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Souza IR. Influéncia do substrato dentinario humano e bovino sobre a citotoxicidade
de materiais resinosos utilizados para cimentacao de pecas protéticas [dissertacdo de
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021.

RESUMO

Devido as questdes éticas e a dificuldade de se obter dentes humanos integros,
pesquisadores tém usado dentes bovinos para avaliar as propriedades fisicas e
mecanicas de diferentes materiais dentérios. Todavia, ainda ndo estd comprovado se
este modelo de dente animal também pode ser usado, com seguranca, para
determinar in vitro, as propriedades biologicas de materiais e produtos recomendados
para aplicacdo sobre o substrato dentinario. Portanto, o objetivo deste estudo foi
avaliar e comparar a citotoxicidade transdentinéria de diferentes materiais resinosos
usados para cimentacao de pecas protéticas, bem como determinar, por meio de um
modelo laboratorial que mimetiza situacdes clinicas, se a dentina bovina (DB) tem
potencial para substituir a dentina humana (DH) em testes biolégicos de toxicidade
indireta. Para tanto, discos padronizados de DB e DH (0,4 mm de espessura) foram
adaptados em dispositivos que simulam camaras pulpares artificiais (CPAS), as quais
foram colocadas, individualmente, em placas de 24 compartimentos. Em seguida,
células odontoblastéides MDPC-23 foram semeadas na superficie pulpar dos discos.
Apoés 48 horas de incubacgéo, os cimentos resinosos foram aplicados na superficie
oclusal dos discos, o0 que possibilitou estabelecer os seguintes grupos: G1- DH sem
tratamento (controle negativo); G2- DB sem tratamento (controle negativo); G3- Single
Bond Universal sobre DH (controle positivo); G4- Single Bond Universal sobre DB
(controle positivo); G5- RelyX Luting 2 sobre DH; G6- RelyX Luting 2 sobre DB; G7-
RelyX U200 sobre DH; G8- RelyX U200 sobre DB; G9- RelyX Ultimate sobre DH; e
G10- RelyX Ultimate sobre DB. Células MDPC-23, bem como células da polpa
dentaria humana (HDPCs), também foram semeadas em compartimentos de placas
esterilizadas de 96 compartimentos. Apds 24 horas de incubacéo, os efeitos téxicos
foram determinados nas células MDPC-23 semeadas sobre os discos por meio da
analise de viabilidade (AlamarBlue) e morfologia celular (MEV). Os extratos (meio de
cultura + componentes dos materiais que se difundiram pelos discos) foram coletados
e aplicados sobre as MDPC-23 e HDPCs semeadas nos compartimentos. Essas
células foram avaliadas quanto a viabilidade (Live/Dead), adesdo e espalhamento
celular (F-actina), atividade de fosfatase alcalina (ALP, Timolftaleina Monofosfato) e
deposicdo de nodulos de mineralizacdo (Alizarin Red). Os dados numéricos obtidos
foram submetidos aos testes estatisticos ANOVA a um critério, complementados por
Tukey (nivel de significancia de 5%). A maior reducdo na viabilidade das células
MDPC-23 cultivadas sobre os discos de dentina ocorreu quando o sistema adesivo
Single Bond Universal (G3 e G4) e o cimento RelyX Luting 2 (G5 e G6) foram usados
em comparacdo aos respectivos controles negativos (G1 e G2, p<0,05). Nao se
observou diferenca entre os materiais quando eles foram aplicados sobre DH ou DB
(p>0,05). Reducao significativa da viabilidade, adeséo e atividade de ALP pelas



células MDPC-23 cultivadas nos compartimentos, ocorreu nos grupos G3, G4, G5,
G6, G9, G10, quando comparados a G1 e G2 (p<0,05). Porém, G7 e G8 foram
estatisticamente semelhantes aos controles G1 e G2 (p>0,05). Reducao significativa
da viabilidade, adeséo e atividade de ALP pelas HDPCs ocorreu nos grupos G5 e G6
quando comparados a G1 e G2 (p<0,05). De maneira geral, foi observado que as
células MDPC-23 sao mais sensiveis aos extratos dos cimentos resinosos do que as
HDPCs. Nao houve diferenca significativa de citotoxicidade quando 0os mesmos
materiais resinosos foram aplicados na superficie oclusal dos discos de DH e DB
(p>0,05). De acordo com a metodologia usada e baseado nos resultados obtidos
nesse estudo laboratorial, foi possivel concluir que o cimento RelyX U200 foi o Unico
material resinoso nao citotoxico testado, sendo que para este modelo de teste in vitro
de citotoxicidade indireta, dentina bovina pode ser usada para substituir dentina
humana.

Palavras — chave: Polpa dentaria. Cimentos dentarios. Toxicidade. Dentina.



Souza IR. Influence of the human and bovine dentin substrates on the cytotoxicity of
resin luting materials used for cementation of prosthetic parts [dissertacdo de
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021.

ABSTRACT

Based upon ethical questions and because of the difficulty of getting intact human
teeth, researchers have employed bovine teeth to assess some physic and mechanic
properties of diverse dental materials. However, lack of scientific data about using such
animal teeth model for biological tests of products recommended to be applied on
different teeth substrates still remains. Therefore, the aim of this study was to evaluate
and compare the transdentinal cytotoxicity of different resin luting cements as well as
to use an in vitro model that mimic clinical situations to determine whether bovine
dentin (BD) has potential to replace human dentin (HD) for biological tests of indirect
toxicity. For this purpose, standardized HD and BD discs (0.4 mm thick) were adapted
in artificial pulp chamber devices (APCs), which were individually placed in wells of 24-
well plates. Then, odontoblast-like MDPC-23 cells were seeded on the pulpal surface
of the dentin discs. After 48- hour incubation, the luting cements were applied on the
occlusal surface of the discs, giving rise to the following groups: G1- No treatment on
HD (negative control); G2- No treatment on BD (negative control); G3- Single Bond
Universal on HD (positive control); G4- Single Bond Universal on BD (positive control);
G5- RelyX Luting 2 on HD; G6- RelyX Luting 2 on BD; G7- RelyX U200 on HD; G8-
RelyX U200 on BD; G9- RelyX Ultimate on HD; and G10- RelyX Ultimate on BD.
MDPC-23 cells as well as human dental pulp cells (HDPCs) were also seeded in wells
of 96-well plates. After 24 hours incubation, the transdentinal toxicity on the MDPC-23
cells seeded at the pulp side of the discs was immediately determined by the analysis
of cell viability (AlamarBlue assay) and morphology (SEM). The extracts (culture
medium + components released from the dental materials that diffused through the
dentin discs) were collected and applied on the MDPC-23 cells and HDPCs seeded in
wells. Then, these cells were assessed concerning their viability (Live/Dead assay),
adhesion and spreading (F-actin), as well as the phenotypic expression of alkaline
phosphatase (ALP, thymolphthalein monophosphate) and mineralized nodules
formation (Alizarin Red). MN). The numerical data were submitted to ANOVA one-way
statistical tests, complemented by Tukey (significance level of 5%). Lower viability of
the MDPC-23 cells seeded on dentin was observed after using Single Bond Universal
(G3 and G4) and RelyX Luting 2 (G5 e G6) in comparison with their respective negative
controls (G1 and G2, p<0.05). There was no significant difference between each dental
material when they were applied on HD or BD (p>0.05). The viability of those MDPC-
23 cells seeded in wells, as well as their adhesion, spreading and ALP activity was
significantly lower in G3, G4, G5, G6, G9 and G10 than in G1 and G2 (p<0.05).
However, G7 and G8 were not different from the controls G1 and G2 (p>0.05). The
viability, adhesion, spreading and ALP activity of the HPDCs was significantly lower in
G5 and G6 than in G1 and G2 (p<0.05). Overall, the MDPC-23 cells were more
sensitive to the extracts obtained from the dental materials assessed in this study than



the HDPCs. No statistical difference occurred when the same dental material was
applied on HD or BD (p>0.05). According to the methodology used and the results
obtained in this laboratory investigation, one may conclude that only RelyX U200 luting
cement does not cause transdentinal toxic effects to pulp cells and that bovine dentin

can be employed to replace human dentin for assessing the indirect cytotoxicity of
resin-based luting cements.

Key-words: Dental pulp. Dental cement. Toxicity. Dentin.
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1 INTRODUCAO

Com o objetivo de dar seguranca ao uso clinico de diferentes materiais
dentarios recomendados para aplicacdo sobre o substrato dentinario, evitando que
estes produtos ou seus componentes causem danos para a polpa, o primeiro passo é
analisar a citotoxicidade deles em modelos experimentais in vitro. Para realizar este
tipo de estudo laboratorial, € possivel empregar estratégias que se aproximem da
pratica clinica, como, por exemplo, o uso de barreira dentinaria de variadas
espessuras, as quais podem simular cavidades de distintas profundidades®3.

Assim, a utilizacdo de discos de dentina acoplados em camaras pulpares
artificiais (CPAs) tem se mostrado como um modelo experimental eficaz para avaliar
e comparar a citotoxicidade transdentinaria de novos materiais dentarios e suas
diferentes técnicas de aplicacdo®4®. Neste modelo de pesquisa in vitro, discos de
dentina obtidos de molares humanos integros sdo padronizados de acordo com o
objetivo do estudo e inseridos, individualmente, nas CPAs. Entdo, células
odontoblastéides podem ser cultivadas sobre a superficie pulpar desses discos, sendo
desta maneira mantidas em contato com o meio de cultura. Por outro lado, a superficie
oposta dos discos (oclusal) permanece exposta para receber os tratamentos
experimentais®®. Uma outra importante vantagem metodoldgica para este tipo de teste
biolégico indireto é que as amostras também podem ser padronizadas quanto a
permeabilidade, fator este diretamente relacionado com a intensidade da difusdo de
componentes dos materiais experimentais?®°, Desta maneira, diferentes materiais
dentarios ou técnicas de aplicacdo podem ser testados em situacfes laboratoriais
estandardizadas que simulam cavidades de diferentes profundidades®.

Ha alguns anos, limitacdes éticas e a dificuldade de se obter dentes humanos
higidos e em quantidade suficiente para realizar este tipo de pesquisa cientifica tem
levado pesquisadores a utilizar discos de dentina provenientes de dentes bovinos®
13| E importante ressaltar que, além da ampla disponibilidade de dentes bovinos para
uso em pesquisas laboratoriais, este modelo animal permite que varios discos de
dentina possam ser obtidos de um Unico dente, o que néo é possivel com dentes
humanos!4. Estudos prévios demonstraram que o dente bovino apresenta aspectos
morfolégicos semelhantes ao dente humano'®6, Também foi relatado similaridades

quanto a composicdo quimical’, bem como teor de célcio e fésforo'®, quando dentes
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humanos e bovinos foram comparados. Schilke et al.'® (2000) verificaram que nédo ha
diferenca significativa em relacdo a quantidade de tdbulos por area (mm?) e ao
didmetro dos tubulos nas camadas de dentina coronaria de molares humanos e de
incisivos centrais bovinos. Além disso, estudos anteriores demonstraram similaridades
entre dentina bovina (DB) e dentina humana (DH) quanto ao coeficiente de expanséo
térmical®, resisténcia de unido a microtracdo?®?!, desenvolvimento e inibicdo de
lesGes cariosas??, erosivas e abrasivas!4, propriedades mecanicas®® e
permeabilidade?®. Desta maneira, esses dados cientificos anteriores demonstraram
gue a DB tem grande potencial para substituir a DH em pesquisas in vitro relacionadas
as andlises de propriedades fisicas, mecanicas e biolégicas de materiais dentarios?.

Algumas modalidades de terapia, como a reabilitacdo oral por meio de
restauracdes indiretas, requerem desgastes das estruturas dentarias ou confec¢éo de
cavidades que favorecam a retencdo e estabilidade poés-cimentacdo das pecas
protéticas?®. Diante desta necessidade técnica especifica, a remocdo mecanica dos
tecidos mineralizados do dente pode expor um grande numero de tubulos dentinarios
altamente permeaveis®. Portanto, a selecdo de um agente cimentante biocompativel
parece ser fundamental para o sucesso do procedimento clinico?.

Os cimentos de ionémero de vidro modificados ou ndo por resina, bem como
0S cimentos resinosos, sdo materiais dentarios amplamente empregados para
cimentacdo de restauracdes indiretas e pecas protéticas?’?8. Os primeiros
apresentam diversas vantagens, como coeficiente de expansao térmica e médulo de
elasticidade semelhante a dentina, além de comprovada liberacdo de fllor e adeséo
ao substrato dentinario?®-31. De Munck et al.3? (2004a) demonstraram que a interacéo
quimica entre componentes dos cimentos de ionédmero de vidro com o tecido
dentinario resulta na formacdo de cristais ha embocadura dos tubulos dentinarios.
Este fato pode reduzir a permeabilidade da dentina e prevenir a ocorréncia de efeitos
citotoxicos para células pulpares, especialmente quando os materiais sdo aplicados
em cavidades profundas®. Entretanto, os cimentos ionoméricos apresentam baixa
resisténcia mecanica quando comparados aos cimentos resinosos®e.

Uma categoria especifica de cimentos resinosos, denominada cimentos
autoadesivos, foi introduzida na Odontologia com o objetivo de eliminar a necessidade
de pré-tratamento das superficies dentarias®*. Diferentemente dos cimentos resinosos

convencionais, 0s quais requerem a prévia aplicacdo de um sistema adesivo sobre a
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dentina, os cimentos autoadesivos ndo necessitam de qualquer pré-tratamento dos
substratos dentarios, sendo este material manipulado e aplicado em passo Unico34. O
mecanismo de adesdo desses cimentos é baseado na acdo de mondémeros acidicos,
0s quais simultaneamente desmineralizam e se infiltram no esmalte e dentinas®>3’,
Nesse protocolo, a smear layer ndo € removida e a sensibilidade pds-operatoria nao
é esperada®. Como os cimentos resinosos autoadesivos ndo necessitam dos passos
clinicos de condicionamento acido e/ou fotoativagédo, esta categoria de produtos se
apresenta como uma alternativa clinica interessante. Isto porque, além de reduzir o
tempo do procedimento restaurador, seu uso poderia, hipoteticamente, prevenir a
difusdo transdentinaria de mondmeros residuais, evitando danos as células
pulpares3®. Num estudo in vivo, realizado em pré-molares humanos integros, foi
demonstrado que a aplicagdo do cimento autoadesivo RelyX Unicem™ (3M ESPE)
em cavidades muito profundas, causou nenhuma ou discreta reacdo inflamatoria
pulpar®. Nos dentes onde foi aplicado um cimento resinoso convencional (Variolink;
Ivoclar Vivadent), observou-se formacédo de longos tags de resina no interior dos
tubulos dentinarios, associado a intensa inflamacéo e desorganizacéo do tecido pulpar
subjacente. Esta reacao inflamatoria foi persistente até 60 dias apds a realizacdo dos
procedimentos clinicos.

Contudo, os resultados de um determinado agente cimentante ndo pode ser
extrapolado para todos 0s materiais que se encontram na mesma categoria. Assim,
pesquisas laboratoriais e clinicas devem ser conduzidas para avaliar as propriedades
bioldgicas dos variados materiais dentarios disponiveis no mercado, 0s quais, mesmo
sem apresentar comprovada biocompatibilidade com o complexo dentina-polpa, tém
sido amplamente usados para cimentacao de restauragdes indiretas332. Contudo,
apos cuidadosa revisdo da literatura contemporanea, nédo foi possivel encontrar
evidéncias cientificas que demonstrem que a DB possa ser usada, com seguranca,
para substituir a DH em testes de citotoxicidade transdentinaria de novos materiais
odontologicos e/ou técnicas restauradoras. Assim, a possibilidade de empregar a DB
como substituta da DH em testes de citotoxicidade, podera ndo apenas facilitar a
realizacdo dos estudos in vitro, mas também permitir4 avaliar e comparar o possivel
efeito transdentinario de um grande niamero de materiais dentarios e seus protocolos
de aplicacdo. Consequentemente, a magnitude dos dados cientificos a serem obtidos

com o emprego de discos de DB em testes biolégicos podera contribuir para a
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evolucdo e a consequente inovacdo no campo da ciéncia direcionada ao
desenvolvimento de materiais dentarios biocompativeis, prevenindo, ou pelo menos

reduzindo os riscos de efeitos adversos para o complexo dentina-polpa.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo geral deste estudo foi avaliar se a DB pode ser usada para substituir
a DH em testes bioldgicos de citotoxicidade indireta, bem como determinar, por meio
do emprego de modelo experimental in vitro que mimetiza condi¢cdes clinicas, a
citotoxicidade transdentinaria de diferentes materiais resinosos usados para

cimentacao de pecas protéticas.

2.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar se a dentina de dentes bovinos pode ser uma alternativa
adequada para substituir a DH quando da realizacdo de testes de
citotoxicidade transdentinaria de materiais utilizados para cimentacéo de

pecas protéticas.

2. Determinar e comparar a citotoxicidade transdentinaria de materiais
resinosos utilizados para cimentacdo de pecas protéticas sobre células
odontoblastéides MDPC-23;

3. Determinar e comparar a citotoxicidade de extratos obtidos de materiais
resinosos utilizados para cimentacao de pecas protéticas sobre células

MDPC-23 e células isoladas da polpa dental humana (HDPCs);
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Substrato Dentinario Humano e Bovino

A maioria dos estudos in vitro que avaliaram diferentes propriedades de
materiais dentarios, utilizaram dentes humanos extraidos ou amostras obtidas a partir
deles>1739.40 Entretanto, questdes éticas relacionadas ao uso de dentes humanos em
pesquisa, bem como a dificuldade para se obter a quantidade de dentes suficiente
para executar projetos qualificados e de relevancia cientifica, tem incentivado a busca
por substratos alternativos, como aqueles provenientes de dentes bovinos, suinos e
Ovinoslo-12,l7,21,4l-44_

Os dentes bovinos tém sido os mais utilizados para substituir dentes humanos
em estudos in vitro realizados dentro da area odontolégica''17:2545-47 principalmente
em testes de resisténcia a microtracdo?°, microcisalhamento*®4°, resisténcia a
fratura® e testes de microinfiltracdo®:. Além de amplamente disponiveis, dentes
bovinos também tém sido frequentemente empregados para substituir dentes
humanos em pesquisas laboratoriais devido a facilidade de se padronizar as
amostras, o que limita a possibilidade desta questdo metodoldgica interferir nos
resultados a serem obtidos®2.

Os principais fatores a serem levados em consideracdo ao analisar 0s
possiveis substitutos para os dentes humanos em estudos laboratoriais, sdo as
caracteristicas fisico-quimicas, estruturais e biolégicas dos dentes de outras espécies,
as quais devem ser semelhantes aos dentes humanos!’2%4353, Quanto maior a
semelhanca entre os substratos, mais seguros e confidveis serdo os resultados
obtidos®*. Num estudo realizado ha duas décadas por Schilke et al.*®> (2000), os
autores demonstraram que nao ha diferenca significativa quanto ao diametro e
namero dos tubulos dentinarios, por mm?2 de area, nas camadas de dentina coronaria
de primeiros e segundos molares deciduos e terceiros molares humanos em
comparacao a incisivos centrais bovinos. Mais recentemente, Camargo et al.*¢ (2007)
avaliaram a quantidade e o diametro dos tubulos dentinarios nos tergos cervical, médio
e apical dos canais radiculares de pré-molares humanos e incisivos bovinos. Foi
demonstrado que apesar dos espécimes de DB apresentarem quantidade média de
tubulos dentinarios significativamente maior em comparacdo a DH, esse substrato

permeavel é semelhante quanto ao diametro dos tubulos. Além disso, dentes
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humanos e bovinos exibem semelhanc¢a quanto a composicdo quimica'®, bem como
com relacédo ao contetdo de célcio e fésforo (% em peso)*é.

