhesive glycoproteins (fibronectin and 

vitronectin). The extracellular matrix present within the fibroblast microenvironment 

serves as a conduit for cell migration into the wound. To migrate, fibroblasts need to 

change their interaction with the extra cellular matrix and be able to recognize the 

new proteins contained in the provisional matrix of the wound. To facilitate this, 

fibroblasts primarily use receptors of the integrin family [23]. 

Several studies have suggested that growth factors and their receptors are the 

key regulators of wound repair [24,25]. The integrins have been shown to regulate 

several growth factors, including TGF-ß; is a pleiotropic cytokine that mediates a 

variety of cell functions, such as proliferation and differentiation in many cell types. 

There are three isoforms TGF-ß1, TGF-ß2 and TGF-ß3 [19,26]. TGF-ß is secreted in 

inactive form in a complex with two proteins-LAO and LTB. To activate the TGF-ß 

it is necessary to disassociate the protein complex, which occurs at low pH or through 

the action of reactive oxygen species, proteases, thrombospondin 1 or several 

integrins [19]. It is also known that, the integrin α5β1, expressed in re-epithelization 

during wound healing, has been implicated in the upregulation of TGF- ß expressed 

for keratinocytes and fibroblasts [19]. 

It is known that both integrin α5β1 and TGF-ß1 play important roles in wound 

repair [16,25,27]. The cell physiology could be affected by various products leached 

from polymers [28,29] and this can affect integrin-mediated cellular function [30]. 

Thus, the hypothesis of this study was that the expression of both integrin α5β1 

andTGF-ß1 are increased in L929 cells in contact with six commercially available 

soft reline materials after short-term (24h or 48h) in vitro exposure. 

 

2. Materials and methods 

Six commercially available materials were used in this study as detailed in Table 1. 
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2.1. Material preparation 

Forty-two specimens of each material were prepared under aseptic conditions (18 

specimens for Alamar Blue and 12 specimens for each of the ELISA assays). A 

stainless steel mould   (14 x 1.2 mm) was used to fabricate the specimens. Each 

material was mixed according to the manufacturer’s instructions before being placed 

in the mould upon an acetate sheet and a glass slab. Another acetate sheet and glass 

slab was placed over the material and light pressure was applied to remove excess 

material from the mould. The material was then allowed to polymerize or undergo 

gelation at room temperature. Prior to the biocompatibility tests, samples were 

sterilized by exposure to ultraviolet light for 20 min each side. 

2.2 Cell Culture 

The L929 cells were obtained from ECACC, Porton Down, UK and represent a 

connective tissue fibroblast cell line of murine origin. Cells were cultured with 

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, Gibco, UK) supplemented with 1% 

penicillin/streptomycin and 10% v/v fetal bovine serum (FBS, Gibco, UK). The 

cultures were maintained at 37°C in a humidified atmosphere of 5%CO2 and air. 

Media were changed every 3 days, and cells were passaged when approximately 80% 

confluent with 0.05% trypsin in 0.02% ethylenediaminetetraacetic acid (Sigma, 

Poole, UK). 

2.3. Cells in direct contact with the materials 

L929 were seeded at a density of 1 x 105 cells per well 24 multiwell plates (Corning, 

Inc., Corning, NY) with 1 ml of culture medium and incubated at 37°C in a 

humidified atmosphere of 5% CO2, 95% air for 24h. After this time, the medium was 

removed and the samples of each material were placed in the wells, under aseptic 

conditions, followed by 1mL of DMEM supplemented with antibiotics only, and not 

FBS. This procedure was undertaken to avoid the uncontrollable serum interaction 

and/or the neutralization of possible substances released by the materials during the 

incubation period [31]. Control cultures were selected as medium without serum in 

contact with the cells under the same culture conditions. The cells were in contact 
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with the materials for 24h and 48h, respectively, prior to collecting the cell culture 

supernatants, which were stored at -70°C until required for the ELISA assays. 

2.4. Cell Proliferation 

Medium was removed and cells were washed with PBS. Alamar Blue was added to 

the samples (10% v/v of medium), gently mixed and incubated for 3 h. Aliquots of 

200 µL from each well were transferred to a black 96-multiwell plate and the 

fluorescence was measured using a Fluoriskan plate reader (Fluoroskan, Lab 

Systems) at wavelength 570 nm. 

2.5. Human Total Integrin α5ß1- DuoSet IC ELISA (R&D Systems) 

After removing the supernatant, the cells were washed twice with PBS, solubilized 

using Lysis Buffer and the plate was put immediately on ice for 15 min, then stored at 

≤ -70°C. Before starting the ELISA protocol, the samples were centrifuged at 2000 x 

g for 5 min and the supernatant was transferred to a clean eppendorf tube. 

The capture Antibody was diluted to 2.0 µg/mL in PBS without carrier protein 

and 100 µL was immediately added to coat a 96 multiwell plate. In sequence, the 

plate was sealed and incubated overnight at room temperature. The wells were 

aspirated and washed three times with Wash Buffer; all Wash Buffer was completely 

removed by inverting and tapping the plate. Then, 300 µL of Block Buffer was added 

to each well and the plate incubated at room temperature for 2h. The aspiration/wash 

step was again repeated 3 times. 

The plate was ready for addition of the samples. Thus, 100 µL of test samples 

were added to the wells, the plate was sealed and incubated for 2h. Another 

aspiration/wash step was performed 3 times. The Detection Antibody was diluted to a 

working concentration of 150 ng/mL in IC Diluent, and 100 µL added to each well, 

the plate was covered again and incubated for 2h. After 3 further washing steps, the 

Streptavidin-HRP was diluted to the working concentration specified by the 

manufacturer in IC Diluent, and 100 µL added to each well and left for 20 min. The 

aspiration/wash step was repeated. Finally, 100µL of Substrate Solution were added 

to each well and incubated for 20 min. After this time, 50 µL of Stop Solution were 
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added to each well and the plate was gently tapped to ensure thorough mixing. The 

optical density was immediately determined using a spectrophotometer (Tecan, 

Männedorf, Switzerland) microplate reader at wavelength 450 and wavelength 

correction set to 540 nm. 

2.6. Quantikine ELISA assay for TGF-ß1 (R&D Systems) 

The cell culture supernatants from both time points were collected and immediately 

stored at ≤ 70°C. Prior to starting the assay proper, the samples were activated using 

100 µL of cell culture supernatant, followed by the addition of 20 µL of 1 N HCl and 

incubated for 10 min at room temperature. Subsequently, this acidification step was 

neutralized by adding 20 µL of    1.2 N NaOH/0.5 HEPES, and the assay immediately 

started. 

All the reagents were acclimatized to room temperature; the unused 

microplate strips from the plate frame were removed, returned to the foil pouch and 

resealed. Then, 50 µL of assay Diluent and 50 µL of Standard, control, or activated 

sample were added per well, and the plate was tapped, gently mixed and covered with 

the adhesive plate cover provided, and incubated for 2 h at room temperature. Each 

well was then aspirated and washed four times using Wash Buffer. Subsequently, 100 

µL of TGF conjugate was added to each well. The plate was covered with a new 

adhesive strip, and incubated for 2h. The aspiration/wash step was repeated. In 

sequence, 100 µL of Substrate Solution were added to each well and incubated for 30 

min. The plate was protected from light using foil. After this time, 100 µL of Stop 

Solution were added to each well and the plate was gently tapped and gently mixed. 

Finally, 100 µL of Stop Solution and 100 µL of Substrate Solution were used as a 

Blank. The optical density was read at wavelength 450 nm and wavelength correction 

set to 540 nm. 

The Alamar Blue assay was performed in triplicate on three separate 

occasions. Each of the ELISA assays was performed in triplicate on at least two 

occasions. 



83 

Prior to statistical analysis, results from the Alamar Blue assay were 

normalized to the absorbance of the control cultures (medium without serum). For 

both ELISA assays, standard curves were created using Readerfit software (Hitachi 

Solutions America Ltd.) capable of generating a four parameter logistic (4-PL) curve-

fit, and the concentration (pg/mL) of each protein in each sample tested was 

calculated. Data from Alamar Blue assay and ELISA assays were tested for normality 

using the Shapiro – Wilk test. The data were then tested for significance using a 

Mixed Design 2-way ANOVA for the Alamar Blue data and Independent 2-way 

ANOVA for the integrin and TGF data, respectively. The statistical analysis software 

used was SPSS v.17.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, USA). Differences between 

test groups were assessed using post hoc HSD Tukey's test. Statistical significance 

was considered at p<0.05. For Alamar Blue assay data, a comparison between the two 

periods of direct contact of the cells with the materials was conducted using 95% 

confidence intervals with Bonferroni correction (α=0,0083). For TGF assay data, 

post-hoc analysis followed a simple effects approach and evaluated which material(s) 

contributed to the differences. This was performed in order to improve statistical 

power as well as to clarify interpretation of results [32]. 

3. Results 

3.1. Alamar Blue 

The two-way ANOVA of Alamar Blue assay showed significant effects for the 

factors material type, time in culture, as well as the interaction between them (p 

<0.001, respectively). For both periods, the highest percentage of cell viability was 

observed for Sofreliner S, followed by Ufi Gel P and Trusoft, while the lowest means 

were obtained with materials Durabase Soft, Coe Comfort and Softone, which did not 

differ from one another (Table 2). For Sofreliner S, Trusoft, Durabase Soft and Coe 

Comfort, there were significant differences between the two periods, with higher 

mean values at 48h. 

3.2. Integrin 
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The results of the two-way ANOVA of integrin data revealed that there were 

significant effects for material type (p = 0.018) and time in culture (p <0.001), but not 

for their interaction (p = 0.780). Table 3 indicates a significant difference between 

Coe Comfort and Trusoft, but only Trusoft resulted in a mean integrin value (pg/ml) 

less than control. With regard to the time in culture, the mean protein concentration 

obtained after 48 h (7941 ± 594) pg/mL of direct contact was significantly higher 

compared to 24 h (7273 ± 391) regardless of the material type. 

3.3. TGF 

The results of two-way ANOVA for TGF data demonstrated that the factors material 

type and time in culture (p <0.001), as well as their interaction (p = 0.030) showed 

significant effects. Table 4 shows the comparisons among materials, which were 

performed within each period. After 24h in culture, there were no significant 

differences in TGF expression among materials. However, after 48h in culture the 

lowest expression was seen for Coe Comfort and the highest for Softone, both tissue 

conditioners. 

 

4. Discussion 

Materials placed in the oral cavity are exposed to a complex variety of substances 

including proteins, enzymes, numerous microbiota as well as a heterogenous mix of 

substances originating from dietary intake. Together, this concoction will have 

profound and permanent effects upon the materials leading to biodegradation and 

subsequent mechanical and chemical changes, which may compromise the material 

function [33]. Furthermore, these biodegradation effects will lead to component 

products leaching from this chemical and mechanical ‘failure’ of the materials. 

Indeed, the impact of reline material biodegradation on the physiological processes of 

local cells and tissues is rarely reported in the literature, with studies often limited to 

cytotoxicity tests i.e. whether the cells ‘live or die’. Although denture base polymers 

are widely used clinically, some attention as to their clinical significance and use has 

been raised [34,35]. 
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To evaluate the in vitro biocompatibility of a denture base materials, this 

should be performed with the most appropriate cell types to mimic the interaction 

between materials and cells. While in vitro experiments are very useful for initial 

screening and high throughput analyses, interpretation of such results needs to be 

undertaken with caution when making comparisons and relating findings to in vivo 

physiology. The choice of cells needs careful consideration as such materials can 

come into contact with both epithelial and underlying exposed connective tissue cells. 

Soft denture reline materials are important to patients as they provide comfort and 

distribute load across the contact area between the denture and oral mucosa. 

However, there is evidence that such materials indeed cause adverse reactions to the 

oral tissue including ulceration, burning sensation and gingivitis [10,12]. Thus, for 

this study, a very conventional and widely-used cell line was chosen; namely L929 

cells (mouse connective tissue fibroblasts, ECACC, UK) to represent the sub-

epithelial connective tissue. This study utilized the Alamar Blue cell metabolism 

assay [36] and two ELISA 96-well assays, namely Integrin 5ß1 and TGF-ß1. 

Alamar Blue, unlike many other cell metabolism/proliferation assays, allows 

continuous monitoring of the same cell population throughout the entire study period. 

It has been reported that soft relining materials do leach compounds and by-

products of degradation. For example, phthalates (Table 1) and esters of aromatic 

carboxylic acids are used as plasticizers in acrylic soft lining materials [2,10,11,12]. 

The results showed that the two silicone materials (Ufi Gel P and Sofreliner S) were 

the least toxic and, indeed, Sofreliner S induced the greatest metabolic response in 

L929 cells after 48 h compared to the control cells. This was to be expected as these 

two materials are addition-polymerizing silicones and do not comprise any of the 

more toxic plasticizer or acrylic components of the remaining materials. The two 

acrylic-based materials (Trusoft and Durabase Soft) induced less metabolic activity 

(60.7 - 90.4% and 6.2 – 8.2%), respectively, over the 48 h time in culture compared 

to the control cells. Both of phthalate-based these contain acrylic resins, although 
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Trusoft does not have a monomer phase, which may explain the greater cellular 

metabolic response compared to Durabase Soft. Furthermore, the two polyethyl 

methacrylate tissue conditioners (Softone and Coe Comfort) exhibited the least 

metabolic response by the cells with no more than 11.2% compared with the control 

rates after 48 h in culture. The leaching out of the plasticizer and ethyl alcohol 

components, and the probable enhancement of hydrolytic biodegradation by the 

absorption of water into the materials could account for this marked decrease in 

Alamar Blue reduction by the cells [37,38]. 

In this study, the cells were temporarily devoid of growth factors during 48 h 

in culture (due to lack of serum in the medium), as well as the adverse effects of the 

leachants on the cells, together may have slightly increased the integrin expression 

after 48 h compared to 24 h. These were marked differences compared to those 

changes observed in the TGF-ß1 data. For example the range of percentage increase 

of integrin protein was 8% - 13% for the 6 materials from 24h to 48h in culture, 

whereas for TGF-ß1, the range of percentage increase was 12% - 75% for the reline 

materials. This suggests that TGF-ß1 protein expression was markedly increased over 

the culture period compared with integrin. Amongst the highest percentage increases 

after 48 h that were observed in the Elisa assays, Durabase Soft, Sofreliner S, Trusoft 

and Softone were deemed the materials that had the greatest effect on expression of 

both integrin and TGF-ß1. 

