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“Desejo primeiro que vocé ame, e que amando, também seja amado.
E que se nédo for, seja breve em esquecer. E que esquecendo, ndao guarde

magoa.

Desejo também que tenha amigos, Que mesmo maus e inconsequentes,
Sejam corajosos e fiéis, e que pelo menos num deles
Vocé possa confiar sem duvidar. E porque a vida é assim,

desejo ainda que vocé tenha inimigos.

Nem muitos, nem poucos, mas na medida exata para que, algumas vezes,
Vocé se interpele a respeito de suas proprias certezas. E que entre eles, haja pelo

menos um que seja justo, para que vocé néo se sinta demasiado seguro.

Desejo ainda que vocé seja tolerante, ndo com 0sS que erram pouco, porque isso €
facil, mas com os que erram muito e irremediavelmente,

e que fazendo bom uso dessa tolerancia, vocé sirva de exemplo aos outros.

Desejo que vocé, sendo jovem, ndo amadureca depressa demais,
E que sendo maduro, néo insista em rejuvenescer

E que sendo velho, ndo se dedique ao desespero.

Porgue cada idade tem o seu prazer e a sua dor e

E preciso deixar que eles escorram por entre nos.

Desejo também que vocé plante uma semente,
Por mais minuscula que seja, e acompanhe o seu crescimento,

Para gue vocé saiba de quantas muitas vidas é feita uma arvore.

Desejo por fim que vocé sendo homem, tenha uma boa mulher,
e que sendo mulher, tenha um bom homem

e que se amem hoje, amanha e nos dias seguintes,

e quando estiverem exaustos e sorridentes,

Ainda haja amor para recomecar.

E se tudo isso acontecer, ndo tenho mais nada a te desejar ".

Victor Hugo (Desejo)
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Bianchi L. Citotoxicidade direta e transdentindria de sistemas adesivos com diferentes graus de
hidrofilia sobre células odontoblastéides [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2011.

RESUMO

O objetivo geral desse trabalho, dividido em dois experimentos (capitulos 1 e 2), foi
avaliar a citotoxicidade de sistemas adesivos experimentais (SAEs), com diferentes graus de
hidrofilia, e do etanol como solugdo de solvatacdo da dentina, sobre células odontoblastdides.
No capitulo 1, discos de papel filtro esterilizados foram impregnados com 10 pL de cada SAE
(n=22): R1, R2, R3, R4 e R5 (em ordem crescente de hidrofilia), seguido de fotoativa¢do. Os
discos foram individualmente imersos em meio de cultura DMEM para obtencdo de extratos
(DMEM + componentes liberados dos SAEs), os quais foram posteriormente aplicados sobre
células MDPC-23 em cultura. Discos ndo impregnados (RO) serviram como controle. Foram
avaliados o metabolismo celular (teste de MTT), a expressdo de proteina total (PT) e a atividade
de fosfatase alcalina (FA), além do tipo de morte celular (citometria de fluxo) e grau de
conversdao monomérica (FTIR) dos SAEs. Os dados de cada variavel resposta do estudo foram
analisados por testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney (a=0,05). Considerando RO como 100%,
foi observada reducdo do metabolismo celular de 36,4%, 3,1%, 0,2%, 21,5% e 65,7%,
respectivamente para R1, R2, R3, R4 e R5. Apenas R1 e R5 diferiram estatisticamente do
controle. Para PT, R1, R4 e R5 tiveram expressao estatisticamente inferior ao controle, enquanto
que a atividade de FA foi significativamente reduzida por R1 e R5. Esses mesmos SAEs
juntamente com R4 induziram as maiores porcentagens de morte celular por necrose,

predominante para todos os SAEs. Maior porcentagem de conversao monomérica foi registrada
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em funcdo do aumento do grau de hidrofilia. Foi possivel concluir, de acordo com as condicdes
experimentais, que os SAEs R2 e R3 foram ndo téxicos as células MDPC-23. Dessa forma, o grau
de hidrofilia ou de conversdo monomérica do SAE ndo determinou, isoladamente, seu efeito
citotdoxico. No capitulo 2, discos de dentina com 0,4 mm de espessura foram preparados,
divididos em 10 grupos apds determina¢do da condutancia hidraulica e montados em camaras
pulpares in vitro. Sobre a superficie pulpar foram plantadas células MDPC-23. Sobre o lado
oclusal, apés condicionamento com d4cido fosférico e impregnacdo da dentina desmineralizada
com agua ou etanol, foi aplicado um dos quatro SAEs (R2, R3, R4 ou R5), sendo RO o grupo
controle. Oito discos foram utilizados para quantificacdo da enzima SDH por meio do teste de
MTT, enquanto dois foram utilizados para a analise da morfologia celular em MEV.
Adicionalmente, o tipo de morte celular (apoptose ou necrose) foi identificado por citometria de
fluxo e o grau de conversao monomérica foi determinado (FTIR) apds 10 ou 20 s de fotoativacao.
Os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram utilizados para a analise estatistica dos dados
(0=0,05). A impregnacdo da dentina com etanol aumentou a porcentagem de morte celular por
necrose para R3, R4 e R5 em comparacao a dgua, a despeito do fato de que R3 e R4 induziram a
uma maior producdo de SDH. A fotoativacdo por 20 s melhorou significantemente o grau de
conversao monomérica de todos os SAEs comparado a 10 s. Em conclusdo, com excec¢do de R2, a
utilizacdo de etanol favoreceu a citotoxicidade dos SAEs, expressa por indu¢ao de morte celular

por necrose.

PALAVRAS-CHAVE: adesivos dentindrios, citotoxicidade, etanol, dentina, células

odontoblastdides
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Bianchi L. Direct and transdentinal cytotoxicity of adhesive systems with different degrees of
hydrophilicity on odontoblast-like cells [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de

Odontologia da UNESP; 2011.

ABSTRACT

The overall aim of this study, divided into two experiments, was to evaluate the
cytotoxicity of experimental adhesive systems (EAS) with different hydrophilicity, and ethanol
as a dentin solvation solution, on odontoblast-like cells. In the first experiment, sterilized filter
paper discs were impregnated with 10 pL of each EAS: R1, R2, R3, R4 and R5 (in increasing rank
of hydrophilicity), followed by light activation. The paper discs were individually immersed in
DMEM culture medium for obtaining the extracts (DMEM + released components of EAS),
which were applied on MDPC-23 cells in culture. Non-impregnated paper discs (RO) were used
as control. Cell metabolism (MTT assay), total protein expression (TP) and alkaline phosphatase
activity (ALP) were assessed, in addition to the type of cell death (flow cytometry) and the
degree of monomer conversion (FTIR). Data for each response variable were submitted to
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests (a=0.05). Compared to the control (100%), cell
metabolism was decreased by 36.4%, 3.1%, 0.2%, 21.5% and 65.7% for R1, R2, R3, R4 and R5,
respectively. However, only R1 and R5 differed from the control. R1, R4 and R5 decreased the
expression of TP compared to the control, whereas only R1 and R5 significantly reduced the
activity of ALP. The later EAS plus R4 caused the highest percentages of cell death by necrosis. A
higher percentage of monomer conversion was detected as a function of the hydrophilicity.
According to the experimental conditions, it could be concluded that R2 and R3 were not toxic

to the MDPC-23. Thus, hydrophilicity or degree of conversion did not respond, exclusively, for
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the cytophatic effects of the EAS. In the second experiment, 0.4 mm-thick dentin discs were
prepared and assigned to 10 groups after assessment of the hydraulic conductance. After fitted
into in vitro pulp chambers, MDPC-23 cells were seeded on the pulp side of the dentin discs
while the EAS (R2, R3, R4 e R5) were applied on the occlusal side after phosphoric acid
conditioning and solvation of the demineralized dentin with water or ethanol. RO represented
the control where no EAS was applied. Eight discs were used to quantify SDH enzyme
production by MTT test, while two discs were used for the analysis of cell morphology by SEM.
Cell death (necrosis/apoptosis) was identified by flow cytometry and the degree of monomer
conversion was determined (FTIR) after 10 or 20 s of photo-activation. Kruskal-Wallis and
Mann-Whitney tests were used for statistical analysis of the data (a=0.05). The dentin
impregnation with ethanol increased the percentage of cell death by necrosis for R3, R4 and R5
when compared to water, despite the fact the R3 and R4 increased the production of SDH.
Photo-activation for 20 s significantly improved the degree of conversion of all EAS when
compared to 10 s. As an overall conclusion, except for R2, the impregnation of dentin with

ethanol increased the cytotoxicity of the EAS through the induction of cell death by necrosis.

KEYWORDS: dentin adhesives, cytotoxicity, ethanol, dentin, odontoblast-like cells
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INTRODUCAO GERAL

A adesdo de materiais poliméricos ao substrato dentinario pode ser influenciada por
diversos fatores, incluindo o tipo e composicao dos sistemas adesivos, sua técnica de aplicacao
e as caracteristicas intrinsecas desse tecido, as quais determinam sua heterogeneidade. Por
essa razao, a adesdo a dentina ndo é considerada tdo segura e previsivel quanto a adesdo ao

1,22,46

esmalte e, portanto, a produ¢do de uma unido estdvel ao longo do tempo ainda é um

desafio a ser superado.

Deterioracdo da unido resina-dentina tem sido demonstrada em varios estudos®*3%3%%,

Entretanto, o exato mecanismo de degradacdo dos componentes que formam essa unido ainda
nao foi totalmente elucidado. Sabe-se que esse fendbmeno envolve ambos os substratos, resina
e dentina, os quais sdo negativamente afetados pela acdo da agua (degradacdo hidrolitica) e de

11,14,34,4
143443 Embora

enzimas salivares, bacterianas® e da prdpria dentina (degradacio enzimatica)
o processo de degradacdo possa ser dividido em trés estagios, (1) plastificagdo do polimero pela
agua, (2) lixiviagdo de mondmeros e/ou oligdmeros da camada hibrida ou do adesivo, e (3)

degradacdo hidrolitica e enzimatica da matriz dentindria®, ainda n3o existe consenso sobre

qual componente da interface é mais susceptivel a esses eventos™.

Ambas as formas de degradacdo, hidrolitica e enzimatica, sdo indesejdveis e podem
culminar na faléncia da funcionalidade da unido resina-dentina. Dentre os componentes dessa

unido, fibrilas de colageno expostas devido a infiltracdo incompleta da dentina

3,7,17,23

desmineralizada ou devido a degradacdo hidrolitica, em longo prazo, do componente

polimérico®***? e lixiviagio dos mondmeros residuais e polimeros de baixo peso molecular,



LUCIANA BIANCHI — DISSERTACAO MESTRADO INTRODUGAO 28

sdo susceptiveis as duas formas de degradacdo; enquanto que o componente polimérico é
susceptivel apenas a degradacgao hidrolitica.

Na tentativa de reduzir os efeitos deletérios causados pela agua sobre o componente
polimérico que constitui a unido resina-dentina, tem sido investigada a utilizacdo de etanol
como solugdo de solvatagdo da dentina desmineralizada pelo acido fosférico®*?, visando sua
infiltracdo por monomeros mais hidréfobos, e, consequentemente, mais resistentes a

8,35,44

degradacao hidrolitica . Isso torna-se possivel devido a mudanca da caracteristica hidrdfila

da dentina condicionada para uma caracteristica mais hidréfoba, embora temporariamente,
devido a substituicdo da dgua pelo etanol’>.

Embora a proposta de impregnacdo da dentina com uma soluc¢ao alcodlica favoreca a

infiltracdo monomérica, quantitativa e qualitativamente, assim como a estabilidade longitudinal

das interfaces produzidas’*®**, nenhuma informacdo existe na literatura quanto a

possibilidade dessa técnica favorecer também os efeitos citopaticos desses componentes
monomeéricos, uma vez que tem sido demonstrado que monOdmeros resinosos sdo capazes de

se difundir pela dentina e alcangar o tecido pulpar subjacente em concentragdes suficientes

18,21,33,39,57

para elicitar reacbes adversas . Adicionalmente, também tem sido demonstrado que

19,41,49

esses componentes sdo capazes de induzir a apoptose in vitro , entre outros eventos

celulares e bioldgicos indesejaveis, tais como interferéncia na sintese de ATP e no processo de

remineralizagdo, reagdes imunoldgicas e alteragdes genéticas’®™.

Monomeros de elevado peso molecular como BisGMA e UDMA, categorizados como
hidrofobos, apresentam efeitos citopaticos superiores aos observados por mondmeros

hidrofilos como HEMA, por exemplo, uma vez que conseguem, entre outras reacgdes
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indesejaveis, inibir proliferacdo celular e alterar o processo de mineralizacdo, influenciando
negativamente o processo de reparo do tecido agredido. Esses efeitos ocorrem de um modo
mais intenso quando sdo comparados com as sequelas deixadas pela acdo de mondmeros
hidréfilos™>.

A avaliagdo da citotoxicidade causada por materiais odontoldgicos é de suma
importancia, pois pode nortear o desenvolvimento de procedimentos e materiais mais seguros
aos tecidos bucais*!. Especificamente para sistemas adesivos, diversos fatores que incluem
viscosidade, grau de conversdo monomérica, pH e grau de hidrofilia influenciam na sua

2,9,26,50,58

toxicidade , sendo que esta ultima caracteristica afeta diretamente a capacidade de

1036 Dessa forma, a justificativa

monoémeros infiltrarem um substrato imido como a dentina
desse estudo baseia-se na hipdtese de que o favorecimento da infiltracio monomérica da

dentina em funcado de sua solvatacdo com etanol possa, em contrapartida, favorecer também o

efeito citopatico de sistemas adesivos.
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PROPOSICAO GERAL

Avaliar a citotoxicidade de sistemas adesivos experimentais, com diferentes graus de
hidrofilia, e da solucdo de solvatacdo da dentina, sobre células odontoblastéides por contato

direto e indireto.

PROPOSICOES ESPECIFICAS

CAPITULO 1

CITOTOXICIDADE DE SISTEMAS ADESIVOS EXPERIMENTAIS COM DIFERENTES GRAUS DE

HIDROFILIA SOBRE CELULAS ODONTOBLASTOIDES

Avaliar a citotoxicidade de sistemas adesivos experimentais, com diferentes graus de

hidrofilia, sobre células da linhagem odontoblastica MDPC-23, por meio de contato direto.