Diversos estudos também compararam dentes bovinos e humanos quanto a
resisténcia de unido®®, radiodensidade® e resisténcia ao cisalhamento®6. Num estudo
realizado por Schmalz et al.?* (2001), a condutancia hidraulica e o fluxo difusional de
agua foram comparados na dentina obtida de dentes humanos e bovinos. Os autores
relataram que a DB préxima a juncdo cemento-esmalte apresenta comportamento
semelhante a DH, o que indica que este modelo animal pode ser uma alternativa
adequada para o desenvolvimento de estudos laboratoriais. Lopes et al.>®> (2003)
demonstraram que a resisténcia de unido de sistemas adesivos em esmalte nédo diferiu
entre dentes humanos e bovinos. Porém, dependendo do tipo de sistema adesivo
usado, os resultados obtidos em DH diferiram da DB.

Reis et al.?? (2004) compararam a resisténcia de unido de um sistema adesivo
aplicado em esmalte e dentina de dentes humanos, bovinos e suinos, bem como
analisaram a morfologia destes substratos em microscopio eletrénico de varredura.
N&o foi observado diferenca estatistica entre os tecidos no teste de resisténcia de
unido; contudo, o esmalte suino apresentou distribuicdo de prismas de esmalte
diferente do esmalte humano e bovino. Assim, os autores concluiram que os dentes
bovinos sdo melhores substitutos que os dentes suinos para testes que avaliam a
capacidade de adesdo de sistemas adesivos. Neste mesmo ano, Fonseca et al.>*
(2004) comparam a radiodensidade do esmalte e dentina de dentes humanos, bovinos
e suinos, sendo que os resultados demonstram que ambos os tecidos de bovinos sédo
mais semelhantes aos de dentes humanos.

Krifka et al.>” (2008) avaliaram a interagdo de cimentos adesivos com a dentina
e esmalte de dentes humanos e bovinos. Os autores demonstraram que esses tecidos
mineralizados do dente bovino tém potencial para substituir agueles de origem
humana, particularmente para testes de resisténcia adesiva.

Na ultima década, uma ampla revisdo de literatura envolvendo estudos in vitro
e in vivo, analisou o possivel uso de dentes bovinos como substitutos de dentes
humanos em pesquisas no campo da Odontologia®®. Nesta revisdo, os autores
observaram os seguintes parametros: morfologia dentéria, composi¢cdo quimica,
propriedades fisicas, desenvolvimento de lesdo de carie dentaria em esmalte e

dentina, desenvolvimento e progressédo de erosao/abrasédo dentéaria, capacidade de
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adesao/resisténcia adesiva, bem como microinfiltracdo marginal. Ao final, concluiu-se
que os dados analisados eram inconsistentes para afirmar que os dentes bovinos
podem ser utilizados como substitutos para dentes humanos quando da realizac&o de
pesquisas envolvendo materiais odontoldgicos. Ainda nesse mesmo ano, Kato et al.%®
(2011) compararam a atividade de metaloproteinases tipo 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9) em
DB e DH. Os autores mostraram que a atividade da MMP-2 foi maior na DH, enquanto
ndo houve diferenga estatistica na atividade da MMP-9 em ambos os substratos
testados.

Em outro estudo, Lopes et al.'® (2012) demonstraram que o coeficiente de
expansao térmica de dentes humanos e bovinos é estatisticamente semelhante.
Ruttermann et al.%® (2013) avaliaram se o esmalte e a DB sdo substitutos adequados
aos dentes humanos em teste de resisténcia ao cisalhamento e analise de fratura de
diferentes sistemas adesivos. Os autores relataram que apesar dos tecidos
apresentarem resultados diferentes quanto a resisténcia ao cisalhamento, a analise
de fratura foi semelhante para ambos os materiais resinosos. Yavuz et al.>® (2013)
compararam a qualidade de restauragdes de classe V, utilizando para isso uma resina
composta modificada por poliacidos (F 2000 Compomer, 3M, EUA), a qual foi aplicada
em dentes humanos, caninos e bovinos. Os autores mostraram que nao houve
diferenca na qualidade das restauracdes apds termociclagem das amostras,
afirmando que todos os substratos testados sdo adequados para realizar esse tipo de
teste.

Em 2015, Soares e Santo'® avaliaram, em microscopia eletronica de varredura
(MEV) e espectroscopia por energia dispersiva (EDS), a morfologia e composi¢cao
quimica, respectivamente, da dentina de dentes humanos e bovinos antes e apés a
aplicacéo de diferentes sistemas adesivos. Neste mesmo ano, Teruel et al.1” (2015)
analisaram a composicdo quimica do esmalte e dentina de dentes humanos,
comparando-a com as de outras espécies de mamiferos. Em ambos os estudos, os
pesquisadores concluiram que a composicédo quimica da DH e DB € semelhante.

Outra revisdo sistematica comparou valores de resisténcia de unidao de
diferentes tipos de adesivos dentinarios (convencional e autocondicionante) aplicados
sobre os tecidos mineralizados de dentes humanos e bovinos?. Os autores relataram
que, a substituicdo de dentes humanos por dentes bovinos em testes de resisténcia

de unido a dentina e esmalte, produz resultados semelhantes.
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De Carvalho et al.?% (2018) analisaram, por meio de revisdo sistematica com
meta-analise, a resisténcia a tracdo e cisalhamento de diferentes materiais (sistema
adesivo, produtos para cimentacao de pecas protéticas e iondmero de vidro) aplicados
sobre dentes humanos e bovinos. Os autores concluiram que o dente bovino € uma
alternativa viavel para substituir os dentes humanos deciduos e permanentes em
testes de resisténcia ao cisalhamento. Entretanto, para os testes de resisténcia a
tracdo em esmalte, mais estudos devem ser conduzidos, visto que os dados
disponiveis eram heterogéneos. Mais recentemente, Silva et al.®! (2019) investigaram
a possibilidade de utilizar dentes bovinos para substituir dentes humanos em testes
de resisténcia de unido a dentina de cimentos endoddnticos. Nesse estudo, 0s autores
relataram que a origem do tecido dentinério (bovina ou humana) nao interferiu na
resisténcia de unido dos materiais testados.

Mesmo considerando os importantes dados cientificos obtidos até o momento,
muitos pesquisadores seguem avaliando e comparando as propriedades e resultados
de investigacdes desenvolvidas com dentes humanos e dentes de diferentes
mamiferos. Alguns dos estudos mais recentes demonstraram a viabilidade de utilizar
dentes de alguns animais como substitutos aos humanos para realizar protocolos
laboratoriais especificos®'2, Todavia, os pesquisadores ainda se questionam se
dentes bovinos também podem ser usados, com seguranca, para substituir dentes
humanos em testes biol6gicos in vitro, tais como aqueles relacionados com a
avaliacdo da citotoxicidade trans-amelodentinaria de materiais dentarios e novas
técnicas de aplicacédo clinica. Apesar da DB ter sido amplamente empregada na tltima
década para avaliar comparativamente a citotoxicidade indireta de materiais
dentarios!!2563-68 este modelo experimental ainda gera controvérsia e parece exigir
analises comparativas mais objetivas e detalhadas?>8,

Os ensaios que utilizam barreira dentinaria (testes indiretos) foram
desenvolvidos para analisar e comparar a citotoxicidade de materiais dentérios,
especialmente aqueles recomendados para aplicacdo direta sobre este substrato
tubular permeéavel®7:%° O objetivo principal deste tipo de protocolo laboratorial tem sido
obter dados cientificos in vitro mais proximos de situagdes clinicas, e
consequentemente mais relevantes e significativos para a Odontologia®’. De acordo
com Jiang et al.®® (2017), o modelo que utiliza a barreira dentinaria mimetiza a pratica

clinica e fornece resultados que refletem, com mais precisédo, a resposta de células a
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alguns procedimentos clinicos, tais como o condicionamento acido e aplicacdo de
sistema adesivo, bem como o efeito da fotobiomodulacéo na dentina.

Barreiras dentinérias de variadas espessuras, obtidas de dentes humanos e
adaptadas em diferentes modelos de camara pulpar artificial (CPAS), tém sido usadas
com sucesso para avaliar a citotoxicidade indireta de materiais dentarios, tais como
forradores cavitarios, cimentos resinosos ou nao, sistemas adesivos e
outros®’. Nesse modelo de pesquisa in vitro, discos de dentina sdo obtidos,
selecionados e padronizados de acordo com o objetivo do estudo, permitindo a
utilizacdo de amostras mais delgadas ou espessas, as quais permitem simular
cavidades de diferentes profundidades®. Os discos de dentina sédo inseridos nas
CPAs de tal maneira que sua superficie pulpar seja mantida em contato com o meio
de cultura (parte inferior), enquanto a superficie oclusal permanece exposta (parte
superior) para receber os materiais dentarios e/ou as terapias experimentais3’. A
principal vantagem deste protocolo in vitro, onde discos de dentina sdo usados como
barreiras biolégicas naturais, é a possibilidade de padronizar as amostras quanto a
espessura e permeabilidade, o que esta diretamente relacionado com a intensidade
da difusdo de componentes tdxicos dos materiais via tlbulos dentinarios®®.
Consequentemente, a padronizacao dos discos de dentina é imprescindivel para que

este método produza resultados consistentes, confiaveis e reproduziveis’69,

3.2 Materiais Resinosos Utilizados para Cimentacao de Pecas Protéticas

O aumento da demanda por estética e restauracfes dentarias minimamente
invasivas, levou a rapida evolucdo das pesquisas relacionadas com a andlise das
propriedades fisicas e mecanicas de materiais usados na Odontologia’®", o que
resultou no desenvolvimento de uma grande variedade de produtos ainda disponiveis
no mercado’®. Diante desta tendéncia, os testes de citotoxicidade de materiais
dentarios, 0s quais seguiam normas rigidas e arcaicas pré-estabelecidas por
Organizac0Oes e Instituicdes internacionais, passaram a evoluir por meio do emprego
de protocolos in vitro que aproximavam condi¢des laboratoriais de situac¢des clinicas
cotidianas’3.

Recentemente, uma grande variedade de novos cimentos resinosos foi
introduzida no mercado, com amplas possibilidades de aplicacbes clinicas. Dessa

forma, esses materiais podem ser expostos a diferentes tecidos, sendo que tal como


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/salicylic-acid

25

acontece com outros produtos utilizados na Odontologia, eles podem causar ou néo
reacoes adversas em células pulpares ou da mucosa bucal adjacente.
Consequentemente, € indispensavel que testes de citotoxicidade sejam realizados
para determinar a seguranca de uso clinico desses novos cimentos resinosos38:3%.74.75,

Materiais a base de resina tém sido utilizados para cimentacdo de pecas
protéticas, principalmente aquelas confeccionadas livre de metal’®, pois estes
cimentos proporcionam adequada adesdo das mesmas aos tecidos mineralizados do
dente3%77. No entanto, a limitada informacé&o referente a biocompatibilidade destes
materiais resinosos com o complexo dentina-polpa tem sido questionada nos ultimos
anos®’38 Como as restauragdes indiretas sdo mais frequentemente cimentadas em
cavidades amplas, espera-se que maior difusdo transdentinaria de moléculas toxicas
liberadas dos materiais a base de resina ocorra, o que pode resultar em lesao
irreversivel das células pulpares®38, Tem sido relatado que a intensidade dos danos
pulpares causados por materiais dentarios resinosos depende da composi¢do do
material, do peso molecular (tamanho) e solubilidade dos monGmeros presentes
neles, bem como da espessura e permeabilidade da dentina remanescente entre o
produto sintético usado e a polpa3+39.74.78.79,

De maneira geral, os cimentos resin0osos apresentam uma por¢cao organica
composta por mondmeros resinosos € uma porcao inorganica caracterizada por
particulas de silica e quartzo de diferentes tamanhos, bem como silano (que promove
a unido das porgdes organica e inorganica), pigmentos e sistema ativador e
iniciador?7-28.34.7880 Monomeros ndo convertidos no material resinoso podem lixiviar
para alcancar os tecidos moles da cavidade oral ou para se difundir pelos tubulos
dentinarios, o que pode causar efeitos bioldgicos adversos, tais como reacdes
alérgicas e/ou toxicidade pulpar, respectivamente3*78:81,

A citotoxicidade dos materiais dentarios resinosos tem sido diretamente
relacionada com a quantidade e natureza dos componentes lixiviados deles® 78.79.81-83,
Segundo alguns pesquisadores, o mondmero que apresenta o maior potencial
citotoxico é o metacrilato de bisfenol A-glicidil (BisGMA), seguido pelo dimetacrilato
de uretano (UDMA), dimetacrilato de trietilenoglicol (TEGDMA) e metacrilato de 2-
hidroxietil (HEMA)81.8485 Porém, com relagdo aos materiais que sdo recomendados
para aplicacdo sobre dentina, a caracteristica hidroéfila/hidréfoba e o peso molecular

desses monémeros podem influenciar a difusdo deles através dos tubulos dentinarios.
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O peso molecular dos principais mondmeros que estdo presentes nos materiais
dentarios resinosos é: Bis-GMA - 513 g/mol; UDMA - 470 g/mol; TEGDMA - 286,36
g/mol; e HEMA - 130 g/mol. Desta forma, acredita-se que a propriedade hidrofila e o
reduzido peso molecular do HEMA, sejam o0s principais fatores responsaveis pela
rapida e intensa difusédo transdentinaria desse monémero quando materiais resinosos
sdo aplicados em cavidades muito profundas3832:86, Por outro lado, apesar do elevado
potencial citotdéxico do Bis-GMA, o alto peso molecular e a caracteristica hidr6foba
desse mondmero limitam sua solubilidade e difuséo via tubulos dentinarios’>:8%.86.87,

De maneira geral, os agentes cimentantes tém como objetivo principal
preencher a interface protese/superficie dentaria preparada, fornecendo vedamento
marginal e conferindo resisténcia a restauragcdo e ao remanescente dentério,
aumentando a longevidade dos trabalhos protéticos?”:88, Além disso, esses materiais
também devem atuar como isolante térmico, elétrico e quimico e se possivel
apresentar efeitos antimicrobianos, bem como manter a funcdo mastigatoria e
estética?’89-93,

Dentre os diversos materiais dentérios usados na clinica odontologica para
cimentacao de pecas protéticas, estdo os produtos a base de ionébmero de vidro. Os
cimentos de iondmero de vidro convencionais (CIVs), os quais foram desenvolvidos
em 1969, sdo basicamente compostos por acido poliacrilico e um pd de alumino-
silicato de vidro%. Esses materiais ionoméricos sédo biocompativeis, apresentam
liberacdo de flior, modulo de elasticidade semelhante ao da dentina e adesédo a
estrutura dentaria?®-31.%.97 Devido a todas essas 6timas propriedades, os CIVs séo
populares na clinica odontolégica, sendo amplamente empregados como materiais
restauradores em odontopediatria, selantes de fissuras e materiais restauradores
diretos no tratamento restaurador atraumatico (ART). Apesar de suas vantagens, 0S
CIVs tém algumas limitacbes, como elevada solubilidade e baixa resisténcia ao
desgaste30-%-8 Para compensar essas deficiéncias fisicas e mecanicas, 0s cimentos
de ionébmero de vidro modificados por resina (CIVMRs) foram desenvolvidos e
introduzidos na Odontolégica em 1991%°7, Esses materiais contém 0s mesmos
componentes dos CIVs convencionais, porém foi adicionado a eles o HEMA9%:%
Apesar da presenca do componente resinoso melhorar as propriedades mecéanicas
desses materiais ionoméricos, a biocompatibilidade deles pode ser decisivamente

afetada por esta alteragédo de composicdo quimica®:°71,
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Além dos CIVMRs, diversos cimentos resinosos convencionais e cimentos
autoadesivos tém sido amplamente empregados para cimentacdo de restauracfes
indiretas?’28, Cimentos resinosos contendo metacrilato de metila, dimetacrilato de Bis-
GMA e/ou UDMA estdo sendo clinicamente usados ha algumas décadas?’. Esses
materiais foram inicialmente classificados quanto ao método de polimerizacéao e tipo
de interacdo com o0 substrato dentario. Quanto ao método de polimerizacdo, eles
foram sdo divididos em autopolimerizaveis, fotopolimerizdveis, e de dupla
polimerizagdo'®t. Quanto a interacdo com os tecidos mineralizados do dente, os
cimentos resinosos foram divididos em convencionais (requerem prévio
condicionamento &cido dos tecidos mineralizados do dente, autocondicionantes
(cimentos resinosos adesivos), e autoadesivos3482:102,103,

Os cimentos resinosos convencionais requerem varias etapas clinicas®?, uma
vez que a adesao aos tecidos dentarios é obtida pelo prévio condicionamento acido e
aplicacdo de um sistema adesivo sobre os substratos, 0os quais sdo executados em
passos separados34192, Desta forma, a hibridizacdo da dentina acontece antes do uso
do cimento resinoso convencional para fixar a peca protética®38. Com o objetivo de
melhorar a resisténcia de unido dos cimentos resinosos aos tecidos dentarios,
mondmeros fosforilados foram adicionados a formulacdo desses materiais, surgindo
uma nova categoria de cimento resinoso, denominado de autocondicionante!®3, Estes
cimentos ndo requerem condicionamento acido prévio da dentina, pois o kit desses
produtos contém um primer acidificado que desmineraliza o substrato dentinario e
permite a concomitante penetracdo dos mondémeros, resultando na adesdo destes
produtos resinosos com os tecidos mineralizados do remanescente dentario34193, Os
cimentos resinosos autoadesivos foram introduzidos na Odontologia com o objetivo
de eliminar a necessidade de pré-tratamento acido e aplicacdo de primers e/ou
sistemas adesivos nas superficies dentarias, permitindo que o material fosse usado
em passo Unico3*. Para isso, mondmeros multifuncionais com grupamentos acidicos
foram incorporados ao cimento, fazendo com que sua adesao a estrutura dentaria
fosse alcancada empregando uma técnica simplificada, a qual consome pouco tempo
clinico®-37:104 Estes mondmeros funcionais simultaneamente desmineralizam e se
infiltram no esmalte e dentina com o objetivo de promover uma retengcao
micromecanica, enquanto formam uma ligac&do quimica com o substrato dentario3%37.

Os mondmeros acidicos presentes na composicdo dos cimentos autoadesivos séo
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geralmente mais fracos quando comparados com o acido fosforico. Portanto, esses
cimentos apresentam limitado potencial de desmineralizacéo e, consequentemente,
gera forcas de adesdo mais fracas em comparagdo com as técnicas de hibridizacéo
convencionais, onde etapas individuais de desmineralizacéo e aplicacdo do sistema
adesivo séo realizadas3®36:105,

Diante dos dados cientificos expostos até o momento, fica evidente que muitos
estudos tém avaliado as propriedades fisicas e mecanicas dos materiais dentarios
usados na cimentacdo de pecas protéticas, bem como seus protocolos de aplicagédo
clinica. Porém, permanece patente que pouco se conhece sobre as propriedades
biolégicas desses cimentos, especialmente aqueles que contém resina na sua
composigdo. Assim, para que os diferentes tipos de cimentos resinosos e suas
técnicas de aplicacdo sejam usados de forma segura, preservando a vitalidade do
complexo dentina-polpa, € imprescindivel que pesquisas in vitro, com potencial para
simular situacdes clinicas, bem como testes posteriores in vivo e pré-clinicos, sejam
realizados com estes produtos. Todavia, a execugcdo da primeira etapa de testes
biol6gicos em laboratodrio tem esbarrado na dificuldade de se obter dentes humanos
integros e em quantidade adequada para assegurar a qualidade cientifica das
pesquisas. Este fato tem levado muitos pesquisadores a utilizar dentes de diferentes
mamiferos, tal como aqueles de origem bovina. Todavia, para que os dados de
pesquisas realizadas com espécimes obtidos de dentes bovinos sejam relevantes
para a Odontologia, as caracteristicas gerais destes tecidos, tais como a morfologia e
composicdo, devem ser semelhantes aquelas observadas em dentes humanos.
Especificamente para avaliacdo dos efeitos citotdéxicos indiretos de materiais
dentérios, a observacéo da semelhanca estatistica dos resultados obtidos quando da
aplicacdo de um mesmo material sobre barreiras de dentina obtidas de dentes
humanos e bovinos, seria um indicativo de que este substrato tubular bovino tem
potencial para substituir o humano. Assim, a possibilidade de empregar, com
seguranca, DB como substituto da DH para testes de citotoxicidade transdentinaria de
materiais dentarios, podera trazer importante contribuicdo para diferentes areas da
Odontologia, bem como colaborar com o desenvolvimento de produtos inovadores

biocompativeis.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/phosphoric-acid
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Preparacao das CPAs e Anédlise Morfoldgica dos Discos de DH e DB.

