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1 Introducédo

A matriz dentinaria é sintetizada e secretada por células pulpares pés-
mitdticas altamente diferenciadas, as quais sdo originadas a partir de células
mesénquimais localizadas na periferia da papila dental (D’SOUZA, 2002). Cada
célula mesenquimal indiferenciada origina outras células filhas por meio de
sucessivas divisdes celulares (mitoses) apds serem induzidas por moléculas
denominadas fatores de crescimento (BMP-2,BMP-4, TGF-f1). A partir de entéo, as
células da periferia da papila dentaria tornam-se competentes e completamente
diferenciadas em odontoblastos, tornando-se capazes de sintetizar e secretar
componentes que caracterizam a matriz organica da dentina (D’SOUZA, 2002).

Durante a dentinogénese, fibrilas de coldgeno e outros componentes da matriz
intercelular, tais como lipideos, fosfoproteinas, fosfolipidios e proteinas que contém
y-carboxiglutamato sdo depositadas pelos odontoblastos primarios a partir de seu
movimento em direg&o ao centro da polpa dental (TEN CATE, 1998). A medida que
realizam o movimento centripeto com relagdo a papila dentaria, prolongamentos
citoplasmaticos sdo deixados atras do corpo celular de cada odontoblasto, e passam a
ser denominados de processos odontoblasticos. Assim, a matriz dentinaria primaria,
que € depositada pelos odontoblastos em torno de tais processos faz com que a
dentina, ap6s sua mineralizacdo, apresente caracteristica tubular. Desta maneira, apos
a odontogénese, toda parede dentinaria interna da camara pulpar coronaria e radicular
passa a ser revestida por uma monocamada de células alongadas, denominadas de
odontoblastos. Estas células, secretoras por natureza, reduzem o ritmo de sintese e

deposicdo da matriz de dentina, caracterizando uma condicao fisioldgica de formacéo
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da dentina secundaria. E no interior dos tlbulos dentinarios que 0s processos
odontoblasticos, fibras nervosas amielinicas, fluido dentinario e outros componentes
especificos se encontram alojados e permanecem em intimo contato, desempenhando
papel fundamental na identificacdo de alteracdes, de variada intensidade, que venham
a ocorrer sobre todas essas estruturas que compdem o complexo dentino-pulpar
(MJOR et al., 2001). Alguns estimulos resultantes de irritacdes ou agressdes aplicadas
sobre a estrutura dentaria podem estimular os odontoblastos periféricos a sintetizarem
uma matriz dentinéria ndo fisioldgica, denominada de dentina terciéria (reacional).
Dentre muitos estimulos agressivos para o complexo dentino-pulpar, a
inadequada utilizagdo de brocas e/ou pontas diamantadas empregadas no desgaste do
tecido dental, normalmente provoca desequilibrio no perfeito relacionamento entre 0s
componentes do complexo dentino-pulpar. Durante este procedimento clinico, restos
de esmalte, dentina, prolongamentos citoplasmaticos do odontoblastos e outros
componentes que se depositam sobre a superficie dentaria caracterizam uma estrutura
residual denominada “smear layer” (PASHLEY, 1984; BOWEN et al., 1984). Esta
estrutura amorfa e de espessura variavel recobre, mesmo que parcialmente, as paredes
cavitarias, reduzindo significantemente a permeabilidade do tecido dentinério
(PASHLEY et al., 1981; WATANABE et al., 1990). Desta forma, o intimo contato
entre materiais dentarios especificos e a estrutura dentéria fica comprometida, podendo
determinar falhas na interface dente/restauracdo, comprometendo a viabilidade do

procedimento operatdrio.

Foi com o intuito de alcangar intimo contato entre dentina e materiais
resinosos, estabelecendo adequada unido micro-mecéanica entre estas estruturas de

diferentes caracteristicas e origens, que foi sugerida a prévia remocao da “smear layer”
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da superficie dentaria, através da aplicacdo de solugdes &cidas. Assim, 0
condicionamento &cido foi proposto com o objetivo de remover restos de componentes
dentarios que permanecem aderidos as paredes cavitarias (“smear layer”), ou no
interior dos tubulos dentinarios (“smear plugs™), apds a preparagdo das cavidades, bem
como promover a descalcificagdo superficial da dentina inter e peritubular. Este
procedimento permite a interpenetracdo de componentes resinosos na area previamente
descalcificada, resultando em importante adesdo local, o que permite distribuicdo do
estresse mastigatdrio, significante reducdo da infiltragdo marginal, evitando o
escurecimento das margens da restauracdo e recidiva de caries (NAKABAYASHI et
al., 1982). Todavia, pesquisas recentes tém demonstrado que o condicionamento acido
da dentina e posterior aplicacdo de agentes adesivos na area, especificamente em
cavidades profundas, resulta em danos ao tecido pulpar (GWINNETT & TAY, 1998;
HEBLING et al, 1999; COSTA et al, 2002). Nestas investigacoes foi demonstrado que
0 condicionamento &cido, além de remover smear layer e smear plugs, também
descalcifica dentina peritubular, ampliando o didmetro interno dos tdbulos. Estes
acontecimentos resultam em significante aumento da permeabilidade dentinéria.
Consequientemente, a aplicacdo de agentes adesivos sobre dentina com alto conteudo
liguido e numerosos tubulos dentindrios amplos, ndo permite adequada
fotopolimerizagdo do material resinoso. Assim, componentes residuais dos agentes
adesivos podem se difundir através dos tubulos para alcancar o espaco pulpar (TAY et
al, 1994; HEBLING et al, 1999). Muitas pesquisas ttm demonstrado que a conversao
de mondmeros em polimeros, seja ela ativada quimicamente ou pela aplicagdo da luz
visivel, esta diretamente relacionada com os efeitos citotoxicos de um determinado

material como um todo (LEWIS et al., 1996; NALCACI et al., 2004). Estudos tém
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demonstrado que a reacdo de conversdo dos monémeros em polimeros ndo ocorre de
maneira eficiente, resultando na presenca de moléculas de baixo peso molecular ou
radicais livres que sdo gerados durante o processo de fotoativacdo (FERRACANE e
CONDON, 1990). Muitos fatores, tais como presenca de oxigénio e dgua (PAUL et al.
1999), podem interferir com a adequada polimerizacdo do material restaurador
(COSTA et al., 2003b). Assim, mondmeros residuais livres parecem estar presentes em
todos 0s materiais resinosos, sendo sua quantidade diretamente relacionada com o
conteudo de oxigénio local e presenca de umidade da estrutura dentaria. Desta
maneira, tem sido demonstrado que mesmo mondmeros residuais presentes em
materiais restauradores podem se difundir atraves dos tubulos dentinarios e alcancar o

espaco pulpar (GERZINA e HUME, 1995; GERZINA e HUME, 1996).

De acordo com a histologia da polpa, os odontoblastos que revestem
internamente a dentina sdo as primeiras células que entram em contato com estes
mondmeros residuais, 0s quais se mostraram altamente citotoxicos quando aplicados
sobre células em cultura (HANKS, et al, 1991; RATANASATHIEN et al, 1995).
Desta maneira, pode-se sugerir que determinados componentes resinosos, ao atingirem
os odontoblastos em pesquisas in vivo, também podem determinar morte celular
seguida de processo inflamatorio crénico local. Assim, diferentes modalidades de
tratamento do tecido dentinario relacionadas com o desenvolvimento de novos
materiais odontolégicos, tém sido propostos para evitar danos teciduais causados por

materiais toxicos que apresentam capacidade de difusdo transdentinaria.

Alguns materiais dentarios, tais como o0s cimentos de ionémero de vidro
Vitrebond™ e Rely X™ Luting e o cimento resinoso Rely X™ Unicem tém sido

amplamente recomendados para diversos procedimentos operatérios, dentre eles
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forramento cavitario e cimentagdo de pecas protéticas inlays e onlays. A semelhanca
entre eles esta no fato de que todos sdo aplicados diretamente sobre a estrutura
dentinaria sem condicionamento acido prévio. Conseqientemente, pode-se esperar que
componentes destes materiais ndo tenham a capacidade de difusdo através da dentina,
prevenindo algum tipo de desconforto, ou dor pds-operatoria associada a danos
pulpares. Todavia, agentes quimicos presentes na composicao destes materiais podem
interagir quimicamente com a dentina, alterando sua estrutura. Nesta situacéo especial,
residuos dos materiais poderiam se difundir para atingir a polpa, limitando a aplicagédo
clinica destes produtos. Deve-se salientar que mondmeros resinosos toxicos também

dTM

estdo presentes no Vitrebond™ | Rely X™ Luting e cimento resinoso Rely X™

Unicem.

Desta maneira, para avaliar amplamente a biocompatibilidade e citotoxicidade
de um determinado material, indicando sua possivel seguranca de aplicacdo clinica
para determinados procedimentos operatdrios, uma série de testes preliminares in vitro
s80 necessarios (COSTA et al. 2003b; KLEINSASSER et al., 2004). Estes testes
podem determinar a intensidade de liberacdo de componentes dos materiais em meio
aquoso, se esta concentragdo dos componentes aumenta com o decorrer do tempo, e se

tal concentracdo seria toxica para células pulpares em cultura.

Assim, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar, de modo comparativo,
o efeito citotoxico, sobre células de linhagem odontoblastica MDPC-23, de diferentes
materiais dentarios empregados em odontologia restauradora, os quais foram mar

por dois periodos experimentais em solucdo aquosa.
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2 Revisao da Literatura

1. Materiais Resinosos

Hanks et al. (1991) avaliaram a citotoxicidade de 11 componentes
monoméricos encontrados na composicdo de resinas compostas sobre cultura de
fibroblastos Balb/c 3T3. Para tanto, foi verificado se as concentra¢@es inibitérias de
todos os componentes resinosos sobre a sintese de DNA, sintese de proteinas e
conteldo total de proteinas. Além disso, os autores também procuraram verificar se a
retirada dos componentes monomericos dissolvidos em meio de cultura acarretaria
em um efeito reversivel quanto a todos os parametros propostos a avaliacdo. Os
mondmeros testados foram diluidos em DMSO para a obtencéo de solugdes estoques
finais de cada mondmero experimental. Em seguida, cada solucdo foi diluida na
ordem de 1000 vezes em meio de cultura para assim alcancar a concentracgdo final de
DMSO igual a 0,1%, ndo influenciando nos ensaios de citotoxicidade. As células
Balb/c 3T3 foram cultivadas em pratos de acrilicos na densidade de 15,000
celulas/well. Os componentes resinosos foram acrescidos 24 horas apds o cultivo
celular. A reversibilidade foi determinada pela remocg&o do meio de cultura contendo
0s mondmeros experimentais dos wells e colocagéo de novo meio sem a presenca dos
mesmos por um periodo adicional de 24h. A atividade metabdlica das celulas foi
medida pela incorporacdo de Timidina tritiada [*H-Trd], para avaliacio do contetido
total de DNA, e Leucina tritiada [*H-leu], para avaliacdo da sintese de proteina, na
quantidade de 20pL em cada well. Para o ensaio de sintese de proteina, metade das

aliquotas coletadas foram selecionadas para a cintilacdo liquida ao passo que outra
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metade foi colocada em tubos de vidro para determinagdo total do conteldo de
proteinas. Os tubos para 0s ensaios de sintese protéica foram lidos em
espectrofotémetro. Da mesma forma, para os ensaios de sintese de DNA, as aliquotas
retiradas de cada well foram misturadas e colocadas em “vials” de vidro para
cintilacdo liquida. A influéncia dos oligbmeros de BisGMA sobre a sintese total de
DNA nédo revelou diferenca estatisticamente significante entre células tratadas com
0.5umol/L e células ndo tratadas ou celulas com presenca de 0.1% de DMSO.
Contudo, 5umol/L de BisGMA diminuiu a sintese de DNA significativamente.
Concentracgdes entre 10 e 25umol/L apresentaram efeitos irreversiveis sobre a sintese
deste acido nucléico. Houve uma diferenga significante do grupo controle ndo tratado
em termos de sintese de proteina total quando 0,5umol/L de BisGMA foi depositado
dentro dos wells por um periodo de incubacdo de 24h. Entretanto, este efeito foi
reversivel. Efeitos irreversiveis vieram a aparecer em concentracdes entre 10 e
25umol/L. As concentragdes de IDsg para BisSGMA e TEGDMA variaram entre 10 e

100pmol/L.

Jontell et al. (1995) avaliaram os efeitos causados por mondmeros resinosos
sobre células acessorias derivadas da polpa dental de rato. Segundo a metodologia,
duas populacdes de células — células da polpa dental e células do baco (linfocitos) —
foram submetidas a diferentes concentracdes de mondmeros resinosos dissolvidos em
DMSO. Cada solucdo estoque foi diluida 1000x em meio de cultura para alcancar
uma concentracdo final de DMSO a 0,1%, de modo a ndo interferir nos testes de
citotoxicidade. Bagos de ratos foram removidos assepticamente e colocados em meio

de cultura devidamente suplementado. As células obtidas foram cultivadas a uma
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densidade de 2,5x10° células/well em 200 pL de meio de cultura. As células foram
incubadas com os mondmeros resinosos experimentais e meio contendo concavalina
A, indutor de proliferacdo celular. Por outro lado, as células pulpares foram
cultivadas a uma densidade de 10* por well. As concentracdes dos mondmeros
experimentais foram determinadas com base em estudos prévios. Alguns mondmeros
resinosos - dentre eles BisGMA e TEGDMA - foram responsaveis pela diminuigcdo
da sintese de DNA de maneira dose dependente. Por outro lado, pequenas
concentragdes de UDMA, BisGMA, TEGDMA e BPA produziram um efeito
estimulador sobre células do baco. Isto ndo foi observado para linfocitos T incubados

com células da polpa dental conjuntamente.

Bouillaguet et al. (1996) determinaram a curva de dose-resposta para 0 2-
hidroxietil-metacrilato (HEMA), quando em contato direto com células fibroblasticas
da linhagem BALB/c no regime 3T3 in vitro. Dez concentracbes de HEMA foram
testadas (0,01 a 100 mmol/L) e solugdo salina fosfatada tamponada (PBS) foi
utilizada como controle negativo. Diferentes concentragdes de HEMA ou de PBS
foram adicionadas a cultura de células BALB/c nos compartimentos de pratos de
plasticos e incubarados a 37°C em 5% de CO, e 95% de ar. Apds os periodos de 12 e
24 horas, 0 método de analise colorimétrica do Metiltetrazolium (MTT) foi utilizado
para avaliacdo da atividade metabdlica celular. Para mensurar in vitro a difusdo do
HEMA através da estrutura dentinaria, discos de dentina humana nas espessuras de
0,5 a 1,0 mm foram inseridos em c&maras de difusdo, com pressdo pulpar simulada
por uma coluna de agua que variou de 0 a 10 cm de altura. Diferentes concentracdes

de HEMA (80,150 e 375 mmol/L) foram inseridas na por¢do superior da camara. Os



19

dados obtidos demonstraram que quanto maior a concentracdo de HEMA e maior 0
tempo de exposicao, maior foi a reducdo da atividade metabdlica das células BALB/c
3T3. O HEMA se difundiu rapidamente através da dentina e este processo foi
dependente da concentracdo aplicada, entretanto nao foi diretamente proporcional a
esta. O aumento da espessura da dentina e a presenga de pressdo pulpar simulada
determinaram a reducdo do coeficiente de permeabilidade do HEMA. Os resultados
indicaram que o risco a citotoxicidade aguda pelo HEMA através da dentina é baixo,
entretanto, alguns fatores como reducdo da espessura dentinaria, a polimerizacdo
incompleta e o tempo de exposi¢do prolongado podem contribuir para 0 aumento

significativo deste risco.

McDougall et al. (1998) determinaram a utilidade de uma cultura de celulas
de odontoblastos imortalizadas (MO6-G3) para teste de biocompatibilidade de
materiais. Para tanto, o monémero TEGDMA foi empregado para avaliacdo da
atividade mitocondrial de células MO6-G3 quando comparada a uma linhagem de
células fibroblésticas ja estabelecida. Assim, 1x10° células/well foram cultivadas em
pratos de acrilico contendo 96 compartimentos e permitidas crescer em meio de
cultura DMEM devidamente suplementado. As células foram expostas ao monémero
resinoso TEGDMA em diferentes concentracdes que variaram de 1x10° a 0,5x1073
M. Células ndo tratadas bem como células expostas ao DMSO foram incluidas em
todos os ensaios. A citotoxicidade foi avaliada pela determinacdo da atividade
mitocondrial utilizando a aplicagdo da técnica do MTT. A analise estatistica por
ANOVA utilizando o método de Tukey indicou efeitos téxicos do TEGDMA para

linhagem odontoblastica MO6-G3 em concentracdes de 1x10° M. Por outro lado, o
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mondmero ndo produziu efeitos toxicos sobre os fibroblastos L929 apds 24 horas de
incubacéo em todas as concentragdes experimentais. Alem disso, as células MO6-G3
expostas a concentracio de 0,5x10° foram incapazes de recuperar dos efeitos toxicos
gerados pelo tempo de exposicdo de 48 horas posteriores a remo¢do do mondmero
experimental. Odontoblastos expostos as concentracdes de 1x10“ e 0,5x10™ de
TEGDMA recuperaram 40-50% e 75-80% da atividade mitocondrial,
respectivamente, 48 ap6s a remog¢do do mondmero TEGDMA. A atividade
respiratoria das células L929 expostas a todas as concentracBes experimentais de
TEGDMA néo foi diferente daquelas demonstradas pelo controle apds 48 horas de

remog¢do do mondmero experimental.

Yoshi (1997) avaliou a relagdo entre toxicidade de mondmeros resinosos e
suas estruturas. Os mondmeros hidrofilicos foram diretamente dissolvidos em meio
de cultura ao passo que os mondmeros hidrofébicos foram misturados com
polietilenosolbitol tetraoreato. Células HelLa foram cultivadas na densidade de 2x10°
células/mL de EMEM em pratos de acrilicos contendo 12 compartimentos (wells)
cada um. Decorridos 24 horas de incubagdo, 0 meio de cultura foi removido e 1 mL
da solucdo de mondmeros foi depositado sobre as células. O tempo de permanéncia
das células em contato com os mondmeros experimentais foi correspondente a 24
horas. O teste de MTT foi realizado para a avaliagdo da citotoxicidade dos materiais
experimentais. O autor observou que todos os acrilatos foram mais téxicos do que
seus correspondentes metacrilatos. Em ambos, a presenca do grupo hidroxil pareceu
aumentar a toxicidade dos componentes. Com relacdo aos dimetacrilatos, o0s

mondmeros com quantidade igual ou inferior a 14 grupamentos de oxietilenos na
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cadeia demonstraram similar toxicidade, ao passo que dimetracrilatos com 23
oxietilenos revelaram baixa citotoxicidade. Entretanto, o BisSGMA demonstrou ser o

mond&mero mais toxico deste experimento.