CAPITULO 2

CITOTOXICIDADE TRANSDENTINARIA DE SISTEMAS ADESIVOS EXPERIMENTAIS COM

DIFERENTES GRAUS DE HIDROFILIA APLICADOS SOBRE A DENTINA IMPREGNADA POR ETANOL

Avaliar a citotoxicidade transdentinaria de sistemas adesivos experimentais (SAEs) com
diferentes graus de hidrofilia e da solucdo de solvatacdo da dentina sobre células da linhagem

odontobldstica (MDPC-23).
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade de sistemas adesivos experimentais
(SAEs), com diferentes graus de hidrofilia, sobre células odontoblastdides. Discos de papel
(n=132) foram impregnados com 10 pL de cada SAE: R1, R2, R3, R4 e R5 (em ordem crescente
de hidrofilia), seguido de fotoativagdo por 10s. Os discos foram individualmente imersos por
24h em DMEM para obtencdo de extratos, os quais foram aplicados sobre células MDPC-23.
Nenhum material foi aplicado nos discos utilizados como controle (R0). Foram avaliados
metabolismo celular (teste de MTT), producdo de proteina total (PT), atividade de fosfatase
alcalina (FA), tipo de morte celular, além do grau de conversdo monomérica (FTIR). Os dados de
cada varidvel resposta foram submetidos aos testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney
(a=0,05). Considerando RO como 100% de metabolismo celular, foi observado que R1, R2, R3,
R4 e R5 reduziram o metabolismo em 36,4%, 3,1%, 0,2%, 21,5% e 65,7%, respectivamente.
Apenas R1 e R5 diferiram do controle. Para PT, R1, R4 e R5 tiveram produgdo inferior ao
controle enquanto que FA foi significativamente reduzida por R1 e R5. Morte celular por
necrose foi predominante para todos os SAEs, embora apenas R1, R4 e R5 tenham diferido do
controle. Morte por apoptose diferente do controle foi observada apenas para R5. O menor
grau de conversdo monomérica (ca. 37%) foi registrado para R1, enquanto que os maiores
valores foram observados para R4 e R5 (ca. 56%) Foi possivel concluir que os SAEs R2 e R3
foram ndo tdxicos para as células MDPC-23. Assim, o grau de hidrofilia ou de conversao

monomeérica dos sistemas adesivos ndo determinou, isoladamente, seu efeito citopatico.

Palavras-chave: hidrofilia, adesivos dentinarios, citotoxicidade, células odontoblastdides
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INTRODUCAO

Sistemas adesivos sdo constituidos principalmente por monémeros resinosos. Tem sido
demonstrado que esses mondmeros s3o citotéxicos e moduladores de funcgdes celulares®.
TEGDMA, HEMA, BisGMA e UDMA, comumente utilizados na composicdo de sistemas adesivos,
apresentam comprovada citotoxicidade tempo e concentracdao dependentes, investigada em
estudos in vivo e in vitro®>, quando aplicados em cavidades profundas ou em contato direto
com o tecido pulpar. Esses mondmeros podem causar distirbios em fungdes celulares basicas
como proliferacdo, atividade enzimdtica e respiragdo mitocondrial, além induzir alteragOes
morfoldgicas e de integridade da membrana®. As vias de sinalizagio da resposta imune,
homeostase e reparo tecidual também s3o afetadas, levando a possiveis efeitos mutagénicos’.

A toxicidade de sistemas adesivos depende de diversos fatores, como viscosidade, grau
de convers3o monomeérica, pH e grau de hidrofilia®®. Este ultimo esta diretamente relacionado
a capacidade de componentes desses sistemas de infiltrar a dentina desmineralizada pelo acido
fosférico, uma vez que este tecido deve ser mantido Umido para garantir que os espacos
interfibrilares permanecam abertos™.

Alguns sistemas adesivos tem recebido criticas por serem muito hidroéfilos,
especialmente os pertencentes ao grupo autocondicionante simplificado. Esses adesivos
apresentam elevadas concentracdes de HEMA e TEGDMA, além de 4gua como solvente®’. Essas
caracteristicas fazem com que esses materiais formem membranas semi-permedveis,

12-13

inadequadas para o selamento hermético da dentina intrinsicamente Umida™ ">, além de

interferir negativamente no grau de conversao monomérica'®. A passagem de agua através
dessa membrana de adesivo reduz sua rigidez, favorece sua degradacdo e prejudica a

longevidade da uni3o resina-dentina™®.
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Na tentativa de reduzir ou eliminar o efeito negativo da degradacdo hidrolitica desses
sistemas adesivos, estudos tém avaliado técnicas e protocolos adesivos com a finalidade de
favorecer a infiltracdo dentinaria por sistemas adesivos que contém maiores porcentagens ou

quase que exclusivamente mondmeros hidréfobos’ 8

, reduzindo dessa forma a sorpcdo de
agua por esses sistemas, assim como a permeabilidade da camada de adesivo que sela a
dentina.

A infiltracdo da dentina por adesivos mais hidréfobos tem sido possivel gracas a técnica
denominada ethanol-wet bonding. Essa técnica foi descrita pela primeira vez por Becker et al.*®
(2007), e tem sido efetiva em tornar a unido resina-dentina mais resistente a degradacdo
hidrolitica, e, portanto, mais estavel Iongitudinalmentezo. Entretanto, os provaveis efeitos
biolégicos causados ao tecido pulpar pela maior e mais profunda infiltracio de mondmeros
hidrofobos de alto peso molecular, como o BisGMA, BisEMA e UDMA, no tecido dentindrio, ndo
foram ainda investigados.

Previamente a utilizacdo de modelos animais e dentes humanos, sdo eticamente
indicados modelos experimentais in vitro, como a cultura de células, a fim de avaliar a
toxicidade desses agentes. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar a citotoxicidade de

adesivos experimentais, com diferentes graus de hidrofilia, sobre células odontoblastdides

MDPC-23.

MATERIAIS E METODOS
Cultivo das células odontoblastoides MDPC-23
Células imortalizadas da linhagem MDPC-23 (Mouse Dental Papilla Cells) foram

cultivadas em garrafas plasticas com &rea de base de 75 cm? (Costar Corp., Cambridge, MA,
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EUA) em meio de cultura DMEM (Dulbeccos’s Modified Eagle’s Medium, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, EUA) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 100
Ul/mL e 100 pg/mL, respectivamente, de penicilina e estreptomicina, e 2 mmol/L de glutamina
(GIBCO, Grand Island, NY, EUA), em uma atmosfera umedecida contendo 5% de CO, na
temperatura de 37°C. Essas células foram subcultivadas a cada trés dias até a obtencdo do
numero de células suficiente para a realizacdo do experimento. Todos os procedimentos
envolvendo o cultivo celular foram realizados em capela de fluxo laminar vertical (VECO DO

BRASIL Ind. Com. de Equipam. Ltda, Campinas, SP, Brasil).

Sistemas adesivos experimentais (SAEs)

Foram utilizados cinco adesivos experimentais com conhecido grau de hidrofilia, em
ordem crescente: R1, R2, R3, R4 e R5. Os adesivos R1 e R2 sdo similares ao componente
hidrofobo nado solvatado utilizado em sistemas adesivos convencionais de 3 passos ou em
sistemas autocondicionantes de 2 passos. R3 representa a composicao tipica de um sistema
adesivo convencional de 2 passos e R4 e R5 contém derivados dos acidos carboxilico e fosférico,
respectivamente, representando sistemas adesivos autocondicionantes simplificados®’. A
composicdo dos adesivos experimentais, seu grau de hidrofilia (parametro de solubilidade Hoy)
e pH estdo apresentados na Tabela 1.

Discos de papel filtro esterilizados, com 5 mm de diametro e 1,5 mm de espessura,
foram impregnados com 10 pL de cada sistema adesivo experimental (n=22) em analise e
fotoativados por dez segundos por meio de um aparelho de luz halégena (Optilux 500, Kerr
Company, Orange, CA, EUA), previamente avaliado quanto a intensidade de luz emitida com um

radidmetro (510+10 mW/cm?). Nenhum material foi aplicado nos discos utilizados para o grupo
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controle (RO, n=22). Em seguida, os discos foram posicionados na base de uma placa de acrilico
de 24 compartimentos individualizados (COSTAR 3595 - Corning Incorporated, Corning, NY,
EUA) e foram cobertos com 1 mL de meio de cultura DMEM ndo suplementado com soro fetal
bovino. A placa foi mantida em uma atmosfera umedecida contendo 5% de CO; na temperatura
de 37°C por 24 horas. Decorrido este periodo, o meio de cultura acrescido dos componentes
lixiviados dos adesivos (extrato) foi coletado e colocado em contato com as células MDPC-23, as
guais foram semeadas na base de cada well de placas com 24 compartimentos (COSTAR 3595 -
Corning Incorporated, Corning, NY, EUA), na concentracdo de 3x10* células/cm?®. A placa foi
mantida em uma atmosfera umedecida contendo 5% de CO, na temperatura de 37°C por mais
24 horas.

Oito amostras de cada grupo foram utilizadas para a quantificacdo da enzima
desidrogenase succinica (SDH) por meio do teste de Metiltetrazolium (MTT) (n=8), sendo o
mesmo numero de espécimes utilizados para a analise da atividade de fosfatase alcalina (FA) e
producdo de proteinas totais (PT) (n=8). Dois espécimes foram utilizados para a andlise da
morfologia celular em microscopia eletrénica de varredura (MEV) (n=2), e os quatro espécimes

remanescentes foram utilizados para identificacdo do tipo de morte celular (n=4).

Andlise do Metabolismo Celular (Teste MTT)

O metabolismo celular foi representado pela respiracdo mitocondrial, a qual é
determinada pela producdo da enzima desidrogenase succinica (SDH), detectada pelo teste de
Metiltetrazolium (MTT). Apds 24 horas de contato das células MDPC-23 com os extratos, os
mesmos foram aspirados e as células lavadas gentilmente com PBS (solucdo salina fosfatada

tamponada). Em seguida, foram colocados 900 uL de DMEM, ao qual foram adicionados 100 pL
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de solucdo MTT (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), em uma concentra¢do de 5 mg/mL
de PBS. As células em contato com a solu¢dao de MTT foram incubadas em estufa umidificada na
temperatura de 37°C pelo tempo de 4 horas. Decorrido este periodo, a solucio de MTT foi
aspirada cuidadosamente e substituida por 600 puL da solucdo de isopropanol acidificada (0,04
N de HCI). Apds agitacgdo e verificacdo da homogeneidade das solugdes, trés aliquotas de 100 pL
de cada compartimento foram transferidas para uma placa de 96 compartimentos (Costar
Corp., Cambridge, MA, EUA). A viabilidade celular foi avaliada de maneira proporcional a
absorbancia determinada a 570 nm em leitor de ELISA (Tp Reader; Thermoplate, Nanshan
District, Shenzhen, China).

Para a padronizacdao da leitura, os trés primeiros compartimentos da placa foram
preenchidos com 100 puL da solugdo de isopropanol acidificada com HCl a 0,04 N para se
determinar o valor correspondente a passagem total da luz, ou seja, valor mdximo para a
reducdao do metabolismo celular. A média das trés aliquotas de cada compartimento foi

computada e utilizada na analise estatistica.

Quantificagdo da Produgdo de Proteina Total (PT)

A quantificacdo de proteina total produzida pelas células, segundo protocolo de Read e
Northcote?” (1981), foi realizada simultaneamente com o teste de MTT, 24 horas apos o
contato das células com os extratos. O meio de cultura foi aspirado e as células lavadas trés
vezes com 1 mL de PBS a temperatura de 37°C. Apds isso, 1 mL de lauril sulfato de sédio a 0,1%
(Sigma-Aldrich Corp., St Louis, MO, EUA) foi colocado em cada compartimento e mantido por
40 minutos a temperatura ambiente para provocar a lise das células. As amostras foram entdo

homogeneizadas e uma aliquota de 1 mL de cada compartimento foi transferida para um tubo
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Falcon (Corning Incorporated, Corning, NY, EUA), enquanto que para o blank foi utilizado 1 mL
de agua destilada. Em seguida, 1 mL de solugdo de reagente de Lowry (Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, MO, EUA) foi colocado em cada um dos tubos, os quais foram agitados por 10 segundos
em agitador de tubos (Phoenix AP 56, Araraquara, SP, Brasil). Depois de 20 minutos em
temperatura ambiente, 500 uL de solugdo de Folin e Ciocalteau’s Phenol Reagent (Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA) foram acrescentados aos tubos, reagindo por mais 30
minutos. Entdo, trés aliquotas de 100 uL de cada amostra foram transferidas para uma placa de
96 compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA) sendo sua absorbancia lida em leitor
de ELISA (Tp Reader; Thermo Plate, Nanshan District, Shenzhen, China) no comprimento de

onda de 655 nm. A média dos trés valores foi calculada para a andlise estatistica dos dados.

Determinagdo da Atividade da Fosfatase Alcalina (FA)

Para esse protocolo, o meio de cultura foi aspirado, e as amostras lavadas por trés vezes
com 1 mL de PBS a temperatura de 37°C, para em seguida realizar a lise das células com a
adicdo de 1 mL de lauril sulfato de sédio 0,1% (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA) em
cada compartimento da placa por 40 minutos em temperatura ambiente. Durante esse periodo
foram preparados os tubos Falcon, devidamente identificados como testes, padrdo e blank,
sendo em seguida adicionados 50 pL do substrato (timolftaleina monofosfato 22 mmol/L -
reagente n2 1 do Kit) e 500 uL de tampao (300 mmol/L, pH 10,1 - reagente n2 2 do Kit) em cada
tubo. Somente no tubo padrdo foram acrescentados 50 pL da solucdo padrdo 45 U/L (reagente
n2 4 do Kit). Depois de ocorrida a lise celular, em aproximadamente 40 minutos, os tubos foram
colocados em banho-maria (Fanem, Guarulhos, SP, Brasil) a 37°C por 2 minutos. Ent3o, 50 plL da

amostra de cada compartimento foram transferidos para os tubos testes, depois de serem
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homogeneizados, mantidos em banho-maria e agitados levemente. Apds 10 minutos de
incubagdo, 2 mL do reagente de cor (carbonato de sddio 94 mmol/L e hidréxido de sédio 250
mmol/L — reagente n2 3 do Kit) foram adicionados, possibilitando assim a determinacdo da
absorbancia, por meio do leitor de ELISA (Tp Reader; Thermoplate, Nanshan District, Shenzhen,
China), no comprimento de onda de 590 nm. O protocolo para leitura da absorbéancia foi o
mesmo utilizado na analise da PT (3 aliquotas de cada compartimento da placa de cultivo
celular passadas para a placa de 96 compartimentos).

A atividade de fosfatase alcalina foi calculada por meio da obteng¢ao de uma curva
padrdo, com concentracbes pré-determinadas desta enzima. O valor de proteina total foi
utilizado para a normalizacdo dos valores de fosfatase alcalina em func¢do da producdo de

proteina total.

