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Kitagawa FA. Efeito citotoxico transdentinério, grau de conversdo e resisténcia de
unido a dentina de cimentos resinosos fotoativados [Dissertacdo de Mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade transdentinaria (CT), o grau de
conversdo (GC) e a resisténcia de unido (RU) a dentina de cimentos resinosos
fotoativados diretamente ou através de facetas ceramicas (FC) com 1 mm de
espessura. Células odontoblastéides MDPC-23 foram cultivadas sobre a superficie
pulpar de discos de dentina adaptados em camaras pulpares artificiais e em
compartimentos de placas de acrilico. Os seguintes procedimentos foram realizados
na superficie oclusal dos discos: CN- controle negativo (sem tratamento); SB- Single
Bond Universal; TN- Tetric N-Bond Universal; AU- Ambar Universal APS; RV- RelyX
Veneer; VE- Variolink Esthetic LC; AV- Allcem Veneer APS; RV+FC; VE+FC; AV+FC.
Todos os materiais foram usados de acordo com as recomendacdes de seus
fabricantes. A viabilidade (AlamarBlue assay) e morfologia (MEV) das células aderidas
aos discos foi avaliada, e os extratos (meio de cultura + componentes dos materiais
gue se difundiram pela dentina) foram coletados e imediatamente aplicados sobre as
células previamente cultivadas nas placas de 96 compartimentos. As células foram
avaliadas quanto a viabilidade (Live-Dead assay), adeséo e espalhamento (AE; F-
actina), atividade de fosfatase alcalina (ALP, Timolftaleina) e formacao de nédulos de
mineralizacdo (NM; Alizarin Red). O pH dos extratos obtidos de cada material foi
determinado ao longo de 24 horas. O GC do topo e base de cada amostra fotoativada
diretamente ou através da faceta foi avaliado por Espectroscopia de Infravermelho
com Transformada de Fourier (FTIR). Para o teste de RU, a dentina condicionada com
acido fosforico foi hibridizada com os sistemas adesivos relacionados com o0s
respectivos cimentos resinosos, os quais foram fotopolimerizados diretamente ou
através da FC. Os dados de CT, GC e RU foram submetidos ao teste ANOVA,
complementado pelo pos-teste de Tukey (0=5%). De maneira geral, em todos 0s
grupos onde os materiais resinosos foram usados, com excecdo do grupo RV, foi
observado reducao da viabilidade, AE, bem como menor atividade de ALP e formacao
de NM em comparacdo ao CN (p<0,05). Os grupos onde o sistema adesivo AU foi
usado isoladamente ou em associacdo com o cimento AV, apresentaram 0s maiores
efeitos deletérios para as células MDPC-23. O pH dos materiais ndo influenciou a
citotoxicidade. A interposicao da FC entre a fonte de luz e os materiais resultou em
menor GC. Nao foi determinada diferenca de RU a dentina para todos os cimentos
resinosos avaliados, independente da interposicdo ou ndo da FC (p>0,05). De acordo
com a metodologia empregada neste estudo, foi possivel concluir que o cimento RV,
associado ao sistema adesivo SB causou o menor efeito toxico transdentinario sobre
as células pulpares MDPC-23. A interposicéo de FC entre a fonte de luz e os cimentos
resinosos ndo aumentou a CT ou interferiu na RU destes materiais a dentina, porém
reduziu o GC.

Palavras—chave: Citotoxicidade. Cimentos de resina. Dentina. Odontoblastos.



Kitagawa FA. Transdentinal cytotoxicity, degree of conversion and bond strength of
light-cured resin cements to dentin [Dissertacado de Mestrado]. Araraquara: Faculdade
de Odontologia da UNESP; 2021.

ABSTRACT

The aim of this study was to assess the transdentinal cytotoxicity (TC), degree of
conversion (DC), and bond strength (uSBS) to dentin of light-cured resin cements,
which were photoactivated or not through 1 mm thick ceramic veneer (CV). MDPC-23
odontoblast-like cells were seeded on the pulpal surface of dentin discs adapted to
artificial pulp chambers and in acrylic plate compartments. The following procedures
were performed on the occlusal surface of the discs: NC- negative control (no
treatment); SB- Single Bond Universal; TN- Tetric N-Bond Universal;, AU- Ambar
Universal APS; RV- RelyX Veneer; VE- Variolink Esthetic LC; AV- Allcem Veneer APS;
RV+CV; VE+CV; AV+CV. All dental materials were used according to manufacturer’s
recommendations. The viability (AlamarBlue assay) and morphology (SEM) of the cells
adhered to the discs was assessed and the extracts (culture medium + components
that diffused through the dentin discs) were collected and immediately applied on
previously seed cells in 96-well plates. The cells were evaluated concerning their
viability (Live-Dead assay), adhesion and spreading (AS; F-actin), alkaline
phosphatase activity (ALP; Timolphthalein) and mineralized nodules formation (MN;
Alizarin Red). The pH of the extracts obtained from each material was determined over
24 hours. The DC of the top and bottom of each light-cured sample photoactivated
directly or through the CV was evaluated by Fourier Transformed Infrared
Spectroscopy (FTIR). For the microshear bond strength testing, acid-conditioned
dentin was hybridized with the adhesive systems related to their respective resin
cements, which were light-cured directly or through CV. The TC, DC and uSBS data
were analyzed by ANOVA, complemented by the Tukey post-test (a=5%). Overall, in
those groups in which the resinous materials were used, except the RV group, reduced
the viability, adhesion and spreading of cells, as well as lower ALP activity and MN
formation was observed in comparison with NC (p<0.05). The use of AU adhesive
system associated or not with AV cement produced the greatest adverse effects for
MDPC-23 cells. The pH from the materials did not influence the cytotoxicity. The
interposition of CV between the light source and the resin cements resulted in lower
DC. Concerning the ySBS to dentin, no statistical difference was observed for all resin
cements, regardless the interposition or not of the CV (p>0.05). According to the
methodology used in this in vitro study, one can conclude that the RV cement,
associated with the SB adhesive system, caused the least transdentinal toxic effect to
the odontoblast-like MDPC-23 cells. The interposition of the CV between the light
source and the resin luting cements did not interfere with the TC and uSBS of these
materials to dentin, however it reduced the DC.

Keywords: Cytotoxicity. Resin cements. Dentin. Odontoblasts.
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1 INTRODUCAO

A preocupacao dos pacientes com as caracteristicas que definem o padréo
estético de seus dentes, fez com que os materiais ceramicos odontolégicos
ganhassem evidéncia, visto que replicar a anatomia e os detalhes dos elementos
dentais é um dos principais objetivos da Odontologia Estética Moderna®. Desde que
as facetas laminadas ceramicas conseguem reproduzir o policromatismo, translucidez
e textura dos tecidos dentéarios, o que pode estabelecer e devolver o sorriso natural e
harmdnico requerido pelos pacientes, este tipo de material passou a ser bastante
usado quando a demanda por resultado estético é alta?S.

Além de reproduzir as caracteristicas dos dentes, as pecas protéticas
também devem ter adequada adeséo as estruturas dentarias remanescentes. Desde
gue estes dois fatores séo fundamentais para o sucesso do tratamento estético, torna-
se imprescindivel o uso clinico de ceramicas e materiais adesivos de alta qualidade®.
Por muitos anos, 0s cimentos resinosos duais, 0s quais sdo ativados por reacao
guimica e luz, foram a principal escolha dos cirurgides dentistas, especialmente
devido a baixa irradiancia das primeiras unidades fotopolimerizadoras disponiveis no
mercado®. Com o passar do tempo, 0s cimentos duais perderam espaco,
principalmente em decorréncia do elevado conteddo de co-iniciadores a base de
amina terciaria, o que frequentemente causava alteracdes na cor das pecas protéticas

devido a continua oxidacédo do material adesivo®®,

Braganca et al.® relataram que cimentos resinosos ativados exclusivamente
por luz sdo os materiais adesivos mais indicados para cimentacdo de laminados
ceramicos, pois a delgada espessura da peca protética permite adequada
polimerizacdo do cimento subjacente. Além de apresentar ampla gama de cores,
esses cimentos fotoativados também proporcionam maior tempo de trabalho, o que
facilita a remocao de excessos antes de proceder a polimerizacdo do material®. Mais
recentemente, pastas de prova (try-in) passaram a ser fornecidas juntamente com o0s
cimentos resinosos fotoativados, de tal forma que o profissional pudesse fazer, em
conjunto com seu paciente, a avaliacdo da tonalidade da faceta ceramica previamente
sua cimentacdo definitival®. Assim, esta categoria de cimentos resinosos tem sido
considerada uma 6tima opc¢éo para uso clinico, particularmente para cimentacao de

laminados ceramicos>11,
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O mecanismo de interacdo dos cimentos resinosos convencionais com a
dentina envolve, previamente a sua aplicacdo, o condicionamento &cido do substrato
dentinario. Este procedimento resulta na exposicdo de fibrilas de colageno
parcialmente desnaturadas, entrelacadas em meio a tibulos dentinarios que passam
a exsudar fluido do interior da polpa para a superficie de dentina desmineralizada??.
Neste momento, espera-se que a aplicacdo do sistema adesivo sobre o substrato
dentinario desmineralizado e umido resulte na formacdo de uma camada hibrida
homogénea e estavel. Porém, o limitado grau de conversdo monomérica dos sistemas
adesivos, 0 que pode ser agravado pelo excesso de umidade local, faz com que
muitos mon6émeros livres tdéxicos nao reagidos se difundam pelos tabulos dentinarios
para causar danos as células pulpares®®'5, Assim, uma das etapas mais importantes
para o0 sucesso clinico de restauracdes indiretas a longo prazo € a adequada
fotopolimerizacdo do material cimentante'®. Num trabalho recente, Strazzi-Sahyon et
al.l” relataram que o elevado grau de conversdo monomérica promovido pela
irradiacdo emitida pelos aparelhos fotopolimerizadores € essencial para assegurar
boas propriedades épticas e mecanicas, bem como menor agressao ao complexo
dentina-polpa. Porém, mesmo em condic¢des ideais, 0 grau de conversao monomerica
nao é completo e reacbes adversas podem ocorrer nos tecidos bucais devido a
elevada concentracdo local de monémeros toxicos residuais liberados dos materiais

resinosos?®.

Durante a instalacdo de pecas protéticas, a polimerizagcdo dos cimentos
fotoativados pode ser negativamente afetada pela espessura da porcelana, a qual tem
potencial para atenuar a intensidade de luz capaz de alcancar o material adesivo'®19,
Além do tipo de fotopolimerizador, outros fatores, tais como a presenca de oxigénio,
distancia entre a fonte de luz e o cimento, intensidade e tempo de irradiacdo, também
podem interferir na conversdo monomérica de materiais resinosos
fotopolimerizaveis?>-?4. A auséncia ou atenuacéo da irradiancia capaz de alcancar o
material cimentante, também pode ocorrer devido a tonalidade ou baixa translucidez
da ceramica usada na confeccédo da peca protética®>. Assim, é possivel considerar
gue, independente da causa e origem, o0 excesso de monémeros livres liberados pelos
materiais resinosos aplicados sobre a dentina permeével pode tornar os produtos e/ou
a técnica de cimentacdo ndo biocompativel com o complexo dentina-polpal®>?°,

Estudos prévios demonstraram que o contato de mondmeros com diferentes tipos
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celulares causa efeitos toxicos e genotoxicos, o que pode resultar em graves efeitos
teciduais'# 2728, Muitos pesquisadores ja relataram os efeitos citotoxicos de diversos
mondmeros, tais como o 2-hidroxietil metacrilato (HEMA), bisfenol A-glicidilmetacrilato
(Bis-GMA), dimetacrilato de trietileno glicol (TEGDMA) e uretano dimetacrilato
(UDMA), os quais podem ser encontrados nos adesivos dentindrios e cimentos

resinosos usados em procedimentos clinicos?-32,

Com base nas informacdes apresentadas até aqui e considerando os
limitados dados cientificos disponiveis na literatura, torna-se importante, neste
momento, avaliar, de maneira objetiva e comparativa, a adesdo a dentina e a
citotoxicidade transdentinaria de diferentes cimentos resinosos fotopolimerizaveis e
seus protocolos de aplicacéo clinica, bem como determinar a possivel interferéncia da
faceta ceramica sobre estas propriedades requeridas para materiais usados na
cimentacdo de pecas protéticas. Os resultados obtidos com a completa execucéo
deste estudo, poderdo contribuir para a selecdo de cimentos resinosos capazes de
fornecer maior seguranca de aplicacao clinica, o que é indispensavel para o sucesso

das mais variadas terapias atualmente empregadas na Odontologia Estética.
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2 PROPOSICAO

Este projeto teve como objetivo geral, avaliar e comparar o efeito citotoxico
transdentinario, grau de conversao e resisténcia de unido a dentina de cimentos
resinosos, fotoativados diretamente ou através da interposicao de faceta ceramica

feldspatica com 1 mm de espessura.

2.1  Objetivos Especificos

FASE 1- Avaliar e comparar a toxicidade transdentinaria, sobre células
odontoblastéides MDPC-23, de cimentos resinosos fotoativados diretamente ou

através de facetas ceramicas e seus respectivos sistemas adesivos;

FASE 2- Determinar o grau de conversdao monomérica de cimentos resinosos

fotoativados diretamente ou através de facetas ceramicas;

FASE 3- Analisar e comparar a resisténcia de uniao a dentina de cimentos resinosos
fotoativados diretamente ou atraves de facetas ceramicas, associados aos respectivos

sistemas adesivos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Citotocixidade de Monémeros Resinosos

A composicdo basica dos cimentos resinosos consiste de uma fase
organica, uma inorganica e de agentes iniciadores. Os mondmeros resin0sos
representam a fase orgéanica, sendo que, dentre os diversos mondémeros que podem
ser utilizados na composicédo desses materiais, 0s principais sao o BIS-GMA, UDMA,
TEGDMA e HEMA. A caracteristica hidréfila do material resinoso aumenta de acordo
com a sequéncia dos mondémeros apresentados, enquanto a relagéo inversa se aplica
ao peso molecular deles. Particulas de carga, como silicio, zirconia, bario, aluminio,
fluoreto e célcio compdem a fase inorganica dos cimentos resinosos®, sendo que os
agentes iniciadores s&o incorporados para promover a polimerizacdo destes

materiais3*.

Diversos estudos avaliaram os efeitos citotoxicos de monémeros derivados
de compasitos resinosos sobre variadas culturas celulares. Com o objetivo de analisar
uma nova metodologia para testes de citotoxicidade indireta de materiais dentarios e
seus componentes, Hanks et al.®> (1988) introduziram o dispositivo denominado de
“‘camara pulpar in vitro” (CPIV). Neste dispositivo, o qual buscava simular, em
laboratoério, condi¢cdes clinicas in vivo, uma barreira de dentina obtida de dente
humano era individualmente adaptada e mantida entre os espacos oclusal e pulpar da
CPIV. A superficie oclusal da barreira permanecia exposta para receber o material
dentario em teste, enquanto a superficie pulpar da barreira era mantida em contato
com meio de cultura. Naquele primeiro estudo, os autores inicialmente compararam
os efeitos de extratos obtidos diretamente de corpos de prova preparados com 4
resinas compostas experimentais, quando aplicados sobre uma monocamada de
fibroblastos. Entdo, num segundo momento, usando as CPIVs, os autores coletavam
0s extratos (meio de cultura + componentes das quatro resinas compostas
experimentais que se difundiram pela barreira dentinaria), os quais também eram
aplicados sobre fibroblastos. Para realizar este teste indireto, foram utilizadas
barreiras de dentina com 0,5 ou 1,5 mm de espessura. Os pesquisadores observaram
gue as barreiras de dentina, também chamadas de discos de dentina, atuaram como
membranas semipermedveis capazes de restringir drasticamente a difusdo de

componentes dos materiais resinosos via tubulos dentinarios. Duas resinas
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compostas fotopolimerizaveis testadas (Fulfill e P30) causaram depresséo na sintese
de proteinas apenas nas primeiras 24 horas pés-polimerizagdo e quando aplicadas
sobre discos de dentina com 0,5 mm de espessura. As duas resinas compostas
quimicamente ativadas (SILAR e PIO) ndo causaram inibig&o significativa da sintese
de proteinas em qualquer tempo de pdés-polimerizacdo, independente da espessura
dos discos de dentina. A partir deste estudo pioneiro, foi estabelecida uma
metodologia inovadora para avaliar a citotoxicidade transdentinaria de materiais
dentarios, com potencial para mimetizar, in vitro, condi¢des clinicas de uso comum

destes produtos.