Schedle et al. (1998) avaliaram o efeito citotoxico de compositos dentais,
adesivos, compdmeros e cimentos pelos periodos de 1, 2 e 7 dias ou 6 semanas
quando pré incubado em meio de cultura DMEM. Terminado cada periodo de
incubacdo, o meio de cultura foi removido e os corpos-de-prova foram utilizados para
0 experimento. Todos 0s espécimes permaneceram em contato com as células pelo
periodo de 72h. Em seguida, o nimero de células foi determinado por citometria de
fluxo. Os resultados revelaram que os compdsitos, 0s quais eram preparados e
imediatamente colocados em contato com as células, apresentaram-se mais toxicos.
Por outro lado, os efeitos citotoxicos diminuiram a partir do aumento dos periodos de
pré-incubacdo, passando a ndo serem significantes apds 7 dias. A associacdo de
resinas compostas com sistemas adesivos resultou em alta toxicidade, a qual era
maior do que quando os compositos eram utilizados sem o acréscimo do sistema de

unido.

Geurtsen et al. (1998) procuraram investigar a citotoxicidade de 35
substancias identificadas em resinas compostas comerciais bem como comparar 0s
seus efeitos citotdxicos sobre uma linhagem permanente e trés linhagens primarias de
células. Para tanto, todos os 35 componentes foram analisados segundo a sua pureza
pelos métodos de espectrofotometria de alta precisdo, cromatografia gasosa e

espectrofotometria de massa. Apos analise de todas as substancias experimentais, as
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células do ligamento periodontal, gengiva inserida e polpa dental de pré-molares e
molares humanos higidos foram cultivadas em estufa com atmosfera de 5% de CO, e
100% de umidade a temperatura de 37°C. Terminado o periodo de incubacdo das
células com as substancias testes, o contetdo de DNA foi quantificado. Os valores de
EDso (doses efetivas as quais diminuem em 50% as células viaveis em relacdo ao
grupo controle) foram calculados. Segundo os resultados apresentados dentro do
grupo dos (Co) mondmeros, as substancias mais toxicas foram UDMA, BisGMA e
BisEMA bem como DEGDMA e TEGDMA. Para o grupo onde foi analisado o efeito
toxico dos iniciadores/coiniciadores e inibidores, fotoestabilizadores, produtos de
reacdo e contaminantes, as substancias DMBZ, DMTDA e o inibidor BHT foram os

que apresentaram o0s graus mais severos de citotoxicidade, respectivamente.

Costa et al., (1999) avaliaram o efeito toxico de trés sistemas adesivos dentais.
Assim, células imortalizadas MDPC-23 foram cultivadas em pratos de acrilico
contendo 24 compartimentos (wells), permitidas crescerem por 72 e, logo depois,
contadas em microscopio de luz invertida. Adesivos ndo polimerizados foram
aplicados ao meio de cultura para simular o efeito de adesivos na forma liquida. Os
trés sistemas adesivos foram aplicados por 120 minutos sobre as células para cada
grupo: grupo 1) Single Bond, grupo 2) Prime & Bond, e grupo 3) Syntac Sprint. No
grupo controle, solucdo tampéo (PBS) foi adicionada ao meio. O numero de células
foi conferido novamente e a morfologia celular foi confirmada pela microscopia
eletronica de varredura. Além disso, os sistemas adesivos foram aplicados em filtros
de papel de forma circular, polimerizados por 20s, e colocados na base dos 24 wells

(seis wells para cada material experimental e grupo controle). As células MDPC-23
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foram cultivadas no fundo dos wells e incubadas por 72 h. A area de inibicdo ao redor
dos filtros de papel foi medida em microscopia de luz invertida; a morfologia celular
foi avaliada sob MEV; e o MTT foi realizado para a respiragdo mitocondrial. Os
adesivos na forma ndo polimerizada foram mais toxicos para as células MDPC-23 do
que aqueles adesivos polimerizados em papel filtro, quando comparado ao grupo
controle. O efeito toxico dos sistemas adesivos promoveu uma area de inibi¢do ao
redor dos papéis filtros, o qual foi confirmado pelo teste de MTT. No grupo controle,
as células MDPC-23 apresentaram-se densas sobre o substrato plastico e mostraram-
se em contato com os discos de papéis filtros. Nos grupos experimentais, quando o
acido dos sistemas adesivos foi removido por alteragdo do meio, ou quando o adesivo
foi polimerizado, algumas células cresceram apesar dos efeitos toxicos persistente.
Todos os sistemas adesivos foram toxicos as células MDPC-23. Ambos componentes
acidos quanto nao acidos dos sistemas adesivos foram responsaveis pelo alto efeito

toxico desses materiais.

Shajii et al. (1999) avaliaram o efeito do contelido de carga no interior de
resinas compostas sobre a biodegradacdo de produtos derivados de dois modelos de
resinas compostas. Os materiais experimentais foram baseados nos mon6émeros
TEGDMA e BisGMA. Os compositos foram produzidos utilizando concentracGes de
particulas de silica com 20% e 40% em peso. As amostras foram incubadas com
estearase colesterol e solucéo salina tamponada para 8, 16 e 32 dias. Produtos foram
isolados por cromatografia liquida de alta precisdo (HPLC) e identificados por
espectrofotometria de massa. Os produtos identificados incluiam TEGDMA, 2,2-

bis[4(2,3-hydroxypropoxy)-fenil]propano (bis-HPPP) e trietilenoglicolmetacrilato.
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Bis-HPPP foi somente produzido na presenca de enzimas. A quantidade isolada de
TEGMA foi gerada pelos modelos com baixo conteddo de cargas (compositos -20),
ao passo que os efeitos opostos foram observados entre 8 e 16 dias. Os dados
indicaram que a biodegradacdo esta diretamente relacionada com a proporcdo de
particulas/resina, e sugere que este parametro deva ser considerado quando novos

materiais forem desenvolvidos.

Hebling et al. (1999) procuraram avaliar a resposta do complexo dentino-
pulpar a aplicagdo de um sistema adesivo em cavidades profundas preparadas em
dentes humanos. Quarenta e seis cavidades classe V foram preparadas na superficie
vestibular de pré-molares. O remanescente de dentina da parede axial foi
condicionado com acido fosférico a 10% e sistema adesivo (grupo DA), ou recebeu
hidroxido de célcio antes da aplicacdo do &cido e sistema adesivo (grupo CH).
Metade dos dentes, 0s quais receberam aplicacdo direta de acido sobre a parede axial,
foram contaminados anteriormente ao procedimento com placa coletada do proprio
paciente (Grupo DAC). A placa foi colocada sobre a dentina por 5 minutos e entéo a
cavidade foi restaurada. Todos os dentes foram restaurados com resina composta. Os
dentes foram extraidos ap6s 7, 30 ou 60 dias e preparados para analise em
microscopia de luz. Os resultados mostraram que nos grupos DA e DAC, a resposta
inflamatoria foi mais evidente do que nos grupos CH. Também, a intensidade de
reacdo pulpar aumento com a diminuicdo do remanescente dentinario. Ndo houve
diferenca significativa na resposta inflamatoria entre os grupos DA e DAC. Baseado
nas condicOes experimentais, foi possivel concluir que o sistema adesivo All Bond 2,

quando aplicado em cavidades profundas mostrou uma aceitavel biocompatibilidade.
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Todavia, a intensidade da resposta do complexo dentino-pulpar depende da espessura

do remanescente dentinario.

Theilig et al. (2000) propuseram avaliar a influéncia de componentes de
resinas compostas (TEGDMA e BisGMA), nas etapas do processo de cicatrizagao de
tecido injuriado — proliferacdo e migracdo celular e reparo do tecido através da
expressdo de tenascina. Para tanto, fibroblastos de gengiva inserida (HGF) e
queratinécitos humanos (HaCaT) cresceram em meio de cultura contendo antibiético
e soro fetal bovino, sendo assim mantidos em estufas umidificadas com 10% de CO,
a 37°C. As substancias testadas foram dissolvidas em etanol e acrescidas ao meio de
cultura. A proliferacdo (BrdU) e migracdo celular foram determinadas 24 h apos a
incubacéo. A expressdo de tenascina foi avaliada 4 e 7 dias ap6s o tratamento com
concentragdes sub-letais de BiSGMA e TEGDMA. Os dados indicaram que
concentragdes > 0,25 mM (TEGDMA) ou > 0,01 mM (BisGMA) significativamente
inibiram a proliferacdo de ambos tipos celulares. A migracdo de queratinécitos
humanos foi aumentada apos incubagdo com BisGMA por 24 h. Por outro lado, a
migracdo de HGF néo foi alterada pela presenca dos dois monémeros. Além disso, o
TEGDMA ndo teve efeito sobre a expressdo de tenascina ambas as linhagens de
células. Ap6s quatro dias de incubagdo, o BisGMA (0,01mM) significativamente
reduziu a producdo de tenascina pelos queratindcitos. Contudo, sete dias ap6s o
tratamento, BisSGMA significativamente aumentou a expressdo de tenascina de ambos
tipos celulares. Os resultados indicaram que BisGMA pode afetar a migracdo de

queratindcitos e alterar a expressdo de tenascina da matriz extracelular. Assim, o
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BisGMA pode significativamente influenciar no processo de cicatrizacdo de tecidos

orais.

Schweikl et al. (2001) verificaram a inducdo de mutagenicidade de compostos
como BisGMA, TEGDMA, HEMA e UDMA através de testes que analisam
fragmentos de cromossomos e 0 movimento destas moléculas (microndcleos). Os
autores também avaliaram a citotoxicidade daqueles componentes resinosos sobre
fibroblastos V79 do pulméo de ratos. Anteriormente a anélise da citotoxicidade e
mutagenicidade de tais monémeros, todas substancias experimentais foram analisadas
quanto & pureza através de espectrometria de massa e cromatografia liquida de alta
precisdo. Em seguida, os mondmeros foram dissolvidos em DMSO e meio de cultura
para posteriormente serem testados sobre as células. Estas, por sua vez, foram
cultivadas a uma densidade de 5x10° células/ well em placas de acrilicos contendo 96
compartimentos. Os micronucleos foram identificados como estruturas contendo
DNA no citoplasma. Os resultados demonstraram que um aumento de microntcleos
foi observado de maneira dose dependente para TEGDMA, HEMA e GMA. Estes
efeitos, contudo, foram reduzidos pela atividade metabolica da fragdo microssomal
ativa do figado de rato. Os dados revelaram que TEGDMA, HEMA e GMA induzem
a formacdo de micronucleos sob condicdes fisioldgicas, in vitro, indicando atividade

clastogénica (alteragdes cromossomais).

Engelmann et al. (2001) aplicaram a espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de alta resolucdo (RMNAR) para analisar as interagdes metabolicas causadas

pelo TEGDMA e HMBP, mondmeros importantes de materiais resinosos. Dessa
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forma, fibroblastos 3T3 de ratos foram expostos a concentracfes que variam de 0,001
a 5mM dos compostos experimentais. Em seguida, a proliferacdo celular foi
determinada pelo emprego da sonda H33342 (marcador de DNA). Para a realizagédo
da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, as células foram cultivadas em
pratos de cultivo tecidual com meio de cultura contendo concentragdes de TEGDMA
e HMBP que determinariam 20 % de viabilidade celular em relagdo ao grupo controle
(EDy). O contetdo de proteinas e DNA das células tratadas e grupo controle ndo
revelaram diferencas significantes na proliferacdo celular apds incubacédo de 24 horas
com concentracdes ED,o dos compostos TEGDMA e HMBP. A espectroscopia por
ressonancia magnética nuclear de alta precisdo (RMNAR) detectou TEGDMA em
todas as fracBes celulares (lipidios, citosol e meio) ao passo que o HMBP foi
observado exclusivamente na fracdo lipidica. Além disso, somente o0 TEGDMA
afetou consideravelmente o metabolismo energético das células bem como causou

reducdo dos niveis de glutationa.

About et al. (2002) avaliaram a influéncia dos mondmeros resinosos na
diferenciacdo de células pulpares em odontoblastos. Para isto, polpas de terceiros
molares humanos foram cultivadas com B-glicerolfosfato (2mM). A regido central da
polpa foi utilizada para avaliar o efeito do TEGDMA, HEMA, UDMA e BisGMA
sobre a diferenciacdo de fibroblastos pulpares em odontoblastos. O efeito dos
mondmeros foi estudado pela avaliagdo da expressdo de genes especificos de
odontoblastos. Na auséncia destes mondmeros, formagdo de nddulos minerais foi
observada. Células pulpares, contribuindo para a formacdo de nodulos, sintetizaram

colageno tipo I, osteonectina e sialoproteina dentinaria (DSP). Além disso, a



28

microscopia infravermelha transformada por Fourier mostrou que todos os minerais e
composicdo organica dos nodulos foram caracteristicos de dentina. Quando o0s
mondmeros foram adicionados ao meio de cultura em concentra¢fes ndo toxicas, o
efeito do HEMA e BisGMA foram mais evidentes do que aqueles do TEGDMA e
UDMA sobre a expressao de colégeno tipo I, osteonectina e DSP. Contudo, todos 0s
mondmeros significativamente diminuiram a expressdo de DSP e completamente

inibiram a formacéo de nédulo mineral.

Heil et al. (2002) propuseram comparar as respostas celulares frente a
mondmeros de materiais dentais, tais como TEGDMA, BisGMA e HEMA. Para isto,
mondcitos sangliineos periféricos (PBMs) e uma linhagem celular estabelecida de
mondcitos (THP-1s) foram utilizados para este estudo. Os mondcitos foram coletados
de veias sanguineas humanas e purificados para a obtencao de uma cultura constituida
somente por essas células. Para 0 TEGDMA e o BisGMA, solucdes de etanol foram
preparadas junto ao meio de cultura de tal forma que a concentracéo final do solvente
ndo alterasse o metabolismo celular. Por outro lado, em virtude de sua natureza
hidrofilica, o composto HEMA foi preparado em uma solugdo aquosa concentrada de
forma a adquirir a concentracdo desejada quando adicionada ao meio de cultura. O
nivel de toxicidade dos mondmeros experimentais foi avaliado a partir do
metabolismo celular (MTT) e secre¢do de TNF-o — indicador de atividade secretora
de mondcitos. Os resultados dos testes de citotoxicidade revelaram que os PBMs
foram menos sensiveis aos materiais experimentais do que a linhagem continua THP-
1s. Independente da sensibilidade do tipo celular aos componentes testados, a ordem

do material mais para menos toxico ndo variou de uma linhagem para outra.
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Mantellini et al. (2003) a avaliaram o efeito de resinas adesivas sobre
apoptose e o ciclo celular de odontoblastos (MDPC-23), células mesénquimais
indiferenciadas (OD-21) e macrofagos (RAW 264.7). Todas as células foram
expostas ao sistema adesivo Single Bond polimerizado pelos periodos de 0 a 40
segundos. Ensaios de Annexin V e iodeto de propidio demonstraram que o Single
Bond induziu a apoptose de MDPC-23, OD-21 e macrofagos. A proporcéo de células
apoptoticas foi dependente sobre o grau de polimerizacdo de resinas adesivas. A
morte celular induzida pela resina adesiva foi associada com a ativacdo de protease
pré-apoptotica cisteina Caspase-3. Interessante que a maioria das células expostas ao
sistema adesivo, as quais ndo sofreram apoptose, tiveram o seu ciclo celular
interrompido. Com base nos resultados, os autores puderam concluir que a resina
adesiva induz a apoptose e interrompe o ciclo celular das células que estdo envolvidas

na regeneracdo do complexo dentino-pulpar.

Janke et al. (2003) obtiveram fibroblastos gengivais para a avaliagdo de
apoptose em presenca de diferentes concentragbes de TEGDMA. Apoés
estabelecimento da cultura primaria de fibroblastos e manutencédo destas até alcancar
a confluéncia, as células foram contadas através do teste de exclusdo do azul de tripan
para determinar a viabilidade celular. Anteriormente aos testes de apoptose e
citotoxicidade, o monbémero foi verificado quanto a sua pureza através da
cromatografia liquida de alta precisdo, cromatografia gasosa e espectroscopia de
massa. O ensaio de citotoxicidade foi determinado através da contagem do contetido

total de DNA com o uso da sonda intercalante de DNA Hoechst 33324™. Para os
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experimentos de apoptose, 5x10° células foram cultivadas em frascos de 75cm? com
diferentes concentracbes de TEGDMA. Alem disso, na tentativa de obtengdo de
dados que pudessem revelar o tipo de morte celular (necrose e apoptose), as células
foram coradas com Annexin V e Pl e analisadas com citometria de fluxo. Em seguida,
as celulas foram avaliadas quanto a ocorréncia de apoptose, sendo analisadas atraves
da microscopia invertida. Apés a metodologia empregada, os graficos puderam
revelar que concentragdes de 5mM e 7,5mM reduziram significantemente o
crescimento de fibroblastos gengivais. Nas mesmas concentracdes, os fibroblastos

gengivais apresentaram alteracdes morfoldgicas indicativas de apoptose.

Kleinsasser et al. (2004) avaliaram o efeito genotoxico e citotoxico de
materiais dentais sobre linfocitos humanos através do ensaio cometa. Este teste é
utilizado para quantificar a quebra da cadeia simples de DNA. Os materiais
experimentais investigados foram HEMA, TEGDMA, UDMA e BisGMA com N-
metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidine e dimetil sulfoxide como controles. A migragéo do
DNA foi quantificada utilizando o momento da cauda do DNA sobre laminas de
vidro de acordo com Olive (OTM). A migracdo do DNA foi considerada ser elevada
a niveis de OTM acima de 2. A citotoxicidade foi monitorada utilizando o ensaio do
azul de tripan. No controle negativo, OTM variou entre 1,0 a 1,2. Com HEMA, as
concentragdes acima de 10°M, TEGDMA 10°M, Bis-GMA 10*M e UDMA acima
de 10°°M, relativas intensificacdes da migracdo do DNA (OTM>2) foram alcancadas.
Concentracdes maiores que 2,5x10% que induziram a migracdo do DNA foram
expressas pelo OTM de 3.3 para 0 HEMA, 4,5 para TEGDMA, 7,4 para o0 BisGMA e

2,8 para UDMA. Relativos efeitos citotoxicos foram também observados, mas niveis
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de vitalidade foram criticos a uma variagdo de 71% para o BisGMA e 73% para 0

TEGDMA, somente.