Andlise do Tipo de Morte Celular (Citometria de Fluxo)

A anexina V é uma proteina que se liga a fosfolipideos, possuindo alta afinidade pela
fosfatilserina, um lipideo que se localiza na superficie interna da membrana citoplasmatica. Se
as células entram em processo de apoptose, a fosfatilserina é transferida para a camada
externa da membrana celular, ligando-se assim a anexina V, tornando possivel a identificacdao
das células que passaram pelo processo apoptotico. O iodeto de propidio (Pl) € um marcador
fluorescente de morte celular por necrose, pois a membrana citoplasmatica das células que
sofrem esse processo de morte encontra-se danificada, permitindo entdo a ligacdo do iodeto de
propidio com o DNA da célula.

Apbs 24 horas de contato com o extrato, as células foram tratadas com tripsina e

centrifugadas a 5000 rpm por 2 minutos, sendo o sobrenadante aspirado e as células
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ressuspendidas em 300 plL de tampao de ligacdo, que contém 10 mM de HEPES (pH 7,4) cuja
composicdo quimica compreende 150 mM de NaCl, 5 mM de KCl, 1 mM de MgCl, e 1,8 mM de
CaCl,. Para marcacdo de células que passaram pelo processo de necrose, foram adicionados 3
uL da solucdo de iodeto de propidio (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA), na concentracdo
de 100 pg do reagente por mL da solugdo tampdo, na suspensdo de células imediatamente
antes da leitura em citdmetro de fluxo, enquanto que para identificacdo de morte celular por
apoptose o reagente anexina V (Instituto de Ciéncias Biomédicas, Sdo Paulo, SP, Brasil) foi
adicionado na concentragdo de 1:500 na suspensdo de células e deixados por 20 minutos no
escuro antes da leitura. As amostras foram adquiridas em canal de FL-1 do citémetro de fluxo
para a anexina e FL-2 para iodeto de propidio. A leitura foi realizada em citdbmetro de fluxo
FACSCanto equipado com laser de argdnio e software BD FACSCanto'™ Software (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA). A forma de obtencdo dos dados para a andlise estatistica
ocorre em porcentagem do numero de células marcadas pelo fluorocromo (anexina ou iodeto
de propidio) em relacdo a porcentagem do numero total de células MDPC-23 reconhecidas pelo

citdmetro de fluxo.

Andlise da Morfologia Celular (MEV)

Dois espécimes de cada grupo foram destinados para a avaliacdo da morfologia das
células MDPC-23 em microscépio eletronico de varredura (DSM 960; Carl. Zeiss Inc.,
Oberkochen, Alemanha). Para isso, laminulas de vidro com 12 mm de didmetro (Fisher
Scientific, Suwanee, GA, EUA) foram posicionadas na base dos compartimentos antes do cultivo
das células. Para esta etapa do experimento, as laminulas foram previamente lavadas com uma

solucdo salina fosfatada tamponada (PBS) e esterilizadas quimicamente em etanol a 70% por no
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minimo 6 horas. Em seguida, em capela de fluxo laminar vertical, foram lavadas em PBS, por
trés vezes sob agitacdo constante, durante 15 minutos cada lavagem, para remocao de residuos
da solucdo de etanol. Entdo, estas laminulas foram posicionadas no fundo dos compartimentos
da placa de cultivo celular que foram preenchidos com 1 mL de meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de SFB, viabilizando o plantio das células como no inicio do
experimento. O meio de cultura foi substituido pelos extratos obtidos como descrito
anteriormente, mantido em contato com as células por 24 horas. Decorrido esse periodo, os
extratos foram aspirados e as células aderidas as laminulas de vidro foram fixadas por 24 horas
em glutaraldeido 2,5%. Posteriormente a fixacdo inicial das células, estas foram submetidas a
lavagem por trés vezes com 1 mL de PBS (5 minutos cada lavagem), pds-fixagdo em 200 plL de
tetréxido de ésmio a 1% por 60 minutos, nova lavagem por duas vezes em 1 mL de PBS (5
minutos cada lavagem), seguida de lavagem por duas vezes em 1 mL de dgua destilada (15
minutos cada lavagem), desidratacdo em 1mL de solugdo de etanol 30%, 50% e 70%, 2x 95% e
2x 100% (30 minutos em cada solucao) e lavagem por trés vezes com 200 pyL de HMDS (HMDS
1,1,1,3,3,3, Hexamethyldisilazane, 98% - ACROS Organics, Morris Plains, NJ, EUA), 20 minutos
cada lavagem. Finalmente, a solucdo de HMDS foi desprezada e os recipientes foram tampados
e mantidos por 12 horas no dessecador. Decorrido esse tempo, as laminulas contendo as
amostras foram fixadas em stubs, metalizadas e analisadas em microscépio eletrénico de

varredura (DSM 960; Carl. Zeiss Inc., Oberkochen, Alemanha).

Determinagéo do grau de conversGo monomérica
O grau de conversdo foi determinado utilizando o espectrébmetro infravermelho

transformado de Fourier (FTIR) (Spectrum 100 Optica; PerkinElmer, MA, EUA), equipado com o
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dispositivo de reflectancia atenuada (ATR), o qual é composto por um cristal horizontal de
seleneto de zinco (SeZn) (Pike Technologies, Madison, WI, EUA). O grau de conversdo é
calculado utilizando padrdes previamente estabelecidos (Rueggeberg et al.”®, 1988), baseados
na razdo entre os picos de 1638 cm™ (cadeias alifaticas de ligacdes duplas entre carbonos) e
1608 cm™ (cadeias aromaticas entre carbonos que originam os anéis benzénicos das moléculas
de monomeros, sendo estes utilizados como base, uma vez que sua intensidade permanece
inalterada durante o processo de polimerizagdo). Dessa forma, 3 uL de cada sistema adesivo
experimental foram aplicados diretamente na face horizontal do cristal, e cobertos com tira de
poliéster sobre o adesivo ndo polimerizado, a fim de impedir a formacao da camada inibida de
oxigénio. Os graficos para o calculo do baseline (amostra ndo polimerizada) foram obtidos
previamente a aplicacdo da luz para todos os espécimes.

Em seguida, a fotoativagdo (510+10 mW/cm?, Optilux 500, Kerr Company, Orange, CA,
EUA) foi realizada por 10 segundos dando origem ao grafico representativo dos valores

utilizados no célculo do grau de conversao.

Andlise Estatistica

Os dados de cada varidvel resposta (metabolismo celular, expressdo de proteinas totais,
atividade da fosfatase alcalina, tipo de morte celular e grau de conversdao monomérica) foram
submetidos a testes de Kruskal-Wallis, complementados por testes de Mann-Whitney para
comparacdo dos grupos aos pares. Todos os testes estatisticos foram considerados ao nivel de

significancia de 5%.
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RESULTADOS
Produtos Celulares (enzima SDH, proteinas totais e fosfatase alcalina)

Os valores de producdo da enzima SDH (metabolismo celular), proteina total (PT) e
fosfatase alcalina (FA)pelas células MDPC-23 em contato com os extratos obtidos dos adesivos
experimentais estdo apresentados na Tabela 2. Os menores valores de producdo da enzima
SDH foram observados para o extrato do adesivo R5, seguido do adesivo R1, ambos
estatisticamente diferentes do controle (RO). Entretanto, R5 foi estatisticamente diferente de
R1, sendo considerado o adesivo mais toxico avaliado neste estudo. R2 e R3 ndo diferiram do
controle (R0O), sendo considerados ndo citopdticos, e como consequéncia, ndo influenciando
negativamente a respiragdo mitocondrial das células MDPC-23. Quanto ao grupo R4, embora
ndo tenha diferido do controle, o mesmo também ndo diferiu estatisticamente do adesivo R1,
assumindo uma posicdo intermedidria quanto a citotoxicidade. Considerando RO como 100% de
metabolismo celular, foi observado que R1, R2, R3, R4 e R5 reduziram o metabolismo em
36,4%, 3,1%, 0,2%, 21,5% e 65,7%, respectivamente.

Producdo de proteina total estatisticamente inferior ao controle foi observada para os
extratos obtidos dos sistemas adesivos R1, R4 e R5. Foi observado que R1 diferiu
estatisticamente de R5, sendo este Ultimo o mais tdxico. Assim como para a producdo da
enzima SDH, os grupos R2 e R3 ndo foram estatisticamente diferentes do controle (R0), embora
R3 também ndo tenha sido diferente de R1 e R4.

Novamente, assim como demonstrado para os produtos celulares anteriormente
descritos, os adesivos R2 e R3 nado diferiram do controle quanto a atividade de fosfatase
alcalina. A menor producdo de fosfatase alcalina foi observada para o adesivo R5, seguido do

adesivo R1, sem diferenca entre eles. Apesar da reducdo da atividade de FA para R1 ter sido
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estatisticamente compardvel ao do grupo R5, o primeiro ndo diferiu de R2, R3 e R4,
demonstrando, dessa forma, que R1 assumiu uma posicdo intermedidria entre os extratos
avaliados nesse estudo.

Considerando-se a producdo conjunta dos produtos celulares identificados, pode ser
inferido que, em linhas gerais, os extratos produzidos pelos adesivos experimentais R2 e R3
apresentaram os menores efeitos citopdticos sobre as células MDPC-23, efeitos esses
compardveis aos observados quando nenhum material foi aplicado sobre os discos de papel
(grupo controle).

A citotoxicidade dos sistemas adesivos experimentais sobre o metabolismo das células
MDPC-23 ndo foi significantemente correlacionado ao grau de hidrofilia desses adesivos
(Spearman, p>0,05). Essa auséncia de correlagdo significante foi observada para todos os
produtos celulares investigados no estudo, embora o coeficiente de correlacdo tenha sido alto
para a producdo da enzima SDH (r’=-0,77). Isso indicou que quanto maior o grau de hidrofilia,
menor a producdo dessa enzima, ou seja, mais toxico foi o material para as células em cultura.
O mesmo coeficiente de correlagdo foi de -0,54 e -0,65 para a producdo de proteina total e

fosfatase alcalina, respectivamente.

Morte celular por necrose (lodeto de propidio - Pl) e por apoptose (Anexina)

Os dados de morte das células MDPC-23 por apoptose (anexina) e por necrose (iodeto
de propidio), quando em contato com os extratos dos diferentes adesivos experimentais, estdo
graficamente apresentados nas Figuras 1la e 1b, respectivamente. Pequenas porcentagens de
morte celular por apoptose foram observadas para os grupos R1, R2, R3 e R4, as quais ndo

diferiram estatisticamente do controle (R0). Contrariamente, o adesivo R5 resultou nos maiores
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valores de morte celular por apoptose, com valores variando entre 14 e 35% (mediana =
21,7%). Esse grupo foi estatisticamente diferente de todos os demais, incluindo o grupo
controle. Todos os extratos resultaram em morte celular por necrose. Entretanto, os extratos
dos adesivos R2 e R3 nao diferiram estatisticamente do grupo controle (RO) ou mesmo entre si.
R1 e R4 também foram estatisticamente semelhantes quanto a indu¢dao de morte celular por
necrose, e ambos os adesivos ndo diferiram do grupo R5. Morte celular por necrose foi o tipo

mais prevalente para todos os adesivos investigados (Figura 2).

Caracteriza¢cdo da morfologia celular em MEV

Para R2 e R3 um grande numero de células odontoblastéides MDPC-23 permaneceu
aderido a superficie da laminula de vidro (Figuras 3e e 3f; Figuras 4a e 4b), semelhante ao
observado para o grupo controle RO (Figuras 3a e 3b). Estas células, pertencentes aos grupos R2
e R3, as quais estavam préximas da confluéncia, exibiam amplo citoplasma, do qual originavam
numerosos e finos prolongamentos citoplasmaticos. Estes prolongamentos pareciam aderir as
células pulpares a superficie da laminula. Para R1 (Figuras 3c e 3d), R4 (Figuras 4c e 4d) e R5
(Figuras 4e e 4f), um menor numero de células permaneceu aderido as laminulas de vidro. Estas
células apresentavam tamanho reduzido, morfologia arredondada e com nenhum ou poucos
prolongamentos citoplasmaticos originados de sua membrana. Assim, extensas dareas de
substrato (vidro) sem células ou com fragmentos de membrana celular puderam ser

observados.
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Grau de conversdo monomérica

As porcentagens referentes ao grau de conversio monomérica dos adesivos
experimentais fotoativados por 10 segundos estdo apresentadas na Tabela 3. Em linhas gerais,
pode ser inferido que sistemas adesivos mais hidrofilos apresentam valores de grau de
conversdo monomérica maior quando comparados aos valores obtidos por adesivos
hidréfobos, de tal forma que R1 teve um grau de conversao (ca. 37%) significantemente menor
quando comparado a R3, R4 e R5 (entre ca. 54 e 56%), os quais ndo diferiram entre si. R2

apresentou valores intermediarios (ca. 50%) a esses dois subgrupos.

DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o potencial citotoxico de adesivos experimentais com
diferentes graus de hidrofilia sobre células odontoblastdéides em cultura. Para obteng¢do dos
graus de hidrofilia, distintas formulacdes foram necessdrias, condicdo esta impeditiva da
comparacdo direta dos adesivos considerando-se esse fator isoladamente. A composicdo, o
grau de conversdo monomérica e o pH dos adesivos sdo todos fatores que certamente
influenciaram na citotoxicidade desses materiais. Portanto, todas essas caracteristicas devem
ser consideradas conjuntamente para a andlise comparativa do efeito citopdatico de sistemas
adesivos.

A avaliacdo da citotoxicidade de sistemas adesivos com a utilizacdo de papéis filtro tem

sido relatada na literatura®*%®

sendo desenvolvida como analise preliminar de baixo custo para
uma selegao inicial de novas formulagdes. Essa metodologia reproduz um desafio extremo de

exposicao das células em cultura aos componentes lixiviados dos materiais teste. Assim, o

contato dos componentes dos sistemas adesivos com as células via obtencao de extratos
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permite discriminar quais materiais apresentam os maiores efeitos téxicos, sendo que a ndo
ocorréncia desses apenas sugere seguranca na aplicacdo desses adesivos quando estiver
presente a barreira dentinaria. A citotoxicidade transdentinaria pode ser considerada como
segunda etapa na avaliagio dos efeitos citopaticos de materiais dentarios®’, quando
desenvolvidos e indicados para utilizacao sobre dentina.

A despeito do maior grau de conversdo monomérica (56%) e menor concentracdo de
BisGMA (40%), o adesivo mais hidréfilo (R5) apresentou maior citotoxicidade do que os demais,
seguido do adesivo mais hidréfobo (R1). Isso pode ser explicado pelo fato do ambiente aquoso
proporcionado pelo meio de cultura ter favorecido a difusdo de mondmeros mais hidrofilos
como HEMA, presente em 28,75% da composicdo de R5. Essa mesma concentracdao de HEMA
também estd presente nos adesivos R3 e R4, entretanto, quando considerados outros fatores
gue podem ter influenciado o efeito citotéxico dos adesivos investigados, o adesivo R5 é o que
possui menor pH (ca. 3). Tem sido demonstrado que a acidez do meio de cultura (pH 6,4),
guando colocado em contato com células que expressam a proteina BAX Inhibitor-1 (BI-1),
induz a um aumento no actimulo de ions Ca®* mitocondrial e citoplasmético, fator relacionado a
liberacdo de citocinas proé-inflamatérias e morte celular, de maneira pH e tempo-
dependentes®.