Caughman et al.%¢, avaliaram o efeito toxico de resinas compostas sobre
culturas primarias de fibroblastos gengivais humanos, sendo que para isto os autores
analisaram o potencial dos materiais de inibir a sintese de proteina celular, medida
pela incorporacéo de [*S] metionina. Apds preparar corpos de prova com as resinas
contendo BIS-GMA, os autores polimerizaram os materiais por 15, 30 e 80 s e em
seguida os expuseram ao calor (110°C) pelo periodo de 10 min. Entéo, os corpos de
prova foram colocados em placas de cultura, onde permaneceram diretamente em
contato com as células por 24 horas a 37°C. A monocamada de células marcada com
[*®S] metionina, foi lavada e solubilizada, sendo a radioatividade incorporada
guantificada por espectrometria de cintilacdo liquida. O grau de conversdo de
mondmeros também foi calculado para cada grupo, tendo sido usado para isso
espectrofotometria de infravermelho com transformada de Fourier. Os pesquisadores
demonstraram que a citotoxicidade dos materiais resinosos diminuiu com o aumento
do tempo de fotopolimerizacéo, o qual estava diretamente relacionado com indice de
conversao monomeérica. Ao comparar resinas compostas que apresentavam
semelhante conversdo de monémeros, foi determinado que outros fatores, tal como a
relacéo particula de carga/resina, poderiam ser responsaveis pelos efeitos citotdéxicos
causados pelos materiais. Os pesquisadores concluiram que tanto a composicéo
guimica da resina composta, quanto o baixo grau de conversdo dos monémeros

apresentam papel importante nos efeitos toxicos dos materiais.

De Souza Costa et al.?’” usaram dois protocolos para avaliar os efeitos
citotoxicos de sistemas adesivos fotoativados ou ndo, quando aplicados sobre células
odontoblastéides MDPC-23. Primeiramente, aliquotas padronizadas dos sistemas

adesivos em teste (Single Bond, Prime & Bond 2.1 e Syntac Sprint) foram adicionados
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em meio de cultura, sendo a solucao final aplicada sobre células pulpares cultivadas
em placas de 24 compartimentos. Entéo, as células que permaneceram aderidas nas
placas foram contadas, sendo a morfologia delas analisada em microscopia eletrénica
de varredura (MEV). No segundo protocolo, os sistemas adesivos foram aplicados em
discos padronizados de papel filtro, fotopolimerizados com luz halégena. Em seguida
as amostras foram posicionadas no fundo de placas de 24 compartimentos, onde
células MDPC-23 foram semeadas e incubadas por um periodo 72 horas. O halo de
inibicdo em torno das amostras foi medido em microscopia de luz invertida, a
morfologia celular foi avaliada em MEV e o ensaio de MTT foi realizado para avaliar
respiracdo mitocondrial das células. Foi observado que a polimerizacdo dos agentes
adesivos resultou em reducdo de citotoxicidade. Porém, os autores concluiram que
todos os sistemas adesivos avaliados foram toxicos para as células MDPC-23, sendo
gue a intensidade destes efeitos adversos estava associada a presenca de

mondmeros nao reagidos e acidez de cada material.

Em estudo in vivo realizado por de Souza Costa et al.¥’, foi avaliado a
resposta da polpa dental humana apos aplicacdo de um sistema adesivo de frasco
unico em cavidades profundas Classe V, submetidas ou nado ao prévio
condicionamento &acido. No primeiro grupo, foi realizado o condicionamento acido
total, seguido da aplicacdo de duas camadas do adesivo Single Bond (SB) e
restauracdo das cavidades com resina composta (Z-100). Protocolo semelhante foi
realizado no segundo grupo experimental, entretanto o condicionamento acido foi feito
apenas em esmalte. No terceiro grupo (controle), o assoalho cavitéario foi forrado com
cimento de hidroxido de célcio antes de proceder a restauracdo adesiva. Dois dentes
foram usados como grupo controle intacto. Apds 30 dias, os dentes foram extraidos,
processados em laboratério e os cortes histolégicos foram corados com hematoxilina
e eosina (H/E), tricrémico de Masson e pela técnica de Brown e Brenn. Formacao de
longos tags de resina nos tubulos dentinarios, associado a moderada desorganizacéo
e inflamacao pulpar, ocorreram apenas nos dentes do grupo 1, cuja espessura do
remanescente de dentina (RDT) era menor que 300 um. No grupo 2, discreta
inflamacédo pulpar foi determinada em apenas 1 dente, o qual apresentava RDT de
162 um. Os dentes do grupo 3 (controle), apresentaram caracteristicas histolégicas
de normalidade, semelhante aquelas observadas na polpa dos dentes do grupo

controle integro. Dessa maneira, foi possivel determinar que o condicionamento acido
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da dentina faz com que o procedimento restaurador adesivo cause efeitos tdxicos
significativos para a polpa. Portanto, considerando os resultados obtidos, os autores
recomendaram a aplicacdo de um forrador cavitério biocompativel previamente ao

condicionamento &cido das paredes cavitarias e posterior restauracao adesiva.

Investigar a influéncia da espessura de discos de dentina sobre a resposta
indireta de células pulpares a diferentes materiais dentérios foi o objetivo do estudo
de Galler et al.®8. Para tanto, dois sistemas adesivos (Syntac Classic e Prompt L-Pop)
e um iondmero de vidro modificado por resina (Vitrebond) foram aplicados sobre
discos de dentina com espessuras que variavam entre 100 e 500 um. Além de manter
uma cultura tridimensional de células derivadas da polpa (SV40 Large T-antigen) em
contato com os discos, os autores também aplicaram ou ndo presséao intra-pulpar
simulada. Como controle negativo, foi utilizado um material de moldagem atoéxico -
Polivinilsiloxano (President, Coltene). Apds 24 horas de exposicdo, a viabilidade
celular foi avaliada através do ensaio de MTT. O sistema adesivo Syntac Classic
diminuiu significativamente a atividade celular (p<0,0003), independentemente da
espessura dos discos de dentina usados. Por outro lado, este parametro influenciou
significativamente os efeitos citotoxicos do Prompt L-Pop e Vitrebond. Com base no
exposto, 0os autores concluiram que a dentina atua como barreira fisica semi-
permedvel, cuja espessura pode influenciar os efeitos toxicos indiretos de diferentes

materiais dentarios.

No ano seguinte, de Souza Costa et al.'# avaliaram a resposta de polpas
humanas apds cimentacdo de restauracdes inlay em cavidades de classe V
confeccionadas na face vestibular de pré-molares. Para proceder a cimentacédo, os
autores usaram os cimentos RelyX Unicem (cimento resinoso dual autocondicionante
— 3M ESPE) e Variolink 1l (cimento resinoso dual — Ivoclar Vivadent). No grupo
controle, apés revestimento do assoalho da cavidade com hidroxido de calcio (Dycal
- Dentsply), as restauracfes inlay foram cimentados com RelyX Unicem. Quatro
dentes integros foram extraidos e assim usados no grupo controle intacto. Apenas
para o cimento Variolink Il, a cavidade foi previamente condicionada com &cido
fosférico 37%, seguido da aplicagdo do sistema adesivo Excite DSC, tal como
recomendado pelo fabricante. Apds 7 ou 60 dias, os dentes foram extraidos e
processados para avaliacdo histologica. Apds 7 dias, RelyX Unicem e Variolink 1l

desencadearam uma resposta inflamatéria leve e moderada, respectivamente. Aos 60
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dias, a resposta pulpar diminuiu em ambos o0s grupos. Entretanto inflamacéo pulpar
discreta, porém persistente, ocorreu quando o cimento Variolik Il foi usado. Os autores
sugeriram que esta inflamagdo tecidual cronica estava relacionada ao
condicionamento &cido e aplicacdo do sistema adesivo sobre o substrato dentinario

antes do uso do cimento resinoso Variolink I1.

Baseados na hipo6tese de que o tempo de polimerizacdo pode interferir nos
efeitos toxicos de materiais dentarios, Ergun et al.3® prepararam amostras dos
seguintes cimentos resinosos de presa dual: RelyX Unicem, Duolink, Lute-It, llusion e
RelyX ARC. Para isso, 0s materiais foram manipulados como recomendado pelos
fabricantes e imediatamente inseridos em matrizes circulares com dimensodes
padronizadas (6 mm de diametro e 1 mm de espessura). Entdo, um disco de ceramica
(10 mm de diametro e 2 mm de espessura) foi interposto entre o cimento e a fonte de
luz. A fotopolimerizagéo foi realizada utilizando um aparelho de LED de alta poténcia,
sendo que 20 amostras foram fotopolimerizadas por 20 segundos (reducdo de 50%
no tempo de polimerizacdo recomendado pelo fabricante) e as outras 20 amostras
foram fotopolimerizadas por 40 segundos (como recomendado pelo fabricante).
Entdo, as amostras foram retiradas das matrizes e imersas em meio de cultura por 24
horas para obtencdo dos extratos de cada grupo, os quais foram aplicados sobre
fibroblastos L-929. O teste de MTT foi usado pelos autores, o que permitiu a eles
determinar que os materiais polimerizados por 20 s (exceto RelyX Unicem e lllusion)
foram mais citotoxicos em comparacdo com amostras dos mesmos materiais
polimerizados por 40 s. Assim, foi possivel concluir que a reducdo do tempo de
fotoativacdo aumenta significativamente a citotoxicidade dos materiais avaliados

neste estudo, o que pode comprometer o desempenho clinico deles.

Com o proposito de avaliar a possivel difusdo transdentinaria de
mondmeros liberados do cimento resinosos convencional Multilink Automix (lvoclar
Vivadent), Kerezoudi et al.*° preparam discos de dentina humana, os quais foram
acoplados a um dispositivo com pressao intra pulpar simulada (25 N). Entéo, placas
transparentes de vidro foram cimentadas sobre a dentina e ap6s 5 e 20 minutos, 1, 2
e 21 horas, bemcomo 3, 7, 10 e 21 dias, a solugéo presente nos dispositivos (extratos)
foi coletada e analisada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Os
resultados deste estudo mostraram que HEMA estava presente em todos os extratos

até o ultimo periodo de 21 dias. Os demais monémeros avaliados neste estudo (BPA,
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UDMA e BisGMA) nao foram detectados nos extratos. Segundo os autores, a
presenca comum de HEMA nos extratos ocorreu devido a caracteristica hidréfila deste
mondmero, bem como seu menor peso molecular em comparacdo aos demais

avaliados neste estudo laboratorial.

No mesmo ano, Garcia et al. %6 investigaram a citotoxicidade transdentinaria
de diferentes cimentos a base de resina em contato com células odontoblastéides
(MDPC-23) e células da polpa dental humana (HDPCs). Para tal, discos de dentina
foram acoplados em camaras pulpares artificiais (CPAS), de tal forma que a superficie
oclusal permaneceu exposta para a aplicacdo dos materiais e a superficie pulpar
mantida em contato com meio de cultura. Entdo, 0s seguintes cimentos resinosos
foram testados: RelyX Luting 2, RelyX U200 e RelyX ARC. O extrato (meio de cultura
+ componentes resinosos que se difundiram através da dentina) obtido de cada
cimento foi aplicado por 24 horas sobre células HDPC ou MDPC-23, as quais foram
submetidas ao teste de MTT. Maior reducéo de viabilidade celular ocorreu quando o
extrato do cimento RelyX ARC foi aplicado sobre ambas as linhagens de células.
Porém, de acordo com as normas da ISO 10993-5:1999 (E), reducao da viabilidade
maior do que 30 % caracteriza efeito toxico, portanto todos os agentes cimentantes a
base de resina avaliados neste estudo podem ser considerados nao toxicos para as
células pulpares. Dessa forma, os autores concluiram que o tipo de material e os
diferentes protocolos para sua aplicacdo sdo fatores que podem influenciar na

citotoxicidade dos cimentos aplicados sobre a dentina com espessura de 0,4 mm.

O estudo laboratorial realizado por Mahdhaoui et al.** teve como objetivo
avaliar o papel das proteinas do fluido dentinario na difusdo transdentinaria de
mondmeros resinosos. Nesta pesquisa, um adesivo etch-and-rinse foi formulado com
mondmeros HEMA e BisGMA, sendo que canforoquinona e amina terciaria foram
usados como agentes iniciadores da reacdo de polimeriza¢do. Foram utilizados dois
meios de diluicdo dos monémeros: solucéo salina tamponada (controle) e solucdo
salina tamponada com albumina sérica bovina a 1% (BSA). Discos de dentina humana
foram adaptados em camaras pulpares artificais, sendo a superficie oclusal
condicionada com acido. Entdo, os materiais adesivos foram aplicados sobre o
substrato dentinario e fotopolimerizados. A difusdo dos mondémeros foi avaliada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLEA). Os autores concluiram as que

proteinas do plasma sanguineo presentes no fluido dentinario, tal como a albumina,
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podem aumentar a difusdo de mondémeros livres néo reagidos liberados pelos agentes
adesivos. Essas proteinas de baixo peso molecular sdo capazes de se ligar a
monémeros hidréfobos (como BisGMA) e hidréfilos (como o HEMA), e transporta-los

através dos tubulos dentinarios.

Oguz et al.*? realizaram um estudo que avaliou a citotoxicidade de cimentos
a base de resina em cultura de fibroblastos (NIH/3T3). Para isso, dois cimentos
resinosos duais convencionais (RelyX ARC, Variolink N) e dois auto-adesivos (RelyX
Unicem, Multilink Speed) foram manipulados de acordo com as recomendagdes dos
fabricantes e inseridos em matrizes de politetrafluoretiieno (espessura: 2 mm;
didametro: 5 mm). A polimerizacdo dos materiais foi realizada por: aplicagdo direta de
LED (Bluephase 20i, Ivoclar Vivadent); aplicacdo de LED com interposi¢cao de disco
de ceramica de dissilicato de litio (2 mm de espessura); aplicacdo de LED com
interposicdo de discos de resina nano-ceramica (2 mm de espessura); e auto-
polimerizacdo. As amostras polimerizadas dos cimentos resinosos foram imersas em
meio de cultura pelo periodo de 0, 1, 2 e 7 dias. Para avaliar a citotoxicidade de cada
material (MTT assay), os extratos de cada um deles foi coletado e aplicado sobre as
células NIH/3T3 semadas em placas de acrilico. Foi demonstrado que a citotoxicidade
dos cimentos resinosos, a qual foi dependente de sua composi¢cao quimica, diminuiu
gradualmente até o periodo de 7 dias. Os maiores valores de toxidade foram
registrados no dia 2 para cimentos resinosos convencionais e no dia 0 para cimentos
auto-adesivos. A forma de auto-polimerizacdo dos materiais resultou nos maiores
valores de citotoxicidade, especialmente para o cimento Multilink Speed. Os autores
concluiram que a fotopolimerizacdo desempenha papel importante na reducédo dos

efeitos citotoxicos.

3.2 Cimentos Resinosos

No inicio dos anos 1950, agentes cimentantes a base de monémeros de
metilmetacrilato foram introduzidos no mercado. A maior vantagem alcancada com
esta formulagao foi a baixa solubilidade em meio aquoso, quando comparados aos
cimentos disponiveis até entdo, como o fosfato de zinco e ion6mero de vidro®.

Entretanto, a baixa adesao as estruturas dentais, elevada contragédo de polimerizacéo
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e coeficiente de expansao térmica, bem como as dificuldades para remocdo dos

excessos, causavam incertezas quanto a utilizacdo segura deste novo material®.

Com o avanc¢o da Odontologia Adesiva e aprimoramento da formulagéo dos
cimentos resinosos, estes materiais ganharam grande destaque, principalmente por
serem capazes de se aderir a diferentes substratos, incluindo dentina, esmalte,
ceramicas e ligas metdlicas*®. Assim, os cimentos de resina passaram a fornecer
ligacédo forte e duravel entre a ceramica e os dentes, garantindo a longevidade do
tratamento®®. Outras boas propriedades desses materiais sdo a alta resisténcia a
tracdo e compressdo, bom selamento marginal*’ e qualidades estéticas muito

favoraveis®.

De acordo com a técnica e padréo de polimerizagao, 0s cimentos resinosos
podem ser classificados como quimicamente ativados, fotoativados ou duais (ativados
por reagdo quimica e luz)’. Os cimentos puramente fotoativados possuem
estabilidade de cor superior aos demais, devido a auséncia de amina terciaria em sua
composicdo. Tal componente, responsavel por promover a ativacdo da reacao de
polimerizacdo de cimentos quimicos e duais, pode oxidar-se ao longo do tempo e

alterar a cor da restauracdo®“8,

Laminados ceramicos ultrafinos, conhecidos como “lentes de contato
dentais”, consistem em restauracgdes indiretas com espessura que varia entre 0,2 a
0,5 mm?*. As facetas convencionais também sdo um tipo de laminado ceramico,
porém sdo mais espessas, entre 0,6 a 1,2 mm>°. Ambas sdo indicadas para corrigir
problemas inerentes a forma, posicdo, simetria, textura superficial e cor dos dentes?’.
Devido a fina espessura destas pecas protéticas, o agente cimentante a ser usado
com estes materiais ceramicos deve promover retencao e resisténcia satisfatéria, bem
como manter o padréo estético, o que € indispensavel quando se realiza restauracoes

em dentes anteriores.