Issa et al. (2004) avaliaram a alteracdo do metabolismo celular e integridade
de membrana quando fibroblastos gengivais humanos foram incubados com variadas
concentragdes de mondmeros resinosos. Depois de dissolvidos em DMSO, o0s
mondmeros foram acrescidos ao meio de cultura e incubados com as células em uma
densidade de 5x10° células por um periodo de 24h. Os pratos de acrilicos contendo
solucbes de MTT e para determinacdo da liberacdo de lactato desidrogenase —
indicador de integridade da membrana celular - foram lidos a um comprimento de
onda de 570nm e 490nm, respectivamente. Apds analise dos dados, 0 BisGMA
apresentou-se mais toxico do que todos os outros monémeros testados. Concentragdes
baixas de TEGDMA também revelaram diminui¢do do metabolismo celular e injdria
da membrana plasmatica quando incubados com células gengivais. Além disso, 0s
autores puderam concluir que a o ensaio de MTT foi mais sensivel ao experimento do
que o teste de avaliacdo da integridade de membrana celular bem como os resultados
demonstraram importante relacdo entre a natureza do mondémero quanto ao seu poder

citotoxico.

Spagnuolo et al. (2004) procuram investigar o mecanismo molecular
envolvido na citotoxicidade do mondmero TEGDMA quando aplicado sobre cultura
de células pulpares humanas. Para tanto, tecido pulpar de terceiros molares
impactados humanos foram removidas de modo asséptico, cortadas em pequenos

pedacos e incubadas em estufa de CO, a 37°C. As células foram cultivadas a uma
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densidade de 1.5x10° células em pratos de acrilico mantidos em incubadora por 24
horas a 37°C. As células foram expostas a concentragcdes ascendentes (0 a 3 mmol/L)
de TEGDMA para verificacdo da inducdo de necrose e apoptose. A partir dai, as
células foram verificadas quanto ao tipo de morte celular que apresentavam através da
citometria de fluxo. Concentracdo de 1mmol/L foi capaz de induzir grande
quantidade de células ao processo de apoptose. Por outro lado, células em processo de
necrose e apoptose foram observadas quando expostas a concentracdes de TEGDMA
igual a 2mmol/L. Além disso, inibicdo de fofatidilinositol 3 kinase foi inibida pela
LY294002 amplificada quando as células foram induzidas a apoptose pelo

TEGDMA.

Hirota et al. (2004) apresentaram diversas estratégias experimentais para
reduzir o teor de monémero residual de copolimeros estireno/acrilato de butila
produzidos em reacBes semicontinuas de polimerizagdo em emulsdo, que sdo
amplamente utilizadas nas industrias de papel e tinta. Estas estratégias envolvem a
adicdo continua de iniciador e/ou aumento de temperatura do reator durante a Ultima
etapa da reacdo, além da adicdo de um agente redutor e/ou um iniciador solGvel na
fase organica. Verificou-se que a combinacdo adequada de diferentes técnicas pode

levar a uma reducao significativa no teor residual de monémeros no latex.

2. Cimentos de londmero de Vidro

Kanchanavasita et al. (1995) avaliaram o aumento de temperatura durante a

reacdo de presa e as alteraces dimensionais de cimentos de iondmero de vidro
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convencionais (Fuji Il, Opusfil) e modificado por resina (Fuji Il LC), de um
compdmero (Dyract) e de uma resina composta (Silux Plus). As mudangas de
temperatura durante a presa foram registradas por meio de um dispositivo acoplado a
um termémetro digital. Cinco espécimes de cada material foram confeccionados de
acordo com as instrucdes dos respectivos fabricantes e os materiais termo-ativados
foram fotopolimerizados por 20, 30 ou 40 segundos. O cimento de ionémero de vidro
modificado por resina (Fuji Il LC) demonstrou maior aumento de temperatura e taxas
de contragdo superiores aos cimentos convencionais estudados. Em geral, o
comportamento do Fuji Il LC foi semelhante ao da resina composta, a qual exibiu
rdpido aumento na temperatura durante a exposicao a luz, alcancando valor maximo
em um periodo de tempo reduzido. Em seguida, com a remogdo da fonte de luz, a
temperatura decresceu imediatamente a temperatura ambiente. Os periodos
prolongados de fotopolimerizagdo nao resultaram em aumento significativo da
temperatura, mas estendeu o periodo de tempo antes da temperatura comecar a
declinar. A temperatura ambiente exerceu influéncia significativa na taxa de alteracéo
dimensional de alguns materiais. A contracdo de polimerizacdo dos materiais
fotoativados foi diretamente proporcional ao aumento da temperatura durante a
reacdo de presa. Os resultados indicaram que as reacGes de presa de todos 0s
materiais estudados foram exotérmicas e o cimento de iondmero de vidro modificado
por resina apresentou 0 maior aumento da temperatura. Portanto, a indicacdo deste
material em cavidades profundas deve ser estudada cuidadosamente quanto aos

efeitos adversos sobre o tecido pulpar.
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Schmalz et al. (1996) tiveram como objetivo avaliar, de modo comparativo,
padrbes de diferentes cAmaras pulpares empregadas para testes de citotoxicidade de
materiais experimentais. O dispositivo que simula uma camara pulpar foi adquirido
comercialmente para este experimento e comparado com outro dispositivo planejado
e construido em laboratorio. Os materiais Ketac-Fil, Ketac-Silver e Vitrebond, além
de cimento de fosfato de zinco e éxido de zinco e eugenol, foram avaliados quanto ao
seu potencial toxico sobre células de linhagem fibroblastica L-929. Estas mesmas
celulas foram cultivadas sob um disco de dentina bovina posicionadas no local
correspondente ao espaco pulpar na densidade de aproximadamente 130 células/mm?.
Durante o cultivo celular, no local o qual receberia o material experimental, uma
bolinha de algoddo foi aplicada, evitando, assim, que qualquer fator pudesse
prejudicar o crescimento celular. Para confirmacao da viabilidade celular, as células
foram coradas com diacetato de fluoresceina e contadas. Os materiais experimentais
foram deixados em contato com o disco de dentina por um tempo de
aproximadamente 24 horas. De acordo com os resultados, os menores valores de
citotoxicidade foram alcangados quando o cimento de fosfato de zinco foi aplicado
sobre o disco de dentina. Por outro lado, os cimentos convencionais, Ketac-Fil e
Ketac-Silver, apresentaram valores intermediérios de citotoxicidade. O cimento de
ionbmero de vidro, Vitrebond, juntamente com o Oxido de zinco e eugenol
demonstraram ser altamente toxicos, matando todos os fibroblastos cultivados sob o
disco de dentina. Ambos os dispositivos apresentaram resultados similares quanto ao

desempenho para as pesquisas de nivel primario.
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Oliva et al. (1996) compararam a resposta de células osteoblasticas quando
em contato com cimentos de ionémero de vidro que sdo indicados para reparo de
tecidos 6sseos. Os materiais experimentais foram: Ketac-Fill Aplicap, lonocem
lonocap 1,0, GC Fuji Il, GC Fuji Il LC e Vitremer. Muitas caracteristicas tais como
eficiéncia no plantio, adesdo e morfologia das células foram estudadas, bem como
parametros bioquimicos especificos de osteoblastos, tais como producdo de
osteonectina. Diante dos dados coletados, os resultado obtidos indicaram que quatro
dos cinco cimentos de iondmero de vidro testados foram biocompativeis, mostrando
células vitais aderidas a superficie dos materiais, proliferando e expressando
marcadores fenotipicos dos osteoblastos, ao passo que o Vitremer, embora empregado
no campo odontoldgico, exibiu grande efeito citotoxico para com as células. Os
efeitos adversos dos cimentos de iondmero de vidro podem ser atribuidos a pelo
menos dois compostos liberados da fase polidcida evidenciada pela ressonancia
magnética proténica (RMP), conhecida como HEMA e outras espécies acidicas ndo
identificadas. A adi¢do de puro HEMA nas mesmas concentracGes encontradas pelos

meios de RPM para as culturas de osteoblastos resultou em completa morte celular.

Lewis et al. (1996) avaliaram o efeito dos constituintes liberados de trés
cimentos de iondmero de vidro sobre o crescimento e metabolismo celular de células
epiteliais orais. Discos de Ketac-Cem Radiopaco (KCR), Ketac-Cem Maxicap
(KCM) e Fuji | foram incubados em meio Dulbeccos por 10 dias, com substituicdes
diarias. Celulas da mucosa oral de Hamsters (HCP) foram incubadas em meio de
cultura sem presenca de componentes dissolvidos e meio contendo eluatos os quais

foram adquiridos pela permanéncia do material experimental pelo periodo de 24
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horas. O nimero de células foi determinado pelo ensaio colorimétrico de MTT, a
sintese de DNA e RNA foi avaliada utilizando a incorporacéo de [*H] timidina e [°H]
uridina, respectivamente. A resposta celular aos materiais foi determinada pela
comparagdo do numero de células e incorporacdo de radiois6topos (contagem por
minutos de 1000 células). Resultados foram analisados por ANOVA e pelo teste de
variacdo multipla de Duncan, entdo convertidos para comparacgdo de porcentagem. Os
eluatos de todos os trés materiais referentes as primeiras vinte e quatro horas de
incubacdo inibiram o crescimento das células. O numero de células expostas ao Fuji
foi de 88% do grupo controle, enquanto aquelas expostas ao KCR e KCM foram de
58% e 59% do controle, respectivamente. A diferenca entre as culturas expostas ao
Fuji e controle foi significante. A exposicdo das células aos dois cimentos Ketac foi
diferente das células expostas ao Fuji e controle, mas ndo foi estatisticamente
significante entre eles. Todos os materiais causaram significante aumento na
marcacdo de DNA comparada aos grupos controle quando calculado sobre a
porcentagem de células, porém os materiais ndo diferiram entre si. Ambos os
cimentos Ketac também estimularam significativamente a marcacdo de RNA por
porcentagem de células quando comparada ao grupo controle. Todos os efeitos dos
materiais diminuiram com o passar do tempo. Os resultados sugeriram que
componentes liberados dos materiais podem afetar a taxa de progressao de HPC

células através do ciclo celular.

Hamid et al., (1998) identificaram e quantificaram alguns componentes
liberados de sete cimentos de iondmeros de vidro modificados por resina e

compdmeros. Vinte e um moldes cilindricos de ago inoxidavel com didmetro interno
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de 6 mm e profundidade de 1mm foi preenchido com um dos setes cimentos
iondmericos e compdmeros, ativados por luz visivel e, entdo, imediatamente imersos
em frascos separados contendo agua destilada. As amostras de solugbes aquosas
foram mantidas por um periodo de 30 dias e conservadas para analise. Uma cavidade
oclusal de 6mm de didmetro interno foi preparada em terceiros molares humanos
extraidos, nos quais a dentina remanescente possuia 1.6-2.0 mm de espessura. Uma
camara de polipropileno foi unida a juncdo cemento esmalte de cada dente para conter
1 mL de agua destilada. Dez dentes foram preenchidos com um dos trés cimentos e
ativados por luz visivel. As amostras de solucdes aquosas (eluatos) foram mantidas
por um certo periodo de tempo para posterior analise em cromatografia liquida de alta
precisdo (HPLC). Somente um componente, hidroxietil metacrilato (HEMA), foi
detectado em ambos os eluatos contidos nas amostras dentais e nos moldes de ago
inoxidavel. A anédlise da difusdo do HEMA através da dentina revelou um relativo
deslocamento desta molécula para o interior da camara pulpar nos primeiros dias,
com exponencial declinio em diante. Os dados obtidos demonstraram que 0 HEMA
foi liberado de todos os cimentos de iondémero de vidro fotoativados por luz visivel e
compdmeros, tanto diretamente em &gua como através da dentina. Esta liberacéo
pode ser relevante no sentido de risco tanto para o tecido pulpar como para

possibilidades de reacdes alérgicas em pacientes.

Geurtsen et al. (1998) avaliaram a liberacdo de alguns componentes resinosos
provenientes de cimentos de iondmero de vidro modificados por resina e
compbdmeros. Os corpos-de-prova dos materiais experimentais foram confeccionados

nas dimensGes de 2mm de espessura por 5mm de diametro, os quais foram
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polimerizados por um tempo de 60s a uma distancia de 2mm do espécime. A partir
disto, os extratos foram preparados para a analise em cromatografia gasosa e
espectrometria de massa. Outros espécimes com as mesmas dimensdes foram
armazenados em meio de cultura sem a presenca de soro fetal bovino. Para o teste de
citotoxicidade dos materiais, fibroblastos de linhagem continua 3T3 foram cultivados
em pratos de acrilicos com 96 wells na densidade de 1x10* células/well. A substancia
cloreto de difeniliodonio, fotoiniciador presente no material experimental Vitrebond,
foi avaliado quanto a sua citotoxicidade. Logo apds 24h de incubacao, a viabilidade
celular foi determinada com sonda intercalante de DNA H 33342. As andlises da
cromatografia gasosa e espectrometria de massa demonstraram que, VArios
componentes dos produtos testados foram liberados em meio aquoso, dentre 0s quais
puderam ser reconhecidas TEGDMA, HEMA e canforoquinona. Quanto aos testes de
citotoxicidade, tanto o cimento de iondmero de vidro Vitrebond quanto o compdmeo

Dyract Cem apresentaram efeitos severamente toxicos as células em cultura.

Consiglio et al. (1998) propuseram a estudar o efeito de cimentos de
iondmero de vidro convencionais (Baseline, Chemfil, Ketac-fill, Ketac Bond) e
modificados por resina (Vitrebond e Vitremer) sobre a sintese de proteinas de
fibroblastos gengivais bem como a atuacdo do pH do meio sobre as mesmas células
no qual os espécimes ficaram armazenados. Os cimentos foram preparados segundo
as recomendac0es do fabricante em moldes de vidro nas dimensdes de 4 mm de altura
por 8 mm de diametro. Além disso, os autores procuram verificar a influéncia da
liberacdo de ions flior em meio de cultura contendo os cimentos de iondmero de

vidro Vitrebond e Ketac-fill. Os cimentos de iondmero de vidro incubados em meio
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de cultura a diferentes intervalos de tempos determinaram uma réapida queda na
sintese de proteinas nos 20 minutos iniciais, mantendo-se num platé constante até o
tempo mais longo de exposicdo (60 minutos). De acordo com a intensidade de
inibicdo da sintese de proteinas, os materiais testados puderam ser divididos em trés
grupos: grupo A (Ketac Fil e Chem Fil) — redugéo de 50%; grupo B (Baseline e Ketac

Bond) — 75% de reducéo; e grupo C (Vitrebond e Vitremer) — completa inibicao.

Leyhausen et al. (1998) tiveram como objetivo determinar e comparar a
compatibilidade de cimentos de iondmero de vidro convencionais e modificados por
resina. Os materiais analisados foram: lonoseal, Vitrebond, Compoglass e Ketac Fil
Applicap, os quais foram preparados em corpos-de-prova com as dimensfes de 2mm
de altura por 5mm de didmetro. Os materiais foram manipulados e polimerizados
segundo as recomendacBes do fabricante. Assim, varios extratos de tais materiais
foram obtidos em diferentes periodos e incubados com fibroblastos gengivais
humanos (FGH) e fibroblastos de ratos (3T3). A viabilidade celular e determinagéo
do DNA foi obtida pela coloracdo da cultura de células com a sonda Hoechst™
33342. O cimento Compoglass ndo inibiu o crescimento celular nos ensaios
realizados. Os extratos dos cimentos lonoseal e Ketac Fil ndo inibiram ou levemente
inibiram o crescimento dos fibroblastos gengivais e de ratos, ao passo que o extrato
do cimento ionomérico Vitrebond causou severas alteracdes nestas células. Além
disso, o crescimento celular foi severamente ou totalmente inibido pelos extratos do
Vitrebond. Com base nos resultados, os autores puderam concluir que o Vitrebond foi

0 material experimental mais citotoxico. Todos os demais materiais avaliados
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revelaram excelente (Compoglass) ou boa (lonoseal e Ketac Fil) compatibilidade

celular.

Bem-Amar et al. (1999) avaliaram a alteracdo de pH de cimentos de iondmero
de vidro convencional e cimentos de iondmero de vidro modificado por resina em
intervalos curtos de tempo ap6s a mistura, a fim de relacionar o tempo ideal de
ativacdo sobre a acidez do material. Os materiais testados foram Vitrebond, Variglass
e Fuji Lining LC comparados ao cimento tradicional Lining Cement. A fotoativacdo
dos cimentos foi executada com intervalos de tempos diferentes apds a manipulacédo
do material experimental. A alteracdo de pH de cada material experimental foi
avaliada imediatamente apds a mistura e logo ap6s, pelo tempo méaximo de 8 minutos,
com a utilizagdo de PHmetro. Todos o0s materiais experimentais exibiram um
aumento gradual do pH com o passar do tempo. A demora da fotoativacdo dos
cimentos iondméricos apo6s a mistura ndo diminuiu significativamente a acidez do

liner durante os primeiros 9 minutos ap6s manipulacao.

Palmer et al. (1999) avaliaram o efeito do grau de polimerizacdo e maturagédo
de espécimes sobre a liberacdo de HEMA de quatro cimentos de ionémero de vidro
modificado por resina. Espécimes em forma de disco foram polimerizados pelo tempo
recomendado pelo fabricante bem como sub e sobre expuseram 0s espécimes a
fotoativacdo. Os espécimes alcangaram a presa no interior dos moldes a temperatura
de 37°C, sendo, logo ap6s o endurecimento, ou 10 min, 40 min ou 24 horas, imersos
em &gua destilada por 4 horas. A liberacdo de HEMA foi determinada por HPLC de

acordo com a concentracdo de HEMA em agua armazenada. Vitremer, Fuji Il LC e
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Fuji Lining alcangcaram a presa sem a presenca de luz visivel pelo tempo minimo de 6
minutos e estes materiais liberaram baixos niveis de HEMA. O Vitrebond teve seu
tempo de presa durante 15 minutos em escuro e a liberagdo de HEMA foi elevada,
indicando que este material tem somente a reagdo acido base. O HEMA liberado tanto
do Vitremer quanto do Vitrebond ndo foi afetado pelo tempo de sub ou sobre
exposicao a luz visivel ao contrario do que ocorreu com o Fuji Il LC, o qual teve sua
liberacdo reduzida com a sobre exposicao. A sub exposi¢do do Fuji Lining LC causou
um significativo aumento na liberacdo do HEMA nas solucgdes de armazenamento. A
fim de minimizar a liberacdo de HEMA, cimentos de ionémero de vidro devem ser
polimerizados por pelo menos o tempo de recomendagdo do fabricante e nas

espessuras ndo superiores aquelas também recomendadas.