Os principais componentes dos sistemas adesivos, como BisGMA, HEMA e TEGDMA,
guando testados individualmente, j& mostraram ser téxicos e moduladores de funcdes

celulares®®*°

. Tem sido demonstrado que o BisGMA é o mondmero mais toxico, seguido
sequencialmente por UDMA, TEGDMA e HEMA, pois consegue reduzir a sintese protéica e

induzir a morte celular®. De acordo com Bakopoulou et al.> (2009), o BisGMA, apesar do seu

carater hidréfobo que limita a sua liberagdo em ambiente aquoso, pode ser considerado téxico
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mesmo em baixas concentra¢cdes quando comparado com HEMA e TEGDMA, influenciando
mecanismos como o estresse oxidativo. Essa influéncia, indiretamente, altera o processo
biolégico normal das células, incluindo diferenciagcdo celular, resposta imune e reparacdo
celular. Por outro lado, sistemas adesivos que possuem HEMA em sua composicdo também
podem ser téxicos as células, pois este monémero, além de ser hidréfilo, possui baixo peso
molecular, o que possibilita sua difusdo em grandes quantidades pela dentina, podendo atingir
o tecido pulpar e consequentemente causar danos irreversiveis. HEMA e TEGDMA podem
induzir morte celular por necrose e apoptose de maneira concentragao-dependente, sendo que

3132 fator também

em concentragdes maiores ocorre prevaléncia de morte por necrose
observado na presente pesquisa, pois os sistemas adesivos experimentais que continham
HEMA ou TEGDMA em sua composicdo apresentaram morte celular por necrose, sendo que
para os grupos R1, R4 e R5 esses valores foram significativamente maiores (maior valor
encontrado para R5, de aproximadamente 40%).

A liberacdo de monémeros resinosos ocorre devido ao processo de degradacdo sofrido
por esses sistemas, especialmente os mais hidroéfilos, ou devido a polimerizacao incompleta
desses materiais (mondmeros residuais)*>. Ainda hoje n3o se conseguiu alcancar a conversio
total dos mondémeros em polimeros durante o processo de polimerizacdo de sistemas adesivos.
Espera-se que ao final da polimerizacdo inicial a maioria dos mondmeros reaja formando
cadeias poliméricas e a quantidade de mondmero residual seja pequena (entre 1,5% a 5%)*".
Contudo, para os adesivos investigados no presente estudo, o valor do grau de conversao
variou entre 37% (para R1) a 56% (para R4 e R5). Sistemas adesivos comercialmente disponiveis

apresentam valores de grau de conversdao que variam de 20 a 50%, sendo que esta variacdao

ampla é comandada por fatores inerentes a composicao dos sistemas adesivos, tipo de luz
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(halégena ou LED), intensidade (poténcia do aparelho) e tempo de fotoativacio®>°

. Apenas
para o grau de conversdo, correlacio positiva significante foi observada (R?=0,95)
considerando-se o aumento do grau de hidrofilia.

A reacdo de polimerizacdo de cada mondmero depende da mobilidade e densidade das
ligacBes cruzadas do reagente®’. Por esse motivo, o aumento da concentracdo de BisGMA no
sistema adesivo aumenta sua viscosidade, resultando na desaceleracdo da reacdo e
consequentemente na diminuicio do grau de conversio®’. BisADM, presente no adesivo R1, é
um monomero menos flexivel e mais viscoso quando comparado com o BisGMA, propriedades
as quais conseguem diminuir o grau de conversao do sistema adesivo, quando este mondémero
encontra-se em altas concentracdes. Pode-se dizer entdo que o grau de hidrofilia influencia no
grau de convers3o de materiais poliméricos'’%.

A expressdao de fosfatase alcalina foi negativamente influenciada pelo contato das
células MDPC-23 com os extratos obtidos de R1 e R5. Essa proteina participa do processo de
mineralizacdo da matriz dentindria, sendo a sua expressdo uma marca fenotipica dos

odontoblastos®>*

. A reducdo observada na presente pesquisa indica que esses sistemas
adesivos apresentam um potencial efeito deletério na capacidade de repara¢do do complexo
dentino-pulpar, uma vez que a producdo de dentina tercidria estd diretamente relacionada com
a atividade dessa enzima®. Tem sido demonstrado que os mondmeros HEMA e TEGDMA,
guando colocados em contato com cultura primaria de células da polpa de dentes deciduos,
sdo capazes de reduzir a atividade de fosfatase alcalina, do metabolismo celular, da formacao
de ndédulos de mineralizacdo e da expressdo de marcadores de mineralizagcdo, expressos

durante o processo de reparo, como por exemplo BSP (sialoproteina &ssea), DSPP

(sialofosfoproteina da dentina) e OCN (osteocalcina)®.
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O padrao de morte celular é importante para avaliacdo da citotoxicidade de materiais
adesivos, ja que células apoptoéticas sdao removidas por fagocitose, gerando resposta
inflamatdria leve, enquanto que a necrose pode causar maior resposta inflamatéria e injuria
aos tecidos circundantes™. Para todos os adesivos investigados, o tipo de morte celular
prevalente foi a necrose, sendo que R5 apresentou maior nimero de células mortas (ca. 60%),
guando comparado com outros adesivos, retificando seu maior efeito toxico para as células,
como ja discutido com base nos produtos celulares.

Pode ser inferido, pelos resultados do presente estudo, que nao apenas a hidrofilia, mas
outras caracteristicas dos sistemas adesivos como tipo e quantidade dos seus constituintes, pH,
e grau de conversdao monomeérica, exercem efeito em seu potencial citopatico. Por esta razdo, é
imprescindivel que testes bioldgicos sejam também realizados adicionalmente aos testes
mecanicos para que o produto final seja adequado para utilizacdo em seres humanos.
Conhecedores do fato de que o tecido dentinario exerce fungao protetora contra a difusdao de
produtos de materiais dentarios até o tecido pulpar®, investigagdes futuras devem avaliar a

citotoxicidade transdentindria dos sistemas adesivos utilizados no presente estudo.

CONCLUSAO

Foi possivel concluir, de acordo com as condi¢des experimentais, que os sistemas
adesivos R2 e R3 foram os Unicos nao toxicos as células MDPC-23. Portanto, o grau de hidrofilia
e de conversdo monomérica ndo respondem, isoladamente, pelo efeito citopatico de sistemas

adesivos.
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Tabela 1. Composicdo dos adesivos experimentais e seus respectivos parametros de

solubilidade Hoy e pH.

Parametro de solubilidade

Adesivo Composigéoa ADESIVO NAO SOLVATADO
6d 6p 6h 6(
70,0% BiSADM
R1 28,75% TEGDMA
pH~7 1,0% EDMAB 15,0 10,3 6,6 19,4
0,25% CQ
70,0% BisGMA
R2 28,5% TEGDMA
oH~7 1.0% EDMAB 159 124 6,9 21,2
0,25% CQ
70,0% BisGMA
R3 28,74% HEMA
oH~7 1,0% EDMAB 156 130 85 22,1
0,25% CQ
40,0% BisGMA
R4 30,0% TCDM
28,75% HEMA 16,2 13,5 9,0 23,0
pH~4 1,0% EDMAB
0,25% CQ

40,0% BisGMA
R5 30,0%BisMP
28,75% HEMA
1,0% EDMAB
0,25% CQ

15,1 13,5 11,1 23,1

a
Cadenaro et al’*. Effect of adhesive hydrophilicity and curing time on the permeability of resins bonded to water

vs. ethanol-saturated acid-etched dentin. Dent Mater 2009; 25: 39-47.

Abreviaturas: BisADM =  etoxylated-BisPhenol A  dimethacrylate; BisGMA=  2,2-bis[4-(2-hydroxy-3-

methacryloylpropoxy)]-phenyl propane; TEGDMA= triethyleneglycol dimethacrylate; HEMA= 2-hydroxyethyl

methacrylate; TCDM=  di(hydroxyethylmethacrylate)ester ~ of  5-(2,5dioxotetrahydrofurfuryl)-3-methyl-3-

cyclohexane-1,2-dicarboxylic acid; CQ=camphoroquinone; EDMAB=2-ethyl dimethyl-4-aminobenzoate
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Tabela 2. Producdo da enzima desidrogenase succinica (SDH, densidade éptica), expressdo de
proteina total (U/L) e atividade da fosfatase alcalina (U/L por mg/L de proteina) por células

MDPC-23 em contato com os extratos dos diferentes adesivos experimentais.

Adesivos Produto celular
experimentais

Enzima SDH Proteina total Fosfatase alcalina
RO 0,571 (0,531-0,697) 108,904 (101,508-133,128) ° 1,32 (0,87-1,97) °
R1 0,363 (0,325-0,426) ° 76,544 (69,147-104,282) ° 0,27 (0,17-0,50) *
R2 0,553 (0,482-0,617) ° 118,890 (94,111-126,841) ° 0,89 (0,59-1,16) *°
R3 0,570 (0,504-0,615) ° 95,590 (87,269-107,239) *° 0,78 (0,34-1,41) *°
R4 0,448 (0,370-0,581) %° 81,537 (74,140-89,303) *° 0,45 (0,32-1,13) *°
R5 0,196 (0,100-0,338) 53,984 (11,453-65,263) 0,08 (0,01-0,11)

% Valores representam a mediana (percentil 25-percentil 75), n=8. Para cada produto celular (colunas), valores seguidos de

letras iguais ndo diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05). RO = controle, sem aplicacdo de sistema adesivo, R1 —R5 =

sistemas adesivos em ordem crescente de grau de hidrofilia.
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Tabela 3. Grau de conversdao monomérica (%) dos adesivos experimentais apds fotoativacao por

10 segundos com aparelho de luz halégena.

Adesivo Tempo de fotoativagao
experimental 10 segundos
R1 36,7 (34,9-37,5) €
R2 50,0 (49,8-50,0) ™
R3 53,7 (53,6-53,7) ™
R4 56,5 (56,2-56,5) °
RS 56,1 (56,1-56,4) °

abe Valores representam mediana (percentil 25-percentil 75), n=5. Medianas
identificadas por letras iguais ndo diferem estatisticamente (Mann-Whitney,
p>0,05). RO = controle, sem aplicagdo de sistema adesivo, R1 — R5 = sistemas

adesivos em ordem crescente de grau de hidrofilia.
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Figura 1. (a) Porcentagem de células MDPC-23 marcadas pela anexina V, indicativo de morte celular por
apoptose e (b) pelo iodeto de propidio (Pl), indicativo de morte celular por necrose. Colunas
representadas com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05). Observar
diferenca na escala dos eixos y. RO = controle, sem aplicacdo de sistema adesivo, R1 — R5 = sistemas

adesivos em ordem crescente de grau de hidrofilia.
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Figura 2. Frequéncia, em porcentagem, do tipo de morte das células MDPC-23, morte por necrose ou
por apoptose, quando em contato com os extratos obtidos a partir dos adesivos experimentais. RO =

controle, sem aplicacdao de sistema adesivo, R1 — R5 = sistemas adesivos em ordem crescente de grau de

hidrofilia.



LUCIANA BIANCHI — DISSERTACAO MESTRADO CAPITULO1 - 66-

X-1000

Figura 3. (a) e (b) Fotomicrografias representativas do grupo controle (R0). (a) Células odontoblastéides em
confluéncia ocupando toda a superficie da laminula de vidro. MEV x500. (b) Detalhe da figura 3a, onde pode-se
observar células com amplo citoplasma, as quais estdo organizadas em nédulo epitelidéide. MEV x1000

Figura 3. (c) e (d) Fotomicrografias representativas do adesivo R1. (c) Ampla drea de laminula livre de células. MEV
x500. (d) Note as poucas células com prolongamentos citoplasmaticos e ampla drea de laminula com restos
estruturais de células mortas. MEV x1000

Figura 3. (e) e (f) Fotomicrografias representativas do adesivo R2. (e) Grande nimero de células MDPC-23 aderidas
ao substrato de vidro. MEV x500. (f) Maior aumento da figura anterior, onde pode-se observar o amplo citoplasma
das células. MEV x1000
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Figura 4. (a) e (b) Fotomicrografias representativas do adesivo R3. (a) Tal como observado na figura 3e, um grande
numero de células odontoblastdides recobre a laminula de vidro. MEV x500. (b) Detalhe da figura 4a, onde as
células em confluéncia ocupam todo substrato. MEV x1000

Figura 4. (c) e (d) Fotomicrografias representativas do adesivo R4. (c) Apesar da presenca de células, areas da
laminula de vidro encontram-se expostas. MEV x500. (d) Maior aumento da figura 4c, onde células de morfologia
arredondada e contraida sdo observadas entre ampla drea de substrato de vidro exposto. MEV x1000

Figura 4. (e) e (f) Fotomicrografias representativas do adesivo R5. (e) Poucas células odontoblastdides sdo
observadas sobre a laminula de vidro. MEV x500. (f) Detalhe da figura anterior, onde células pequenas e de
morfologia arredondada, com poucos prolongamentos citoplasmaticos finos e curtos sdo observados entre areas
de extensa exposi¢ao de substrato de vidro livres de células. MEV x1000
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar a citotoxicidade transdentinaria de sistemas adesivos
experimentais (SAEs) com diferentes graus de hidrofilia e da solucdo de solvatacdo da dentina
sobre células odontoblastéides. Cem discos de dentina com 0,4 mm de espessura foram
preparados, montados em cdmaras pulpares e divididos em 10 grupos. Sobre a superficie
pulpar foram plantadas células MDPC-23. Decorridas 48 h, sobre o lado oclusal, apds
condicionamento acido e impregnacao da dentina desmineralizada com agua ou etanol, foi
aplicado um dos SAEs (R2, R3, R4 ou R5), sendo RO o grupo controle (sem adesivo). Apds 24 h,
8 discos foram utilizados para quantificacdo da enzima SDH por meio do teste de MTT, e 2
discos foram utilizados para a andlise da morfologia celular em MEV. O tipo de morte celular foi
identificado por citometria de fluxo e o grau de conversdo monomérica por espectroscopia
(FTIR) apds fotoativacdo por 10 ou 20 s. Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney (o=0,05)
foram utilizados para a andlise dos dados. A impregnacdo da dentina com etanol aumentou a
porcentagem de morte celular por necrose para R3, R4 e R5 em comparacdo a dgua, a despeito
do fato de que R3 e R4 induziram a uma maior producdo de SDH. A fotoativagdo por 20 s
melhorou significantemente o grau de conversdo monomérica de todos os SAEs comparado a
10 s. Entretanto, correlagdo positiva foi registrada entre o grau de hidrofilia e de conversao
monomeérica para ambos os tempos de fotoativacdo. Em conclusdo, exceto para R2, a utilizacdo
de etanol favoreceu a citotoxicidade dos SAEs, expressa por inducdo de morte celular por

necrose.
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INTRODUCAO

Diversos fatores influenciam a adesdao de materiais poliméricos ao substrato dentinario
como tipo e composicdo dos sistemas adesivos, sua técnica de aplicacdo e caracteristicas
intrinsecas desse tecido, as quais determinam sua heterogeneidade regional. Por essa razao, a
adesdo a dentina ndo é considerada t3o segura e previsivel quanto a adesdo ao esmalte [1-3] e
portanto, a producdo de uma unido com qualidade capaz de superar os desafios impostos pela
cavidade bucal ainda constitui um desafio.