Integrins are heterodimeric receptors for cell-surface adhesion molecules and 

numerous extracellular matrix proteins. Various α and β subunits are expressed in 

combinations exhibiting different ligand specificities [39]. For example, integrin 

α5ß1, exhibits ligand specificity for fibronectin and fibrin, important ECM 

glycoproteins which play a major role in adhesion, migration, cell growth, 

differentiation and are vital for processes such as wound healing [40]. Integrin α5ß1 

has also been implicated in tumor angiogenesis but there is some controversy whether 

it is associated with tumor suppressive effects or it may have a promoter role [41]. 

Integrins mediate a host of downstream cell signalling events in response to their 
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ligation with the ECM components, and these cascades have profound effects on 

normal cellular activities as well as life or death events such as apoptosis. Indeed, 

cells that cannot adhere effectively to their substratum/ECM undergo apoptotic events 

far more readily than those cells denied growth factors [42]. Integrins have also been 

implicated in controlling resistance to apoptotic stimuli, and in particular to signals 

that activate the mitochondrial pathway. Chemical insults, including many cytotoxic 

drugs, or leachants from dental materials and serum withdrawal can lead to 

mitochondrial release of cytochrome C [43]. Integrins have been shown to protect cell 

viability in response to stress. Signaling by integrins regulates both the expression 

and activity of several members of the Bcl-2 proteins which are associated with 

apoptosis [44]. The ligation of integrin α5β1 leads to increased expression of Bcl-2 

[45] and increased resistance to serum withdrawal. 

Transforming growth factor β (TGFβ) protein family consists of three 

cytokines, (TGFβ1, 2, and 3) with TGFβ1 being the most abundant isoform in many 

tissues. TGFβ binds to specific heterodimer receptors causing the intracellular 

phosphorylation of Smad proteins. These, in turn, bind with Smad4 to form 

heteromeric complexes, which translocate to the nucleus and regulate TGFβ 

responsive genes [46]. TGF-β molecules are deemed to act as cellular switches that 

regulate a wide variety of cellular processes such as immune function, cell 

proliferation, and epithelial-mesenchymal transition and hematopoiesis [47]. In this 

study, TGFβ1 showed enhanced up-regulation in cells maintained for 48 h compared 

with those maintained for 24 h in culture. In particular, Ufi Gel P, Durabase Soft and 

Softone showed marked increases from 24 h – 48 h of 30%, 40% and 75%, 

respectively. The large difference in expression observed after 48h in the tissue 

conditioners may be due to the very different compositions of Softone and Coe 

Comfort, respectively. The latter material has numerous compounds not present in 

Softone, which may have contributed to the decreased expression. An increase in 

TGFβ1, and also integrins, has been associated with the maturation of a proto-

myofibroblast to a mature myofibroblast [48,49], which is characteristic of healing 
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wounds. It has also been reported that increased levels of TGFβ1 increases 

keratinocyte proliferation, which would be necessary in areas of oral mucosa devoid 

of a keratinized epithelium. 

The absence of serum in the culture system described here suggests that the 

proteins TGFβ1 and integrin α5ß1, as detected by the ELISA assays, must have been 

secreted by the cells and that the relative expressions of each protein were due to the 

leachants of the reline materials. However, it is important to note that this was an 

acute study only depicting cell activity over 48 h in culture. 

The in vitro testing of dental materials introduces some dilemmas regarding 

the translation of such information. On one hand, a very controlled environment can 

be created with known variables and an ability to measure cell response in detail and 

with some precision. Thus, in vitro tests such as those described in this study, provide 

fundamental information for identifying specific mechanisms of cellular response in 

the presence of materials as well as correlation of their clinical performance [50]. 

However, no matter how much control of the in vitro environment is imposed, the 

diverse and complex in vivo mechanisms can never be fully mirrored in vitro. 

Nonetheless, the results of this study have revealed how 6 commercially available 

soft reline materials can trigger the expression of particular cellular proteins related to 

wound healing and other cell processes in the oral cavity. 
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Table 1 - Materials evaluated in this study. 

Product Type Manufacturer Powder/Liquid 
ratio Composition Batch 

number 

Polymerization/gelation 
time at room 
temperature 

Durabase 
Soft 

Plasticized 
acrylic resin 
soft liner 

Reliance Dental MFG 
Co., III., USA 

1g/0.83 mL Powder – PEMAand benzoyl peroxide 
Liquid – MMA and DBP 

29549 15 min 

Trusoft Plasticized 
acrylic resin 
soft liner  

Bosworth Co, Skokie, 
IL,USA 

1.06g/1.15mL Powder – PEMA 
Liquid – Benzyl butyl phthalate 
(plasticizer) and ethyl alcohol 

0904-137 6 min 

Ufi Gel P Silicone-
based soft 
liner 

Voco, Cuxhaven, 
Germany 

Base and 
catalyst in a 1:1 
ratio 

Base – Modified Polydimethylsiloxane 
(A-silicone) 
Catalyst- platinum catalyst 

1009051 10 min 

Sofreliner 
S 

Silicone-
based soft 
liner 

Tokuyama Dental 
Corp., Tokyo, Japan 

Auto-
dispensing 
system 

Polyorganosiloxane 
Silicone resin poder 
Silica, amorphous 

035E50 5 min 

Softone Tissue 
conditioner 

Bosworth Co, Skokie, 
IL, USA 

1.03g/1.1mL Powder – PEMA 
Liquid – DPB 
and ethanol 

0906-231 8 min 

Coe 
Comfort 

Tissue 
conditioner 

GC America Inc, Alsip, 
IL, USA 

1g/0.83 mL Powder – PEMA and zinc 
undecylenate 
Liquid – Benzyl Benzoate, cotton seed 
oil, ethanol, acetyl tributyl citrate, 
methyl salicylate, and peppermint oil 

1006032 10 min 

PEMA, poly (ethyl methacrylate); MMA, methyl methacrylate; DBP, di-butyl phthalate. 
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Table 2 - Mean percent values (±SD) for the Alamar blue assay. 

Materials 24 h 48 h Difference (CI) 

Ufi Gel P 76.3 (20.4) B 78.1 (12.1) B -1.8 (-22.8 to 19.2) 

Sofreliner S 97.2 (34.3) C 141.1 (47.5) C -43.9 (-60.0 to -27.8)* 

Trusoft 60.7 (9.1) B 90.4 (21.8) B -29.6 (-47.9 to -11.3)* 

Durabase Soft 6.2 (2.0) A 8.2 (1.5) A -2.0 (-2.9 to -1.1)* 

Coe Comfort 6.5 (2.0) A 8.3 (1.5) A -1.7 (-2.8 to -0.6)* 

Softone 8.1 (0.6) A 11.2 (3.4) A -3.2 (-6.7 to 0.4) 

For each period, mean percent values with the same letters (A, B, C) are not 

statistically different (p>0.05). Those with different letter assignments are different. 

* - Significant difference for comparison between the two periods, using 95% 

confidence intervals (CI) with Bonferroni correction (α=0,0083). 
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Table 3 - Mean values (±SD) for integrins for each material, in pg/mL. 

Materials 24 h 48 h HSD test* 

Ufi Gel P 7293 (194) 7892 (353)  AB 

Sofreliner S 7266 (391) 8072 (600)  AB 

Trusoft 6914 (384) 7313 (521) A 

Durabase Soft 7182 (448) 7992 (513) AB 

Coe Comfort 7316 (414) 8236 (861) B 

Softone 7383 (318) 7917 (557) AB 

Medium without FBS 7697 (299) 8084 (442) B 

*Regardless of each time period, mean percent values with the same letters (A and B) 

are not statistically different (p>0.05). Those with different letter assignments are 

different. 

FBS - fetal bovine serum 
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Table 4 - Mean values (±SD) for TGF for each material, in pg/mL. 

Materials 24 h 48 h 

Ufi Gel P 2298 (239) A 3008 (350) BC 

Sofreliner S 2126 (410) A 2264 (806) AB 

Trusoft 1691 (147) A 2111 (198) AB 

Durabase Soft 1426 (122) A 2200 (644) AB 

Coe Comfort 1565 (316) A 1751 (290) A 

Softone 2067 (642) A 3625 (527) C 

Medium without FBS 2048 (507) A 2006 (625) AB 

For each period, mean percent values with the same letters (A, B, C) are not 

statistically different (p>0.05). Those with different letter assignments are different. 

FBS - fetal bovine serum 
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Introdução 

Nos tratamentos de reabilitação oral com próteses removíveis totais ou 

parciais, os materiais reembasadores resilientes têm sido frequentemente utilizados 

com o objetivo de proporcionar melhor adaptação e conforto aos pacientes que 

apresentam reabsorção do rebordo alveolar, bruxismo, xerostomia e sensibilidade 

26,33. Esses materiais podem ser à base de resina acrílica, contendo poli(etil 

metacrilato), monômero e plastificante (ésteres de ftalato) 33, ou à base de silicone, 

com composição similar à dos materiais de moldagem (vinil poli siloxano) 7. Outros 

materiais resilientes têm sido desenvolvidos especificamente como condicionadores 

de tecidos 33, 47, sendo compostos de poli(etil metacrilato) ou co-polímero 

relacionado, plastificantes, como ftalatos, e etanol 12,31,32,44 e não contêm 

monômero14,33. 

Tem sido demonstrado que os materiais reembasadores resilientes, à base de 

resina acrílica ou silicone, liberam componentes residuais como monômeros, 

plastificantes e produtos de degradação 5,6,49. Os condicionadores de tecidos também 

liberam plastificantes e álcool 7,12,31,32. Substâncias liberadas na saliva, a partir desses 

materiais, podem ser transportadas para a mucosa oral e/ou do trato gastrointestinal e 

causar reações adversas como dor, vesículas, ulcerações, sensação de ardência e 

vermelhidão 27,35,60. Esse aspecto é particularmente importante tendo em vista que 

esses materiais também têm sido amplamente utilizados em áreas de tecidos 

ulcerados e inflamados pela ação mecânica de próteses mal adaptadas 33, em próteses 

obturadoras após cirurgias maxilo-faciais 3,41, em casos que apresentam áreas recém 
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operadas, regiões com lesões crônicas, trauma na mucosa bucal, bruxismo, pacientes 

com avitaminoses ou doenças debilitantes e em próteses imediatas ou durante o 

período de osseointegração de implantes 43,55 . 

A cicatrização de feridas ou áreas cirúrgicas é um processo dinâmico 

envolvendo várias células e diversos mediadores 10. O processo completo é 

constituído de diferentes fases que têm sido denominadas de coagulação, inflamação, 

proliferação e remodelação 46. Além dos fibroblastos, os macrófagos também 

apresentam papel importante no reparo de feridas e a ausência dessas células afeta 

significativamente a cicatrização. A depleção de macrófagos em ratos resultou em 

atraso na reepitelização, reduziu a deposição de colágeno e afetou a angiogênese 28. 

Além disso, em feridas em que houve depleção de macrófagos, os fibroblastos não 

foram capazes de se transformar em miofibroblastos 13. Os macrófagos são os 

maiores componentes do sistema imunológico e apresentam um papel relevante nas 

respostas inflamatórias 38. Nos órgãos, os macrófagos estão expostos aos agentes 

externos, incluindo não somente bactérias, fungos e vírus, mas também poluentes, 

como substâncias químicas presentes no meio. Assim, nos estágios iniciais da 

inflamação, as funções dos macrófagos são destruir patógenos, remover células 

(neutrófilos) apoptóticas e apresentar antígenos para os linfócitos T 20,58. Essas células 

sinalizam a presença desses agentes externos, iniciando uma resposta imunológica, 

por meio da secreção de diversas citocinas 1,17,20. 

As citocinas são proteínas reguladoras, de baixo pelo molecular, secretadas 

por vários tipos de células e que apresentam importante papel por modular as 



 102 

respostas imunológicas inatas e adaptativas 1. São responsáveis pela iniciação, 

mediação, e propagação das respostas inflamatórias. Além disso, estão envolvidas em 

vários outros processos imunológicos como a ativação de linfócitos, proliferação,  

diferenciação, angiogênese e apoptose 1,40. O TNF-  é uma citocina pró-inflamatória 

que atua geralmente na fase inicial durante a inflamação, ativando células locais 8, e 

sua liberação é indicativa de efeitos pró-inflamatórios. É produzido por diferentes 

tipos celulares, incluindo monócitos, macrófagos, linfócitos, células T, células 

musculares lisas, adipócitos e fibroblastos. As respostas biológicas relacionadas ao 

TNF-α ocorrem por meio de ligação a receptores existentes na membrana de todos os 

tipos de células (exceto eritrócitos). Esses receptores diferem nas suas afinidades de 

ligação, bem como nas vias de sinalização intracelular, levando a apoptose, a ativação 

do fator de transcrição NF-kB e a produção de citocinas pró-inflamatórias e 

quimiocinas 45. A interleucina 1 (IL-1 ), conhecida por ser uma citocina pró-

inflamatória que possui múltiplas atividades biológicas ligadas à imunopatologia de 

doenças inflamatórias crônicas e agudas 56, é produzida por vários tipos de células em 

resposta a estímulos como inflamação, agentes infecciosos ou endotoxinas 

microbianas 29.  

A inflamação também causa a liberação de quimiocinas que induzem a 

migração de células inflamatórias, incluindo neutrófilos e macrófagos para a área 

afetada 8,52. As quimiocinas podem ser divididas em 4 grupos: CCL, CXCL, CX3CL 

e CL que se ligam aos seus receptores CCR, CXCR, CX3CR e CR, respectivamente 
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22. Todas as quimiocinas apresentam os mesmos elementos estruturais incluindo 

resíduos de cisteína que formam ligações (pontes disulfeto) que são determinantes da 

estrutura terciária específica das quimiocinas. Assim, nas quimiocinas (CCL, CXCL, 

CX3CL e CL), X é o número de amino ácidos entre os resíduos de cisteína no local 

do terminal NH2- da molécula 61. As quimiocinas CXCL são mais ativas sobre 

células polimorfonucleares, células T e B, enquanto as quimiocinas CCL exercem sua 

ação mais nos eosinófilos, monócitos, basófilos células T e NK. Uma característica 

geral da rede de quimiocinas é a possibilidade de ligação com seus receptores: a 

maioria desses receptores interagem com mais de uma quimiocina; da mesma forma, 

a maioria das quimiocinas reconhecem múltiplos receptores. Isso se aplica 

particularmente para as quimiocinas inflamatórias, enquanto as quimiocinas 

homeostáticas apresentam uma relação mais seletiva com seus receptores. Assim, 

apesar da expressão celular específica de receptores definidos, as quimiocinas 

apresentam um grau aparentemente alto de redundância na migração leucocitária 30. 