Na tentativa de descobrirem os fatores responsaveis pela citotoxicidade
induzida pelos cimentos de ionémero de vidro, Stanislawski et al. (1999) compararam
o efeito toxico dos cimentos de ionémero de vidro modificado por resina Photac-fil
aplicap, Vitremer, Fuji Il LC, Dyract, Compoglass e Hi-Dense sobre células pulpares.
Além disso, os autores avaliaram, separadamente, a toxicidade de ions presentes nos
cimentos ionoméricos bem como seus mondmeros resinosos. Para os testes de
citotoxicidade, células obtidas de polpas dentais de terceiros molares e segundo pré-
molares foram cultivadas em pratos de acrilico com 96 wells. Decorridos 48h da
presenca dos materiais em meio de cultura, os eluatos foram aplicados sobre células
pulpares, e ai permaneceram por um periodo adicional de 24h. A atividade da enzima
mitocondrial foi avaliada como forma de avaliacdo do metabolismo celular. Os ions

fldor foram demonstrados com a utilizacdo de um eletrodo especifico para tal
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elemento. A presenca de aluminio, estréncio, zinco, prata e cobre foi determinada
pela espectroscopia de absorcdo atdbmica. Para a identificagio dos monbémeros
resinosos, tais como TEGDMA e HEMA, a espectroscopia de infravermelho
transformada por Fourier foi utilizada. Para avaliacdo do pH, os eluatos foram
diluidos nas concentragdes de 10, 20 e 40%. Nos resultados obtidos, 0 Compoglass e
Photac-fil mostraram-se menos tdxicos quando comparados aos outros materiais
experimentais. Alem disso, a toxicidade de todos os materiais foi eliminada no
primeiro dia de incubacdo. Para os ions analisados, aluminio e o fluor ndo foram
toxicos em concentragdes superiores a 1mM. Por outro lado, 0 zinco demonstrou alta
toxicidade na concentracdo de 0,1mM. O estroncio ndo revelou alta toxicidade em
qualquer das concentragdes testadas. Para os mondmeros resinosos, a viabilidade
celular aumentou consideravelmente quando os materiais foram tratados com etanol
para obtencdo dos eluatos. Quanto ao pH avaliado, para os eluatos ndo diluidos,
somente Hi-Dense e Vitremer foram significativamente diferentes (5,9 e 6,3) do
grupo controle (7,2 a 7,7). Contudo, apos a diluicdo, o pH destes eluatos aumentaram

para 7,1 e 7,4, respectivamente.

Nascimento et al., (2000) avaliaram a resposta pulpar de dentes humanos apds
0 capeamento direto com cimento de ionémero de vidro modificado por resina
(Vitrebond) ou com cimento de hidroxido de calcio (Dycal). Dentes higidos foram
utilizados como controle. Cavidades classe V foram preparadas em 34 pré-molares
humanos, nos quais o tecido pulpar foi exposto e capeado com materiais
experimentais. Em seguida, as cavidades foram restauradas utilizando o adesivo

dentinario Clearfil Liner Bond Il e a resina composta Z100. Os dentes foram
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extraidos ap6s 5, 30, 120 ou 300 dias, e preparados para analise histoldgica. No
quinto dia, o cimento de hidroxido de calcio (HC) produziu uma grande zona de
necrose de coagulacdo e sob a mesma, uma reacdo inflamatéria mononuclear de
intensidade suave a moderada. O Vitrebond (VB) causou uma resposta pulpar
inflamatoria de intensidade moderada e a formacdo de uma zona de necrose extensa.
Ao longo do tempo, apenas o HC permitiu o reparo pulpar e a formagdo completa de
ponte de dentina ao redor do local da exposicdo pulpar. Os componentes liberados
pelo VB no interior da polpa dentaria desencadearam uma reacdo inflamatdria
persistente, a qual foi associada com a auséncia de formacdo da ponte dentinaria.
Apos 30 dias, poucos cortes histolégicos mostraram a presenca de bactérias nas
paredes dentinaria. Nestas amostras, a reposta pulpar foi semelhante aquelas com
auséncia de microinfiltracdo. O VB foi mais irritante ao tecido pulpar do que o Dycal,
o qual permitiu o reparo pulpar e a formacdo de ponte de dentina. Estes resultados
indicaram que o VB ndo é um material apropriado para o capeamento pulpar direto de

polpas humanas expostas.

Chang & Chou (2001) avaliaram a citotoxicidade do elemento flGor quanto a
sintese de proteinas, atividade mitocondrial, proliferacdo celular e incorporacdo de
sonda fluorescente H33258 para ensaio de citotoxicidade. Assim, o elemento fltor foi
testado em variadas concentracdes, alternando também o periodo de permanéncia
deste elemento quimico no meio de cultura. As células utilizadas para todos os
ensaios foram adquiridas de polpa dental de segundos pré-molares extraidos por
motivos ortoddnticos. O teste de citotoxicidade medindo o contetudo total de DNA

demonstrou que concentracdes de ions F sdo capazes de diminuir a densidade celular
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de maneira dose e periodo dependentes. Concentracdes de 20 x 10* mmol/L inibiram
completamente a sintese de DNA. Concentragdes acima de 2,5 x 10* mmol/L durante
um periodo de cinco dias apresentou efeito inibitério na proliferacdo celular.
ConcentragOes de fluor igual a Immol/L inibiram a sintese de proteina de maneira
dose dependente. Concentracdo igual a 2mmol/L inibiram a sintese de proteina a 50%
em relacdo ao controle. Da mesma forma, a presenca dos ions F" inibiu 0 metabolismo
celular medido pelo teste de MTT. A liberacdo de fluor tem o potencial de gerar

efeitos toxicos as células da polpa.

Costa et al. (2003a) investigaram a citotoxicidade de cinco cimentos de
ionbmero de vidro, utilizando para isto pardmetros como metabolismo celular,
contagem do numero de células e andlise da morfologia celular através de
microscopia eletrdnica de varredura. Os seguintes materiais experimentais foram
testados: Grupo 1: Vitrebond (3M/ESPE); Grupo 2: Vitremer ( 3M/ESPE); Grupo 3:
Fuji 11 LC (GC); Grupo 4: Fuji IX GP (GC); Grupo 5: Ketac-Molar (3M/ESPE). O
grupo 6 (controle positivo) foi representado pela resina composta Z-100 sendo que 0
grupo 7 (controle negativo) foi representado pela solugdo tampao fosfato (PBS). Doze
espécimes para cada material experimental, cujas dimensfes eram 2mm de espessura
por 4mm de didmetro, foram preparados em forma circular e colocados no fundo de
compartimentos esterilizados (wells). Todos os espécimes foram polimerizados pelo
tempo de 40s. A intensidade de luz foi monitorada com o auxilio de um radiémetro
durante todo experimento. Células MDPC-23 na densidade de 30,000 celulas/well
foram cultivadas em pratos de acrilico contendo 24 wells cada um. Seis &reas

representativas ao redor de cada material experimental foram selecionadas para a
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contagem celular em microscépio de luz invertido. A atividade metabdlica foi
avaliada pela atividade de desidrogenase succinica. Os melhores resultados foram
obtidos pelos grupos representados pelo Fuji IX GP (grupo 4) e Ketac-Molar (grupo
5). Estes materiais diminuiram o numero celular em 29,5% e 32,5%, respectivamente.
Além disso, ambos materiais reduziram o metabolismo celular em 40,3% e 42,5%,
respectivamente. Para os grupos Vitrebond (grupo 1) e Vitremer (grupo 2) ocorreu
reducdo no metabolismo celular de ordem 74.5% e 75.5%, respectivamente. Além
disso, o numero de celulas foi diminuido em 79.1% e 83.9%, respectivamente. O
grupo 3 apresentou resultados intermediarios. Os autores puderam concluir que tanto
Vitrebond quanto Vitremer apresentaram severa toxicidade sobre as células de

linhagem odontoblastica MDPC-23.

Muller et al. (2003) demonstraram que o cimento de iondmero de vidro
Vitrebond revelou apresentar um claro efeito genotéxico em testes de mutacdo génica
em ceélulas de mamiferos. Com células CHO bem como em bactérias umu-test com
Salmonella Typhimurium TA1535/pSK1002 tanto os extratos de DMSO quanto o
meio de cultura Ham F12 exibiram claro efeito citotoxico nos testes umu. O efeito é
independente da extracdo do volume dentro da variacdo de 0,5 a 4 mL de meio de
cultura. Subsequentes extracdes de Vitrebond ndo revelaram diferencas significantes
na resposta genotdxica embora o0 peso e conteudo de HEMA reduziram
significativamente. Condicgdes in vivo de Vitrebond foram simuladas por extracdes de
saliva artificial e saliva humana. Estes extratos demonstraram um claro efeito

genotoxico no teste—umu, mesmo se somente em poucos segundos de tempo de
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extracdo onde aplicados. A preparacdo das amostras para os testes de genotoxicidade

reflete condicdes in vivo da aplicacdo do cimento de ionémero de vidro Vitrebond.

Soheili Majd et al. (2003) avaliaram o efeito protetor de dois antioxidantes
(ascorabto e do trolox) contra os efeitos citotoxicos de materiais restauradores. Os
biomateriais testados pertenciam a quatro grupos de materiais, dependendo de sua
composicdo: (1) cimentos de iondmero de vidro: Ketac fil aplicap (ESPE) e GC Fuji
Il LC (GC Co.); (2) cimentos de iondmero de vidro modificados por resina: Photac-fil
aplicap (3M/ESPE) e GC Fuji Il (GC Co.); (3) resinas compostas: Z 100 MP (3M
Dental Products) e Tetric Flow (Vivadent); (4) compomero: F2000 (3M dental
products). Todos os materiais foram preparados em moldes cilindricos cujas
dimensbes eram de 1,9mm de diametro por 1mm de profundidade. A
fotopolimerizacéo foi realizada de acordo com as instrugdes de cada fabricante. Os
materiais foram armazenados em meio de cultura sem soro fetal bovino (*“serum-
free”) por um periodo de 72 horas. Logo apos, os eluatos foram coletados e diluidos
em concentragdes onde pudesse encontrar 0 TCs (porcentagem de eluatos que inibem
50% da viabilidade celular) de cada material. Os fibroblastos gengivais humanos
foram semeados em pratos de acrilico contendo 96 wells na presenca ou auséncia de
eluatos por um periodo de 24 h. O metabolismo celular foi analisado 24 h apds o
tratamento utilizando o teste de MTT. Em alguns experimentos, a viabilidade celular
foi medida ap6s o tratamento das células com os antioxidantes trolox e ascorbato,
sendo este Ultimo avaliado em diferentes concentrages. Além disso, o contetdo de
glutationa foi medido com a utilizacdo do composto fluorescente monoclorobimane.

A quantificacdo dos ions aluminio, ferro e cobre foi realizada pela espectrofotometria
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de emissdo atdmica de plasma indutivo (EEAPI). O efeito da adicdo do ascorbato
sobre as células incubadas com eluatos demonstrou uma diminuicdo do metabolismo
celular de maneira dose dependente para os materiais F2000, cimentos de iondmero
de vidro modificados por resina e cimentos de iondmero de vidro convencionais. As
duas excecdes foram para as resinas Z100 e Tetric Flow, as quais ndo demonstraram
qualquer alteracdo depois do tratamento com ascorbato. Também, o contetudo da
glutationa intracelular foi significativamente diminuido nos fibroblastos gengivais
tratados com eluatos dos biomateriais na presenca de ascorbato. Todavia, esta queda
significativa de glutationa intracelular ndo ocorreu para os biomaterias Z100 e F2000.
Quantidades aprecidveis dos ions metais aluminio e cobre puderam ser encontradas
nos eluatos dos materiais de cimentos ionoméricos. O trolox exerceu efeito protetor
para os fibroblastos gengivais tratados com eluatos dos seguintes materiais: Tetric

Flow, GC Fuji Il LC, F2000 e Z100.

Costa et al., (2003c) compararam as respostas de polpas de dentes de ratos
capeadas com um cimento de iondmero de vidro modificado por resina e um adesivo
dentinario. Cavidades classe | foram preparadas nas superficies oclusais de 54
primeiros molares superiores de ratos. O tecido pulpar foi exposto mecanicamente e
capeado com Clearfil Liner Bond 2V (CLB), Vitrebond (VB) ou com pasta de
hidroxido de célcio (HC) como controle. Em seguida, as cavidades foram restauradas
com amalgama. Apos 7, 30 e 60 dias, os animais foram sacrificados e os dentes
processados para analise em microscopia de luz. Aos 7 dias, resposta inflamatoria
com necrose parcial do tecido foi observada para os materiais experimentais e

controle. A reparacdo pulpar foi associada a formacdo de barreira mineralizada apos
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60 dias de terapia pulpar. Ambos materiais resinosos promoveram a deposi¢do de
fibrodentina rica em células no local da exposicao pulpar, a qual foi mais extensa para
as amostras do VB. Houve, também, formacdo de dentina terciaria depositada por
células pulpares alongadas sobre a matriz de fibrodentina. O tecido pulpar
remanescente exibiu caracteristica histologica de normalidade. No grupo controle, a
reparacdo e a formacdo de ponte de dentina foram observadas ap6s 30 dias. A
desorganizacdo do tecido pulpar ocorreu apenas na presenca de bactérias. Os
resultados indicaram que ambos agentes capeadores (Vitrebond e Clearfil Liner Bond
2V) permitiram reparacdo pulpar, a qual foi caracterizada pela sintese de fibrodentina
rica em células e deposicao de dentina terciaria, as quais, em conjunto, caracterizam a

barreira mineralizada formada adjacente a exposic¢do pulpar.

Costa et al. (2003d) avaliaram a resposta do complexo dentino-pulpar de
dentes humanos apds aplicacdo de um cimento de iondmero de vidro modificado por
resina (Vitrebond) ou um sistema adesivo (One Step) em cavidades profundas.
Cavidades classe V foram preparadas nas superficies vestibulares de 26 pré-molares.
No grupo 1, as paredes das cavidades foram condicionadas com &cido fosforico a
32% e o sistema adesivo dentinario (One Step) foi aplicado. Nos grupos 2 e 3, antes
do condicionamento &cido, as cavidades foram forradas com Vitrebond ou Dycal
(cimento de hidréxido de calcio), respectivamente. Todas cavidades foram
restauradas com resina composta Z100. Os dentes foram extraidos nos periodos p6s-
operatorios de 5 e 30 dias e foram preparados para a analise em microscopia de luz.
No grupo 1, a resposta inflamatéria foi mais evidente que nos grupos 2 e 3. A difusdo

de componentes do material atraves dos tibulos dentinarios foi observada apenas no
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grupo 1, no qual a intensidade da resposta aumentou com a reducdo da espessura da
dentina remanescente. A presenca de bactérias foi evidenciada nas paredes laterais de
duas amostras do grupo 2, onde nao ocorreu resposta inflamatéria ou desorganizacédo
tecidual. Baseado nos resultados, os autores concluiram que a aplicacdo do sistema
adesivo One Step ndo € recomendada diretamente sobre a dentina em cavidades
profundas. Nestes casos, as paredes das cavidades devem ser forradas com um

material mais biocompativel como Vitrebond ou Dycal.

3. Cimentos de Hidroxido de Calcio

Fitzgerald (1979) propuseram avaliar a sequéncia inicial da reorganizacdo
celular apos exposicdo pulpar e determinar se a sintese de DNA é um passo requerido
na série de eventos que conduzem a diferenciacdo e reposicdo de odontoblastos na
cura da polpa exposta. Sessenta e quatro cavidades de classe V preparadas em dentes
de macacos foram divididas em quatro dentes por grupo, de acordo com os periodos
que variavam entre o primeiro e o décimo quarto dia. Quatro dentes de cada macaco
foram utilizados como controle. As cavidades foram preparadas na superficie
vestibular de cada dente e as pontas diamantadas trocadas a cada quatro preparos
realizados. As polpas foram mecanicamente expostas e, em seguida, 0s dentes foram
capeados com Life (cimento de hidroxido de célcio) e restaurados com amalgama
dental. Timitidina tritiada foi injetada nos macacos horas antes de seu sacrificio. Logo
apos, todos os animais foram sacrificados e os dentes preparados para analise de
microscopia. As polpas dentais foram divididas em quatro zonas, sendo duas

superficiais e duas profundas. Os resultados demonstraram ter ocorrido um aumento
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na sintese de DNA nas populagdes de células endoteliais e fibroblastos, a quais
coincidiram com o aumento destas populagdes celulares quando observadas
microscopicamente. Além disso, 0 aumento na atividade de fibroblastos sugeriram
que estas células poderiam ser as responsaveis pela reposicdo dos odontoblastos

perdidos junto a ferida pulpar.

Torneck et al. (1983) na tentativa de desvendarem algumas das propriedades
do hidroxido de célcio, propuseram avaliar o seu potencial mitogénico sobre células
pulpares através da medida da sintese de DNA. Células pulpares foram obtidas de
polpas de molares de porcos, as quais foram cortadas em pedagos menores, lavadas
com PBS e mantidas em meio de cultura. As células entre a terceira e décima quarta
passagem foram utilizadas para o experimento. A solucdo de hidroxido de calcio foi
devidamente preparada com 0,0121g deste sal, dissolvidos em 10mL de agua
destilada a 23°C. A solucdo foi agitada e centrifugada, tendo o seu sobrenadante
filtrado em unidades de filtro de 0,22um. O potencial mitogénico do hidroxido de
calcio sobre fibroblastos pulpares foi determinado pela absorcéo de trimidina tritiada
(I®H] TdR). As células foram cultivadas em placas de Petri para cultura de tecido. O
meio de cultura foi substituido por um novo meio de cultura acrescido de [*H] TdR na
concentracdo de 1uCi/mL, a qual se manteve sobre as células em cultura. Trés grupos
foram assim definidos: grupo 1: 0,025mL de hidroxido de célcio; grupo 2: 0,050 ml
de hidroxido de célcio; e grupo 3 ndo recebeu nenhum tratamento com tal solucéo.
Todos os trés grupos permaneceram incubados por um periodo de 18 horas. Os

resultados demonstraram que 0,050 ml de solucdo de hidréxido de calcio ndo
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produziu efeito aparente sobre as células. Por outro lado, algumas concentracfes de

hidroxido de calcio podem ser mitogénicas para fibroblastos pulpares.