O desenvolvimento de aparelhos fotopolimerizadores mais modernos
garantiu melhora na qualidade dos procedimentos restauradores®. No entanto,
problemas ligados a reducdo na transmitancia de luz, em funcdo da espessura,
tonalidade e opacidade do material cerdmico, podem levar a polimerizagdo

inadequada dos cimentos resinosos?3°253, Assim, com o intuito de compreender a
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reacdo de polimerizacédo pds-luz ou pds-mistura de cimentos resinosos, Yan et al.>
analisou mudancgas sucessivas no grau de conversao (GC) e micro dureza durante a
polimerizacdo dos materiais. Para tanto, amostras de cimentos fotoativados (Choise
2; RelyX Veneer), quimicamente ativados (Multilink; C&B Cement) e duais (Calibra;
RelyX ARC) foram preparadas para analise em espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) e teste de microdureza para determinar o GC e Dureza
Vickers (DV), respectivamente. Os cimentos fotoativados ou pastas misturadas dos
cimentos duais foram irradiados por 40 segundos com uma unidade fotopolimerizavel
(Elipar TriLight) através de um overlay de resina com espessura de 1,5 mm. Os
espectros FTIR e leituras de DV foram obtidos nos periodos de 1, 2, 5, 10, 15, 30 e
60 minutos, 24 horas, 2 dias e 7 dias ap0s o procedimento. Os resultados deste estudo
apontaram que o0s materiais fotoativados apresentaram valores de GC
significativamente maiores do que 0s materiais quimicamente ativados. A maior parte
da reacgéo de polimerizagdo do Choice 2 e RelyX Veneer ocorreu dentro de 10 e 30
minutos, nesta ordem. O cimento dual RelyX ARC apresentou a reacdo de
polimerizacdo mais rapida (5 minutos) e o maior GC dentre os materiais avaliados
neste estudo. Os valores de microdureza aumentaram até 24 horas para todos o0s
cimentos, sendo que apos esse periodo ndo ocorreram altera¢des adicionais na DV.
A partir deste trabalho, concluiu-se que a reacao de polimerizacéo foi finalizada 24

horas ap0s a mistura ou ativacéo pos-luz para todos os cimentos resinosos testados.

Diferentes tempos de exposicdo a luz de cimentos resinosos foram
avaliados por Archegas et al.>2. Neste estudo, amostras com 0,5 mm de espessura de
um cimento resinoso dual (RelyX ARC), um cimento resinoso fotopolimerizavel (RelyX
Veneer) e uma resina flow (Filtek Z350) foram fotopolimerizadas por 40, 80 e 120
segundos através de discos de ceramica feldspatica translicida ou opaca com
espessura de 1 mm. Os espécimes foram armazenados a 37°C por 24 horas e entao
submetidos as andlises de grau de conversdo (GC), dureza (D) e mddulo de
elasticidade (E). Os autores observaram diferencas significativas para os trés fatores
avaliados (cimento, opacidade e tempo de exposi¢cdo), bem como a interacdo entre
eles. Quando os cimentos foram fotoativados por 40 segundos através da ceramica
opaca, menores valores de GC, D e E foram determinados. Entretando, quando o
tempo de exposi¢cdo dos cimentos a luz foi de 120 segundos, GC semelhante foi

observado para todos os grupos. Ainda, maiores valores de D e E foram encontrados



27

guando os materiais foram expostos a luz por 120 segundos. Este estudo sugere que
para garantir uma maior eficiéncia de polimerizagdo, 0S cimentos resinosos

fotoativados e duais devem ser expostos a luz por mais tempo.

Durante a cimentacdo de pecas protéticas, a polimerizacdo dos cimentos
resinosos fotoativados pode ser prejudicada pela atenuacdo da transmisséao da luz
emitida pelo aparelho fotopolimerizador. Em um estudo realizado por Runnacles et
al.>, os autores avaliaram o efeito da interposicdo de facetas de ceramica sobre o
grau de conversao (GC) de um cimento resinoso fotoativados (RelyX Veneer). Para
isso, quatro tipos de facetas de ceramica (IPS InLine, IPS Empress Estética, IPS
e.max LT-baixa translucidez e IPS e.max HT-alta translucidez) foram confeccionadas
com espessuras de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mm. Entéo, as facetas foram interpostas sobre
o cimento, o qual foi fotopolimerizado por 40 segundos com um aparelho LED
(irradiancia: 1.000 mw/cm?). Como controle negativo, o cimento foi fotopolimerizado
sem a interposicao das facetas ceramicas. O GC foi avaliado por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier. Os resultados deste estudo
demonstraram GC semelhante ao grupo controle quando facetas com 0,5 e 1,0 mm
de espessura foram interpostas. Dentre as facetas de 1,5 mm, o IPS e.max LT foi o
unico material que diferiu significativamente do grupo controle. Com a espessura de
2,0 mm, apenas as facetas ceramicas IPS e.max LT e HT obtiveram GC semelhantes
ao grupo controle. Os autores concluiram que o GC do cimento resinoso
fotopolimerizavel RelyX Veneer depende da espessura e tipo de ceramica usada,

especialmente quando as facetas apresentam espessura superior a 1,5 mm.

Morgan et al.>® avaliaram a correlagdo entre a citotoxicidade e o grau de
conversdo (GC) de cimentos resinosos autocondicionantes duais. Neste estudo, seis
grupos experientais foram estabelecidos a partir de trés cimentos (RelyX Unicem; Set-
SDI; e BifixSE). Os materiais foram manipulados e em seguida fotoativados ou néo
por 20 segundos. Para o ensaio de citotoxicidade, fibroblastos L929 cultivados em
placas de 96 pocos foram expostos aos extrado dos cimentos por 24 horas. Meio de
cultura Dulbeccos’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) puro foi usado como controle.
A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT e o GC foi avaliado por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier. Os resultados deste
estudo mostraram que a citotoxicidade dos cimentos resinosos autocondicionantes

esta diretamente relacionada ao GC dos materiais. Quando os materiais foram
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fotoativados, maiores valores de viabilidade celular foram encontrados. Com excesséo
ao Rely-X Unicem, todos os demais cimentos, fotopolimerizados ou n&o, apresentam
algum nivel de citotoxicidade. Esses resultados indicam que uma adequada
fotopolimerizacéo deve ser empregada para prevenir que possiveis efeitos citotoxicos

ocorraram ao usar cimentos de resinosos autocondicionantes de polimerizagdo dual.

Com o objetivo geral de avaliar as limitagdes do uso de cimentos resinosos
fotoativados (CRF), Hardy et al.>” mensuraram a transmissdo de luz através de
restauracdes indiretas e o grau de converséao (GC) resultante dos cimentos aplicados
sob as restauracoes. Inicialmente, discos com 10 mm de diametro e com espessuras
de 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mm, foram obtidos a partir de blocos CAD/CAM (LAVA Zirconia
e LAVA Ultimate). Neste estudo, o cimento comercial RelyX Veneer foi utilizado como
grupo controle e quatro CRF experimentais foram formulados com a seguinte
composi¢cdo: mon6meros TEGDMA e BisGMA (50/50 ou 30/70% em peso,
respectivamente); fotoiniciadores canforoquinona/amina (0,2/0,8% em peso) ou
Lucirin-TPO (0,42% em peso); e microparticulas (55% em peso) e nanoparticulas
(10% em peso). Os cimentos foram fotopolimerizados através dos discos por 40
segundos. Para o ensaio do GC, as amostras foram analisadas por espectroscopia
Raman, enquanto a transmitancia, fracdo da luz que atravessa uma amostra de
matéria, foi medida usando espectroscopia UV-Vis. Os autores observaram que os
cimentos com alto teor de TEGDMA apresentaram maior GC. Apenas quando discos
com espessura =22 mm foram interpostos entre os cimentos e a fonte luz, reducao
significativa do GC ocorreu. A transmitancia de luz reduziu significativamente de
acordo com o aumento da espessura dos discos. Foi concluido que varios fatores, tais
como o tipo de monémero, contetdo de fotoiniciador e tempo de fotoativacdo do
cimento, bem como a composi¢cdo quimica e espessura do material restaurador,

podem limitar a qualidade final de cimentos resinosos fotoativados.

No mesmo ano, Rizzante et al.>® compararam a microdureza, estabilidade
de cor (AE) e grau de conversao (GC) do cimento resinoso Variolink Veneer,
fotopolimerizado através de restauracdes de ceramica com diferentes espessuras.
Para isso, discos de dissilicato de litio foram obtidos a partir de blocos CAD IPS E-
max e IPS in-Ceram e divididos em 7 grupos: CTR — auséncia da ceramica (grupo
controle); 06 M (0,6 mm monolitico); 12 M (1,2 mm monolitico); 20 M (2,0 mm
monolitico); 06B (0,4 + 0,2 mm bicamada); 12B (1,0 + 0,2 mm bicamada); 20B (1,8 +
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0,2 mm bicamada). O cimento resinoso foi fotopolimerizado através da ceramica e as
amostras foram avaliadas para AE usando um espectrofotdmetro apos 24 horas e 7
dias. Os testes de microdureza e GC foram realizados imediatamente apds a
fotopolimerizagao e depois de 24 horas e 7 dias. Em todos os grupos, o GC aumentou
de acordo com os periodos de andlise, sendo que correlacdo inversa foi observada
guando do aumento da espessura e camadas da ceramica. Entretanto, apenas o
grupo 20B apresentou diferencas significantivas em comparacdo ao CTR. Todos os
grupos experimentais apresentaram valores de microdureza semelhantes, embora
inferiores aos do grupo CTR. A AE foi semelhante entre todos os grupos apds 24 horas
(exceto para 12B e 20B), e aumentou para todos 0s grupos apoés 7 dias, especialmente
para os grupos com bicamada. O Grupo 06M foi o Unico grupo que apresentou AE
semelhante ao CTR. Os autores concluiram que a interposicdo da ceramica pode
diminuir a microdureza dos cimentos resinosos e a estabilidade da cor, especialmente
para ceramicas mais espessas e de bicamada, embora nem sempre esteja

correlacionado com o GC.

O propésito do estudo de Drumond et al.>® foi comparar o efeito de duas
técnicas de processamento (prensagem e CAD/CAM) de ceramicas de dissilicato de
litio, através da analise do grau de conversdo (GC) e resisténcia de unidao (RU) ao
microcisalhamento de cimentos resinosos. Para tanto, discos de cerdmica com 10 mm
de diametro e 0,6 mm espessura foram fabricados por meio das técnicas Press (IPS
e.max Press) e CAD/CAM (IPS e.max CAD). Entdo, amostras do cimento resinoso
fotopolimerizavel Variolink Veneer LC foram fotoativadas através dos discos de
ceramica e submetidos a espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier para analise do GC. A fim de avaliar a RU, amostras de dissilicato de litio com
6,5 mm de comprimento, 5 mm de largura e 1 mm de espessura, foram preparadas
por ambas técnicas de processamento. As amostras foram jateadas com particulas
de Al20s (50 um), condicionadas com &cido fluoridrico a 10% por 20 segundos e
submetidas a aplicacdo do Primer RelyX Ceramic. Em seguida, o agente adesivo
multi-uso Adper Scotchbond (3M) foi aplicado nas amostras e fotoativado por 10
segundos. Dois cilindros de plastico de 1 mm de comprimento foram adaptados em
cada amostra e preenchidos com o cimento resinoso. Cada cilindro foi fotoativado por
20 segundos. Em seguida, os tubos de plastico foram removidos e a RU ao

microcisalhamento foi determinada. Tanto o GC do Variolink Veneer LC fotoativado
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através da ceramica, quanto a RU deste cimento a ceramica foram estatisticamente
maiores no grupo onde foi usada a técnica CAD/CAM (44,74% e 22,18 MPa) em
comparacdo a técnica prensagem (25,71% e 19,83 MPa). Portanto, os autores
concluiram que a técnica de processamento da ceramica pode interferir na conversao
do cimento resinoso fotoativado, bem como na resisténcia de unido ao

microcisalhamento do material.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Fase 1: Citotoxicidade Transdentinaria de Cimentos Resinosos
Fotoativados

4.1.1 Preparo das facetas ceramicas

Um total de setenta e duas amostras (facetas) foram preparadas com
ceramica feldspatica Super Porcelain EX- 3 Speed, Enamel S3 (Noritake Dental
Supply Co Ltda; Nagoya, Aichi, Japao). Com a finalidade de padronizar as dimensdes
iniciais dessas amostras em 7,5 mm de diametro e 1,4 mm de espessura, matrizes
bipartidas de ago inoxidavel foram utilizadas. Para cada 200 mg de p6 de ceramica,
foram adicionados 120 pL de agua destilada com uma pipeta (Eppendorf AG,
Hamburg, Alemanha), sendo a mistura imediatamente inserida na matriz metalica. A
mistura foi condensada e o excesso de agua destilada foi removido com papel
absorvente (J. Prolab, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil). A superficie das amostras
obtidas foi nivelada com uma espatula n°® 24 (Golgran, Sdo Caetano do Sul, SP,
Brasil), de tal forma que elas apresentassem espessura uniforme antes de sua
remocao do molde. Apés abertura das matrizes, as amostras ceramicas obtidas foram
submetidas a um ciclo de sinterizacdo em forno apropriado (Alumini Press Il, EDG;
Sao Carlos, SP, Brasil) de acordo com o protocolo de queima recomendado pelo
fabricante (Quadro 1).

Quadro 1 - Parametros usados neste estudo para queima da porcelana, a qual empregou
temperaturas e tempos de sinterizagdo recomendados pelo fabricante

Tempo Temperatura | Inicio Taxade | Saida | Temperatura Tempo de Resfriamento

de inicial (°C) vacuo | elevag¢do | vacuo | méxima (°C) | manutencéo (min)
secagem (°C) (°C/min) (°C) (min)
(min)
8 600 600 45 920 930 0 0

Fonte: Elaboracgdo propria

Concluida a sinterizagdo, as superficies das amostras foram
cuidadosamente regularizadas manualmente com lixas d’agua de granulagcéo 400 e
600 (BM/ESPE, St. Paul, MN, EUA), constantemente umidificadas com &gua
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deionizada. Ao final, as amostras de ceramica feldspatica apresentaram 6 mm de
didmetro e 1 mm de espessura, sendo estas dimensdes aferidas com paquimetro
digital (Modelo 500-144B, Mitutoyo Sul América Ltda., Suzano, SP, Brasil). As
amostras foram submetidas a quatro ciclos de 408 segundos (cada) em 15 mL de
acetona (0,790 g/mL; Neon Comercial Ltda., Suzano, SP, Brasil), posteriormente no
mesmo volume de propanol a 99,5% (DinAmica Quimica Contemporanea Ltda.,
Indaiatuba, SP, Brasil), e por ultimo em agua destilada. Entédo, as amostras tiveram os
residuos superficiais removidos por ultrassom (Biowash — Bioart, Sdo Carlos, SP,
Brasil) e finalmente secas em incubadora a 40°C pelo periodo 24 horas®.

O preparo destas amostras (facetas) padronizadas de ceramica foi
realizado nas trés fases deste estudo. Previamente a realizacdo da analise de
citotoxicidade transdentinaria, as facetas de ceramica foram esterilizadas em

autoclave (Phoenix Luferco, Araraquara, SP, Brasil).

4.1.2 Obtencéo dos discos de dentina

Cem terceiros molares humanos higidos foram obtidos do banco de dentes
da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP, apds a aprovacéo do projeto
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Instituicdo (CAAE: 14896319.2.0000.5416)
(ANEXO). Em seguida, com o uso de godiva (Lysanda Prod. Odontologicos Ltda., Sao
Paulo, SP, Brasil), cada dente foi fixado em uma base de madeira, e com auxilio de
uma cortadeira metalografica (ISOMET 1000, Buehler Ltda., Lake Bluff, IL, EUA)
equipada com disco diamantado (n.11-4254, Buehler Ltda.), sob refrigeracdo em
agua, foi obtido um disco de dentina coronaria de cada dente. As superficies dos
discos de dentina foram lixadas e regularizadas manualmente com lixas d’agua de
granulacdo 400 e 600 (3M ESPE, Sumaré, SP, Brasil), umedecidas com agua
deionizada, até alcancar a espessura final de 0,4 mm, a qual foi determinada por meio
de paquimetro digital (Modelo 500-144B, Mitutoyo Sul América, Ltda. Sdo Pauo, SP,
Brasil). Com uma ponta diamantada cilindrica (ndmero 3098 — KG Sorensen, Cotia,
SP, Brasil) em alta rotacdo (KaVo Keer, Joinville, SC, Brasil) e sob abundante
refrigeracado, os discos de dentina foram reduzidos até atingir o diametro final de 8 mm
(Figura 1).
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Figura 1 - Etapas realizadas para obtencédo dos discos de dentina

A- Dente fixado em base de madeira; B- Obtencdo dos discos de dentina em cortadeira
metalografica; C- Redugao em lixas d’agua; D- Disco de dentina.
Fonte: Elaboracgéo prépria.

