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RESUMO

Objetivo: As coroas provisorias contactam diretamente com tecidos periodontais e
dentes durante algumas semanas ou meses. As resinas utilizadas nessas restauracdes
provisorias podem causar efeitos adversos nos tecidos, muito provavelmente devido aos
seus constituintes quimicos. Assim, é fundamental testar a citotoxicidade destes
materiais para garantir a seguranca clinica. O objetivo do presente estudo é comparar o
efeito citotoxico de trés diferentes materiais de restauracdo provisoria em fibroblastos,
nomeadamente o Protemp 4™ (bis-acrilico); Structur 3 ® (dimetacrilato de uretano) e
Tab 2000® (metil metacrilato).

Meétodos: As resinas foram preparadas de acordo com as instruc@es do fabricante, e em
seguida foram imersas em meio de cultura e incubadas durante 24 horas, 48 horas, 72
horas e 5 dias. Os fibroblastos 3T3 foram expostos a diferentes diluicdes dos extratos de
24 h. A viabilidade celular foi avaliada utilizando dois ensaios diferentes (MTT e cristal

violeta).

Resultados: O extrato da resina de dimetacrilato de uretano é mais toxico que a resina
de bis-acrilico e metil metacrilato. Este efeito é diretamente proporcional quanto mais
extrato é adicionado. A concentracdo mais elevada da resina de dimetacrilato de uretano
causa citotoxicidade significativa nas células (apenas 20% da viabilidade das células,
p<0,001). O aumento do tempo de incubacdo diminui a citotoxicidade das trés resinas

testadas.

Conclusdo: Os materiais restauradores provisorios tém efeitos citotoxicos ao nivel dos
fibroblastos, principalmente a resina de dimetacrilato de uretano. A estabilidade quimica
do material pode ser alterada ao longo do tempo. O poder citotdxico das resinas é menor

com o aumento do tempo de incubagdo das resinas.

Palavras—chave: Citotoxicidade; provisorios; resinas; fibroblastos






ABSTRACT

Objective: The provisional crows contact directly with periodontal tissues and teeth for,
at least, a few months. The resins used in these provisional restorations may cause
adverse effects in these tissues most likely through the toxicity of some of their
chemical constituents. Thus it is fundamental to test the cytotoxicity of these
compounds to ensure clinical safety. The aim of the present study is to evaluate the
cytotoxic effects of three different provisional restoration materials on gingival
fibroblasts, namely Protemp 4® (bis-acrylic based), Structur 3® (urethan dimethacrylate

based) and Tab 2000® (methyl methacrylate based).

Methods: Materials were prepared according to the manufacturers’ instructions and
then were immersed in medium and left to elute for 24h, 48h, 72h and 5 days. 3T3
fibroblasts were exposed to different dilutions of the extracts for 24h. Cell viability was

measured using two different assays (MTT and Crystal Violet).

Results: The extract of urethan dimethacrylate based resin is more toxic than the bis-
acrylic and methyl methacrylate based resins. This effect is directly proportional to how
much extract is added. The highest concentration of urethane dimethacrylate resin cause
significant cytotoxicity in cells (only 20% of cell viability, p<0,001). Increasing the
incubation time decreases the cytotoxicity of the three tested resins.

Conclusion: Our study shows that the provisional restorative materials have cytotoxic
effects on fibroblasts, in particular, the urethan dimethcrylate based resin. The chemical
stability may be changed over time. The cytotoxic resins power is smaller with

increasing incubation time of the resins.

Keywords: Cytotoxicity; provisional; resins; fibroblasts cells
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Introducao

I.  INTRODUCAO

A reabilitacdo de um doente com perda de pecas dentarias ou destruicdo da integridade
de um ou mais 6rgdos dentarios é imperativa para manter a harmonia dentaria e facial,
bem como as fungdes mastigatoria, fonética e articular. O tratamento reabilitador fixo
pode ir desde a restauracdo de uma Unica peca dentaria até a reabilitacdo de uma arcada
inteira, para tal é essencial um diagndstico e planeamento correto de todas as fases,
incluindo uma correta escolha de todos os materiais utilizados na mesma (Shillingburg,
etal., 2012a).

Durante a reabilitacdo oral fixa ha uma fase provisoéria, que corresponde ao periodo de
tempo que decorre entre a preparacdo inicial da restauracdo e a cimentacdo da
restauracdo definitiva, periodo em que a peca definitiva estd a ser executada (Burns,
Beck, & Nelson, 2003; Balkenhol, Ferger, Mautner, & Wadstmann, 2007). Esta fase
pode durar poucas semanas a alguns meses, devendo a restauracdo provisoéria satisfazer
0s objetivos pretendidos, e ndo causar qualquer tipo de reacdo adversa nos tecidos
periodontais que a rodeiam, bem como no dente ou dentes a reabilitar (Cleveland, Allen,
& Henson, 2012; Garcia- Lopez, Rezende, Hiramatsu, Nishida, & Rubo, 2013).

As restauracbes provisorias utilizadas no periodo de cicatrizacdo dos tecidos apés
cirurgia de implantes ndo devem causar irritacdo nos tecidos periodontais a fim de
garantir uma boa satde periodontal, bom perfil gengival de emergéncia e subsequente
estetica (Palacci & Nowzari, 2008).

Os termos provisorio, temporario ou transitério sdo comummente encontrados na
literatura, mas o termo temporario é controverso e considerado inapropriado por alguns
autores visto que as restauragdes provisérias desempenham fungdes de grande
importancia, e a designacgéo de tratamento temporéario pode ser interpretada como sendo
de menor importancia ou valor (Burns, Beck, & Nelson, 2003).

As restauraces provisorias sdo importantes para que os dentes ou pilares preparados
estejam protegidos, e para que o doente permaneca confortavel durante as fases de

execucdo da restauragdo definitiva. Através de uma restauragdo provisoria bem-

17



Estudo in vitro do grau de citotoxicidade de resinas acrilicas usadas na confe¢do de coroas provisorias

sucedida, o médico dentista pode ganhar a confianca do doente e influenciar
favoravelmente no sucesso do tratamento final (Shillingburg, et al., 2012b).

Os objetivos principais de uma restauracdo proviséria sdo a oclusdo, protecdo dos
dentes ou pilares, a manutencdo e avaliacdo dos tecidos periodontais, promover a
estética, informar sobre o diagnoéstico, evitar a movimentacdo dos dentes pilares,
auxiliar na estabilizacdo de dentes com mobilidade e proporcionar conforto ao doente
durante as funcdes de fala e mastigacdo (Michalakis, Pissiotis, Hirayama, Kang, &
Kafantaris, 2006; Garcia- Lopez, Rezende, Hiramatsu, Nishida, & Rubo, 2013).

As restauracBes provisorias podem funcionar como um meio de comunicagdo entre o
doente, 0 médico dentista e o técnico de protese dentaria, tendo por isso um papel
fundamental no sucesso das restauracfes definitivas tanto a nivel funcional como
estético, além de permitirem uma preparacdo psicologica do doente e percecdo das
limitagdes do tratamento (Burns, Beck, & Nelson, 2003; Konstantinidis, Kotsakis,
Pallis, & Walter, 2013).

Os principais materiais utilizados na confecdo de coroas provisorias sdo as resinas
acrilicas, que como qualquer material utilizado em medicina dentaria devem obedecer a
diversos requisitos para poderem ser utilizados no interior da cavidade oral, para além
de cumprir as funcdes desejadas. Estes materiais devem ter caracteristicas mecanicas e
fisicas, como baixa contracdo ap0s polimerizacdo para proporcionarem uma boa
adaptacdo marginal, resisténcia a fratura, baixa condutividade térmica. Biologicamente
ndo devem induzir irritacdo da polpa dentéria e tecidos gengivais e poderem ser
higienizadas (Ayuso-Montero, Martinez-Gomis, Lujan-Climent, Salsench, & Peraire,
2009).

As restauracOes provisorias estdo em intimo contacto com os tecidos periodontais, como
tal ndo devem prejudicar a satde do periodonto, e para além disso, devem promover a
cicatrizacdo do mesmo proporcionando uma matriz que permita a remodelacdo dos
tecidos gengivais, principalmente em regides com elevadas necessidades estéticas
(Burns, Beck, & Nelson, 2003). As reac¢Ges nocivas nos tecidos periodontais provocadas
por estas restauracOes devem ser evitadas para se conseguir um melhor perfil de tecido
gengival ao redor da protese definitiva e melhor estética (Borzangy, Labban, &
Windsor, 2013).
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Para manter a integridade dos tecidos periodontais, 0os materiais utilizados devem ser
biocompativeis para minimizar os efeitos adversos induzidos pelo contacto direto sobre
os tecidos. Assim Varios testes in vitro e in vivo tém sido desenvolvidos com o objetivo
de quantificar e qualificar a biocompatibilidade dos biomateriais com aplicacao clinica
(Pourabbas, et al., 2009).

A biocompatibilidade é entdo, definida como a capacidade de um material exercer
funcBes especificas quando aplicado nos tecidos vivos de determinado hospedeiro, sem
contudo provocar prejuizo no mesmo, incluindo a interagdo entre o hospedeiro, 0
material e a funcdo deste, devendo estes trés fatores estar em harmonia depois do

material ser considerado biocompativel (Jorge, Giampaolo, & Pavarina, 2004).

Os estudos in vitro, que incluem os testes de citotoxicidade sdo a primeira etapa dos
testes de biocompatibilidade, e consistem em colocar o material direta ou indiretamente
em contacto com células observando-se a existéncia ou ndo de alteracdes celulares,
inibicdo de crescimento ou até mesmo morte celular (Rogero, Lugdo, lkeda, & Cruz,
2003).

1. COROAS PROVISORIAS

1.1 METODOS DE CONFECAO

No tratamento reabilitador fixo estdo descritas varias técnicas e materiais para a
confecdo das coroas provisérias que devem ser escolhidas de acordo com o caso clinico
em si, experiéncia clinica do médico dentista, duracdo que a restauracdo permanecer em
boca bem como o custo do material. Cada vez mais as coroas provisorias devem ser de
alta qualidade, pois a diferenca entre estas e a restauracdo definitiva deve ser apenas o
material com que sdo feitas (Watanabe, et al., 2013; Papadopoulos, Pozidi, Goussias, &
Kourtis, 2014). Devem ter caracteristicas mecanicas, bioldgicas, de forma e estrutura
satisfatorias para garantir o sucesso final das restauracdes definitivas (Haselton, Diaz-
Arnold, & Vargas, 2002).
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Numerosas técnicas de execucdo de coroas provisorias unitarias ou multiplas estdo
descritas na literatura, que podem ser genericamente fabricadas usando a técnica direta,
fabricada intra-oralmente, indireta no laboratério ou a combinacéo destas duas técnicas
quando a restauracdo € feita extra-oralmente e terminada intra-oralmente (Ayuso-
Montero, Martinez-Gomis, Lujan-Climent, Salsench, & Peraire, 2009; Konstantinidis,
Kotsakis, Pallis, & Walter, 2013).

Apesar das restauracdes feitas pela técnica indireta apresentarem uma melhor adaptacéo
marginal, visto ser feita num modelo de gesso e permitir uma melhor visualizacdo das
margens, contornos e contactos interproximais, a técnica direta tem sido amplamente
usada pelos médicos dentistas. Para execucao desta técnica sdo necessarias matrizes que
podem ser de hidrocoldide irreversivel, material de impressdo elastomérico (putty) ou

placas termoplasticas moldadas a vacuo (Cleveland, Allen, & Henson, 2012).

A confecdo de coroas provisérias por esta técnica apresenta como desvantagem a
possibilidade de libertagdo de mondmeros livres pelo material resinoso utilizado, uma
vez que polimeriza intra-oralmente, estando descritos como prejudiciais para a polpa
principalmente quando ha contacto direto com os tibulos de dentina abertos. Por outro
lado, alguns dos materiais tém reagdes de polimerizacdo exotérmicas provocando
reacOes inflamatorias uma vez que estdo em intimo contato com o dente e tecidos
periodontais (Michalakis, Pissiotis, Hirayama, Kang, & Kafantaris, 2006). Estas
restauracdes sdo cimentadas logo apds a sua execucdo, ficando expostas a forcas
oclusais pouco tempo depois da polimerizacdo inicial, e alguns estudos tém
demonstrado que a resisténcia inicial destas restauracGes € relativamente baixa
(Balkenhol, Kohler, Orbach, & Wadstmann, 2009; Kerby, Knobloch, Sharples, &
Peregrina, 2013).