Fibrilas de coldgeno permanecem expostas apds o estabelecimento da unido resina-
dentina devido a incompleta infiltracdo da dentina desmineralizada pelos mondémeros resinosos
[4-6]. Isso ocorre como resultado conjunto de uma série de fatores tais como a reduc¢ao gradual
dos espacos interfibrilares no sentido da dentina mineralizada, o alto peso molecular e hidrofilia
de alguns mondmeros resinosos presentes nos adesivos dentinarios [7,8] e o gradiente de
umidade da dentina [9], o que permite a ocorréncia do fendbmeno de separacdo de fases [10].
Além destes fatores imediatos, fibrilas de coldgeno podem ser expostas devido a degradacdo
hidrolitica, em longo prazo, do componente polimérico [11] e lixiviagdo dos mondmeros
residuais e polimeros de baixo peso molecular. Uma vez expostas, essas fibrilas estdo
susceptiveis a degradacdo hidrolitica e enzimatica, a qual pode ser mediada por enzimas
presentes na prépria dentina (metaloproteinases da matriz - MMPs, catepsinas).

Embora reducdo dos efeitos da degradacdo enzimdtica possa ser assegurada com a
simples incorporac¢do de clorexidina aos protocolos de adesdo a dentina [12-14], a degradacao
hidrolitica ainda exerce efeito significativo, e talvez predominante, na deterioracdo da unido

resina-dentina, acometendo ndo apenas o contelddo organico, mas também o polimérico.
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A proposta de solvatacdo da dentina com etanol objetivando uma melhor infiltracdo
desse substrato por mondmeros hidréfobos e subsequente reducao da susceptibilidade da
interface a degradacdo hidrolitica foi introduzida em 2007 [15,16]. Segundo Tay et al. [17] a
possibilidade de infiltracdo da dentina por mondmeros hidréfobos como o BisGMA ¢é baseada
na mudanca da caracteristica intrinsicamente hidréfila da dentina condicionada para uma
caracteristica mais hidrofoba por meio da substituicdo da adgua pelo etanol (ethanol-wet
bonding).

Aumento significante na resisténcia de unido e na durabilidade das interfaces produzidas
ocorre quando utilizada a técnica denominada ethanol-wet bonding. Esses resultados sdo
justificados pela melhor infiltracdo resinosa do substrato [18] e melhor selamento da matriz de
colageno, minimizando inclusive a a¢do colagenolitica enddgena da dentina por meio das MMPs
[19]. Adicionalmente, tem sido demonstrada reducao significante da permeabilidade dentindria
apos a aplicagdo de sistemas adesivos experimentais com conhecidos parametros de
solubilidade sobre a dentina desmineralizada previamente impregnada por etanol [20].

Embora a proposta de impregnacao da dentina com uma solucdo alcodlica favoreca a
infiltracdo monomérica, quantitativa e qualitativamente, assim como a estabilidade longitudinal
das interfaces produzidas, nenhuma informacdo existe na literatura quanto a possibilidade
dessa técnica favorecer também os efeitos citopaticos de sistemas adesivos. Tem sido
demonstrado que mondmeros resinosos sdo capazes de se difundir pela dentina e alcancar o
tecido pulpar subjacente em concentragdes suficientes para elicitar reacdes adversas [21-25] e
gue esses efeitos sdo dose e tempo dependentes. Monbmeros resinosos podem induzir a

apoptose in vitro [26-28], entre outros eventos celulares e bioldgicos indesejaveis, tais como
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interferéncia na sintese de ATP e no processo de mineralizacdo da matriz dentindria, reacées
imunoldgicas e alteracdes genéticas [29,30].

Dessa forma, uma vez que a técnica de solvatacdo por etanol melhora a infiltracdo
monomérica da dentina, especialmente por mondmeros hidréfobos, a justificativa desse estudo
baseia-se na hipdtese de que a mesma técnica possa favorecer o efeito citopatico exercido por

sistemas adesivos.

MATERIAIS E METODOS
Obtengdo dos discos de dentina

Terceiros molares humanos higidos (n=100) foram coletados mediante aprovacdo do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara (Protocolo # 25/09).
Os dentes, apds remocgdo dos restos organicos, foram armazenados em solugdo de timol 0,12%,
4°C, e utilizados dentro de um periodo méximo de 3 meses apds sua obtenc3o.

De cada dente foi obtido um unico disco de dentina, correspondente a regido

imediatamente acima dos cornos pulpares. Para isto, cada dente foi fixado em uma base de

madeira com godiva, e com auxilio de uma maquina para cortes ISOMET® 1000 (Precision Saw,

BUEHLER, Lake Bluff, IL, EUA) equipada com disco diamantado (BUEHLER, Lake Bluff, IL, EUA) e
sempre refrigerado em agua, um primeiro corte transversal foi realizado aproximadamente 2
mm acima da juncdo amelo-cementaria no sentido oclusal, removendo desta forma as raizes
dentarias. Cortes sequenciais foram realizados até a obteng¢do de uma superficie plana em
dentina sem a presenca de projecdes dos cornos pulpares, inspecionada delicadamente, com

auxilio de sonda exploradora. Em seguida, um novo corte foi realizado a 0,5 mm de distancia
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desta superficie, resultando na obtencdo de um disco de dentina com essa espessura. Os discos
foram cuidadosamente inspecionados em microscdpio estereoscépico (modelo SZX7, Olympus,
Sdo Paulo, SP, Brasil) para verificacdo da presenca de esmalte no lado oclusal e defeitos
resultantes das projecées dos cornos pulpares do lado pulpar.

Em seguida, os discos foram manualmente desgastados as custas da face oclusal, com
lixa de carbeto de silicio 320 umedecida com agua destilada até a espessura final de 0,4 mm,
determinada com o auxilio de um paquimetro digital com precisdo de 0,01 mm (Mitutoyo Sul
Americana Ltda, Suzano, SP, Brasil). Os discos de dentina (n=100) foram armazenados em

tampao fosfato (PBS, pH 7,2), a 4°C, até a leitura de sua permeabilidade.

Determinagéo da permeabilidade dentindria (condutédncia hidrdulica)

A determinacdo da permeabilidade dentindria foi realizada para permitir a distribuicao
homogénea dos discos de dentina nos grupos de investigacdo, eliminando a influéncia desta
variavel na avaliacdo da difusdo transdentinaria e citotoxicidade dos adesivos experimentais, os
guais foram aplicados sobre os mesmos. A forma mais simples para avaliar a permeabilidade
dentindria é calcular sua condutdncia hidraulica (Lp) pela filtracdo. A condutancia hidraulica
baseia-se na medicdo do volume de fluido forcado através do disco de dentina sob uma pressao
hidrostdtica constante, por unidade de area, por unidade de tempo e por unidade de pressao,

segundo a formula:

Jv
A.AP.t

Lp
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onde, Lp é a condutancia hidraulica (uL.cm™.min™.cm H,0™); Jv é o volume do fluido em pL ou
distancia percorrida por uma bolha em mm; A é a area de superficie de dentina em cm? AP é o
gradiente de pressdao em cm H,0; e t é o tempo em minutos.

Para a determinacdo da condutancia hidraulica, os discos foram individualmente
posicionados em um dispositivo denominado camara pulpar in vitro (in vitro pulp chamber,
IVPC) modificado a partir do dispositivo original desenvolvido por Hanks et al. em 1996 [31].
Desta forma, a area de dentina disponivel para a avaliacgdo da condutancia hidraulica foi
padronizada para todos os discos em 0,28 cm?. Ambos os lados dos discos foram condicionados
com solucdo EDTA (4cido etil diamino tetracético) 0,5 M, pH 7,2, por 60 segundos, para
remover a smear layer criada durante o desgaste, seguido de lavagem abundante com agua
destilada.

Uma canula metdlica, presente no compartimento médio da IVPC, foi conectada por
meio de um tubo de polietileno de 0,5 mm de didmetro (sonda naso-gastrica n. 8) a uma coluna
de 180 cm de agua. O disco permaneceu sob esta pressdo por 5 minutos, apds os quais a
movimentacdo de uma bolha de ar introduzida na canula foi registrada durante 1 minuto e os
valores obtidos (Jv) transformados em valor de condutancia segundo a formula apresentada
anteriormente.

Determinada a condutancia hidraulica, os discos individualmente identificados foram
divididos (aleatorizacdo em blocos) em 10 grupos (n=10) de tal forma que as médias e desvios-
padrdes desses grupos foram, considerando-se este fator de confundimento, estatisticamente
comparaveis (ANOVA, p>0,05). Os discos foram entdo congelados individualmente em solucdo
tamponada (PBS, pH 7,2) até o momento de sua utilizacdo nos procedimentos de

citotoxicidade.
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Cultivo das células odontoblastdides sobre os discos de dentina

Células da linhagem MDPC-23 (Mouse Dental Papilla Cells) foram cultivadas em garrafas
plasticas com area de base de 75 cm?” (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA) em meio de cultura
DMEM (Dulbeccos’s Modified Eagle’s Medium, SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
contendo 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 100 Ul/mL e 100 pg/mL,
respectivamente, de penicilina e estreptomicina, e 2 mmol/L de glutamina (GIBCO, Grand
Island, NY, EUA), em uma atmosfera umedecida contendo 5% de CO, na temperatura de 37°C.
Essas células foram subcultivadas a cada 3 dias para obtencdo do nimero de células suficiente
para a realizacdo do experimento. Todos os procedimentos envolvendo o cultivo celular foram
realizados em capela de fluxo laminar vertical (VECO DO BRASIL Ind. Com. de Equipam. Ltda,
Campinas, SP, Brasil).

Para a realizacdo dos testes de citotoxicidade, os discos de dentina foram montados em
novos dispositivos pulpares in vitro, diferentes dos utilizados para a determinagdo da
permeabilidade dentindria. Antes desse procedimento, a superficie dentindria oclusal foi
ligeiramente desgastada com uma lixa de carbeto de silicio 600 por 10 segundos somente para
a formacdo de uma nova smear layer, simulando dessa forma a condicdo clinica. Em seguida, as
camaras pulpares com o disco de dentina em posicdo foram embaladas individualmente e
esterilizadas por meio de gas de d6xido de etileno (Acecil Central de Esterilizacdo Comercial Ltda,
Campinas, SP, Brasil).

Trinta mil células da linhagem MDPC-23 em meio de cultura DMEM completo foram
plantadas sobre o lado pulpar dos discos de dentina, correspondente a area delimitada por
anéis de silicone (0,28 cm?). As camaras pulpares foram colocadas em placas de 24 wells

(COSTAR 3595 - Corning Incorporated, Corning, NY, EUA) em posicdo invertida por 48 horas
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para a adesdo das células na superficie da dentina. O conjunto foi mantido em atmosfera
umedecida de 5% de CO,, na temperatura de 37°C durante todas as etapas do cultivo.
Decorridas as 48 horas de cultura, as cdmaras pulpares foram revertidas para que os

procedimentos adesivos fossem realizados sobre o lado oclusal dos discos.

Solugbes para solvatagdo da dentina e adesivos experimentais

A dentina coberta com smear layer foi, para todos os discos, condicionada com &acido
fosforico 35% (Scotchbond Etchant, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) por 15 segundos. Em seguida,
a superficie foi abundantemente lavada pelo mesmo tempo com agua destilada esterilizada e o
excesso removido por meio de secagem com bolinha de algodao estéril, de tal forma que a
dentina foi mantida umida. Sobre a dentina condicionada foram aplicados 20 pL de cada uma
das seguintes solucdes: agua destilada ou etanol (100%). As solucdes foram mantidas
passivamente sobre a dentina por 60 segundos e o excesso removido com bolinha de algodao
estéril a fim de obter uma superficie umida.

Quatro adesivos experimentais (R2, R3, R4 e R5) com conhecida hidrofilia foram
investigados. A composicdo e os parametros de solubilidade Hoy para os adesivos estdo
apresentados na Tabela 1. O adesivo R2 é similar ao componente hidréfobo ndo solvatado
utilizado em sistemas adesivos convencionais de 3 passos ou em sistemas autocondicionantes
de 2 passos. R3 representa a composicdo basica de um sistema adesivo convencional
simplificado e R4 e R5 contém derivados do acido carboxilico e fosférico, respectivamente,
representando sistemas adesivos autocondicionantes simplificados.

Duas camadas de cada adesivo experimental foram aplicadas. Cinco microlitros (5 pL)

de cada adesivo foram inicialmente depositados sobre a dentina e mantidos sob leve agitacao
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por meio de um microbrush por 10 segundos. Em seguida novos 5 plL foram aplicados. Todos os
adesivos foram fotoativados por 20 segundos por meio de um aparelho de luz haldgena
(Optilux 500, Kerr Company, Orange, CA, EUA), previamente avaliado quanto a intensidade de
luz emitida, com um radidometro (510+10 mW/cmz).

Todos os procedimentos adesivos foram realizados em capela de fluxo laminar vertical
para evitar contaminacdo microbiana, e imediatamente apds esses procedimentos, as camaras

pulpares foram novamente armazenadas em estufa de CO, por mais 24 horas.

Avaliagdo do metabolismo celular (Teste MTT)

O metabolismo celular foi avaliado por meio da andlise da atividade mitocondrial pela
técnica do metiltetrazolium (MTT), a qual detecta a presenca da enzima desidrogenase
succinica (SDH). Oito dos dez discos inicialmente preparados para cada grupo de investigacao
foram utilizados para esta analise, 24 h apds a aplicagao dos adesivos experimentais.