Embora os possíveis efeitos citotóxicos das substâncias liberadas por 

materiais reembasadores resilientes e condicionadores de tecidos tenham sido 

avaliados 15,19,42,51, os testes frequentemente utilizados  baseiam-se na quantificação 

da atividade enzimática mitocondrial, principalmente da enzima desidrogenase 

succínica, relacionando à quantidade de células viáveis. Entretanto, até o momento, 

nenhum estudo avaliou os efeitos desses materiais sobre a produção de citocinas. 

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a produção de 7 mediadores 

inflamatórios por macrófagos (RAW 264.7) expostos a eluatos de 24 ou 48 horas 
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obtidos a partir de 4 materiais reembasadores resilientes e 2 condicionadores de 

tecidos. 

Material e métodos 

Preparo dos corpos de prova 

Os materiais selecionados para esse estudo estão apresentados na Tabela 1.  

Os corpos de prova de cada material foram confeccionados utilizando-se 

matrizes metálicas previamente esterilizadas, contendo cavidades em forma de discos 

(10 × 1 mm)51. Os materiais, proporcionados e manipulados de acordo com instruções 

dos fabricantes, foram inseridos nas matrizes, prensados manualmente entre duas 

placas de vidro esterilizadas com duas folhas de acetato, também esterilizadas, até o 

término da reação. Os corpos de prova foram colocados em sacos plásticos estéreis 

hermeticamente fechados no banho de ultra-som (20 minutos), sendo, em seguida, 

expostos à luz ultravioleta na câmara de fluxo laminar (20 minutos) para cada lado do 

corpo de prova com o objetivo de eliminar os possíveis microorganismos 

remanescentes 51. 

Preparação dos eluatos 

Para a realização dos testes, foram utilizados extratos obtidos por meio da 

incubação dos corpos de prova em meio de cultura por dois períodos 42. Para isso, os 

corpos de prova de cada material (n=18) foram divididos, aleatoriamente, nos 2 

períodos de incubação estabelecidos, de 24 e 48 horas (n=9). A seguir, foram 

colocados, individualmente, em uma placa de 24 compartimentos, contendo 3 ml de 

meio de cultura (Dulbecco's Modified Eagle's Medium - DMEM) e incubados a 37 ºC 
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com 5% de CO2 e 95% de ar por 24 ou 48 horas. Meio de cultura, sem corpos de 

prova, também foi incubado nas mesmas condições e serviu como controle. 

Cultura celular 

Neste estudo foi utilizada a linhagem de células imortalizadas, macrófagos 

RAW 264.7, cultivadas no Laboratório de Patologia Experimental e Biomateriais da 

Faculdade de Odontologia de Araraquara, Brasil. As células foram cultivadas em 

meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, SIGMA Chemical 

Co., St. Louis, MO, EUA) contendo 10% de soro fetal bovino (GIBCO, Grand Island, 

NY, EUA), 100 IU/mL e 100 mg/mL de penicilina e estreptomicina, respectivamente, 

e 2 mmol/L de glutamina (GIBCO, Grand Island, NY, EUA) em atmosfera 

umedecida contendo 5% de CO2 e 95% de ar, na temperatura de 37 °C. As células 

foram semeadas (1 x 106 cells/mL) em placas de cultura estéreis por 24 horas. Após 

esse período, as células foram expostas por mais 24 horas aos eluatos dos materiais, 

obtidos nos períodos de 24 e 48 horas. Células incubadas em DMEM sem soro fetal 

bovino foram utilizadas como controle. Os sobrenadantes foram coletados e 

armazenados a -70°C até o inicio dos experimentos. 

Teste de citocinas e quimiocinas 

O Kit Mouse Cytokyne Array Panel A (Proteome profilerTM array, R&D 

Systems Inc., Minneapolis, USA) foi utilizado para a análise de 40 citocinas que 

poderiam ser expressas pelas células RAW 264.7 quando em contato com os eluatos 

de 24 e 48 horas obtidos a partir dos 6 materiais testados. No início do experimento, 

as membranas foram cuidadosamente colocadas em contato com o tampão de 
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bloqueio (R&D Systems Inc.) por 1 hora, em agitador. Durante esse período, as 

amostras foram preparadas com a adição de 1 ml do sobrenadante de cada condição 

experimental e controle, 0.5 ml do tampão 4 (R&D Systems Inc.) e 15µl da solução 

de anticorpos para detecção das citocinas (R&D Systems Inc.), sendo incubadas por 1 

hora. Após o período de incubação com o tampão de bloqueio, as membranas foram 

colocadas em contato com as amostras previamente preparadas e incubadas 

“overnight” em agitador a 2-8°C. Em seguida, as membranas foram submetidas aos 

procedimentos de lavagem recomendados e posteriormente expostas por 30 min a 

estreptavidina, novamente lavadas e colocadas em contato com os reagentes 

quimioluminescentes. A seguir, essas membranas foram envoltas em filme plástico e 

colocadas em um cassete para filme de raios-X por 8 minutos. Os sinais positivos de 

marcação das citocinas foram, então, identificados com a sobreposição de uma 

transparência que é a imagem matriz. As proteinas identificadas pelo kit tiveram suas 

expressões confirmadas pelo ensaio imunoenzimático (ELISA). 

Ensaio imunoenzimático (ELISA)  

Os sobrenadantes das células RAW 264.7, quando em contato com os eluatos 

24 e 48 horas obtidos a partir dos 6 materiais, foram avaliados quanto a expressão de 

7 citocinas/quimiocinas identificadas no teste anterior. São elas: TNF-α, IL-1ß, 

CCL2, CCL3, CCL5, CXCL2 e CXCL4. Os testes foram realizados de acordo com as 

instruções do fabricante (ELISA, R&D Systems, Inc , USA & Canada, 

Minneapolis,USA). Os anticorpos de captura (R&D Systems, Inc) foram diluídos em 

solução salina fosfatada (PBS), colocados em uma placa de 96 orifícios (Costar # 
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2592) e incubados “overnight”. Após esse período, o tampão de bloqueio (R&D 

Systems, Inc) foi colocado por, no mínimo, 1 hora. Para cada troca de solução, os 

orifícios da placa foram lavados com o tampão para lavagem (R&D Systems Catalog 

# WA126) de acordo com as instruções do fabricante, tomando-se o cuidado para que 

todo tampão de lavagem fosse removido. Após o tampão de lavagem, 100 µl das 

amostras a serem testadas e dos padrões de cada citocina/quimiocina foram colocados 

em cada orifício da placa e incubados por 2 horas a temperatura ambiente. A seguir, 

100 µl do anticorpo de detecção foram colocados e a placa incubada por mais 2 horas. 

A streptavidina foi colocada por 20 minutos e, em seguida, a solução de substrato 

(R&D Systems Catalog # DY999) foi adicionada por mais 20 minutos, na ausência de 

luz. Solução de parada (R&D Systems Catalog # DY994) foi utilizada logo após os 

20 minutos e a absorbância foi mensurada, imediatamente, nos comprimentos de onda 

de 450 e 540 nm. Os experimentos foram realizados em pelo menos 2 ocasiões 

distintas. 

Os filmes radiográficos foram scaneados e a densidade das imagens 

analisadas com o software Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Para cada imagem 

foram feitas duas mensurações, obtendo-se, posteriormente, a média. Em seguida, foi 

calculada a porcentagem das citocinas expressas em relação ao controle (células 

RAW 264.7 em meio de cultura sem eluatos). Para os resultados das células em 

contato com os eluatos de 24 e de 48 horas, foi detectada a expressão do fator de 

necrose tumoral (TNF-α), da citocina IL-1  e de 5 quimiocinas, responsáveis por 

http://rsbweb.nih.gov/ij/
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recrutar outras células inflamatórias (CCL2, CCL3, CCL5, CXCL2 e CXCL4). Os 

resultados estão apresentados na Tabela 2. 

As citocinas e quimiocinas identificadas nas análises realizadas com o Kit 

Mouse Cytokyne Array Panel A, foram, então, quantificadas por meio de testes de 

ELISA. Nesses testes, para cada uma dos 7 mediadores inflamatórios avaliados, 

curvas de calibração foram criadas utilizando-se o software Readerfit (Hitachi 

Solutions America Ltd.), capaz de gerar curvas (four parameter logistic (4-PL) curve-

fit), e as concentrações (pg/mL) de cada mediador em cada amostra foram, então, 

calculadas. Os valores transformados em picogramas por mL foram testados para 

normalidade (Shapiro-Wilk) e posteriormente foram submetidos a análises estatísticas 

de dois fatores, seguidas pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de significância. O 

software utilizado para as análises estatísticas foi o SPSS v.17.0 for Windows (SPSS 

Inc., Chicago, USA).  

 

Resultados 

Para as análises realizadas com o Kit Mouse Cytokyne Array Panel A, foram 

obtidas películas radiográficas com os sinais expressão de cada citocina. A Figura 1 

ilustra um exemplo de película obtida durante os experimentos com o kit. 
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Figura 1. Película  radiográfica obtida após contato das células RAW 264,7 com o 

eluato de 24 horas do material Ufi Gel P. 

As médias e desvios padrão obtidos para cada um dos 7 mediadores 

inflamatórios avaliados estão apresentados no gráficos 1 a 7. O gráfico 1 mostra que 

para os eluatos de 24 horas, houve aumento significativo na produção TNF- causada 

pelo material Ufi Gel P e diminuição significativa para o material Coe Comfort. Para 

os eluatos de 48 horas, foram observados valores significativamente maiores que o 

controle para os materiais Sofreliner, Trusoft e Coe Comfort. Os resultados 

mostraram aumento significativo na produção do IL-1  em relação ao controle, 

somente após exposição aos eluatos de 24 horas dos materiais Ufi Gel P e Sofreliner 

(Gráfico 2). A análise do gráfico 3 mostra que os eluatos de 24 horas de todos os 

materiais causaram uma diminuição significativa na produção da quimiocina CCL2, 

tendo sido os efeitos mais acentuados para os materiais Durabase Soft, Coe Comfort e 

Softone. Para os eluatos de 48 horas, esses três materiais também causaram redução 

nas concentrações de CCL2, bem como o Trusoft, em menor magnitude, porém sem 

significância estatística em relação ao controle. Após a exposição aos eluatos de 24 

horas de todos os materiais, os macrófagos RAW 264.7 produziram menores 
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concentrações da quimiocina CCL3 em relação ao controle (Gráfico 4). A produção 

foi aumentada significativamente pelos eluatos de 48 horas, obtidos a partir dos 

materiais Ufi Gel P, Sofreliner e Durabase Soft. O gráfico 5 mostra que a quimiocina 

CCL5 teve sua produção reduzida após a exposição dos macrófagos RAW 264.7 aos 

eluatos dos materiais Trusoft, Durabase Soft, Coe Comfort e Softone. O mesmo 

efeito foi observado para os eluatos de 48 horas obtidos a partir desses materiais, 

quando comparados com o controle de 48 horas. Para a CXCL2, foi observado que o 

eluato de 24 horas do material Trusoft resultou aumento significativo dessa 

quimiocina e, para os eluatos de 48 horas, as concentrações obtidas para todos os 

materiais foram menores que as do controle, sem, no entanto, significância estatística 

(Gráfico 6). Os resultados para a quimiocina CXCL4 mostraram que os valores 

obtidos para os eluatos de 24 e de 48 horas do material Trusoft apresentaram-se 

abaixo do menor valor da curva padrão e, dessa forma, esses valores não foram 

incluídos na análise estatística. Para os demais materiais, o gráfico 7 mostra que as 

concentrações de CXCL4 obtidas para os eluatos de 24 horas não foram 

estatisticamente diferentes do controle. Já para o período de 48 horas, houve redução 

significativa na produção dessa quimiocina para os materiais Ufi Gel P e Coe 

Comfort. 

Discussão 

Respostas inflamatórias dos tecidos orais aos materiais reembasadores 

resilientes têm sido relatadas na literatura 27,35,60. Assim, para simular melhor as 

condições clínicas, testes que avaliem outras funções celulares além daquelas 
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usualmente analisadas, como metabolismo e proliferação 15, 19, 42, 44, podem contribuir 

com informações importantes sobre esses materiais. Além disso, quantificar e 

conhecer os perfis das citocinas locais são essenciais para se obter conhecimento dos 

processos imunológicos e patológicos envolvidos nas reações inflamatórias. Dessa 

forma, neste estudo in vitro, a produção de diferentes mediadores inflamatórios por 

macrófagos expostos a eluatos obtidos a partir de materiais reembasadores resilientes 

e condicionadores de tecidos, frequentemente empregados em áreas de reparo e 

cicatrização, foi avaliada, para um melhor entendimento da capacidade pró-

inflamatória desses materiais. 