Por outro lado, a técnica indireta apesar de ter passos adicionais provoca uma menor
irritacdo local e sensibilidade dos tecidos sendo mais confortavel para os doentes. Esta
técnica é indicada em casos complexos em que o doente ndo tolera muito tempo de
consulta e em casos de reabilitacdo com préteses parciais fixas (Cleveland, Allen, &
Henson, 2012; Shillingburg, et al., 2012b; Konstantinidis, Kotsakis, Pallis, & Walter,
2013).
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1.2 MATERIAIS PARA CONFECAO DE COROAS PROVISORIAS

Existe uma grande variedade de materiais polimérizaveis com indicacdo para o fabrico
de coroas provisorias, que segundo a sua constituicdo quimica podem ser divididos
genericamente em duas categorias: as resinas acrilicas de metacrilato (polimetil, polietil
e poliviniletil — metacrilatos) e as resinas compostas de Bis-acrilico, Bis-GMA
(Bisfenol A-Metacrilato de Glicidila) e dimetacrilato de uretano. As restauracfes
provisorias podem ser também executadas atraves do recurso a coroas pré-fabricadas de
policarbonato ou metal. (Kim & Watts, 2007; Shillingburg, et al., 2012b). Segundo a
reacdo de polimerizacdo podem ser quimicamemte ativados (auto polimerizaveis),
termo ativados ou de dupla polimerizacdo (foto e quimicamente polimerizaveis), sendo
que as resinas de metacrilato sdo na sua grande maioria auto polimerizaveis e as resinas
compostas auto ou duo polimerizaveis (Balkenhol, Ferger, Mautner, & Wodstmann,
2007).

As resinas a base de polimetil metacrilato autopolimerizaveis foram durante muitos
anos o material standard para a execucdo das coroas provisorias diretas e indiretas,
contudo recentemente foram ganhando popularidade os materiais a base de resinas
compostas para a técnica direta essencialmente devido a facilidade de manipulagéo
(Balkenhol, Ferger, Mautner, & Wadstmann, 2007).

1.2.1 METACRILATOS

a) POLIMETIL METACRILATOS (PMMA)

A resina acrilica autopolimerizavel de polimetil metacrilato foi a primeira a ser utilizada
por volta de 1940 e desde ai foi a mais frequentemente utilizada para restaurages

provisorias durante muitos anos (Burns, Beck, & Nelson, 2003).

O material é apresentado numa formulacdo de pé e liquido, o liquido é constituido

predominantemente por metil metacrilato e pequenas quantidades de outros
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constituintes quimicos e o pd é constituido pelo polimero de metacrilato e dibutil ou
dietilfolato. Existem em varias cores permitindo uma melhor adaptacdo estética para
cada caso (Kurtzman, 2008). Segundo, Young, Smith, & Morton, 2001 as propriedades
bioldgicas, fisicas e mecanicas do material apos a polimerizacdo dependem muito do
rcio po/liquido utilizado durante a manipulacdo destas e as condicbes existentes

durante a polimerizacéo, tal como a temperatura.

As resinas de PMMA tém sido utilizadas por métodos diretos, indiretos e para
rebasamentos de restauragdes. Estudos anteriores tém demonstrado a contracdo de
polimerizagédo e a discrepancia marginal como desvantagens destes materiais quando
utilizados pela técnica direta, bem como o perigo de lesar a polpa dentaria e o
periodonto devido a reacdo de polimerizacdo exotérmica e presenca de monomeros
livres (Young, Smith, & Morton, 2001).

Estas resinas apresentam como vantagens boa resisténcia mecanica facto, que é
importante, visto serem submetidas a grandes forcas mastigatorias, um bom polimento e
estabilidade de cor durante algumas semanas, a facilidade de reparacdo, caso seja

necessario e o custo, dado que sdo pouco dispendiosas (Chen, Lai, Chou, & Hu, 2008).

O polimero de metacrilato ndo € sollvel em agua, mas os mondmeros residuais e 0s
eventuais aditivos constituintes podem ser sollveis em agua. Os mondmeros residuais
sdo gradualmente libertados pelo material apds a sua polimerizacéo e consequentemente
causam porosidades que permitem a infiltracdo de liquidos, corantes e fluidos presentes

na cavidade oral (Garcia- Lopez, Rezende, Hiramatsu, Nishida, & Rubo, 2013).

b) POLIETIL METACRILATOS (PEMA)

A resina acrilica a base de etil metacrilato apresenta-se também como pé e liquido
autopolimerizavel que foi formulada para ser uma alternativa ao metil metacrilato e
colmatar algumas das desvantagens deste. O liquido é constituido na sua maioria por
etil metacrilato e outros quimicos, e o0 pé pelo polimero e peroxido de benzoila, estando

diponivel também em vérias cores (Kurtzman, 2008).

Este tipo de material é vantajoso para restauragdes diretas umas vez que apresenta uma

reacdo de polimerizacdo exotérmica menor do que a da resina de PMMA néo
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provocando tantos danos na polpa e tecidos periodontais, bem como uma contragédo de
polimerizagdo menor. Apresenta boa resisténcia a coloracdo assim como um bom
polimento sendo indicada para zonas estéticas, embora atualmente para estas zonas
utiliza-se preferencialmente as novas resinas compostas. As PEMA também tém um

cheiro mais agradavel do que as PMMA (Mathur, et al., 2013).

c) POLIVINILETIL METACRILATOS

Este material tem um comportamento clinico semelhante ao anterior, estando disponivel

também em pé e liquido, sendo autopolimerizavel.

A estabilidade da cor é menor que os PMMA, contudo apresenta uma menor reacao
exotérmica. Os poliviniletil-metacrilatos tém menor resisténcia a flexdo em relacédo ao
PMMA, ndo sendo por isso usados em zonas de grandes forcas mastigatorias. Estas
caracteristicas fazem com que os poliviniletil-metacrilatos sejam menos utilizados
clinicamente em relacdo aos outros materiais provisorios descritos (Mathur, et al.,
2013).

1.2.2 RESINAS COMPOSTAS

Os materiais provisorios a base de resina composta foram desenvolvidos mais
recentemente e tém ganho muita popularidade junto dos médicos dentistas,
principalmente pela facilidade de manipulagdo, disponiveis como um sistema de auto-
mistura contrariamente ao sistema tradicional pd/liquido dos metacrilatos e a sua
elevada estética (Balkenhol, Ferger, Mautner, & Wo6stmann, 2007; Poonacha, Poonacha,
Salagundi, P.L, & Raghavan, 2013).

As resinas bis-acrilico sdo um material hidrofobico que apresenta na sua constituicdo
acrilatos bifuncionais, como o dimetacrilato preenchidos e reforcados por material

inorganico nomeadamente vidros ou particulas de silica (Kim & Watts, 2004).
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Estas resinas podem ser constituidas por diferentes dimetacrilatos, como o Bis-GMA ou
outros analogos hidroxilados como o Bis-EMA (etoxilato bisfenol A dimetacrilato).
Estes dimetacrilatos originam uma rede de polimeros, ou seja, uma estrutura tri-
dimensional em que hd uma taxa de polimerizacdo e propriedades mecanicas superiores
em relacdo aos metacrilatos de cadeias poliméricas lineares (Kim & Watts, 2004;
Kerby, Knobloch, Sharples, & Peregrina, 2013).

Recentemente, varias resinas ndo Bis-GMA constituidas por dimetacrilato de uretano
(UDMA) foram introduzidas para melhorar as propriedades mecanicas das restauracoes,
nomeadamente no que respeita a dureza e flexibilidade. Estudos anteriores demonstram
que as resinas compostas a base de UDMA sdo mais resistentes devido a flexibilidade
das ligacbes do uretano dentro da matriz polimérica (Kerby, Knobloch, Sharples, &
Peregrina, 2013).

A introducdo das resinas bis-acrilico teve como objetivo ultrapassar os inconvenientes
das resinas a base de metacrilatos, como por exemplo uma reacdo de polimerizacao
menos exotérmica 0 que é vantajoso para a polpa dentdria e para o periodonto,
provocando assim menos reacdes adversas nestes (Mathur, et al., 2013). Segundo
Ayuso-Montero et al (2013), estas resinas demonstram ter melhor resisténcia a fratura e
mastigacao, bem como a coloracdo por solventes da dieta, forgca de flexdo, contorno e

adaptacdo marginal melhor, visto terem menor contracdo de polimerizacao.

1.2.3 PROPRIEDADES

1.2.3.1 PROPRIEDADES MECANICAS

As restauragOes provisorias devem permanecer na cavidade oral numa condigdo
satisfatoria, por isso devem apresentar propriedades mecanicas suficientes para
suportarem as forgas mastigatorias, prevenir o descolamento mas permitir a remocgéo e
colocacdo as vezes que forem necessarias para serem feitos “#ry-ins” da restauragdo
definitiva (Balkenhol, Ferger, Mautner, & Wadstmann, 2007).
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Segundo um estudo realizado por Poonacha, Salagundi, Rupesh, & Raghavan (2013), a
resina acrilica a base de metacrilatos apresenta uma melhor resisténcia a flexdo bem
como maior médulo de elasticidade em comparagéo com as resinas compostas a base de
bis-acrilico e UDMA. Por outro lado, ap6s 24 horas de imersdo em saliva artificial estas
propriedades diminuem nos metacrilatos e estabilizam até aos 7 dias, enquanto que nas
resinas compostas aumentam apos as 24 horas, provavelmente pela criagdo de ligagdes

cruzadas entre 0s monomero ao longo do tempo.

As restauracOes sdo submetidas a forgas mastigatorias multidireccionais necessitando de
terem uma boa estabilidade marginal para que a fratura desta zona ndo ocorra. Estudos
realizados por Kim & Watts, 2004 demonstraram que 0s materiais a base de
dimetacrilatos (resinas compostas) apresentam melhor resisténcia as for¢as mecanicas,
principalmente estabilidade marginal quando comparados com os metacrilatos (PMMA
e PEMA), apoiando o facto de que a estrutura tridimensional dos dimetacrilatos ser
mais favoravel que a estrutura dos metacrilatos, visto que as moléculas poliméricas dos

metacrilatos movimentam-se com alguma facilidade e diminuem as forcas mecanicas.

As diferentes composicdes do material, tipos, tamanhos e distribuicdo das particulas de
carga bem como a quantidade de ligagdes duplas dos mondmeros e tipo de
polimerizacgéo influenciam as propriedades mecénicas dos materiais (Balkenhol, Ferger,
Mautner, & Wodstmann, 2007).

1.2.3.2 PROPRIEDADES ESTETICAS

As coroas provisorias sdo um elemento importante no diagndstico estético da
restauracao definitiva, e quanto mais complexa € a reabilitacdo mais importante se torna
que esta fase seja bem elaborada para que va ao encontro das expetativas do paciente.
Através de um mock up feito com um material provisorio é possivel alterar a forma dos
dentes simulando a restauracdo definitiva e assim ganhar a confianca do paciente e
perceber quais as expetativas deste, e facilita também a comunicacdo com o técnico de
protese dentaria para a execugdo de uma protese definitiva (Burns, Beck, & Nelson,
2003; Higashi, Gomes, Kine, Andrade, & Hirata, 2009).
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Nestas restauracfes provisorias, a estabilidade de cor é uma grande preocupagéo,
sobretudo se sdo feitas em zonas estéticas e se permanecem na boca durante um longo
periodo de tempo. Independentemente da constituicdo quimica os materiais tendem a
absorver as moléculas ou ides de liquidos como por exemplo café, cha, medicamentos,
clorohexidina levando a uma modificacéo da cor. Haselton, Diaz-Arnold, & Dawson em
2005 demonstraram que as resinas a base de metacrilato sofrem menos alteracGes de cor

do que as resinas compostas, nomeadamente as resinas bis-acrilico.

As variagdes quimicas das resinas, tais como distribuicdo do tamanho das particulas de
polimetil metacrilato, polaridade dos monomeros, estabilidade dos pigmentos e a
eficiéncia do sistema iniciador influenciam o grau de polimerizagdo, adsorcao de agua e

consequentemente a estabilidade da cor (Gujjari, Bhatnagar, & Basavaraju, 2013).

A superficie das restauracdes provisorias deve permitir um bom polimento e
acabamento final para evitar a acumulacdo de placa bacteriana e consequente
inflamacdo gengival, além de permitir uma superficie mais estética. As coroas de metil
metacrilato tém demonstrado um melhor polimento e superficies mais lisas do que as

coroas de resina bis-acrilico (Sen, Goéller, & Issever, 2002).