4.1.1 Obtencéao dos discos de DH

Ap0Os aprovacgéo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP (CAAE: 14845019.3.0000.5416 — ANEXO),
terceiros molares humanos higidos foram obtidos (n=60) de voluntarios de ambos os
sexos, com faixa etaria entre 18 e 25 anos, os quais foram atendidos na Clinica de
Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Araraquara/UNESP. Apds remocédo
mecanica dos restos de ligamento periodontal, os dentes foram armazenados em
recipiente de vidro contendo 300 mL de timol 0,1% (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
EUA). Da coroa de cada dente, foi obtido um disco de dentina (Figura 1), utilizando-
se para isto disco de diamante (11-4254, 4”’x 0,012”/ série 15LC, Diamond Wafering
blade, Buehler Ltda., Lake Bluf, IL, EUA) acoplado numa cortadeira metalografica
(ISOMET 1000, Buehler Ltda., Lake Bluf, IL, EUA). Os cortes do dente foram
realizados em baixa velocidade, sendo o disco resfriado com agua durante todo

procedimento®39,

Figura 1 - Obtencdo de um disco de DH.

A) Molar humano integro fixado numa base de madeira com godiva aquecida; B) Raizes do dente
cobertas com godiva para melhor estabilizacéo durante a obtencdo dos discos de dentina; C) Superficie
de madeira acoplada na cortadeira metalogréfica. D) Regido do dente onde é retirado o disco de DH;
E) Dente apés realizacao dos cortes; F) Disco obtido com estrutura de esmalte (seta) e dentina (D).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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4.1.2 Obtencao dos discos de DB

Sessenta incisivos bovinos (3 anos de idade) sem manchas, com auséncia de
desgaste excessivo do terco incisal, alteracdes morfolégicas da coroa e/ou trincas no
esmalte, tiveram os restos de ligamento periodontal removidos e entdo foram imersos
em solucéo de timol 0,1% (Sigma-Aldrich). Cada dente foi fixado numa base metalica
com silicone de condensacao (Perfil, Coltene, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e godiva
agquecida (Lysandra, Lysanda Prod. Odontologicos Ltda, Sado Paulo, SP, Brasil).
Entdo, um disco de esmalte/dentina foi obtido da por¢cdo média da face vestibular de
cada dente (Figura 2), usando para isso broca diamantada do tipo trefina com 8 mm
de diametro interno (Dinser brocas diamantadas LTDA, S&o Paulo, SP, Brasil)
conectada em furadeira de bancada (FSB 16 Pratika, Schultz, Joinville, SC, Brasil).
Todo procedimento foi realizado com os dentes imersos em agua, na temperatura de
4°C106 A sequir, o esmalte dos discos foi cuidadosamente removido com auxilio de
cortadeira metalografica (ISOMET 1000, Buehler Ltda.), onde um disco diamantado
(11-4254, 4”’x 0,012/ série 15LC, Diamond Wafering blade, Buehler Ltda.) em baixa
rotacdo e sob refrigeracao constante (parcialmente imerso em agua) exercia pressao

de corte constante sobre os tecidos dentarios.

Figura 2 — Obtencéo de um disco de DB

A) Incisivo bovino fixado numa base metalica com silicone de condensacéo e godiva aquecida; B) Corte
da porcao média da face vestibular do incisivo bovino para obtencdo de um disco de esmalte/dentina,
usando para isso broca diamantada do tipo trefina; C) Disco de esmalte (seta)/dentina (estrela). D)
Disco de esmalte/dentina posicionado em cortadeira metalogréafica para remocéo do esmalte; E) ApGs
corte do esmalte, o disco € girado de tal maneira que parte do tecido dentinario seja cortado para obter
discos de dentina com espessura de aproximadamente 0,5 mm; F) Disco de dentina bovina.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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4.1.3 Padronizacao dos discos de dentina

As superficies superior e inferior dos discos de DH e DB foram lixadas e
regularizadas com lixas d’agua de granulagdo 400 e 600 (T469-SF- Noton, Saint-
Gobam Abrasivos Ltda., Jundiai, SP, Brasil) até a obtencdo de uma espessura de 0,4
mm, avaliada por meio de paquimetro digital (Modelo 500-144B, Mitutoyo Sul América
Ltda. SP, Brasil). O didametro dos discos foi reduzido com ponta diamantada cilindrica
(nimero 1095 - KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil) em alta rotacao e sob refrigeracao
constante, sendo o acabamento feito em baixa rotacéao, de tal forma que o diametro
final dos discos fosse de 8 mm. A seguir, a condutancia hidraulica dos discos de
dentina foi determinada, de tal forma que ndo houvesse diferenca entre os grupos
guando essas amostras fossem distribuidas entre os grupos estabelecidos no estudo.

Este procedimento permite padronizar o0s testes de citotoxicidade
transdentinaria, evitando que as variacdes de permeabilidade do substrato possam
interferir na avaliacdo comparativa dos resultados®. Para realizar o teste de
condutancia hidraulica, 50 pL da solucdo de 0,5 M de sal dissédico de acido
etilenodiaminotetracético dihidratado (EDTA; pH= 7,4; Sigma-Aldrich) foi aplicado,
com auxilio de uma micropipeta (Micropipeta Monocanal Labmate HTL soft,
Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), em cada um dos lados dos discos de dentina por
30 segundos para remocao da smear layer. Com uso de uma pisseta de plastico de
500 mL (J. Prolab, Sédo José do Pinhais, PR, Brasil), as superficies dos discos foram
abundantemente lavadas com &gua deionizada por 30 segundos®1°7,

Para proceder a limpeza final dos discos, estes foram individualmente
adaptados em uma camara pulpar de perfusdo conectada a uma coluna d'agua
destilada de 180 cm. Entao, foi realizada a exsudacéo transdentinaria do liquido pelo
periodo de 5 minutos®2°. A condutancia hidraulica de cada disco foi mensurada,
utilizando a férmula Lp = Jv / A.AP.t, onde "Lp" é a condutancia hidraulica (Lp:
pL/cm?/min/cm H20); “Jv” o volume de fluido em microlitros por milimetro; “A” a area
da superficie da dentina (cm?); “AP” a pressao hidrostatica em centimetro de H20; e
“t” € o tempo necessario para o movimento do fluido (minutos)®%3°. Em seguida, os
discos de dentina foram distribuidos entre os grupos experimentais e controle positivo
de forma que os valores médios de permeabilidade dentinaria ndo apresentassem

diferenca significativa entre eles®?, conforme demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Média de permeabilidade dos discos de DH e DB de acordo com 0S grupos

experimentais.

Grupos
Células G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10
MDPC-23 2.49 2.52 2.49 2.58 248 2.58 2.48 2.58
+1.44a +153a *1.27a +1.34a +1.14a +140a *145a +1.22a
HDPCs 4.14 3.13 4.13 3.11 4.11 3.11 411 3.13

+2.48a *197a *2.62a +155a +2.71a +2.05a +2.32a +1.90a

Média e desvio padrao da permeabilidade discos de DH e DB. Para cada linhagem celular, grupos
identificados com a mesma letra mindscula nado indicam diferencga estatistica. (Anova one-way, a=0,05,
p=1 para MDCP-23, p=0,928 para HDPCs).

Fonte: Elaboracgéo propria.

Estabelecidos os grupos, a superficie oclusal dos discos foi lixada por 10
segundos com lixa d’agua de granulacdo de 320 (T469-SF- Noton, Saint-Gobam
Abrasivos Ltda., Jundiai, SP, Brasil) com objetivo de padronizar a espessura da smear
layer formada®1%’. Finalmente, os discos foram adaptados em cameras pulpares
artificiais (CPAs) (Figura 3) entre dois anéis de silicone (Rodimar Rolamentos Ltda,
Araraquara, SP, Brasil) selados com cera rosa (Lysanda, Sao Paulo, SP, Brasil) e os
conjuntos CPA/disco de dentina esterilizados em oxido de etileno (ACECIL Com. Ind.
Ltda, Campinas, SP, Brasil)°7.

Figura 3 - Padronizag&o do disco de DH

l 8 mm
| : \ /

A) Disco de esmalte/dentina obtido de molar humano integro; B) Apds remocao do esmalte, o disco
passou a exibir 8 mm de didmetro; C) Disco acoplado na cAmara pulpar artificial, onde foi mantido em
posicao através do uso de anéis de silicone.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.1.4 Morfologia dos discos de dentina (n=6)

Com o objetivo de avaliar e comparar as caracteristicas morfologicas referentes
ao numero e diametro dos tubulos dentinarios dos discos de DH e DB, as amostras

foram primeiramente lavadas por 60 segundos (30 segundos cada superficie) com 50
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uL da solucéo de 0,5 M de sal dissddico de acido etilenodiaminotetracético dihidratado
(EDTA; pH= 7,4; Sigma-Aldrich), usando para isso uma micropipeta (Micropipeta
Monocanal Labmate HTL soft). Em seguida, com uso de uma pisseta de plastico de
500 mL (J. Prolab), cada superficie dos discos foi abundantemente lavada com agua
deionizada por 30 segundos®1516.107,

Para proceder a limpeza de possiveis residuos presentes no interior dos
tubulos dentinarios, cada disco foi individualmente adaptado numa camara pulpar de
perfusdo conectada a uma coluna d'agua destilada de 180 cm. Entéo, foi realizada a
exsudacdo transdentinaria do liquido pelo periodo de 5 minutos®3 e a condutancia
hidraulica de cada disco foi mensurada conforme descrito anteriormente.

Os discos de DH e DB foram entéo fixados com fita de carbono (Koch Electron
Microscopy, Rave Scientific, Heller Park Lane Somerset, NJ, EUA) sobre stubs
metalicos circulares, os quais foram mantidos por 7 dias em dessecador (Laborquimi
Ltda., Pod, SP, Brasil). Apos esse periodo, procedeu-se a metalizacéo dos discos com
ouro por 40 segundos (Sistevac, Rolandia, PR, Brasil). Finalmente, a morfologia da
dentina foi avaliada em microscopio eletrénico de varredura (JSM7500F, JEOL Ltda.,
Akishima, Téquio, Japado) nos aumentos de x1.000 e x5.000. Para isso, um campo
central padronizado de cada amostra foi selecionado para obtencdo de uma
fotomicrografia representativa de cada grupo nos diferentes aumentos'®. As imagens
em MEV foram processadas usando o software ImageJ (National Institutes of Health
— NIH, Beathesda, MD, EUA), o qual permite contar objetos e calcular areas,
perimetros e distancias selecionadas a partir de medic6es padronizadas. A escala
presente nas imagens em MEV (aumento de x5.000) foi utilizada para calibracdo da
régua de medida do programa, o que permitiu determinar o didmetro dos tubulos
dentinarios. Para realizar esta analise, o diametro de 5 tubulos dentinarios presentes
em cada imagem foi medido'®. O nimero de tibulos dentinarios em cada disco foi
verificado a partir da contagem destas estruturas presentes na area de 10.800 um?, a
qual foi selecionada de fotomicrografias obtidas em aumento de x1.000%6.
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4.2 Citotoxicidade Transdentinaria de Materiais Utilizados para Cimentacdo de
Pecas Protéticas (MDPC-23).

4.2.1 Materiais resinosos

Os materiais selecionados para este estudo foram o sistema adesivo Single
Bond Universal (3M ESPE, Sumaré, SP, Brasil), cimento de iondmero de vidro
modificado por resina RelyX Luting 2 (3M ESPE), cimento resinoso autoadesivo RelyX
U200 (3M ESPE) e cimento resinoso adesivo RelyX Ultimate (3M ESPE). Detalhes da

composicdo quimica dos materiais em questdo estao descritos na Tabela 2.



Tabela 2 - Rela¢do dos materiais resinosos e seus componentes.
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Material Classificacdo Composicéo % por peso
Single Adesivo Metacrilato de 2-hidroxietila 15-25
Bond dentinario Bisfenol A diglicidil éter dimetacrilato (BisGMA) 15-25

Universal 1,10-Decanodiol fosfato metacrilato 10-20

Etanol 10-15
Agua 10-15
Acido 2-propenoico, 2-metil-, 3- (trimetoxisilil) éter 7-13
propilo
Canforoquinona <2
RelyX Cimento de Pasta A
Luting2  ionémero de vidro  Vidro tratado com silano 70-80
modificado por  Agua 10-20
resina 2-hidroxietil metacrilato (HEMA) <10
4-(Dimetilamino) -Benzenoetanol <1
Oxido de titanio <05
Pasta B
Ceramica silanizada tratada 30-40
2-hidroxietil metacrilato (HEMA) 10-30
Copolimero de 4cido acrilico e acido 10- 30
Agua 5-15
Persulfato de potassio 1-5
RelyX Cimento resinoso  Pasta A
U200 autoadesivo P6 de vidro 45 - 55
2-Acido propenoico, 2-metil-, 1,1 - [1- (hidroximetil) -1,2-
etanodiil] éster, produtos da rea¢do com 2-hidroxi-1,3- 20-30
propanodiildimetacrilato e 6xido de fésforo
Dimetacrilato de trietilenoglicol (TEGDMA) 10-20
Persulfato de sodio <3
Acido acético <01
Pasta B
Pé de vidro 50-70
Dimetacrilato substituida 20-30
1,12-Dodecano dimetacrilato <5
Acido 2-propanotico, 2-metil[(3- metoxipropil)imino]di- <2
2,1-etanodiil éster
Hidroxido de célcio <2
Acido 2-Propendico, 2-Metil-, 2-[(2- Hidroxietil)(3- <05
Metoxipropil)Amino]EtilEster
Dioxido de titanio <05
RelyX Cimento resinoso  Pasta A
Ultimate adesivo Pé de vidro 50 - 60
2-propandico, 2-metil-, 1,1 - [1- (hidroximetil) -1,2- 20-30
etanodiilo] ester, produtos da rea¢do com 2-hidroxi-1,3-
propanodiilodimetacrilato e 6xido de fosforo
Dimetacrilato de trietilenoglicol (TEGDMA) 10-20
Persulfato de sodio <10
Terc-butil 3,5,5-trimetil peroxihexanoato <0,5
Acido acético <01
Pasta B
Pé de vidro 55 - 65
Dimetacrilato substituida 20-30
1,12-Dodecano dimetacrilato <5
Acido 2-propanotico, 2-metil[(3- metoxipropil)imino]di- <2
2,1-etanodiil éster
Hidrdxido de clcio <2

Fonte: Elaboracéo propria a partir de informacées fornecidas pelo fabricante.
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4.2.2 Analise de pH (n=5)

Para avaliar o pH de extratos de cada material resinoso usado neste estudo
(Tabela 1), estes foram manipulados de acordo com as recomendacdes do fabricante
e inseridos em matrizes metalicas com dimensdes padronizadas (8 mm de diametro
e 2 mm de altura). Essas matrizes foram posicionadas entre duas laminas de vidro
(Perfecta, Perfecta Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) revestidas por filme plastico'®, tal
como demostrado na Figura 4. Para obter os corpos de prova do cimento RelyX Luting
2, 0 material resinoso permaneceu no interior das matrizes até completar o periodo
para sua presa quimica (5 minutos). Os corpos de prova dos cimentos RelyX U200 e
RelyX Ultimate foram submetidos a presa quimica por 6 minutos, conforme a
recomendacdo do fabricante. Para avalicdo do sistema adesivo Single Bond
Universal, 10 puL do adesivo foi aplicado sobre disco de papel filtro (J. Prolab) com 5
mm de diametro e 0,16 mm de espessura e fotopolimerizado por 10 segundos (Valo,
Ultradent Products Inc., South Jordan, UT, EUA; irradiancia: 1000 mW cm?)0°,
Seguindo as recomendacgfes da ISO 10993-12%1° para obtencdo de extratos de
materiais dentarios, os corpos de prova preparados foram individualmente
posicionados no fundo de compartimentos de placas de acrilico esterilizadas de 24
compartimentos (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil) contendo 500 yL de meio
de cultura puro (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - DMEM, Gibco, Grand Island,
NY, EUA —12100-046 10 x 1 L). Como controle negativo (CN) foi utilizado o meio de
cultura puro (DMEM, Gibco).

O pH dos extratos (DMEM + componentes liberados dos materiais resinosos)
foi determinado através de mensuracdes realizadas imediatamente apdos imersao dos
corpos de prova no DMEM, bem como nos periodos seguintes de 1 e 24 horas. Estas
avaliacoes foram realizadas com uso de um pHmetro (HI 2221 Calibration Check
pH/ORP Meter, Hanna instruments, Woonsocket, RI, EUA).



37

Figura 4 - Confeccao de corpos de prova com cimento resinoso

Cimento resinoso inserido em matriz metalica bipartida com didmetro e espessura padronizadas, a qual
foi posicionada entre duas laminas de vidro revestidas com filme plastico, até o final de sua presa.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Todos os protocolos laboratoriais descritos a seguir foram realizados para os

discos de DH e DB adaptados, individualmente, em CPAs.

4.2.3 Cultivo de células odontoblastéides MDPC-23

Células imortalizadas de linhagem odontoblastica MDPC-23 (passagem # 64),
as quais estavam estocadas em nitrogénio liqguido no Laboratério de Patologia
Experimental e Biomateriais da FOAr./Unesp, foram usadas neste estudo. Apos
descongelamento, as células foram cultivadas em placas de petri esterilizadas com
10 cmde diametro (Kasvi) utilizando DMEM (Gibco) complementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB; Gibco) 100 IU/mL e 100 mg/mL, respectivamente de penicilina e
estreptomicina (Gibco) em uma atmosfera umedecida a 37°C, com 5% de CO:2 e 95%
de ar (Thermo Fisher Scientific, RCO3000T-5-VBC, Asheville, NC, EUA). As
substituicbes do DMEM completo ocorreram a cada 72 horas, sendo o subcultivo
celular realizado com o uso da solugdao de EDTA 0,5% (Sigma-Aldrich). Este
procedimento de subcultivo celular foi repetido até que se obtivesse o nimero de

células suficiente para a completa execucao do estudo.

4.2.4 Procedimento experimental

Apobs esterilizacao, os conjuntos disco/CPA foram individualmente inseridos em
placas de 24 compartimentos (Kasvi), de tal forma que a superficie pulpar dos discos

de DH e DB ficasse voltada para cima. Entdo, células MDPC-23 dispersas em 20 uL
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de DMEM completo foram semeadas (3x10* células/disco) sobre a superficie pulpar
dos discos. As placas com os conjuntos disco/CPA foram colocadas em incubadora
(Thermo Fisher Scientific), por 30 minutos a 37°C e 5% CO: para permitir a adesao
inicial das células ao substrato. Em seguida, 1 mL de DMEM completo foi adicionado
em cada compartimento, e os conjuntos disco/CPA incubados por 48 horas adicionais
(Figura 5).