Com objetivo de obter dados de citotoxicidade transdentinaria confiaveis e
reproduziveis, a condutancia hidraulica de todos os discos de dentina selecionados
para este estudo laboratorial foi previamente determinada. Este procedimento tem
sido utilizado por outros pesquisadores para padronizar todos 0s grupos quanto a
permeabilidade do substrato dentinario®. Para proceder o teste de condutancia
hidraulica, 50 pL de solucédo de EDTA 0,5 M (Sigma-Aldrich Corp.) foi aplicada, com
auxilio de uma pipeta (Eppendorf AG), sobre a superficie oclusal e pulpar dos discos
por 30 segundos para remocdo da smear layer, seguido de lavagem com agua
deionizada pelo mesmo periodo®!. Entéo, os discos foram individualmente adaptados
numa camara de perfusdo e uma canula foi conectada a uma coluna d’agua de 1,80
m por meio de um tubo de polietiieno de 0,5 mm de didmetro para avaliacdo da
condutancia hidraulica. Em seguida, foi permitido exsudar agua por estes discos pelo
periodo de 5 minutos, para que possiveis residuos fossem eliminados dos tubulos
dentinarios. A condutancia hidraulica foi determinada através do deslocamento de
uma bolha de ar presente no sistema durante os periodos de 15 e 30 segundos,
através da férmula Lp = Jv/ A.AP.t, onde “Lp” é a condutancia hidraulica (UL cm™ min-
em H201), “Jv” é o volume de fluido em pyL/mm, “A” é a area de superficie da dentina
(cm?), “AP” é a pressao hidrostatica em cm H,O e “t” é o tempo necessario para o
movimento do fluido (min). Concluida esta andlise, os discos foram distribuidos em
grupos, de modo que ndo apresentassem diferenca estatisticamente significante entre

os valores numéricos médios obtidos (ANOVA, p > 0.05)¢,

Para realizar o teste de citotoxicidade, a superficie oclusal de cada disco

de dentina foi lixada durante 10 segundos com lixa d’agua de granulagao 320 (3M
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ESPE) para a formacédo de uma camada homogénea de smear layer®. Em seguida,
os discos foram individualmente posicionados, com a superficie oclusal voltada para
cima, em camaras pulpares artificiais (CPAs), onde permaneceram interpostos por
dois anéis de silicone e vedados perifericamente com cera utilidade (Lysanda Prod.

Odontologicos Ltda., Figura 2).

Figura 2 - Esquema representativo da camara pulpar artificial (CPA)

Anel de silicone SR

Célula

Material

Disco de dentina adaptado entre anéis de silicone. As células odontoblastéides MDPC-23 séo
cultivadas na superficie pulpar do disco, enquanto o material em teste € aplicado na superficie
oclusal dele.

Fonte: Elaboracao prépria.

Os conjuntos disco-CPA foram individualmente embalados em papel grau
cirargico (Hospflex, Sorocaba, SP, Brasil) e submetidos a esterilizacdo em oxido de

etileno (Acecil, Campinas, SP, Brasil)®*.

4.1.3 Cultivo das células odontoblast6éides MDPC-23

Células imortalizadas da linhagem odontoblastica MDPC-23, armazenadas
no Laboratério de Patologia Experimental e Biomateriais da Faculdade de Odontologia
de Araraquara/Unesp, foram descongeladas e cultivadas em garrafas de 100 cm?
(Costar Corp., Cambridge, MA, EUA) em meio de cultura Dulbeccos’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM; GIBCO, Grand Island, NY, EUA) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB, GIBCO), 100 IU/mL e 100 pug/mL, respectivamente, de penicilina e
estreptomicina (GIBCO), em incubadora com atmosfera umedecida contendo 5% de

CO2 na temperatura de 37°C (Thermo Fisher Scientific,). As células foram
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subcultivadas a cada 3 dias até a obtencao do numero suficiente para a realizacao do

experimento.

4.1.4 Procedimento experimental

No interior de uma capela de fluxo laminar vertical (Vecoflow Ltda.,
Campinas, SP, Brasil) submetida a cuidadosa assepsia com alcool 70%, os conjuntos
disco/CPA esterilizados foram individualmente posicionados em compartimentos de
placas de 24 compartimentos (KASVI Imp., Curitiba, PR, Brasil), de modo que a
superficie pulpar dos discos de dentina estivesse voltada para cima. A seguir, células
MDPC-23 em 20 yL de DMEM foram semeadas (3x10* células/disco) sobre a
superficie pulpar dos discos de dentina. Apdés manter as placas com 0s conjuntos
disco/CPA em incubadora por 30 minutos, tempo necessario para adesao inicial das
células na dentina, 1 mL de DMEM suplementado com 10% de SFB foi adicionado em
cada compartimento. Os conjuntos disco/CPA foram mantidos em atmosfera com 5%
de CO2, na temperatura de 37°C por um periodo adicional de 48 horas®!. Apos este
periodo, o meio de cultura foi removido e 2 mL de DMEM sem SFB foi aplicado sobre
cada conjunto disco/CPA, os quais foram cuidadosamente girados dentro dos
compartimentos. Desta maneira, a superficie oclusal dos discos passou a ficar voltada
para cima e a superficie pulpar deles para baixo. Entdo, 1 mL do DMEM sem SFB de
cada compartimento foi aspirado, de tal forma que a superficie oclusal dos discos foi
exposta para receber os tratamentos propostos neste estudo, enquanto a superficie

pulpar, onde as células estavam aderidas, permaneceu em contato com o DMEM®?,

Previamente a aplicacdo dos cimentos, a superficie oclusal dos discos foi
lavada com PBS (VETEC Quimica Fina Ltda.), o excesso de umidade removido com
papel absorvente esterilizado (J. Prolab, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil), e entédo
foi realizado o condicionamento do substrato por 15 segundos com acido fosférico a
37% (Condac 37, FGM, Joinvile, SC, Brasil). Apos lavagem da dentina com 2 mL de
PBS para remocédo do agente acido, o excesso de umidade foi novamente removido
com discos de papel absorvente esterilizados. Na sequéncia, com auxilio de um
microbrush esterilizado (KG Sorensen), os sistemas adesivos foram aplicados sobre

a dentina desmineralizada, de acordo com o Quadro 2. Apds preparar 0S cimentos
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resinosos, 20 puL do material foi aplicado com uma pipeta de alta viscosidade (Gilson
Incorporated, Middleton, WI, EUA) sobre a dentina hibridizada. Para fotoativacdo dos
cimentos resinosos avaliados neste estudo, foi utilizado um dispositivo com diodo
emissor de luz (LED) de alta poténcia (modo standard; 800 mW/cm?; VALO, Ultradent,
Salt Lake City, UT, EUA). A irradiancia foi avaliada com auxilio de um radiébmetro
(Radii Plus, SDI Limited, Bayswater, Victoria, Australia), imediatamente antes de seu
uso e apos a interposicao da faceta ceramica.

Nesta fase do estudo, os discos pertencentes ao grupo controle negativo
(CN) nao receberam qualquer tratamento. Como controles positivos (CP) para cada
cimento resinoso foram utilizados os sistemas adesivos recomendados pelos seus
respectivos fabricantes. Os cimentos resinosos foram fotoativados diretamente ou
através de uma faceta de ceramica feldspatica com 1 mm de espessura. Para os
grupos onde os cimentos foram recobertos com as facetas ceramicas, um dispositivo
metalico esterilizado, com peso de 0,5 Kg, foi aplicado sobre as amostras para

padronizar a pressdo de cimentac&ao®s.

A composic¢ao quimica dos sistemas adesivos e cimentos resinosos usados

neste estudo estd demonstrada na Quadro 2.
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Quadro 2 - Relacdo dos sistemas adesivos e cimentos resinosos fotoativados avaliados, seus
respectivos fabricantes e composi¢éo quimica

GRUPOS

FABRICANTES

COMPOSIGAO

Single Bond
Universal

Tetric N- Bond
Universal

Ambar Universal
APS

RelyX Veneer

Variolink Esthetic LC

Allcem Veneer APS

RelyX Veneer
+

Faceta Ceramica

Variolink Esthetic LC
+

Faceta Ceramica

Allcem Veneer APS
+

Faceta Ceramica

3M ESPE

Ivoclar
Vivadent

FGM

3M ESPE

Ivoclar
Vivadent

FGM

3M ESPE

Ivoclar
Vivadent

FGM

10-Metacriloiloxidecil di-hidrogenofosfato (MDP),
metacrilato de 2-hidroxietila (HEMA), resinas de
dimetacrilato, copolimero Vitrebond, particulas de
carga, etanol, agua, iniciadores, silano.

2-Hydroxyethyl metacrilato (HEMA), bisfenol A
diglicidil éter dimetacrilato (Bis-GMA), 1,10-
decandiol dimethacrylate, 10-metacriloiloxidecil
di-hidrogenofosfato (MDP), canforoquinona, 2-
dimethylaminoethyl methacrylate, agua, etanoal,
diéxido de silicio altamente disperso e
estabilizadores.

10-Metacriloiloxidecil dihidrogénio fosfato (MDP),
mondmeros metacrilicos, composicao
fotoiniciadora (APS), coiniciadores, estabilizante,
nanoparticulas de silica, etanol e agua.

Ceramica tratada com silano, dimetacrilato de
trietilenoglicol (TEGDMA), bisfenol A diglicidil éter
dimetacrilato (BIS-GMA), silica tratada de silano,
polimero de policaprolactona reagido, diéxido de
tithnio, hexafluorofosfato de  difenilioddnio,
trifenilantimonia e agua.

Dimetacrilato de uretano (UDMA), mondmeros de
metacrilato, trifluoreto de itérbio, éxidos mistos
esferoidais, Ivocerin, estabilizadores e pigmentos.

metacrilicos,
fotoiniciadora (APS), canforquinona,
coiniciadores, estabilizantes, pigmentos,
particulas de vidro de Bario-Alumino-Silicato
silanizados e di6xido de silicio.

Mondmeros composicao

Ceramica tratada com silano, dimetacrilato de
trietilenoglicol (TEGDMA), bisfenol A diglicidil éter
dimetacrilato (BIS-GMA), silica tratada de silano,
polimero de policaprolactona reagido, diéxido de
tithnio, hexafluorofosfato de  difenilioddnio,
trifenilantimonia e agua.

Dimetacrilato de uretano (UDMA), mondmeros de
metacrilato, trifluoreto de itérbio, 6xidos mistos
esferoidais, Ivocerin, estabilizadores e pigmentos.

metacrilicos,
fotoiniciadora (APS), canforquinona,
coiniciadores, estabilizantes, pigmentos,
particulas de vidro de Bario-Alumino-Silicato
silanizados e dioxido de silicio.

Mondmeros composicao

Fonte: Bula dos materiais e MSDS fornecida pelos fabricantes.
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Os grupos estabelecidos neste estudo (n=6), bem como o resumo dos

protocolos de aplicacéo dos materiais dentarios estdo apresentados no Quadro 3.

Quadro 3 - Grupos estabelecidos para realizar a analise de citotoxicidade transdentinaria dos
materiais resinosos aplicados de acordo com as recomendacgdes do fabricante

GRUPOS

PROTOCOLOS

CN

Lavar a superficie oclusal dos discos com 2 mL de PBS, sugando simultaneamente. Secar
com papel absorvente (PA), deixando a dentina levemente Umida.

CP 1- Single Bond
Universal (SB)

Condicionar a dentina com &cido fosforico (AF) 37% por 15 s. Lavar a superficie com 2 mL
de PBS, sugando simultaneamente. Secar com disco de PA, deixando-a levemente Umida.
Aplicar ativamente 5 L do adesivo Single Bond Universal por 20 s. Evaporar o solvente com
jato de ar por 5 s e fotoativar o adesivo por 10 s.

CP 2 - Tetric N-Bond
Universal (TN)

Condicionar a dentina com AF 37% por 15 s. Lavar a superficie com 2 mL de PBS, sugando
simultaneamente. Secar com disco de PA, deixando a dentina levemente Umida. Aplicar
ativamente 5 pL do adesivo Tetric N-Bond Universal por 20 s. Evaporar o solvente com jato
de ar por 5 s e fotoativar o adesivo por 10 s.

CP 3 - Ambar
Universal APS (AU)

Condicionar a dentina com AF 37% por 15 s. Lavar a superficie com 2 mL de PBS, sugando
simultaneamente. Secar com disco de PA, deixando a superficie levemente Umida. Aplicar
ativamente 5 pL do adesivo Ambar Universal por 10 s. Reaplicar o adesivo Ambar Universal
ASP. Evaporar o solvente com jato de ar por 5 s e fotoativar o adesivo por 10 s.

RelyX Veneer (RV)

Condicionar a dentina com AF 37% por 15 s. Lavar a superficie com 2 mL de PBS, sugando
simultaneamente. Secar com disco de PA, deixando a superficie levemente Umida. Aplicar
ativamente 5 pL do adesivo Single Bond Universal por 20 s. Nao fotopolimerizar. Evaporar
0 solvente com jato de ar por 5 s, aplicar 20 pL do cimento resinoso sobre a dentina
hibridizada e fotoativar por 30 s.

Variolink Esthetic
LC (VE)

Condicionar a dentina com AF 37% por 15 s. Lavar a superficie com 2 mL de PBS, sugando
simultaneamente. Secar com disco de PA, deixando a dentina levemente Umida. Aplicar
ativamente 5 pL do adesivo Tetric N-Bond Universal por 20 s. Evaporar o solvente com jato
de ar por 5 s e fotoativar o adesivo por 10 s. Aplicar 20 uL do cimento resinoso sobre a
dentina hibridizada e fotoativar por 20 s.

Allcem Veneer APS
(AV)

Condicionar a dentina com AF 37% por 15 s. Lavar a superficie com 2 mL de PBS, sugando
simultaneamente. Secar com disco de PA, deixando a superficie levemente imida. Aplicar
ativamente 5 pL do adesivo Ambar Universal APS por 10 s. Reaplicar o adesivo Ambar
Universal ASP. Evaporar o solvente com jato de ar por 5 s. Nao fotopolimerizar. Aplicar 20
pL do cimento resinoso sobre a dentina hibridizada e fotoativar por 40 s.

RelyX Veneer
+
Faceta Ceramica
(RV+FC)

Condicionar a dentina com AF 37% por 15 s. Lavar a superficie oclusal com 2 mL de PBS,
sugando simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de PA, deixando-a
levemente Umida. Aplicar ativamente 5 pL do adesivo Single Bond Universal por 20 s.
Evaporar o solvente com jato de ar por 5 s. N&o fotopolimerizar. Aplicar 20 pL do cimento
resinoso sobre a dentina hibridizada. Colocar a faceta cerdmica sobre o cimento. Posicionar
o dispositivo metalico sobre a faceta e fotoativar por 30 s. Remover o dispositivo e fotoativar
por mais 30 s.

Variolink Esthetic
LC
+
Faceta Ceramica
(VE + FC)

Condicionar a dentina com AF 37% por 15 s. Lavar a superficie oclusal com 2 mL de PBS,
sugando simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de PA, deixando-a
levemente Umida. Aplicar ativamente 5 pL do adesivo Tetric N-Bond Universal por 20 s.
Evaporar o solvente com jato de ar por 5 s e fotoativar o adesivo por 10 s. Aplicar 20 pL do
cimento resinoso a dentina hibridizada. Colocar a faceta cerdmica sobre o cimento.
Posicionar o dispositivo metélico sobre a faceta e fotoativar por 20 s. Remover o dispositivo
e fotoativar por mais 20 s.

Allcem Veneer APS
+

Faceta Ceramica
(AV + FC)

Condicionar a dentina com AF37% por 15 s. Lavar a superficie oclusal com 2 mL de PBS,
sugando simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de PA, deixando-a
levemente Umida. Aplicar ativamente 5 pL do adesivo Ambar Univeral APS por 10 s.
Reaplicar o adesivo Ambar Universal ASP. Evaporar o solvente com jato de ar por 5 s. Nao
fotopolimerizar. Aplicar 20 pL do cimento resinoso sobre a dentina hibridizada. Colocar a
faceta ceramica sobre o cimento. Posicionar o dispositivo metélico sobre a faceta e fotoativar
por 40 s. Remover o dispositivo e fotoativar por mais 40 s.

Fonte: Elaboracgéo propria.
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Finalizada a aplicagdo dos materiais de acordo com as recomendacdes dos
fabricantes, as placas de acrilico contendo os conjuntos disco/CPA foram colocadas
em incubadora por 24 horas em atmosfera com 5% de CO3, na temperatura de 37°C.
ApoOs este periodo, foi realizada a avaliagdo da viabilidade das células que
permaneceram aderidas na superficie pulpar dos discos de dentina. O volume de 1
mL de DMEM sem SFB que estava em contato com a superficie pulpar dos discos de
dentina, o qual possivelmente passou a conter componentes dos materiais que se
difundiram pelo substrato dentinario, foi coletado de cada compartimento. Esta
solucdo, denominada de extrato, foi aplicada sobre as células MDPC-23 previamente
cultivadas (1x10* células/compartimento) em placas de 96 compartimentos (Kasvi
Imp.), sendo assim usadas para realizar os demais testes propostos neste estudo.
Para avaliar a viabilidade/adeséo/espalhamento das células, 100 pL do extrato foi
incubado em contato com as células pelo periodo de 24 horas a 37°C e 5% CO.. Para
determinar a influéncia dos materiais sobre a atividade de fosfatase alcalina (ALP) e
deposicdo de ndédulos de mineralizacdo (NM), as células pulpares expostas aos
extratos por 24 horas, foram incubadas em meio osteogénico (DMEM com 10% SFB,
suplementado com [(-glicerofosfato e acido ascoérbico; Sigma-Aldrich Corp.) pelos

periodos de 5 e 7 dias respectivamente (Figura 3).