1.2.3.3 PROPRIEDADES BIOLOGICAS

As restauracfes devem ser realizadas com o intuito de manter ou melhorar a salude
pulpar, periodontal e dos tecidos dentérios durante o tempo de preparacdo dos dentes e
da restauracdo definitiva. A salde dos tecidos é influenciada pela confecdo das
restauracdes provisorias. Estas devem apresentar uma margem gengival bem adaptada,
um contorno correto, superficies lisas e ndo podem ser tdxicas para os tecidos (Givens,
Neiva, Yaman, & Dennison, 2008). Se as gengivas ndo estiverem saudaveis € muito
mais dificil as etapas subsequentes tais como, impressdes e cimentacdo Vvisto que 0S
tecidos se encontrardo inflamados, hemorragicos e inviabilisando a obten¢do de um
correto contorno dos tecidos necessarios para a restauracdo estética (Gegauff &
Holloway, 2006).
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Respostas inflamatorias dos tecidos pulpares dentarios sdo comuns devido ao desgaste
dos dentes e consequente exposicdo dos tubulos de dentina aquando da preparagdo do
dente, bem como consequéncia do aumento de temperatura provocado pelos
instrumentos rotatérios. Os tecidos devem por isso ser protegidos com uma restauracao
provisoria adequada com uma margem gengival adaptada para proteger a polpa de
agressdes térmicas, bacterianas e quimicas (Burns, Beck, & Nelson, 2003; Gegauff &
Holloway, 2006).

As reacOes de polimerizacdo exotérmicas das resinas utilizadas podem provocar
também reacOes adversas nos tecidos periodontais e pulpares, devendo por isso ser
evitados materiais que apresentem reacdes de polimerizagdo com um grande aumento
de temperatura. Segundo, Michalakis et al (2006) o material que apresenta maior valor
de reacdo exotérmica € o PMMA, enquanto que as resinas bis-acrilico sdo as que
apresentam menor valor. Este autor refere também, que um aumento de 2,3°C produz
mudangas pulpares minimas, enquanto que um aumento de temperatura de 5,6°C
provoca respostas pulpares graves como destrui¢do de odontoblastos e deslocamento de

ndcleos no interior dos tubulos de dentina.

1.3 RELACAO DAS COROAS PROVISORIAS COM O PERIODONTO

Durante a fase provisoria, devem ser evitadas lesGes nos tecidos periodontais para ser
possivel alcancar um melhor perfil de tecido mole ao redor da protese definitiva e
posteriormente estética. A colocacdo de restauracGes provisorias resinosas que estdo em
contacto intimo com os tecidos periodontais podem provocar irritacdo ou até mesmo
doenca periodontal, principalmente quando estas s@o colocadas subgengivalmente
(Borzangy, Labban, & Windsor, 2013).

Tém sido descritas na literatura reacGes inflamatdrias resultantes de substancias toxicas
dos materiais dentarios, nomeadamente dos materiais provisérios resinosos que
potencialmente provocam inflamacgdo gengival, colapso das fibras de colagénio,
separacdo do epitélio, perda de osso alveolar e subsequentemente recessao gengival
(Luthardt, Stobel, Hinz, & Vollandt, 2000) (figura 1).
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Os fibroblastos sdo o tipo celular predominante no tecido do periodonto conectivo,
tendo como funcdo remodelar a matriz extracelular através das fibras de colagenio, e
adicionalmente respondem a varias citocinas inflamatorias e fatores de crescimento, que
controlam o balanco entre a sintese e degradacdo da matriz extracelular (Labban, Song,
Al-Shibani, & Windsor, 2008).

Figura 1. Recessdo gengival associada a coroas provisorias (Goldberg, Higginbottom, & Wilson, 2008).

Histologicamente o periodonto é constituido por duas areas distintas: o epitélio
sobrejacente e o tecido conectivo subjacente. Tanto a gengiva inserida como a gengiva
marginal livre estdo cobertas por epitélio escamoso estratificado queratinizado. O sulco
gengival e a gengiva aderida séo locais onde se pode originar inflamagéo gengival e
eventualmente doencas periodontais. A degradacdo de colagénio na juncdo dento-
epitelial inicia a formacdo de bolsas periodontais e recessdo gengival (Borzangy,
Labban, & Windsor, 2013).

Segundo, Shor, Shuler, & Goto (2008) as restauracdes provisorias desempenham um
papel importante na integracdo dos implantes e manutencdo dos tecidos moles visto que
a sua colocacao pés-extracdo proporciona uma manutencdo da morfologia dos tecidos.
H& evidéncias segundo, Zhang, Liao, Mo, Li, Li, & Wang (2008) que a mucosa oral

pode ser irritada devido aos mondmeros das resinas autopolimerizaveis, quando a
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aplicacdo é local, podendo causar inflamacdo e retracdo gengival especialmente
imediatamente apds a colocacdo de implantes, comprometendo assim a saude da

mucosa nesta zona e a estética.

As propriedades dos materiais a base de resina colocados na cavidade oral dependem de
fatores enddgenos causados pela polimerizacdo, como o0 grau de conversdo dos
mondmeros constituintes, do método e condicGes de polimerizacdo e de fatores
exogenos dependentes das condi¢cdes na cavidade oral como, saliva, mastigacdo e
bactérias. Estes fatores ao interagirem desencadeiam uma resposta bioldgica complexa,
provocando um efeito toxico associado a presenca de mondmeros livres resultantes da
polimerizagcdo ou da degradacdo destes materiais na cavidade oral (Ivkovic, Bozovic,
Ristic, Mirjanic, & Jankovic, 2013).

Segundo Chaves, et al. (2010), os mondmeros ndo polimerizados influenciam a
biocompatibilidade dos materiais resinosos, sendo responsaveis por irritacdo quimica
local, hipersensibilidade, sinais de inflamacdo da mucosa, vesiculagdo, ulceragcdo e em

casos mais graves reacdes alérgicas sistémicas.

Os mondmeros residuais dos materiais resinosos também provocam irritacdo dos
tecidos periodontais , levando & necrose dos tecidos, inflamacéo e recessdo gengival a
volta dos dentes a restaurar (Moharamzadeh, Noort, Brook, & Scutt, 2007; Borzangy,
Labban, & Windsor, 2013).

Esta demonstrado que o racio de monomero € uma das variaveis que influencia a
citotoxicidade e o nivel de mondémero residual, tem sido observado que resinas
preparadas com proporc¢des elevadas de polimero (5:3) resultam em baixos niveis de
monomero residual quando comparados com baixos niveis de racio (4:3) que
apresentam altos niveis de mondmero residual . Assim, quanto mais monémero
adicionado, maior vai ser a quantidade de mondmero residual e consequentemente mais

citotoxicidade (Ivkovic, Bozovic, Ristic, Mirjanic, & Jankovic, 2013).
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2. TESTES DE BIOCOMPATIBILIDADADE

Biocompatibilidade ou bioaceitacdo, consiste como anteriormente foi referido na
capacidade de um material desenvolver uma resposta biologica apropriada quando em
contacto com os tecidos vivos ou fluidos organicos. A interacdo que ocorre na interface
material/tecido é dindmica e depende de alguns fatores como: local a ser utilizado o
biomaterial, as propriedades do material bem como as respostas do hospedeiro
(Anusavice, 2012).

Um dos problemas apresentados pelos materiais utilizados em medicina dentéria esta
relacionado com a biocompatibilidade, visto que nenhum material é totalmente inerte do
ponto de vista biolégico contendo componentes potencialmente téxicos quando em
contacto com os tecidos e fluidos corporais durante periodos de tempo variaveis. Assim
sendo, 0s materiais com uso clinico devem ser testados em condigdes que simulem
situacBes bioldgicas que permitam avaliar as respostas obtidas (Vitral, Silva, Souza,
Ferreira, & Vitral, 2008).

Desenvolveram-se e padronizaram-se uma bateria de testes para mensurar a
biocompatibilidade dos materiais, estando divididos em teste in vitro que sdo o0s
primeiros a serem realizados, depois 0s testes in vivo e sé depois os testes de uso ou de

aplicacdo realizados em animais ou humanos (Anusavice, 2012).

A International Organization Standardization (1SO) e o Council on Dental Materials
Istruments and Equipment of the American Dental Association recomendam a
realizacdo de varios testes in vitro, visto acreditarem que ndo ha apenas um teste capaz

de definir a biocompatibilidade.

De acordo com a norma ISO 10993, os ensaios de citotoxicidade in vitro s&o 0s
primeiros testes que devem ser realizados para avaliar a biocompatibilidade de qualquer
material para uso em dispositivos biomédicos e sé depois de comprovada a sua nao
toxicidade € que se devem realizar os ensaios de biocompatibilidade do material in vivo
(Rogero, Lugéo, Ikeda, & Cruz, 2003).

Os testes de citotoxicidade consistem em colocar culturas de células derivadas de

tecidos animais ou humanos em contacto com 0s materiais ou 0s seus extratos durante
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um periodo de tempo determinado e subsequentemente uma avaliacdo de uma série de
diferentes parametros (Schmalz & Arenholt-Bindslev, Basic Aspects, 2009; Chaves,

Machado, Vergani, Souza, & Giampaolo, 2012).

O desenho experimental do contacto entre as células e o material € de grande
importancia para avaliar os materiais biologicamente, este contacto pode ser direto,
indireto ou através de diluicdes dos extratos dos materiais (figura 2). Nos testes de
contacto direto o material estd em contacto fisico com as células ou cultura de células e
estas crescem no meio de cultura com o material a testar enquanto que no contacto
indirecto o material esta separado das células por uma barreira fisica permeével, sendo
este método independente do estado fisico do material. O contacto entre 0os materiais
insollveis e as células pode ser estabelecido usando um agente emulsionante como por
exemplo o meio de cultura das células, o dimetilsulfoxido ou etanol em que o material
estd em contacto com estes agentes libertando os seus compostos toxicos e
posteriormente o0 extrato libertado é colocado em contacto com as células
(Moharamzadeh, Brook, & Noort, 2009)

a) Test material b) Test material : C) Test material

Layer of cells

|

Monolayer cells Extraction in

Moﬂolaycr cells  Agar+ cell -growth-medium V(h medium
Incubation of material _“_s- —
in direct contact with cefls SEn

Incubate cells with material extract

e
3
2
-

est material Incubate cvlls under agar
place test material on agar

[ 1]
'I
[

Microscopical evaluation Elas Determine cell viability with
vital staining Observe cell-death/cell viability * MTT assay
viability assay using microscope « LDH assay

Figura 2. Tipo de contacto entre as células e o material a ser testado; a) contacto direto; b) Contacto
indireto; ¢) Extrato do material (Knetsch, 2013).
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A obtencéo dos extratos pode ser influenciada por diversos fatores tais como, o tipo e 0
volume do meio (solvente), tamanho da amostra, 0 tempo e a temperatura para a

extracao (Jorge, Giampaolo, & Pavarina, 2004).

Para avaliar a citotoxicidade podem ser entdo realizadas andlises quantitativas ou
qualitativas. Na anélise quantitativa apos o contacto para identificar proliferacdo ou
inibicdo celular é determinado o numero de células, numero de colonias formadas,
podendo a quantificacdo do numero de células ser determinado por contagem dos
componentes celulares como proteinas, mitocéndrias ou material genético; as analises
qualitativas avaliam as células microscopicamente observando as alteragdes

morfologicas (Jorge, Giampaolo, & Pavarina, 2004).

O parametro mais utlizado para avaliar a toxicidade é a viabilidade celular, que pode ser
medida com o auxilio de corantes vitais como o0 MTT, vermelho neutro, cristal violeta,
tripan blue, teste de LDH e o teste de BrdU (Moharamzadeh, Brook, & Noort, 2009).

2.1 TESTE DE REDUCAO DO MTT

O teste colorimétrico do MTT descrito por Mosmann em 1983, tem sido largamente
utilizado para mensurar a viabilidade celular, e tem sido um teste citotoxico muito
utilizado na pesquisa da biocompatibilidade dos materiais dentarios (Meerloo, Kaspers,
& Cloos, 2011).