Nos processos inflamatórios, várias células do sistema imunológico são 

recrutadas para o local da lesão ou da infecção e podem iniciar a resposta 

inflamatória. Dentre essas, os macrófagos, presentes em todo o corpo, incluindo os 

tecidos orais, destacam-se como importantes células de defesa envolvidas na 

inflamação e apresentação de antígenos durante reação contra a invasão microbiana e 

substâncias externas e potencialmente prejudiciais 24, além de sua atuação em funções 

biológicas como o reparo de ferimentos e a remoção de células remanescentes após 

lesões ou infecções. Assim, no presente estudo, foram selecionadas as células Raw 

264.7, de linhagem imortalizada, que retêm a maioria das funções dos macrófagos de 

cultura primárias 1 e são sensíveis a monômeros e plastificantes que podem ser 

liberados por materiais poliméricos 1,24,36, como os reembasadores resilientes e 

condicionadores de tecidos. 
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Os resultados obtidos nos testes preliminares com o Kit Mouse Cytokyne 

Array Panel A demonstraram a produção de mediadores inflamatórios pelos 

macrófagos RAW 264.7 após a exposição das células aos eluatos de 24 e de 48 horas 

obtidos a partir dos materiais. A quantificação desses mediadores, por meio de testes 

de ELISA, evidenciou que a produção do fator de necrose tumoral TNF- foi, em 

geral, aumentada pelos materiais, principalmente para os eluatos de 48 horas. Os 

aumentos variaram, aproximadamente, de 33 a 78%. A única exceção, foi o material 

Coe Comfort, cujo eluato de 24 horas proporcionou redução do TNF- em 70%. Para 

a citocina IL-1 , a exposição aos eluatos de 24 horas dos reembasadores resilientes à 

base de silicone Sofreliner e Ufi Gel P, resultaram em valores 2 e 4 vezes maiores que 

o controle, respectivamente. Fator de necrose tumoral (TNF) é a denominação 

atribuída a um grupo de citocinas que possuem importantes propriedades antitumorais 

e reguladoras da imunidade, com dois membros distintos: TNF-  e TNF- . O TNF-  

inicialmente denominado como caquetina 2, é uma molécula ubíqua produzida por 

grande variedade de células em diferentes tecidos, sendo um regulador significativo 

de apoptose e uma importante citocina pró-inflamatória com ações pleiotróficas ou 

seja, possui múltiplas funções 54. O TNF-α apresenta a capacidade de induzir a 

produção de diversas substâncias como citocinas, (IL-1β e IL-6, por exemplo), 

quimiocinas, fatores de crescimento e enzimas que apresentam a função de ativar a 

imunidade inata. Além disso, o TNF-α pode estimular, significativamente a 

reabsorção óssea local por induzir a osteoclastogênese e influenciar a produção de 
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fatores essenciais para a diferenciação osteoclástica, como o ligante do receptor 

ativador do fator nuclear kappa B e seu receptor (RANK) e a proteína 

osteoprotegerina 
4. Sabe-se que a regulação do TNF-  é crítica para a homeostase 

celular e para que o hospedeiro apresente uma resposta imunológica efetiva 1. O 

TNF- apresenta-se elevado em certas condições patogênicas e possui o potencial 

tóxico que resulta em reações de hipersensibilidade com inflamação crônica 50. Outra 

citocina responsável por vários processos incluindo a defesa do hospedeiro, 

inflamação e respostas a injúrias é a IL-1 18, uma citocina multifuncional que é 

produzida por muitos tipos celulares, predominantemente macrófagos 50. A liberação 

das citocinas IL-1  e IL-6 pode ativar macrófagos durante infecção, injúria e 

inflamação 18. Também existem duas formas de interleucina IL-1, sendo a IL-1  um 

agente mais potente apresentando efeito catabólico sobre o tecido ósseo 10 vezes 

maior que a Il-1  e tem sido observado que os níveis de IL-1  são maiores no sulco 

crevicular gengival em pacientes com doença periodontal. Assim, aumento na 

produção de TNF-α, o principal mediador pró-inflamatório liberado pelos macrófagos 

8,11, e da interleucina IL-1 , como verificado no presente estudo para alguns dos 

materiais avaliados, são indicativos de resposta pró-inflamatória pelas células. 

As quimiocinas são citocinas de baixo pelo molecular (8-17 Kd) com 

atividade quimiotática, que participam ativamente nos processos inflamatórios e de 

reparação tecidual 34. A CCL5 (RANTES), CCL3 (MIP-1α) e CCL4 (MIP- 1β) são β 

quimiocinas produzidas por células, tanto da imunidade inata como adquirida: 
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macrófagos, células dendríticas, células NK, células T γδ e linfócitos T CD8+ 9. A 

família mais diversa e numerosa de quimiocinas é a CC 25, que pode ser subdividida 

em quimiocinas constitutivas e induzidas. Tem sido relatado que as quimiocinas CC 

constitutivas participam dos processos habituais de migração leucocitária; por outro 

lado, as quimiocinas CC induzidas regulam o recrutamento leucocitário em resposta a 

sinais imunológicos, inflamatórios e infecciosos. Dentre essas quimiocinas, a proteína 

quimiotática para monócito – 1 (CCL2/MCP1), por meio de sua ligação com seu 

receptor CCR2, contribui, significativamente, para processos inflamatórios. Kim et 

al.16 em estudo in vitro, demonstraram que CCL2, CCL5 e CXC quimiocina ligante 

12 (CXCL)12 estão envolvidas na diferenciação dos osteoclastos humanos a partir de 

precursores de osteoclastos 16. Pré-osteoclastos expressam os receptores CCR2 e 

CCR5 e respondem às quimiocinas ligantes, tais como CCL2, CCL3 e CXCL12 48.  

As quimiocinas CXCL, como a CXCL1, CXCL2 e CXCL3, estão envolvidas com 

diversos processos biológicos como quimiotaxia, respostas inflamatórias e 

imunológicas e ativação de receptores acoplados à proteína G, expressos na superfície 

celular 38. O aumento imediato na expressão/função das quimiocinas e seus receptores 

é essencial para gerar o rápido influxo de leucócitos para o local da injúria ou 

infecção. Entretanto, o influxo deve ser, necessariamente, transitório para se evitar 

acúmulo de leucócitos que pode levar a resposta inflamatória persistente podendo 

resultar em danos aos tecidos e inflamação crônica 37. No presente estudo, a produção 

das quimiocinas avaliadas (CCL2, CCL3, CCL5, CXCL2 e CXCL4) foi, em geral, 

reduzida após exposição dos macrófagos RAW 264.7 aos eluatos de 24 e de 48 horas 



 115 

obtidos a partir dos materiais. Para a quimiocina CXCL4, por exemplo, os valores 

obtidos para os eluatos de 24 e de 48 horas do material Trusoft apresentaram-se 

abaixo do menor valor da curva padrão. Tem sido relatado que a redução na produção 

de mediadores inflamatórios pode ser um indicativo de que as células se apresentam 

com alterações significativas que interferem com as funções celulares normais, como 

por exemplo, a produção basal dessas substâncias 1, 24. 

Estudos realizados com monômeros utilizados em materiais odontológicos, 

como o BisGMA, verificaram um aumento dos níveis de TNF-α em macrófagos 

RAW 264.7 20. A exposição de fibroblastos gengivais humanos a eluatos de 72 horas 

obtidos a partir de um material para restaurações provisórias, quimicamente ativado e 

à base de PEMA, também resultou em expressão do fator TNF-α significativamente 

maior que o controle 23. Da mesma forma, tem sido demonstrado que os monômeros 

HEMA bem como o sub-produto de degradação de monômeros metacrilatos, o ácido 

metacrílico (MAA) estimularam macrófagos (RAW 264.7) para a liberação de TNF-α 

59. Noda et al.39 observaram que, embora a exposição de células THP-1 (monócitos) a 

doses sub-letais de HEMA e TEGDMA, por períodos mais longos (2 semanas) não 

tenha ativado a secreção de TNF-α, foi observado que esses monômeros podem ter 

influência na produção dessa citocina quando as células são expostas, posteriormente, 

a toxinas bacterianas. Assim, os autores concluíram que baixas concentrações de 

componentes liberados por materiais odontológicos, como monômeros, podem 

representar um risco à resposta inflamatória normal, mesmo quando nenhuma 

alteração imediata aparente na função celular for detectada. Moharamzadeh et al.29 
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utilizado um modelo de mucosa oral 3D, também verificaram que a exposição à 

resina composta contendo o monômero TEGDMA aumentou, significativamente, a 

quantidade de IL-1  liberada a partir do tecido. Outros estudos observaram que 

resinas odontológicas e monômeros como o BisGMA, também podem induzir a 

produção das citocinas IL-1  e IL-6 em macrófagos RAW 264.7 1,21. Os efeitos foram 

dependentes do tempo de contato e da concentração do monômero 21. Já os resultados 

do estudo de Nishioka et al.38 mostraram que a exposição de macrófagos (THP-1) por 

3 a 5 horas ao Di-(2-etilhexil) ftalato induziu a liberação de várias citocinas 

incluindo, TNF- e IL-1β, bem como a expressão de diversos genes relacionados a 

quimiocinas, entre elas as CXCL1, CXCL2 e CCL3. Segundo os autores 38, a 

produção de citocinas induzida pelo Di-(2-etilhexil) ftalato em macrófagos pode 

exacerbar as respostas inflamatórias. Além disso, o Di-(2-etilhexil) ftalato também 

induziu a expressão de genes de várias quimiocinas que atraem neutrófilos, sugerindo 

que esse plastificante promove reações inflamatórias por induzir os macrófagos a 

atrair quimicamente (quimiotaxia) os neutrófilos para os tecidos e pode estar 

envolvido no desenvolvimento de doenças alérgicas. Krüger et al.18 avaliaram o efeito 

de alguns plastificantes como di-n-butil ftalato (DBP), benzil butil ftalato (BBP), di-

2-etilhexil ftalato (DEHP), diisodecil ftalato (DIDP), di-n-octil (DnOP), e di-isononil 

ftalato (DINP) na secreção de citocinas inflamatórias ( IL-1 , IL-6, e IL-8) por 

células endoteliais de córnea humana (B4G12). A exposição ao DBP, em 

concentrações que não afetaram a viabilidade celular, resultou em expressão 
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aumentada do mRNA para IL-1  e IL-8 comparada com o controle. Embora a 

secreção das citocinas IL-1  e IL-6 tenha ocorrido em baixos níveis após a exposição 

ao DBP, uma tendência para secreção aumentada das duas proteínas foi observada. 

Todos esses resultados, quando avaliados em conjunto, parecem indicar que os 

monômeros e plastificantes ftalatos podem ativar citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias em macrófagos e tem o potencial de causar distúrbios no processo 

complexo de regulação de uma resposta celular apropriada do sistema imune. A 

produção desregulada dessas citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias pode levar ao 

aumento da resposta imune, que pode ser, parcialmente, responsável pela destruição 

dos tecidos. Assim, podemos supor que as alterações observadas no presente estudo 

com relação à produção dos mediadores inflamatórios avaliados podem estar 

relacionadas, pelo menos em parte, com os monômeros e plastificantes, presentes na 

composição de alguns dos materiais avaliados (Tabela 1), e que podem ser liberados 

para a cavidade oral, mesmo após a reação de polimerização/geleificação 5,6,7,12,31,32,49. 

Os resultados de estudos in vitro, por serem obtidos em condições diferentes 

daquelas encontradas in vivo, não podem ser relacionados, diretamente, com as 

condições clínicas. De qualquer forma, este estudo demonstrou, pela primeira vez, 

que os materiais reembasadores resilientes e condicionadores de tecidos apresentam 

efeitos, em menor ou maior grau, na produção de citocinas e quimiocinas importantes 

na regulação dos processos inflamatórios e de cicatrização tecidual. Alterações nos 

níveis desses mediadores inflamatórios podem indicar respostas iniciais dos tecidos 
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diferentes da toxicidade aguda e, dessa forma podem servir como indicadores de 

efeitos biológicos adversos dos materiais utilizados no reembasamento de bases de 

próteses removíveis. Além disso, tem sido observado que algumas substâncias 

quimioatraentes, como a CCL5, também levam a ativação das integrinas 57, moléculas 

presentes por toda a membrana celular e que apresentam papel importante nos 

processos de adesão e migração celular, mediando a comunicação entre células e 

entre células e matriz extracelular. Assim, estudos estão sendo conduzidos para se 

avaliar o efeito de materiais reembasadores resilientes e condicionadores de tecidos 

sobre a expressão de integrinas. 
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Table 1 - Materials evaluated in this study. 

Product Type Manufacturer Powder/Liquid 
ratio Composition Batch 

number 

Polymerization/gelation 
time at room 
temperature 

Durabase 
Soft 

Plasticized 
acrylic 
resin soft 
liner 

Reliance Dental 
MFG Co., III., USA 

1g/0.83 mL Powder – PEMAand benzoyl 
peroxide 
Liquid – MMA and DBP 

29549 15 min 

Trusoft Plasticized 
acrylic 
resin soft 
liner  

Bosworth Co, 
Skokie, IL,USA 

1.06g/1.15mL Powder – PEMA 
Liquid – Benzyl butyl phthalate 
(plasticizer) and ethyl alcohol 

0904-
137 

6 min 

Ufi Gel P Silicone-
based soft 
liner 

Voco, Cuxhaven, 
Germany 

Base and 
catalyst in a 
1:1 ratio 

Base – Modified 
Polydimethylsiloxane (A-silicone) 
Catalyst- platinum catalyst 

1009051 10 min 

Sofreliner 
S 

Silicone-
based soft 
liner 

Tokuyama Dental 
Corp., Tokyo, Japan 

Auto-
dispensing 
system 

Polyorganosiloxane 
Silicone resin poder 
Silica, amorphous 

035E50 5 min 

Softone Tissue 
conditioner 

Bosworth Co, 
Skokie, IL, USA 

1.03g/1.1mL Powder – PEMA 
Liquid – DPB 
and etanol 

0906-
231 

8 min 

Coe 
Comfort 

Tissue 
conditioner 

GC America Inc, 
Alsip, IL, USA 

1g/0.83 mL Powder – PEMA and zinc 
undecylenate 
Liquid – Benzyl Benzoate, cotton 
seed oil, ethanol, acetyl tributyl 
citrate, methyl salicylate, and 
peppermint oil 

1006032 10 min 

PEMA, poly (ethyl methacrylate); MMA, methyl methacrylate; DBP, di-butyl phthalate. 
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Tabela 2 Resultados (%) da expressão de citocinas e quimiocinas pelo Kit Proteome Assay para todos os materiais e períodos avaliados, em 

relação ao controle (100%). 

Período de 

obtenção dos 

eluatos 

Material Citocinas e quimiocinas 

TNF-α IL-1ß CCL2 CCL3 CCL5 CXCL2 CXCL4 

 

 

24 horas 

Ufi Gel P 149,92 0 113,91 116,10 83,86 134,31 1,10 

Sofreliner S 137,36 0,83 93,33 134,43 76,46 230,23 1,42 

Trusoft 26,64 0 128,68 78,53 86,09 37,14 0 

Durabase Soft 0 0 47,02 98,61 24,23 113,09 0 

Coe Comfort 127,87 0 34,66 95,56 0 178,45 0 

Softone 0 0 0 98,15 0 112,57 0 

 

 

48 horas 

Ufi Gel P 67,46 0 94,71 136,69 0 87,18 105,66 

Sofreliner S 158,97 0 75,44 106,05 0,60 87,13 138,75 

Trusoft 150,46 0 104,88 134,21 0 102,69 149,42 

Durabase Soft 438,23 76,72 231,91 48,03 0 11,69 0 

Coe Comfort 311,54 0 45,75 118,47 0 112,30 0 

Softone 46,85 31,98 30,12 0 0 67,91 0 

 



129 
 

 
Gráfico 1 – Médias e desvio-padrão da citocina TNF-α após exposição dos 

macrófagos RAW 264.7 aos eluatos de 24 e 48 horas, obtidos a partir de cada um dos 

materiais avaliados. 