O meio de cultura em contato com as células contendo os produtos da difusdo dos
adesivos pela dentina foi coletado e colocado em contato com as células para avaliagado do tipo
de morte celular por meio da citometria de fluxo. Feito isto, os discos foram removidos das
camaras pulpares e posicionados na base de cada compartimento de uma placa de 24
compartimentos (COSTAR 3595 - Corning Incorporated, Corning, NY, EUA), com a face pulpar
voltada para cima, na qual encontravam-se semeadas as células MDPC-23. Para cada disco
foram adicionados 900 puL de DMEM e 100 plL de solugdo MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
(brometo difeniltetrazolium) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)], numa concentragdo de

5 mg do sal/mL de PBS. As células foram ent&o incubadas por 4 horas a 37°C em 5% CO, e 95%



LUCIANA BIANCHI — DISSERTACAO MESTRADO CAPITULO2 - 79-

ar, possibilitando a formacdo de cristais violdceos produzidos na presenca de mitocondrias
ativas (cristais de formazan).

Finalmente, a solucdo de meio de cultura e sal foi aspirada delicadamente, e entdao 400
puL de solucdo de isopropanol acidificada (100 puL de 0,04 N HCl em isopropanol) foram
aplicados sobre os discos para dissolver estes cristais. Apds homogeneizag¢ao das solugdes e
verificacdo da dissolucdo dos cristais de formazan, 3 aliquotas de 100 uL de cada amostra,
foram transferidas para uma placa de 96 compartimentos (COSTAR 3595 - Corning
Incorporated, Corning, NY, EUA) e a coloragdo azul violacea produzida no meio quantificada
por meio de leitor universal de ELISA (Tp Reader; Thermoplate, Nanshan District, Shenzhen,
China), equipado com filtro de comprimento de onda de 570 nm. A média aritmética simples
foi obtida para os dados de absorbancia registrados para cada amostra, sendo que os trés
primeiros compartimentos da placa foram preenchidos com 100 plL da solugdo de isopropanol
acidificada com HCl a 0,04 N para se determinar o valor correspondente a passagem total da

luz, ou seja, valor mdximo para a reducdo do metabolismo celular.

Andlise em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para a analise da morfologia celular, os dois discos de dentina restantes para cada
grupo foram utilizados. Decorridas 24 horas da aplicacdo dos adesivos, o meio de cultura foi
removido e utilizado para andlise em citometria de fluxo. As células foram entdo fixadas em
glutaraldeido 2,5% (1 hora em temperatura ambiente) e em seguida, foram delicadamente
lavadas em PBS por 15 min e pds-fixadas por 1 hora em tetrdxido de dsmio 1% (OsQO4). Uma
nova lavagem com PBS foi realizada e as células foram desidratadas em solucdes crescentes de

etanol em agua (30, 50, 70, 95 e 100%) com trocas a cada 30 minutos, sendo que as duas
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ultimas concentracdes foram repetidas por 2 vezes. Os espécimes foram entdo secos em
1,1,1,3,3,3 — Hexametyldisilazane 98% (HMDS, ACRQOS Organics, Morris Plains, NY, EUA) com 3
aplicacdes de 20 minutos. Apds serem mantidos por 24 horas em dessecador, 0os espécimes
foram montados em stubs metdlicos e cobertos com ouro para analise em microscépio

eletrénico de varredura (DSM 960, Carl. Zeiss Inc., Oberkochen, Alemanha).

Andlise por Citometria de Fluxo

Os experimentos para a analise do tipo de morte celular foram realizados em citometro
de fluxo FACSCanto equipado com laser de argdnio e software BD FACSCanto ™ Software (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA). Para a identificacdo do tipo de morte celular, células MDPC-23
(3x10" células/cm?) foram cultivadas em placa de 24 wells (COSTAR 3595 - Corning
Incorporated, Corning, NY, EUA), permanecendo no interior da incubadora por 48 horas. Em
seguida, o meio de cultura padrao foi substituido pelo meio de cultura coletado previamente ao
teste de MTT, o qual continha as substancias difundidas pela dentina provenientes dos adesivos
experimentais (eluato). Apds 24 horas de contato com esse eluato, as células foram tratadas
com tripsina e centrifugadas a 5000 rpm por 2 min. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 300 puL de tampdo de ligacdo, contendo 10 mM de HEPES (pH 7,4) cuja
composicdo quimica possui 150 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 1 mM de MgCl, e 1,8 mM de CaCl,.
Para a aquisicdo das células marcadas positivamente para apoptose, uma aliquota de 300 pL da
suspensdo celular de cada condicdo foi tratada com anexina V (Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Sdo Paulo, SP, Brasil) na concentracdo de 1:500, durante 20 min, no escuro. As
amostras foram adquiridas em canal de FL-1 do citébmetro de fluxo. A aquisicdo das células

marcadas positivamente para necrose foi realizada imediatamente apds a adicao de 3 uL de
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iodeto de propidio (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA), na concentracdo de 100 pg do
reagente por mL da solu¢ao tampao, sendo adquiridas em canal de FL-2 do citdmetro de fluxo.
Os dados foram obtidos como porcentagem do nimero de células marcadas com cada reagente
a partir do nimero total de células MDPC-23 reconhecidas pelo citbmetro de fluxo. Para
identificacdo do tipo de morte celular por necrose, um grupo foi incluido para controle interno
do método (R+), no qual as células foram colocadas em contato com peroéxido de hidrogénio a

29%, durante 30 minutos antes da leitura no citbmetro.

Andlise do Grau de Conversdo Monomérica

O grau de conversdao foi determinado utilizando o espectrometro infravermelho
transformado de Fourier (FTIR) (Spectrum 100 Optica; PerkinElmer, MA, EUA), equipado com o
dispositivo de reflectancia atenuada (ATR), o qual é composto por um cristal horizontal de
seleneto de zinco (SeZn) (Pike Technologies, Madison, WI, EUA). O grau de conversdo é
calculado utilizando padrdes previamente estabelecidos [32], baseados na razdo entre os picos
de 1638 cm™ (cadeias alifaticas de ligacdes duplas entre carbonos) e 1608 cm™ (cadeias
aromaticas entre carbonos que originam os anéis benzénicos das moléculas de monoémeros,
sendo estes utilizados como base, uma vez que sua intensidade permanece inalterada durante
o processo de polimerizagdo). Dessa forma, 3 uL de cada sistema adesivo experimental foram
aplicados diretamente na face horizontal do cristal, e cobertos com uma tira de poliéster, a fim
de impedir a formac¢do da camada inibida de oxigénio. Os graficos para o calculo do baseline
(amostra ndo polimerizada) foram obtidos previamente a aplicacdo da luz para todos os
espécimes. Em seguida, a fotoativacdo (510+10 mW/cm?, Optilux 500, Kerr Company, Orange,

CA, EUA) foi realizada por 10 ou 20 segundos, dando origem ao grafico representativo dos
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valores utilizados no calculo do grau de conversao. Cinco repeticdes foram realizadas para cada

adesivo e tempo de fotoativagao.

Tratamento Estatistico dos Dados

O conjunto de dados de cada variavel resposta do estudo (producdo da enzima SDH,
morte celular por apoptose, morte celular por necrose e grau de conversdo monomérica) foi
avaliado quanto a aderéncia a curva normal e homocedasticidade. Como esses requisitos nao
foram preenchidos, testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis complementados por testes de
Mann-Whitney para comparacdo dos grupos aos pares foram aplicados, considerando-se os

I”

fatores de variacdo do estudo “sistema adesivo experimental” e “solucdo de solvatacdo da
dentina” ou “tempo de fotoativacdo”. O nivel de significancia de 5% foi utilizado para a decisdo

estatistica.

RESULTADOS
Produgdo da enzima SDH — teste de MITT

A producdo da enzima SDH pelas células MDPC-23, apds aplicacdo dos diferentes
sistemas adesivos experimentais sobre a face oclusal de discos de dentina (0,4 mm de
espessura) condicionados com 4acido fosfoérico e solvatados com 34gua ou etanol, estd
apresentada na Tabela 2. A solvatacdo da dentina com etanol, sem a aplicacdo de sistemas
adesivos, ndo exerceu nenhum efeito téxico sobre as células MDPC-23, uma vez que os valores
de metabolismo ndo diferiram estatisticamente da solvatacdo com agua. Entretanto, quando a
dentina desmineralizada pelo acido fosfdrico foi impregnada por etanol seguido da aplicacdao

dos sistemas adesivos R3 e R4, houve aumento do metabolismo celular em 36,4% e 106,6%,
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respectivamente, quando comparado aos valores obtidos para esses mesmos adesivos
aplicados sobre a dentina solvatada com d4gua. Nesta condicdo de solvatacdo, nenhum dos
sistemas adesivos investigados apresentou citotoxicidade as células MDPC-23, uma vez que os
valores de metabolismo celular (producdo da enzima SDH) ndo diferiram do controle onde
nenhum material foi aplicado. A comparac¢do dos sistemas adesivos experimentais demonstrou
diferenca significante entre R2 e R4 para ambas as solucGes de solvatacdo da dentina, com os
maiores valores de metabolismo celular observados para R4, enquanto que para R2, os dados

obtidos ndo diferiram do controle.

Tipo de morte celular (apoptose ou necrose)

Morte celular por necrose foi o tipo predominante para todos os sistemas adesivos
(Figura 1). Com excecdo para o adesivo R3, ndo houve diferenca entre a porcentagem de morte
celular por apoptose induzida pelos SAEs quando as solugdes de solvatagao da dentina foram
comparadas (Figura 1a). A porcentagem de morte celular por apoptose variou entre 3 e 10%.
Por outro lado, aumento significante de morte celular por necrose, cujos valores variaram
entre 12 e 47%, foi observado para os adesivos R3, R4 e R5 quando a dentina foi previamente

solvatada com etanol (Figura 1b).

Andlise da morfologia celular (MEV)

Observou-se para o grupo controle (RO) quantidade similar de células para os grupos
solvatados com agua e etanol, assim como comparavel morfologia celular (Figuras 2a e 2a’),
tipica da linhagem MDPC-23, ou seja, amplo citoplasma com pequenas e multiplas proje¢des

citoplasmaticas e citoesqueleto achatado. Para o sistema adesivo R2 foi encontrado menor
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numero de células para o grupo no qual a dentina foi impregnada por etanol (Figura 2b’), sendo
gue muitas delas apresentavam morfologia arredondada. Quando R3 foi aplicado sobre a
dentina solvatada por etanol (Figura 2c’) ocorreu a formacdo de aglomerados celulares
resultando na exposicdo dos tubulos dentindrios. Alteracdo da morfologia celular, assim como
descrito para R2, também foi observada para esse adesivo. Em contrapartida, para o adesivo
R4, tanto o numero como a morfologia das células MDPC-23 foram muito semelhantes para os
grupos solvatados com agua e etanol (Figuras 3a e 3a’), enquanto que para R5, reducdo do
numero celular foi observado, com maior exposi¢cdao do substrato dentinario quando esse tecido

foi solvatado com etanol (Figura 3b’).

Grau de convers@o monomérica

As porcentagens referentes ao grau de conversaio monomérica dos adesivos
experimentais fotoativados por 10 ou 20 segundos estdo apresentadas na Tabela 3. Em linhas
gerais, pode ser dito que um aumento no grau de conversdo ocorreu em fun¢do do aumento do
grau de hidrofilia, para ambos os tempos de fotoativagdao. O coeficiente de correlagao (R%) para
os tempos de 10 e 20 segundos foi de 0,95 e 0,96, respectivamente. Dessa forma, houve
correlacdo positiva significante entre o grau de hidrofilia do adesivo experimental e o grau de
conversdo monomeérica. A fotoativacdo por 20 segundos melhorou significantemente o grau de

conversdao monomérica de todos os sistemas adesivos experimentais (Tabela 3).

DISCUSSAO
Estudos na area de materiais adesivos odontoldgicos abordam principalmente tematicas

como mecanismo de adesdo, resisténcia de unido e processo de degradacdo da interface
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adesiva. Entretanto, deve-se ressaltar a importancia da andlise das propriedades bioldgicas
desses compostos que realizam a unido entre o substrato dentindrio e o material restaurador,
uma vez que podem interferir na salide e no processo de reparo do tecido pulpar. Em
condicdes clinicas, os mondmeros residuais ndo convertidos em polimeros sdo capazes de se
difundir pela dentina, alcangando assim as células da polpa [24]. As primeiras células a serem
afetadas por esses agentes agressores sdo os odontoblastos, os quais se posicionam em
monocamada revestindo externamente o tecido pulpar. Na tentativa de aproximacao dos
resultados in vivo/in vitro, foi utilizado na presente pesquisa um conjunto formado por uma
camara pulpar artificial e um disco de dentina, no qual os procedimentos adesivos foram
realizados do lado oclusal e as células odontoblastdides semeadas sobre seu lado pulpar. Essas
células ficaram expostas a possibilidade de agressdo dos adesivos experimentais por 24 horas,
periodo esse suficiente para a completa difusdo dos mondmeros pela dentina [33], sendo dessa

forma adequado para a analise imediata dos efeitos toxicos dos materiais testados.

O grau de conversdao monomérica foi diretamente influenciado pelo aumento do grau
de hidrofilia dos adesivos investigados, assim como pelo tempo de fotoativagdo. Mesmo assim,
0os maiores valores obtidos (ca. 59%), indicam que um grande nimero de monémeros nao
convertidos estavam presentes junto ao tecido dentindrio. As altera¢des celulares observadas
no presente estudo, relacionadas ao metabolismo e a morfologia celular, podem entdo ser
atribuidas a difusdo transdentinaria desses mondmeros. Sistemas adesivos comercialmente
disponiveis apresentam valores de grau de conversdao que variam de 20 a 50%, sendo que esta
variacdo ampla é comandada por fatores inerentes a composicdo dos sistemas adesivos, tipo de

luz (halégena ou LED), intensidade (poténcia do aparelho) e tempo de fotoativacao [34-36]. A
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reacdo de polimerizacdo de cada monémero depende da mobilidade e densidade das ligacGes
cruzadas do reagente [20]. Por esse motivo, o aumento da concentracdo de BisGMA no sistema
adesivo aumenta sua viscosidade, resultando na desaceleracao da reacao e consequentemente
na diminuicdo do grau de conversao [37].