Figura 5 - Cultura de células MDPC-23 na superficie pulpar de um disco de dentina

A) Apoés posicionamento do conjunto disco/CPA no compartimento de uma placa de acrilico de 24
compartimentos, o volume total de 20 uL de DMEM completo contendo células MDPC-23, foi aplicado
com pipeta sobre a superficie pulpar do disco de dentina; B) Apds 30 minutos de incubacdo, 1 mL de
DMEM completo foi adicionado em cada compartimento da placa.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Apos este periodo, o DMEM completo foi aspirado e 2 mL de meio de cultura
sem SFB (DMEM-SFB) foi aplicado em cada compartimento da placa. Neste
momento, os conjuntos disco/CPA foram cuidadosamente girados dentro dos
compartimentos das placas, de tal maneira que a superficie oclusal dos discos
permanecesse voltada para cima. Em seguida, 1 mL de DMEM-SFB foi aspirado de

cada compartimento para expor a superficie oclusal dos discos de dentina (Figura 6).
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Figura 6 - Procedimento experimental

A) Ap6s aspirar o DMEM completo do compartimento, € possivel observar a superficie pulpar do disco
de dentina (SP), onde as células MDPC-23 estdo aderidas; B) O volume de 2 mL de DMEM-SFB foi
aplicado no compartimento; C) Ap6s girar o conjunto disco/CPA, a superficie oclusal do disco de dentina
passou a ficar voltada para cima. Consequentemente, a superficie pulpar do disco, com as células
aderidas sobre ela, permaneceu voltada para baixo, simulando a situagdo de um dente vital, onde a
camada odontoblastica reveste internamente a dentina; D) O volume total de 1 mL de DMEM-SFB foi
aspirado, de tal forma que a superficie oclusal (SO) do disco foi exposta para receber os tratamentos
estabelecidos. O DMEM-SFB que ainda permaneceu no compartimento se manteve em contato com a
superficie pulpar do disco para conservar as células metabolicamente viaveis.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Com a superficie oclusal dos discos de dentina expostas, este substrato foi
lavado com 1 mL de PBS 1X e entdo cuidadosamente seco com discos de papel
absorvente esterilizados (J. Prolab). Em seguida, os materiais resinosos em teste
foram preparados de acordo com as recomendacdes de seus fabricantes e
imediatamente aplicados, com auxilio de uma pipeta de alta viscosidade (Microman,
Gilson Corporation, WI, EUA), sobre a superficie oclusal dos discos. Um esquema
representativo do conjunto disco/CPA posicionado no compartimento de uma placa

de acrilico esterilizada de 24 compartimentos esta apresentado na Figura 7.
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Figura 7 - Esquema representativo do conjunto disco/CPA

Material aplicado sobre a
superficie oclusal do disco

Anel de silicone Disco de dentina

Superficie oclusal S R
: n uperficie pulpar
do d'S(.:O de do disco de dentina
dentina

Células cultivadas

sobre a superficie / ] :
pulpar do disco de O ‘ )
dentina

— —

Anel de silicone

Meio de cultura

Observe o disco de dentina adaptado entre dois anéis de silicone na CPA. As células MDPC-23 estao
aderidas na superficie pulpar do disco de dentina (em contato como DMEM-SFB), sendo que o material
resinoso é aplicado sobre a superficie oclusal do mesmo (voltada para cima).

Fonte: Elaboracgéo propria

Os grupos estabelecidos neste estudo laboratorial, bem como os protocolos de
aplicacao deles sobre o substrato dentinario estdo demonstrados na Tabela 3. Como
controle negativo (CN: grupos G1 e G2), néo foi realizado qualquer tratamento sobre
a dentina. Como controle positivo (CP: grupos G3 e G4), foi utilizado o sistema adesivo
Single Bond Universal (3M ESPE, Sumaré, SP, Brasil).
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Tabela 3 - Relagéo entre os grupos estabelecidos neste estudo laboratorial e os tratamentos
realizados na superficie oclusal dos discos de dentina.

Grupos Protocolos de aplicacao
G1(CN) . o .

Semn tratamento/DH A superficie oclusal da dentina foi lavada e aspirada com 1 mL de PBS 1X.
G2 (CN) O excesso de umidade foi removido com discos de papel absorvente (J.

Sem tratamento/DB

Prolab).

G3 (CP)
Single Bond Universal/DH

G4 (CP)
Single Bond Universal/DB

A superficie oclusal da dentina foi lavada e aspirada com 1 mL de PBS 1X.
Gel de acido fosférico 37% (Condac 37, Dentscare Ltda., Joinville, SC,
Brasil) foi aplicado por 15 segundos, lavado e aspirado com 2 mL PBS 1X.
O excesso de umidade foi removido com discos de papel absorvente (J.
Prolab). Uma camada do sistema adesivo (5 yL) foi aplicada ativamente na
dentina por 20 segundos. Um leve jato de ar foi aplicado por 5 segundos e
0 adesivo fotopolimerizado por 10 segundos (Valo, Ultradent Products Inc.,
South Jordan, UT, EUA; irradiancia: 1000 mW cm?).

G5
RelyX Luting 2/DH

G6
RelyX Luting 2/DB

A superficie oclusal da dentina foi lavada e aspirada com 1 mL de PBS 1X.
Discos de papel absorvente (J. Prolab) foram utilizados para remover o
excesso de umidade. O material foi dispensado em bloco de mistura e
aplicado 20 pL sobre superficie oclusal dos discos de dentina e aguardado
5 minutos para a polimerizacdo quimica, conforme recomendacdo do
fabricante.

G7
RelyX U200/DH

G8
RelyX U200/DB

A superficie oclusal da dentina foi lavada e aspirada com 1 mL de PBS 1X.
Discos de papel absorvente (J. Prolab) foram utilizados para remover o
excesso de umidade. O material foi dispensado em bloco de mistura e
aplicado 20 pL sobre superficie oclusal dos discos de dentina e aguardado
6 minutos para a polimerizagcdo quimica, conforme recomendacdo do
fabricante.

G9
RelyX Ultimate/DH

G10
RelyX Ultimate/DB

A superficie oclusal da dentina foi lavada e aspirada com 1 mL de PBS 1X.
Gel de acido fosfdrico 37% (Condac 37, Dentscare Ltda.) aplicado por 15
segundos, lavado e aspirado com 2 mL PBS 1X. O excesso de umidade foi
removido com discos de papel absorvente (J. Prolab). Uma camada do
sistema adesivo Single Bond Universal (5 pL) foi aplicada ativamente na
dentina por 20 segundos. Um leve jato de ar foi aplicado por 5 segundos. O
material foi dispensado em bloco de mistura e aplicado 20 uL sobre
superficie oclusal dos discos de dentina e aguardado 6 minutos para a
polimerizagdo quimica, conforme recomendacdo do fabricante.

CN= controle negativo; CP= controle positivo

Fonte: Elaboragéo propria

Imediatamente apds concluir a aplicagdo dos materiais sobre a superficie
oclusal dos discos, as placas com os conjuntos disco/CPA foram colocadas em
incubadora (Thermo Fisher Scientific) por 24 horas. Apos este periodo, 0os conjuntos
foram cuidadosamente removidos dos compartimentos, girados e entédo
individualmente posicionados em compartimentos de novas placas de acrilico de 24
compartimentos (Kasvi). Com este procedimento, a superficie pulpar dos discos voltou
a ser direcionada para cima, permitindo a analise da viabilidade das células MDPC-
23 (AlamarBlue Assay) que permaneceram aderidas ao substrato dentinario. Detalhes

deste protocolo esta descrito mais adiante (item 4.2.5). Para todos os grupos deste
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estudo, o volume total de 1 mL de DMEM-SFB contendo os componentes dos
materiais dentarios que se difundiram através do disco de dentina, agora denominado
de extrato, foi coletado. Uma aliquota de 100 pL deste extrato foi imediatamente
aplicada sobre as células odontoblastéides MDPC-23 previamente cultivadas (1x10*
células/compartimento) em placas de 96 compartimentos (Kasvi). Apos incubar as
células em contato com os extratos por 24 horas, esses extratos foram aspirados e
um novo DMEM contendo 10% de SFB foi aplicado em cada compartimento. Entéo,
as células foram submetidas aos testes de viabilidade (Live/Dead), bem como adesao
e espalhamento celular (F-actina)'t. Também foi avaliado a influéncia dos extratos
obtidos de cada material sobre a atividade de enzima fosfatase alcalina (Timolftaleina
Monofosfato) e deposicéo de nédulos de mineralizacéo (Alizarin Red)®1, Para isso,
células MDPC-23 semeadas nas placas de 96 compartimentos permaneceram 24
horas em contato com 100 L dos extratos dos materiais testados. Apds este periodo,
os extratos foram aspirados e 200 pL de meio osteogénico, preparado com DMEM
suplementado com 10% de SFB, 0,2 M de acido ascorbico (Sigma-Aldrich) e 5 M de
B-glicerofosfato (Sigma-Aldrich), foi aplicado sobre as células até o momento da
realizacdo das andlises, tal como descrito mais adiante. As substituicdes do meio
osteogénico ocorreram a cada 24 horas. Para melhor compreensao da andlise de
citotoxicidade sobre células odontoblastéides MDPC-23, foi elaborado um fluxograma
referente a sequéncia metodoldgica empregada, o qual estd demonstrado na Figura
8.



Figura 8 - Representacédo esquematica da sequéncia de procedimentos laboratoriais usados para analisar a citotoxicidade
transdentinaria dos materiais dentérios sobre células MDPC-23.
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| 1 1
’\
Disco de dentina adaptado MDPC-23 semeadas Tratamentos aplicados Viabilidade das MDPC-23 Obtencao dos
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(CPA) (n= 60) pulpar dos discos (n=60) dentina (n=6) (alamarBlue) + Morfologia
celular (MEV)
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MDPC-23 semeadas MDPC-23 semeadas MDPC-23 semeadas MDPC-23 semeadas
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Fonte: Elaboracao prépria
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4.2.5 Viabilidade das células MDPC-23 cultivadas sobre dentina (n=6)

Em cada compartimento das placas de acrilico de 24 compartimentos, onde 0s
conjuntos disco/CPA foram posicionados com a superficie pulpar, contendo células
MDPC-23, voltada para cima, foi aplicado a solugédo composta por 900 yL de DMEM—
SFB e 100 pL da solucéo de Alamar Blue (Life Technologies; Grand Island, NY, EUA).
As células foram incubadas em contato com esta solucéao por 4 horas, sendo que apos
esse periodo, 2 aliquotas de 100 uL foram obtidas de cada compartimento e
transferidas para placas de 96 compartimentos para realizacdo da leitura de
fluorescéncia com 540 nm de excitacdo e 590 nm de emisséo (Synergy H1, Biotek,
Winooski, EUA),

4.2.6 Morfologia das células MDPC-23 cultivadas sobre dentina (n=2)

A morfologia das células que se mantiveram aderidas na superficie pulpar dos
discos de DH e DB apés 24 horas da aplicacdo dos materiais em teste foi avaliada.
Para isso, os discos retirados das CPAs foram individualmente colocados em placas
de 24 compartimentos contendo 500 pL de glutaraldeido 2,5% (VETEC Quimica Fina
LTDA, Duque de Caxias, RJ, Brasil). Decorridos 60 minutos deste procedimento de
fixacdo inicial das células, a solucdo de glutaraldeido foi aspirada e os discos
submetidos a 2 lavagens de 5 minutos com 1 mL de PBS 1X. Em seguida, 100 uL da
solucao de tetroxido de 6smio a 1% (Sigma-Aldrich) foi aplicado por 60 minutos sobre
os discos para fazer a pos-fixacdo das células. Entdo, os discos foram novamente
lavados por duas vezes em 1 mL de PBS 1x (5 minutos cada lavagem), seguida por
lavagem com 1 mL agua destilada por 5 minutos adicionais. Imediatamente apdés, as
amostras foram submetidas a desidratacdo quimica realizada por meio de trocas de 1
mL de etanol em concentragdes crescentes: 30 minutos em etanol 30%, 50% e 70%
e 60 minutos em etanol 95% e 100% (2 trocas de 30 minutos). Concluida a
desidratacdo com etanol, 100 pyL da solugdo de 1,1,1,3,3,3,- hexamethyldisilazane
(HMDS, Sigma-Aldrich) foi aplicado por 60 minutos (3 trocas de 20 minutos)*%’. Todos
os procedimentos foram realizados no interior de capela de exaustdo (QUIMIS,
Aparelhos Cientificos LTDA., Q-216-12, Diadema, SP, Brasil). Entdo, os discos com
as células aderidas sobre sua superficie foram fixados com fita de carbono (Koch
Electron Microscopy, Rave Scientific) em stubs metélicos, os quais foram mantidos

por 7 dias em dessecador (Laborquimi Ltda.). Apds esse periodo, procedeu-se a
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metalizacdo dos discos com ouro por 40 segundos (Sistevac), os quais foram
posicionados em microscopio eletrénico de varredura nos aumentos de x500 e x1.000
(JSM7500F, JEOL Ltda.) para andlise da morfologia celular. Para isso, um campo
padronizado da regido central das amostras foi selecionado para obtencdo de

fotomicrografias representativas de cada grupo3197,

4.2.7 Viabilidade das células MDPC-23 expostas aos extratos (Live/Dead, n=4)

Apbs 24 e 72 horas da aplicacao dos extratos obtidos de cada grupo sobre as
células, 100 yL de DMEM-SFB suplementado com 2 uL/mL de Calcein AM e 0,25
pL/mL de Ethidil Homodimero-1 (Live/Dead cell viability/cytotoxicity Kit, Invitrogen, San
Francisco, CA, EUA) foi aplicado por 30 minutos (auséncia de luz) em cada
compartimento. Entdo, 4 campos padronizados da regido central dos compartimentos
das placas foram selecionados para obtencao de fotomicrografias representativas de
cada grupo (células vivas e mortas) em microscopio de fluorescéncia (Leica DM
5500B, Nussloch GmbH, Nussloch, Alemanha) no aumento de x10. As imagens das
células foram submetidas a analise qualitativa, sendo que os dados foram expressos

de forma descritivalll,

4.2.8 Adesao/espalhamento das células MDPC-23 expostas aos extratos (F-
actina, n=4)

Apbs 24 e 72 horas de aplicacdo dos extratos sobre as células MDPC-23
semeadas nas placas de 96 compartimentos, as células foram fixadas com 100 pL de
paraformaldeido 4% (Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda., Diadema, SP, Brasil)
por 15 minutos. Em seguida, as células foram lavadas com 200 yL PBS 1X, e entdo
submetidas a permeabilizacdo de membrana com 50 pyL de 0,1% de Triton X100
(Sigma-Aldrich). Apds realizar nova lavagem com 200 pL de PBS 1X, as células foram
incubadas por 20 minutos com 50 pL sonda fluorescente especifica (F-actina; Life
Technologies) na concentragcdo de 1:20 em BSA 2% (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, EUA) para deteccdo de filamentos de actina. Entdo, as células foram
novamente lavadas com 200 pL PBS 1X, sendo que para verificar a presenca de
células viaveis, foi realizada a marcagéo nuclear utilizando um intercalante de DNA
fluorescente (Hoescht, Invitrogen, San Francisco, CA, EUA). Para tal marcagao, o

reagente de Hoescht (Invitrogen) foi preparado na concentracéo de 1:5000 em PBS
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1X, e 100 pL desta solucao foi aplicado por 15 minutos sobre as células na auséncia
da luz. Entdo, foram selecionados 4 campos padronizados na regido central dos
compartimentos das placas para realizacdo da analise em microscopio de
fluorescéncia (Leica DM 5500B) com magnificacdo de x10. A avaliagdo da adeséo e
espalhamento das células MDPC-23 expostas aos extratos de cada grupo foi
realizada por meio de andlise qualitativa, sendo os dados expressos de forma

descritivalll,

4.2.9 Avaliacdo da expressao fenotipica das células MDPC-23 expostas aos
extratos (n=6)

Para realizacdo desta andlise, células semeadas em placas de 96
compartimentos foram expostas por 24 horas aos extratos obtidos de cada grupo
estabelecido neste estudo. Apds este periodo, os extratos foram aspirados e as
células mantidas em meio osteogénico (MO) por 5 dias (MO substituido a cada 24
horas), até a realizacdo das analises da atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP)

e deposicdo de nodulos de mineralizacéo, tal como descrito a seguir:

- Atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP, n=6): Ap6s manter as células em MO

por 5 dias, a atividade da enzima ALP foi analisada com o uso do protocolo do Kit de
Fosfatase Alcalina — Ensaio de Ponto Final (Labtest Diagnéstico S.A., Lagoa Santa,
MG, Brasil). Para isso, o MO foi aspirado e as células lizadas em temperatura
ambiente por 40 minutos em contato com 100 pL de lauril sulfato de sédio a 0,1%
(Sigma-Aldrich). Apos este periodo, uma aliquota de 10 pL do lisado de células foi
transferida para uma placa de 48 pocos (Kasvi), a qual foi previamente preparada com
10 uL de substrato (timolftaleina monofosfato; 22 mmol/L; reagente n° 1 do Kit) e 100
uL de tampéo (300 mmol/L, pH 10.1; reagente n°® 2 do Kit) e pré-incubada por 15
minutos a 37°C. Apds transferéncia do lisado de células para a placa previamente
preparada e incubada, foi realizada uma nova incubacéo por 15 minutos a 37°C. Em
seguida, 400 uL de reagente de cor (carbonato de sédio 94 mmol/L e hidréxido de
sodio 250 mmol/L; reagente n° 3 do Kit) foi adicionado aos pogos da placa de 48 pocos
(Kasvi), e entdo duas aliquotas de 100 pL de cada amostra foram transferidas para
uma nova placa de 96 compartimentos (Kasvi) para leitura da absorbancia em

espectrofotdbmetro a 590 nm (Synergy H1)6111,
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Para normalizacdo da atividade da enzima ALP, foi realizada a quantificacao
de proteinas totais pelas células, utilizando para isso 0 método de Lowry a partir de
uma curva padrao (0; 32; 64; 96; 128; 160 pug/mL). No primeiro momento, uma aliquota
de 25 uL da mesma amostra do lisado de células foi transferida para a placa de 96
compartimentos (Kasvi), sendo que em seguida 50 uL de solucdo de reagente de
Lowry (Sigma-Aldrich) foi adicionado a placa e mantida em temperatura ambiente por
20 minutos. Apés esse periodo, foi adicionado 25 pL de solucdo de Folin e
Ciocalteau’s Phenol Reagent (Sigma-Aldrich) na concentracdo 1:4 diluido em agua
destilada. Apds 30 minutos, foi realizada a leitura da absorbancia das amostras em
espectrofotometro no comprimento de onda de 655 nm (Synergy H1).

A dosagem de ALP (umol de timolftaleina/mim=U) foi calculada a partir de uma
curva padrao pré-estabelecida com as concentracdes de 0; 1,818; 3,636; 7,272;
14,545; 21,818; 29,09 U/L de ALP (Reagente n° 4; Fosfatase Alcalina; Labest). Os
dados foram normalizados a partir da divisdo do valor da dosagem de ALP pelo valor
obtido da quantificacdo de proteinas totais, sendo expressos em U/ug®l. Entédo, os
valores foram transformados em porcentagem, sendo o grupo controle negativo (G1)
considerado como 100% de atividade de ALPS.