 

 
Gráfico 2 – Médias e desvio-padrão da citocina IL-1ß após exposição dos macrófagos 

RAW 264.7 aos eluatos de 24 e 48 horas, obtidos a partir de cada um dos materiais 

avaliados. 
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Gráfico 3 – Médias e desvio-padrão da quimiocina CCL2 após exposição dos 

macrófagos RAW 264.7 aos eluatos de 24 e 48 horas, obtidos a partir de cada um dos 

materiais avaliados. 

 
Gráfico 4 – Médias e desvio-padrão da quimiocina CCL3 após exposição dos 

macrófagos RAW 264.7 aos eluatos de 24 e 48 horas, obtidos a partir de cada um dos 

materiais avaliados. 
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Gráfico 5 – Médias e desvio-padrão da quimiocina CCL5 após exposição dos 

macrófagos RAW 264.7 aos eluatos de 24 e 48 horas, obtidos a partir de cada um dos 

materiais avaliados. 

 

 
Gráfico 6 – Médias e desvio-padrão da quimiocina CXCL2 após exposição dos 

macrófagos RAW 264.7 aos eluatos de 24 e 48 horas, obtidos a partir de cada um dos 

materiais avaliados. 
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Gráfico 7 – Médias e desvio-padrão da quimiocina CXCL4 após exposição dos 

macrófagos RAW 264.7 aos eluatos de 24 e 48 horas, obtidos a partir de cada um dos 

materiais avaliados. 
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4 Discussão 
4.1 Análise das resinas acrílicas para base de prótese pelo método de MTT e 

materiais reembasadores resilientes pelos métodos de MTT, MEV e Citometria de 

fluxo  

  No presente estudo, a citotoxicidade de resinas acrílicas para base de 

prótese foi avaliada por meio de um método baseado em cultura de células de 

linhagem imortalizada. Esse método é reprodutível e relativamente descomplicado, se 

comparado a outras modalidades107. Além disso, seu grande uso para a avaliação de 

materiais odontológicos permite que resultados sejam confrontados com os de 

diversos estudos24,32,66,72,73,92,106,107,144,156,164. Embora as células de cultura primária 

tenham um fenótipo e uma resposta mais próxima do que ocorre in vivo, o número de 

células obtidas é baixo e sua vida útil é limitada156. Células de linhagem contínua, 

como a utilizada neste estudo (L929), são facilmente cultivadas, possibilitam 

resultados com boa reprodutibilidade e não apresentam a variação entre indivíduos 

doadores66. Além disso, as células L929 são largamente utilizadas para avaliação da 

citotoxicidade de materiais odontológicos6,72,73,160 e recomendadas pela ISO para 

testes de citotoxicidade68. Testes com fibroblastos simulam a situação clínica de 

quando ocorre a ulceração traumática do epitélio após a colocação da prótese. Nessas 

condições, os fibroblastos entram em contato direto com as resinas para base de 

prótese, materiais reembasadores ou substâncias liberadas por esses. Outra condição 

clínica, que ocorre a exposição desses materiais aos fibroblastos, é quando se realiza 

reembasamento de próteses sobre implantes com aplicação de carga imediata ou 

imediatamente após cirurgia de reabertura. 

  Para avaliar os efeitos biológicos dos polímeros utilizados na 

odontologia, alguns protocolos têm sido sugeridos.107 Entre eles, o teste de contato 

direto, quando o material a ser testado interage diretamente com as células sem a 

colocação de nenhuma barreira entre eles14,91, e também o teste com eluatos, quando 

as células são expostas a eluatos adquiridos dos materiais poliméricos 6,60,66,72,73, 
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92,141,144. No presente estudo, os dois tipos de testes foram realizados e os resultados 

de ambos foram utilizados para complementar as informações sobre os efeitos tóxicos 

liberados pelos materiais para base de prótese e reembasadores resilientes, em cultura 

de celulas. 

  Vários métodos colorimétricos têm sido utilizados para avaliar a 

citotoxicidade de materiais, como o teste de MTT 6,66,72,90,106 que verifica a viabilidade 

celular por demonstração citoquímica da desidrogenase succínica (SDH) e, essa, 

corresponde à atividade mitocondrial da respiração celular111. Esse é um teste rápido, 

objetivo, confiável e que não envolve incorporação de radioisótopos, os quais 

demandam equipamentos especiais e produzem lixo radioativo. Outro teste utilizado 

para a avaliação dos polímeros na odontologia é o azul de alamar. Além das 

vantagens também apresentadas para o teste de MTT, esse teste possui o benefício de 

ser não tóxico para as células e de não demandar a destruição celular para obteção de 

resultados. Essa característica permite que as mesmas células sejam monitoradas 

durante um tempo49,70. Os resultados desse método, entretanto, é diretamente 

proporcional à redução do reagente azul de alamar no meio de cultura e à 

quantidade/proliferação das células70. 

  O efeito citotóxico das resinas acrílicas para base de prótese tem sido o 

foco de vários estudos, como mencionado na recente revisão da literatura32. No 

entanto, poucas estudos compararam a citotoxicidade de resinas acrílicas para base de 

prótese polimerizadas por banho de água, por luz66,106 ou energia de micro-

ondas72,73,144. Sendo assim, no presente estudo, foi realizada a análise da 

citotoxicidade de três resinas acrílicas para base de prótese, sendo duas polimerizadas 

por micro-ondas (Vipi Wave e Nature Cryl) e uma polimerizada por luz (Eclipse), 

pelo período de 24 hs. Os resultados dos eluatos de 24 hs dos materiais Vipi Wave, 

Nature Cryl e Eclipse, este testado com e sem barreira de ar, não reduziram a 

viabilidade celular quando comparados ao controle. Resultados similares foram 

encontrados para resinas polimerizadas por calor (banho de água) quando 

comparados aos obtidos pelas resinas polimerizadas com energia de micro-
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ondas72,73,144. O efeito do eluato de 24 hs dos materiais na viabilidade celular foi 

semelhante para todas as resinas testadas, com valores >80%144, sendo considerado 

como levemente ou não citotóxico66,72,73. Huang et al.66 (2001), realizaram um estudo 

para comparar três resinas para base de prótese com diferentes polimerizações, sendo 

elas: Lucitone 199 (polimerizada por banho de água), Rebase (autopolimerizável) e a 

Triad (fotopolimerizável). Foram obtidos eluatos desses materiais com 1, 3 e 5 dias. 

Os resultados demonstraram que as resinas acrílicas, sejam ativadas por luz ou banho 

de água, não tiveram efeitos citotóxicos diferentes entre si, sendo a viabilidade celular 

maior do que 75%66.   

   Diferentemente dos resultados obtidos com os eluatos, no presente 

estudo foi observada a redução na viabilidade celular quando os produtos foram 

testados em contato direto com as células L929. Por meio desse teste, foi detectada 

diferença entre os materiais. O efeito citotóxico das resinas acrílicas para base de 

prótese tem sido atribuído principalmente à liberação de monômero residual31,32,37,107. 

Sabe-se, também, que as resinas acrílicas podem sofrer degradação provocada por 

oxidação, hidrólise e decomposição48,159. Esses processos podem dar origem a 

produtos de degradação, como o ácido metacrílico (AM), por meio de hidrólise ou 

esterificação dos grupos metacrilato48,78 e ácido benzóico (AB), via decomposição do 

peróxido de benzoíla (PB). O AM é um substrato fisiológico da via valina e é 

metabolizado em CO2 por meio do metilmalonil e succinil-CoA, ambos substratos do 

ciclo do ácido cítrico60. O AM, no entanto, pode induzir apoptose, além de interferir 

no ciclo e metabolismo celulares31,152. Já foi demonstrado que a quantidade do AM 

liberada por materiais poliméricos, imersos em água, reduzio após curto período de 

tempo (3 hs)159. 

  No que diz respeito ao AB, estudos têm demonstrado que esse 

composto não promove mudanças significativas na proliferação e metabolismo 

celulares31,38, sendo significativamente menos tóxico do que o PB para os 

queratinócitos humanos RHEK-19.  Dessa forma, é provável que, durante o período de 

obtenção dos eluatos de 24 hs, a decomposição dos monômeros residuais liberados 
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pode ter ocorrido, dando origem a sub produtos. Esses, pelo menos em parte, devem 

ser o motivo pelo qual os eluatos de 24 hs obtidos pelos materiais Vipi Wave, Nature 

Cryl MC e Eclipse não causaram efeito tóxico para as células L929. No contato 

direto, entretanto, todos os materiais reduziram a viabilidade celular se comparados 

ao controle. Em um estudo recente44, o metabolismo das células L929 foi avaliado 

após contato direto com três resinas acrílicas para base de prótese (GC Reline Hard, 

Futura Gen e Me-liodent), pelos períodos de 1h, 24hs e 1 semana. Os resultados 

mostraram que o metabolismo celular foi significativamente inferior no período de 

1h, quando comparados a 24 hs ou após uma semana de contato.  

  A porcentagem de viabilidade celular após o contato direto das células 

L929 com a resina Eclipse, com ou sem barreira de ar, foi maior do que a resina 

Nature Cryl MC. Uma possivel explicação para esses resultados é a composição dos 

materiais. A resina Eclipse contém o monômero dimetacrilato (UDMA), enquanto a 

Nature Cryl MC é composta pelo monômero monofuncional metil metacrilato 

(MMA). Danesh et al.37(2012) avaliaram 3 resinas auto polimerizáveis e 3 

polimerizadas por luz, no que diz respeito aos monômeros residuais remanescentes no 

material e sua liberação ao longo do tempo. Duas resinas polimerizadas por luz, 

baseadas no monômero UDMA, mostraram baixa liberação de monômeros residuais 

quando comparadas às resinas autopolimerizáveis, composta pelo monômero MMA. 

Isto é relacionado a características dos monômeros liberados e sua difusão. O 

monômero UDMA (peso molecular > 450 g/mol)132, tem um baixo grau de 

mobilidade pela matriz polimérica quando comparada a moléculas pequenas, como o 

MMA (peso molecular – 110.18 g/mol)151. Além disso, para os monômeros 

metacrílicos, como o MMA, a formação de ligações cruzadas ocorre em 

concentrações bem mais baixas do que em sistemas de dimetacrilato149. Esses 

sistemas formam polímeros com alto grau de ligações cruzadas, que restringem a 

mobilidade do monômero residual, diminuindo assim sua liberação. Com os 

resultados do presente estudo, pode-se sugerir que, houve menos liberação de 

monômero UDMA pela resina Eclipse se comparada com o monômero MMA a partir 
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da resina Nature Cryl MC. Além disso, o tamanho e o formato do monômero, que é 

correlacionado ao peso molecular, também são importantes no efeito citotóxico, 

assim como no papel de penetrar na membrana celular132. 

  A resina Eclipse é comercializada com um revestimento que 

proporciona uma barreira entre a superfície do material e o oxigênio atmosférico, com 

a finalidade de permitir uma completa fotopolimerização na superfície da resina. Em 

estudos anteriores, verificou-se que a barreira de ar fornecida pelos fabricantes de 

duas resinas reembasadoras ativadas por luz era altamente tóxica para as células, 

inibindo quase totalmente a síntese das proteínas, DNA e RNA91,14. No presente 

estudo, dois tipos de corpos de provas foram confeccionados para a realização dos 

testes: (1) a barreira de ar não foi aplicada, mas as superfícies foram cobertas por 

placas de vidro durante a polimerização, para evitar o contato com o oxigênio e a 

formação de uma camada não polimerizada. Essa camada não polimerizada pode 

diminuir as propriedades mecânicas dos materiais e liberar mais substâncias 

potencialmente citotóxicas92,168; (2) aplicação do revestimento de barreira de ar nas 

superfícies dos corpos de prova durante a ativação da luz e essa barreira removida 

depois da polimerização. A finalidade da remoção da barreira de ar foi analisar se 

quaisquer restos dessa barreira na prótese podem ser potencialmente irritantes para os 

tecidos de suporte bucais. O efeito irritante não parece existir, já que o presente 

estudo não encontrou diferença significante entre esses dois tipos de corpos de prova. 

Para a realização dos efeitos citotóxicos dos materiais reembasadores 

resilientes em cultura celular, além das células L929, também foram utilizadas duas 

outras linhagens celulares: HaCaT e Macrófagos Raw 264.7. As células HaCaT são 

queratinócitos de pele humana, também de linhagem imortalizada, que são facilmente 

cultivadas, podendo ser utilizadas em passagens indefinidas, e que mantêm as 

características biológicas dos queratinócitos humanos108. Além disso, as células L929 

e HaCat, as quais são sensíveis a monômeros e plastificantes utilizados em materiais 

odontológicos63,108,156, têm sido comumente utilizadas para estudos de citotoxicidade 

de diferentes materiais, incluindo resinas acrílicas e reembasadores 
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resilientes34,124,128,130,154. As células Raw 264.7, também de linhagem imortalizada, 

foram utilizadas por reterem a maioria das funções dos macrófagos de cultura 

primárias12, os quais constituem a primeira linha de defesa, protegendo o organismo 

contra substâncias externas e potencialmente prejudiciais. Essas células também são 

sensíveis a monômeros e plastificantes liberados por materiais poliméricos12,95,119. 

Devido ao seu papel na patogênese da resposta inflamatória, essas células são 

relevantes para se testar a biocompatibilidade de materiais odontológicos15, 

particularmente materiais protéticos, os quais são comumente colocados em contato 

com áreas de tecidos ulcerados ou em fase de cicatrização42,115,162.  

Os resultados obtidos nos testes de viabilidade celular demonstraram 

que, em geral, os materiais não foram citotóxicos para as células L929, Raw 264.7 e 

HaCat, com exceção dos eluatos de 48 hs dos materiais Ufi Gel P, Coe Comfort e 

Softone, que causaram discreta toxicidade sobre as células HaCat (valores de 

viabilidade celular acima de 70%). Além disso, não foram detectadas diferenças 

significativas entre os materiais, para nenhuma das três linhagens celulares avaliadas. 