Procurando avaliar as duas propriedades do hidroxido de calcio Ca(OH),,
Gordon et al. (1985) tratou polpas bovinas com diferentes solugdes Ca(OH),,
variando o pH e concentracdo das solugbes. Assim, depois de cada tratamento, 0s
autores procuram avaliar a acdo das diferentes solucdes sobre a atividade enzimatica e
desnaturacdo de proteinas. As solugdes experimentais de Ca(OH), e Ba(OH), foram
preparadas com concentraces de 0,02M e 0,1M, respectivamente. Com a finalidade
de averiguar o dano celular seguido pela exposi¢do ao hidréxido de célcio e hidroxido
de baério, as atividades de desidrogenase lactica e fosfatase alcalina foram
determinadas. As polpas dentais de dentes de boi foram excisadas e cortadas em
pedacos de aproximadamente 1mm?®. As polpas trituradas foram incubadas com
solucdes de diferentes molaridades e com distintos valores de pH, os quais para as
solucdes de hidréxido de célcio variaram de 7,2 a 12,0 e uma solucédo de hidroxido de
béario cujo valor de pH era de 12,3. Polpas ndo incubadas serviram como controle a
fim de avaliar o efeito da ndo incubagdo. Apos tratamento, o meio foi decantado e as
polpas lavadas com agua destilada e homogeneizadas com solugdo tampdo apropriada
para 0 ensaio enzimatico. Com o propdésito de verificar alguma alteracdo nas
proteinas da polpa dental tratada com hidroxido de calcio e hidroxido de bério, a
analise em eletroforese foi realizada. Os resultados revelaram que os ions calcio ndo
sdo responsaveis pelas propriedades indutoras da solucdo contendo tal ion. Além
disso, mudancas nas concentragdes do ion ndo alteraram as atividades de fosfatase

alcalina ou desidrogenase lactica. Por outro lado, os autores puderam verificar que
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enquanto o ion calcio ndo altera a atividade enzimética, o pH o faz. Além disso, o
tratamento das polpas dentais, com solugdes de hidroxido de célcio, pareceu ndo
alterar os padrdes de eletroforese das proteinas sollveis pulpares quando comparadas

com solugdes salinas usadas como controle.

Schroder (1985) através de uma reunido de achados cientificos pode explicar
o efeito dos agentes capeadores contendo hidroxido de calcio na migracao,
proliferacdo e diferenciacdo de células pulpares. O autor revisou os efeitos
desencadeados pelo cimento de hidréxido de calcio sobre células pulpares bem como

descreve 0s eventos no processo de reparacdo pulpar in vivo.

Hetem et al. (1989) avaliaram a biocompatibilidade de uma resina composta
para dentes posteriores e de cimentos odontoldgicos, dentre 0s quais se encontrava o
cimento de hidréxido de célcio — Dycal. Segundo a metodologia empregada, germes
de molares inferiores de embrides de ratos foram removidos no periodo de 14 ou 17
dias de gestacdo. As células coletadas compreendiam odontoblastos e ameloblastos
em diferenciagdo, além de células pds-mitéticas, sintetizando matriz dentinéria e de
esmalte em estagio completo, respectivamente nos periodos de 14 e 17 dias de
gestacdo. Os materiais foram testados dentro de uma das trés formas seguintes: (1)
discos contendo os materiais experimentais foram colocados em gel de colageno logo
abaixo da papila dental dos germes dos dentes; (2) alguns discos foram incubados
dentro de vials de vidro com 1ml de meio Pratts a 37°C por 14 dias anteriormente a
sua colocacdo no gel; (3) este meio contendo substancias liberadas pelos materiais foi

utilizado para cultivar os germes dentais. Em seguida, as amostras foram embebidas
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em parafina e analisadas sob microscopia e luz. Os germes dentais do 17° dia de
gestacdo pareceram ser mais sensiveis aos materiais experimentais do que as celulas
dos germes dentais do 14° dia de gestacdo. O cimento de hidréxido de calcio,
utilizado como base para cavidades profundas, mostrou-se mais toxico na forma de

discos incubados do que em forma de eluatos.

Seux et al. (1991) propuseram verificar a influéncia do cimento a base de
hidroxido de célcio (Dycal) utilizado para capeamento pulpar, na diferenciacdo de
células odontoblastoides de polpas humanas. Realizou-se a obtencdo de microcristais
de hidréxido de célcio, os quais permaneceram sobre l&minas de vidro para cortes
histoldgicos. As células da polpa humana de terceiros molares inferiores foram
cultivadas e, posteriormente, colocadas juntamente com 0s microcristais provenientes
do cimento de hidréxido de célcio. A andlise através da microscopia eletrénica de
varredura, microssonda de raio X e difracdo de raio X revelaram a composicao
quimica e o estudo cristalografico dos cristais. Como complementacdo dos dados
deste estudo, procedimentos de imunohistoquimica foram realizados para a
visualizacao de actina, tubulina, fibronectina, vimentina e colagenos tipo I e Ill. Os
cristais analisados apresentaram predominantemente o composto célcio em sua
composicao, ndo havendo alteracdo deste composto durante todo o experimento. A
disposicdo destes cristais ndo teve nenhuma interferéncia nos processos bioldgicos
envolvidos na diferenciacdo celular. Sob microscopia de luz, alteragbes no interior
das células bem como no meio extracelular mostraram-se visiveis, como, por
exemplo, forte coloracdo de colageno tipo | ao redor do nucleo. Além disso, as

células em contato com os microcristais sintetizaram fibronectina, a qual se mostrou
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como uma fina rede ao redor dos compostos cristalinos. Algum inicio de polarizacao
celular também foi visualizado nas células pulpares, caracteristicas similares aquelas

observadas in vivo.

Murray et al. (2000), examinaram a citotoxicidade de dois sistemas adesivos,
um cimento de 6xido de zinco e eugenol, amalgama dental, quatro cimentos a base de
hidroxido de calcio e substancias no seu padrdo puro, tais como hidroxido de calcio,
acido salicilico e sulfato de bario. Assim, para os testes de biocompatibilidade, todos
os materiais foram avaliados de duas formas diferentes, porém ambas in vitro. No
primeiro experimento, cavidades profundas foram preparadas e restauradas com dois
produtos a base de hidroxido de célcio disponiveis no mercado, antes da incubagdo
em meio de cultura. Entretanto, no segundo experimento, 0s materiais experimentais
foram colocados, em forma de pellet, sobre o complexo dentino-pulpar de 298 dentes
fatiados, os quais foram posicionados em cultura para crescimento celular. Para tanto,
30 fatias de dentes contendo cavidades preparadas e 298 fatias de dentes com
exposicBes pulpares foram seccionados com espessuras de 2mm. A andlise
histomorfométrica foi realizada para um grupo de células localizadas logo abaixo do
local da preparacdo bem como em local distante a este. Para as areas correspondentes
as exposicdes pulpares, campos aleatérios foram escolhidos para contagem de trés
populacGes de células pulpares: odontoblastos, células da camada subododntobléstica
e fibroblastos. Ao analisar a morfologia e nimero de células pulpares abaixo de
cavidades profundas restauradas com produtos a base de hidréxido de calcio,
nenhuma diferenca estatisticamente significante foi encontrada entre o grupo controle

e 0s experimentais. Todos os materiais & base de hidroxido de célcio apresentaram
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padroes de destruicdo celular similar, contudo o padrdo de destruicdo celular
aumentou com o passar do periodo experimental. Para os demais materiais, a
sobrevivéncia celular diferiu segundo o material testado além do aumento da
destruicdo das células da polpa aumentar com o passar do tempo. Na sua formulacédo
pura, o acido salicilico e o hidroxido de calcio mostraram ser as substancias mais
toxicas seguidos pelo cimento de Oxido de zinco e eugenol, améalgama com alta
quantidade de mercdrio, Prime & Bond, Dycal, sulfato de bario, Hypocal,

Scotchbond, Calasept, Life e One-step.

Demarco et al. (2001) avaliaram a biocompatibilidade de dois sistemas
adesivos (Clearfil Liner Bond 2 e Scotchbond Multi-Puprose) e cimento de hidroxido
de calcio (Dycal) quando aplicados em polpas dentais humanas e cultura de células.
In vivo: vinte terceiros molares selecionados para extragdo foram utilizados neste
estudo. Apds a preparacdo das cavidades, a exposicao pulpar foi alcancada com
brocas carbide. O controle da hemorragia foi obtido com solugéo salina. Em dezesseis
dentes, a polpa dental foi capeada com sistema adesivo e as cavidades foram seladas
com resina composta. No grupo controle (n=4), a polpa dental foi capeada com
Ca(OH), e as cavidades foram seladas com IRM. Os dentes foram extraidos em 30 ou
90 dias seguintes ao tratamento e preparados para avaliacdo histoldgica e presenca
bacteriana. In vitro: materiais foram aplicados em placa de Petri, onde as células
NIH-3T3 foram cultivadas. As células foram contadas 2, 4 e 6 dias apds o cultivo
para obter as curvas de crescimento e determinar a viabilidade celular. Todos os
dados foram submetidos a analise estatistica. Nos estudos in vivo, a formacdo de

ponte dentinéria foi visualizada em todos os dentes capeados com Ca(OH),, sem
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presenca de inflamacdo. Resposta inflamatéria moderada e formacdo de ponte
dentinaria foram visualizadas apés 90 dias em cinqlenta por cento dos espécimes
tratados com Liner Bond 2. Polpas dentais tratadas com ScotchBond Multi Puprose
apresentaram resposta inflamatoria de moderada a severa, e a formacgdo de tecido
mineralizado foi detectada. Bactérias ndo estiveram presentes em nenhum espécime.
Quando os materiais experimentais foram avaliados in vitro, a toxicidade foi similar
entre os dois agentes adesivos, e ambos apresentaram efeitos citotoxicos
estatisticamente elevados quando comparados com o hidroxido de calcio. Por outro
lado, o hidréxido de célcio produziu a reparacdo da polpa dental em todos os dentes e
exibiu baixo efeito toxico do que os sistemas adesivos; contudo, a reparacdo da polpa

dental também foi observada quando capeada com Liner Bond 2.

Costa et al. (2001) propbs avaliar o efeito citotoxico de solucdes utilizadas
para lavagem de cavidades, dentre as quais se encontrava a dgua de hidroxido de
célcio. Para tanto, células odontoblastdides na densidade de 30,000 células/cm? foram
semeadas no fundo dos wells, os quais continham em sua base laminulas de vidro
para posterior analise da microscopia eletrénica de varredura (MEV). As solucdes
experimentais foram preparadas adicionando 20uL dos materiais em 980 pL de meio
de cultura DMEM. Estas solucdes experimentais foram aplicadas sobre o0s
odontoblastos. O numero de células foi contado antes (grupo A) e ap6s (grupo B) a
colocacdo das seguintes solucBes experimentais: agua de hidroxido de calcio
Ca(OH),, perdxido de hidrogénio a 3% (H,0,), hipoclorito de sodio a 6% (NaOCI),
Syntac Sprint (SS) (controle positivo) e solu¢do tampdo PBS-(controle negativo)

sobre as células em cultura. Para complementacdo dos resultados, o teste de
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citotoxicidade MTT foi realizado para avaliar o metabolismo celular pela atividade de
uma enzima mitocondrial. Todas as solugdes experimentais, com exce¢do da solugédo
tampéo (PBS), foram citotoxicas as celulas odontoblastoides. Na contagem celular, as
solucbes de H,0, NaOCL e SS foram responsaveis pela reducdo no nimero celular
apo6s a colocacdo dos materiais experimentais em meio de cultura. No ensaio de
citotoxicidade (MTT), as mesmas solugbes reduziram a atividade mitocondrial das
celulas MDPC-23 e foram estatisticamente diferentes quando comparadas com as

solucdes de Ca(OH), e PBS.

Murray et al. (2002) avaliaram as correlagdes entre eventos do capeamento
pulpar e nimero de células odontoblaticas. Para isto, 250 dentes tiveram suas polpas
expostas em cavidades preparadas em dentes de macacos de acordo com as
regulamentacdes da 1SO. As polpas expostas foram capeadas com hidréxido de célcio
e sistemas adesivos de frasco unico e de dois frascos. Os dados foram submetidos a
andlise estatistica utilizando a anélise de varianca. As varidveis correlacionadas ao
numero de odontoblastos foram a &rea de ponte dentinaria, tempo desde de exposi¢do
pulpar, numero de odontoblastos aos locais opostos a exposicdo, e materiais de
capeamento pulpar. A éarea de formacdo de ponte dentinaria esta diretamente
relacionada ao numero de odontoblastos, a atividade celular é tempo dependente, e 0

numero de células é muito menor do que aquelas encontradas originalmente.

Rashid et al. (2003) analisaram o efeito do ion célcio extracelular sobre a
expressao génica de proteinas Osseas de células pulpares humanas. Para tanto, polpas

dentais foram extraidas de pré-molares humanos, 0s quais estavam indicados por
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razGes ortodonticas. As células foram mantidas em meio de cultura até alcancarem
confluéncia e assim serem cultivadas em pratos para cultura de tecidos na densidade
de 35x10* células/60mm. As células foram expostas a vérias concentraces de cloreto
de calcio (CaCl,) e cloreto de magnésio (MgCl,) por um periodo de incubacdo de
24h. Em seguida, o contetudo de RNA foi extraido das células pulpares e quantificado
por espectrofotometria a 260 e 280nm. Os produtos de PCR foram eletroforizados em
géis de agarose a 1%, corados com brometo de etidio, iluminados com luz ultravioleta
e analisados por programa de imagem. Os resultados revelaram que 0s niveis
aumentados de ions calcio na concentracdo de 0.7mM induziram ao aumento de
expressdo de osteopontina e BMP-2. Contudo, os niveis de BMP-4 e fosfatase
alcalina foram diminuidos na presenca de meio de cultura com grande presenca de

fons Ca®*.

Ribeiro et al. (2004) avaliaram os danos causados ao DNA celular por
materiais endodénticos quando aplicados sobre culturas de células de linhagem
continua. Segundo a metodologia empregada, o ensaio do cometa e o teste de
vitalidade, com azul de tripan, foram empregados para se obter os resultados da
pesquisa. O hidréxido de calcio, na forma de pd, bem como formocresol e
paramonoclorofenol canforado ndo apresentaram efeitos genotdxicos sobre

fibroblastos e células de linfoma de ratos.
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3 Proposicao

O presente trabalho teve como proposta avaliar o efeito citotdxico de
diferentes materiais dentarios recomendados para aplicagdo sobre o substrato
dentinario, quando em contato com células imortalizadas de linhagem odontobléastica
MDPC-23. Também foi intuito desta pesquisa determinar se o tempo de incubacao
dos corpos-de-prova preparados com 0s materiais experimentais influenciaria em sua

citotoxicidade.
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4 Material e Método

1. Cultivo das células MDPC-23

Para avaliacdo da citotoxicidade dos materiais experimentais, foram
utilizadas células imortalizadas de linhagem odontoblastica MDPC-23.

As células foram descongeladas e semeadas em frascos de cultura
esterilizados, com 75 cm? de area (Costar Corp., Cambridge, MA, USA). O meio de
cultura utilizado para manutengdo das células foi o DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Médium — Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) (CULTLAB, Campinas, SP, Br), 100 Ul/ml de
penicilina, 100pug/mL de estreptomicina e 2 mM/L de glutamina (GIBCO, Grand
Island, NY, USA). As células foram cultivadas em incubadora umidificada, na
temperatura de 37°C com 5% de CO, e 95% de ar. Passagens foram realizadas a cada
trés dias de tal maneira que 3x10* células/cm? eram semeadas. Estes procedimentos
foram repetidos até que se obtivesse 0 nimero adequado de células para execucao do

experimento.

2. Confeccdo dos corpos-de-prova

Neste estudo, foram avaliados quatro materiais dentarios com indicacdo para
aplicacdo direta sobre o substrato dentinario, sendo dois deles empregados para
forramento de cavidades profundas e outros dois para cimentacdo de restauracdes

inlays, onlays e de coroas metalicas.
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A composicdo de cada um dos materiais experimentais, bem como seus
respectivos fabricantes, proporgédo pd/liquido (em peso) utilizada no experimento, e 0
tempo de fotoativacdo empregado, estdo demonstrados na Tabela 1.

Pratos de acrilico com 24 compartimentos individualizados (Costar Corp.,
Cambridge, MA, USA) foram utilizados neste experimento. Em todos os
compartimentos, foi aplicado 1,1 mL de meio de cultura ndo suplementado com soro
fetal bovino (MC-SFB), uma vez que investigacGes prévias (TAKEDA et al., 1993)
afirmaram que componentes liberados de materiais resinosos podem interagir com
constituintes do SFB, interferindo, assim, nos resultados de pesquisas de
citotoxicidade em cultura de células.

Entdo, dez corpos-de-prova de cada material experimental foram
confeccionados em matriz de polietileno nas dimensbGes de 2mm de espessura por
4mm de diametro (Figuras 1 e 2). Antes da remocdo dos materiais quimicamente
ativados do interior da matriz, foi aguardado o tempo de 2 a 3 min. para o Hydro C
(HCa) e de 10 min. para o RelyX Luting (RL), até que se alcancasse o endurecimento
final dos produtos. Por outro lado, os demais materiais experimentais, RelyX Unicem
(RU) e Vitrebond (VB), foram fotoativados através da aplicacdo de luz visivel
(Curing Light 3000 XL, 3M ESPE, St Paul, MN, USA) pelos periodos de 20 seg. e 30
seg., respectivamente. A intensidade de luz emitida pelo aparelho fotoativador
(410mW/cm?) foi monitorada durante todo o experimento através de um radidmetro

(Optiluz 500, Demetron/Kerr, Danbury, CT, USA).
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Tabela 1. Apresentacdo dos materiais experimentais demonstrando seus fabricantes,
composicgdo, proporcao po/liquido e tempo de fotoativagdo. FOAr, 2005

Hydro C
(Dentsply)

Vitrebond
(3M/ESPE)

RelyX Luting
(3M/ESPE)

RelyX
UNICEM
(3M/ESPE)

Ester
fosfato de célcio,
tungstato de célcio, Oxido de
zinco e corantes minerais.