- Deposicao de nédulos de mineralizacao (Alizarin Red, n=6): Inicialmente, as células

odontoblastéides MDPC-23 foram mantidas em cultura com MO pelo periodo de 7
dias. Ap6s este periodo, o MO foi aspirado e as células fixadas com 200 uL de etanol
70% a 4°C por 1 hora. Entdo, as células foram lavadas com 200 uL agua deionizada
e incubadas com 100 uL de solugao de Alizarin Red (40 mM, pH 4,2; Sigma-Aldrich)
por 20 minutos sob agitacdo (TS-2000A VDRL Shaker, Biomixer Biotecnologia,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil)!!!. Apés realizar outras 3 lavagens sequenciais das células
com 200 puL de agua deionizada, 4 campos padronizados da regido central dos
compartimentos foram selecionados, de onde foram obtidas fotomicrografias
(aumento de x10) representativas dos nddulos de mineralizacdo formados em cada
grupo (Olympus BX51TF, Tokio, Japdo). Este protocolo permitiu a analise qualitativa
dos nddulos formados. Em seguida, 100 uL da solucéo de cloreto de cetilpiridineo (10
mM, pH 7.0; Sigma-Aldrich) foi aplicado em cada compartimento da placa, a qual foi

mantida em agitador (TS-2000A VDRL Shaker) por 20 minutos para dissolugéo dos
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nodulos e quantificacdo dos mesmos através da leitura da absorbéncia no

comprimento de onda de 570 nm (Synergy H1)L.

4.3 Citotoxicidade Transdentinaria dos Extratos dos Materiais Utilizados para
Cimentacéo de Pecas Protéticas (HDPCs).

4.3.1 Cultura priméaria de HDPCs

ApoOs aprovacgido do presente projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP (CAAE: 14845019.3.0000.5416
— ANEXO), quatro terceiros molares inclusos ou semi-inclusos integros foram obtidos
de voluntarios de ambos os sexos, com faixa etaria entre 15 e 25 anos, os quais foram
atendidos na Clinica de Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Araraguara/Unesp.
Dentes com cérie, doenca periodontal ou alteracées endodénticas ndao foram incluidos
no estudo. Apés extracdo, os dentes foram acondicionados imediatamente em tubos
falcon (Corning Inc., Corning, NY, EUA) contendo meio de cultura Alpha-Modified
Eagle’s Médium (a-MEM, Gibco — REF 11900-024 10x1 L) suplementado com 100
U/mL penicillina, 100 g/mL estreptomicina e 0,25 pg/mL Fungizone (Gibco)1:113,

Uma canaleta horizontal foi confeccionada 1 mm abaixo da juncdo amelo-
cementaria, utilizando para isso uma ponta diamantada n° 1095 (KG Sorensen, Cotia,
SP, Brasil) montada em motor de alta rotacdo, em ambiente asséptico e sob constante
refrigeracdo. Dentro de uma capela de fluxo laminar vertical (CleanPlus, Veco do
Brasil, Campinas, SP, Brasil), a porcdo coronéaria foi mecanicamente separada da
radicular, expondo o tecido pulpar. Com auxilio de limas endodbnticas n2 10
esterilizadas (Maillefer Instruments, Ballaigues, Suica), o tecido pulpar foi coletado,
picotado com lamina de bisturi n2 15 (Maxicor, Pinhais, PR, Brasil), sendo que os
fragmentos da polpa foram transferidos para garrafas de cultura de 25 cm? (Kasvi)
contendo 5 mL de a-MEM (Gibco) suplementado com 10% de SFB, 100 IU/mL de
penicilina (Gibco), 100 yg/mL de estreptomicina (Gibco), 2 mmol/L de glutamina
(Gibco) e 200 units/mL de colagenase Tipo | (Worthington Biochemical Corporation,
Lakewood, NJ, EUA). Apos incubacgdo por 24 horas, as células pulpares que se
desprenderem dos fragmentos e se aderiram ao fundo dos frascos foram tripsinizadas
(Tripsina 0,25%, Gibco) e subcultivadas em a-MEM suplementado com 10% de SFB.

Células entre a 32 e 72 passagens foram utilizadas na presente etapa do estudo!113,
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A identificacdo de células mesenquimais indiferenciadas (MSCs) na cultura
primaria das HDPCs foi realizada por meio de imunofluorescéncia. Para isto,
laminulas de vidro circulares de 13 mm de diametro (Perfecta), foram esterilizadas e
inseridas em placas de 24 compartimentos (Kasvi), sobre as quais, um total de 1x104
células foram semeadas. Apos 24 horas de incubacéo, as células foram fixadas em
300 pL de paraformaldeido 4% (Labsynth Produtos para Laboratorios Ltda.),
submetidas a duas lavagens com 1 mL PBS 1X e finalmente permeabilizadas com
300 pL de Triton-X 100 a 0,1% (Sigma-Aldrich) por 10 minutos. Apés 3 lavagens com
1 mL de PBS 1X, foi realizado um bloqueio com 300 pL de albumina e 5% de soro
bovino (BSA; Santa Cruz Biotechnology) diluida em PBS 1X por 30 minutos e as
células incubadas com 300 pL de anticorpos primarios (STRO-1, CD146; Santa Cruz
Biotechnology) por 12 horas a 4°C*13, Apés este periodo, as células foram incubadas
com 300 pL de anticorpo secundario conjugado ao FITC (1:100; Santa Cruz
Biotechnology) por 1 hora, seguido de incubacdo com 300 pL de Hoescht (1:5000;
Hoescht, Invitrogen) por 15 minutos, para contra-marcacgdo nuclear'!3, A emisséo de
fluorescéncia foi avaliada em microscopio de fluorescéncia (Leica DM 5500B),
permitindo demonstrar que a cultura celular primaria estabelecida e usada nesta etapa
do estudo (HDPCs), apresentava subpopulacdo de células mesenquimais

indiferenciadas (Figura 9)*3,

Figura 9 - Imagens de imunofluorescéncia da cultura primaria de HDPCs.

Caracterizacédo da presenca de uma subpopulacdo de células tronco mesenquimais indiferenciadas.
Fluorescéncia azul (Hoescht) demonstra o ndcleo celular. Fluorescéncia verde (FITC) demonstra as
células positivas para os marcadores STRO-1 e CD-146 (aumento de 10x).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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4.3.2 Procedimento experimental

Usando a-MEM (Gibco) suplementado com 10% de SFB (Gibco), 1x10* HDPCs
foram semeadas em compartimentos de placas de acrilico esterilizadas de 96
compartimentos (Kasvi) e incubadas por 24 horas. Enquanto isto, 0os materiais em
teste (Tabela 1) foram aplicados sobre a superficie oclusal dos discos de DH e DB
adaptados as CPAs (tal como anteriormente descrito). Apés 24 horas de incubacéo,
os extratos (1 mL) de todos os grupos foram coletados. Uma aliquota de 100 pL destes
extratos foi imediatamente aplicado sobre aquelas HDPCs previamente cultivadas em
placas de 96 compartimentos (Kasvi), as quais foram colocadas em incubadora
(Thermo Fisher Scientific) por 24 horas. Decorrido este periodo, os extratos foram
aspirados e 100 pyL de a-MEM contendo 10% de SFB foi aplicado em cada
compartimento. Entdo, as células foram submetidas aos testes de viabilidade
(AlamarBlue e Live/Dead), bem como adesdo e espalhamento celular (F-actina)'l.
Também foi avaliado a atividade da enzima fosfatase alcalina (Timolftaleina
Monofosfato — ALP) e deposicédo de nédulos de mineralizacéo (Alizarin Red)®1!!, Para
realizar estes dois Ultimos testes, as HDPCs previamente expostas aos extratos foram
tratadas com 200 pL de MO, o qual foi preparado com a-MEM suplementado com 10%
de SFB, 0,2 M de acido ascérbico (Sigma-Aldrich) e 5 M de B-glicerofosfato (Sigma-
Aldrich). Para avaliar a atividade de ALP e formacédo de nédulos de mineralizacéo, as
células permaneceram imersas por 14 e 21 dias em MO, respectivamente, o qual era
trocado a cada 48 horas. Para melhor compreensdo da andlise de citotoxicidade
transdentinaria dos extratos dos materiais utilizados para cimentacdo de pecas
protéticas (HDPCs), foi elaborado um fluxograma referente a sequéncia metodoldgica

empregada, o qual estd demonstrado na Figura 10.



Figura 10 - Representacao esquematica da sequéncia de procedimentos laboratoriais usados para analisar a citotoxicidade
transdentinaria dos extratos obtidos dos materiais dentarios sobre as HDPCs.
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4.3.3 Citotoxicidade dos extratos sobre as HDPCs (AlamarBlue, n=6)

Apoés 24 e 72 horas da aplicacdo dos extratos sobre as HDPCs, essas células
foram submetidas ao teste AlamarBlue para avaliagdo da viabilidade celular.
Inicialmente, em cada compartimento das placas de acrilico de 96 compartimentos
contendo células, foi aplicado uma solugdo composta por 90 uL de a-MEM-SFB e 10
ML da solugdo de Alamar Blue (Life Technologies). As células foram incubadas com
esta solucdo por 4 horas, sendo que apos esse periodo foi realizado a leitura de
fluorescéncia com 540 nm de excitacédo e 590 nm de emisséo (Synergy H1).

4.3.4 Citotoxicidade dos extratos sobre as HDPCs (Live/Dead, n=4)

Protocolo realizado como descrito anteriormente no item 4.2.7.

4.3.5 Adeséo/espalhamento das HDPCs expostas aos extratos (F-actina, n=4)

Protocolo realizado como descrito anteriormente no item 4.2.8.

4.3.6 Expressao fenotipica das HDPCs expostas aos extratos (atividade de ALP
e formacdo de nédulos de mineralizacao, n=6)

Para avaliacdo da expressao fenotipica das HDPCs, as células previamente
semeadas em placas de 96 compartimentos foram expostas por 24 horas aos extratos
obtidos dos materiais em teste, tal como descrito anteriormente. Apds este periodo,
os extratos foram aspirados e as células mantidas em contato com MO, o qual foi
substituido a cada 48 horas, até a realizacdo das analises de atividade de ALP (14

dias) e deposicéo de nédulos de mineralizacdo (21 dias).

- Atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP, n=6): Apds incubar as HDPCs em MO

por 14 dias, a avaliacdo da atividade da enzima ALP foi realizada utilizando o protocolo
do Kit de Fosfatase Alcalina — Ensaio de Ponto Final (Labtest). Para isso, o MO foi
aspirado e as células foram lisadas com 100 pL de lauril sulfato de sédio a 0,1%
(Sigma-Aldrich) em temperatura ambiente durante 40 minutos. Apds este periodo,
uma aliquota de 50 uL do lisado de células foi transferida para uma placa de 48 pocos
(Kasvi), a qual foi previamente preparada com 10 pL de substrato (timolftaleina
monofosfato; 22 mmol/L; reagente n° 1 do Kit) e 100 uL de tampéao (300 mmol/L, pH

10.1; reagente n° 2 do Kit) e pré-incubada por 15 minutos a 37°C. Apos transferéncia
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do lisado de células para a placa previamente preparada, foi realizada uma nova
incubacdo por 15 minutos a 37°C. Em seguida, 400 uL de reagente de cor (carbonato
de sodio 94 mmol/L e hidréxido de sodio 250 mmol/L; reagente n°® 3 do Kit) foi
adicionado as amostras. Entdo, duas aliquotas de 100 uL de cada amostra foram
transferidas para nova placa de 96 compartimentos (Kasvi) para leitura da
absorbancia em espectrofotometro a 590 nm (Synergy H1)6112,

Para normalizacéo da atividade da enzima ALP, foi realizada a quantificacéo
de proteinas totais pelas células utilizando o método de Lowry a partir de uma curva
padrdo (0; 32; 64; 96; 128; 160 pug/mL). Inicialmente, uma aliquota de 25 uL da mesma
amostra do lisado de células foi transferida para uma placa de 96 compartimentos
(Kasvi). Em seguida, 50 uL de solugdo de reagente de Lowry (Sigma-Aldrich) foi
adicionado a placa, a qual foi mantida em temperatura ambiente por 20 minutos. Apdos
esse periodo, foi adicionado 25 uL de solucdo de Folin e Ciocalteau’s Phenol Reagent
(Sigma-Aldrich) na concentracdo 1:4 diluido em agua destilada. Apés 30 minutos, foi
realizada a leitura da absorbancia das amostras em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 655 nm (Synergy H1). A dosagem de ALP (umol de
timolftaleina/mim=U) foi calculada a partir de uma curva padréo pré-estabelecida com
as concentracbes de 0; 0,269; 1,333; 2,666; 4,000; 5,333; 6.666 U/L de ALP
(Reagente n°4; Fosfatase Alcalina; Labest). Os dados foram normalizados a partir da
divisdo do valor da dosagem de ALP pelo valor obtido da quantificacdo de proteinas
totais, sendo expressos em U/ug®12. Ao final, os valores obtidos foram transformados
em porcentagem, sendo o grupo controle negativo (G1) considerado como 100% de
atividade de ALPS.

- Deposicao de nddulos de mineralizacdo (Alizarin Red, n=6): Apods incubar as HDPCs

em MO por 21 dias, foi realizada a avaliacdo da deposicdo de nddulos de

mineralizacao, tal como descrito anteriormente no item 4.2.9.

4.4 Andlise dos Dados

Para determinar se a dentina obtida de dentes bovinos pode ser uma alternativa
adequada para substituir a DH em testes de citotoxicidade transdentinaria, analises
estatisticas comparativas entre os substratos dentinarios para cada material avaliado

foram realizadas. Para isso, incialmente, os dados numéricos foram avaliados quanto
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sua distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk e quanto a homogeneidade de
variancia dos grupos pelo teste de Levene. Diante da normalidade dos dados, estes
foram avaliados pelo teste T student e teste ANOVA a um critério. Para identificag&do
das diferencas entre os grupos, foi utilizado o teste Tukey. Os dados de pH foram
calculados com seus intervalos de confianca de 95%. Todos os testes foram fixados
ao nivel de significancia de 5%. A andlise qualitativa das imagens obtidas em
microscoépio eletrdnico de varredura (MEV) para analise de morfologia celular, bem
como microscopio de fluorescéncia (Live/Dead e adesdo/espalhamento celular) foi
realizada, de tal forma que os dados obtidos foram fornecidos de maneira descritiva.
Para verificar a reprodutibilidade dos dados, dois experimentos independentes foram

realizados para todos os protocolos deste estudo.
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5 RESULTADOS

5.1 Morfologia dos Discos de DH e DB em MEV

Tal como observado na Figura 11, a DB apresentou quantidade de tubulos

dentinarios estatisticamente semelhante a DH (p>0,05).

Figura 11 — Numero de tubulos dentinérios na DH e DB.
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Média e desvio padrdo do nimero de tubulos dentinarios presentes nos discos de DH e DB
por area. (Teste T student, p=0,8299; a=0,05; e n=6).

Fonte: Elaboragé&o prépria.

Tal como demonstrado na Figura 12, o didmetro dos tubulos dentinarios
observados na superficie dos discos de DB foi significativamente maior do que nos
discos de DH (p<0,05).

Figura 12 - Diametro dos tubulos dentinarios na DH e DB.
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Média e desvio padrdo do diametro de tubulos dentinarios observado nos discos de DH e DB.
(Teste T student, p<0,0001; a=0,05; e n=30).

Fonte: Elaboracao propria.
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Tanto a distribuicdo homogénea dos tubulos dentinarios nas amostras de DB e
DH, bem como o diametro destas estruturas que determinam o nivel de

permeabilidade do substrato, podem ser observados na Figura 13.

Figura 13 — Analise da morfologia dos discos de DH e DB.

A) Superficie de uma amostra de DH, onde muitos tubulos dentinarios sdo observados (setas).
MEV, aumento original x1.000. B) Detalhe da &rea delimitada na imagem A. Note o didmetro
dos tubulos dentinarios (setas), os quais estdo homogeneamente presentes em meio a
dentina intertubular (di). MEV, aumento original x5.000. C) Superficie de uma amostra de DB,
onde o numero e a distribuigdo homogénea dos tubulos dentinarios (setas) sdo semelhantes
a imagem A. MEV, aumento original x1.000. D) Tubulos dentinarios (setas) com diametro
maior do que aqueles observados na imagem B estao distribuidos entre a dentina intertubular
(di). MEV, aumento original x5.000.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

5.2 Analise de pH dos Extratos Obtidos dos Materiais Resinosos

Os dados de pH dos extratos obtidos nos diferentes periodos de analise
(imediato, 1 hora e 24 horas) estdo apresentados na Figura 14. No periodo imediato,
0 pH dos extratos obtidos dos cimentos resinosos RelyX Luting 2 e RelyX Ultimate foi

de 6,2 e 7,8, respectivamente, sendo que estes valores foram estatisticamente
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diferentes do grupo controle (pH=8,4; p<0,05). No periodo de 1 hora, os valores de
pH dos materiais resinosos Single Bond Universal; RelyX U200; RelyX Ultimate; e
RelyX Luting 2 foram de 7,8; 8,1; 7,6; e 5,8, respectivamente. Nesse periodo de
andlise, todos os extratos apresentaram pH inferior ao grupo controle (pH=8,5;
p<0,05). No periodo de 24 horas, apenas o CIVMR RelyX Luting 2 exibiu reducédo no
valor de pH (5,7) em comparacdo aos extratos dos demais materiais, 0s quais

permaneceram basicos (pH acima de 8,0).

Figura 14 — Andlise de pH dos extratos
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}

Gréfico de linhas representativo da alteracdo de pH dos extratos obtidos dos materiais
resinosos. Pontos representam valores médios de pH nos determinados momentos e barras
de erro indicam intervalos de confianca (IC 95%).

Fonte: Elaboragéo prépria.
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5.3 Citotoxicidade Transdentinaria de Materiais Utilizados para Cimentacao de
Pecas Protéticas (MDPC-23).

5.3.1 Morfologia das células cultivadas sobre dentina (MEV; n=2)

Grande quantidade de células odontoblastoides MDPC-23 aderidas na
superficie pulpar dos discos de DH e DB foi observado nos grupos controle G1 e G2,
onde nenhum material foi aplicado sobre a superficie oclusal das amostras montados
nas CPAs (Figura 15). Os substratos obtidos dos dentes humanos e bovinos estavam
recobertos por células com amplo citoplasma, do qual se originavam muitos
prolongamentos finos e curtos (Figura 15). Estas caracteristicas determinaram que o
espalhamento das células MDPC-23 sobre o substrato dentinario foi homogéneo tanto
para a DH quanto para a DB.

Figura 15 - Fotomicrografias representativas dos grupos G1 e G2

A{ RANIECT RE o T Ogreer C )

A) Superficie pulpar de um disco de DH, onde numerosas células recobrem praticamente todo
substrato. MEV, aumento original x500. B) Detalhe da area demarcada na imagem A. Note
gque as células MDPC-23 exibem amplo citoplasma, do qual surgem numerosos
prolongamentos curtos. A seta demonstra células em fase final de mitose. MEV aumento
original x1.000. C) Superficie pulpar de um disco de DB, onde numerosas células recobrem
praticamente todo substrato dentinario. MEV, aumento original x500. D) Detalhe da area
demarcada na imagem C. Note que as células MDPC-23 exibem amplo citoplasma, do qual
surgem numerosos prolongamentos curtos. A seta demonstra células em fase precoce de
mitose. MEV, aumento original x1.000.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Nos grupos controle positivos G3 e G4, onde a superficie oclusal dos discos de
DH e DB, respectivamente, foi tratada com o sistema adesivo Single Bond Universal,
intensa reducgdo na quantidade de células que permaneceram aderidas ao substrato
foi observado. Desta forma, amplas areas de dentina com restos de células mortas
gue se deslocaram do substrato, foram observadas (Figura 16). As poucas células
MDPC-23 que ainda se mantiveram sobre a dentina exibiam contracdo de
citoesqueleto, o que ocasionou reducdo de tamanho em comparacdo aos Seus
respectivos controles (G1 e G2). A membrana citoplasmatica das células praticamente
nao emite prolongamentos (Figura 16 B/D), tal como observado nas células dos
grupos controle. Apesar das extensas areas de DH e DB expostas, as imagens obtidas
em MEV demonstraram que as células haviam se espalhado homogeneamente em

ambos os substratos.