Figura 3 - Fluxograma representativo da sequéncia de testes de citotoxicidade realizados na
Fase 1 deste estudo laboratorial

Design experimental
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Cultivo de MDPC-23 em
placas de 96 pogos

Fonte: Elaboracgéo propria.
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4.1.5 Viabilidade das células cultivadas na dentina (Alamar Blue)

A viabilidade das células MDPC-23 que permaneceram aderidas a
superficie pulpar dos discos de dentina (n=6) foi avaliada 24 horas apos a aplicacdo
dos cimentos resinosos. Para isso, os conjuntos disco/CPA foram transferidos para
novas placas de 24 compartimentos (Kasvi Imp.), onde foram posicionados com a
superficie pulpar da dentina voltada para cima. Uma solu¢cao composta por 90 pL de
DMEM e 10 pL da solucdo Alamar Blue (Life Technologies; Grand Island, NY, EUA)
foi aplicada sobre as células aderidas aos discos de dentina®!. As placas com os
conjuntos disco/CPA foram colocadas em incubadora por 3 horas a 37°C e 5% CO,
possibilitando a penetragcdo do corante através da membrana citoplasmatica das
células previamente expostas aos extratos. Apos este periodo, a solucéo foi coletada
e transferida para uma placa de 96 compartimentos (KASVI Imp.), sendo a
fluorescéncia mensurada a 560 nm de excitacdo e 590 nm de emissdo em
espectrofotometro (Synergy H1, Biotek, Winooski, EUA)%. O valor médio de
absorbancia do grupo CN no periodo de 24 horas foi considerado como 100% de
viabilidade celular, sendo este o parametro usado como base para determinar os

valores de viabilidade (em porcentagem) para todos os demais grupos®*.

4.1.6 Viabilidade das células cultivadas nos compartimentos (Live/Dead)

Apoés 24 horas de exposicdo aos extratos, as células MDPC-23 vivas e
mortas foram avaliadas por meio do teste de Live/Dead (Live/Dead cell
viability/cytotoxicity kit; Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Para isso, as células foram
incubadas (n=4) por 30 minutos em contato com 100 pL de DMEM suplementado com
os marcadores Calcein AM e Ethidil Homodimero-1 (Invitrogen), na concentracao de
1:1000%. Em seqguida, as células foram avaliadas em microscoépio de fluorescéncia
(Leica DM 5500B, Nussloch GmbH, Nussloch, Alemanha) para obtencédo de imagens

representativas de cada grupo®.
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4.1.7 Adeséo e espalhamento celular (F-actina)

Para realizacdo desta andlise, apos 24 (n=4) de exposi¢do aos extratos, as
células que permaneceram aderidas ao substrato de acrilico foram fixadas com 100
pL de uma solucéo de formaldeido a 4% (Labsynth Produtos para Laboratorios Ltda.,
Diadema, SP, Brasil), submetidas a permeabilizacdo em 0,1% Triton (Sigma-Aldrich
Corp.), e entdo incubadas com a sonda fluorescente especifica em BSA 2% por 20
minutos (Santa Cruz Biotechnology inc., Dallas, Texas, EUA) para deteccado dos
filamentos de actina®®. Para contra-marcacdo nuclear, foi utilizado o Hoescht
(Invitrogen). As amostras foram lavadas em PBS (VETEC Quimica Fina LTDA.) e

analisadas em microscépio de fluorescéncia (Leica DM)®.

4.1.8 Avaliagcdo da morfologia celular (MEV)

Apbs o periodo de 24 horas da realizacao dos protocolos experimentais, as
células MDPC-23 que permanecerem aderidas aos discos (n=4) foram fixadas por 1
hora em 1 mL de glutaraldeido 2,5% (VETEC Quimica Fina Ltda.). Entdo, as células
foram poés-fixadas em 200 pL de tetroxido de 6smio a 1% (60 minutos; Sigma-Aldrich
Corp.), desidratadas em 1 mL de solu¢cdes com concentracdes crescentes de etanol
(30%, 50%, 70%, 95%, 100%) e lavadas por trés vezes com 200 pL de 1,1,1,3,3,3,-
hexamethyldisilazane (HMDS; Sigma-Aldrich Corp.) durante 20 minutos. Os discos
foram entdo aderidos com fita de carbono (Koch Electron Microscopy, Rave Scientific,
Heller Park Lane Somerset, NJ, EUA) sobre stubs metalicos circulares, os quais foram
mantidos em dessecador (Laborquimi Ltda., Poa, SP, Brasil) durante 72 horas, para
serem, em seguida, metalizados com ouro por 40 segundos (Sistevac, Rolandia, PR,
Brasil). Finalmente, as células presentes no substrato dentinario tiveram a morfologia
avaliada em microscoépio eletrénico de varredura (MEV - JEOL MODELO JSM7500F

Scanning Microscope, Téquio, Japao)®e.

4.1.9 Atividade de fosfatase alcalina (ALP)

Decorrido 24 horas da exposi¢cdo ao extrato, as células MDPC-23 que

permaneceram aderidas ao fundo dos compartimentos das placas de 96 pocos (Kasvi
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Imp.), receberam 100 pL de um meio de cultura osteogénico (DMEM com 10% SFB,
suplementado com B-glicerofosfato e acido ascorbico; Sigma-Aldrich Corp.). Ap6s 5
dias de incubacdo em meio osteogénico, as células foram avaliadas pelo teste de
timolftaleina monofosfato (n=4) por meio do protocolo do Kit de Fosfatase Alcalina —
Ensaio de Ponto Final (Labtest Diagnostico S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil). Uma
solucdo de 100 pL de lauril sulfato de sédio 0,1% (Sigma-Aldrich Corp.) foi usada por
40 minutos para promover lise celular. Em seguida, para proceder a quantificagéo da
dosagem de ALP, uma aliquota da reacao de lise foi transferida para uma placa de 48
compartimentos (Kasvi Imp.) contendo 10 pL de timolftaleina monofosfato (reagente
n° 1 do Kit - 22 mmol/L ) e 100 pL solugéo tampéo (300 mmol L-1, pH 10.1 - reagente
n° 2 do Kit)%4. Apds 15 minutos de incubacéo a 37°C, 400 pL de um reagente de cor
(carbonato de sédio 94 mmol/L* e hidréxido de s6dio 250 mmol/L™ - reagente n° 3 do
Kit) foi adicionado e entdo 100 pL foram coletados para determinacdo da aborbancia

a 590 nm em espectrofotdmetro (Synergy H1).

Para normalizacdo da atividade da enzima ALP, foi realizada a
guantificacéo de proteinas totais pelas células, utilizando para isso o método de Lowry
a partir de uma curva padrao (0; 32; 64; 96; 128; 160 pg/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 solucédo de
reagente de Lowry (Sigma Chemical Co.) foi adicionado a placa e mantida em
temperatura ambiente por 20 minutos. ApGs esse periodo, foi adicionado 25 uL de
solucdo de Folin e Ciocalteau’s Phenol Reagent (Sigma Chemical Co.) 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 concentracfes 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 divisao do valor da dosagem de ALP pelo valor
obtido da quantificacdo de proteinas totais, sendo expressos em U/ug®. Entdo, os
valores foram transformados em porcentagem, sendo o grupo controle negativo (CN)

considerado como 100% de atividade de ALP%4,
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4.1.10 Deposicéo de nddulos de mineralizagdo (Alizarin Red)

A deposicao de NM foi determinada pelo teste de Alizarin Red (n=6) apds
7 dias de incubacdo das células em meio osteogénico. Para isso, as células que
permaneceram aderidas no fundo dos compartimentos foram fixadas com 200 pL de
etanol 70% a 4°C por 1 hora, seguido de lavagem com 200 pL de agua deionizada.
Entdo, 100 pL da solucédo de Alizarin Red (40 mM, pH 4,2; Sigma-Aldrich Corp.) foi
aplicada sobre as células, as quais foram mantidas por 15 minutos em incubadora sob
agitacao constante (TS-2000A VDRL Shaker, Biomex Biotecnologia, Ribeirdo Preto,
SP, Brasil)®. Ap6s este periodo, as células foram lavadas com 1 mL de &gua
deionizada e a formag&o de NM foi avaliada em microscopio de luz (Olympus BX51TF,
Tokio, Japéo), sendo obtidas imagens representativas de cada grupo em 4x de
aumento. Em seguida, para dissolugdo dos NM foi aplicado sobre as células 200 L
da solucéo de cloreto de cetilpiridineo (10 mM; Sigma-Aldrich Corp.) por 15 minutos,
sendo a absorbancia da solucéo resultante avaliada em 560 nm (Synergy H1). Para

esta analise, o grupo CN foi considerado como 100% de marcag&o®.

4.1.11 Analise do pH

Corpos de prova foram preparados com 0s cimentos resinosos (n=4),
utilizando para isso uma matriz metélica bipartida com 8 mm de diametro e 2 mm de
altura®’, a qual foi posicionada entre duas laminulas de vidro com 0,13 mm de
espessura (Perfecta Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil). Com auxilio de uma pipeta de alta
viscosidade (Gilson Incorporated), 120 uL de cada material foi inserido na matriz, cuja
superficie superior e inferior foi isolada com tiras de poliéster (Quimidrol Ltda.,
Joinville, SC, Brasil) para evitar a inibicdo da polimerizacdo por oxigénio®. Em
seguida, com o emprego de um aparelho fotopolimerizador de alta poténcia (VALO,
Ultradent), os cimentos foram fotoativados, como previamente mostrado no Quadro 2
do item 4.1.4. Para este teste, corpos de prova dos sistemas adesivos (n=4) também
foram preparados através da aplicacao de 10 uL do produto sobre disco de papel filtro
(J. Prolab) com 5 mm de diametro. Um leve jato de ar foi aplicado por 5 segundos para
evaporacao do solvente, e em seguida os agentes adesivos foram fotopolimerizados

por 10 segundos®. Os corpos de prova dos cimentos resinosos e agentes adesivos
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foram individualmente posicionados na base de placas de acrilico esterilizadas de 24
compartimentos (Kasvi Imp.), onde foi aplicado 500 yL de meio de cultura (a-MEM;
GIBCO) sem SFB. Como controle, o mesmo volume de a-MEM sem SFB, aplicado
em compartimentos sem a presenca de corpos de prova, foi usado. Entdo, o pH do
meio de cultura em contato com os corpos de prova foi avaliado imediatamente e ap6s
os periodos de 1 e 24 horas, por meio de um pHmetro digital de bancada, ao qual
estava acoplado um microelétrodo previamente calibrado (PHS3BW, Bel Engineering,
Piracicaba, SP, Brasil). Durante as 24 horas a placa de acrilico foi mantida em
incubadora em atmosfera com 5% de CO». O protocolo seguido para esta andlise foi

executado conforme as recomendacgées da 1ISO 10993-5:1999 (E)°.

4.2 Fase 2: Avaliacédo do Grau de Converséo
4.2.1 Procedimento experimental

Para preparacdo das amostras (n=6), os cimentos resinosos foram
manipulados sobre uma placa de vidro (Golgran, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil),
como recomendado pelo fabricante, e entdo inseridos em moldes bipartidos de aco
inoxidavel (1 mm de espessura x 4 mm de diametro interno) com auxilio de uma pipeta
de alta viscosidade (Gilson Incorporated). Tiras de poliéster (Quimidrol Ltda.) foram
posicionadas nas superficies inferior e superior da amostra para evitar a inibicdo da
polimerizacdo por oxigénio®®. Para tentar padronizar a superficie de cada amostra,
uma lamina de vidro com 1 mm de espessura (Perfecta Ltda.) foi posicionada sobre o
material. Em seguida, procedeu-se a fotopolimerizacdo (VALO, Ultradent) dos
materiais, com ou sem a interposi¢cdo de uma faceta de ceramica feldspatica com 1
mm de espessura segundo as recomendacdes do fabricante (Quadro 4). Finalmente,
todas as amostras dos cimentos resinosos foram armazenadas por 24 horas em

ambiente sem luz, livre de umidade e na temperatura de 37°C"%.
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Quadro 4 - Grupos estabelecidos para realizar as avaliacdes do grau de conversdo dos
cimentos resinosos em teste

GRUPOS Tempo de polimerizagéo
(segundos)
RelyX Veneer 30
Variolink Esthetic LC 20
Allcem Veneer APS 40
RelyX Veneer + Faceta ceramica 30
Variolink Esthetic LC + Faceta ceramica 20
Allcem Veneer APS + Faceta ceramica 40

Fonte: Elaboracéo propria.

Em seguida, o grau de converséo (GC) dos materiais foi avaliado por meio
da técnica de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR).
Para isso, foi utilizado um espectrofotometro (VERTEX 70, Bruker Optics, Ettingen,
Alemanha) equipado com um dispositivo de Refletancia Total Atenuada (ATR), o qual
€ composto por um cristal de diamante (Platinum ATR-QL, Bruker Optics). A leitura
preliminar de cada material ndo fotoativado foi registrada no espectro de absorbancia
obtido por varredura das amostras 32 vezes ao longo de uma faixa de 4.000 a 400
cm? com uma resolucédo de 4 cm™. Espectro adicional foi obtido do topo e da base
das amostras fotoativadas dos cimentos resinosos em teste. A razdo entre a ligacéo
dupla carbono-carbono alifatica (a 1.637 cm™) e o componente aromatico (a 1.608
cm?) para amostras ndo-fotoativadas e fotoativadas foi usada para calcular o GC de

acordo com a seguinte equacéo’:

GC =

( absorbancia (1636cm') / absorbancia (1608cm") polimero

- — s = 100
absorbancia (1636cm! ) / absorbancia (1608cm!) monomero) &
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4.3 Fase 3: Resisténcia de Uniao a Dentina dos Cimentos Resinosos
Fotoativados

4.3.1 Confeccao das amostras

Quarenta e oito terceiros molares humanos higidos extraidos foram obtidos
do banco de dentes da Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr-UNESP),
ap6s a aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa desta instituicéo
(CAAE: 14896319.2.0000.5416). Estes dentes foram armazenados em solucao de
timol a 0,1% (Sigma-Aldrich Corp.) sob refrigeracdo (4°C) até o momento de sua

utilizagéo.

Os dentes foram cortados transversalmente no terco oclusal da coroa, com
a finalidade de produzir uma superficie plana em dentina. Estes cortes foram
realizados com o auxilio de um disco diamantado (n.11-4254, Buehler Ltda.) acoplado
numa cortadeira metalografica (ISOMET 1000, Buehler Ltda.), em contato com agua
destilada. As amostras obtidas foram incluidas em resina acrilica autopolimerizavel
(Classico, Campo Limpo Paulista, SP, Brasil). Para isso, foi usado como matriz um
tubo cilindrico de PVC (Tigre, Rio Claro, SP, Brasil) com 20 mm de diametro externo
por 18 mm de altura, o que permitiu que a superficie de dentina fosse mantida
centralizada e paralela a base do tubo®:. Entdo, a superficie da dentina exposta foi
desgastada com lixa de carbeto de silicio com granulacdo 320 (Carborundum
Abrasivos, Recife, PE, Brasil) posicionada em politriz (ERIOS — 27000, Séo Paulo, SP,
Brasil). Este procedimento foi realizado sob refrigeracdo com agua destilada por 60
segundos, com o objetivo de formar uma camada homogénea de smear layer sobre o
substrato. Trés perfuracdes padronizadas foram realizadas com um perfurador de
lencol de borracha (Golgran, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil) numa fita adesiva dupla
face &cido resistente (3M ESPE)®!. Ap6s aderir a fita sobre a dentina, as areas
delimitadas foram submetidas ao condicionamento com acido fosférico 37% (Condac
37, FGM) e lavagem com 2 mL de agua destilada. Entdo, o excesso de agua destilada
foi removido com papel absorvente (J. Prolab) e em seguida foi aplicado o sistema
adesivo recomendado pelo fabricante dos cimentos resinosos avaliados neste estudo.
Entdo, matrizes cilindricas transparentes de silicone (Tygon Tubing, Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, EUA) com 1 mm de altura e 1,5 mm de diametro interno foram
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posicionadas sobre as trés areas expostas de dentina para insercdo de quantidade

padronizada dos materiais dentarios em teste (Figura 4)372.73,

Figura 4 - Confeccao dos espécimes

A- Terceiro molar seccionado no terco oclusal; B- Inclusdo em resina acrilica
autopolimerizavel; C- Delimitacdo de areas em dentina; D- Matrizes de silicone
posicionadas sobre as areas delimitadas.

Fonte: Elaboracédo propria.

Cada cimento resinoso foi manipulado inserido nas matrizes de silicone com
auxilio de uma pipeta de alta viscosidade (Gilson Incorporated). Entdo, os materiais
foram fotopolimerizados diretamente ou através da interposicdo de uma faceta
ceramica (1 mm de espessura x 6 mm de diametro)?3. A irradiagéo foi realizada com
um fotopolimerizador LED de alta poténcia (VALO, Ultradent), cuja irradiancia foi
avaliada com auxilio de um radidmetro (Radii Plus, SDI Limited) imediatamente antes

e apos a fotopolimerizacédo dos materiais.

Os grupos estabelecidos para esta analise (n=8), bem como o protocolo de
hibridizacdo da dentina e aplicacdo dos cimentos resinosos, estdo demonstrados no
Quadro 5.
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Quadro 5 - Grupos estabelecidos para realizar as avalia¢cdes da resisténcia de unido a dentina
dos cimentos resinosos em teste

GRUPOS PROTOCOLOS
Condicionar a dentina com acido fosférico (AF) 37% por 15 s. Lavar a superficie com
RelyX Veneer 2 mL de &gua destilada, sugando simultaneamente. Secar com disco de papel

absorvente (PA), deixando-a levemente Umida. Aplicar ativamente 5 pL do adesivo
Single Bond Universal por 20 s. Evaporar o solvente com jato de ar por 5 s. Nao
fotopolimerizar. Aplicar o cimento resinoso sobre a dentina hibridizada e fotoativar por
30s.