Pasta  Base:
salicilato,

glicol

Pasta Catalisadora: Etiltolueno
sulfonamida,  hidréxido  de
célcio, 6xido de zinco, dioxido
de titdnio, estearato de zinco e
corantes minerais.

Po: cristais de
fluoraluminiosilicato  (p6 de
vidro) - > 95%; cloreto de
difeniliodénio - < 2%.

Liquido: acido polialquendico
(copolimero do Vitrebond) — 35-
45%;  2-hidroxietil-metacrilato
(HEMA) — 20-30%; agua — 30-
40%.

P6: vidro de silicato de flior-
aluminio 90 - 100%

Liquido: agua — 30-40%, acido
policarboxilico e acido itacdnico
- 30-40% e hidroxietil
metacrilato (HEMA) — 25-35%

P6:  particulas de  vidro
silanizada, silica sinalizada,
hidréxido de célcio, persulfato
de sddio, pirimidina substituida.

Liguido: ésteres de é&cido
fosforico metacrilados 40-55%,
Trietilenoglicoldimetacrilato
(TEGDMA) 27-38%,
substituintes de dimetacrilatos
27-34%

Proporcdes iguais

de pasta base e 2 a3 min.
catalizadora
Pd/liquido:
1,4/1,0 em peso 30 seg
Pd/liquido:
1,6:1.0 em peso 10 min
Cépsulas 20 seg

Pré-dosadas




65

Figura 1: Vista frontal da matriz de polietileno, onde se pode observar o espaco
para insercdo do material experimental de tal maneira a obter corpos-de-prova
circulares.

Figura 2: Vista lateral da matriz de polietileno caracterizando a espessura em
que 0s corpos-de-prova apresentariam ap0s sua preparacao.

Logo apos a insercdo dos materiais experimentais no interior da matriz de
polietileno, uma lamina de vidro com 1mm de espessura foi posicionada sobre a
extremidade aberta desta matriz (Figura 3). Para os materiais ativados pela acao
da luz visivel, a ponta ativa do aparelho fotoativador foi posicionada sobre a
lamina de vidro e entdo se procedeu a fotoativagdo pelo tempo descrito
anteriormente (Figura 4). Decorridos os periodos de fotoativacdo do RU e VB, e
de reacdo quimica de presa do HCa e RL, 0s corpos-de-prova com as dimensdes
definidas foram removidos do interior da matriz de polietileno, por pressdo do
émbolo localizado logo abaixo dos espécimes (Figura 5). Com o auxilio de uma
pinca clinica esterilizada, o0s corpos-de-prova recém preparados foram
posicionados na base dos compartimentos dos pratos de acrilico esterilizados que
continham 1,1mL do meio de cultura desprovido de SFB (MC-SFB). Finalmente,

estes pratos de acrilico com os materiais experimentais (corpos-de-prova) imersos
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em MC-SFB foram colocados em incubadora, na temperatura de 37°C, com 5%
de CO; e 95% de ar, onde permaneceram pelos periodos experimentais de 24
horas ou 7 dias.

A relacdo entre 0s grupos experimentais e controle de acordo com

periodos de avaliagdo e numero de espécimes estdo demonstrados na tabela 2.

Figura 3: Posicionamento da lamina de vidro sobre a extremidade aberta da
matriz. Note que a pressdo exercida pela lamina de vidro causou extravasamento
do material, o qual foi mecanicamente removido apoés a fotoativacéo.

Figura 4: Ponta ativa do fotopolimerizador aplicada exatamente sobre a
extremidade aberta da matriz, os quais estavam interpostos pela lamina de vidro
com espessura de 1 mm. A utilizacdo da lamina teve a finalidade de regularizar a
superficie do corpo-de-prova localizada na parte aberta da matriz bem como
impedir a inibicdo da polimerizagdo na presenca de oxigénio, bem como
padronizar a distancia entre o material e a ponta ativa do fotopolimerizador.
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Figura 5: Remocdo do corpo-de-prova (CP) do interior da matriz de polietileno
por pressdo do embolo (E).

Tabela 2: Relacdo entre grupos experimentais e controle de acordo com os periodos
de avaliacdo e o nimero de especimes. FOAr, 2005

24 horas 10 10 10 10 10 50
7 dias 10 10 10 10 10 50
Total 20 20 20 20 20 100

HCa — Hidréxido de Célcio RU — RelyX™ Unicem
VB - Vitrebond™ DMEM — Meio de cultura (controle)

RL — RelyX™ Luting
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3. Cultivo das células e avaliagdo do metabolismo celular

Um mililitro de meio de cultura completo (DMEM), contendo células da
linhagem odontoblastica MDPC-23 (30.000 células/cm?), foi aplicado em cada um
dos 24 compartimentos de 10 pratos de acrilico esterilizados, os quais foram
colocados em incubadora umidificada na temperatura de 37°C, com 5% de CO, e
95% de ar, pelo periodo de 72 horas. Logo ap6s o tempo de incubagdo, o meio de
cultura em contato com as células foi cuidadosamente aspirado, e substituido por 1
mL da solucdo que havia permanecido em contato com 0s corpos-de-prova pelo
periodo de 24 horas ou 7 dias. Estas solu¢Bes experimentais, compostas por MC-SFB
e possivelmente componentes dos materiais em estudo sollveis em meio aquoso,
permaneceram em contato com as celulas pelo tempo de 24 horas em incubadora.
Decorrido este periodo, os meios de cultura foram aspirados e armazenados em
frascos Falcon de 15 mL (Corning Incorp., NY, USA) sendo identificados de acordo
com cada um dos grupos experimentais, para determinacdo dos valores de pH das
solugdes (pHmetro GEHAKA PG 2000, Diadema, SP, Br).

Para o grupo controle, o meio de cultura sem soro fetal bovino permaneceu
em incubacéo pelos periodos de 24 horas ou 7 dias, sendo que apds estes tempos, as
solucdes foram aplicadas sobre as células cultivadas, como descrito anteriormente
para 0s grupos experimentais (Tabela 2). Os valores do pH das solugBes controle
também foram determinados.

Os dez espécimes de cada grupo experimental e controle foram utilizados para
a avaliacdo do metabolismo celular. Esta avaliacdo foi realizada atraves da aplicacéo
da técnica do sal de metiltetrazolium (MTT assay), o que determina a atividade da

enzima desidrogenase succinica produzida pelas mitocondrias. Para a preparacdo da
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solucdo de MTT, 25 mg do sal de metiltetrazolium foi pesado em balanca analitica de
precissfo (AG 200 GEHAKA, Diadema, Sdo Paulo, Br) e, posteriormente,
adicionados a 5 mL de solugdo salina de tampdo fosfato (PBS), alcancando uma
mistura final de concentracdo igual a 5mg/mL (Figuras 6 e 7). Estas medidas
empregadas equivalem a 10 compartimentos individuais de cada grupo experimental
e controle onde em cada um foi dispensado 900 uL de meio de cultura mais 100 pL
da solucédo do sal de metiltetrazolium. Esta solugéo foi incubada com as células em
estufa umidificada na temperatura de 37°C pelo tempo de 4 horas. Decorrido este
periodo, os pratos de acrilico foram retirados da incubadora (Figura 8), sendo que a
mistura do meio de cultura com a solugdo do sal de metiltetrazolium mais PBS foi
aspirada cuidadosamente. Ap6s completa aspiracdo da solucdo, os cristais formados
pela degradacdo dos anéis do sal de metiltetrazolium puderam ser observados
aderidos ao fundo de cada compartimento individualizado. Para a solubilizacdo destes
cristais, 600 pL de isopropanol acidificado por cloreto de hidrogénio (HCI), na
concentracdo de 0,04N, foram dispensados sobre as células localizadas ao fundo de
cada compartimento dos grupos experimentais e controle (Figura 9). Estes cristais,
quando dissolvidos pela presenca do isopropanol, resultam em uma solugdo de
coloracdo roxa de variada intensidade (Figura 7), a qual é quantificada por
espectrofotometria no Leitor Universal de ELISA (Multiskan Ascent — 354,

Labsystems CE, Les Ulis, France), em um comprimento de onda de 570nm.
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Figura 5: Sal de metiltetrazolium sendo pesado em balanga de precisao.

Figura 7: Apo6s adicdo do sal a quantidade de 5,5mL de tampéo fosfato foi obtida
a solucdo de MTT, a qual foi armazenada em tubo Falcon de 15 mL. Observa-se o
sal depositado ao fundo do tubo Falcon anteriormente a sua dissolugéo (seta).

Para a leitura de todas as solugdes, quatro aliquotas de 100 pL de cada um dos
compartimentos foram transferidas para outro prato de acrilico com 96
compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA, USA) (Figura 10).

Os valores numéricos obtidos foram somados e a média calculada para, assim,
serem transformadas em percentagem. Os valores percentuais obtidos foram
utilizados para determinar o efeito inibitorio da atividade mitocondrial das células.

Os dados de metabolismo celular expressos em valores numéricos foram
também submetidos a analise estatistica de Kruskal-Wallis complementada pelo

teste de Mann-Whitney.



71

Figura 8: Grupos experimentais e controle ap6s a retirada da incubadora. Os
cristais de cor roxa (estrela) sdo produtos da degradacdo dos anéis do sal de
metiltetrazolium, resultado da atividade da enzima mitocondrial desidrogenase
succinica.

Figura 9: Solubilizagdo dos cristais por acréscimo de 600 pL de isopropanol
acidificado por cloreto de hidrogénio (HCI), na concentracdo de 0,04N,
dispensados sobre as células localizadas ao fundo de cada compartimento dos
grupos experimentais e controle.
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Figura 10: Obtencdo de solucbes com coloracdo de variadas intensidades
representando 0s grupos experimentais e controle.

4. Avaliacéo do pH

Como descrito anteriormente, logo apds os periodos de incubacéo de 24 horas
e 7 dias da solucdo de MC-SFB em contato com 0s corpos-de-prova, esta solugéo foi
coletada e armazenada em frascos Falcon de 15 mL, identificados segundo cada
grupo experimental e controle. Para obtencdo dos valores de pH, o pHmetro Digital
PG 2000 (GEHAKA, Diadema, Sdo Paulo, Br) teve o seu eletrodo calibrado,
empregando para isto, solugdes com pH conhecidos: 4, 7 e 10 (LabSynth Produtos,
Diadema, S&o Paulo, Br). Logo ap6s a calibracdo, o eletrodo foi inserido no interior
dos frascos Falcon referentes a cada grupo experimental e controle. Todos os valores
de pH foram registrados bem como a temperatura de cada solugdo experimental e

controle foi determinada.
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Dados descritivos para a variavel metabolismo celular (MTT) estdo

apresentados na Tabela 3. Devido a ndo distribuicdo normal dos valores de

metabolismo celular (Kolmogorov-Smirnov, p<0,05) testes ndo paramétricos de

Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram aplicados.

Tabela 3. Dados descritivos para a variavel metabolismo celular (MTT) de acordo
com o material e o periodo de avaliacdo. FOAr, 2005

HCa 35
RL 40
VB 24 horas 40
RU 40
DMEM 40
HCa 32
RL 40
VB 7 dias 40
RU 40
DMEM 40

0,1096
0,2415
0,1029
1,1678
1,2157

0,0652
0,2487
0,0804
0,9869
1,1816

0,1112
0,2860
0,1424
1,2756
1,3101

0,1027
0,2426
0,1101
1,0355
1,1570

0,0538
0,1481
0,0893
0,2761
0,2747

0,0567
0,0913
0,0551
0,1221
0,1568

O resultado do teste de Kruskal-Wallis aplicado para a comparagdo dos

grupos nos periodos de 24 horas e 7 dias demonstrou haver diferengas entre eles

(p<0,001). Estas diferencas foram identificadas comparando-se 0s grupos dois a



75

dois atraves da aplicacdo de testes de Mann-Whitney, cujos resultados estdo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Testes de Mann-Whitney para compara¢do aos pares dos materiais de
acordo com o periodo de contato com as células. FOAr, 2005.

0,0001*

HCa vs. RL
HCavs. VB

HCavs. RU
HCa vs. DMEM
RL vs. VB

RL vs. RU

RL vs. DMEM
VB vs. RU

VB vs. DMEM
RU vs. DMEM

0,206
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001

0,179

0,0001
0,084

0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001

* valores de p menores do que 0,05 representam diferenca estatisticamente

significante entre as médias comparadas.

Pelos resultados demonstrados na Tabela 4, os materiais que apresentaram

maior efeito citotoxico sobre as células MDPC-23 no periodo de 24 horas foram

0s cimentos de hidroxido de célcio (HCa) e de iondmero de vidro Vitrebond (VB),

sem diferenca estatistica entre eles (p=0,206). Esses materiais foram seguidos em

toxicidade pelo cimento resinoso RelyX Luting (RL). O material menos tdxico

nesse mesmo periodo de avaliagdo foi o cimento resinoso autocondicionante

RelyX Unicem (RU), uma vez que os valores de metabolismo celular observados

para esse grupo ndo diferiram estatisticamente dos observados para 0 grupo

controle (DMEM, p=0,179). Desta forma, em ordem decrescente de toxicidade,
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podemos representar, de maneira comparativa, para o periodo de 24 horas, 0
seguinte ranking de classificacdo dos materiais quanto a seus efeitos toxicos: HCa
=VB >RL >RU = DMEM.

No periodo de 7 dias, a mesma sequéncia para citotoxicidade pode ser
considerada, com excecdo do cimento resinoso RelyX Unicem (RU), o qual
promoveu maior reducdo do metabolismo celular quando comparado ao grupo
controle DMEM (Tabela 4, p<0.001). Em ordem decrescente de toxicidade
podemos representar o seguinte ranking para os materiais testados com relagéo ao
grupo controle: HCa = VB > RL > RU > DMEM. As comparacdes estatisticas
entre os grupos podem ser visualmente analisadas na figura 11, onde colunas com
letras iguais representam médias que ndo diferem estatisticamente segundo o0s

dados obtidos através da aplicacdo dos testes de Mann-Whitney.

1,8
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o 14
'_
< 12 |
3
=)
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g m 24 horas
2 o084
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= m 7 dias
% 0,6
@
= 04

0,2

0 . . . .
HCa RL VB RU DMEM
Grupos

Figura 11: Representacdo grafica do comportamento da varidvel metabolismo
celular (MTT) de acordo com o0s materiais e periodos de avalia¢cdo. Colunas com
letras iguais representam médias ndo diferentes estatisticamente (Mann-Whitney,
p<0,05).
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Os materiais foram avaliados individualmente quanto a sua citotoxicidade
em funcdo dos periodos de contato com as células pela aplicacdo de testes de
Mann-Whitney, cujos resultados podem ser visualizados na Tabela 5.

Os materiais cimento de hidréxido de célcio (HCa), cimento ionomerico
RelyX (RL) e Vitrebond (VB) mantiveram sua alta citotoxicidade apos 7 dias de
contato com as celulas, enquanto que para 0s demais materiais dentarios
avaliados, houve um aumento dessa acdo toxica caracterizado pela reducdo do

metabolismo celular (Tabela 5, Figura 11).

Tabela 5. Comportamento citotoxico dos materiais comparando-se 0s periodos de
avaliacdo. FOAr, 2005.

Hidroxido de calcio (HCa) 0,518*
RelyX (RL) 0,600
Vitrebond (VB) 0,697
RelyX Unicem (RU) 0,0001
Meio cultura (DMEM) 0,015

* valores de p maiores do que 0,05 indicam auséncia de diferenca estatistica
entre as médias comparadas.

Os valores percentuais de redugdo no metabolismo celular para cada
periodo experimental estdo representados graficamente na figura 12. Dessa forma,
para o periodo experimental de 24 horas os materiais HCa, RL, VB e RU
determinaram valores de redugcdo no metabolismo celular de: 91,52%, 78,17%,
81,14% e 2,64%, respectivamente. Para o periodo experimental de 7 dias, a taxa

de reducdo para a atividade da enzima mitocondrial desidrogenase succininca para
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0S mesmos materiais seguindo a mesma ordem foi de: 91,13%, 79,04%, 87,27%,

10,51%, respectivamente.

024 horas
07 dias

: =1

HCa RL VB RU DMEM
GRUPOS

% na reducao do metabolismo celular

Figura 12: Representacdo grafica da taxa percentual na reducdo do metabolismo
celular (MTT) de acordo com os materiais e periodos de avaliacao.

Além do calculo dos valores percentuais, 0s quais representam os niveis de
metabolismo celular, procuramos averiguar antes e ap0s a insercdo dos materiais
em meio de cultura os valores do pH desta solucdo. Estes valores estdo
demonstrados na tabela 6 para os periodos de 24 horas e 7 dias, bem como

anteriormente a incubacdo dos materiais.
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Tabela 6. Valores do pH das solucdes de meio de cultura antes, 24 horas e 7 dias
de incubag&o do meio de cultura com os materiais experimentais. FOAr, 2005

Materiais Antes da incubacéo 24 horas 7 dias
HCa 7,4 8,7 8,3
RL 7,4 7,9 1,7
VB 7,4 8,1 8,4
RU 7,4 8,0 8,1

DMEM 7,4 8,1 8,3
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6 Discussao

A avaliacdo in vivo da biocompatibilidade de materiais dentarios empregados
em diferentes procedimentos clinicos na area da odontologia, permite uma intima
aproximacdo da metodologia cientifica com a realidade clinica. Todavia, pesquisas
que empregam seres humanos como amostra experimental enfrentam consideragdes
éticas e legais, as quais sdo obstaculos para a realizacdo de trabalhos cientificos
(MURRAY et al., 2000). Devido as dificuldades de realizagdo de testes pré-clinicos e
de acordo com o notavel avango nas areas da biologia molecular e bioquimica, é que
0s testes in vitro, os quais podem utilizar células cultivadas em laboratério, tém
ganhado notével espaco no meio cientifico (HANKS et al., 1991; SCHMALZ et al.,
1996; STANISLAWSKI et al., 1999). Além de apresentar facil reproducdo nos mais
diferentes laboratérios em diversas partes do mundo, os testes in vitro, atraves de
cultura de células, apresentam, também, custos relativamente baixos e maior rapidez
de execucéo, quando comparados aos testes in vivo (HANKS et al., 1991; SCHMALZ
etal., 1996).