Este teste envolve a capacidade de células viaveis converterem metabolicamente o sal
de cor amarela de tetrazolium, brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio
(MTT) soluvel em agua num precipitado insoltvel de cor purpura, o formazan, pela a
atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase presente no complexo Il

como demonstrado na figura 3 (Wang, et al., 2010).
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Figura 3. Reducdo do MTT a formazan pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase (Knetsch,
2013).

Os cristais de cor purpura de formazan formados sdo posteriormente dissolvidos por
solventes organicos, como o Dimetilsulfoxido (DMSO), e a densidade Gtica resultante
da solucdo formada € quantificada por espectofotometria UV/visivel detetada a 300 nm

(Twentyman & Luscombe, 1987; Ishiyama, et al., 1996).

A viabilidade celular é proporcional a quantidade de sal reduzido e consequentemente
quanto maior for a absorvancia espectofotométrica maior o nimero de cristais de
formazan formados pela atividade mitocondrial e portanto maior o numero de células
viaveis na cultura celular ou seja, menor o numero de células que terdo sofrido

alteracOes pelos produtos toxicos (Knetsch, 2013).

2.2 TESTE DE CRISTAL VIOLETA

O teste de cristal violeta (CV) é um teste colorimétrico que permite quantificar o DNA
nuclear e o numero de células. Consiste num corante com capacidade de atravessar as
membranas celulares que se vai acumular no ndcleo das células viaveis. O corante
acumulado € solubilizado e medido fotometricamente. O nimero de células é entdo
correlacionado com a quantidade de DNA nuclear corado, e quanto maior for a
densidade Otica maior o numero de células viaveis (Ishiyama, et al., 1996;
XENOMETRIX, 2014).
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Segundo, Chiba, Kawakami & Tohyama (1998) é um ensaio simples e reprodutivel para
determinar a citotoxicidade, mas por outro lado é pouco especifico devendo por isso ser
utilizado em conjunto com outros testes de viabilidade celular como por exemplo o

MTT ou o vermelho neutro.

O objetivo do presente trabalho consiste na caracterizacdo e comparagdo do efeito
citotoxico de trés resinas utilizadas na execucéo de coroas proviérias: Protemp 4™ - 3
M ESPE (bis-acrilico), Structur 3® - VOCO (dimetacrilato de uretano) e Tab 2000° -
KERR (PMMA, resina acrilica autopolimerizavel de polimetil metacrilato), quando em

contacto com fibroblastos.

Para a determinacdo da citotoxicidade destes materiais serdo utilizados os ensaios de
MTT e de cristal violeta que permitem quantificar a viabilidade celular, ou seja, o

numero de células vidveis apds contacto entre as resinas e as células.
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3. OBJECTIVO

Com o presente estudo pretende-se:

Observar e comparar in vitro, o efeito citotoxico de trés tipos de resinas acrilicas:
Resina bis-acrilico (Protemp 4™), resina & base de dimetacrilato de uretano (Structur
3®) e resina de PMMA (Tab 2000®) quando em contacto com fibroblastos da linha

celular 3T3 de murganho.

4. HIPOTESES EXPERIMENTAIS

Hipotese Nula:

Né&o h& diferenca nas reacdes de citotoxicidade dos fibroblastos da linha celular 3T3 de

murganho quando em contacto com as resinas bis-acrilico (Protemp 4™

), resina a base
de dimetacrilato de uretano (Structur 3®) e resina de PMMA, resina acrilica

autopolimerizavel de polimetil metacrilato (Tab 2000®).

Hipotese Alternativa:

Ha diferenca nas reacdes de citotoxicidade dos fibroblastos da linha celular 3T3 de

murganho quando em contacto com as resinas bis-acrilico (Protemp 4™

), resina a base
de dimetacrilato de uretano (Structur 3®) e resina de PMMA, resina acrilica

autopolimerizavel de polimetil metacrilato (Tab 2000%).
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1. MATERIAIS E METODOS

1. MATERIAIS

1.1. Resinas

Para este trabalho foram testadas trés tipos de resinas utilizadas para a execucao de
restauracdes provisorias em proétese fixa: Protemp 4™ - 3 M ESPE (bis-acrilico),
Structur 3® - VOCO (dimetacrilato de uretano) que sao resinas compostas e Tab 2000 -

KERR (PMMA, resina acrilica autopolimerizavel de polimetil metacrilato).

As resinas foram manipuladas de acordo com as instru¢des do fabricante. No caso do
Protemp 4™ e do Structur 3® sdo fornecidas as pistolas e pontas de auto-mistura e no
caso do Tab 2000® houve manipulacdo no copo fornecido pelo fabricante, com uma
espatula reta dupla de metal (ASA DENTAL, 0903- 2) esterilizada (autoclavada).

a) b}

Figura 4. a) Protemp 4™ - 3 M ESPE; b) Structur 3 - VOCO; c) Tab 2000® - KERR

(3M, 2014; VOCO, 2012 ;Kerr, 2011)

36



Tabela 1. Resinas utilizadas no presente trabalho (3M, 2014; VOCO, 2012; Kerr, 2011).

Materiais e Métodos

Nome do produto Lote Ingredientes* Indicacbes
Pasta catalisadora:
- Produtos da hidrélise da - Confecdo de coroas, pontes, inlays, onlays
PROTEMP 4™ ' Pasta'Base: . - 5|I.|c,a;. _ e V}aneers (coroa}s ,d‘?
(3M ESPE, St. Paul MN, USA) - Bisfenol A-dimetacrilado de - Acido barbiturico fenil-5- revestimento) provisdrias;
e ' 535118 etoxilato (EBPDMA); benzil-1 - Provisdrias de longa duragéo;
. R . - Silica silanizada - Trimetilperoxihexonato - - Rebasamento de coroas provisoérias pré-
Resina compos:[a_l a base de bis- 3,5.5.-tributil fabricadas
acrilico em compdsito
- Confecdo de coroas, pontes, inlays, onlays,
STRUCTUR 3°® - Pasta Catalisadora: coroas parciais, fallc_etas € “pivots
(VOCO) Pasta Base: - Dimetacrilato de uretano; ProvISOrios.

1221295 - Dimetacrilato de uretano - Bis-GMA- ' -Confecéo de provisorios de longa duragéo

. . - Peréxido de Ber,uoila -Rebasamento de coroas provisorias pré-
Resina composta a base de ' fabricadas em compésito, policarbonato ou

dimetacrilato de uretano metal
Liguido:
Tab 2000® Monomero de Po6:
KERR metilmetacrilato -Polimero de metilmetacrilato | - Confecdo de coroas e pontes provisorias;
45551B3 Dimetacrilato de etileno - Dietilftalato. -Rebasamento e reparacéo de coroas

Resina acrilica autopolimerizavel de
polimetil metacrilato (PMMA)

N,N dimetil p-toluidina
(DMPT)
Hidroquinona

provisorias

* Segundo ficha MSDS de cada produto
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1.2. Linha Celular

Para o presente estudo foi utilizada uma linha celular obtida a partir de fibroblastos
embrionarios de murganho (NIH/3T3 ATCC® CRL-1658™), que se caracterizam pelo

crescimento aderente em monocamada.

Esta linha celular foi isolada pela primeira vez em 1962 por George Todaro e Howard
Green no departamento de patologia da Universidade de Medicina de Nova lorque e
tornou-se uma linha celular imortalizada, permitindo a sua multiplicagdo indefinida
padronizada, utilizada largamente em testes in vitro de biocompatibilidade devido ao

comportamento semelhante com as células in vivo (ATCC, 2014).

As células 3T3 em cultura (figura 5) apresentam uma forma fusiforme com ndcleo

central e prolongamentos citoplasmaticos.

Figura 5. Células 3T3 observadas ao M.O (ATCC, 2014).
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1.3. Reagentes

Tabela 2. Reagentes utilizados no presente trabalho

Materiais e Métodos

Reagente I Fonte || Referéncia |

Acido acético VWR 20105.292

Brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5- | Sigma,  Reino | M5655

difeniltetrazélio (MTT); 99% Unido

Cristal violeta Sigma,

Dimetilsulfoxido (DMSO); 99% puro Merck, EUA 317275

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM); | Sigma, Reino | D5671

filtrado-esterilizado; testado para endotoxinas Unido

Etanol Merck, EUA

Fetal Bovine Serum (FBS),filtrado-esterilizado; | Sigma, USA F4135

testado para endotoxina e hemoglobina

Gentamicina 50mg/ml Gibco, Reino | 15750037
Unido

Giemsa (Eosina azul de metileno) Merck, EUA 1092030100

MEM Non-essential Amino Acid Solution 100x; | Sigma, Reino | M7145

filtrado-esterilizado; testado para endotoxinas Unido

Metanol; 99,8% Sigma,  Reino | 32213
Unido

Phosphate Buffered Saline (tampdo fosfato PBS); | Gibco,  Reino | 70013-016

10x pH 7,2 Unido

Solucdo de anfoterizina B 250 pg/ml (Fungizona); | Sigma,  Reino | A2942

filtrado-esterilizado Unido

Solucéo de Tripan Blue (0,4%); filtrado-esterilizado | Sigma,  Reino | T8154
Unido

Solucdo L-glutamina-penicilina-streptomicina (200 | Sigma,  Reino | G6784

mM L-glutamina, 10000 U/ml Penicilina, 10 mg/ml | Unido

Streptomicina); filtrada-esterilizada (penstrep-glu)

Tripsina de pancreas suino; filtrado-esterilizado; 10x | Sigma,  Reino | 15090046

pH 6,4-7,0 Unido
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1.4. Equipamentos do laboratorio de cultura de células

Tabela 3. Equipamentos do laboratério de cultura de células.

Equipamento / Modelo Marca
Céamara de fluxo laminar Mars Safety Class 2 LaboGene, Dinamarca
Camara de Neubauer modelo 8100104 Hirschmann, Alemanha
Centrifugadora modelo 3-16 K Sigma
Incubadora 2406 SHEL LAB Basic CO, Jacketed Shel Lab
Incubator
Leitor de microplacas modelo 680 Bio-Rad, Califérnia
Microscopio optico Axiovert 25 Zeiss, EUA

Para além dos reagentes descritos na tabela 2 foi utilizada agua destilada esterilizada
(autoclavada) e todos os materiais comuns a manipulacdo de culturas celulares, como
pipetas, micropipetas e pontas, placas de 6 po¢os e 96 pocos, frascos de cultura 25cm e

falcons.
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2. METODOS

As resinas, células e meio de cultura foram manipulados em condicGes de assepsia, com
material estéril em cémara de fluxo laminar Mars Safety Class 2 (LaboGene,
Dinamarca). Todos os materiais e reagentes foram adquiridos comercialmente estéreis,
ou foram esterilizados no proprio laboratdrio através de um processo de esterilizacdo

em autoclave a 121°C durante 30 minutos.

2.1. Preparacéo das resinas

As resinas utilizadas neste trabalho provinham de embalagens novas e seladas e foram
manipuladas de acordo com as instrugdes do fabricante, e colocadas em formas
cilindricas feitas com silicone de condensacao — putty com didametro de 5 mm e altura de

2 mm, com uma area total de 71 mm?.

Para cada ensaio foram utilizados quatro discos de cada resina que apo6s polimerizagdo
foram colocados em 7 ml de meio DMEM (figura 6) e incubadas a 37°C (incubadora
2406 SHEL LAB Basic CO, Jacketed Incubator, Shel Lab), numa atmosfera
humidificada com 5% CO, por um periodo de tempo variavel, dependendo do tipo de
ensaio, de modo a permitir a libertacdo de alguns dos seus constituintes, mimetizando o

que acontece na boca.

Figura 6. Fotografia dos 4 discos das resinas em 7 ml de DMEM.
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Foram atribuidas SIGLAS as resinas para ser mais facil a sua identificacdo durante todo
o trabalho de laboratorio:

e R1-Protemp 4™ ( resina composta de bis-acrilico)
e R2-Tab 2000° (resina de PMMA)
e R3- Structur 3® (resina composta de UDMA)

2.2. Cultura de células — Fibroblastos 3T3

As células 3T3 foram cultivadas em meio de cultura DMEM (Sigma, Reino Unido)
suplementado com 10% de soro FBS (Sigma, USA), 1% de PNA 100mM (Gibco, Reino
Unido), 1% fungizona 250 pg/mL (Sigma, Reino Unido), 1% MEM 100x (Sigma,
Reino unido), 1% de solucdo de penstrep-glutamina (Sigma, Reino Unido) e 0,1% de

gentamicina 50mg/mL (Gibco, Reino Unido).