Variolink Esthetic
LC

Condicionar a dentina com AF 37% por 15 s. Lavar a superficie com 2 mL de agua
destilada, sugando simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de PA,
deixando-a levemente Umida. Aplicar ativamente 5 pL do adesivo Tetric N-Bond
Universal por 20 s. Evaporar o solvente com jato de ar por 5 s. Fotoativar o adesivo por
10 segundos. Aplicar o cimento resinoso sobre a dentina hibridizada e fotoativar por
20 s.

Allcem Veneer
APS

Condicionar a dentina com AF 37% por 15 s. Lavar a superficie com 2 mL de agua
destilada, sugando simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de PA,
deixando-a levemente Umida. Aplicar ativamente 5 pL do adesivo Ambar Universal
APS por 10 s. Reaplicar o adesivo Ambar Universal ASP. Evaporar o solvente com jato
de ar por 5 s. Nao fotoativar. Aplicar o cimento resinoso sobre a dentina hibridizada e
fotoativar por 40 s.

RelyX Veneer
+

Faceta ceramica

Condicionar a dentina com AF 37% por 15 s. Lavar a superficie com 2 mL de agua
destilada, sugando simultaneamente. Secar com disco de PA, deixando-a levemente
Umida. Aplicar ativamente 5 uL do adesivo Single Bond Universal por 20 s. Evaporar o
solvente com jato de ar por 5 s. Nao fotopolimerizar. Aplicar o cimento resinoso sobre
a dentina hibridizada. Colocar faceta cerdmica sobre o cimento e fotoativar por 30 s.

Variolink Esthetic
LC
+ Faceta ceramica

Condicionar a dentina com AF 37% por 15 s. Lavar a superficie com 2 mL de agua
destilada, sugando simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de PA,
deixando-a levemente Umida. Aplicar ativamente 5 pL do adesivo Tetric N-Bond
Universal por 20 s. Evaporar o solvente com jato de ar por 5 s. Fotoativar o adesivo por
10 segundos. Aplicar o cimento resinoso sobre a dentina hibridizada. Colocar faceta
ceramica sobre o cimento e fotoativar por 20 s.

Allcem Veneer
APS
+

Faceta ceramica

Condicionar a dentina com AF 37% por 15 s. Lavar a superficie com 2 mL de agua
destilada, sugando simultaneamente. Secar a superficie oclusal com disco de PA,
deixando-a levemente Umida. Aplicar ativamente 5 pL do adesivo Ambar Universal
APS por 10 s. Reaplicar o adesivo Ambar Universal ASP. Evaporar o solvente com jato
de ar por 5 s. Nao fotoativar. Aplicar o cimento resinoso sobre a dentina hibridizada.
Colocar faceta ceramica sobre o cimento e fotoativar por 40 s.

Fonte: Elaboragéo propria.

As amostras foram colocadas em recipiente hermético (Tupperware Brands
Corporation, Orlando, FL, EUA), cuja base foi forrada com tecido de algodao estéril

(Apolo, Cataguases, MG, Brasil) umidificado com agua destilada. O recipiente foi
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envolto em papel-aluminio (Thermoprat, Jerinu, SP, Brasil) e mantido em ambiente
escuro e Umido a 37°C durante 24 horas (Qualxtron, Sdo Paulo, Brasil, SP). Em
seguida, as matrizes de silicone dos espécimes de cada dente foram cortadas com
auxilio de uma lamina de bisturi nimero 15 (Embramed, Jurubatuba, SP, Brasil) e
removidas para permitir a realizacdo do teste de resisténcia a tracdo

(microsisalhamento)®?.

O ensaio de microcisalhamento foi realizado em maquina para testes
mecanicos (DL-Digital Line, EMIC, Parana, Brasil), previamente ajustada para forcas
de tracdo. Para a execucao do teste, apdés a remocdo das matrizes de silicone, o
troquel de PVC foi cuidadosamente alinhado e um fio metalico de 0,2 mm de diametro
(Morelli Ortodontia; Sorocaba, SP, Brasil) foi aplicado, lacando simultaneamente o
espécime o mais proximo possivel da unido material/dentina e o prolongamento da
célula de carga. Os movimentos de tracéo foram realizados utilizando célula de carga
de 200 N a uma velocidade de 0,5 mm/min. Os testes foram iniciados por meio de um
programa computadorizado especifico (Tesc-Test Script, EMIC Equipamentos de
Ensaio Ltda, Sdo José dos Pinhais, Parand, Brasil) e prosseguiu até que ocorresse a
fratura. A resisténcia de unido ao microcisalhamento foi calculada dividindo-se a forca
maxima registrada durante o ensaio (em N) pela area de unido (em mm?) e expressa

em MPa®?.

4.4 Andlise Estatistica

Os dados obtidos dos testes de citotoxicidade transdentinaria e os valores de
grau de conversao, bem como de resisténcia de unido a dentina dos cimentos
resinosos fotoativados utilizados neste estudo foram avaliados quanto a distribuicao
normal pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancias dos grupos foi
comparada pelo teste de Levene. Em seguida, os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancias ANOVA a um critério, complementado pelo pds-teste de Tukey.
Os valores obtidos pela analise de pH foram submetidos a ANOVA a dois critérios,
complementado pelo pds-teste de Tukey. Todos os testes estatisticos empregaram o

nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

51 Fase 1: Citotoxicidade Transdentinaria dos Cimentos Resinosos

5.1.1 Viabilidade das células MDPC-23 cultivadas na superficie pulpar de discos

de dentina (Alamar Blue)

Com excecdo do grupo RV, onde o cimento RelyX Veneer foi aplicado
sobre a dentina previamente hibridizada com o sistema adesivo Single Bond
Universal, todos os sistemas adesivos usados individualmente (grupos SB, TN e AU)
OU em associagao com 0s cimentos resinosos polimerizados diretamente (grupos VE
e AU) ou através da interposicdo da faceta ceramica (grupos RV+FC, VE+FC e
AV+FC), causaram reducéo significativa na viabilidade das células pulpares MDPC-
23 em comparagcao ao grupo controle negativo (CN; p<0,05). Porém, apenas nos
grupos AU e AV+FC foi observado que as células tiveram mais de 50% de sua
viabilidade reduzida. A interposicédo da faceta ceramica entre 0s cimentos resinosos e
a fonte de luz ndo influenciou os resultados de viabilidade celular quando todos os

cimentos foram associados aos seus respectivos sistemas adesivos (p>0,05).

Figura 5 - Viabilidade das células MDPC-23
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Média e desvio padrao dos valores de viabilidade (%) das células odontoblast6ides MDPC-23
semeadas sobre a superficie pulpar dos discos de dentina e submetidas ao ensaio de Alamar
Blue. Diferentes letras demonstram diferenca significativa entre os grupos. (n=6; ANOVA one-
way e Tukey; a=0,05).

Fonte: Elaboracgéo prépria.
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5.1.2 Viabilidade das células MDPC-23 cultivadas nos compartimentos das

placas de acrilico e expostas aos extratos (Live/Dead)

As fotomicrografias do ensaio de Live/Dead para todos 0s grupos estéo
apresentadas na Figura 6. Vinte e quatro horas ap6s o contato das células MDPC-23
com os extratos dos materiais avaliados, foi observado menor nimero de células
vivas, marcadas com Calcein AM (verde), e maior quantidade de células mortas,
marcadas com EthD-1 (vermelho), para todos os grupos em comparagao ao controle
negativo- CN (sem tratamento). Porém, no grupo RV, um maior numero de células
marcadas com Calcein AM permaneceu aderida ao substrato de acrilico. Imagens
semelhantes foram observadas nos grupos onde o0s sistemas adesivos foram
aplicados individualmente sobre a dentina (SB, TN e AU). Nesses grupos especificos,
a analise subjetiva das imagens permitiu determinar que houve equilibrio entre células
mortas e vivas. Numa avaliacdo comparativa entre os grupos RV+FC, VE+FC e
AV+FC, onde facetas de porcelana foram interpostas entre os materiais resinosos e a
fonte de luz, este dltimo grupo apresentou o maior niumero de células mortas. De
maneira geral, o grupo AV+FC foi aquele onde as células MDPC-23 sofreram o maior

efeito toxico transdentinario.



Figura 6 - Fotomicrografias representativas do ensaio de Live/Dead. Microscopia de fluorescéncia (10x)
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Fluorescéncia verde (Calcein AM) indica a presencga de células vivas e fluorescéncia vermelha (EthD-1) indica a presenca de células mortas.

Fonte: Elaboragéo prépria.
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5.1.3 Adeséo e espalhamento das células MDPC-23 expostas aos extratos (F-

actina)

ApOs 24 horas de exposicao das células aos extratos obtidos dos sistemas
adesivos e cimentos resinosos, foram obtidas fotomicrografias representativas de
cada grupo (Figura 7), onde o citoesqueleto das células foi marcado com Actin Red
555 (vermelho) e o nticleo com Hoescht (azul). No grupo CN, onde nenhum tratamento
foi realizado sobre os discos de dentina, um maior nimero de células permaneceu
aderido no fundo do compartimento. Entre todos 0S grupos experimentais
estabelecidos neste estudo, o grupo RV foi aquele que apresentou o maior numero de
células aderidas e espalhadas sobre o substrato de acrilico. Tal como observado no
teste de Live/Dead, o menor nimero de células, as quais praticamente ndo exibiam
citoesqueleto evidenciado, ocorreu no grupo AV+FC. Numa analise comparativa entre
0S grupos nos quais os materiais resinosos foram fotopolimerizados diretamente (RV,
VE e AV) ou com a interposicao de facetas de ceramica (RV+FC, VE+FC e AV+FC),
foi possivel determinar que nesta ultima condicdo, um menor namero de células
permaneceu aderido no fundo do compartimento. Este resultado parece corroborar

com aquele obtidos por meio do teste de Live/Dead.
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Figura 7 - Fotomicrografias representativas do ensaio de coloragéo dos filamentos de actina. Microscopia de fluorescéncia (10x).

.
4 # 4

Fluorescéncia vermelha indica o citoesqueleto das células (Actin Red 555). Fluorescéncia azul indica o nucleo das células (Hoechst).
Fonte: Elaboracgéo propria.
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5.1.4 Avaliagdo da morfologia das células MDPC-23 cultivadas sobre a

superficie pulpar dos discos de dentina (MEV)

A caracteristica morfolégica das células MDPC-23 semeadas na superficie
pulpar dos discos de dentina, e cuja superficie oclusal deles foi tratada ou ndo com os
materiais em teste, estdo apresentadas na Figura 8. No grupo controle negativo (CN),
onde nenhum tratamento foi realizado, observou-se que um grande numero de
células, com caracteristicas de normalidade, permaneceram aderidas de maneira
uniforme sobre o substrato dentinario. Nos grupos onde foram aplicados os sistemas
adesivos (grupos SB, TN e AU), a superficie pulpar dos discos de dentina apresentava
importante reducédo no numero de células, as quais exibiam menor tamanho. Assim,
amplas areas do substrato com tubulos dentinarios expostos foram observadas.
Quando os cimentos foram fotopolimerizados sem a interposicédo da faceta ceramica
(grupos RV, VE e AV), poucas células odontoblastéides MDPC-23 se deslocaram da
superficie pulpar dos discos de dentina. Estas células, especialmente no grupo RV,
exibiam amplo citoplasma e recobriam o substrato, semelhante ao observado no
grupo CN. O menor namero de células pulpares sobre a dentina ocorreu no grupo AV.
Nos grupos RV+FC e VE+FC, onde a polimerizacao foi realizada apos interposicéo
de uma faceta ceramica entre a fonte de luz e os materiais, 0 nimero e morfologia
das células MDPC-23 que permaneceram sobre a dentina foram semelhantes ao
observado nos seus respectivos grupos fotoativados diretamente (RV e VE). Porém,
muitas células se deslocaram do substrato quando o cimento Allcem Veneer APS foi
indiretamente polimerizado (grupo AV+FC). As poucas células pulpares que
permaneceram aderida a superficie pulpar dos discos de dentina exibiam tamanho

menor do que observado nos demais grupos experimentais e controle.
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Figura 8 - Eletromicrografias representativas dos grupos experimentais e controle (MEV, magnificacdo original x500).

CN (controle negativo)- Muitas células MDPC-23 com amplo citoplasma estdo homogeneamente distribuidas sobre a superficie pulpar do disco
de dentina. SB (Single Bond Universal), TN (Tetric N-Bond Universal), e AU (Ambar Universal): Grande quantidade de células se deslocaram
do substrato, o qual exibe numerosos tubulos dentindrios expostos. Note que as poucas células que permaneceram aderidas a dentina
apresentam tamanho menor em comparacao ao grupo CN. RV (RelyX Veneer) e VE (Variolink Esthetic LC)- Muitas células com amplo citoplasma
permaneceram aderidas sobre a dentina. AV (Allcem Veneer APS)- Apesar das células MDPC-23 exibirem morfologia préxima da normalidade,
um menor namero delas se  manteve aderido sobre a dentina, a qual exibe muitos tubulos expostos. RV+FC (RelyX Veneer + Faceta
Ceramica) e VE + FC (Variolink Esthetic LC + Faceta Ceramica): A morfologia e nimero de células aderidas a superficie pulpar dos discos de
dentina foram semelhantes aos grupos RV e VE. AV+FC (Allcem Veneer + Faceta cerdmica)- A contragdo citoplasmatica das poucas células
MDPC-23 que permaneceram sobre o substrato dentinario, fez com que elas apresentassem tamanho reduzido em comparagdo aos demais
grupos experimentais e controle. Esta alteragcdo morfologica celular e o extenso deslocamento das células MDPC-23 do substrato, fizeram com
gue um grande numero de tdbulos dentinérios fossem expostos.

Fonte: Elaboracgéo prépria.
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5.1.5 Atividade de fosfatase alcalina (ALP)

De acordo com os resultados apresentados na Figura 9, apos 5 dias de
exposicdo das células MDPC-23 aos extratos obtidos dos materiais avaliados, houve
reducéo significativa da atividade de ALP para todos os grupos em comparacao ao
CN, com excecao do grupo RV (p<0,05). As células dos grupos SB, TN, AU e AV+FC
mostraram reduzida atividade de ALP (maior que 50%). Apenas para o grupo RV, a
interposicao da faceta ceramica entre o material resinoso e a fonte de luz reduziu
significativamente a atividade ALP das células MDPC-23 que permaneceram aderidas
ao fundo do compartimento (p<0,05). Tal como observado nos testes de Live/Dead e
f-actina, os menores valores de atividade celular tenderam a ocorrer nos grupos onde
o sistema adesivo Ambar Universal APS foi usado individualmente ou associado ao
cimento resinoso Allcem Veneer APS (AU, AV e AV+FC).

Figura 9 - Atividade de ALP
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Média e desvio padrdo dos valores de atividade de ALP pelas células odontoblastdides
MDPC-23. Diferentes letras demonstram diferenca significativa entre os grupos. (n=4; ANOVA
one-way/Tukey; a=0,05).

Fonte: Elaboragéo propria.
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5.1.6 Deposicdo de nddulos de mineralizacéo (Alizarin Red)

Os resultados de deposicdo de ndédulos de mineralizacdo (NM) pelas
células odontoblastoides MDPC-23 estao apresentados na Figura 10. Apés 7 dias de
exposicdo das células aos extratos, foi observado reducdo significativa de NM em
todos os grupos experimentais em relagdo ao CN, com exceg¢éo do grupo RV (p<0,05).
Porém, apenas AU e AV+FC apresentaram valores de deposicdo de matriz
mineralizada menores que 50%. Nestes dois grupos, o sistema adesivo Ambar
Universal APS foi usado individualmente ou associado ao cimento resinoso Allcem
Veneer APS. Para este teste laboratorial especifico, a interposi¢éo de faceta ceramica
entre 0s materiais resinosos e a fonte de luz nao influenciou significativamente a
deposicdo de NM pelas células pulpares (p>0,05). Esses dados sédo corroborados
pelas imagens nos nodulos de mineralizac&o obtidas por meio da realizacdo do ensaio
de Alizarin Red (Figura 11).