Figura 16 - Fotomicrografias representativas dos grupos G3 e G4

A) Superficie pulpar de um disco de DH, onde poucas células permaneceram aderidas ao
substrato. MEV, aumento original x500. B) Detalhe da area demarcada na imagem A, onde
células MDPC-23 exibem citoplasma contraido e praticamente sem prolongamentos. As setas
demonstram restos de células mortas sobre a dentina. MEV, aumento original x1.000. C)
Superficie pulpar de um disco de DB, onde reduzido niumero de células permaneceram
aderidas ao substrato. MEV, aumento original x500. D) Detalhe da area demarcada na
imagem C. Note que as varias células que permaneceram aderidas ao substrato exibem grave
ruptura da membrana citoplasmatica (setas). MEV, aumento original x1.000.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.



60

Nos grupos G5 e G6, onde o cimento RelyX Luting 2 foi aplicado nos discos de
DH e DB, respectivamente, foi possivel observar reducao drastica na quantidade de
células odontoblastéides MDPC-23 que permaneceram aderidas ao substrato.
Fragmentos do citoplasma de células mortas revestiam grande parte da dentina,
demonstrando que apoés realizar o cultivo, as células se espalharam pela superficie
pulpar dos discos de DH e DB. Porém, apés a aplicacdo do cimento RelyX Luting 2
na superficie oclusal das amostras, o efeito toxico transdentinario foi intenso,

caracterizado por ampla lesdo celular irreversivel (Figura 17).

Figura 17 - Fotomicrografias representativas dos grupos G5 e G6

A) Superficie pulpar de um disco de DH, onde apenas algumas poucas células permaneceram
aderidas ao substrato. MEV, aumento original x500. B) Detalhe da area demarcada na
imagem A. Note a presenca de uma célula MDPC-23 contraida e com morfologia
arredondada, a qual nao emite prolongamentos (seta). Ampla area de dentina foi recoberta
por restos de células mortas que se destacaram do substrato. MEV, aumento original x1.000.
C) Superficie pulpar de um disco de DB, onde poucas células permaneceram aderidas ao
substrato dentinario. MEV, aumento original x500. D) Detalhe da area demarcada na imagem
C. Note que poucas células MDPC-23 com morfologia arredondada, citoplasma liso e sem
prolongamentos (setas), permaneceram sobre a superficie pulpar do disco. MEV, aumento
original x1.000.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Nos grupos G7 e G8, onde o cimento RelyX U200 foi aplicado sobre a superficie
oclusal dos discos de DH e DB, respectivamente, foi observado que uma elevada
quantidade de células MDPC-23 permaneceu aderidas na superficie pulpar das
amostras (Figura 18). Estas células ndo exibiam importante alteracdo morfolégica
guando comparadas aos seus respectivos grupos controles G1 e G2. O padréo de
adeséao e espalhamento das células sobre o substrato dentinario foi semelhante para
os discos de DH e DB.

Figura 18 - Fotomicrografias representativas dos grupos G7 e G8

A) Superficie pulpar de um disco de DH, onde numerosas células recobrem praticamente todo
substrato. MEV, aumento original x500. B) Detalhe da area demarcada na imagem A. Note
gque as células MDPC-23 exibem amplo citoplasma, do qual surgem numerosos
prolongamentos curtos. A seta demonstra células em fase final de mitose. MEV, aumento
original x1.000. C) Superficie pulpar de um disco de DB, onde numerosas células recobrem
praticamente todo substrato. MEV, aumento original x500. D) Detalhe da area demarcada na
imagem C. Note que as células MDPC-23 exibem amplo citoplasma, do qual surgem
numerosos prolongamentos curtos. A seta demonstra células em fase precoce de mitose.
MEV, aumento original x1.000.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Apbs aplicagédo do cimento RelyX Ultimate sobre os discos de DH e DB (G9 e
G10, respectivamente), uma menor quantidade de células odontoblastéides MDPC-

23 permaneceram aderidas ao substrato em comparacdo aos controles G1 e G2
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(Figura 19). Células contraidas e com morfologia arredondada foram observadas
sobre a dentina em ambos 0s grupos. Apesar de grande parte das células aderidas
ao substrato ainda apresentarem citoplasma evidente e prolongamentos curtos
originados de sua superficie, estas células pareciam estar dispersas na DB, enquanto

que para a DH elas estavam organizadas em nodulos epitelidides.

Figura 19 - Fotomicrografias representativas dos grupos G9 e G10

A) Superficie pulpar de um disco de DH, onde muitas células organizadas em nodulos
epiteidides recobrem grande parte do substrato. MEV, aumento original x500. B) Detalhe da
area demarcada na imagem A. Muitas células MDPC-23 organizadas em nddulos (setas)
exibem amplo citoplasma, do qual surgem alguns prolongamentos curtos; todavia, areas da
dentina exposta determinam que parte das células semeadas na superficie foram letalmente
agredidas apos aplicagédo do cimento e assim se desprenderam do substrato. MEV, aumento
original x1.000. C) Superficie pulpar de um disco de DB, onde numerosas células
permaneceram aderidas ao substrato. MEV, aumento original x500. D) Detalhe da area
demarcada na imagem C. Note que as células MDPC-23, as quais estdo espalhadas sobre a
dentina, exibem amplo citoplasma, do qual surgem numerosos prolongamentos curtos. MEV,
aumento original x1.000.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

5.3.2 Viabilidade das células MDPC-23 sobre dentina (AlamarBlue; n=6)

Os dados de viabilidade celular estdo apresentados na Figura 20. Reducao

significativa da viabilidade celular ocorreu nos grupos controles positivos (G3 e G4),
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onde o sistema adesivo Single Bond Universal foi aplicado sobre DH e DB, bem como
nos grupos do cimento RelyX Luting 2 (G5 e G6), em comparacdo aos Seus
respectivos controles negativos (G1 e G2; p<0,05). A aplicagdo do cimento RelyX
Ultimate sobre a superficie oclusal dos discos de dentina (G9 e G10) reduziu
significativamente a viabilidade celular apenas para a DB (G10) quando comparado
ao seu respectivo controle negativo (G2; p<0,05). De maneira geral, ao comparar 0s
demais materiais resinosos individualmente aplicados sobre DH e DB, néo foi

identificado diferenca significativa entre a origem do substrato (p>0,05).

Figura 20 — Analise da viabilidade celular
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Média e desvio padréo dos valores de viabilidade das células odontoblastoides MDPC-23 pelo

ensaio de AlamarBlue. Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (ANOVA/Tukey,
a=0,05; e n=6).

Fonte: Elaboracao prépria.

5.3.3 Viabilidade das células MDPC-23 expostas aos extratos (Live/Dead; n=4)

Em ambos os periodos de analise (24 e 72 horas), reducdo na quantidade de
células vivas (verde) e maior numero de células mortas (vermelho) foi observado
guando os extratos do sistema adesivo Single Bond Universal (G3 e G4) e dos
cimentos RelyX Luting 2 (G5 e G6) e RelyX Ultimate (G9 e G10) foram obtidos de
discos de DH e DB (Figura 21). Maior quantidade de células vivas estava presente
nos grupos controle G1 e G2 e quando o cimento RelyX U200 (G7 e G8) foi usado,
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tanto para DH quanto em DB. Nesses grupos, maior quantidade de células vivas foi

observada no periodo de 72 horas em comparacao a 24 horas (Figura 21).

Figura 21 — Andlise de Live/Dead

24 horas 72 horas
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Gl e G2 — DH e DB sem tratamento, respectivamente; G3 e G4 — DH e DB tratadas com o
sistema adesivo Single Bond Universal, respectivamente; G5 e G6 — DH e DB tratadas com o
cimento RelyX Luting 2, respectivamente; G7 e G8 — DH e DB tratadas com o cimento RelyX
U200, respectivamente; G9 e G10 — DH e DB tratadas com o cimento RelyX Ultimate,
respectivamente. As células MDPC-23 que se mantiveram vivas ap0s serem expostas aos
extratos estdo coradas em verde, sendo que as células mortas estdo evidenciadas em

vermelho (aumento original x10).
Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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5.3.4 Adeséao/espalhamento das células MDPC-23 expostas aos extratos (F-
actina; n=4)

Os resultados de adesdo e espalhamento celular das células MDPC-23
expostas aos extratos obtidos dos materiais em teste estdo demonstrados na Figura
22. Reduzida quantidade de células ocorreu nos grupos onde foram aplicados o
sistema adesivo Single Bond Universal (G3 e G4) e os cimentos RelyX Luting 2 (G5 e
G6) e RelyX Ultimate (G9 e G10) nos discos de DH e DB, sendo esta reducdo mais
evidente no periodo de 72 horas. Nos grupos G9 e G10 (RelyX Ultimate), um maior
namero de células permaneceu aderido ao substrato no periodo de 24 horas em
comparacao a G3, G4, G5 e G6. Os grupos controles G1 e G2, bem como aqueles
onde o cimento RelyX U200 (G7 e G8) foi usado, exibiram maior quantidade de células
aderidas em ambos os periodos de analise. De maneira geral, a avaliacdo individual
de cada material aplicado sobre DH e DB, permitiu determinar que o padrdo de adeséo
e espalhamento das células expostas aos extratos foi semelhante, independente da
origem do substrato.
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Figura 22 — Andlise de adeséao e espalhamento celular
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Gl e G2 — DH e DB sem tratamento, respectivamente; G3 e G4 — DH e DB tratadas com o
sistema adesivo Single Bond Universal, respectivamente; G5 e G6 — DH e DB tratadas com o
cimento RelyX Luting 2, respectivamente; G7 e G8 — DH e DB tratadas com o cimento RelyX
U200, respectivamente; G9 e G10 — DH e DB tratadas com o cimento RelyX Ultimate,
respectivamente. O nucleo e o citoesqueleto das células MDPC-23 estdo evidenciados em
azul e vermelho, respectivamente (aumento original x10).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

5.3.5 Expressao fenotipica das células MDPC-23 expostas aos extratos (n=6)

- Atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP): Os dados de atividade de ALP estao

demonstrados na Figura 23. Apenas os grupos onde o cimento RelyX U200 foi usado
(G7 e G8) apresentaram valores da atividade de ALP similar aos seus respectivos

controles (G1 e G2), independente da origem do substrato dentinario onde o cimento
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foi aplicado (p>0,05). Reducéo da atividade de ALP foi observado quando a DH e DB
receberam a aplicacdo do sistema adesivo Single Bond Universal (G3 e G4) e dos
cimentos RelyX Luting 2 (G5 e G6) e RelyX Ultimate (G9 e G10), quando comparados
aos seus respectivos controles (G1 e G2; p<0,05). De maneira geral, ndo foi
determinado diferenca significativa na atividade de ALP pelas células MDPC-23

guando um mesmo material foi aplicado sobre a DH e DB (p>0,05).

Figura 23 — Atividade de ALP
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Média e desvio padrdo dos valores de atividade da enzima ALP pelas células odontoblastoides
MDPC-23. Letras iguais nao diferem estatisticamente entre si (ANOVA/Tukey, a=0,05; n=6).

Fonte: Elaboragéo prépria.

- Deposicado de nodulos de mineralizacdo (NM): Os valores, em porcentagem, da

deposicdo de NM pelas células MDPC-23 expostas aos extratos de cada grupo
estabelecido neste estudo, estdo demonstrados na Figura 24. Reducgao significativa
na deposicéo de NM ocorreu nos grupos onde foram usados o agente adesivo Single
Bond Universal (G3 e G4) e os cimentos RelyX Luting 2 (G5 e G6) e RelyX Ultimate
(G9 e G10), independe da origem dos discos de dentina sobre os quais 0os materiais
foram aplicados (p<0,05). Apenas os grupos onde o cimento RelyX U200 foi usado
(G7 e G8), apresentaram valor de absorbancia referente a deposicdo de NM

semelhante aos seus respectivos controles (G1 e G2; p>0,05).
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Figura 24 — Nédulos de mineralizacéo
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Média e desvio padrdo dos valores de absorbéancia relativos a deposicao de nddulos de
mineralizagdo pelas células odontoblastéides MDPC-23. Letras iguais ndo diferem
estatisticamente entre si (ANOVA/Tukey, a=0,05; n=6).

Fonte: Elaboragéo proépria.

As imagens obtidas por microscopia de luz dos NM aderidos ao substrato estao
apresentadas na Figura 25. De maneira geral, ndo foi observado diferenca no padrao
de formacdo dos NM pelas células MDPC-23 expostas aos extratos de um mesmo
material, quando discos de DH e DB foram usados como barreiras permeaveis.
Entretanto, foi possivel determinar que o padrdo e a quantidade de NM formados
foram influenciados pelo tipo de material resinoso avaliado neste estudo. Apenas as
células expostas aos extratos obtidos do cimento RelyX U200 (G7 e G8) apresentaram

deposicdo de NM semelhante aos seus respectivos controles (G1 e G2).
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Figura 25 - Imagens de deposicao de NM pelas células MDPC-23

Nenhum tratamento na DH (G1) e DB (G2); aplicagdo do sistema adesivo Single Bond
Universal ha DH (G3) e DB (G4); aplicacao do cimento RelyX Luting 2 na DH (G5) e DB (G6);
aplicacdo do cimento RelyX U200 na DH (G7) e DB (G8); e aplicacdo do cimento RelyX
Ultimate na DH (G9) e DB (G10). Os nodulos de mineralizagéo formados pelas células MDPC-
23 estéo evidenciados em vermelho (setas) nas imagens (aumento original x10).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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5.4 Citotoxicidade Transdentinaria dos Extratos dos Materiais Utilizados para
Cimentacao de Pecas Protéticas (HDPCs).

5.4.1 Citotoxicidade dos extratos sobre as HDPCs (AlamarBlue; n=6)

Os dados de citotoxicidade foram definidos com base na porcentagem de
viabilidade das células expostas aos extratos obtidos para cada grupo estabelecido
no presente estudo (Figura 26). No periodo de 24 horas, ocorreu reducdo da
viabilidade celular nos grupos onde o cimento RelyX Luting 2 foi aplicado sobre os
discos de DH e DB (G5 e G6), em comparag¢ao aos respectivos controles negativos
(G1 e G2; p<0,05). Nao houve diferenca significativa entre os grupos onde o sistema
adesivo Single Bond Universal (G3 e G4) e os cimentos RelyX U200 (G7 e G8) e
RelyX Ultimate (G9 e G10) foram usados, quando comparados aos grupos controles
negativos (G1 e G2; p>0,05). No periodo de 72 horas, os grupos G5 e G6
apresentaram menor viabilidade celular quando comparados ao periodo anterior.
Aumento da viabilidade celular ocorreu nos grupos G1, G2, G7, G8, G9 e G10, sendo
que os grupos G3 e G4 ndo mostraram diferenca quando ambos os periodos foram
comparados (p<05). A analise comparativa de cada material aplicado sobre DH e DB,
demonstrou que a origem dos substratos e os periodos de 24 e 72 horas nédo

influenciaram os efeitos citotoxicos (p>0,05).
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Figura 26 - Viabilidade das HDPCs
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Média e desvio padrao dos valores (%) de viabilidade celular (n=6; ANOVA two-way/Tukey;
a=0,05). Diferentes letras minusculas demonstram diferenca significante entre os grupos
dentro de cada periodo de andlise. Diferentes letras maiusculas indicam diferenca significante
entre os periodos de analise para cada grupo.

Fonte: Elaboracao prépria.

5.4.2 Viabilidade das HDPCs expostas aos extratos (Live/Dead; n=4)

Em ambos os periodos de analise (24 e 72 horas), reducdo na quantidade de
células vivas (verde) e maior quantidade de células mortas (vermelho) foi observado
guando o cimento RelyX Luting 2 foi aplicado sobre os discos de DH e DB (G5 e G6).
Maior quantidade de células vivas estava presente nos grupos G1 e G2 e quando 0s
extratos obtidos do sistema adesivo Single Bond Universal (G3 e G4) e dos cimentos
RelyX U200 (G7 e G8) e RelyX Ultimate (G9 e G10) foram aplicados sobre DH e DB.
Nos grupos G1, G2, G7 e G8 foi observado maior quantidade de células vivas no
periodo de 72 horas em comparagdo ao periodo de 24 horas. Esses dados de

viabilidade celular estdo apresentados na Figura 27.
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Figura 27 — Imagens de Live/Dead
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Gl e G2 - DH e DB sem tratamento, respectivamente; G3 e G4 — DH e DB tratadas com o
sistema adesivo Single Bond Universal, respectivamente; G5 e G6 — DH e DB tratadas com o
cimento RelyX Luting 2, respectivamente; G7 e G8 — DH e DB tratadas com o cimento RelyX
U200, respectivamente; G9 e G10 — DH e DB tratadas com o cimento RelyX Ultimate,
respectivamente. As HDPCs que se mantiveram vivas ap0s serem expostas aos extratos
estdo coradas em verde, sendo que as células mortas estdo evidenciadas em vermelho
(aumento original x10).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

5.4.3 Adesao/espalhamento das HDPCs expostas aos extratos (F-actina; n=4)

Os resultados de adesédo e espalhamento das HDPCs cultivadas sobre os
substratos e expostas aos extratos obtidos para todos 0s grupos estdo demonstrados

na Figura 28. Reducdo na quantidade de células aderidas ocorreu nos grupos G5 e
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G6, onde o cimento RelyX Luting 2 foi aplicado sobre os discos de DH e DB,
respectivamente, sendo este achado mais evidente no periodo de 72 horas. Os grupos
G1 e G2 (CN) foram aqueles que apresentaram o maior numero de HDPCs sobre 0
substrato em ambos os periodos de analise. Discreta reducdo na quantidade de
HDPCs ocorreu nos grupos G3, G4, G7, G8, G9 e G10, os quais exibiram
semelhancas quanto ao espalhamento das células sobre os substratos nos periodos
de 24 e 72 horas. A analise individual de cada material aplicado sobre os discos de
DH e DB, permitiu determinar que o padrdo de adesao e espalhamento das células

expostas aos extratos foi semelhante, independente da origem do substrato.
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Figura 28 - Andlise de adesao e espalhamento das células HDPCs
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Gl e G2 — DH e DB sem tratamento, respectivamente; G3 e G4 — DH e DB tratadas com o
sistema adesivo Single Bond Universal, respectivamente; G5 e G6 — DH e DB tratadas com o
cimento RelyX Luting 2, respectivamente; G7 e G8 — DH e DB tratadas com o cimento RelyX
U200, respectivamente; G9 e G10 — DH e DB tratadas com o cimento RelyX Ultimate,
respectivamente. O nucleo e o citoesqueleto das células HDPCs estéo evidenciados em azul
e vermelho, respectivamente (aumento original x10).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

5.4.4 Expressao fenotipica das HDPCs expostas aos extratos (n=6)

- Atividade de fosfatase alcalina (ALP): Menor atividade de ALP foi observada quando

os discos de DH e DB receberam aplicacéo do adesivo Single Bond Universal (G3 e
G4), cimentos RelyX Luting 2 (G5 e G6), RelyX U200 (G7 e G8) e RelyX Ultimate (G9

e G10), em comparagao aos respectivos grupos controle (G1 e G2; p<0,05). Nos
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grupos G7 e G8, onde o cimento RelyX U200 foi aplicado sobre DH e DB,
respectivamente, a atividade da enzima ALP foi menor quando o substrato bovino (G8)

foi usado (p<0,05). Os dados de atividade de ALP estéo apresentados na Figura 29.