O etanol a 100% quando utilizado como solugdo de solvatagdo da dentina
desmineralizada ndo apresentou citotoxicidade sobre as células odontoblastdides. Entretanto,
aumento significante de morte celular por necrose foi observado para trés dos quatro sistemas
adesivos experimentais quando aplicados sobre a dentina solvatada com esse agente ao invés
de dgua. Isso permite inferir, indiretamente, que houve aumento da difusdo monomérica
transdentindria na presenca de etanol. Estudos futuros podem estabelecer quais monémeros
foram favorecidos pela solvatacdo da dentina por esta substancia, uma vez que até o presente
momento, ndo existe essa informacdo na literatura. Existem estudos, entretanto, que tem
demonstrado um superior selamento dentinario [38], assim como melhor estabilidade
longitudinal da unido resina-dentina [16], quando a dentina é impregnada por etanol seguido
da aplicacdo de sistemas adesivos com caracteristicas hidréfobas. Desde que ndo houve
diferenca significante entre o grau de conversdo monomérica para os adesivos R3, R4 e R5, o
aumento da porcentagem de morte celular por necrose na presenca de etanol ndo pode ser
atribuido somente a difusdo de mondémeros hidréfobos de alto peso molecular e acentuada
toxicidade [39,40], uma vez que R3 continha 70% de BisGMA enquanto que R4 e R5 continham
apenas 40% desse monémero.

O metabolismo celular aumentou em 34 e 106%, respectivamente, para os adesivos R3
e R4 quando a dentina foi previamente solvatada com etanol. A despeito do aumento da

porcentagem de morte celular por necrose também observado para esses adesivos, esses
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achados podem ser explicados pelo fato de que monOGmeros que compdem os sistemas
adesivos, entre eles o BisGMA, TEGDMA e HEMA, possuem a capacidade de liberar moléculas
potencialmente bioativas como por exemplo metaloproteinases da dentina (MMPs) [41] e
fatores de crescimento que incluem VEGF (fator de crescimento vascular endotelial) [42]. Essa
citocina atua no recrutamento de células indiferenciadas da polpa para o local de injuria,
causando um aumento no metabolismo celular, iniciando dessa forma o processo de reparo
tecidual frente a uma agressao considerada leve [43,44]. Adicionalmente, os adesivos R4 e R5
eram os Unicos que apresentavam pH acido, ca. 4 e 3, respectivamente. Pode ser suposto que,
adicionalmente a desmineralizacdo pelo acido fosférico, esses sistemas resultaram em
desmineralizacado adicional do tecido dentinario. Quando desmineralizado, o tecido dentinario
libera varias proteinas até entdo aprisionadas pelo envdlucro mineral. Colagenases, gelatinases
(MMPs) e fatores de crescimento (BMP e TGF-f3) sdo alguns exemplos dessas proteinas. Uma
vez liberadas, apresentam potencial de estimulo de fung¢des celulares, como por exemplo,
aumento da respiracdo mitocondrial e da sintese e atividade da fosfatase alcalina, entre outras
funcdes [44].

A microscopia eletronica de varredura é uma analise descritiva/qualitativa dos
espécimes e permite a observacao das mudancas nas caracteristicas fenotipicas da célula, assim
como o aumento ou redugdo do numero de células aderidas ao substrato dentindrio. Por meio
da MEV pode-se ilustrar os resultados obtidos nos testes de viabilidade celular e identificacdo
do tipo de morte, uma vez que algumas células apresentaram alteracao de seu citoesqueleto e
houve a reducdo do numero celular com aumento da area de dentina exposta quando esse

substrato foi solvatado com etanol previamente a aplicacdo do adesivo.
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A identificacdo do tipo de morte celular é importante na andlise da citotoxicidade de
sistemas adesivos pois a morte por necrose é considerada mais agressiva, uma vez que ocorre o
rompimento da membrana celular, causando a exposicao de todas as organelas essenciais para
a sua sobrevivéncia, o que pode dar inicio a um processo de inflamacdo tecidual. Em
contrapartida, a morte por apoptose é um processo fisiolégico de morte celular programada
gue pode estar presente ndo somente durante o desenvolvimento normal, mas também na
patologia de algumas enfermidades e agentes téxicos [45]. A inducdo de apoptose parece estar
associada a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), evento principal da resposta
celular imediata apds exposicdo a monomeros. Kritka et al. afirmaram que monOmeros
resinosos como o BisGMA, TEGDMA e o HEMA s3o capazes de interferir com a regulacao da
producdo de citocinas, que diminuem a expressdo do antioxidante Glutationa (GSH),
aumentando dessa forma os niveis intracelulares de EROs, levando a morte celular por
apoptose [46-48]. Outra via que leva a morte celular por apoptose apresenta como principal
componente o citocromo C, uma hemoproteina que reside no espaco intermembranoso da
mitocdndria, que por sua vez é convertido em peroxidase por meio da geracao de EROs. Desse
modo, o citocromo C efetua a peroxidacdo lipidica da fosfatilserina, induzindo a exposicdo de
sinais de reconhecimento para os macréfagos realizarem a fagocitose dos corpos apoptdticos
[49]. Embora morte por apoptose tenha sido detectada para todos os sistemas adesivos, morte
celular por necrose foi a mais prevalente. Uma vez que os extratos que ficaram em contato com
as células MDPC-23, posteriormente analisadas em citometria de fluxo, continham, além dos
monomeros que se difundiram pela dentina, metabdlitos e restos celulares das células mortas.

Quando a célula morre por necrose libera ions Ca®" e restos celulares que por sua vez podem
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induzir a producdo de citocinas inflamatdrias, as quais, em grandes quantidades, induzem o
aumento de morte por necrose.

A dentina apresenta efeito protetor frente a agentes agressores em potencial do tecido
pulpar [31,50-51]. Apesar dos resultados do presente estudo terem demonstrado o potencial
efeito tdéxico dos sistemas adesivos experimentais, esses efeitos podem ser considerados
menos severos quando comparados aos efeitos diretos de mondmeros resinosos sobre as
células odontoblastéides (dados ainda ndo publicados), uma vez que a barreira dentinaria
possui a capacidade de atenuar a a¢ao dos componentes dos sistemas adesivos, devido as
caracteristicas intrinsecas do tecido dentinario, como capacidade tampdo e condutancia
hidraulica [52,53]. Assim, o grau de difusdo dos monémeros pela dentina é modificado por
parametros como espessura de dentina remanescente, permeabilidade dentindria e alteracées
promovidas pelos mecanismos de defesa do complexo dentino-pulpar [54,55].

A solvatacdo da dentina desmineralizada pelo acido fosférico com etanol aumentou a
citotoxicidade dos sistemas adesivos investigados, ndo tendo sido observada uma correlacdo
direta entre esse efeito citopdtico e o grau de hidrofilia do adesivo. A despeito desses
resultados desfavoraveis, a metodologia utilizada no presente estudo ndo permite afirmar que
0 mesmo comportamento bioldgico dos adesivos investigados ocorrera in vivo. Permite apenas
predizer quais materiais seriam potencialmente mais bem aceitos pelo tecido pulpar, uma vez
gue na condicdo in vivo, existem outros fatores de extrema relevancia que interferem no
mecanismo de defesa e reparacao tecidual, como a reacdo inflamatéria, o sistema imunolégico
e o sistema linfatico. Neste contexto, é importante salientar que outros niveis de investigacao,
como os estudos pré-clinicos e clinicos, sejam considerados para a avaliacdo da seguranca

biolégica da utilizagdo do protocolo de solvatacao da dentina com etanol e sua subsequente
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infiltracdo com monémeros hidréfobos, haja vista que bons resultados quanto a resisténcia de
unido e estabilidade longitudinal da unido resina-dentina tem sido descritos na literatura [18-

20].
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Tabela 1. Composicdo e parametros de solubilidade Hoy?, e o pH dos sistemas adesivos experimentais.

Parametro de solubilidade
Adesivo Composicéoa ADESIVO NAO SOLVATADO pr
&g [N 6 &

70,0% BisGMA
28,5% TEGDMA

R2 15,9 12,4 6,9 21,2 ~7
1,0% EDMAB

0,25% CQ

70,0% BisGMA
28,74% HEMA

R3 15,6 13,0 8,5 22,1 ~7
1,0% EDMAB

0,25% CQ

40,0% BisGMA
30,0% TCDM
R4 28,75% HEMA 16,2 13,5 9,0 23,0 ~4
1,0% EDMAB
0,25% CQ

40,0% BisGMA
30,0% BisMP
RS 28,75% HEMA 15,1 13,5 11,1 23,1 ~3
1,0% EDMAB
0,25% CQ

? Cadenaro et al. [20] Effect of adhesive hydrophilicity and curing time on the permeability of resins bonded to water vs. ethanol-saturated acid
etched dentin.

b Sauro et al. [56] Resin-dentin bonds to EDTA-treated vs. acid-etched dentin using ethanol wet-bonding.

ABREVIATURAS: BisGMA= 2,2-bis[4-(2-hydroxy-3-methacryloylpropoxy)]-phenyl propane; TEGDMA= triethyleneglycol dimethacrylate; HEMA=
2- hydroxyethyl methacrylate; TCDM= di(hydroxyethylmethacrylate)ester of 5-(2,5dioxotetrahydrofurfuryl)-3-methyl-3-cyclohexane-1,2-

dicarboxylic acid; CQ=camphoroquinone; EDMAB=2-ethyl dimethyl-4-aminobenzoate; BisMP= Bis[ 2-(methacryloyloxy)ethyl] phosphate
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Tabela 2. Producdo da enzima desidrogenase succinica (SDH, densidade éptica) pelas células MDPC-23,
detectada pelo teste de metiltetrazolium (MTT), quando da aplicacdo dos diferentes sistemas adesivos
experimentais sobre discos de dentina com 0,4 mm de espessura, apds a solvatacdo da dentina

desmineralizada pelo acido fosforico com dgua ou etanol.

Sistema adesivo Solucgdo de solvatagao da dentina

experimental

Agua Etanol
RO (controle) 0,307 (0,240-0,397)**® 0,272 (0,221-0,342) *®
R2 0,261 (0,181-0,296) *® 0,290 (0,277-0,332) *®
R3 0,282 (0,264-0,328) > *® 0,375 (0,315-0,495) > "®
R4 0,393 (0,317-0,495) >* 0,562 (0,371-0,657) **
R5 0,310 (0,268-0,353) *"® 0,359 (0,313-0,395) > "®

* Valores representam medianas (percentil 25-percentil 75), n=8.

A, . . ~ . ., .
® Letras minudsculas permitem comparacdes nas linhas, enquanto que letras maitsculas permitem

comparagdes nas colunas. Grupos identificados por letras iguais ndo diferem estatisticamente (Mann-
Whitney, p>0,05). RO = controle, sem aplicagdo de sistema adesivo; R2-R5 = sistemas adesivos experimentais
em ordem crescente de hidrofilia.
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Tabela 3. Grau de conversdo monomérica (%) dos sistemas adesivos experimentais fotoativados por 10

ou 20 segundos.

Adesivo Tempo de fotoativacgédo
experimental 10 segundos 20 segundos
R2 50,0 (49,8-50,0)" B 52,7 (51,7-52,8) **
R3 53,7 (53,6-53,7) > "° 55,7 (55,6-55,7)
R4 56,5 (56,2-56,5) ™A 58,5 (58,4-58,6)
RS 56,1 (56,1-56,4) ™A 58,9 (58,6-59,5) **

* Valores representam a mediana (percentil 25-percentil 75), n=5.

A2 |etras minusculas permitem comparages nas linhas enquanto que letras mailsculas nas colunas.
Medianas identificadas por letras iguais ndo diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05). R2-R5 =
sistemas adesivos experimentais em ordem crescente de hidrofilia.
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Figura 1. Porcentagem de morte das células MDPC-23 (a) por apoptose (% de células marcadas pela anexina V) e (b) por necrose
(% de células marcadas pelo iodeto de propidio, PlI) em fungdo da solugdo de solvatagdo da dentina desmineralizada e dos
adesivos experimentais aplicados sobre essa dentina. Para ambos os graficos, letras permitem a comparagdo do mesmo adesivo
em relacdo a solugdo de solvatagdo, sendo que letras iguais indicam auséncia de diferenga estatistica (Mann-Whitney, p<0,05). C
Pos = controle positivo, peréxido de hidrogénio 29%. RO = controle, sem aplicagdo de sistema adesivo; R2-R5 = sistemas adesivos

experimentais em ordem crescente de hidrofilia.
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Figura 2. Fotomicrografias em MEV representativas de células MDPC-23 sobre discos de dentina solvatados por dgua (coluna da
esquerda) ou etanol (coluna da direita), previamente a aplicagdo dos sistemas adesivos experimentais. (a) e (a’) Controle, sem
aplicacdo de sistema adesivo. Morfologia tipica das células MDPC-23, ou seja, amplo citoplasma com numerosas e pequenas
projecdes citoplasmaticas e citoesqueleto achatado recobrindo a grande maioria da superficie de dentina; (b) e (b’) aplicagdo
do adesivo R2. Redugdo do nimero e alteragdo da morfologia celular, para o grupo solvatado com etanol; (c) e (c’) aplicagdo do
adesivo R3. Quando utilizado etanol, observa-se a formagdo de aglomerados de células que passaram a apresentar morfologia

arredondada, com consequente exposi¢do do substrato dentinario. x500.
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Figura 3. Fotomicrografias em MEV representativas de células MDPC-23 sobre discos de dentina impregnados por agua (coluna
da esquerda) ou etanol (coluna da direita) previamente a aplicagdo dos sistemas adesivos. (a) e (a’) Aplicagdo do adesivo R4.
Redugdo do numero celular para os espécimes onde a dentina foi solvatada com etanol, porém com preservagdo da morfologia
das células que permaneceram aderidas ao substrato; (b) e (b’) aplicagdo do adesivo R5. Redugdo do nimero e alteragdo da

morfologia celular para os espécimes tratados com etanol. x500.
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DISCUSSAO GERAL

A constatacdo de que a unido resina-dentina sofre deterioragio gradual*’ ' e,
portanto, que ndo é capaz de promover retencdo e selamento que garantam a funcionalidade
das restauragdes adesivas em longo prazo, tem motivado uma série de investiga¢cdes com o
objetivo comum de encontrar protocolos clinicos que eliminem ou minimizem os efeitos

negativos responsaveis por esta instabilidade longitudinal®’.

Um dos fatores que dificultam a producdo de uma unido resina-dentina previsivel,
segura e estavel é a caracteristica intrinsecamente Umida da dentina, a qual, por sua vez,
determina que a composicdo dos sistemas adesivos seja compativel com essa umidade®.
Entretanto, polimeros formados a partir de monomeros hidrdéfilos, além de resultarem em
membranas permeaveis a passagem de fluidos>*®, s3o os mais susceptiveis a acdo deletéria da

agua (degradac3o hidrolitica)®**.

A técnica Umida com etanol (ethanol-wet bonding) visa a modificagdo temporaria da

condig3o hidréfila inerente a dentina para uma condicdo hidr6foba®>?