As células 3T3 estavam guardadas inicialmente em criotubos congeladas a -80°C em
10% de DMSO, tendo sido descongeladas rapidamente em agua a 37°C, as quais se
adicionou meio de cultura DMEM suplementado e as células foram transferidas para
um frasco de cultura de 75cm? (T75) e adicionado 12 ml de DMEM .

As células foram incubadas a 37°C (incubadora 2406 SHEL LAB Basic CO, Jacketed
Incubator, Shel Lab), numa atmosfera humidificada com 5% CO, até atingirem uma
confluéncia de 80% (as células ficam aderentes a superficie lateral do frasco T25, e a
confluéncia é calculada a partir das areas com ceélulas vs areas sem células), tendo o
meio de cultura sido substituido a cada trés dias. Quando as células estavam com a
confluéncia entre 80% e 90% foram realizadas subculturas com parte das células e as
outras células foram congeladas em DMSO para manter um stock de células viaveis

guardado a -80°C, para utilizagéo futura.
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Para congelar as células, foi adicionado ao meio de cultura 10% de DMSO (Sigma,
Reino Unido), colocadas num criotubo e congeladas lentamente, dos -20°C até aos -
80°C.

2.2.1. Subculturas

O meio de cultura existente na placa de 10 cm ou T25 foi aspirado e as células lavadas
com PBS a 1x (tampdo fosfato) duas vezes, e logo de seguida fez-se o tratamento com
tripsina (1 ml de tripsina a 0,25 mg/ml) para hidrolisar as proteinas de adesdo
possibilitando o destacamento e recolha das células.

A tripsinizacdo decorreu a 37°C, na incubadora durante 3 minutos, apds os quais foi
adicionado meio de cultura suplementado para parar esta reacdo (3 vezes o volume de
tripsina). As suspensdes celulares foram centrifugadas durante 3 minutos a 1500 rpm
(centrifugadora Sigma, modelo 3-16 K). O sobrenadante é descartado e as células foram
ressuspendidas no pequeno volume de meio restante e adicionado meio de cultura

suplementado até ao volume final de 3 ml.

O numero de células foi calculado, utilizando uma camara de Neubauer modelo
8100104 Hirschmann Neubauer-improved (Hirschmann) como representado na figura 7
adicionando 10ul de suspensédo de células a 10ul de uma solucdo de Tripan Blue, em

gue o numero de células em 1ml é calculado por:

Nr de células/mL = média do n® de células contadas por quadrante(3 contagens) x fator de diluigdo x 10*
3
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Figura 7. Camara de Neubauer (BMM 5777 — Culturas celulares e suas aplica¢cdes em Microbiologia).

As subculturas foram mantidas rotineiramente em frascos de cultura de 25 cm? (T25 —
Sarstedt) com meio de cultura DMEM suplementado e as células foram subcultivadas
(passadas) 10 a 20 vezes, o que significa que os testes de viabilidade celular foram

realizados quando as células 3T3 tinham entre 10 a 20 passagens.

2.3. Determinacéo da viabilidade celular

Para determinar a viabilidade celular foi utilizado o ensaio de reducdo do MTT e o

ensaio do cristal violeta.

O ensaio do MTT baseia-se na redugéo de um sal de cor amarela, num produto de cor
purpura, o formazan, pelas enzimas succinanato desidrogenase presentes na membrana
interna das mitocondrias intactas de células viaveis. Uma vez que so nas células viaveis
estas enzimas mantém a sua posi¢do na membrana que permite o contato com o sal que
se acumulou na matriz mitocondrial, estando por isso diretamente relacionado o nimero
de células vivas com a concentracdo de formazan formado apds contacto das células
com um produto tdxico. Este ensaio € largamente utilizado para ensaios in vitro de

citotoxicidade.
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Os valores de absorvancia dos cristais de formazan s&o determinados por
espectrofotometro apds serem solubilizados num solvente orgénico, DMSO, e estdo

relacionados com o numero de células viaveis, como explicado anteriormente.

O ensaio do cristal violeta é utilizado como um ensaio confirmatério dos resultados do
ensaio do MTT, visto que também permite determinar o nimero de células viéveis a
crescer em monocamada, pela coloracdo do nucleo das células vidveis. O cristal violeta
€ um corante que tem a capacidade de se ligar ao DNA presente nas células vivas que
estdo aderentes as placas. A absorvancia medida por espectrofotometria reflete o

ndmero de células viaveis.

2.3.1. Ensaio do MTT

As células 3T3 sdo incubadas durante 24 horas com 200 pl do composto eventualmente
toxico determinado para cada ensaio, ap0s esse tempo € retirado o composto que estava
em contacto com as células, lavadas com 100 pl meio de cultura e adicionado 200 pl de
solugdo de MTT por poco, numa concentracdo de 0,5mg/ml, dissolvido em meio de
cultura. Apos a adicdo do MTT, a placa é incubada durante 2 horas, a 37°C numa
atmosfera humidificada com 5% CO,, Apos a incubacdo a solucdo de MTT é retirada
das placas, as células sdo cuidadosamente lavadas com 4 gotas de PBS 1x e
posteriormente secas, por inversdo da placa e remocdo do liquido por absorcdo em
papel. Depois de estarem bem secas, adicionam-se 200 pl de DMSO a cada pogo para
solubilizar os cristais de MTT formados. As placas sdo lidas num leitor de microplacas

Model 680 (Bio-Rad, California) num comprimento de onde de 595 nm.

2.3.2. Ensaio do Cristal Violeta

As células sdo incubadas por 24 horas com 200 ul do composto determinado para cada
ensaio, apds esse tempo é retirado 0 composto que estava em contacto com as células, e

0s pocos lavados com algumas gotas de PBS de forma a remover as células nao
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aderentes. As células aderentes s&o fixadas com 100 pl de etanol a 96% gelado durante
10 minutos, apos este tempo é removido o etanol e as células sdo coradas com 100pl de
cristal violeta a 0,1% em 10% de etanol durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, as células sdo lavadas com agua destilada aquecida até remocéo
completa do corante das paredes dos pocos, ficando apenas no fundo de cada poco da
placa as células aderentes coradas. As células aderentes coradas sdo dissolvidas em 200
pl de uma solugdo de 96% de etanol com 1% de acido acético e agitadas durante 30
minutos. As absorvancias no comprimento de onda de 595nm sdo mensuradas no

espectrofotdmetro de microplacas Model 680 (Bio-Rad, California).

Aos valores de absorvancia obtidos é subtraida a absorvancia dos pogos em branco que
contém DMSO no caso do ensaio do MTT e a solucdo de etanol com acido acético no
ensaio do cristal violeta. Os valores de absorvancia dos pogos das culturas controlo, que
correspondem as células incubadas apenas com o meio de cultura, sem o0 composto

toxico, corresponde a 100% de viabilidade celular.

% Viabilidade celular = Absorvancia com o toxico x100
Absorvancia do controlo
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A. Ensaio I: OTIMIZACAO DO NUMERO DE CELULAS

Inicialmente, as células foram cultivadas em placas de 96 pogos, com concentracdes
crescentes de células: 1x10%, 2x10°, 3x10°, 4x10°® e 5x10°em 200 pl de meio de cultura
por pocgo, incubadas a 37°C, com uma atmosfera humidificada com 5% CO,, durante 24

horas.

Apbs as 24 horas de incubacéo foi retirado o meio de cultura e adicionado novo meio

por mais 24 horas.

Passadas as 24 horas de incubacdo as células foram lavadas com meio de cultura e
adicionados 200 pl de solucdo de MTT que incubou durante 2 horas, como descrito

anteriormente e foram lidos os resultados de absorvancias.

Foram realizados dois ensaios experimentais independentes para cada ensaio, com 8

réplicas para cada concentragdo de celulas.

B. ENSAIO II: Extrato das resinas de 24 horas de libertagdo em contacto com

4x10° células

As células foram semeadas em placas de 96 pocos, a uma concentracdo de 4x10° em
200 pl de meio de cultura por poco, incubadas a 37°, numa atmosfera humidificada com
5% COy, por 24 horas. No mesmo periodo de tempo, foram preparados 4 discos de cada
resina que polimerizaram durante o tempo indicado pelo fabricante. Os discos foram
depois colocados em 7 ml de meio de cultura em placas de 6 pocos e incubados durante
24 horas.

Apdbs as 24 horas, 0 meio que esteve em contacto com as células foi removido e foi

adicionado o meio contendo 0s extratos das resinas.
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O meio que esteve em contacto com as resinas foi filtrado através de filtros de celulose
com 0,45 pum de poro e foram feitas diluigdes sequenciais desses extratos com 0 meio

de cultura como descrito na tabela 4 (Nascimento, 2013).

Tabela 4. Diluicdes realizadas no ensaio Il

Diluicéo Final pl de extrato das pl de DMEM Volume total pl
resinas suplementado
1 200 | 0

1:1,25 150 50
1:2 100 | 100
1:4 50 150 200
1:8 25 | 175
1:20 10 190

Para cada diluicdo dos extratos foi utilizada 1 coluna, com 8 pogos. A cada po¢o com as

células aderentes foi adicionado um volume total de 200 pl de cada diluicéo;
Estas condicbes foram repetidas para todos o0s tipos de resinas;

Como branco de controlo foi utilizada 1 coluna de 8 pogos nos quais foram colocados
apenas 200 pl de DMEM suplementado;

Apbs as 24 horas de incubacdo com o composto, as células foram lavadas com meio de
cultura e foram adicionados 200 pl de solucdo de MTT, como descrito anteriormente e

foram lidos no espectrofotometro (figura 8).

Foram realizados 3 ensaios experimentais independentes, cada um com 8 réplicas para
cada diluicdo das diferentes resinas, bem como o ensaio confirmatorio do cristal violeta

nas mesmas condigodes.
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Figura 8. Esquema ilustrativo dos procedimentos realizados no ensaio Il (imagens de Inforlab (2014) e
Basprix (2014).

B - I. Coloracdo de Giemsa das células 3T3 em contacto com o extrato da
resina R3 apos 24 horas de libertacao

As células foram semeadas sobre lamelas colocadas no fundo dos pocos de placas de
cultura de 6 pocos a uma concentracdo de 2x10° em 4 ml de meio de cultura, e

incubadas a 37°, numa atmosfera humidificada com 5% CO,, durante 24 horas.

Ao mesmo tempo a R3 foi preparada (4 discos), e ap0s a polimerizacdo foram
colocados em 7 ml de meio de cultura e incubados pelo mesmo periodo de tempo que as
culturas celulares. Apos as 24 horas todo 0 meio que esteve em contacto com a resina
foi aspirado e filtrado através de filtros de celulose com 0,45 pum de poro e adicionado
as células, depois de retirar por aspiracdo todo o0 meio que estava em contacto com as
células. Para cada ensaio foram utilizados po¢os com o0 mesmo numero de células, um
em que as células foram postas em contacto com o extrato incubado com resina e um

outro poco de controlo em que se adicionou apenas meio de cultura suplementado.

Passadas as 24 horas as lamelas com as celulas aderentes foram retiradas dos pogos.

49



Estudo in vitro do grau de citotoxicidade de resinas acrilicas usadas na confe¢do de coroas provisérias

As células foram fixadas as lamelas com metanol (99,8%) durante 5 minutos.
Posteriormente, sem secar foi colocado durante 20 minutos uma solugdo de Giemsa a
10% em tampdo fosfato (PBS a 10%) e foi lavado muito bem com agua corrente e

deixou-se secar. Depois de bem seco foi montado numa lamina de vidro.

ENSAIO I11: Extrato das resinas de 48 horas, 72 horas e 5 dias

Quatro discos de cada resina estiveram em contacto com 7 ml de meio de cultura para
libertacdo dos seus extratos durante 48 horas, 72 horas e 5 dias. Para isso as resinas
foram previamente preparadas antes do dia em que as células foram postas em cultura

nas placas de 96 pogos;

As células foram cultivadas em placas de 96 pocos, numa concentracio de 4x10° em
200 pl de meio de cultura por poco, incubadas a 37°, numa atmosfera humidificada com
5% COy, por 24 horas;

Apbs as 24 horas, foi removido todo 0 meio que esteve em contacto com as células e foi
adicionado o0 meio dos extratos das resinas que estiveram 48 h, 72 h e 5 dias a libertar os
seus extratos tendo sido aspirado na totalidade e filtrado com filtros de celulose com
0,45 pm de poro;

Foi utilizada 1 coluna de 8 pocos para cada extrato com diferentes tempos de libertacéo,

com um volume total de 200 ul de cada por poco;
Estas condicOes foram repetidas para todos os tipos de resinas;

Como branco de controlo foi utilizada 1 coluna de 8 pocos em que foi adicionado

apenas 200 pl de DMEM suplementado;

Ap0s as 24 horas de incubag¢do com o composto, as células foram lavadas com meio de
cultura e foram adicionados 200 pl de solugdo de MTT, como descrito anteriormente e

foram lidos no espectrofotometro (figura 9, 10 e 11).
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Foram realizados 2 a 3 ensaios experimentais independentes, cada um com 8 réplicas

para cada diluicdo das diferentes resinas, bem como o ensaio confirmatério do cristal
violeta nas mesmas condicdes.