Figura 29 — Atividade de ALP

ALP (%)

Grupos
Média e desvio padrao dos valores de atividade da enzima ALP pelas células HDPCs. Letras

iguais nao diferem estatisticamente entre si (ANOVA/Tukey, a=0,05; n=6).
Fonte: Elaboracao prépria.

- Deposicdo de nodulos de mineralizacdo (NM): Significativa queda na deposicao de

NM ocorreu para ambos os substratos (DH e DB) quando estes receberam a aplicacao
do cimento RelyX Luting 2 (G5 e G6;) se comparados aos demais grupos (p<0,05).
Os grupos onde foram usados o sistema adesivo Single Bond Universal (G3 e G4) e
os cimentos RelyX U200 (G7 e G8) e RelyX Ultimate (G9 e G10) nao foram diferentes
de seus respectivos controles (G1 e G2; p>0,05). Ndo foi observada diferenca
estatistica quando um mesmo material foi aplicado sobre os diferentes substratos
(p>0,05). Os dados de NM, os quais estdo demonstrados na Figura 30, foram
corroborados pelas imagens obtidas das células submetidas ao ensaio de Alizarin Red
(Figura 31).
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Figura 30 — Nédulos de mineralizacéo
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Média e desvio padrdo dos valores de absorbéncia relativos & deposi¢cdo de nodulos de
mineralizagdo pelas células HDPCs. Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si
(ANOVA/Tukey, a=0,05; n=6).

Fonte: Elaboragéo proépria.

As imagens obtidas por microscopia de luz dos NM depositados pelas HDPCs
e que permaneceram aderidos ao substrato estdo apresentadas na Figura 31. De
maneira geral, ndo foi observado diferenca no padrdo de formacdo dos NM pelas
células expostas aos extratos de um mesmo material, independente da origem dos
discos de dentina. Entretanto, foi possivel determinar que o padréo de distribuicdo dos
NM formados foram influenciados pelo tipo de material resinoso avaliado neste
estudo. Apenas as células expostas aos extratos obtidos do cimento RelyX Luting 2
(G5 e G6) ndo apresentaram deposicdo de NM semelhante aos seus respectivos

grupos controle (G1 e G2).
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Figura 31 - Deposicédo de NM pelas HDPCs

Nenhum tratamento na DH (G1) e DB (G2); aplicacdo do sistema adesivo Single Bond
Universal na DH (G3) e DB (G4); aplicagéo do cimento RelyX Luting 2 na DH (G5) e DB (G6);
aplicacdo do cimento RelyX U200 na DH (G7) e DB (G8); e aplicacdo do cimento RelyX
Ultimate na DH (G9) e DB (G10). Os nédulos de mineralizacdo formados pelas HDPCs e que
aparecem dispersos pelo substrato, estdo evidenciados por setas nas imagens
representativas de todos os grupos (aumento original x10).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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6 DISCUSSAO

Os protocolos laboratoriais empregados neste estudo tém sido amplamente
usados para mimetizar, in vitro, situacdes clinicas pontuais'!?13%40. Na presente
investigacdo, foi tentado simular uma situacéo clinica desafiadora para as células
pulpares, uma vez que 0s materiais dentarios (cimentos resinosos e sistema adesivo)
foram aplicados na superficie oclusal de discos de DH e DB com apenas 0,4 mm de
espessura®®’4, Entretanto, a validacédo da possibilidade de substituir dentina humana
por bovina ainda ndo havia sido realizada para testes de citotoxicidade
transdentinaria, sendo esse, entdo, um dos principais objetivos dessa pesquisa.

Dentro deste contexto metodoldgico, a possibilidade de difusdo transdentinaria
de componentes liberados de materiais dentarios se torna evidente, e desta maneira
seus efeitos tdxicos sobre células da polpa podem ser avaliados e comparados?1:3940,
Consequentemente, esse protocolo de desafio bioldgico maximo também foi usado
no presente estudo para avaliar 0s possiveis efeitos citotoxicos de diferentes materiais
resinosos usados na pratica clinica para cimentacéao de restauracées indiretas e pecas
protéticas. Este segundo objetivo principal da presente investigacdo pode ajudar a
definir, guardando os devidos limites, quais dos materiais testados podem ser mais
seguros, em termos de compatibilidade indireta com células pulpares, para aplicacao
sobre dentina profunda.

Levando em consideracdo a origem dos substratos dentinarios usados neste
estudo, é importante ressaltar que a substituicdo da DH por DB em estudos de
citotoxicidade indireta in vitro requer testes comparativos precisos, 0s quais devem
direcionar a seguranca de aplicacdo clinica de materiais dentarios e novos
procedimentos®”112, Teruel et al.1” (2015) demonstraram que as semelhancas entre
substratos séo os principais fatores levados em consideragédo ao analisar 0s possiveis
substitutos para dentes humanos em estudos laboratoriais. Assim, quanto maior a
similaridade entre os substratos, mais valiosos e significativos serdo os resultados
obtidos para a area do conhecimento®. Porém, Laurance-Young et al.''4 (2011)
relataram que mesmo que 0s substratos apresentem caracteristicas morfolégicas e
composicdo fisico-quimica semelhantes, os resultados obtidos podem diferir,

dependendo do tipo de material testado e do teste empregado.
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Alguns pesquisadores ja relataram similaridades entre DH e DB quanto aos
aspectos morfolégicos referentes ao diametro e quantidade de tubulos dentinarios por
area (mm?)1>16, Todavia, foi demonstrado no presente estudo que o diametro dos
tubulos dentinrios da DB é maior do que da DH (Figura 12 e 13). Esta variacédo
morfolégica em comparacéo aos estudos anteriores pode ser devido as diferencas de
metodologia usadas pelos pesquisadores, especialmente com relacdo a profundidade
da dentina e regido do dente onde as amostras foram obtidas. Schilke et al.'> (2000)
compararam o numero e didmetro dos tdbulos dentinarios em incisivos centrais
bovinos, molares deciduos humanos e terceiros molares humanos. Para isso, coroas
e raizes dos dentes bovinos foram cortadas no sentido mesio-distal e as metades
linguais das coroas descartadas. Entao, a superficie vestibular da dentina foi polida
em baixa velocidade com lixas de carboneto de silicio até que a concavidade pulpar
fosse completamente apagada. Segundo o0s autores, esses procedimentos garantiram
gue o aspecto pulpar representasse uma dentina profunda ou interna. Ja no presente
estudo, amostras de DB foram obtidas a partir de discos de esmalte e dentina do tergo
médio da face vestibular dos incisivos bovinos, seguida da remocédo do esmalte por
meio de uma cortadeira metalografical®®. Os discos de DH foram obtidos da superficie
oclusal de terceiros molares humanos®3°. Além disso, a permeabilidade dos discos de
DH e DB foi padronizada no presente estudo, de modo que ndo houvesse diferenca
estatistica entre os diferentes substratos, bem como entre os grupos, minimizando o0s
possiveis efeitos causados pela diferenca no diametro dos tiibulos dentinarios®.

Ja foi relatado que dentes bovinos apresentam menor quantidade de dentina
intertubular e maior quantidade de dentina peritubular em comparacéo com a DH8115,
Além disso, ja foram descritas semelhancas quanto a composicao quimica em relacao
ao teor de calcio, fésforo, carbono e nitrogénio (% em peso)'”18. Soares e Santo'®
(2015) encontraram uma espessura aumentada de dentina peritubular na DB quando
comparada a DH, o que poderia interferir em protocolos de condicionamento acido,
uma vez que este procedimento causa desmineralizagdo da dentina peritubular e o
consequente aumento no diametro dos tlbulos dentinarios’3116.117 Soares e Santo'®
(2015) também mostraram que a DH e DB sdo quimicamente semelhantes tanto antes
guanto apoOs serem tratadas com sistemas adesivos. Dessa forma, os autores

concluiram que as possiveis diferengas morfoloégicas entre estes substratos
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permeaveis obtidos de dentes humanos e bovinos parecem n&o interferir nos
resultados obtidos em testes de adesdo de materiais dentarios a dentina.

Quanto a citotoxicidade dos materiais dentarios, sabe-se que os diferentes
componentes de produtos resinosos, incluindo mondémeros ndo convertidos em
polimeros, podem se difundir através dos tubulos dentinarios e atingir a polpa,
causando efeitos biolégicos adversos nesse tecido3*1!8, Esta difusdo de monémeros
livres ndo reagidos depende de alguns fatores, tais como o tamanho da molécula, sua
composi¢cdo quimica e grau de hidrofilia, além de fatores diretamente relacionados
com o substrato dentario onde os materiais sdo aplicados, como a permeabilidade e
espessura da dentina remanescente3+3%7478.79 34 foi demonstrado que o diametro e
a guantidade de tGbulos por area (mm?) de dentina aumentam de acordo com a
proximidade da polpa''®'2, O nimero de tubulos dentinarios presentes na dentina
superficial varia entre 10.000 e 25.000/mmz2, sendo que nesta regido eles exibem
diametro de aproximadamente 1,0 um. J& na dentina profunda, a quantidade de
tubulos varia entre 65.000 e 75.000/mmz2, com diametro de aproximadamente 2,5-3,0
umie120 - Assim, muito cuidado deve ser tomado quando da realizacdo de
procedimentos clinicos sobre dentina profunda de dentes vitais®. Isto porque a grande
guantidade e diametro dos tubulos no local faz com que este substrato apresente
elevada umidade e permeabilidade, fatores estes que interferem negativamente nas
propriedades dos materiais resinosos e favorecem a difusdo de componentes téxicos
para a polpa37:34118,120,

A histomorfologia do complexo dentina-polpa demonstra que um tipo de célula
pulpar especializada, chamada de odontoblasto, se organiza em monocamada para
revestir internamente a dentina coronaria e radicular’?l. Desta maneira, 0s
odontoblastos sdo as primeiras células da polpa a entrar em contato com
componentes dos materiais odontolégicos capazes de se difundir pela dentina3>’.
Como demonstrado em estudos prévios?140 a reproducdo desta condicdo in vivo
também foi alcancada no presente estudo, onde barreiras (discos) de dentina foram
adaptadas em camaras pulpares artificiais (CPAs). Este modelo de pesquisa permite
cultivar células com fendtipo de odontoblasto diretamente na superficie pulpar de
discos de dentina, onde elas se aderem e se proliferam para formar uma monocamada

celular semelhante aquela observada em dentes vitais de vertebrados?”.
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Os resultados do presente estudo demonstraram que a viabilidade das células
odontoblastéides MDPC-23 cultivadas na superficie pulpar dos discos de dentina,
reduziu significativamente quando o sistema adesivo Single Bond Universal (G3 e G4),
bem como os cimentos RelyX Luting 2 (G5 e G6) e RelyX Ultimate (G9 e G10) foram
aplicados na superficie oclusal dos referidos discos, independentemente da origem
do substrato (Figura 20). Corroborando com estes dados, as imagens de microscopia
de fluorescéncia, obtidas por meio do ensaio de Live/Dead (Figura 21), demonstraram
que estes mesmos grupos exibiam reduzida quantidade de células vivas (coradas em
verde) e elevado numero de células mortas (coradas em vermelho). De maneira geral,
também foi observado, por meio do teste de adesao e espalhamento celular, que uma
menor quantidade de células MDPC-23 permaneceu nos compartimentos ap0s a
aplicacdo dos extratos obtidos nos grupos G3, G4, G5, G6, G9 e G10 (Figura 22).
Estes interessantes dados cientificos permitem especular que as respostas das
células pulpares usadas na presente pesquisa tenham sido causadas pelos
componentes quimicos dos materiais resinosos testados (Tabela 1), os quais podem
ter se difundido pela dentina logo apds terem sido aplicados, tal como recomendado
pelo fabricante, sobre esse substrato permeavel. Estudos anteriores demonstraram
gue muitos mondmeros resinosos, tais como metacrilato de 2-hidroxietil (HEMA),
metacrilato de bisfenol A-glicidil (Bis-GMA), dimetacrilato de trietilenoglicol (TEGDMA)
e dimetacrilato de uretano (UDMA), séo téxicos para as células do tecido pulpar e da
mucosa oral®37:39.83,

Além disso, a difusdo desses monémeros via tubulos dentinarios pode ser
favorecida quando a dentina é condicionada com acido antes da aplicacdo do material
resinoso®”121, O condicionamento acido da dentina remove a smear layer e smear
plugs presentes na dentina mecanicamente cortada/desgastada, bem como
desmineraliza a dentina peritubular’3116.117.121 " Em dentes vitais, esses efeitos do
condicionamento acido da dentina resultam no imediato aumento da exsudacdo de
fluido dentinario, o qual interfere na conversdo de mondmeros em polimeros®*?1, Num
segundo momento, 0 aquecimento gerado pela fotoativacdo do material resinoso
inverte o fluxo do fluido dentinario, o qual passa a se movimentar para o interior da
polpa, carregando com ele os monémeros livres tdxicos ndo convertidos!??. Ao

alcancar as células pulpares in vitro, estes componentes liberados dos materiais



82

resinosos causam lesées celulares irreversiveis®3%73121 sendo que in vivo, também
podem induzir inflamacé&o cronica tecidual8-23-125,

Num estudo clinico/histopatoldgico realizado em dentes humanos, o cimento
de iondbmero de vidro modificado por resina (CIVMR) Vitremer (3M) aplicado sobre
dentina profunda pré-tratada com um primer resinoso acidico, causou intensos danos
para a polpa'?®. Porém, outros CIVMRs foram considerados biocompativeis, mesmo
quando aplicados sobre dentina profunda, cujo remanescente de dentina entre o
assoalho da cavidade e o tecido pulpar era inferior a 0,4 mm?:123125 Estes resultados,
inicialmente considerados contraditérios, foram explicados pela acidez e alta
concentracdo de HEMA presente no primer aplicado sobre a dentina antes do uso do
CIVMR Vitremer.

Sabe-se que o HEMA, dentre os mondémeros comumente incorporados aos
materiais resinosos usados na pratica clinica, € uma molécula hidréfila de baixo peso
molecular, a qual apresenta elevado potencial de difusdo pelos tubulos
dentinarios®?8%8_ Dependendo da concentracdo de monémeros gque consegue atingir
a polpa, estas moléculas toxicas liberadas dos materiais resinosos podem causar
leséo celular direta, seguido de reacao inflamatéria crénica mediada por macréfagos
e células gigantes. Estas células do sistema imunoldgico fagocitam os corpos
estranhos presentes no tecido, porém néo conseguem digeri-los, o que faz com que
a inflamacao pulpar seja persistente367,

No presente estudo, apesar do CIVMR RelyX Luting 2 (grupos G5 e G6) ter
sido aplicado sobre dentina ndo previamente tratada com primer resinoso acidico, o
cimento causou significativos danos para as células MDPC-23 cultivadas na superficie
pulpar dos referidos discos (Figura 20) e nas placas de 96 compartimentos (Figura
21). O CIVMR RelyX Luting 2 contém HEMA na sua composi¢ao, o que permite sugerir
que os efeitos toxicos observados nas células pulpares apds a aplicacdo desse
material possam ter relagdo com a difusdo transdentinaria desse mondémero
toxico3981.86 Considerando que os CIVMRs podem levar até 24 horas para concluir
sua polimerizacado, monémeros livres podem se difundir facilmente neste intervalo de
tempo, via tlbulos dentinarios3981.86.124 Todavia, a presenca deste componente
guimico no RelyX Luting 2 parece explicar, apenas parcialmente, o intenso efeito
toxico causado por este material ionomeérico sobre as células MDPC-23. Dessa forma,

€ possivel propor também, que o pH acido do extrato, obtido apds 24 horas de contato
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do corpo de prova do RelyX Luting 2 com o meio de cultura (pH=5,47; Figura 14),
tenha potencializado os danos celulares observados no presente estudo. Hirose et
al.1?6 (2016) relataram que uma solucdo com pH menor que 6,5 reduz o nimero de
células viaveis ao longo do tempo, sendo que uma solu¢do com pH inferior a 5,5 causa
morte celular em 24 horas. Ja foi descrito que o baixo pH no espaco extracelular pode
induzir a acidificagéo intracelulart?’1?8, resultando em queda do metabolismo ou
mesmo leséo celular irreversivel?®120, tal como observado na presente pesquisa.

O cimento resinoso RelyX Ultimate é indicado para aplicacdo sobre tecido
dentario previamente hibridizado por meio de condicionamento acido e aplicacéo de
um agente adesivo. Provavelmente, a citotoxicidade transdentinaria ocorrida nos
grupos G9 e G10, onde este cimento foi usado, pode ter sido influenciada pelo
protocolo de hibridizacdo do substrato dentinario, tal como observado nos grupos G2
e G3, nos quais o sistema adesivo Single Bond Universal foi aplicado isoladamente®®.
Tal como relatado anteriormente, o condicionamento &cido da dentina remove a smear
layer que recobre a superficie deste substrato, bem como os smear plugs que se
localizam na embocadura dos tabulos®'?l. Este procedimento aumenta a
permeabilidade da dentina, favorecendo a difusdo transdentinaria de mondmeros
liberados de materiais resinosos®36:102131  Os grupos onde foi usado o cimento
resinoso autoadesivo RelyX U200 (G7 e G8) ndo apresentaram diferenca estatistica
em relacédo a viabilidade celular quando comparados aos seus respectivos grupos
controles negativos (G1 e G2; Figura 20). Este resultado positivo observado para o
cimento RelyX U200 pode ter ocorrido como consequéncia da prépria composicao
guimica do material e/ou de seu protocolo de aplicacdo, o qual ndo requer prévia
hibridizacao da dentina.

E importante ressaltar que o cimento autoadesivo RelyX U200, tal como o
cimento adesivo RelyX Ultimate, contém TEGDMA na composi¢éo, o qual apresenta
definido potencial téxico sobre células pulpares3®8283 Porém, sabe-se que além da
hidrofilicidade, o peso molecular do mondémero, o qual reflete seu tamanho, também
€ um fator que influencia decisivamente a difusdo transdentinaria destes compostos
liberados dos materiais resinosos®®8’. Apesar de ter efeito citotéxico superior ao
HEMA, o mondmero TEGDMA apresenta menor hidrofilicidade e maior peso
molecularg® 87144 Desta forma, é possivel inferir que a aplicagdo do RelyX U200 (G7

e G8) sobre a dentina ndo condicionada com acido e/ou hibridizada com agente
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adesivo, nao favoreceu a difusédo transdentinaria de mondémeros toxicos até o espaco
pulpar. De Souza Costa et al.*® (2006) demonstraram que um outro cimento
autoadesivo (RelyX Unicem, 3M/ESPE), aplicado em cavidades profundas preparadas
em dentes humanos, ndo causou danos ao tecido pulpar. A analise microscopica dos
dentes ndo mostrou evidéncias de difusdo de componentes do material resinoso
através dos tlbulos dentinarios. Da mesma forma, Bezzon et al.3* (2015) relataram
gue tanto o cimento autoadesivo RelyX Unicem quanto o cimento autocondicionante
Multilink (Ivoclair Vivadent), os quais ndo requerem prévio condicionamento acido e
hibridizacdo da dentina, ndo causaram reacdes pulpares adversas quando aplicados
em cavidades profundas preparadas em dentes de caes. Assim, a prévia hibridizac&o
da dentina exerce forte influéncia no dano celular transdentinario causado por
componentes toxicos lixiviados de materiais resinosos. Isto explicaria a
citocompatibilidade observada no presente estudo para os grupos G7 e G8, a qual
contrasta com a notavel toxicidade do cimento RelyX Ultimate (G9 e G10) sobre as
células MDPC-23 cultivadas na superficie pulpar dos discos de dentina, bem como
sobre esta mesma linhagem celular e as HDPCs semeadas em placas de 96
compartimentos.