. Assim, uma vez que esse
agente promove contracdo minima da matriz de coldgeno, seria possivel a permeacdo dos
espacos interfibrilares por mondmeros hidréfobos, resultando na formagdo de uma camada
hibrida menos susceptivel a sorp¢do de dgua e subsequente plastificacdo do componente
poIimérico35'4°. Entretanto, tem sido demonstrado que mondmeros hidréfobos, com inerente
peso molecular mais elevado, como BisGMA (MW 512 g/mol) e UDMA (MW 470 g/mol),

apresentam também maior toxicidade celular’. Portanto, a problematizacdo da presente

dissertacdao, baseou-se no fato de que, por favorecer a infiltracdo dentinaria de mondémeros
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hidréofobos, a solvatacdo da dentina por etanol apds a desmineralizacdo do substrato pelo
condicionamento acido também poderia aumentar a citotoxicidade dos sistemas adesivos.

Em ambos os experimentos (capitulos 1 e 2), ndo foi observada uma relacdo direta entre
o grau de hidrofilia do sistema adesivo e sua citotoxicidade. Se fosse possivel isolar apenas essa
caracteristica, poderia ser dito que sistemas adesivos mais hidréfobos ndo sao,
necessariamente, mais toxicos. Entretanto, para que os diferentes graus de hidrofilia fossem
conseguidos, sistemas adesivos com distintas composicdes tiveram que ser manipulados, fato
este que impediu a andlise do grau de hidrofilia como unico fator responsavel pelo efeito
citopatico dos materiais investigados. Outras caracteristicas como pH e viscosidade, muito

provavelmente, também interferiram na citotoxicidade dos sistemas adesivos®%27395136,

No capitulo 1, foi investigado o contato direto dos componentes lixiviados dos sistemas
adesivos com as células alvo. Como células alvo foram utilizadas células imortalizadas da
linhagem MDPC-23, por apresentarem funcdes celulares representativas daquelas exercidas
por odontoblastos, as primeiras células a sofrerem os efeitos citopdticos promovidos por
componentes liberados de materiais odontoldgicos e difundidos transdentinariamente. A
metodologia empregada neste capitulo representa um desafio extremo as células e os
resultados obtidos permitem uma andlise preliminar e puramente comparativa da
citotoxicidade dos materiais teste. Pode ser previsto que um material que exerca baixo efeito
téxico neste tipo de metodologia, apresente uma aceitdvel compatibilidade bioldgica para
aplicagdo in vivo. Isso pode ser considerado, por exemplo, para os sistemas adesivos R2 e R3, os
quais reduziram o metabolismo celular em apenas 3,1% e 0,2%, respectivamente, sendo nao

diferentes do grupo controle.
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A interposicdo de discos de dentina entre as células alvo e os materiais teste visa
mimetizar in vitro as condi¢des clinicas nas quais esses materiais sdo utilizados. Assim, no
capitulo 2, discos de dentina com 0,4 mm de espessura foram empregados, uma vez que ja esta
demonstrado na literatura que um remanescente minimo de dentina de 0,5 mm seria suficiente
para promover protecao ao tecido pulpar frente a produtos téxicos advindos de materiais

2
restauradores®.

Os resultados do capitulo 2 ratificam o efeito protetor que o tecido dentindrio exerce
frente a chegada de produtos toxicos ao tecido pulpar, mais especificamente, as células de
linhagem odontobl3stica. O sistema mais hidrdfilo do capitulo 1 (R5), considerado como um dos
mais toxicos, foi considerado ndo citopatico no capitulo 2 (R5), ou seja, comparavel ao efeito do

grupo controle onde nenhum sistema adesivo foi aplicado.

Também no capitulo 2, o protocolo de pesquisa utilizado permitiu investigar o efeito da
solvatacdo da dentina com etanol sobre a citotoxicidade dos diferentes sistemas adesivos
experimentais. Péde ser observado que na presenca de etanol ocorreu aumento de morte
celular por necrose para trés dos quatro sistemas testados (R3, R4 e R5). Entretanto, é
interessante destacar que para o sistema adesivo mais hidréfobo (R2), o mesmo efeito negativo
da solvatacao da dentina com etanol ndo foi observado. Desta forma, assim como no capitulo 1,
ndo foi determinada no capitulo 2 uma relacdo direta entre o grau de hidrofilia e a
citotoxicidade do sistema adesivo, sendo o efeito citopatico desses materiais determinado por
um conjunto de propriedades, entre elas, pH, composi¢ao e grau de conversao monomérica.

Necrose foi o tipo predominante de morte celular, variando de 18% a 47%. O aumento

significante da porcentagem de morte celular por necrose induzida por componentes advindos
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dos sistemas adesivos demonstra, indiretamente, que a solvatacdo da dentina com etanol
favoreceu a difusdo transdentindria desses componentes. Uma vez em contato com as células
alvo, esses componentes sdo capazes de induzir alteracGes metabdlicas, como reducdo da
sintese proteica, da atividade da fosfatase alcalina e da respiracdo mitocondrial (capitulo 1).
Entretanto, baseado nos resultados de metabolismo celular observados para os adesivos R3 e
R4 do capitulo 2, onde ocorreu aumento da sintese da enzima desidrogenase succinica, pode
ser sugerido que, quando em quantidades toleraveis pelas células alvo, mondmeros resinosos
podem afetar positivamente o metabolismo das células sobreviventes®*>>.

A despeito dos resultados desfavordveis observados no capitulo 2, a metodologia
aplicada ndo permite afirmar o comportamento biolégico dos adesivos investigados quando
aplicados in vivo, pois nesta condicdo outros fatores extremamente importantes intervém na
reparacdo tecidual e no mecanismo de defesa do organismo, incluindo os sistemas imunolégico
e linfatico, além da reagao inflamatdria. Dessa maneira, esses resultados permitem somente
prenunciar quais materiais seriam potencialmente mais bem aceitos pelo tecido pulpar. Neste
contexto, uma vez que tém sido demonstrados na literatura bons resultados quanto as
propriedades mecanicas desses sistemas adesivos, como alta resisténcia de unido e estabilidade

longitudinal da unido resina-dentina’®*"*®

, & importante salientar que outros niveis de
investigacdo, como os estudos pré-clinicos e clinicos, sejam considerados para a avaliagdo da

seguranca bioldgica da utilizagdo do protocolo de solvatacdo da dentina com etanol e sua

subsequente infiltracdo com mondémeros hidréfobos.
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CONCLUSAO GERAL

Com base nos modelos experimentais desenvolvidos no presente estudo, e nos
resultados obtidos, foi possivel concluir que os sistemas adesivos experimentais foram
citopdticos as células MDPC-23 quando em contato com as mesmas na forma de extrato.
Entretanto, na presenca de dentina, interposta entre os materiais e as células alvo, esse efeito

citopatico foi reduzido.

Nao foi possivel individualizar o efeito do grau de hidrofilia sobre a citotoxicidade dos
sistemas adesivos, assim, pode ser sugerido que outros fatores como pH, composicdo e grau de
conversao monomérica também exercem agdo sobre a propriedade bioldgica desses materiais.
De maneira geral, ndo foi observada relacdo direta entre o grau de hidrofilia e a toxicidade dos

sistemas adesivos sobre células MDPC-23.

Necrose foi o tipo mais frequente de morte celular, sendo que a solvatacdo da dentina
com etanol favoreceu a ocorréncia desse evento indesejavel para trés dos quatro sistemas
adesivos investigados. Assim sendo, péde ser indiretamente inferido que a utilizacdo da técnica
Umida de adesdao com etanol (ethanol-wet bonding) promoveu a maior infiltracdo da dentina
por mondmeros resinosos quando comparada com a técnica Umida de adesdo convencional

utilizando agua como solucdo de solvatacdo da dentina.
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llustracdes da metodologia do Capitulo 1

Figura 1. (a) Discos de papel filtro com 5 mm de didmetro e 1,5 mm de espessura; (b) sistemas

adesivos experimentais, em ordem crescente de hidrofilia, utilizados na presente pesquisa.

Figura 2. (a) Aplicagdo de 10 ulL de cada sistema adesivo experimental testado; (b) fotoativagdo

por 10 segundos com aparelho de luz halégena.

Figura 3. (a) e (b) Cultivo das células odontoblastéides MDPC-23 em garrafas plasticas, até

atingirem o numero suficiente para a realizacao do estudo.
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Figura 4. (a) Colocagdo dos discos de papel impregnados com os SAEs em cada compartimento de
uma placa de 24 compartimentos; (b) compartimentos contendo os discos de papel impregnados e
preenchidos com 1 mL de meio de cultura DMEM ndo suplementado com SFB; (c) apds 24 horas, o
extrato obtido (DMEM + componentes liberados pelos SAEs) foi colocado em contato com as células

MDPC-23 por mais 24 horas.
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llustracdes da metodologia do Capitulo 2

Figura 5. (a) Dentes terceiros molares humanos higidos selecionados para o experimento 2; (b)

dente fixado em placa de madeira com auxilio de godiva.

Figura 6. (a) Primeiro corte com o disco de diamante, paralelo e a 2 mm aquém da JAC; (b)
inspecdo da presenca da projecdo dos cornos pulpares com auxilio de sonda exploradora; (c)
segundo corte realizado a 0,5 mm do primeiro para a obtencao do disco de dentina com essa

espessura.

Figura 7. (a) Discos selecionados para realizacdo do experimento 2; (b) reducdo dos discos de
dentina (8 mm de didametro) com auxilio de alta rotacdo e broca diamantada cilindrica para

posterior adaptacdo dos mesmos na camara pulpar in vitro.
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(a) (b) (c) (d)

Figura 8. (a) Camara pulpar in vitro (in vitro pulp chamber — IVPC); (b) e (c) posicionamento do
disco de dentina na IVPC, entre os anéis de silicone; (d) aspecto final do conjunto constituido

pelo disco de dentina e a IVPC.

(a) (b) (c)

Figura 9. (a) IVPC posicionada de modo invertido no compartimento da placa; (b) preenchimento
do compartimento com 1 mL de DMEM para possibilitar o plantio das células MDPC-23; (c) plantio

das células odontoblastéides na face pulpar do disco de dentina.

(a) (b) (c)

Figura 10. (a) IVPC revertida com a face oclusal para cima; (b) aplicacdo de acido fosférico por 15

segundos; (c) remocdo do excesso de umidade apds lavagem do acido fosfdrico.
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(a) (b)

Figura 11. (a) Aplicacdo de solugdo para solvatacdo da dentina (agua destilada ou etanol);
(b) aplicagdo do sistema adesivo experimental apds nova remogdo do excesso de umidade;

(c) fotoativagdo por 20 segundos.
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Format
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e type double-spaced on A4 or 8.5 x 11-inch bond paper, with margins of 30 mm.
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e double-space references.

e indent or space paragraphs.

earrange article in the following order: Title, Abstract, Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, Conclusion,
Acknowledgements, References, Tables, Figures, Captions.

e start each section on a separate page.
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e Short Title (45 characters) e.g Color stability of composites
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Abstract (structured format)

® 250 words or less.

e subheadings should appear in the text of the abstract as follows: Objectives, Methods, Results, Significance. (For Systematic
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Keywords
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Introduction
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included:
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e the essence of existing knowledge and understanding pertinent to the issue (reference);

¢ the aims and objectives of the research being reported relating the research to dentistry, where not obvious.

Materials and methods

e describe the procedures and analytical techniques.

e only cite references to published methods.

e include at least general composition details and batch numbers for all materials.
¢ identify names and sources of all commercial products e.g.

"The composite (Silar, 3M Co., St. Paul, MN, USA)..."

"... an Au-Pd alloy (Estheticor Opal, Cendres et Metaux, Switzerland)."

e specify statistical significance test methods.

Results

e refer to appropriate tables and figures.

e refrain from subjective comments.

* make no reference to previous literature.
e report statistical findings.

Discussion

e explain and interpret data.

e state implications of the results, relate to composition.
e indicate limitations of findings.

e relate to other relevant research.

e suggest directions for future research.
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Conclusion (if included)

e must NOT repeat Results or Discussion
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Tables and figures
All tables and figures must be thoroughly discussed in the text of the manuscript.
Tables

® one table to a page, each with a title.

e number tables in order of mention using Arabic numerals.

e must be able to "stand alone" apart from text.

e when appropriate, standard deviations of values should be indicated in parentheses; (do NOT use * notation).
e results of statistical analysis must be included, use superscript letters to indicate significant differences.

o for explanatory footnotes, use symbols (*, #,** ##).

Figures

e Do not import the figures into the text file but, instead, indicate their approximate locations directly in the electronic text.
Images to be supplied separately in jpg, gif or other graphics file.

e only black and white photographs for print publication.

* omit titles and other information contained in the figure caption.

e maximum of 6 figures per manuscript.

e figures grouped together should have similar dimensions and be labelled "a, b, ¢", etc.

e place magnification markers directly on the micrographs.

e authors should consider that the majority of figures will be reduced to the width of a single column (approximately 85 mm).
Preferably figures should exactly match, or be no more than 1.5 times that width.

e authors can indicate if they feel a figure should be full page width.

Dental Materials has been selected for inclusion in a new 'colourful e-products' workflow. Figures that appear in black and
white in the printed version of the journal can be IN COLOUR, online, in ScienceDirect. Authors wishing to make use of this
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facility should ensure that 1. the artwork is in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files) and at the correct resolution 2.
RGB colourspace is used and 3. for colour online and black and white in print, both colour and black and white artwork (file
and/or hardcopy) is provided. There will be no charges to the authors for colour figures online.

Graphs

® unique, concise axis labels; do not repeat the Figure caption.

e uniform size for graphs of similar type.
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Captions to tables and figures
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e should be complete and understandable apart from the text.
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e individual teeth should be identified using the FDI two-digit system.
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Abbreviations and acronyms: terms and names to be referred to in the form of abbreviations or acronyms must be given in full
when first mentioned.

Correct Usage

e use S.I. units (International System of Units). If non-SI units must be quoted, the S| equivalent must immediately follow in
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e receipt of manuscripts will be acknowledged.

e after initial review, authors will be notified of status.

e every effort is made to obtain timely reviews; please remember that the referees and the editor are volunteers.
e a list of revisions and responses to reviewers' critiques must accompany resubmitted revised manuscripts.

On Submission: Agreement, by the act of ticking a box, to the statement, "This paper has been compiled with the knowledge,
input and approval of all the named authors."

On acceptance, authors will be required to sign a transfer of copyright agreement. If figures, tables, or other excerpts, are
included from copyrighted works the author is responsible for obtaining written permission from the copyright holder prior to
submitting the final version of the paper. Full credit must be given to such sources.

Offprints and page charges: no page charges are levied on articles published in Dental Materials. Each corresponding author
receives 25 offprints of their article free of charge after it has been published; they will also have the opportunity to order
additional copies.

Submission Package Checklist:

o |etter of transmittal signed by all authors.
e one electronic copy of the manuscript.
¢ one electronic copy of each image and table, all labelled.
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