Oh
=)
T
5
= A\ (
1 B —
o= 4 discos de resina em 7 ml de meio
24 h
-
2 S 2p0 pl dd Meio
E" 4x10° células .
< 2
48h -
)
5 Substituicdo do meio de cultura por 200 ul do extrato da resina
=1
o R
Lavagem das células com meio de cultura
+
k=) Adic3o de MTT 0,5 mg/ml (200u1)
£
151
k=
74 h
Lavagem com PBS 0,01 M
Solubilizacdo com DMSO
Leitura em espetrofotéometro (absorvancia = 595 nm
Incubagio:
37°C Atmosfera
5% COy
Figura 9. Esquema ilustrativo dos procedimentos realizados no ensaio 111 — periodo de incubagdo das resinas de

48 horas (imagens de Inforlab (2014) e Basprix (2014)
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5
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+
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S
I
R=]
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Lavagem com PBS 0.01 M
Solubilizagio com DMSO
Leitura em espetrofotémetro (absorvancia = 595 nm
Incubagio:
37°C Atmosfera
5% CO2
Figura 10. Esquema ilustrativo dos procedimentos realizados no ensaio 11l — periodo de incubacdo das

resinas de 72 horas (imagens de Inforlab (2014) e Basprix (2014)
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Figura 11. Esquema ilustrativo dos procedimentos realizados no ensaio 111 — periodo de incubagdo das

resinas de 5 dias (imagens de Inforlab (2014) e Basprix (2014)
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3. ANALISE ESTATISTICA

Toda a anélise estatistica foi realizada no programa SPSS (Statistical Package for the

Social Sciences) verséo 20.0 para Windows.

Foi utilizado o Anova One-way pois estamos a comparar mais de dois grupos e as
variaveis dependentes sdo de tipo quantitativo. Nas situacGes em que o pressuposto de
homogeneidade de varidncias ndo se encontrava satisfeito usou-se a Anova com a
correcdo de Welch. Para analisar as diferencas significativas utilizaram-se os testes de

comparagdo multipla de Tukey e de Tamhane.

O nivel de significancia foi fixado em (a)) < 0,05.
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RESULTADOS

Ao longo do presente trabalho foram realizados varios ensaios experimentais, que foram

ajustados ao longo do tempo dependendo dos resultados que iam sendo obtidos até se

conseguir estruturar a sequéncia de ensaios a realizar (figura 12).

Otimizagdo do nimero de células : 1x103, 2x103, 3x103, 4x103 e 5x10°

Ensaio |

Ensaio Il
Extrato das resinas de 24 horas AR 1 ] S 1912 -MTT
de libertagdo em contacto com D'IU'QOES':%_'B%'%_'ZZS' 1:2;1:4; . .
4x103 células 1) 4 - Violeta Cristal

Ensaio Il - B

Coloragdo de Giemsa das células 3T3 em contacto com o extrato da resina R3 de 24 horas de
libertacdo

Ensaio 11l

Extrato das resinas de 48h, 72h e 5 dias de -MTT
libertagdo em contacto com 4x108 células - Violeta Cristal

Figura 12. Sequéncia de ensaios realizados

Em todos os ensaios as células foram cultivadas em meio de cultura DMEM
suplementado, e como controlo de 100% de viabilidade celular foram utilizadas células

em contacto apenas com meio de cultura.



Resultados

A. Ensaio I: OTIMIZACAO DO NUMERO DE CELULAS

Inicialmente, foram semeadas diferentes nimeros de células no mesmo volume de meio
de cultura (200pl) para verificar qual o melhor nimero de células para obter uma
reducdo de MTT mais constante e com valores de absorvancia que estivessem dentro da

lei de Lambert-beer para o comprimento de onda por nds utilizado (595nm).

3
+ Foram entdo semeadas nos pocos das placas de cultura de 96 pocos 1x10 ,

2x103, 3x103, 4x103 e 5x10° de células em 200pl de meio suplementado durante
24 horas;

» Ap0s as 24 horas todo 0 meio que esteve em contacto com as células aderentes
foi retirado e adicionado novo meio de cultura (200ul) e incubado durante mais
24 horas;

» Foi aspirado todo o meio e procedeu-se ao teste de MTT como ja descrito

anteriormente.

Tabela 5. Valores médios de absorvancia (595 nm) referentes ao nimero de células do inéculo + desvios
padréo apds ensaio de reducdo do MTT

NUmero de células do inéculo = Valor médio de absorvancia Desvio Padrao

1x10° 0,288 0,03
2x10° 0,442 0,00
3x10° 0,711 0,08
4x10° 0,892 0,05
5x10° 0,982 0,09
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Gréfico 1. Valores médios de absorvancia (595 nm) obtidos através do ensaio do MTT referentes ao
namero de células do indculo.

Os valores médios de absorvancia estdo descritos na tabela 5, tendo sido 4x10° células
por poco nas placas de 96 pocgos o nimero de células escolhido (graficol), uma vez que
foi nesta quantidade de células que a absorvancia obtida ap6s solubilizacdo dos cristais

de formazan estava dentro da lei de Lambert-beer.

B. ENSAIO II: Extrato das resinas apos 24 horas de libertacao

Neste ensaio foram utilizadas 4x10° células por poco incubadas durante 24 horas com
diluicbes dos extratos das resinas R1, R2 e R3, apds os 4 discos de cada resina terem

estado em contacto com 7 ml de meio de cultura por 24 horas.

Apbs as 24 horas de incubacdo das células com os extratos, foi interrompido este
contacto e realizou-se 0 ensaio de redugdo do MTT para mensurar a percentagem de
viabilidade celular. Os cristais de cor parpura de formazan formados através da
metabolizacdo das enzimas desidrogenases mitocondriais das células viaveis foram
solubilizados com DMSO e as placas foram lidas por espectrofotometria num

comprimento de onda de 595 nm.

Nas mesmas condigdes foi realizado o ensaio do violeta cristal, que cora o nucleo das

células viaveis.

Os valores médios de viabilidade celular estdo representados na tabela 6.
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Tabela 6. Valores médios de percentagem de viabilidade celular apés o contacto por 24 horas das
diferentes quantidades da resina R1,R2 e R3 referente ao ensaio de reducéo do MTT e violeta cristal
desvio padréo.

Quantidade de extrato

S 0 1:20 18 1:4 1:2 1:1.25 1
Resinas _ (O extrato (10 extrato (25 extrato (50 extrato (100 (150 extrato (200
ensalo +200 +190 . +150 extrato + . extrato + 0
) ) + 175 meio) ) ) + 50 meio) )

meio) meio) meio) 100 meio) meio)

MTT 100 96,92 94,01 98,90 94,64 83,10 73,20

R1 +15,87 +21,11 +18,87 +19,48 +18,72 +18,52

VC 100 96,99 93,57 96,73 91,19 85,03 79,67

+17,15 +20,02 + 14,60 +11,52 +8,88 +11,81

MTT 100 96,22 91,22 83,09 82,54 69,81 66,72

R? +18,02 419,37 +19,21 +21,14 +12,86 +12,55

VC 100 92,59 101,28 94,14 85,05 67,57 63,56

+13,33 410,59 +21,83 +18,11 +16,24 +14,45

MTT 100 85,84 81,48 74,64 61,20 49,33 21,89

R3 19,24 +9,88 +10,59 +14,21 + 18,61 +7,49

VC 100 96,92 94,01 98,90 94,64 83,10 73,20

+15,87 +21,11 +18,87 +19,48 +18,72 +18,52

MTT
140
T

= 120
8 100
S 80

_-8 - m R1

E H R2
8 40

> = R3
L 20
S o

0 1:20 1:8 1:4 1:2 1:1,25 1
Quantidade de extrato

Gréfico 2. Percentagem de viabilidade celular dos fibroblastos 3T3 ap6s 24 horas de contacto com
diferentes quantidades de resina R1, R2 e R3 determinado pelo ensaio de reducdo do MTT =+ desvio
padréo.
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Gréfico 3. Percentagem de viabilidade celular dos fibroblastos 3T3 ap6s 24 horas de contacto com
diferentes quantidades de resina R1, R2 e R3 determinado pelo ensaio de colora¢do violeta cristal +
desvio padréo.

Como controlo de células ndo expostas foram utilizadas células em contacto com 200 pl
de meio de cultura, sem extrato das resinas, correspondendo a 100% de viabilidade

celular.

Por analise dos graficos 2 e 3 podemos concluir que tanto no ensaio do MTT como no
ensaio do violeta cristal as trés resinas sdo citotoxicas quando em contacto com o0s
fibroblastos 3T3, uma vez que a viabilidade celular € menor que 100% em todas as

concentracgoes.

A resina R1 apresenta menor citotoxicidade, i.e. maior percentagem de viabilidade
celular quando em contacto com as células durante 24 horas comparativamente com a
resina R2 e R3. Por outro lado, a resina R3 apresenta maior citotoxicidade quando

comparado com as resinas R1 e R2.

Foi realizado o teste ANOVA one-way com correcdo de Welch, com um nivel de
significancia de p-value <0,05 para verificar a significancia estatistica dos valores
médios das diluicdes para cada resina. Posteriormente, realizou-se o teste de

comparacdo multipla de post-hoc de Tamhane para se obter os subgrupos homogéneos,
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ou seja, para analisar quais os valores de viabilidade celular que tém diferencgas
significativas quando se aumenta a quantidade de extrato em contacto com as células

para cada resina (R1,R2 e R3).

B.1. Resina R1

Tabela 7. Médias das percentagens de viabilidade celular das células 3T3 quando em contacto com
diferentes quantidades de extrato de resina R1 durante 24 horas referente ao ensaio de reducdo do MTT e
violeta cristal £ desvio padrdo. O p-value corresponde ao nivel de significancia entre as varias
quantidades de extrato. (a), (b) e (c) corresponde aos sub-grupos homogéneos.

Quantidade de extrato

Tipo de p-
] ] 1:20 1:8 1:4 1:2 1:1,25 1
Resina ensaio value

9692 9401 9890 9464 8310 73,20
MTT ; ; . . <0,001
+15,87°" £21,11*° £18,87° +10,48"" +18,72°¢ +1852°

R1
96,99 93,57 96,73 91,19 85,03 79,67
VC 3 3 " <0,001
+17,15% 420,02 +14,60* +11,52% +8,88% +11,81
Resina R1
_ 120
g 100
Y 80
3 60
§ 40 B MTT
s 20 m\VC
S 0 .
(]
'\3 0 1:20 1:8 1:4 1:2
Quantidade de extrato

Gréfico 4. Variancia das médias das percentagens de viabilidade celular das células 3T3 quando em
contacto com diferentes quantidades de extrato de resina R1 durante 24 horas referente ao ensaio de
reducdo do MTT e violeta cristal + desvio padréo.
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Como podemos observar na tabela 7 e no gréfico 4, com o aumento da quantidade de
extrato adicionado da resina R1 hé diminuicdo da viabilidade celular, exceto na diluicdo
1:4 que a viabilidade celular aumenta, ndo sendo este aumento estatisticamente

diferente quando comparado com a dilui¢do 1:8 e 1:2.

A diluicdo 1:20, comparativamente com as restantes diluicdes apresenta uma
percentagem de viabilidade superior (MTT — 96,92% e VC — 96,99%), sendo a diluigéo
1 a que apresenta uma viabilidade menor (MTT — 73,20% e VC — 79,67%), 0 que

confirma que o0 aumento da dose de extrato de resina aumenta a morte celular.

B.2. Resina R2

Tabela 8. Médias das percentagens de viabilidade celular das células 3T3 quando em contacto com
diferentes quantidades de extrato de resina R2 durante 24 horas referente ao ensaio de redugdo do MTT e
violeta cristal £ desvio padrdo. O p-value corresponde ao nivel de significancia entre as varias
quantidades de extrato. (a), (b) e (c) corresponde aos sub-grupos homogéneos.