Alguns estudos que investigaram eluatos do material Ufi Gel P nos períodos de 24 

hs154, 48 hs130 e 96 hs128, aplicados em contato com as células L929, também não 

observaram menor viabilidade celular. Em um estudo recente, .81 (2011) 

mostraram que a citotoxicidade dos reembasadores à base de silicone (GC Reline Soft 

e Ufi Gel P) foi menor que a dos materiais à base de resina acrílica (Lang Flexacryl, 

Lang Immediate, Vertex Soft e Trusoft). Além disso, para o material Ufi Gel P, as 

médias de viabilidade celular observadas no teste de MTT foram, em geral, menores 

que as do presente estudo, tendo variado de 50 a 80%. Esses resultados podem estar 

relacionados aos períodos mais longos para obtenção dos eluatos (até 30 dias) e, 

ainda, à linhagem celular (HeLa) utilizada pelos autores81. 

A análise de possíveis alterações na morfologia celular vem sendo 

amplamente empregada na avaliação dos efeitos tóxicos de materiais 

odontológicos39,87. De maneira geral, a não redução da viabilidade das células 

expostas a eluatos de materiais dentários não exclui a possibilidade de discretos danos 
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às delicadas estruturas celulares. Dessa forma, neste estudo, foram feitas análises da 

morfologia celular em microscópio eletrônico de varredura. As células L929 e HaCat 

expostas aos eluatos dos materiais experimentais apresentavam morfologia e 

espalhamento sobre as lamínulas de vidro semelhantes ao observado para o grupo 

controle. Por outro lado, as análises obtidas com as células RAW 264.7 evidenciaram 

que a morfologia celular não se encontrava bem definida, com imagens que 

evidenciavam resíduos de células letalmente danificadas, sobretudo após a exposição 

aos eluatos dos materiais Coe Comfort e Durabase Soft. A exposição das células 

L929 ao eluato de 48 hs do material Coe Comfort também alterou as células L929, 

que se apresentavam sem limite celular bem definido. 

O tipo de morte celular, após exposição das células L929 e HaCat aos 

eluatos dos reembasadores resilientes, foi analisado por meio da citometria de fluxo. 

Os resultados demonstraram que, para as células HaCat, não houve aumento 

significativo nas porcentagens de apoptose e necrose para nenhum dos materiais 

reembasadores avaliados, tanto para os eluatos de 24 hs como de 48 hs. Para as 

células L929, houve aumento nas taxas de apoptose para os reembasadores Ufi Gel P 

e Sofreliner S (eluato de 24 hs) e Durabase Soft (eluato de 48 hs) e, todos os materiais 

aumentaram as porcentagens de necrose (eluatos de 24 hs e 48 hs), exceção do 

reembasador resiliente Trusoft. A apoptose é um processo fisiológico ativo e 

programado de morte celular, que permite ao organismo eliminar células danificadas 

ou indesejadas, sem desencadear reações inflamatórias15,33,142. Por outro lado, a 

necrose é um processo passivo de morte celular após sua exposição à injúria severa, 

que ocorre de forma não controlada, sem regulação genética, induzindo processos 

inflamatórios com sintomas clínicos 33,57,142. Tem sido sugerido que o padrão de 

morte celular pode ser importante em relação à evolução do potencial irritativo dos 

materiais odontológicos15,33, tendo em vista que as células apoptóticas, removidas por 

fagocitose, desencadeiam discreto dano tecidual, diferente do que acontece nos casos 

de necrose celular33. Assim, embora não tenham sido verificadas alterações 

significativas na viabilidade celular (Teste de MTT), os resultados da citometria de 
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fluxo sugerem que os efeitos dos eluatos dos materiais avaliados foram mais 

acentuados para as células L929 que para as células HaCat. Apesar disso, os 

resultados sugerem que as células remanescentes ainda se apresentaram em número 

suficiente para produzir atividade mitocondrial (formação do formazan) similar 

aquela determinada para as células controle (sem contato com os eluatos), sendo 

confirmado pelo teste de viabilidade celular. 

A maioria dos estudos que avaliaram a citotoxicidade dos 

reembasadores resilientes realizaram testes utilizando os eluato obtidos dos 

materiais35,74,81128,130. Na presente pesquisa, os efeitos dos reembasadores resilientes 

sobre o metabolismo celular foram analisados não somente com os eluatos, mas 

também por meio do contato direto entre as células e os materiais. Esse último 

experimento foi estabelecido para complementar as informações obtidas nos testes 

realizados com os eluatos bem como para simular os procedimentos intra-orais de 

reembasamento das bases das próteses, nos quais as células são colocadas em contato 

direto com materiais recém polimerizados, sendo assim expostas às substâncias 

liberadas pelos reembasadores8. Em contraste com os resultados observados no teste 

dos eluatos, o contato direto entre os reembasadores resilientes e as células 

determinaram a ocorrência de diferenças significativas entre os materiais. Uma 

possível explicação para isto é que, durante os períodos de incubação das amostras 

em meio de cultura para obtenção dos eluatos, pode ter ocorrido a evaporação ou a 

decomposição das substâncias liberadas pelos materiais. Como resultado, nos testes 

de MTT realizados com os eluatos, não foram detectados efeitos citotóxicos severos 

ou diferenças significativas entre os materiais. Por outro lado, nos testes que 

utilizaram o contato direto entre os reembasadores e as células, a presença da amostra 

do material durante a realização dos testes pode ter prevenido a 

evaporação/decomposição dos componentes liberados1 e, consequentemente, maiores 

alterações na viabilidade celular foram observadas. Os resultados mostraram que, nos 

dois períodos de contato direto avaliados (24 e 48 hs), os materiais à base de silicone 

- Ufi Gel P e Sofreliner S, foram menos citotóxicos para todas as células (L929, 
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HaCat e Raw 264.7); por outro lado, o reembasador à base de resina acrílica 

plastificada - Durabase Soft, apresentou efeitos mais acentuados, resultando em 

médias de porcentagens de viabilidade celular menores que 16%. Os condicionadores 

de tecidos - Coe Comfort e Softone também foram citotóxicos, sobretudo para as 

células RAW 264.7, reduzindo a viabilidade celular para taxas menores que 8%. O 

material Trusoft demonstrou citotoxicidade intermediária, não sendo estatisticamente 

diferente dos reembasadores à base de silicone para as células L929 e HaCat, 

enquanto para as células RAW 264.7 resultou em porcentagens menores de 

viabilidade celular (57,4% para 24 hs e 37,7% para 48 hs). Os reembasadores 

resilientes à base de silicone apresentam composição similar aos materiais para 

moldagem à base de polivinilsiloxano115. A reação desses materiais ocorre por adição, 

não envolvendo a formação de sub-produtos, tal como o álcool, que se forma nos 

silicones que reagem por condensação, sendo que esta característica contribui para 

sua natureza mais estável. 

Sofou et al.146(2007) avaliaram a liberação de componentes dos 

diversos materiais reembasadores e condicionadores de tecidos em diferentes meios 

de armazenamento e temperaturas. Os autores mostraram que os compostos ácido 

metacrílico, metil metacrilato e n-butil metacrilato eluíram em níveis baixos a partir 

dos materiais à base de silicone, como esperado. A liberação dos plastificantes 

ftálicos (dialil-ftalato, butoxi carbonil metil butil ftalato, dibutil ftalato, dioctil ftalato) 

também ocorreram em baixos níveis, especialmente para o material Ufi Gel P. Da 

mesma forma, Brozek et al.22 (2011) verificaram que, embora componentes tenham 

sido liberados pelos materiais reembasadores resilientes avaliados, incluindo 

monômeros (etileno glicol dimetacrilato, metil metacrilato e dodecil metacrilato), de 

maneira geral, os materiais à base de silicone foram mais estáveis que aqueles à base 

de resina plastificada, liberando menores quantidades. Assim, pode-se sugerir que os 

efeitos citotóxicos menos acentuados observados no presente estudo para os materiais 

Ufi Gel P e Sofreliner S estejam relacionados com menor liberação de componentes 

residuais. 
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O reembasador à base de resina acrílica plastificada Durabase Soft é 

composto por um pó à base de polietil metacrilato (PEMA) e PB, uma molécula que 

atua como gerador de radicais livres e é utilizada como iniciador da reação de 

polimerização dos materiais poliméricos10,38. Os radicais livres, entre eles as espécies 

reativas de oxigênio (EROS), são átomos ou moléculas que possuem um ou mais 

elétrons não pareados, o que faz com que essas moléculas sejam instáveis e 

apresentem, como uma de suas características, a meia vida curta e alta interação com 

todas as moléculas biológicas (lipídios, proteínas, carboidratos e ácidos nucleicos), 

podendo causar injúrias às células110. Os radicais livres gerados pela decomposição 

do PB durante a reação de polimerização levam ao estresse e colocam as células sob 

condições tóxicas4 , sendo que células expostas aos materiais poliméricos também 

produzem radicais livres4. Assim, provavelmente, o efeito tóxico do PB é mediado 

pelos seus radicais livres derivativos, cuja formação envolve a quebra da ligação 

peróxido na molécula do PB para formar tantos radicais benzoiloxil, que podem se 

fragmentar para formar dióxido de carbono e radicais fenílicos, como o produto final 

e estável da degradação, que é o AB10,38. Estudos têm demonstrado que o PB pode 

influir no metabolismo de lipídeos e afetar a viabilidade38, o crescimento e a 

proliferação celular, com danos irreversíveis dependendo da concentração, e ainda, o 

aumento na multinucleação e intensa vacuolização das células10. Além disso, 

Babich10 (1996) verificou que o PB foi aproximadamente 10 vezes mais tóxico que o 

peróxido de hidrogênio, e cerca de 250 vezes mais tóxico que o produto final AB. 

Assim, é provável que esses efeitos negativos do PB tenham contribuído, de maneira 

decisiva, para a atividade tóxica do reembasador Durabase Soft sobre as 3 linhagens 

celulares avaliadas na presente investigação. 

O líquido do material Durabase Soft é composto por MMA e o plastificante 

di-butil ftalato (DBP). Conforme relatado anteriormente, os reembasadores resilientes 

à base de resina plastificada liberam mais produtos e em maior quantidade que os 

materiais à base de silicone, entre eles monômeros residuais e plastificantes 

ftalatos22,23,146. Embora os processos relacionados à toxicidade dos monômeros ainda 
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não estejam completamente elucidados, alguns mecanismos têm sido relatados na 

literatura, como danos ao DNA4, lesão na dupla camada lipídica das células7 e 

alteração na mobilização dos íons cálcio (Ca2+), os quais atuam como mensageiros 

secundários e apresentam papel importante em muitos “pathways” de transdução de 

sinais celulares7. Para monômeros hidrofóbicos, como o MMA, foi verificado que o 

aumento na concentração intracelular de cálcio livre ([Ca2+]i) ocorreu de forma dose-

dependente. O aumento do ([Ca2+]i) também foi relacionado com os valores de log 

P
7, que é o coeficiente de partição octanol-água, indicativo da hidrofobicidade ou 

lipofilicidade da substância7,9. Tem sido observado que, dependendo da lipofilicidade 

(log P) dos monômeros, eles se localizam, predominantemente, nas membranas 

celulares dos tecidos orais52. Outro mecanismo proposto para a citotoxicidade dos 

materiais poliméricos é o estresse oxidativo causado a partir do desequilíbrio entre as 

espécies reativas de oxigênio (EROS) e o sistema de defesa antioxidante (redox) 5,8. 

As EROS geradas pelos materiais resinosos, representadas pelo peróxido de 

hidrogênio, ânions superóxidos e radicais hidroxilas, são conhecidas por reduzir os 

níveis intracelulares de moléculas antioxidantes como a glutationa, um removedor 

direto de EROS4,13. Os ésteres ,ß-insaturados, utilizados como monômeros em 

resinas, entre eles o MMA, podem apresentar toxicidade por meio da reação com 

nucleófilos intracelulares, como a glutationa reduzida, via adição de Michael52. Essa 

reação envolve a adição de um nucleófilo, denominado doador de Michael, a um 

eletrófilo (α,β-insaturado), denominado aceptor de Michael. O aumento nas EROS, 

após a depleção da glutationa, resulta em estresse oxidativo que pode levar a danos no 

DNA, atraso no ciclo celular e, eventualmente, morte celular, principalmente na 

forma de apoptose4,8,13. De qualquer forma, podemos supor que a presença do MMA 

na composição do reembasador resiliente Durabase Soft tenha contribuído, pelo 

menos em parte, para os efeitos citotóxicos observados no presente estudo. Além 

disso, o MMA pode se decompor, via hidrólise, em AM159, o qual também apresenta 

efeito citotóxico85, alterando tanto o metabolismo celular como a síntese de DNA31. 
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Devido a sua estrutura alílica, o AM pode formar moléculas altamente reativas 

(epóxidos) que podem contribuir para os efeitos citotóxicos46. 