Muitos estudos tém empregado diversas linhagens celulares para avaliacéo
dos efeitos toxicos de diferentes materiais empregados em odontologia
(LEYHAUSEN et al., 1998; DEMARCO et al., 2001; COSTA et al., 2003a;
RIBEIRO et al., 2004). Os variados tipos de células utilizados nos testes de
citotoxicidade compreendem desde células cultivadas primariamente (células
adquiridas a partir do corte e cultivo de determinado érgdo ou tecido em meio de
cultura) (HETEM et al., 1989; TORNECK et al. 1983), até células imortalizadas de
linhagem continua (MACDOUGAL, et al., 1998; COSTA et al., 1999). Todavia,

recentes investigacfes tém demonstrado que tanto células adquiridas diretamente da



82

polpa dental ou tecido periodontal como aquelas mantidas em laboratério através de
uma linhagem continua séo capazes de responder de forma diferente aos efeitos
toxicos pertinentes a um mesmo material (LEYHAUSEN et al., 1998; GEURTSEN et
al., 1998a; HEIL et al., 2002). Segundo MacDougal et al., 1998, existe uma grande
variabilidade entre as respostas citotoxicas de diferentes linhagens celulares aos
materiais testados, sendo que até o momento, ndo ha uma definicdo clara sobre qual
tipo celular seria 0 mais indicado para os protocolos empregados na avaliagcdo da
toxicidade de materiais experimentais. Todavia, apesar de muitas pesquisas
demonstrarem que ha diferencas nas respostas entre os diversos tipos de células
cultivadas para os ensaios de toxicidade, alguns pesquisadores acreditam que células
odontoblasticas seriam uma boa opc¢do em termos de avaliagcdo dos efeitos adversos
provenientes dos materiais capeadores e restauradores (MACDOUGAL et al., 1998;
COSTA et al.,, 1999). A escolha por tais células se deve ao fato de que os
odontoblastos formam uma camada de celulas na periferia da polpa dental e, em
funcdo de sua localizagdo, sdo as primeiras células a receberem qualquer estimulo via
tibulos dentinarios. Dessa forma, muitos pesquisadores tém procurado avaliar o
efeito toxico de diversos materiais empregados como agente capeador de polpas
expostas mecanicamente ou que permanegam em intimo contato com a estrutura
dentinaria quando inseridos em cavidades profundas (COSTA et al., 1999; HEBLING
et al., 1999; NASCIMENTO et al., 2000; MURRAY et al., 2002; COSTA et al.,
2003C; COSTA et al., 2003d).

Dentre os diversos materiais odontolégicos que tiveram suas propriedades
bioldgicas avaliadas, o hidroxido de célcio, tanto na forma de pé como na forma de

cimento pasta/pasta, tém sido o agente capeador de primeira escolha em situacdes de



83

exposicao do tecido pulpar. Segundo Torneck et al., 1983, esta indicacdo decorre do
fato que tal material possui propriedade antibacteriana definida e alto potencial
para participar, mesmo que indiretamente, da formacdo da barreira dentinaria,
evento este que parece ser um sinal concreto que evidencia e caracteriza o
processo de cura do tecido pulpar. Quando aplicado sobre polpas expostas, 0
hidroxido de céalcio desenvolve uma necrose superficial composta por trés
camadas, que sao estabelecidas dentro de uma hora, demarcando limites com o
tecido sadio, porém em processo de inflamagdo (SCHRODER, 1985). Das trés
camadas formadas, a mais proxima do tecido pulpar vital caracteriza-se como
necrose de coagulacdo, resultante da neutralizacdo dos ions hidroxila (OH")
provenientes da dissolucdo do material a base de hidroxido de calcio
(SCHRODER, 1985). Acredita-se que a concentragdo dos fons OH™ seja
responsavel por essas alteracdes inicias no tecido pulpar. Todavia, anteriormente a
aplicacdo deste agente capeador em polpas mecanicamente expostas de animais
ou em seres humanos, alguns estudos avaliaram o potencial citotoxico deste
material quando aplicado diretamente sobre distintas culturas de células
(FITZGERALD et al., 1979; GORDON et al., 1985; HETEM et al., 1989).
Segundo Seux et al., 1991, fons calcio (Ca*?) tém sido observados em solugdes de
cultivo celular, demonstrando que os ions liberados dos cimentos a base de
hidréxido de calcio, quando em contato com meio de cultura suplementado com
soro fetal bovino, induzem a precipitacdo de cristais de calcita (CaCOgs). A
presenca desses cristais, por sua vez, ndo interferem no crescimento das células

por um periodo de quatro semanas. Pelo contrério, intensa coloracdo em
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imunofluorescéncia é notada para a sintese de colageno tipo | e fibronectina nas
areas proximas aos cristais de calcita. Na presente pesquisa, testes para verificacao
da presenca de coladgeno ou de outras proteinas que poderiam ser sintetizadas na
presenca do cimento de hidréxido de calcio, bem como avaliagdo da presenca ou
auséncia de cristais de calcita ndo foram realizados. Por outro lado, quando a
analise da atividade mitocondrial das células MDPC-23 foi realizada para dois
periodos de incubacdo dos materiais experimentais, 0s resultados determinaram
que o hidréxido de calcio, na forma de cimento, foi o material experimental capaz
de reduzir, em maior intensidade, a atividade metabolica das células
odontoblasticas MDPC-23 ao nivel de 91,52% e 91,13% para os periodos de 24
horas e 7 dias, respectivamente. Este fato caracteriza o intenso efeito citotoxico do
cimento de hidrdéxido de célcio avaliado na presente pesquisa.

Recentes investigacdes tém revelado que os cimentos de hidroxido de
calcio, tais como Hypocal, Dycal, Life e Calasept, sdo materiais toxicos quando
em contato com meio de cultura ou aplicados em cultura de tecidos (HETEM et
al., 1989; SCHEDLE et al., 1998; MURRAY et al., 2000). Estes mesmos autores
puderam verificar que a aplicacdo de hidréxido de célcio sobre células da polpa
leva a uma reducdo em volume do tecido pulpar, em virtude da notavel perda
tecidual causada pela morte celular e posterior necrose local. Esta redugdo no
volume pulpar foi confirmada, quando algumas caracteristicas histoldgicas, tais
como cariolise (ruptura e degradacdo do nucleo celular) e picnose (contracdo e
intensa basofilia do material nuclear) puderam ser visualizados nas células

odontoblasticas e fibroblastos pulpares, através de analise tecidual em
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microscopia de luz. Este efeito altamente citotoxico dos cimentos parece nédo
ocorrer quando solucdes a base de hidroxido de célcio sdo aplicadas sobre cultura
de células. Estudos nos quais solucdes de agua destilada e p6 de hidroxido de
calcio empregada para lavagem de cavidades foram avaliadas quanto ao potencial
de reducdo no metabolismo celular, os resultados puderam determinar que pouca
toxicidade foi gerada por esta solucdo experimental (COSTA et al., 2001). Estudo
preliminar também demonstrou que uma solucéo de hidréxido de calcio em agua
destilada (0,01219/10mL) aplicada em diferentes volumes (0,025 mL e 0,05 mL)
é capaz de aumentar a absorcdo de [°H] TdR (marcador para a sintese de DNA),
indicando elevagdo na sintese desta molécula (TORNECK et al., 1983). A partir
disto, hipotetisou-se que a concentracdo de fons Ca* livres tem a capacidade de
estimular ou inibir a atividade celular. Dessa forma, pode-se sugerir que as
concentracdes de fons Ca* livres nas soluges de hidréxido de calcio seja inferior
aquela observada para os cimentos de hidréxido de célcio colocados em meio
aquoso ap6s sua manipulacdo. A dissolucdo do material parece estar diretamente
relacionada com a liberacéo dos ions e seu conseqliente efeito toxico. Todavia, na
presente pesquisa, os efeitos toxicos do HCa ndo foram estritamente diferentes
quando os periodos de 24 horas e 7 dias foram comparados. Isto sugere que a
dissolucdo do cimento ocorre quase que exclusivamente nas primeiras 24 horas de
exposi¢do ao meio de cultura.

Segundo Murray et al., 2000, a toxicidade gerada pelos cimentos a base
de hidroxido de calcio foi resultado da presenca de um de seus componentes

inseridos no cimento para efetuar a presa do material apds sua mistura. Tal
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composto, o &cido salicilico, em sua forma pura, apresentou alta toxicidade sobre
células pulpares quando aplicado em contato direto com a polpa dental. Isto
poderia explicar o motivo de alguns produtos a base de hidréxido de calcio
apresentarem graus diferenciados de toxicidade sobre células da polpa, os quais
sdo inferiores aqueles observados para as solucfes de hidroxido de célcio que néo
contém acido salicilico em sua composicao.

Assim como ocorre com os diferentes cimentos a base de hidroxido de
calcio, diversos cimentos de ionémero de vidro também tém o potencial de gerar
injarias de variada intensidade quando aplicados sobre células da polpa dental.
Atualmente, a odontologia restauradora empregada como material para
forramento cavitario dois tipos de cimentos ionémeéricos: o cimento de ionémero
de vidro convencional (CIVc) e cimento de iondmero de vidro modificado por
resina (CIV-MR). Os CIVc apesar de apresentarem interessantes propriedades
mecanicas e quimicas, algumas falhas, tais como: 1) menor tempo de trabalho, e
2) notavel perda ou ganho de &gua ap6s manipulacdo, dificultaram a ampla
aceitacdo deste tipo de material para aplicagdo em diferentes procedimentos
clinicos. Desta maneira, monémeros resinosos foram adicionados a composicéo
dos cimentos ionoméricos convencionais, dando origem aos chamados cimentos
de iondbmero de vidro modificados por resina. A incorporacdo de mondmeros
resinosos, dentre os quais 0 HEMA é encontrado na grande maioria dos CIV-MR,
melhorou as caracteristicas de presa deste material, aumentando o seu tempo de
trabalho bem como sua resisténcia a contaminacdo pela agua (COSTA et al.,

2003a). Todavia, muitos estudos tém demonstrado que extratos de diferentes
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materiais quando aplicados sobre células cultivadas sdo capazes de induzir efeitos
genotdxicos bem como diminuir a taxa de proliferacdo celular e, assim o nimero de
células (SCHEDLE et al., 1998; MULLER et al., 2003). A explicacdo para tal
evidéncia consiste no fato de que certos componentes que nao reagiram durante o
processo de endurecimento, tais como 0s mondmeros resinosos que nao se
converteram em polimeros durante a fotopolimerizagdo do material, sdo capazes de se
difundir para o meio aquoso no qual os espécimes experimentais permaneceram
incubados por diferentes periodos (LEYHAUSEN et al., 1998; HAMID et al., 1998;
PALMER et al., 1999). Assim, apesar dos avancos obtidos com relacdo as
propriedades fisicas e mecénicas dos CIV-MR quando da incorporagdo de
mondmeros resinosos na composicdo deste material, estudos tém demonstrado
que as novidades na formulagéo deste agente protetor do complexo dentino-pulpar
tém desencadeado efeitos adversos sobre células da polpa dental (SCHMALZ et
al., 1996; LEWIS et al., 1996; MULLER et al., 2003; SHOEILI MAJD et al.,
2003). Diversas pesquisas (OLIVA et al., 1996; STANILAWSKI et al., 1999;
SHOEILI et al., 2003) tém demonstrado que muitos componentes de natureza
inorganica, tais como F, AI**, Sr**, Zn?*, célcio e fosfato tém sido encontrados em
extratos de meio aquoso nos quais diferentes cimentos ionoméricos foram
mantidos em contato (STANISLAWSKI et al., 1999). Alguns desses elementos,
particularmente o Zn®*, tém se mostrado toxicos, mesmo quando em
concentracdes muito baixas. Por outro lado, fons como o AI** e F* se mostraram
toxicos apenas quando em altas concentragdes. Segundo Chang & Chou , 2001, os
ions fluor somente alteram o metabolismo celular ou interferem na sintese de

macromoléculas, quando altas concentracbes destes ions sdo liberadas. Além
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destes componentes inorganicos, outras pesquisas também comprovaram que
mondmeros resinosos presentes nas formulagdes dos cimentos de ionémero de
vidro modificados por resina sdo capazes, em maior escala, de desencadear efeitos
adversos sobre diversos tipos celulares (LEYHAUSEN et al., 1998; COSTA et al.,
2003a). Oliva et al., 1996, destinaram os efeitos toxicos causados pelo cimento de
iondbmero de vidro modificado resina Vitremer a pelo menos dois componentes
liberados da fase liquida: o0 monémero hidrofilico HEMA e espécies acidas ndo
identificadas. Recentes investigacfes também tém atribuido ao HEMA efeitos
toxicos que culminaram com a diminuicdo da taxa de proliferacdo e sintese de
macromoléculas ou induziram a morte celular (GEURTSEN et al., 1998a;
GEURSTEN et al., 1998b; LEYHAUSEN et al., 1998; COSTA et al., 2003a). No
presente estudo, VB e RL foram capazes de reduzir o metabolismo celular a niveis
percentuais de 89,14%; 78,17% e 87,27%; 79,04% para os periodos de 24 horas e
7 dias, respectivamente. De acordo com o teste estatistico de Mann-Whitney
aplicado para a comparacdo dos grupos dois a dois, diferencas estatisticas
puderam ser observadas entre os dois cimentos de iondmero de vidro
experimentais, apontando um grau de citotoxicidade maior para o Vitrebond.
Todavia, segundo o fabricante, ambos cimentos possuem HEMA incorporados a
fase liquida, porém em quantidade diferentes, ou seja, de 20-30% para 0 VB e 25-
35% para 0 RL. Assim, com base nos dados sobre a quantidade de HEMA
encontrada nos dois materiais, seria esperado que 0s maiores efeitos toxicos sobre
as células odontoblasticas fossem originados do cimento de ionémero de vidro RL

em detrimento ao Vitrebond. Todavia, na presente pesquisa, 0 Vitrebond
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apresentou efeitos citopaticos superiores ao RL. Talvez este dado possa ser
explicado pelo fato que ndo apenas o mondémero hidrofilico HEMA seja capaz de
induzir células a alteracBes no seu metabolismo, mas também outros compostos
presentes no Vitrebond exercem efeitos toxicos internos sobre células cultivadas,
tais como os compostos cloreto de benzeno, iodeto de benzeno e brometo de
benzeno, os quais sdo produtos da decomposicdo do cloreto de difeniliodonio
(DPICI), fotoiniciador alternativo a canforoquinona (GEURTSEN et al., 1998b).
Outro fator que poderia ter sido coadjuvante para causar efeito citotoxico superior
para 0 VB quando comparado ao RL é o pH determinado para cada material. VB
apresentou pH que alcancou o valor maximo de 8,4, ao passo que RL apresentou
pH com valor maximo de 7,9. Assim como demonstrado na literatura (COSTA et
al., 1999), o valor do pH do meio de cultura em contato com materiais dentarios
experimentais participam diretamente do efeito citotdxico deles.

A biocompatibilidade do CIV-MR Vitrebond também tém sido analisada
tanto em animais (NASCIMENTO et al., 2000; COSTA et al., 2003c) quanto em
seres humanos (COSTA et al., 2003d). O Vitrebond quando utilizado para o
forramento de cavidades profundas preparadas em dentes humanos (COSTA et
al., 2003d), foi bem tolerado pelos tecidos pulpares, com auséncia de resposta
inflamatoria e desorganizacdo tecidual. Estes resultados tém sido explicados por
outros autores (BOUILLAGUET et al., 1996; STANISLAWSKI et al., 1999) ao
sugerirem que a estrutura dentinaria é capaz de proteger as células pulpares contra
0s possiveis danos causados por estes materiais odontoldgicos. Quando Vitrebond

foi aplicado diretamente sobre polpas expostas em dentes de ratos, ocorreu
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formacgdo de fibrodentina rica em células, seguida de deposicdo de barreira
mineralizada (COSTA et al., 2003c). Estes resultados ndo foram consistentes com
aqueles obtidos por Nascimento et al. (2000), onde dentes humanos foram
capeados com Vitrebond. Os autores puderam observar resposta inflamatoria
persistente com intensidade moderada, zona de necrose extensa, bem como
auséncia de formacdo de ponte dentinaria. Em ambos trabalhos de pesquisa, 0s
autores demonstraram que o0s componentes do Vitrebond se solubilizaram em
contato com tecido pulpar e, conseqientemente, difundiram se para o interior
deste tecido. No entanto é importante relatar que a diferenca de resultados
histologicos do tecido pulpar observados em polpas de ratos com aqueles
observados para polpas de dentes humanos possivelmente pode ser atribuida a
diferente capacidade de reparacdo tecidual apresentada por cada espécie. Alem
disso, estudos tém sugerido que os resultados observados em experimentos
realizados em dentes humanos ndo devem ser extrapolados para situac@es clinicas,
especialmente aqueles resultados obtidos de experimentos onde se utilizam dentes
de animais (COSTA et al., 2003c). Apesar de tais diferencas, os dados cientificos
caracterizam a falta de biocompatibilidade do CIV-MR, especialmente pelo fato
de seus componentes sollveis se difundirem para o interior da polpa dental,
desencadeando resposta inflamatoria crbnica. Todavia, quando aplicado em
cavidades dentérias como agente forrador, os CIV parecem apresentar excelentes
propriedades bioldgicas por ndo causar danos ao tecido pulpar subjacente
(COSTA et al., 2003d). Os autores sugeriram que a reacdo Aacido-base

caracteristica do Vitrebond aplicado sobre o substrato dentinério origina cristais
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que permanecem na embocadura dos tubulos de dentina reduzindo a possibilidade
de sensibilidade pds-operatoria e prevenindo a difusdo de seus componentes para
alcancar o espaco pulpar. Todavia, assim como demonstrado na presente pesquisa,
0 cimento de iondmero de Vitrebond pode ser considerado um material
extremamente toxico quando em contato com ceélulas.