Quantidade de extrato

Tipo de p-
) ) 1:20 1:8 1:4 1:2 1:1,25 1
Resina ensaio value
96,22 91,22 83,09 8254 69,81 66,72
MTT <0,001
R2 +18,02%  +19,37%  +19,21*°  +21,14*° +12,86°¢ = +12,55°
9259 101,28 94,14 85,05 67,57 63,56
VC <0,001
+13,33%°  +10,59° +21,83*° +18,11°  +16,24° = +14,45°
Resina R2
_ 120
g 100
3 80 ¥
[}
T 60 -
g 40 | mMTT
S 20 I Ve
>
('] 0 T T
e
® 0 1:20 1:8 1:4 1:2 1:1,25 1
Quantidade de extrato

Grafico 5. Variancia das médias das percentagens de viabilidade celular das células 3T3 quando em
contacto com diferentes quantidades de extrato de resina R2 durante 24 horas referente ao ensaio de
reducdo do MTT e violeta cristal + desvio padréo.
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A resina R2 é citotdxica em todas as diluicdes como podemos verificar na tabela 8 e no

gréfico 5.

O valor mais elevado de percentagem de viabilidade celular é encontrado na diluicdo
1:20 (MTT- 99,22% e VC — 92,59%) e o valor mais baixo na diluicdo 1 (MTT —

66,72% e VC — 63,56%).

B.3. Resina R3

Tabela 9. Médias das percentagens de viabilidade celular das células 3T3 quando em contacto com
diferentes quantidades de extrato de resina R3 durante 24 horas referente ao ensaio de redugdo do MTT e
violeta cristal £ desvio padrdo. O p-value corresponde ao nivel de significancia entre as varias
quantidades de extrato. (a), (b), (c) e (e) corresponde aos sub-grupos homogéneos.

Tipo de
Resina ensaio
MTT
R3
VC

Quantidade de extrato

1:20 1:8 1:4 1:2 1:1,25
85,84 81,48 7464 61,20 49,33
+0,24%  +9.88*° +1059° +14,21° +18,61°
8724 60,95 5584 5366 41,11
+12,77% +11,65° +19,02° +7,46° +7,75°
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Grafico 6. Variancia das médias das percentagens de viabilidade celular das células 3T3 quando em
contacto com diferentes quantidades de extrato de resina R3 durante 24 horas referente ao ensaio de
redugdo do MTT e violeta cristal + desvio padréo.

Para a resina R3 podemos afirmar que o valor mais elevado de percentagem de
viabilidade celular foi encontrado na diluicdo 1:20 (MTT- 85,84% e VC- 87,24%), em
que apenas se adicionou 10 pl de extrato e 190 pl de meio de cultura e o valor menor de
viabilidade celular foi na diluicdo 1 em que s6 se adicionou extrato da resina (MTT —
21,89% e VC — 25,76%), sendo estes valores substancialmente menores o que podemos

afirmar que esta resina tem um grau de citotoxicidade muito elevado.

Os valores médios da percentagem de viabilidade celular sdo estatisticamente relevantes
e h& diferencas estatisticas na generalidade das diferentes diluicbes, como pode ser

observado na tabela 9.
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B.4. Comparacdo da percentagem de viabilidade celular das diferentes
resinas quando adicionado a mesma quantidade de extrato

Tabela 10. Médias das percentagens de viabilidade celular das células 3T3 quando em contacto com a
mesma quantidade de extrato da resina R1, R2 e R3 durante 24 horas referente ao ensaio de reducédo do
MTT e violeta cristal + desvio padrdo. O p-value corresponde ao nivel de significancia entre as varias
resinas. (a), (b) e (c) corresponde aos sub-grupos homogéneos

Tipo de Resina

. Tipo de Ensaio R1 R3 R2 p-value
Quantidade de extrato

9692 9622 8584
MTT . <001
£15,87°  +18,02° 19,24

1:20
96,99 92,59 87,24
VC 0,074
+17,15 #1333  #12,77
94,01 91,22 81,48
MTT ) . <005
. +21,11° +19,37*° +9,88
1:
93,57 101,28 60,95
VC . <005
+20,02*° +10,59° 11,65
98,90 83,09 74,64
MTT . . <001
» +18,87*° +19,21° +10,59
' 96,73 94,14 55,84
VvC <0,01
+14,60° +2183% +19,02°
94,64 82,54 69,81
MTT . <0,001
Lo +18,48° +21,14* +12,86
' 91,19 85,05 53,66
VvC <0,001
+11,52%  +18,11*  +7,46"
83,10 69,81 49,33
MTT . <0,001
+18,72°  +12,86° +18,61°
1:1,25
85,03 67,57 41,11
VvC . <0,001
+8.88%  +16,24°  +7,75°
73,20 66,72 21,89
MTT ., <0,001
. +18,52*  +1255% +7,49

7967 6356 2576
VC . <0,001
£11,81°  +1445°  +750°
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Grafico 7. Variancia das médias das percentagens de viabilidade celular das células 3T3 quando em contacto com a mesma quantidade de extratos da resina R1, R2 e R3
durante 24 horas referente ao ensaio de reducdo do MTT e violeta cristal + desvio padréo.

64




Resultados

Para verificarmos se havia diferencas significativas nas percentagens de viabilidade
celular quando adicionado a mesma quantidade de extrato de cada resina as células foi
realizado o teste ANOVA one-way com correlacdo de Welch para um nivel de

significancia de 5% e posteriormente o teste post-hoc de Tamhane.

Pela anélise da tabela 10, podemos constatar que ha significado estatistico em todas as
resinas quando adicionadas as diferentes quantidades de extratos, exceto na diluicdo
1:20 no ensaio do violeta cristal que o p-value = 0,074, querendo isto dizer que para esta
quantidade de extrato das diferentes resinas ndo ha diferencas estatisticamente

relevantes na viabilidade celular.

A resina R3 comparativamente com a resina R1 e R2 apresenta diferencas estatisticas
em todas as diluicdes exceto na diluicdo 1:20 no ensaio do violeta cristal e 1:8 do MTT,
Ou seja esta resina € mais citotdxica em todas as diluicbes comparativamente com a R1
e R2.

Por outro lado, a diferenga entre a resina R1 e R2 ndo se verifica em todas as diluigdes,
apenas nas diluicdes 1:4 e 1:1,25 no ensaio do MTT e 1:1,25 e 1 no VC. Em todas as
outras diluicbes a mesma quantidade de resina R1 e R2 adicionada as células 3T3
provocam valores de viabilidade celular estatisticamente iguais, querendo isto dizer que
estas as duas resinas apresentam um comportamento idéntico quando em contacto com

as células.

B - 1. Coloracdo de Giemsa das células 3T3 em contacto com o extrato da
resina R3 apos 24 horas de libertacao

Neste ensaio foi realizada a coloragcdo de Giemsa das células 3T3 ap0ds terem estado em
contacto com o extrato da resina R3 por 24 horas e das celulas 3T3 apenas em contacto

com meio de cultura.
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Figura 13. Imagens ao MO (objetiva 10x e 20x) do resultado da cultura de células ap6s 24 horas de

contacto com o meio de cultura coradas pela coloracdo de Giemsa.

Figura 14. Imagens ao MO (objetiva 40x) do resultado da cultura de células apds 24 horas de contacto

com o meio de cultura coradas pela coloracdo de Giemsa.

Figura 15. Imagens ao MO (objetiva 20x e 40x) do resultado da cultura de células apds 24 horas de

contacto com o extrato da resina R3 coradas pela coloracéo de Giemsa.
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Na figura 13 e 14 observa-se uma confluéncia de cerca de 80% das células
fibroblasticas 3T3. As células apresentam uma morfologia fibroblastica normal,

tamanho normal com forma fusiforme, ndcleo central e a ocorrerem mitoses.

Por outro lado, na figura 15 que corresponde as celulas que estiveram em contacto com
0 extrato da resina R3, observa-se uma confluéncia de cerca de 20%, células isoladas e
sem morfologia tipica fibroblastica, tamanho pequeno e dificil de ver o detalhe interno.

C. ENSAIO IlIl: Extrato das resinas durante 48 horas, 72 horas e 5 dias de
libertacdo

No ensaio Ill, os discos de resina foram pré-incubados 48 horas, 72 horas e 5 dias em

meio de cultura antes de estarem em contacto com as células 3T3.

Apbs o tempo de pré-incubacdo das resinas os extratos libertados pelas resinas foram
filtrados e colocados em contacto com as células. Ap6s 24 horas de contacto foi
realizado o ensaio do MTT e violeta cristal e lidas as absorvancias por

espectrofotometria num comprimento de onda de 595 nm.

Como controlo foi utilizado as células em contacto com meio de cultura durante 24

horas, correspondendo a 100 % de viabilidade celular.

Os valores das médias de percentagem de viabilidade celular referentes a 24 horas de
incubacdo foram utilizados os do ensaio Il da diluicdo 1 das trés resinas, para se

comparar com 0s restantes periodos de pré-incubacéo.
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Tabela 11. Valores médios de percentagem de viabilidade celular das células 3T3 apds contacto com 0s
extratos libertados durante 24 horas, 48 horas, 72 horas e 5 dias da resina R1, R2 e R3 referente ao ensaio

de reducéo do MTT e violeta cristal + desvio padréo.

Tempo de extragdo

Resina Tipode Ensaio 24 Horas 48 Horas 72 Horas 5 Dias
R1 MTT 73,20 +1852 70,09 +1486 74,83 +1585 74,54 +2589
VC 79,67 +11,81 41,01 +839 79,69 +1334 80,38 +23,34
R MTT 66,72 +1255 66,85 +33,86 84,76 +14,16 89,88 +25,09
VC 63,56 +1445 49,86 +864 74,21 +1758 87,66 +3148
R3 MTT 21,89 +749 20,15+359 27,02+944 37,91 +16.21
VvC 25,76 +750 25,97+810 37,89 +1547 43,83 +9,83
MTT
140
LE 120
e 100 - |
§ 80 - ' ® Meio de cultura
-]
S 60 mR1
&
E 40 - R2
x 201 mR3
0 - L -
24 horas 48 horas 72 horas 5 dias
Tempo de extracdo

Gréfico 8. Percentagens de viabilidade celular das células 3T3 apds contacto com os extratos libertados

durante a pré-incubacéao das resinas R1, R2 e R3 por 24 horas, 48 horas, 72 horas e 5 dias referentes ao

ensaio do MTT = desvio padréo.

68




Resultados

_ 150

(1]

E]

[ i

: 100 = Meio de cultura
B

E 50 | mR1
.g R2
S

g 0 - m R3
X

24 horas 48 horas 72 horas 5 dias
Tempo de extracao

Grafico 9. Percentagens de viabilidade celular das células 3T3 apds contacto com os extratos libertados
durante a pré-incubacéo das resinas R1, R2 e R3 por 24 horas, 48 horas, 72 horas e 5 dias referentes ao

ensaio do violeta cristal + desvio padrao.

Pela analise do grafico 8 e 9 e da tabela 11 podemos constatar que para todos 0s
periodos de pré-incubacao das trés resinas a viabilidade celular € menor que 100%, i.e.
as resinas R1, R2 e R3 com diferentes periodos de libertacdo dos seus compostos sdo
citotoxicas para os fibrolastos 3T3.

A resina R3 é mais citotdxica que a resina R1 e R2 em todos os periodos de preé-
incubacdo. Por outro lado, a resina R1 nos periodos de incubac¢do de 24 horas e 48 horas
apresenta uma citotoxicidade menor que a resina R2, mas para os periodos de libertacdo
dos compostos de 72 horas e 5 dias torna-se mais citotoxica que a resina R2, no ensaio
do MTT.

Para o ensaio Il foi realizado o teste ANOVA one-way com corre¢do de Welch, com
um nivel de significancia de 5%, para verificar se as médias obtidas tinham significado
estatistico. Posteriormente realizou-se o teste de post-hoc de comparagdo multipla com
0 objetivo de verificar se havia diferencas significativas entre os diferentes periodos de
pré-incubagdo da mesma resina, e por outro lado se havia diferencas entre as resinas

quando estas foram incubadas pelo mesmo periodo de incubacéo.
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C.1. Resina R1

Tabela 12. Médias das percentagens de viabilidade celular das células 3T3 quando em contacto com 0s

extratos da resina R1 com diferentes periodos de pré-incubagdo (24 horas, 48 horas, 72 horas e 5 dias)

referente ao ensaio de reducdo do MTT e violeta cristal + desvio padréo. O p-value corresponde ao nivel

de significancia entre os varios periodos de pré-incubacao.