No presente estudo, reducdo na atividade da enzima ALP e na formacdo de
NM ocorreu nos grupos onde o sistema adesivo Single Bond Universal (G3 e G4), bem
como os cimentos RelyX Luting 2 (G5 e G6) e RelyX Ultimate (G9 e G10) foram usados
(Figuras 23 e 24). Esses resultados s&o relevantes, pois sabe-se que as
caracteristicas fenotipicas das células MDPC-23, assim como dos odontoblastos,
estdo relacionadas com a deposicdo e mineralizacdo da matriz dentinaria, a qual foi
avaliada nesta pesquisa através da mensuracdo da atividade da enzima ALP e
formacdo de NM®. Desde que uma das principais funcdes dos odontoblastos é
depositar e mineralizar matriz dentinaria, esta célula pulpar especializada é
responsavel por manter o funcionamento harménico do complexo dentina-polpa, bem
como estimular e acelerar o processo de regeneracao pulpar em caso de danos a este
tecido conjuntivo especializado3. Portanto, qualquer procedimento clinico que interfira
nessa atividade odontoblastica, pode causar severas alteracdes na homeostase do
tecido pulpar ou até mesmo a perda de sua vitalidade®%132, Diferente do que foi
observado nos grupos G3, G4, G5, G6, G9 e G10, a aplicacdo do cimento resinoso

RelyX U200 (G7 e G8) sobre a superficie oclusal dos discos de dentina nao reduziu
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significativamente a sintese de ALP e deposicdo de NM em comparacdo aos seus
respectivos grupos controles negativos (G1 e G2). Consequentemente, além de nao
ter interferido no metabolismo das células MDPC-23, os extratos obtidos do cimento
RelyX U200 também ndo causaram alteragcbes no fenétipo destas células
odontoblastéides em cultura, as quais tem sido amplamente usadas para avaliar
diferentes classes de materiais dentarios e novas terapias empregadas na
Odontologia®”.

Na presente investigacdo, a atividade de ALP e deposicdo de NM também
foram avaliadas ap6s exposicdo das HDPCs aos extratos obtidos dos materiais em
teste. Considerando que as HDPCs caracterizam um pool de células obtidas da polpa
dentaria, é de se esperar que uma certa quantidade de células mesenquimais
indiferenciadas (MSCs) estejam presentes naquela cultura primaria estabelecida3’.
Consequentemente, materiais dentarios e/ou alguns de seus componentes presentes
nos extratos, podem causar danos as HDPCs ou entdo estimular a diferenciacdo das
MSCs em células com fenétipo odontoblastico, as quais, por sua vez, passam a
sintetizar, depositar e mineralizar matriz dentinarial”:133134  Neste estudo in vitro, a
presenca de uma sub-populacédo de células tronco na cultura priméria estabelecida
(HDPCs) foi demonstrada por meio do ensaio de imunofluorescéncia, no qual foram
utilizados os marcadores STRO-1 e CD-146'13. De maneira geral, os resultados
mostraram que a aplicacdo dos extratos de todos os materiais resinosos testados
causou significativa redugao na atividade da enzima ALP em 14 dias (Figura 29). Por
outro lado, nos grupos G3, G4, G7, G8, G9 e G10, a deposicao de NM foi
estatisticamente semelhante ao observado em seus respectivos controles no periodo
de 21 dias (G1 e G2; Figura 30). Assim, pode-se sugerir que aos 14 dias, as HDPCs
expostas aos extratos dos materiais sofreram alteracdes no seu perfil de expresséo
da enzima ALP em relacédo aos grupos controle®6:135, Porém, nos grupos G3, G4, G7,
G8, G9 e G10, essas células foram capazes de superar o dano biolégico inicialmente
causado pelos extratos, de tal maneira que no periodo de 21 dias elas conseguiram
se proliferar e diferenciar em células com potencial de depositar matriz
mineralizada®6-1%.

Diversos estudos anteriores mostraram que compostos liberados dos materiais
resinosos, como os monémeros TEGDMA e HEMA, podem paralisar o ciclo de

diferentes tipos celulares, bem como causar deplecdo do sistema intracelular de
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glutationa e gerar espécies reativas derivadas do oxigénio — ERQg6:37:57,83,118,136-138 ' A
glutationa, agente antioxidante intracelular que protege as células contra os efeitos
toxicos gerados pelos EROs, também desempenha um papel importante na
desintoxicacdo celular. Assim, a deplecdo da glutationa causada pela acao de
mondmeros lixiviados dos materiais resinosos sobre as células pulpares, pode resultar
em intensa morte celular por apoptose!3+136.139,

Na presente pesquisa, ndo foi avaliada a formacdo de EROs nas células
pulpares cultivadas sobre os discos de dentina ou naquelas células posteriormente
expostas aos extratos dos materiais resinosos. Também, outra limitacdo do presente
estudo foi a ndo determinacdo da presenca e concentracdo de monémeros nos
extratos. Estes dados seriam relevantes para confirmar as possiveis causas da
expressiva morte celular observada nos grupos G3, G4, G9 e G10. Porém, diante dos
dados disponiveis, € plausivel especular que nesses quatro grupos, onde a dentina
foi hibridizada, elevadas concentracdes de HEMA e/ou TEGDMA tenham se difundido
pelos tabulos dentinarios e alcancado o espaco pulpar das CPAs para causar morte
das células por necrose. Por outro lado, concentracbes mais baixas desses
mondmeros podem ter interferido no metabolismo celular e/ou induzido a deplecédo de
glutationa, o que resulta em peroxidacao lipidica de membranas e a possivel morte
das células por apoptose. Independente do tipo de morte celular, a intensa leséo
irreversivel ocorrida nas células MDPC-23 cultivadas sobre os discos de dentina,
resultou no deslocamento delas do substrato, tal como demonstrado nas imagens
obtidas em MEV, especialmente nas Figuras 16 e 17.

Na presente investigacao in vitro, duas linhagens celulares foram selecionadas
para avaliar os possiveis efeitos tdéxicos dos cimentos resinosos. De acordo com 0s
resultados obtidos, foi possivel determinar que estas células responderam de maneira
distinta quando os materiais foram aplicados sobre a superficie oclusal de discos de
dentina, independente da origem do substrato (DH ou DB). As células MDPC-23
cultivadas em placas de 96 compartimentos foram mais sensiveis aos efeitos
adversos dos extratos dos materiais testados do que as HDPCs, o0 que corrobora com
resultados de pesquisas desenvolvidas previamente por Pontes et al.}3° (2014) e da
Fonseca Roberti Garcia et al.3° (2016). Estes autores avaliaram a toxicidade dos
cimentos resinosos RelyX ARC, RelyX Luting 2 e RelyX U200 (3M ESPE) aplicados

sobre as mesmas linhagens de células usadas na presente pesquisa. Além disso,
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Yasuda et al.}*! (2008) testaram a citotoxicidade de adesivos dentinarios sobre uma
cultura primaria de células da polpa dental humana (HDPCs) e células
odontoblastéides MDPC-23. As HDPCs foram de 5 a 24% mais resistentes aos efeitos
toxicos dos adesivos dentinarios do que as células MDPC-23.

Alguns pesquisadores relataram que diferentes linhagens celulares podem
apresentar variacdes de viabilidade quando expostas aos mesmos agentes82142-144,
Ulker et al.8? (2012) usaram culturas primarias de células obtidas da polpa de dentes
humanos e bovinos para avaliar a citotoxicidade de cimentos resinosos e a geragao
intracelular de EROs. Os efeitos toxicos foram diferentes entre os tipos celulares,
sendo que as células bovinas (tBPDC) foram mais suscetiveis aos efeitos adversos
dos extratos do que as células humanas (tHPDC). Com base nesses resultados, 0s
autores sugeriram que 0s mecanismos de desintoxicacao intracelular eram diferentes
entre as células, uma vez que algumas linhagens podem ter maior conteudo de
glutationa do que outras!*>46, Além disso, Susila et al.}*® (2016) relataram que a
diferenga no percentual de viabilidade entre células pode estar relacionada com a
origem e diferengas fenotipicas. Os autores demonstraram que a viabilidade a curto
prazo (periodo de 24 horas) de fibroblastos BHK21 foi inferior aquela observada para
células com fenétipo de osteoblastos (MG63). Assim, a resisténcia aos efeitos tdéxicos
de alguns materiais resinosos parece ter sido mais baixa na linhagem BHK21 do que
nas MG63 em curto prazo. Esses dados cientificos obtidos por Susila et al.**3 (2016)
corroboram com os resultados previamente apresentados por Reichl et al.'#’ (2001),
0s quais avaliaram o efeito do TEGDMA e HEMA sobre a liberacdo de
lactatodesidrogenase (LDH) de linhagens de células epiteliais de pulméao alveolar in
vitro. Para isso, a LDH das células A549 (humana) e L2 (rato) foi avaliada apos terem
sido expostas por 8 horas a variadas concentracdes de ambos os mondmeros. De
maneira geral, as células L2 foram de 3 a 15 vezes mais sensiveis a liberagdo de LDH
em comparacao as A549.

Considerando os resultados destes estudos que avaliaram e compararam a
sensibilidade de diferentes linhagens de células expostas a componentes de materiais
dentarios resinosos, € possivel concluir que a resposta celular a estimulos toxicos esta
relacionada com as caracteristicas intrinsecas de cada linhagem. Na presente
investigacdo, bem como em algumas pesquisas anteriores®®'3 foi possivel

demonstrar que as células odontoblastéides imortalizadas da linhagem MDPC-23, as
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quais foram obtidas da papila dentaria de ratos, sdo mais sensiveis do que a cultura
primaria de HDPCs estabelecida a partir da polpa de dentes permanentes humanos.
Porém, futuros estudos sdo necessarios para esclarecer os mecanismos envolvidos
na diferenca de sensibilidade destas linhagens celulares expostas aos mesmos
estimulos toxicos.

A variacao de viabilidade das HDPCs (Figura 26), observada entre os grupos
tratados com o CIVMR RelyX Luting 2 (G5 e G6) e o sistema adesivo Single Bond
Universal (G3 e G4), pode ser explicada pela composicdo destes materiais, como
demonstrado na Tabela 1. O adesivo Single Bond Universal apresenta de 15% a 25%
do monémero HEMA (em peso) em sua composicao. Por outro lado, o contetdo deste
mondmero nas pastas A e B do cimento RelyX Luting 2 é de 10% e 10%-30%,
respectivamente. Outro fator atribuido ao resultado de maior citotoxicidade deste
cimento (G5 e G6) sobre as HDPCs (Figuras 26 e 27), assim como anteriormente
apresentado e discutido para as células MDPC-23, é seu pH acido (Figura 14). O
extrato obtido do cimento RelyX Luting 2 apresentou pH=6,27 imediatamente apos
contato do material com o meio de cultura. Os valores de pH dos extratos obtidos apds
1 e 24 horas reduziram para 5,89 e 5,47, respectivamente. Porém, nestes mesmos
periodos de avaliacdo (imediato, 1 e 24 horas), o agente adesivo Single Bond
Universal apresentou pH=8,09; 7,85 e 8,40 respectivamente, os quais foram
estatisticamente semelhantes ao grupo controle negativo (Figura 14). Considerando
este tdpico discutido anteriormente para as células MDPC-23, é possivel propor que
as HDPCs, bem como outras células de origem pulpar expostas a uma solucéo acida,
como observado para o cimento RelyX Luting 2 em todos os periodos de andlise,
tenham sido letalmente agredidas. Hirose et al.1?®6 (2016), relataram a parada da
proliferagcdo ou mesmo a morte de células pulpares expostas a um microambiente com
pH inferior a 6,5; por outro lado, células cultivadas em microambiente com pH entre
7,9 e 9,5 apresentaram maiores taxas de proliferacao.

Com relacdo a viabilidade das células HDPCs, estudos anteriores?2148.149
demonstram que o sistema adesivo Single Bond Universal, o qual € conhecido em
alguns paises como Scotchbond Universal, foi menos citotéxico para alguns tipos
celulares, como fibroblastos 3T37?, células VERO° e células da polpa dental humana
(tHPCs)8. Pupo et al.”? (2017) relatam que os sistemas adesivos Ambar (FGM),
Adper Scotchbond Multi-Purpose (SM/ESPE), Optibond All-In-One (Kerr) e Adper
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Single Bond 2 (3M/ESPE) reduziram em cerca de 47%, 43%, 37% e 26%,
respectivamente, a viabilidade de fibroblastos 3T3. Entretanto, o sistema adesivo
Scotchbond Universal (3M/ESPE) reduziu em apenas 3% a viabilidade destas
mesmas células em cultura. Esses resultados podem ser atribuidos ao fato de que
este dltimo produto conttm o mondmero funcional 10-metacriloiloxidecil di-
hidrogenofosfato (10-MDP) e uma concentracdo bastante baixa de HEMA. O 10-MDP
€ um mon6mero de longa cadeia de carbono que contribui com a hidrofobicidade e
estabilidade hidrolitica dos materiais resinosos®®®. Por outro lado, Catunda et al.149
(2017) demonstram que os adesivos Adper Single Bond (3M/ESPE), Silorane System
Adhesive Bond (3M ESPE) e Single Bond Universal (3M/ESPE) ndo foram citotoxicos
para células VERO. Os autores relataram que embora 0s componentes monomericos
dos sistemas adesivos possam ser toxicos apos liberacao inicial, eles parecem nao
interferir com a proliferacdo das células VERO. Ainda que nenhuma diferenca
significativa tenha sido encontrada entre os sistemas adesivos, Catunda et al.}#°
(2017) observaram ligeira diminuigdo na viabilidade das células VERO no periodo de
72 horas, corroborando com os dados do presente estudo, onde G1 e G2 (controles)
e G3 e G4 (Single Bond Universal) diferiram estatisticamente apenas no periodo de
72 horas. Catunda et al.1*° (2017) atribuiram esses resultados ao fato de que apenas
50-75% dos monbémeros sdo efetivamente polimerizados em condi¢des ideais, sendo
gue o restante permanece como mondmeros livres. Estes componentes lixiviados dos
materiais resinosos tém potencial para se difundir pela dentina e causar efeitos téxicos
nas células, cuja intensidade depende da concentracéo e tempo de contato®®?.

No presente estudo, ndo foi observada diferenca estatistica de citotoxicidade
transdentinaria quando um mesmo material foi aplicado sobre discos obtidos de DH e
DB com espessura de 400 pum. Este resultado determina a similaridade entre os
substratos e consequentemente a relevancia dos dados obtidos com este tipo de teste
laboratorial desafiador. Portanto, os resultados do presente estudo demonstram que
a citotoxicidade, bem como a expressao fenotipica das células foi influenciada pelo
tipo de material, sua composicdo e técnica de aplicagéo3°:86:87.144,

Apesar dos resultados da presente pesquisa in vitro indicarem que a DB pode
ser uma interessante e segura opg¢ao para substituir a DH em testes de citotoxicidade
transdentinaria de materiais resinosos, os dados obtidos devem ser cuidadosamente

interpretados. Isso porque in vivo, dentes vitais apresentam prolongamentos
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citoplasmaticos dos odontoblastos, colageno e outras proteinas no interior dos tubulos
dentinarios'?l. Assim, além destas estruturas, a pressdo de exsudacédo do fluido
dentinario rico em proteinas de baixo peso molecular também pode dificultar a difusédo
transdentinaria de componentes toxicos liberados pelos materiais dentarios, o que
pode impedir, ou pelo menos reduzir, os danos as células pulpares subjacentes3®73.75,
Dentro deste contexto, apesar de ndo se recomendar que dados obtidos de pesquisas
in vitro sejam extrapoladas diretamente para situagdes in vivo®’, os interessantes
resultados alcancados na presente pesquisa podem direcionar protocolos clinicos
mais seguro para cimentacdo de pecas protéticas. Estes resultados também indicam
a possibilidade de se usar discos de DB para substituir DH, 0 que incrementa as
pesquisas de citotoxicidade transdentinaria de materiais dentérios, tornando os dados

cientificos laboratoriais mais relevantes para a area do conhecimento.



91

7 CONCLUSAO

De acordo com as metodologias usadas na presente pesquisa, e considerando

os resultados obtidos neste estudo laboratorial, € possivel concluir que:

1. Adentina bovina & uma potencial alternativa para substituir dentina humana em
testes in vitro de citotoxicidade transdentinaria de materiais resinosos utilizados

para cimentacdo de pecas protéticas.

2. Apenas o cimento resinoso autoadesivo RelyX U200 ndo se mostrou citotoxico
para as células odontoblastéides MDPC-23.

3. Apenas o cimento de ionémero de vidro modificado por resina RelyX Luting 2

se mostrou citotdxico para as células da polpa dental humana HDPCs.
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remanescente dentinano encontra-se muito préxima ao taecido pulpar. A seguir, as CPAs serdo adaptadas
em placas de 24 compartimentes contendo meic de cultura € os matenais utilizados para cmentagio de
restauragies indiretas serdo aplicados sobre a superficie oclusal dos discos. Apds 24 h de incubagio, o
men de cultura contendo 0s componentes iberados dos matenas dentanos que se difundrem através do
disoo de dentina (extrato) sera aplicado sobre células odontoblastddes MDPC-23 e sobre oélulas pulpares
(obtidas a partr de terceros molares humanos higdos, n=4), a fm de avalar a nfluéncia desses matenas
na viabiidade, morfologa, adesfio e espalhamento celular, bem come sobre a expressio fenotipica destas
céuas. Paraacondugio do estudo, serdo estados um amenbd de ondmero de vdro modficado por resina,
um cimento resineso convencional e um cimento resinoso autocondicionante. Como contdle positive,
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0O proje trard contribuigio para a drea ao qual se aplica
Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
Todos os termos foram apresentados

Recomendacbes:

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nio existem pendéncas

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Protocolo APROVADO em reunéic de 16 de Agoste de 2019

O pesquisador devera encaminhar relatonos parcas a cada 01 (um) ano até o prazo final da pesquisa,
quando deverd encaminhar ¢ reiatéro final

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documento Amquivo Postagem Autor Situagio
Informagbes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 18072019 Aceitc
do Proeto ROJETO 1350848 pdf 16:19:07
QOutros Carta_resposta pdf 16/07/2019 |Carics Alberto de Aceito
16.15:41 |Souza Costa

Proeto Detathado /| Proeto_Mestrado_CEP_maodificado.pdf | 16/07/2018 |Carlos Alberto de Aceto

Brochura 16:12:49 |Souza Costa

Investgador

TCLE/ Temos de | TCLE_modificado pdf 168/07/2019 |Caros Aberto de Aceito

Assentmento / 15:57:24 |Souza Costa

Justficativa de

Ausénoa

Qutros Declaracao_financiamento_gropno pdf 31052018 [Carlos Alberto de Aceito
13:44:49 |Souza Costa

Declaragio de Deciaracao_Cumprimentos_Normas pdf | 31/05/2018 |Carlos Alberto de Aceito

Pegqusadores 13.43:11  |Souza Costa

Declaragio de Autorzaca_crurga pdf 31/05/2019 |Carios Alberto de Aceito

Manuseio Matenal 13:42:46 |Souza Costa

Boldgeo /

Buorepositéno /

Biobanco

Declaragio de Autorizaca_LPEB pdf 31052019 [Carlos Alberto de Aceitto

Insttuicio e 13.42:17 |Souza Costa

L Infraestrudura

Folha de Rosie folha_de_rosto pdf 311052019 |Carlos Albertode Aceito

13:18:51  [Souza Costa
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N&o autorizo a publicacdo deste trabalho até dia 8 de julho de 2023

(Direitos de publicagéo reservado ao autor)

Araraquara, 08 de julho de 2021.

Isabela dos Reis Souza