Além do monômero MMA, o líquido do reembasador resiliente 

Durabase Soft também contém o plastificante DBP. Os ftalatos e outros ésteres de 

ácidos carboxílicos aromáticos têm sido utilizados como agentes “softening” para 

obter plasticidade dos materiais odontológicos, com aplicação típica nos 

reembasadores resilientes. No presente estudo, outros materiais avaliados também 

contêm plastificantes, como o DBP no condicionador de tecidos Softone, o benzil 

butil ftalato (BBP) no reembasador Trusoft e o benzil benzoato (BB), um plastificante 

“phtalate ester-free”, presente no condicionador de tecidos Coe Comfort62. Resultados 

similares foram observados em células L929 após exposição ao DBP por 24 hs31, e 

em macrófagos murinos RAW 264.7 expostos por 60 min aos plastificantes BBP e 

DBP119. A toxicidade dos ésteres de ftalatos tem sido relacionada com o seu 

metabólito ácido metoxiacético que causa geração de EROS e consequente danos ao 

DNA e à mitocôndria de fibroblastos humanos. Além disso, foi sugerido que o 

plastificante BB pode causar danos oxidativos tanto às membranas como às proteínas 

celulares99. O BB é um composto solúvel em gordura (fat-soluble), que pode penetrar 

nas células através da membrana celular e, então, atuar na mitocôndria, aumentando a 

permeabilidade, alterando o canal de transporte, inibindo a respiração mitocondrial e 

produzindo mais espécies reativas. As EROS produzidas podem atacar os ácidos 

graxos poli-insaturados, induzir peroxidação lipídica e, assim, produzir os peróxidos 

lipídicos como o malondialdeído, cujo conteúdo reflete a severidade dos radicais 

livres que atacam, indiretamente, as células do organismo99. Assim, é provável que os 

efeitos citotóxicos observados neste estudo para os materiais Durabase Soft, Softone 

e Coe Comfort e, em menor extensão, para o material Trusoft, estejam relacionados, 

pelo menos em parte, à presença dos plastificantes DBP, BB e BBP nas suas 

composições. Efeitos citotóxicos, como zona de inibição do crescimento, lise celular 
124 e redução da viabilidade celular62, quando em contato direto entre condicionadores 

de tecidos, entre eles o Coe Comfort, foram observados em contato direto com 
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diferentes células. Por outro lado, Kostic et al.79(2012), ao avaliarem os materiais à 

base de resina plastificada Trusoft, Lang Flexacryl e Lang Immediate em contato com 

células HeLa por 24 hs, obtiveram média de viabilidade celular de 78,7% no teste de 

MTT para o material Trusoft. Essa média foi maior que as observadas no presente 

estudo para o período de contato de 24 hs entre esse material e as células HaCat e 

RAW 264.7, e menor que a verificada para as células L929. As diferentes linhagens 

celulares utilizadas podem ter contribuído para essas diferenças entre os resultados, 

tendo em vista que, no presente estudo foi possível observar que, em geral, os efeitos 

do contato direto dos materiais avaliados foram mais acentuados sobre as células 

HaCat e RAW 264.7. Lefebvre et al.93 (2001) observaram que o material reembasador 

resiliente à base de resina acrílica plastificada (Permasoft) não causou efeito na 

viabilidade celular avaliada pelo teste MTT quando em contato direto com células 

Balb/c. Entretanto, estes autores também avaliaram o efeito do material quanto à 

adesão de Candida albicans e, em função disso, as amostras foram imersas em saliva 

artificial estéril por 5 dias para permitir a liberação de ftalatos, os quais, por 

apresentarem efeitos citotóxicos, poderiam interferir nos resultados. Isto poderia 

explicar, mesmo que parcialmente, as diferenças entre os resultados de Lefebvre et 

al.93(2001) e os dados apresentados no presente estudo. Deve-se ressaltar, ainda, que 

o tipo de material e célula utilizados nestes estudos, bem como ao tempo decorrido 

entre o preparo das amostras e a realização dos testes, também podem ter 

influenciado os diferentes dados apresentados neste estudo.  

Para materiais resilientes à base de PEMA, como os utilizados no 

presente estudo, o álcool é necessário para promover aumento de volume das 

partículas do polímero (swelling) e facilitar sua dissolução no plastificante, 

produzindo, assim, um tempo de geleificação clinicamente aceitável (ou adequado)65. 

Desta forma, os materiais Trusoft, Softone e Coe Comfort contêm etanol nas suas 

composições. Para o primeiro, a concentração de etanol é maior que 50%, sendo que 

para os demais, esta informação não está disponibilizada. Tem sido relatado que o 

álcool é liberado a partir dos condicionadores de tecidos,65,116, e que a maior liberação 
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ocorre nas primeiras 12 ou 24 hs65. As substâncias liberadas na saliva, a partir desses 

materiais, tem sido relacionadas com reações adversas nos tecidos orais 103,118,170. 

Entretanto, os resultados do presente estudo demonstraram que, apesar da 

concentração relativamente alta de etanol, o Trusoft foi, em geral, menos tóxico para 

as 3 linhagens celulares avaliadas que os materiais Softone e Coe Comfort, nos dois 

períodos de contato direto estudados (24 e 48 hs). No estudo de Babich e 

Borenfreund9 (1987), os efeitos citotóxicos de vários álcoois foram avaliados, em 

diferentes linhagens celulares (fibroblastos Balb/c 3T3, macrófagos RAW 264.7, 

células de Hamster CH V79). Os autores observaram que os efeitos foram 

relacionados com a lipofilicidade das substâncias testadas, caracterizada pelos valores 

de log P. Para os álcoois com valores de log P negativos, isto é mais hidrofílicos e 

menos lipofílicos, como o etanol (log P = – 0,26), as doses para causar redução de 

10% na viabilidade celular (NR90) foram maiores (de 428,2 a 513 mM) do que 

aquelas observadas para álcoois mais lipofílicos, como o 1-octanol (lop P = 3,15) que 

variaram de 5,1 a 9,6 mM. Dessa forma, podemos supor que a presença do etanol na 

composição do Trusoft, Softone e Coe Comfort, independentemente da concentração, 

não tenha contribuído, de maneira significativa, para as diferenças nos efeitos 

citotóxicos observadas entre os três materiais. Por outro lado, um fator que pode ter 

contribuído diretamente para essas diferenças seria o peso molecular dos 

plastificantes utilizados em cada um dos materiais. O DBP, presente no material 

Softone, e o BB, presente no Coe Comfort, possuem pesos moleculares de 278,34 

65,119 e 212,25 65, respectivamente, enquanto o BBP, que faz parte da composição do 

Trusoft, apresenta maior peso molecular (312,36)119. Tem sido relatado que os 

plastificantes com maior peso molecular apresentam menor liberação dos materiais 

resilientes65. No estudo de Hong et al.65(2010), foi verificado que o material Coe 

Comfort apresentou liberação do plastificante BB em quantidades significativamente 

maiores que aquelas liberadas por outros materiais que continham plastificantes BBP 

e DBP, nos dois períodos de 1 e 14 dias. Assim, podemos supor que os efeitos mais 

acentuados observados neste estudo, para o contato direto entre as células e o 
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condicionador de tecidos Coe Comfort, estejam relacionados com o menor peso 

molecular do BB em relação aos plastificantes DBP e BBP. 

 

4.2 Análise da influência dos materiais reembasadores resilientes na proliferação 

celular, integrina α5ß1 e no fator de crescimento TGFß1.  

 

Os materiais colocados na cavidade oral são expostos a uma variedade 

de substâncias incluindo proteinas, enzimas, diferentes microbiotas e diferentes 

substâncias vindas da dieta. Esta mistura de fatores causam profundos e permanentes 

efeitos sobre os materiais que os conduzem à degradação, mudanças mecânicas e 

químicas, o que pode comprometer a função do material17, e a liberação de produtos, 

devido a biodegradação. Com efeito, o impacto dos produtos causados pela 

biodegradação dos materiais reembasadores nos processos fisiológicos das células e 

tecidos locais raramente é relatado na literatura. Os estudos, muitas vezes, limitam-se 

a testar a citotoxicidade destes materiais, ou seja, se as células "vivem ou morrem". 

Embora estes materiais sejam largamente utilizados na clínica, atenção quanto ao 

efeito clínico e utilização, tem sido levantada43,20 . 

Para avaliar a biocompatibilidade dos materiais odontológicos, o tipo 

celular deve ser cuidadosamente escolhido, afim de mimetizar, o mais próximo 

possível, a situação clínica. No presente estudo, entretanto, os materiais avaliados 

entram em contato direto com as células epiteliais e tecido conjuntivo subjacente, na 

cavidade oral. Sendo assim, e por motivos já mencionados neste texto, foi selecionada 

as células L929 para avaliar a expressão da integrina 5ß1, do fator de crescimento 

TGF-ß1 e a proliferação/metabolismo celular (azul de alamar). 

De acordo com os resultados deste estudo, os materiais a base de 

silicone (Ufi Gel P e Sofreliner S) foram os menos citotóxicos, sendo que o Sofreliner 

S apresentou a melhor resposta metabólica, no teste azul de alamar, em contato com 

as células L929 após 48 hs, quando comparada ao controle. Esse resultado esta 
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vinculado a reação de polimerização por adição destes materiais. Além disso, os 

materiais à base de silicone não possuem plastificantes ou monômeros, como os 

outros materiais à base de resina acrílica e os condicionadores de tecido, que podem 

liberar componentes e produtos de degradação. Estes últimos materiais possuem, 

também, ftalatos e ésteres aromáticos de ácidos carboxílicos, como já 

mencionado118,143,146,170. Ao contrário dos materiais à base de silicone, os dois 

materiais à base de resina acrílica (Trusoft e Durabase Soft) induziram menor 

atividade metabólica (60.7-90.4% e 6.2-8.2%), após 48 hs quando comparado ao 

controle. Ambos os materiais possuem ftalatos, entretanto, o Trusoft não tem 

monômero em sua composição o que, provavelmente, justifica o melhor metabolismo 

celular para o Durabase Soft. Os condicionadores de tecido (Softone e Coe Comfort) 

apresentaram as menores respostas metabólicas, com 11.2% comparada com o 

controle, após 48 hs. A liberação de plastificante e álcool etílico, e o provável 

aumento da biodegradação hidrolítica com a absorção de água nos materiais podem 

ser responsáveis, pelo menos em parte, pela redução acentuada da viabilidade celular, 

verificada pelo teste de azul de alamar71,166. 

Neste estudo, para a análise da expressão da integrina 5ß1, as células 

foram temporariamente desprovidas do fator de crescimento (soro fetal bovino) no 

meio de cultura durante 48 hs. Assim, foram observados efeitos adversos dos 

produtos liberados pelos materiais sobre as células L929, que causaram discreto 

aumento da expressão da integrina após 48 hs em comparação com 24 hs. Resultados 

diferentes foram observados para o fator de crescimento TGF-ß1. Por exemplo, a 

variação da porcentagem da integrina foi de 8%-13%, para os 6 materiais por 24 à 48 

hs em cultura, enquanto que para o TGF-ß1, a variação da porcentagem entre os dois 

períodos avaliados variou de 12%-75% para os materiais. Desta forma, observa-se 

que o TGF ß1 aumentou a expressão com o tempo, comparada à integrina. Entre as 

maiores porcentagens de aumento observada após 48 hs, os materiais Durabase Soft, 
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Sofreliner S, Trusoft e Softone, foram considerados os materiais com maior efeito na 

expressão da integrina e do TGF-ß1. 

Integrinas são receptores heterodiméricos para a adesão molecular na 

superfície celular e inúmeras proteínas da matriz extracelular. Várias α e β 

subunidades combinadas exibem ligantes com especificidades diferentes136
. Por 

exemplo, a intergina α5ß1, possui ligantes específicos para fibronectinas e fibrinas, 

importantes glicoproteínas da matriz extra celular que possuem papel de adesão, 

migração, crescimento celular, diferenciação e são muito importantes no processo de 

reparação de feridas129. A intergina α5ß1, em resposta a sua ligação com os 

componentes da matriz extracelular, também tem sido correlacionadas com a 

angiogenese de tumores. Existem controvérsias, entretanto, se está associada com 

efeitos supressores de tumor, ou um papel de promotor139. As integrinas medeiam 

uma série de acontecimentos de sinalização nas células, sendo que essas cascatas 

possibilitam um profundo efeito sobre as atividades celulares normais, bem como “a 

vida ou a morte”, como a apoptose. Com efeito, células que não aderem efetivamente 

ao substrato/matriz extra celular sofrem eventos apoptóticos mais facilmente do que 

as células providas de fatores de crescimento50. Integrinas também estão relacionadas 

no controle de resistências a estímulos apoptóticos e, em particular, na ativação dos 

sinais das mitocôndrias. Danos causados por produtos químicos, incluindo algumas 

drogas citotóxicas, ou liberadas por materiais odontológicos, e a retirada do soro fetal 

bovino, pode levar à liberação do citocromo C pelas mitocôndrias59. Integrinas têm 

mostrado proteger a viabilidade celular em resposta a estresses. A sinalização por 

integrinas regulam a expressão e a atividade de vários membros das proteínas Bcl-2, 

que estão associadas com a apoptose150. Os ligantes da integrina α5β1 leva ao 

aumento da expressão de Bcl-2104 e aumenta a resistência a ausência de soro fetal 

bovino. 

O fator de crescimento β (TGF-β) faz parte da família das proteínas e 

consiste em três citocinas (TGF-β1, 2, e 3), sendo que a TGF-β1 é a mais comum e 

abundante na maioria dos tecidos. O TGF-β se liga a receptores específicos 
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heterodímero causando a fosforilação intracelular das proteinas Smad. Estes, por sua 

vez, se ligam com Smad4 para formar complexos heteroméricos, que se translocam 

para o núcleo e regulam os genes responsivos TGF-ß40. As moléculas de TGF-β 

funcionam como um interruptor celular que regulam uma grande variedade de 

processos celulares, tais como a função imunitária, proliferação celular, de transição 

epitelial-mesenquimal e hematopoiese153. 

Neste estudo, o TGF-β1 apresentou aumento da regulação das células 

mantidas durante 48 hs em comparação com aquelas mantidas durante 24 hs em 

cultura. Sendo que, para os materiais Ufi Gel P, Durabase Soft e Softone houve um 

aumento significativo na expressão do TGF-β1 entre os período de 24–48 hs que foi 

de 30%, 40% e 75%, respectivamente. A maior expressão do TGF-β1 foi observada 

após 48 hs para os condicionadores de tecido e esse resultado provavelmente se deve 

às diferentes composições do Softone e Coe Comfort. O último material mencionado 

possui em sua composição alguns produtos que não são encontrados no Softone, o 

que pode ter contribuído para a diminuição da expressão do fator de crescimento. Um 

aumento no TGF-β1, e também das integrinas, tem sido associada com a maturação 

de um proto-miofibroblastos a uma miofibroblastos maduro88 que é característica da 

cicatrização de feridas. Tem sido relatado, também, que o aumento no nível do TGF-

β1 aumentam a proliferação de queratinócitos, que pode ser necessário em áreas da 

mucosa oral desprovida de epitélio queratinizado. A ausência de soro fetal bovino no 

meio de cultura descrito neste estudo sugere que as proteínas TGF-β1 e integrina 

α5ß1, detectadas pelo teste de ELISA, deve ter sido expressa pelas células e que as 

expressões relativas de cada proteína foram devido aos produtos liberados dos 

materiais reembasadores. No entanto, é importante notar que este foi um estudo in 

vitro e realizado em um curto período, retratando apenas a atividade de cultura de 

células, por um período máximo de 48 hs. 
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4.3 Análise da influência dos materiais reembasadores resilientes na expressão de 

proteínas inflamatórias 

 

 Como já mencionado, existem relatos na literatura de respostas 

inflamatórias dos tecidos orais aos materiais reembasadores resilientes103,118,170. Para 

elucidar os caminhos imunológicos e patológicos envolvidos em reações 

inflamatórias, é importante quantificar as citocinas envolvidas. Conhecer os perfis das 

citocinas locais é essencial para se obter conhecimento nos processos imunológicos 

envolvidos54. Dessa forma, no presente estudo, para um melhor entendimento da 

capacidade pró-inflamatória dos eluatos (24 e 48 hs) dos materiais reembasadores 

resilientes estudados neste estudo, que são frequentemente empregados em áreas de 

reparo e cicatrização, foram analisados com relação a alterações nos mediadores 

inflamatórios liberados por macrófagos. 