Figura 10 - Deposicéo de nddulos de mineralizacéo
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Média e desvio padréo dos valores de formag&o de nédulos de mineralizagéo (%) dos grupos
estabelecidos neste estudo. Diferentes letras demonstram diferenga significante entre os
grupos. (n=4; ANOVA one-way/Tukey; a=0,05).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 11 - Imagens representativas da deposicdo de NM (Alizarin Red) para todos os grupos estabelecidos neste estudo (microscopia de luz invertida,
aumento original x10).
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Note a intensa deposi¢cdo de NM (setas) no grupo controle (CN), sendo que esta atividade celular foi reduzida em todos os demais grupos do estudo. De
maneira geral, os menores valores de deposicdo de NM foram determinados nos grupos SB, TN e AU, bem como no grupo AV+FC.
Fonte: Elaboragao prépria.
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5.1.7 Andlise do pH

O pH do meio de cultura que permaneceu em contato com 0s corpos de
prova fotoativados dos materiais avaliados na presente pesquisa (extratos), foi aferido
trés vezes ao longo de 24 horas (n=4) (Figura 12). Imediatamente, ap6s 12 e apos 24
horas, o pH do grupo controle (MC), cujo meio de cultura ndo entrou em contato com
nenhum material apresentou média de 8,4; 8,0; 8,2, respectivamente. Na analise
imediata, os sistemas adesivos reduziram consideravelmente o pH do meio de cultura
em comparacéo ao MC (SB - 7,5; TN - 7,6; AU - 7,5), sendo que esse padréo se
repetiu para as analises de 12 horas (SB - 7,2; TN - 7,3; AU - 7,6) e 24 horas (SB -
6,8; TN - 7,0; AU - 7,4). Dentre esses grupos, SB apresentou maior reducao do pH,
seguido por TN e por ultimo AU. O pH dos extratos em contato com 0s cimentos
resinosos durante a analise imediata foi semelhante para todos os grupos e néo diferiu
do controle (RV - 84; VE - 8,4; AV - 8,4). Entretanto, apés 12 e 24 horas, RV
apresentou menores valores de pH, seguido por VE e AV, sendo que as médias de
cada grupo foram: RV -7,4;VE-7,6; AV-79e RV -7,6; VE-8,0; AV - 7,9, na devida

ordem.

Figura 12 - Andlise do pH
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Gréfico demonstrativo dos valores de pH dos extratos obtidos nos diferentes momentos de
imersdo dos corpos de prova no meio de cultura (n=4). Barras representam os intervalos de
confianca.

Fonte: Elaboragédo propria.
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5.2 Fase 2: Avaliacao do Grau de Conversao

Nesta andlise, leituras do topo (T) e da base (B) das amostras fotoativadas
dos cimentos resinosos foram obtidas para calcular as médias do grau de conversao
(GC), cujos resultados estdo apresentados na Figura 13. O GC determinado no topo
das amostras foi ligeiramente maior para todos 0S grupos experimentais, em
comparacao a base, porém sem diferencas estatisticamente significantes. Os valores
de GC obtidos nos grupos fotoativados sem a interposi¢céao da faceta ceramica com 1
mm espessura, foram significativamente mais elevados do que aqueles onde os
materiais foram fotoativados através da ceramica (p<0,05). Dentre os cimentos
avaliados sem a presenca da faceta ceramica, o maior GC foi observado para VE (T:
93,5 £ 1,1%; B: 92,2 + 0,6%), seguido por RV (T: 86,5 + 1,3%; B: 85,5 £ 1,8%).
Entretanto, quando a faceta ceramica foi usada, o grupo RV+FC (T: 81,1 + 3,2%; B:
79,2 £ 3,1%) apresentou GC com tendéncia a ser superior ao VE+FC (T: 78,8 £ 4,2%;
B: 78,1 £ 4,0%), porém sem ter sido observado diferenca significativa entre eles. O
menor GC foi observado para o cimento AV com ou sem a presenca da faceta
ceramica, para esses grupos o GC obtido foi AV (T: 62,5+ 4,3; B: 62,1 +2,5) e AV+FC
(T: 34,91 4,8%; B: 34,8 + 4,3%).

Figura 13 - Avaliacdo do grau de conversao
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Grau de conversao (%) das superficies (base e topo) de amostras de cimentos resinosos
fotoativados. Barras e numeros representam médias e desvios-padrdo, respectivamente
(n=6). Letras diferentes demonstram diferencgas estatisticas entre os grupos. Nao houve efeito
da superficie e a presenca da faceta ceramica resultou em menor grau de conversao (ANOVA
a dois fatores/Tukey p<0,05).

Fonte: Elaboracgéo prépria.
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5.3 Fase 3: Resisténcia de Unidao a Dentina dos Cimentos Resinosos
Fotoativados

Tal como apresentado na Figura 14, os resultados do teste One-Way
ANOVA mostraram que nao houve diferenca significativa nos valores de resisténcia
de unido a dentina quando todos os cimentos resinosos polimerizados diretamente
foram comparados entre si (p>0.05). Apesar das maiores médias de resisténcia de
unido a dentina terem sido observadas quando o0s cimentos resinosos foram
fotoativados diretamente, a interposicdo da faceta ceradmica nao influenciou

significativamente nesta propriedade dos materiais em teste.

Figura 14 - Resisténcia de unido a dentina dos cimentos resinosos fotoativados
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Média e desvio padrao dos valores de resisténcia de unido a dentina dos cimentos resinosos
guando do emprego do teste de microcisalhamento (MPa). (ANOVA One-Way; p>0.05; n=8).
Fonte: Elaboragéo prépria.
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6 DISCUSSAO

Para conferir retengéo entre restauracgdes indiretas e o substrato dental,
agentes especificos de cimentacao sao usados para preencher o exiguo espaco entre
o dente preparado e a peca protética’. Edelhoff e Ozcan’ relataram que dentre
diversos fatores, a correta selecdo do agente de cimentacédo tem papel fundamental
na longevidade do tratamento realizado. No presente estudo, trés cimentos resinosos
fotoativados de diferentes marcas comerciais foram usados para cimentacdo de
facetas de ceramica feldspatica com 1 mm de espessura. A escolha desses materiais
resinosos (agentes de unido) ocorreu devido as suas excelentes propriedades
estéticas e mecanicas*, bem como por estes produtos dependerem unicamente da
luz para iniciar a reacdo de polimerizacdo, o que faz com que sejam amplamente

recomendados para cimentacédo de pecas protéticas delgadas e translicidas’®.

Sabe-se que os odontoblastos, células tipicas da polpa que se organizam
em monocamada (camada odontoblastica) para revestir internamente a dentina
coronaria e radicular’’, sdo responsaveis pela manutencéo e equilibrio deste tecido
dentario permeavel’®. Durante a odontogénese, a medida em que os odontoblastos
sintetizam e depositam matriz dentinaria, eles se movem centripetamente com relacao
a papila dentaria. Consequentemente, este curso das células faz com que elas deixem
atras de seu corpo em movimento, prolongamentos citoplasmaticos que permanecem
no interior da dentina apdés sua mineralizacdo, conferindo a este substrato uma
morfologia tubular™. Desta forma, a origem e a intima relacdo entre polpa dental e
dentina faz com que estes dois tecidos sejam considerados como uma estrutura Unica,
entdo denominada de complexo dentina-polpa®®8l. Portanto, tdo relevante quanto
entender o comportamento mecanico, fisico e éptico dos materiais dentarios aplicados
sobre esmalte e dentina, € fundamental também, avaliar os efeitos bioldgicos
causados por eles e suas técnicas de aplicacdo!®. Baseado no fato de que os
odontoblastos sdo as primeiras células da polpa a entrar em contato com
componentes dos materiais dentarios capazes de se difundir pelo esmalte e o
substrato dentinario tubular, células odontoblastoides MDPC-23 foram selecionadas
para uso na presente pesquisa. Com o objetivo de simular condi¢fes clinicas, esta
linhagem celular tem sido amplamente empregada para avaliar e comparar a

citotoxicidade indireta de variados produtos?6.64:65.69.82,
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Dentre os testes realizados no presente estudo, o efeito citotdxico
transdentinario de cimentos resinosos sobre células MDPC-23 semeadas em discos
de dentina e em placas de acrilico, foi avaliado. Considerando que barreiras
dentinarias com 0,4 mm de espessura ou mais podem reduzir o efeito citotdxico de
materiais dentarios®18384 discos de dentina padronizados quanto a espessura e
permeabilidade, os quais foram adaptados em camara pulpares artificiais, foram
utilizados na presente pesquisa. Pahlevan et al.8° relataram que, dependendo da
técnica empregada no preparo mecanico de dentes anteriores para receberem
restauracdes do tipo facetas, areas de dentina podem ser expostas na regido cervical,
onde a espessura do esmalte é delgada e esta regido encontra-se proxima a polpa
dental. Assim, com a proposta de avaliar a citotoxicidade trandentinaria de cimentos
resinosos numa condicdo de grande desafio, simulando uma situacdo clinica de
dentina profunda, onde o remanescente dentinario tem espessura inferior a 0,5 mm?2,
discos de dentina com 0,4 mm de espessura foram usados no presente estudo. Desse
modo, para executar este teste biologico especifico, os cimentos foram aplicados
sobre a superficie oclusal dos discos de dentina, a qual foi previamente hibridizada,
tal como recomendado pelos fabricantes. Em cada grupo experimental, os cimentos
resinosos foram irradiados diretamente ou através da interposicao de uma faceta de
ceramica (1 mm de espessura) entre eles e a fonte de luz. Como grupos controle
positivos e negativo deste estudo, os sistemas adesivos recomendados pelos
respectivos fabricantes dos cimentos resinosos foram usados isoladamente, ou

nenhum tratamento foi realizado, respectivamente.

Tradicionalmente, os materiais a base de resina, tal como os sistemas
adesivos e cimentos resinosos avaliados no presente estudo, contém monémeros em
sua composicédo33°. Considerando o fato de que durante a reacdo de polimerizacéo
ndo ha uma completa conversdo dos mondmeros em cadeias poliméricas,
mondmeros livres nédo reagidos permanecem na superficie dos materiais resinosos®’.
Quando estes materiais entram em contato com solucdes aquosas, tal como saliva
humana e fluido dentinario, os mondmeros livres ndo reagidos séo lixiviados®2 e
assim podem entrar em contato com os tecidos adjacentes. Dependendo da
guantidade de mondmeros lixiviados dos materiais resinosos, estes podem causar
toxicidade de variada intensidade sobre células da mucosa oral ou polpa®>3086, Qs

mondémeros livres também podem causar danos ao DNA celular®, morte celular por
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apoptose® e influenciar a resposta celular do sistema imune inato%. Também foi
demonstrado que mondmeros livres que se difundem pela dentina podem interferir no
metabolismo dos odontoblastos, inibindo algumas fung¢des especificas, tais como
sintese de fosfatase alcalina, capacidade de deposi¢do de matriz rica em colageno e
expresséo génica de marcadores especificos envolvidos na regeneragdo pulpar®®3,
Bakopoulou et al.%% relataram que esses mondmeros ainda podem atrasar o
processo de diferenciacdo odontogénica de células mesenquimais da polpa, o que

interfere diretamente no mecanismo de cura deste tecido conjuntivo especializado.

Muitos cimentos resinosos convencionais, usados para cimentacao de
pecas protéticas, requerem a prévia hibridizacdo da dentina, a qual € comumente
condicionada com &cido fosforico antes da aplicagdo do agente adesivo. O
condicionamento da dentina com agentes acidos desmineraliza parcialmente o
substrato e remove a smear layer’. Esse procedimento expde uma rede de fibrilas de
colageno e tubulos dentinarios, favorecendo a penetracdo do agente adesivo no
substrato desmineralizado®®. No entanto, moderado-intenso efeito citotdxico
transdentinario foi observado quando sistemas adesivos convencionais foram
aplicados sobre discos de dentina condicionados com acido e cuja espessura era
menor ou igual a 0,5 mm®18384 A remocédo da smear layer e o aumento no diametro
dos tubulos dentinarios, causados pela acdo dos agentes acidos, permite rapida
difusdo de componentes toxicos liberados dos materiais resinosos em direcdo ao
espaco pulparé*%’. Em estudo in vivo, de Souza Costa et al.3” observaram a formac&o
de longos tags de resina nos tubulos dentinarios e moderada desorganizacao e
inflamacéo pulpar, quando um sistema adesivo de frasco uUnico foi aplicado em
cavidades profundas submetidas ao prévio condicionamento acido. Na presente
pesquisa, sistemas adesivos aplicados isoladamente sobre dentina condicionada
causaram reducdo significativa na viabilidade das células MDPC-23. Portanto, é
possivel sugerir qgue mondmeros livres ndo reagidos tenham sido liberados dos
sistemas adesivos e parte deles tenha difundido através dos tubulos dentinérios,
alcancando rapidamente as células odontoblastéides semeadas na superficie pulpar
dos discos. Para realizar os testes complementares propostos neste estudo, 0s quais
requerem tempos mais longos de cultura celular, os extratos de cada grupo foram
coletados e aplicados sobre células MDPC-23 previamente cultivadas em

compartimentos de placas de acrilico esterilizadas. De maneira geral, além de
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interferir na expressao fenotipica das células, as imagens obtidas através do ensaio
de Live/Dead permitiram demonstrar, de modo qualitativo, que os produtos presentes
nos extratos reduziram a quantidade de células vivas. O ensaio de F-actina
demonstrou a ocorréncia de alteragcées no padrao de adeséo e espalhamento celular
e reducdo na quantidade de células MDPC-23 aderidas na base dos compartimentos.

Para que uma adequada interagdo ocorra entre sistemas adesivos e
dentina, mondmeros diluentes e de baixa viscosidade, tais como 0o HEMA e TEGDMA,
sdo adicionados a esses materiais resinosos®. Entretanto, devido ao baixo peso
molecular e hidrofilia, esses componentes séo lixiviados com maior facilidade em
comparagao a mondmeros com maior peso molecular e de natureza hidrofoba, como
0 BISGMA e UDMA®®%°_ Em estudo recente de Baldion et al.'%, foi demonstrado que
a exposicao de células odontoblastoides humanas (hOLCs) ao HEMA e TEGDMA por
24 horas, induziu alteracbes na atividade metabdlica e integridade da membrana
celular. Os autores também observaram producdo aumentada e precoce de espécies
reativas derivadas do oxigénio (EROSs), o que resultou em peroxidacdo dos lipidios da
membrana, alteracdo severa na atividade mitocondrial e modificacbes no potencial
redox das células. De acordo com os resultados do presente estudo, dentre os
sistemas adesivos investigados, o AU apresentou maior citotoxicidade transdentinaria
sobre células odontoblastéides MDPC-23, reduzindo a viabilidade celular em 70,3%,
bem como a atividade de ALP e formacéao de nodulos de mineralizacdo em 81,9% e
63,1%, respectivamente. Apesar do fabricante desse material ndo especificar quais
mondmeros estdo presentes no produto, foi possivel constatar, durante sua
manipulacéo, que ele € menos viscoso do que os demais sistemas adesivos usados
nesta pesquisa. Essa caracteristica permite sugerir que alguns monémeros, como o
HEMA e TEGDMA, os quais conferem baixa viscosidade aos materiais resinosos,
podem fazer parte da composicdo quimica do AU. O efeito citotoxico observado no
presente estudo para o sistema adesivo AU, também pode estar relacionado ao
protocolo de uso desse material. Enquanto uma Unica camada de SB e TN foi usada
para hibridizar a dentina condicionada, duas camadas do sistema AU foram aplicadas,
tal como recomendado pelo fabricante. Leite et al.®* demonstraram que a aplicacéo
ativa de duas camadas consecutivas de sistemas adesivos para hibridizar discos de
dentina condicionados com A&cido fosforico 37%, reduziu em torno de 88% a

viabilidade de células MDPC-23. Assim, é possivel sugerir que a aplicacdo de duas
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camadas do sistema adesivo AU (baixa viscosidade) sobre dentina previamente
condicionada com acido, pode ter resultado em intensa difusdo trandentinéria de
componentes toxicos liberados pelo material resinoso. Consequentemente, a elevada
concentracdo desses componentes acumulada no espago pulpar parece ter
determinado a maior citotoxicidade do AU em comparagdo aos demais sistemas
adesivos usados neste estudo laboratorial.

Ao avaliar a citotoxicidade dos protocolos de cimentagdo, foi possivel
observar que todos os cimentos fotoativados através da interposicdo de uma faceta
de ceramica entre eles e a fonte de luz, reduziram a viabilidade, bem como a
expressao de marcadores da sintese e deposi¢cao de matriz mineralizada pelas células
MPDC-23. Ainda, esses protocolos alteraram o padrdo de morfologia, adeséao e
espalhamento celular em relacdo ao grupo controle negativo, onde nenhum
tratamento foi realizado. Garcia et al.?® investigaram a citotoxicidade transdentinaria
de diferentes cimentos a base de resina (cimento resinoso dual convencional, cimento
resinoso dual auto-condicioanante e cimento ionomérico modificado por resina) em
contato com células MDPC-23 e HDPCs. Os autores observaram maior reducéo de
viabilidade sobre ambas as linhagens celulares para o cimento resinoso convencional
testado. de Souza Costa et al.'# avaliaram a resposta de polpas humanas ap6s
cimentacao de restauracdes inlay em cavidades de classe V confeccionadas na face
vestibular de pré-molares. Foi demonstrado, por meio de analise microscopica, que o
cimento Variolink 1l (cimento resinoso dual convencional — Ivoclar Vivadent)
desencadeou resposta inflamatoria pulpar moderada aos 7 dias, a qual persistiu até o
periodo mais longo de avaliacdo (2 meses). Os autores sugeriram que esta inflamacéo
tecidual cronica estava relacionada com a difusdo de mondémeros livres ndo reagidos,
liberados do agente adesivo aplicado sobre dentina condicionada com acido antes do
uso do cimento resinoso Variolink 1l. Com o propésito de avaliar a possivel difusao
transdentinaria de mondémeros livres lixiviados do cimento resinoso convencional
Multilink Automix (lvoclar Vivadent), Kerezoudi et al.*° preparam discos de dentina
humana, os quais foram acoplados a um dispositivo com pressdo intra-pulpar
simulada. Os autores localizaram o monémero HEMA em todos os extratos, sendo
que os demais monOmeros presentes na composi¢cdo quimica do material (BPA,

UDMA e BisGMA) ndo foram detectados. Segundo Kerezoudi et al.*°, a presenca
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comum de HEMA nos extratos ocorreu devido a caracteristica hidréfila deste

mondmero, bem como seu menor peso molecular em comparacéo aos demais.