De acordo com a literatura, outros mondmeros resinosos, tambem
encontrados em alguns cimentos de ionémero de vidro como o lonoseal, séo
capazes de causar severas alteracdes celulares quando adicionados em meio de
cultura (HANKS et al., 1991; THEILIG et al., 2000; ENGELMANN et al., 2001;
SCHWEIKL et al.,, 2001; JANKE et al., 2003). Geralmente, monémeros como
Bisfenol glicidil metacrilato (BisGMA), trietilenoglicoldimetacrilato (TEGDMA)
e uretano dimetacrilato (UDMA) s@o encontrados em maior quantidade em resinas
compostas, sistemas adesivos e cimentos resinosos. Estes mondmeros tornaram-se
palco de inumeras pesquisas, desde o momento em que os resultados de
investigacdes preliminares apontaram para o intenso efeito citotoxico desses
agentes quando em contato com células da polpa dental e ligamento periodontal
(JONTELL et al., 1995; BOUILLAGUET et al., 1996; GEURTSEN et al., 19983;
HEIL et al., 2002). Todavia, diferentes componentes dos materiais resinosos nao
apresentam o mesmo potencial toxico quando aplicados em meio de cultura
contendo células de diferentes linhagens. Pesquisas tém demonstrado que a
toxicidade de cada constituinte de um determinado sistema adesivo, resina
composta ou cimento resinoso esta diretamente relacionada com a estrutura

apresentada por cada composto (YOSHI, 1997). A presenca e 0 tamanho das
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cadeias de radicais ligados aos principais monémeros sdo fatores que podem
aumentar a toxicidade de cada componente. Na presente pesquisa, um dos
materiais experimentais com grande quantidade e diversidade de mondémeros
encontrados na sua formulagdo é o cimento resinoso RU. Este cimento, segundo
informacdes do fabricante, possui a vantagem de diminuir o tempo clinico durante
a cimentacdo de coroas, inlays e onlays por dispensar a etapa de condicionamento
da superficie dentinaria com solugdes acidas. Para esta vantagem clinica, um novo
sistema de iniciadores, particulas de carga e monémeros modificados por ésteres
fosforicos foram desenvolvidos. Dentre estes monémeros, 0 TEGDMA aparece na
quantidade de 27-38%. Este monémero tem sido alvo de varios estudos de
citotoxicidade, nos quais os resultados demonstraram que este componente é
capaz de desencadear severos efeitos toxicos sobre células pulpares (HANKS et
al., 1991; THEILIG et al., 2000; JANKE et al., 2003; ISSA et al., 2004). Recentes
investigacdes tém demonstrado que o trietilenoglicoldimetracilato (TEGDMA) é
capaz de induzir células ao processo de apoptose bem como reduzir a expressdo
de certas proteinas essenciais no processo de reparo do tecido pulpar (ABOUT et
al., 2002; KLEINSASSER et al., 2004; SPAGNULO et al., 2004). Todavia, no
presente estudo, o cimento resinoso no qual o TEGDMA apresenta-se em grande
quantidade, determinou os menores niveis de redugdo da respiracdo mitocondrial
com valores percentuais de 2,64% e 10,51% para os periodos de 24 horas e 7 dias,
respectivamente. Segundo o método estatistico de Mann-Whitney, os valores de
metabolismo celular observados para esse grupo nao diferiram estatisticamente

dos observados para o grupo controle (DMEM) no periodo de 24 horas. Por outro



93

lado, quando este cimento foi comparado com 0s outros materiais experimentais,
diferencas significantes puderam ser observadas para ambos 0s periodos
estudados. Assim, de maneira comparativa, o seguinte ranking de classificacdo
dos materiais quanto a seus efeitos toxicos foi: HCa=VB>RL>RU=DMEM.
Ainda, de acordo com o teste estatistico de Mann-Whitney, no periodo de
7 dias o cimento resinoso RU promoveu maior reducdo do metabolismo celular
quando comparado com o grupo controle DMEM. Dessa forma, em ordem
decrescente de toxicidade, os materiais testados apresentaram o seguinte ranking
segundo o grupo controle: HCa=VB>RL>RU>DMEM. Novamente, era de se
esperar que RU fosse, dentre todos os materiais estudados, 0 agente com maior
capacidade de produzir efeito tdxico neste periodo de 7 dias, visto que esse
material apresenta altas concentragdes de mondmeros resinosos (principalmente
TEGDMA), considerados mais toxico do que o HEMA presente nos demais
materiais resinosos avaliados na presente pesquisa (MACDOUGALL et al., 1998;
MANTELLINI, et al.; 2003). Por outro lado, o RU foi o material menos toxico em
ambos os periodos de avaliacdo, podendo-se sugerir que a reagdo quimica de seus
diversos componentes poderia, de alguma maneira, reduzir a dissolu¢do do material
e/ou diminuir a quantidade de mondmeros livres que ndo reagiram. Assim, uma
analise dos componentes deste material resinoso parece ser importante. O p6 do
cimento resinoso RU é constituido de pé de vidro silanizado (85-95% em peso), silica
silanizada (5-10% em peso), hidroxido de célcio (1-5% em peso), pirimidina
substituida (1-5% em peso) e um iniciador de polimerizacdo persulfato de sodio (<1
% em peso). Este ultimo componente € empregado em diversos copolimeros

(estireno/acrilato de butila, acetato de vinila/acrilato de butila/acido metacrilico e
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acrilato de butila/metacrilato de metila/acidometacrilico) produzidos em emulsdo com
a finalidade de iniciar reacfes de conversdao de monémeros em polimeros (HIROTA
et al., 2004). Além desta finalidade, este mesmo estudo demonstrou que o persulfato
de sddio funciona como um sistema de oxi-reducdo, aumentando a porcentagem de
radicais livres com capacidade de reagirem entre si, reduzindo, assim, o teor de
mondmeros residuais ao final da etapa de polimerizacdo. Além disso, os autores
sugeriram que a acdo conjunta do persulfato de sédio com o aumento de temperatura
durante a reacdo de endurecimento do material, parecem também reduzir, em
conjunto, o teor de monémeros residuais. Todavia, foi observado que ao final de 7
dias o efeito toxico do cimento resinoso RU diferiu estatisticamente do grupo
controle, porém ndo estendendo para valores maiores do que aqueles comparados aos
outros grupos experimentais (HCa, VB e RL). Como descrito anteriormente, foi
observado que a quantidade de persulfato de sédio encontrado na formulacdo do
cimento RU € pequena (1-5% em peso). Possivelmente, a pequena quantidade deste
sistema iniciador foi responsavel por diminuir o teor inicial de mondmeros residuais
liberados nos primeiros periodos de incubacdo, ndo sendo suficiente por eliminar
todos 0s monémeros que ndo reagiram. Porém, sugere-se que com o decorrer do
tempo, pequena dissolucdo do material incubado e liberacdo de alguns outros
componentes além do TEGDMA, possa ter culminado com o discreto efeito
citotoxico observado aos 7 dias para 0 RU. Além disso, estudos tém demonstrado que
a molécula de TEGDMA é facilmente decomposta por enzimas, tendo como produtos
desta decomposi¢do moléculas de peso molecular baixo (TEGMA), o que facilita a
sua mobilidade pelo interior da matriz (SHAJII, et al., 1999). A liberacdo deste

composto pode perdurar por um periodo prolongado de até 32 dias.
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Os variados tipos celulares, quando empregados em testes que se dispdem a
avaliar o efeito toxico de diferentes materiais, sdo susceptiveis a qualquer alteracéo
no meio de cultura, do qual as células retiram nutrientes necessarios para a sua
permanéncia em compartimentos de acrilico. Assim, qualquer fator exdgeno que
venha, por qualquer motivo, alterar as condi¢fes do meio de cultura, podem
comprometer 0s resultados dos testes de citotoxicidade. Dentre estes fatores,
possiveis alteracdes nos valores de pH tem sido um ponto a ser analisado durante 0s
experimentos de citotoxicidade (CONSIGLIO et al., 1998). Este fator ja foi
anteriormente discutido na literatura (STANILAWISKI et al., 1999; COSTA et al.,
2001), sendo que na presente pesquisa, o valor do pH dos meios de cultura nos quais
0s materiais experimentais permaneceram incubados pelos periodos de 24 horas e 7
dias em avaliacdo sofreu discreta alteracdo. Dentre todos os materiais experimentais
avaliados quanto as alteracbes no metabolismo celular, o hidroxido de célcio foi o
Unico que apresentou maior elevacdo do pH (8,7 para o periodo de 24 horas). Estudos
tém demonstrado que o aumento do pH ndo tem resultado em maior eficicia de
um determinado material no processo de reparagéo da polpa, uma vez que outras
solugdes com alta alcalinidade ndo apresentam os mesmos resultados (GORDON
et al., 1985). A explicacdo para tal fato é que o pH de uma solugdo cujo
componente é um sal originado de um hidroxido esté diretamente relacionada com
sua constante de ionizacao e de solubilidade, ou seja, na tendéncia em se dissociar
em cations e grupos hidroxilas. Por exemplo, o hidroxido de bario e hidréxido de
calcio sdo moderadamente solUveis quando comparados com outros hidroxidos,
como o hidréxido de sédio (NaOH) e de potassio (KOH). Com respeito ao fator

de solubilidade, NaOH e KOH se dissociam quase que completamente.
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Consequentemente, solucdes saturadas destes compostos exibem alto valor de pH
(aproximadamente 14), em virtude da notavel presenca de ions hidroxila no meio
aquoso. No entanto, solucgdes saturadas, as quais exibem valor de pH igual a 12,
fator indicativo de grande presenca de ions hidroxila, ndo apresentam aumento na
atividade de fosfatase alcalina, proteina expressa em situacGes de mineralizacao.
Pelo contrario, a atividade desta enzima foi suprimida na presenca de solugdes
concentradas de hidroxido de célcio. Todavia, acredita-se que os estimulos
originados pela aplicacdo do hidroxido de calcio in vivo decorrem da presenca de
um pH considerado 6timo, o qual permite perfeita acdo da fosfatase alcalina, alem
de favorecer a cura pela sua propriedade antibacteriana (GORDON et al., 1985).
Contrariando esses achados cientificos, pesquisas recentes tém demonstrado que o
aumento na concentracdo de ions calcio no meio extracelular resulta em queda na
expressdao de fosfatase alcalina por células pulpares (RASHID et al., 2003),
podendo ainda resultar em lesdo celular ou inibigdo do metabolismo celular, como
demonstrado na presente pesquisa.

Outros estudos tém relatado que os cimentos de ionémero de vidro
também mantém os valores de pH baixos por alguns minutos ap6s a retirada da
fonte de luz visivel (BEM-AMAR et al., 1999). Segundo estes autores, a elevacao
nos valores de pH tanto dos cimentos convencionais quanto daqueles modificados
por resina ocorre nos primeiros nove minutos iniciais ap6s a mistura do pd ao
liguido, podendo alcancar pH com valores iguais a 8. Embora na presente
pesquisa 0s corpos-de-prova preparados com os cimentos de iondémero de vidro

tenham permanecido incubados por 24 horas e 7 dias em meio de cultura ndo



97

suplementado, os valores de pH para RL e VB foram iguais a 7,9 e 8,1 (24 horas)
e 7,7 e 8,4 (7 dias), respectivamente. De certa forma, os valores encontrados na
presente pesquisa sdo similares ou proximos aqueles observados na literatura para
esses materiais, sendo que esta variacdo de valores de pH poderia contribuir, de
certa maneira, com o efeito citotoxico do material. Todavia, como o valor de pH
do DMEM foi de 8,1 e 8,3 nos periodos de 24 horas e 7 dias, respectivamente,
sugere-se que para 0s cimentos avaliados, mais importante do que o valor do pH,
0s proprios componentes liberados dos materiais em meio de cultura seriam o0s
responsaveis pelo definido efeito toxico determinado.

Embora os resultados do presente estudo tenham demonstrado uma alta
citotoxicidade de materiais como cimento de hidroxido de calcio e cimentos de
iondbmero de vidro VB e RL, os dados desta pesquisa ndo podem ser extrapolados
para situacdes clinicas. Esta etapa de pesquisa resume-se a um primeiro nivel de
estudo dos efeitos biolégicos dos materiais através dos quais novos produtos
deveriam ser submetidos. Por isso, para uma avaliagdo mais detalhada do cimento
resinoso RU, posto que este material apresentou 0os menores efeitos citotoxicos
sobre as células MDPC-23, outras pesquisas tanto em animais de laboratorio
quanto em dentes de seres humanos devem ser realizadas. Isto permitira que os
profissionais da odontologia possam usufruir destas excelentes propriedades
bioldgicas preliminares do RU nos diversos procedimentos clinicos para os quais

este material é recomendado para aplicacao.
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7 Conclusao

Com base na metodologia empregada e na obtencdo dos resultados
submetidos aos métodos estatisticos adequados para comparacdo, pode-se concluir
que:

e De todos os materiais testados, o cimento de hidroxido de calcio e o
cimento de iondmero de vidro VB foram os materiais responsaveis
pelos maiores valores de reducdo do metabolismo celular das células
MDPC-23;

e A incubacdo dos espécimes para o periodo de 24 horas e 7 dias pouca
significancia teve quanto a toxicidade causada pelos materiais HCa,
RL e VB;

e Dentre os cimentos avaliados na presente pesquisa, 0 RU foi aquele

que causou menor efeito citotoxico sobre as células MDPC-23.
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Apéndice 1. Apresentacdo dos valores referentes ao metabolismo celular dos materiais
estudados.

Valores referentes ao metabolismo celular
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MENDONCA, A. A. M. Efeito citotdxico de diferentes materiais dentarios
sobre células de linhagem odontoblastica. Araraquara, 2005, 123p.
Dissertacdo (Mestrado em Dentistica Restauradora) Faculdade de
Odontologia de Araraquara, Universidade Estadual Paulista “Julio

Mesquita Filho”.

Resumo

A presente pesquisa avaliou o efeito citotoxico de diferentes materiais
dentarios sobre células de linhagem odontoblastica MDPC-23 em cultura. Para
isto, corpos-de-prova com dimensées de 4mm de didmetro e 2 mm de
profundidade foram confeccionados com o0s seguintes materiais: hidroxido de
calcio (Hydro C — Grupo HCa); RelyX Luting (Grupo RL); Vitrebond (Grupo
VB); e RelyX Unicem (Grupo RU). Cada espécime foi imerso em meio de cultura
nédo suplementado com soro fetal bovino (MC-SFB) e incubado pelos periodos de
24 horas ou 7 dias. Células odontoblastéides MDPC-23 foram semeadas (3x10”
células/cm?) em pratos de acrilico com 24 compartimentos e incubados por 72
horas, sendo que apos este periodo, 0 meio de cultura completo (DMEM) foi
substituido pelos extratos obtidos de cada material experimental. Apds incubacéo
adicional de 24 horas, a atividade da enzima desidrogenase succininca das células
foi avaliada através do teste de MTT. No grupo controle, o meio de cultura foi
substituido pelo MC-SFB fresco (sem tratamento). Para os periodos de 24 horas,
0s grupos HCa, RL, VB e RU apresentaram valores de reducdo no metabolismo

celular de 91,52%; 78,17%; 89,14%; e 2,64%, respectivamente, quando
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comparados com o grupo controle (DMEM), o qual ndo reduziu o metabolismo
celular. Com relacéo ao periodo experimental de 7 dias, os valores de reducgéo na
atividade metabolica para os grupos HCa, RL, VB e RU foram de 91,13%,
79,04%, 87,27% e 10,51%, respectivamente. Segundo a anéalise estatistica de
Kruskall-Wallis complementada pelo teste de Mann-Whitney nao houve diferenca
entre os grupos HCa e VB, os quais foram o0s materiais mais citotoxicos em
ambos os periodos avaliados. RU foi o cimento menos toxico, sendo que nao
houve diferenca estatisticamente significante com o grupo controle no periodo de
24 horas. O ranking decrescente de citotoxicidade para os periodos de 24 horas e 7
dias  foi: HCa=VB>RL>RU=DMEM e HCa=VB>RL>RU>DMEM,
respectivamente. Baseado nos dados obtidos, foi possivel concluir que RU foi o
material menos toxico, sendo que a intensidade de seu efeito citopatico foi
diretamente relacionado com o periodo de avaliagdo. Para os materiais HCa, RL,
VB, o intenso efeito citotoxico destes cimentos ndo foi influenciado pelos

periodos de avaliag&o.

Palavras-chave: cimentos dentais; odontoblastos; solubilidade; citotoxicidade.
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Abstract

The present in vitro study evaluated the cytotoxic effects of different
dental materials on the odontoblast-like cells MDPC-23. For this purpose, round
samples (2-mm thick and 4-mm in diameter) were prepared with the following
experimental materials: calcium hydroxide (Hydro C — Group HCa); RelyX™
Luting Cement (Group RL); Vitrebond (Group VB); and RelyX™ Unicem
(Group RU). The samples were placed in fresh culture medium with no fetal
bovine serum (DMEM-FBS) and incubated for 24 hours or 7 days at 37°C with
5% CO,, and 95% air. The odontoblast cells were plated (3x10* cells/cm?) in
wells of five 24-wells dishes and incubated for 72 hours. After this period, the
complete culture medium (DMEM) was replaced by the extracts obtained from
every sample. The cells in contact with the extracts were incubated for additional
24 hours. The MTT Assay was carried out to evaluate the cell metabolism. In
control group (DMEM) the nontreated fresh culture medium (DMEM-FBS) was
applied on the cultured cells. At 24 hours period, the experimental materials HCa,
RL, VB and RU decreased the mitochondrial respiration by: 91,52%; 78,17%;
89,14%; and 2,64%, respectively. At 7 days, the reduction of the cell metabolism

for groups HCa, RL, VB and RU was: 91,13%; 79,04%; 87,27%; and 10,51%,
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respectively. The statistical analysis of Kruskal-Wallis complemented by the
Mann-Whitney test demonstrated there was no statistical difference between the
groups HCa and VB which presented the highest cytotoxic effects on the MDPC-
23 cells. On the other hand, no difference statistically significant was observed
between RU and DMEM, at 24 hours period. The ranking of cytotoxicity
observed at 24 hours and 7 days was: HCa=VB>RL>RU=DMEM and
HCa=VB>RL>RU>DMEM, respectively. Based upon the scientific data
presented in this in vitro study, it was concluded that RU presented the lower
cytotoxic effects on the MDPC-23 cells. On contrary, HCa, RL and VB showed

the highest cytotoxicity which was not time-dependent.

Keywords: dental cements; odontoblast; solubility; cytotoxicity.
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