Nos processos inflamatórios, várias células do sistema imunológico 

são recrutadas para o local da lesão ou da infecção e podem iniciar a resposta 

inflamatória84. Dentre essas, os macrófagos destacam-se como importantes células de 

defesa contra a invasão microbiana e substâncias externas e potencialmente 

prejudiciais, além de sua atuação em funções biológicas como o reparo de ferimentos 

e a remoção de células remanescentes após lesões ou infecções134. Dessa forma, no 

presente estudo, foram selecionadas as células Raw 264.7, pelos motivos já 

mencionados nesse texto e devido aos materiais avaliados nesse estudo serem 

colocados em contato com áreas de tecidos ulcerados ou em fase de cicatrização. 

Os resultados obtidos nos testes preliminares com o Kit Mouse 

Cytokyne Array Panel A demonstraram a produção de mediadores inflamatórios 

pelos macrófagos RAW 264.7 após a exposição das células aos eluatos de 24 e de 48 

hs obtidos a partir dos materiais. A quantificação desses mediadores, por meio de 

testes de ELISA, evidenciou que a produção do fator de necrose tumoral TNF-α foi, 

em geral, aumentada pelos materiais, principalmente para os eluatos de 48 hs. Os 

aumentos variaram, aproximadamente, de 33 a 78%. A única exceção, foi o material 
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Coe Comfort, cujo eluato de 24 hs proporcionou redução do TNF-α em 70%. Fator de 

necrose tumoral (TNF) é a denominação atribuída a um grupo distinto de citocinas 

que possuem importantes propriedades antitumorais e reguladoras da imunidade 112. 

Existem dois membros distintos da família TNF: TNF-α e TNF-ß. O TNF-α 

inicialmente denominado como caquetina18, é uma molécula ubíqua produzida por 

grande variedade de células em diferentes tecidos, enquanto o TNF- α (também 

conhecido como linfotoxina-alfa) é produzido por linfócitos ativados3. O TNF- α é 

um regulador significativo de apoptose e uma importante citocina pró-inflamatória 

com ações pleiotróficas ou seja, possui múltiplas funções161. O TNF-α possui a 

capacidade de induzir a produção de diversas substâncias como citocinas (IL-1β e IL-

6, por exemplo), quimiocinas, fatores de crescimento e enzimas que apresentam a 

função de ativar a imunidade inata. Altas concentrações de TNF-α em células e 

tecidos podem induzir apoptose, enquanto baixas concentrações podem promover a 

proliferação celular e o reparo do tecido após lesões45. Além disso, o TNF-α pode 

estimular, significativamente, a reabsorção óssea local por induzir a 

osteoclastogênese e influenciar a produção de fatores essenciais para a diferenciação 

osteoclástica, como o ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B e seu 

receptor (RANK) e a proteína osteoprotegerina 21. Sabe-se que a regulação do TNF- α 

é crítica para a homeostase celular e para que o hospedeiro apresente uma resposta 

imunológica efetiva12. O TNF-α apresenta-se elevado em certas condições 

patogências e possui o potencial tóxico que resulta em reações de hipersensibilidade 

com inflamação crônica 147. A IL-1 é uma citocina multifuncional que é responsável 

por vários processos incluindo a defesa do hospedeiro, inflamação e respostas a 

injúrias80, sendo produzida por muitos tipos celulares, predominantemente 

macrófagos 147. A liberação da citocina IL-1ß e IL-6 pode ativar macrófagos durante 

infecção, injúria e inflamação82. Assim, aumento na produção de TNF-α, o principal 

mediador pró-inflamatório liberado pelos macrófagos36,56, e da interleucina IL-1ß, 

como verificado no presente estudo para alguns dos materiais avaliados, são 

indicativos de resposta pró-inflamatória pelas células. 
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As quimiocinas são citocinas de baixo pelo molecular (8-17 Kd) com 

atividade quimiotática, que participam ativamente nos processos inflamatórios e de 

reparação tecidual 117. A CCL5 (RANTES), CCL3 (MIP-1α) e CCL4 (MIP- 1β) são β 

quimiocinas produzidas por células, tanto da imunidade inata como adquirida, 

macrófagos, células dendríticas, células NK, células T γδ e linfócitos T CD8+41. A 

família mais diversa e numerosa de quimiocinas é a CC98, que pode ser subdividida 

em quimiocinas constitutivas e induzidas. Tem sido relatado que as quimiocinas CC 

constitutivas participam dos processos habituais de migração leucocitária; por outro 

lado, as quimiocinas CC induzidas regulam o recrutamento leucocitário em resposta a 

sinais imunológicos, inflamatórios e infecciosos. Dentre essas quimiocinas, a proteína 

quimiotática para monócito – 1 (CCL2/MCP1), por meio de sua ligação com seu 

receptor CCR2, contribui, significativamente, para processos inflamatórios. 

Quimiocinas da familia CC são capazes, ainda, de induzir a produção de enzimas 

importantes nos processos de migração celular, em células tumorais e em 

macrófagos125. Kim et al.76 (2006), em estudo in vitro, demonstraram que CCL2, 

CCL5 e CXC quimiocina ligante 12 (CXCL)12 estão envolvidas na diferenciação dos 

osteoclastos humanos a partir de precursores de osteoclastos 76. Pré-osteoclastos 

expressam os receptores CCR2 e CCR5 e respondem às quimiocinas ligantes, tais 

como CCL2, CCL3 e CXCL12145. No presente estudo, em geral a produção das 

quimiocinas avaliadas (CCL2, CCL3, CCL5, CXCL2 e CXCL4) foi reduzida após 

exposição dos macrófagos RAW 264.7 aos eluatos de 24 e de 48 hs obtidos a partir 

dos materiais. Para a quimiocina CXCL4, por exemplo, os valores obtidos para os 

eluatos de 24 e de 48 hs do material Trusoft apresentaram-se abaixo do menor valor 

da curva padrão. Tem sido relatado que a redução na produção de mediadores 

inflamatórios pode ser um indicativo de que as células se apresentam com alterações 

significativas que interferem com as funções celulares normais, como por exemplo, a 

produção basal dessas substâncias12,95. 

Estudos realizados com monômeros utilizados em materiais 

odontológicos, como o BisGMA, verificaram um aumento dos níveis de TNF-α em 
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macrófagos RAW 264.782. A exposição de fibroblastos gengivais humanos a eluatos 

de 72 hs obtidos a partir de um material para restaurações provisórias, quimicamente 

ativado e à base de PEMA, também resultou em expressão do fator TNF-α 

significativamente maior que o controle. Da mesma forma, tem sido demonstrado que 

os monômeros HEMA bem como o sub-produto de degradação de monômeros 

metacrilatos, o ácido metacrílico (AM) estimularam macrófagos (RAW 264.7) para a 

liberação de TNF-α169. Noda et al.123 (2003), observaram que, embora a exposição de 

células THP-1 (monócitos) a doses sub-letais de HEMA e TEGDMA, por períodos 

mais longos (2 semanas) não tenha ativado a secreção de TNF-α, foi observado que 

esses monômeros podem ter influência na produção dessa citocina quando as células 

são expostas, posteriormente, a toxinas bacterianas. Assim, os autores concluíram que 

baixas concentrações de componentes liberados por materiais odontológicos, como 

monômeros, podem representar um risco à resposta inflamatória normal, mesmo 

quando nenhuma alteração imediata aparente na função celular for detectada. 

Moharamzadeh et al.109 (2008), utilizando um modelo de mucosa oral 3D, também 

verificaram que a exposição à resina composta contendo o monômero TEGDMA 

aumentou, significativamente, a quantidade de IL-1ß liberada a partir do tecido. 

Outros etudos observaram que resinas odontológicas e monômeros como o BisGMA, 

também podem induzir a produção das citocinas IL-1 ß e IL-6 em macrófagos RAW 

264.712,82. Os efeitos foram dependentes do tempo de contato e da concentração do 

monômero 82. Já os resultados do estudo de Nishioka et al.121 (2012), mostraram que a 

exposição de macrófagos (THP-1) por 3 à 5 hs ao Di-(2-etilhexil) ftalato induziu a 

liberação de várias citocinas incluindo, TNF-α e IL-1β, bem como a expressão de 

diversos genes relacionados a quimiocinas, entre elas as CXCL1, CXCL2 e CCL3. 

Segundo Nishioka et al.2012, a produção de citocinas induzida pelo Di-(2-etilhexil) 

ftalato em macrófagos pode exacerbar as respostas inflamatórias. Além disso, o Di-

(2-etilhexil) ftalato também induziu a expressão de genes de várias quimiocinas que 

atraem neutrófilos, sugerindo que esse plastificante promove reações inflamatórias 

por induzir os macrófagos a atrair quimicamente (quimiotaxia) os neutrófilos para os 
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tecidos e pode estar envolvido no desenvolvimento de doenças alérgicas. Kruger et 

al.80 (2012), avaliaram o efeito de alguns plastificantes como di-n-butil ftalato (DBP), 

benzil butil ftalato (BBP), di-2-etilhexil ftalato (DEHP), diisodecil ftalato (DIDP), di-

n-octil (DNOP), e di-isononil ftalato (DINP) na secreção de citocinas inflamatórias ( 

IL-1ß, IL-6, e IL-8) por células endoteliais de córnea humana (B4G12). A exposição 

ao DBP, em concentrações que não afetaram a viabilidade celular, resultou em 

expressão aumentada do mRNA para IL-1ß e IL-8 comparada com o controle. 

Embora a secreção das citocinas IL-1ß e IL-6 tenha ocorrido em baixos níveis após a 

exposição ao DBP, uma tendência para secreção aumentada das duas proteínas foi 

observada. Todos esses resultados, quando avaliados em conjunto, parecem indicar 

que os monômeros e plastificantes ftalatos podem ativar citocinas pró-inflamatórias 

em macrófagos e tem o potencial de causar distúrbios no processo complexo de 

regulação de uma resposta celular apropriada do sistema imune. A produção 

desregulada dessas citocinas pró-inflamatórias pode levar ao aumento da resposta 

imune, que pode ser parcialmente responsável pela destruição dos tecidos. Assim, 

podemos supor que as alterações observadas no presente estudo com relação à 

produção dos mediadores inflamatórios avaliados podem estar relacionadas, pelo 

menos em parte, com os monômeros e plastificantes, presentes na composição de 

alguns dos materiais avaliados, e que podem ser liberados para a cavidade oral, 

mesmo após a reação de polimerização/geleificação 22,23,28,58,113,114,146. 

Os resultados de estudos in vitro, por serem obtidos em condições 

diferentes daquelas encontradas in vivo, não podem ser relacionados, diretamente, 

com as condições clínicas. De qualquer forma, este estudo demonstrou que as resinas 

acrílicas para base de prótese, os  materiais reembasadores resilientes e 

condicionadores de tecidos apresentam efeitos, em menor ou maior grau, de 

citotoxicidade quando em contato direto com as células, variando o grau de acordo 

com sua composição; Este estudo demonstrou, também, pela primeira vez, que para 

os testes com materiais reembasadores resilientes e condiciondadores de tecido houve 

taxas de necrose maior para os fibroblastos do que para os queratinócitos, que esses 
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materiais podem desencadear a expressão de determinadas proteínas celulares 

relacionados com cicatrização de feridas e outros processos celulares na cavidade 

oral, e estão relacionados com a produção de citocinas e quimiocinas importantes na 

regulação dos processos inflamatórios e de cicatrização tecidual. Alterações nos 

níveis desses mediadores inflamatórios podem indicar respostas iniciais dos tecidos 

diferentes da toxicidade aguda e, dessa forma podem servir como indicadores de 

efeitos biológicos adversos dos materiais utilizados no reembasamento de bases de 

próteses removíveis. Além disso, tem sido observado que algumas substâncias 

quimioatraentes, como a CCL5, também levam a ativação das integrinas165, 

moléculas presentes por toda a membrana celular e que apresentam papel importante 

nos processos de adesão e migração celular, mediando a comunicação entre células e 

entre células e matriz extracelular. 
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5 Conclusão 

 

 Dentro das limitações do presente estudo, foi possível concluir que: 

 

1) Os eluatos de 24 hs das resinas acrílicas, não apresentaram efeitos 

citotóxicos estatisticamente significantes entre eles; 

 2) Após o contato direto com as células, as resinas acrílicas para base de 

prótese diminuiram significativamente a viabilidade celular em relação ao controle. A 

resina Nature Cryl MC promoveu menor do que para a resina Eclipse, com ou sem 

barreira de ar. Não houve diferença estatisticamente significante entre as resinas Vipi 

Wave e as outras avaliadas; 

 3) Não foi verificado efeito citotóxico para os eluatos dos materiais 

reebasadores resilientes avaliados, os eluatos obtidos com 24 e 48 hs, em nenhuma 

das células testadas; 

        4) Os materiais à base de silicone, Ufi Gel P e Sofreliner S, testados no 

presente estudo, apresentaram menor redução na viabilidade celular, quando em 

contato direto com as diferentes linhagens celulares testadas, nos períodos de 24 e 48 

hs;  

  5) Os fibroblastos e queratinócitos apresentaram diferentes sensibilidades 

quando em contato com os eluatos dos materiais reembasadores resilientes testados, 

de 24 e 48 hs. Sendo que, os fibroblastos apresentaram maiores taxas de necrose 

celular para ambos os períodos de eluatos; 

 6) Os quatro materiais reembasadores resilientes e dois condicionadores de 

tecido testados no presente estudo expressaram a integrina α5ß1 e o fator de 

crescimento (TGF- ß1), quando em contato direto com os materiais pelos períodos de 

24 ou 48 hs.  

7) Os materiais reembasadores resilientes e condicionadores de tecidos 

apresentam efeitos, em menor ou maior grau, na produção de citocinas e quimiocinas 

importantes na regulação dos processos inflamatórios e de cicatrização tecidual, 
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quando em contato os macrófacos RAE 264.7 em contato com os eluatos dos 

materiais obtidos nos períodos de 24 e 48 hs. 
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