No presente estudo, independente da interposi¢cao da faceta ceramica entre
o cimento e a fonte de luz, estes materiais ndo apresentaram diferenca estatistica de
citotoxicidade quando aplicados sobre o substrato dentinario hibridizado e entéo
fotoativados. Por outro lado, apesar dos ensaios de Live/Dead, F-actina e MEV
demostrarem para o grupo RV uma leve alteragdo no padrédo de viabilidade,
adesédo/espalhamento e morfologia celular, respectivamente, foi possivel observar
gue os parametros quantitativos de resposta celular ndo diferiram estatisticamente em
relacéo ao controle negativo. Estes resultados demonstram que a citotoxicidade dos
cimentos resinosos pode estar relacionada ndo apenas a presenca ou ndo da peca
ceramica, mas também da composi¢do quimica e técnica de aplicacdo do material
avaliado. Num estudo recente, Oguz et al.*> avaliaram a citotoxicidade de dois
cimentos resinosos duais convencionais (RelyX ARC e VariolinkN) e dois auto-
adesivos (RelyX Unicem e Multilink Speed) em cultura de fibroblastos (NIH/3T3). Um
aparelho de LED foi usado para polimerizar os materiais, com ou sem a interposicao
de disco de ceramica de dissilicato de litio ou de resina nano-ceramica (2 mm de
espessura). Os autores também avaliaram os materiais submetidos ao processo de
auto-polimerizacéo. Para obter os extratos de cada grupo, as amostras dos cimentos
resinosos foram imersas em meio de cultura pelos periodos de 0, 1, 2 e 7 dias. Para
determinar a citotoxicidade dos materiais (MTT assay), 0s extratos foram aplicados
sobre as células semeadas em placas de acrilico. Foi demonstrado que a
citotoxicidade dos cimentos resinosos, a qual foi dependente de sua composicao
guimica, diminuiu gradualmente até o periodo de 7 dias. Os maiores valores de
toxidade foram registrados no dia 2 para cimentos resinosos convencionais e no dia 0
para cimentos auto-adesivos. A forma de auto-polimerizacdo dos materiais resultou
nos maiores valores de citotoxicidade, especialmente para o cimento Multilink Speed.
A presenca e o tipo de disco ceramico usado no estudo exerceu influéncia sobre a
citotoxicidade dos cimentos resinosos, a qual também variou de acordo com a
composicao quimica deles. Assim, os autores concluiram que diversos fatores podem
interferir na adequada polimerizagdo de materiais resinosos e que a irradiagédo

desempenha papel importante na reducéo dos efeitos citotoxicos destes produtos.
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Considerando os interessantes resultados da presente pesquisa, onde foi
possivel demonstrar que embora todos 0s materiais resinosos tenham causado algum
dano as células MDPC-23, o efeito toxico deles foi menor quando agentes adesivos e
cimentos foram usados em associa¢do. E importante ressaltar que, neste estudo,
cada sistema adesivo foi fotoativado por 10 s, tal como recomendado por seus
fabricantes. Todavia, pesquisadores tém relatado que este tempo de irradiacdo nao é
suficiente para obter uma adequada polimerizacdo do agente adesivo, mesmo em
condicGes laboratoriais ideais!®t1%2, Ainda seguindo as recomendacbes dos
fabricantes, no presente estudo os cimentos resinosos aplicados sobre dentina
hibridizada foram fotoativados por periodos que variaram de 20 a 40 segundos. Assim,
sugere-se que 0 maior tempo de exposicdo do conjunto (sistema adesivo + cimento
resinoso) a luz, tenha elevado o GC monomérica do material adesivo previamente
aplicado, resultando em menor quantidade de mondmeros livres e,
consequentemente, menor citotoxicidade transdentinaria. Em concordancia com os
presentes achados, Bianchi et al.®® demonstraram que a fotoativacédo por 20 segundos
aumentou significativamente o GC de todos os sistemas adesivos avaliados, em
comparacao com o tempo de 10 segundos. Outros estudos também demonstram que
o tempo de irradiacdo de materiais resinosos € inversamente proporcional ao GC
monomerica, o que faz com que menor quantidade de monémeros livres estejam
disponiveis para se difundir pelos tubulos dentinarios para causar citotoxicidade sobre

células pulpares?39:52.103-106

Neste estudo, o pH dos extratos foi avaliado ao longo de 24 horas apos
imersdo de corpos de prova, preparados com 0S materiais resinosos, no meio de
cultura. Este procedimento foi realizado com objetivo de determinar a possivel
influéncia do pH do ambiente gerado apés aplicacdo dos materiais em teste, sobre a
citotoxicidade deles. de Souza Costa et al.?’ relataram que extratos de alguns agentes
adesivos com valores de pH muito baixos (proximo de 1,0) podem causar danos
imediatos e irreversiveis para células pulpares. De acordo com Hirose et al.X%’, o efeito
do pH &cido extracelular pode causar reducdo do metabolismo e proliferacdo das
células, ou até mesmo induzir morte celular direta. Na presente pesquisa in vitro, o
valor médio do pH dos extratos obtidos dos agentes adesivos foi menor do que aquele
determinado para o meio de cultura puro (MC, controle). Porém, esta discreta variacdo

de pH observada nos extratos dos agentes adesivos nao foi suficiente para causar
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danos celulares significativos, o que indica que o pH dos extratos de todos 0s grupos
permaneceu numa faixa cuja homeostase celular € mantida, tal como previamente
relatado por Hirose et al.1%”. Assim, de acordo com a metodologia usada na presente
pesquisa, € possivel sugerir que as alteracdes de pH geradas pelos materiais
resinosos testados néo tenham exercido influéncia direta na toxicidade deles sobre as

células pulpares em cultura.

Dentre os agentes de cimentacao investigados, AV exibiu efeito toxico
superior aos demais, principalmente quando fotoativado através da faceta ceramica
(grupo AV+FC); para esse grupo especifico, foi observado redu¢édo maior do que 50%
em todos os parametros de citotoxicidade avaliados. Os dados de toxicidade celular
transdentinaria se apresentaram inversamente proporcionais ao GC determinado para
0s grupos onde os materiais resinosos foram usados, em especial no grupo AV+FC.
Uma vez que ja foi demonstrado que baixos indices de GC geram maior quantidade
de mondmeros livres ndo reagidos® e que a citotoxicidade de materiais resinosos esta
diretamente relacionada ao GC5%108 certamente uma maior quantidade de
mondmeros livres lixiviaram do cimento AV. Ainda, € importante salientar que
previamente ao uso desse cimento, a dentina foi hibridizada com o sistema adesivo
AU, o qual causou elevada citotoxicidade quando usado isoladamente. Portanto, é
possivel sugerir que esses achados sejam consequéncia da associacao desses dois

materiais resinosos.

Os cimentos resinosos VE e RV, fotoativados ou ndo através de uma faceta
ceramica, causaram definido efeito toxico para as células MDPC-23. Porém, esse
efeito adverso nado ultrapassou 50%, considerando os protocolos laboratoriais
empregados nesse estudo para determinar o nivel de citotoxicidade dos produtos. Tal
resultado pode ser explicado, pelo menos em parte, pelos dados de GC observados
para os cimentos VE e RV, os quais foram significativamente maiores em comparacao
ao cimento AV. Embora o tempo de irradiacdo do cimento VE tenha sido de apenas
20 segundos, o GC deste produto quando fotoativado sem interposicdo da peca
ceramica, foi superior aos demais materiais resinosos testados. Alkhudhairy et al.1%®
avaliaram o GC de diversos cimentos resinosos por meio de FTIR. Os autores
demonstraram que o cimento VE apresentou o maior GC em comparacao aos demais

materiais resinosos fotoativados e duais investigados. No referido estudo, os cimentos
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foram irradiados através da interposicdo de um disco de cerdmica com 1 mm de
espessura, tal como realizado na presente investigacdo. Uma possivel explicacdo
para este GC superior do cimento VE seja o fato dele conter o fotoiniciador Ivocerin®
na sua composicao. Esse fotoiniciador atua como um impulsionador da polimerizacao
e tem maior capacidade de fotopolimerizagéo do que a canforoquinona devido a maior
absorcédo de luz na faixa entre 400 e 450 nm!*%111 O espectro de emissdo da unidade
fotopolimerizadora LED usada no presente estudo (Valo, Ultradent) atua com o
espectro de absor¢do do Ivocerin®, o que pode esclarecer o elevado GC apresentado

neste estudo pelo cimento VE.

O grupo RV foi o Unico que ndo apresentou reducéo significativa dos
parametros quantitativos de viabilidade celular, atividade de ALP e formacgédo de
nodulos de mineralizacdo. Possivelmente, o elevado GC apresentado por esse
cimento resinoso, associado ao menor efeito téxico do adesivo SB, contribuiu para os
resultados positivos observados no presente estudo. Os cimentos resinosos
apresentam em sua composicdo maior quantidade de mondémeros com alto peso
molecular, como o Bis-GMA e UDMA, os quais aumentam consideravelmente a
viscosidade dos produtos!!?. Em decorréncia da irradiacdo, esses mondmeros
conferem resisténcia mecéanica aos cimentos resinosos por meio da formacao de
polimeros densamente reticulados'*?, sendo que a caracteristica hidréfoba deles, faz
com que estas moléculas tenham menor capacidade de difundir-se via
transdentinaria®. Tal como previamente demonstrado, os cimentos resinosos por si
s6, exibem limitado potencial citotoxico quando uma barreira de dentina esta presente
entre eles e as células pulpares!* 28, Portanto, sugere-se que o principal responsavel
pela discreta citotoxicidade e alteracdo morfolégica celular observado no grupo RV,
tenha sido a hibridizacdo da dentina, a qual foi realizada previamente a aplicacao do

cimento resinoso.

Embora a interposicdo da faceta ceramica entre a fonte de luz e os
materiais resinosos nao influenciou significativamente o efeito citotéxico observado
nos grupos avaliados neste estudo, a presenca da peca protética de 1mm de
espessura reduziu o GC dos materiais resinosos. Durante o procedimento de
cimentacao, a interposicdo de pecas ceramicas pode atenuar o nivel de irradiacdo e

aumentar a dispersao da luz, limitando a quantidade de energia que atinge a camada



72

de cimento resinoso!!4. Assim, cimentos resinosos podem apresentar instabilidade de
cor e propriedades mecanicas reduzidas!®®. Por essa razdo, a resisténcia de uniéo
dos cimentos a dentina também foi avaliada neste estudo. De acordo com os valores
de resisténcia de unido obtidos em todos os grupos, foi possivel determinar que os
cimentos testados sao estatisticamente semelhantes, independente da interposicao
ou ndo da faceta ceramica entre eles e a fonte emissora de luz. Akgungor et al.'1®
avaliaram a resisténcia de unido ao cisalhamento apés cimentacdo de discos
ceramicos de dissilicato de litio (Empress 2, Ivoclar Vivadent) com diferentes
espessuras (1 mm; 1,5 mm; e 2,0 mm). O teste foi realizado ap6s 10 minutos e 24
horas da cimentacao dos discos ceramicos, sendo que no periodo mais longo (24
horas), os espécimes foram submetidos a ciclagem térmica. Os discos foram
cimentados a dentina com um material resinoso dual (lllusion, Bisco Inc), utilizando
para isso a pasta base e catalizadora (polimerizacdo dupla) ou apenas a pasta base
(fotopolimerizacao). Os autores observaram que a espessura dos discos ceramicos,
modo de polimerizacdo e periodo de analise, ndo influenciaram os valores de
resisténcia de unido, sendo determinado semelhanca estatistica entre todos os
grupos. Sabe-se que a continua degradacdo da porcao resinosa e das fibrilas de
colageno ocorre por hidrolise, bem como pela acdo de catepsinas, cisteinas e
metaloproteinases presentes no substrato dentinario!!”118, Este efeito enzimatico na
interface adesiva, resulta na deterioracdo da camada hibrida e a consequente perda
da resisténcia de unido!*®12° o que pode ser acelerado de acordo com as técnicas e
materiais utilizados, bem como a irradiacéo deficiente deles'?!. Na presente pesquisa,
as avaliacbes de resisténcia de unido ocorreram logo apés a realizacdo dos
procedimentos, o que caracteriza uma limitacdo do estudo. Dessa forma, torna-se
relevante, em futuras investigacoes, proceder o envelhecimento dos espécimes, 0 que
certamente fornecera dados cientificos mais relevantes quanto as propriedades

mecanicas dos materiais aplicados sobre dentina.

De acordo com as normas estabelecidas pela 1ISO 10993-5: 2009 (E)"°,
reducéo da viabilidade celular maior do que 30% estabelece um determinado material
dentario em teste como citotéxico. Essa importante normativa, estabelecida ha mais
de uma década, classifica o potencial citotoxico de materiais e técnicas dentro da
seguinte escala: 0 - Nenhum (quando ndo ha lise das células ou reducdo na

proliferacao celular); 1 - Fraco (reducao nao superior a 20%); 2 - Leve (reducao néo



73

superior a 50%); 3 - Moderado (reducao nao superior a 70%); e 4 - Severo (destruicéo
guase completa ou completa das camadas celulares). Considerando esta escala, na
presente pesquisa todos os materiais testados apresentaram algum potencial definido
de citotoxicidade, com excecdo do grupo RV. Apenas os grupos AU e AV+FC
apresentaram efeito citotoxico moderado, sendo que 0s demais grupos resultaram em

leve citotoxicidade.

Com o objetivo de simular condi¢Bes clinicas especificas, na presente
pesquisa laboratorial foram usados discos de dentina obtidos de dentes humanos, 0s
guais foram adaptados em camaras pulpares artificiais, sendo que a aplicacdo dos
materiais resinosos sobre dentina seguiu estritamente as recomendacdes dos seus
fabricantes. Células de linhagem odontoblastica foram expostas aos componentes dos
materiais que se difundiram pelos tabulos dentinarios para alcancar o espaco pulpar,
tal como realizado previamente por diversos pesquisadores?6:31.61.62,6667.69.83 pgorém,
apesar dos relevantes resultados obtidos com a completa execucédo deste estudo, ja
foi relatado que dados cientificos obtidos de pesquisas in vitro ndo podem ser
extrapolados, de imediato, para situacgdes clinicas!>%. Isso se deve ao fato de que em
dentes vitais de mamiferos, existe a exsudacdo do fluido dentinario, o qual exerce
pressdo no sentido contrario ao da difusdo das moléculas téxicas lixiviadas dos
materiais dentarios*?2. O fluido dentinario apresenta colageno, interglobulinas e outros
componentes, 0s quais podem interagir com mondmeros resinosos ou outras
moléculas originadas dos materiais dentarios, limitando também a difusdo
transdentinaria deles!?®. Essa influéncia na difusdo de componentes dos materiais
ainda pode ocorrer devido a presenca fisica de prolongamentos citoplasmaticos dos
odontoblastos no interior dos tlbulos dentinarios'>8123, Quanto ao tecido pulpar de
dentes vitais, este exibe uma complexa organizacdo estrutural, caracterizada pela
presenca de células do sistema imunoldgico, delicada estrutura nervosa, rede ampla
de vasos sanguineos e linfaticos, células mesenquimais indiferenciadas e outros
componentes que determinam a inerente capacidade de reparo e regeneracao deste
tecido conjuntivo especializado contra agressées e traumas de diferentes origens??4.
Até o presente momento, essas caracteristicas do complexo dentina-polpa ainda nao
foram completamente mimetizadas in vitro. Assim, apesar dos diversos protocolos
laboratoriais executados nesta investigacdo permitirem determinar, de forma

comparativa, 0s cimentos resinosos com maior potencial toxico para células pulpares,
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futuros estudos in vivo sdo necessarios para avaliar a biocompatibilidade destes
materiais dentérios, o que permitira selecionar aqueles que oferecem maior seguranca

de uso clinico.
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7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia usada no presente estudo laboratorial in

vitro, foi possivel concluir que:

1. Apenas o cimento resinoso RelyX Veneer pode ser considerado atoxico, pois hdo
causou reducéo significativa da viabilidade e adesao, bem como da atividade de
fosfatase alcalina e formacédo de nddulos de mineralizacdo pelas células MDPC-
23. A interposigéo da faceta cerdmica entre a fonte de luz e os materiais resinosos
nao teve influéncia sobre a citotoxicidade transdentinaria dos produtos avaliados;

2. Os materiais resinosos irradiados através da interposicao de uma faceta ceramica
de 1 mm de espessura entre eles e a fonte de luz, apresentaram grau de conversao

significativamente menor do que aqueles irradiados diretamente;

3. Todos o0s materiais resin0sos apresentaram resisténcia de unido a dentina, cujos
valores variaram de 8,2 a 12,0 MPa. A interposicédo de facetas ceramicas entre a
fonte de luz e os cimentos resinosos nao interferiu na resisténcia de unido imediata

desses materiais dentarios com a dentina.
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