Tempo de extragao

Tipo de .
Resina ) 24 Horas 48 Horas 72 Horas 5 Dias p-value
Ensaio
73,20 £ 70,09 + 74,83 + 74,54 +
MTT 0,736
R1 18,52 14,86 15,85 25,89
79,67 41,01 + 79,69 + 80,38 +
VC <0,001
11,81° 8,39°" 13,34° 23,34°
Resina R1
_ 120
(1}
S 100
Q
o 80
E: 60
E = MTT
ﬁ 40
T
X 0
24 horas 48 horas 72 horas 5 dias
Tempo de extragdo

Gréfico 10. Variancia das médias das percentagens de viabilidade celular das células 3T3 quando em

contacto com extratos de resina R1 com diferentes periodos de pré-incubacéo referente ao ensaio de

reducdo do MTT e violeta cristal + desvio padréo.
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Pela anélise da tabela 12 e grafico 10 podemos constatar que a citotoxicidade da resina
R1 com os diferentes periodos de pré-incubacdo nédo é estatisticamente significativa (p-
value = 0,736) no ensaio do MTT. Por outro lado, no ensaio do violeta cristal a
diferenca de citotoxicidade € estatisticamente significativa (p<0,001), visto que as 48

horas a viabilidade celular decresce acentuadamente.

A menor percentagem de viabilidade celular é observada quando a resina é pré-
incubada durante 48 horas (MTT- 70,09% e VC — 41,01%) e a maior percentagem de

viabilidade celular aos 5 dias de pre-incubacéo.

C.2. Resina R2

Tabela 13. Médias das percentagens de viabilidade celular das células 3T3 quando em contacto com 0s
extratos da resina R2 com diferentes periodos de pré-incubacdo (24 horas, 48 horas, 72 horas e 5 dias)
referente ao ensaio de redugdo do MTT e violeta cristal + desvio padrdo. O p-value corresponde ao nivel

de significancia entre os varios periodos de pré-incubacdo. (a) e (b) correspondem aos grupos

homogéneos.
Tempo de extracao
Tipo de _
Resina ) 24 Horas 48 Horas 72 Horas 5 Dias p-value
Ensaio
84,76 +
MTT 66,72 +1255° 66,85 +33,86° . 89,88 +2500° <0,10
RY 14,16
74,21 +
VC 63,56 +14,45* 49,86 +8,64° i 87,66 +31,48¢ <0,001
17,58°¢
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Resina R2
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Gréfico 11. Variancia das médias das percentagens de viabilidade celular das células 3T3 quando em
contacto com extratos de resina R2 com diferentes periodos de pré-incubacéo referente ao ensaio de

redugdo do MTT e violeta cristal + desvio padréo.

Os diferentes periodos de pré-incubacdo da resina R2 provocam diferencas na
citotoxicidade. Na generalidade, quanto maior o periodo de pré-incubacdo menor a
citotoxicidade, sendo estas diferencas mais significativas quando a resina é pré-

incubada durante 72 horas e 5 dias comparativamente com 24 horas e 48 horas.

O maior valor de viabilidade celular foi observado aos 5 dias de incubacdo (MTT —
89,88% e VC — 87,66%).

C.3. Resina R3

Tabela 14. Médias das percentagens de viabilidade celular das células 3T3 quando em contacto com 0s
extratos da resina R3 com diferentes periodos de pré-incubagdo (24 horas, 48 horas, 72 horas e 5 dias)
referente ao ensaio de redugcdo do MTT e violeta cristal + desvio padrdo. O p-value corresponde ao nivel

de significancia entre os varios periodos de pré-incubacdo. (a) e (b) correspondem aos grupos

homogéneos.
Tempo de extracéo
) Tipo de ] p-
Resina . 24 Horas 48 Horas 72 Horas 5 Dias
Ensaio value
R3 MTT 21,89 £7,49°  20,15+359* 27,02+944* 3791+1621° <0,001

VC 25,76 + 750% 25,97 +8,10° 37,89 +1547° 43,83+9,83° <0,001
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Grafico 12. Variancia das médias das percentagens de viabilidade celular das células 3T3 quando em
contacto com extratos de resina R3 com diferentes periodos de pré-incubacdo referente ao ensaio de

redugdo do MTT e violeta cristal + desvio padréo.

Na resina R3, por observacdo do grafico 12 e tabela 14, podemos concluir que a
percentagem de viabilidade celular é maior quando o periodo de pré-incubacéo é de 5
dias comparativamente com os outros periodos de pré-incubacdo, ou seja, quanto mais
tempo a resina R3 estd em contacto com o meio de cultura a libertar 0os seus compostos

a citotoxicidade é menor.
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C.4. Comparacao da percentagem de viabilidade celular das diferentes resinas pré-
incubadas pelo mesmo periodo de tempo

Tabela 15. Médias das percentagens de viabilidade celular das células 3T3 quando em contacto com 0s

extratos das diferentes resinas com o mesmo tempo de pré-incubacéo referente ao ensaio de reducdo do

MTT e violeta cristal £ desvio padrdo. O p-value corresponde ao nivel de significancia entre as varias

resinas. (a), (b) e (c) corresponde aos sub-grupos homogéneos.

Tempo Tipo de Ensaio

MTT
24 Horas

VC

MTT
48 Horas

VC

MTT
72 Horas

VC

_ MTT
5 Dias
VC

R1

73,20 + 18,52
79,67 +11,81°
70,09 + 14,86°
41,01 + 8,39°
74,83 + 15,85
79,69 + 13,34°
74,54 + 25,89
80,38 + 23,34
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Tipo de Resina

R2

66,72 + 12,55
63,56 + 14,45
66,85 *+ 33,86
49,86 + 8,64°
84,76 + 14,16"
74,21 + 17,58
89,88 + 25,09
87,66 + 31,48

R3

21,89 + 7,49°
25,76 + 7,50°
20,15 + 3,59
25,97 + 8,10°
27,02 +9,44°
37,89 + 15,47°
37,91 + 16,21°
43,83 +9,83°

p-value

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
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Grafico 13. Variancia das médias das percentagens de viabilidade celular das células 3T3 quando em contacto com os extratos da resina R1, R2 e R3 pré-incubados pelo
mesmo periodo de tempo referente ao ensaio de redugdo do MTT e violeta cristal + desvio padrao.
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Ao observar a tabela 15 podemos constatar que h& diferencas significativas na
percentagem de viabilidade celular quando as resinas sdo incubadas pelo mesmo

periodo de tempo.

As diferencas mais significativas sdo entre a resina R3 e a resina R1 e R2, a
citotoxicidade da resina R3 é mais elevada em todos os periodos de incubacao

comparativamente com a resina R1 e R2.

A menor percentagem de viabilidade celular é encontrada na resina R3, quando esta é
incubada durante 48 horas para o ensaio do MTT (20,15%) e para o0 ensaio do violeta
cristal nas 24 horas de incubagcdo, embora o resultado obtido as 24 horas
comparativamente as 48 horas neste ensaio seja insignificante (25,76% e 25,97%

respetivamente).

A maior percentagem de viabilidade celular é observada na resina R2 quando esta é
libertada por 5 dias (MTT —89,88% e VC — 87,66%).

A resina R1 as 24 horas e 48 horas de incubacdo apresenta maior viabilidade celular
comparativamente com a resina R2, mas quando as resinas séo incubadas por 72 horas e

5 dias a resina R2 apresenta maior viabilidade celular.

Na generalidade, nas 48 horas de incubagdo das trés resinas a viabilidade celular é
menor comparativamente com os outros periodos de incubacdo, querendo isto dizer que
guando as resinas estdo em contacto com o meio de cultura durante 48 horas o extrato é

mais citotdxico do que os extratos de libertacdo por 24 horas, 72 horas e 5 dias.

Mas por outro lado, ha diferencas significativas quando as resinas sdo incubadas por um
periodo de tempo maior, havendo diminuicdo do potencial de toxicidade.
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IV. DISCUSSAO

Os materiais dentarios onde se incluem as resinas utilizadas nas coroas provisorias
devem ser biocompativeis para minimizar os efeitos adversos nos tecidos periodontais
induzidos pelo contacto direto, assim foram desenvolvidos varios métodos para avaliar
e garantir a compatibilidade dos materiais antes de serem utilizados clinicamente. Os
resultados obtidos nos testes ndo dependem apenas do material em estudo mas também
do tipo de método utilizado (Schmalz, G., 2009).

Dentro dos teste de biocompatibilidade in vitro encontram-se os testes de citotoxicidade
que utilizam culturas de células para determinar o comportamento biolégico dos

materiais dentarios e/ou dos seu componentes (Jorge, Giampaolo, & Pavarina, 2004).

Os testes de citotoxicidade tém como vantagens permitirem uma rapida avaliacéo,
protocolos padronizados, produzem dados quantitativos e comparaveis e devido a sua
sensibilidade permitem também que 0s materiais toxicos sejam descartados previamente
aos testes in vivo em animais ou humanos (Vitral, Silva, Souza, Ferreira, & Vitral,
2008).

No presente estudo foram testados os efeitos citotoxicos de trés resinas: Protemp 4™ -
3 M ESPE, Structur 3® - VOCO e Tab 2000° - KERR usadas na confecdo de
restauracdes provisorias em protese fixa quando em contacto com fibroblastos gengivais
tendo sido utilizados diversos ensaios in vitro como o ensaio de reducdo do MTT e do

violeta cristal.

O ensaio do MTT e violeta cristal s&o ensaios colorimétricos que permitem quantificar o
numero de células viaveis presentes nas culturas celulares ap6s incubagdo com os

compostos citotdxicos (Ishiyama, et al., 1996).

As células utilizadas neste ensaio foram os fibroblastos 3T3 de murganho, que sdo
consideradas células de referéncia para este tipo de testes uma vez que pertencem a uma
linha celular permanente que sdo faceis de ampliar e 0 seu comportamento é conhecido,

consistente e constante (Schmalz, G., 2009).
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Apos revisdo bibliogréfica concluiu-se que ndo existem estudos publicados que testem a
citotoxicidade das resinas utilizadas no presente trabalho, mas apenas resinas de outras
marcas que tém constituicdo quimica semelhantes a estas ou 0S compostos

isoladamente.

Com o objetivo de verificar qual o nimero de células apropriado para o nosso estudo,
foi feito um ensaio de otimizacdo do nimero de células, visto que as células dos pogos
controlo devem estar numa confluéncia de cerca de 80% nas placas de 96 pocos no dia
em que se adiciona o MTT para que o valor de absorvancia lido esteja dentro da lei de
Lambert-beer e os valores de absorvancia dos controlos sejam constantes. O nimero de
células escolhido para os ensaios subsequentes foi de 4x10° células por poco das placas

de 96 pocos.

Foram realizados varios ensaios, otimizando as condi¢fes experimentais, até se obter
um protocolo que nos levasse a resultados consistentes, para isso optdmos pela
realizacdo de dois testes de mensuracdo de citotoxicidade como o ensaio de reducdo do
MTT e o ensaio do violeta cristal para confirmar os resultados obtidos no primeiro.
Apbs o periodo de incubacdo com os compostos, as culturas celulares foram submetidas
entdo a esses dois ensaios para obtencdo das percentagens de viabilidade celular. Este
protocolo consistiu na incubacdo das células 3T3 com diferentes dilui¢des dos extratos
das resinas durante 24 horas, em que estas diluicbes eram obtidas pela adicdo de meio
de cultura aos extratos das resinas. Apos se ter verificado que as resinas eram toxicas
para os fibroblastos gengivais, quisemos testar se a libertacdo dos extratos para além das
24 horas provocavam respostas diferentes nos fibroblastos.

Os métodos por nos realizados foram baseados em estudos efetuados anteriormente bem
como pelos resultados que fomos obtendo ao longo do nosso estudo, assim sendo
nenhum protocolo publicado foi por nés seguido na integra tendo sido adaptado aos
nossos objetivos e questdes que foram colocadas ao longo do processo experimental.
Por esta razdo nédo é possivel comparar os valores nominais obtidos neste estudo com

valores obtidos noutros estudos.

Apbs analise estatistica, verificou-se que as trés resinas utilizadas neste estudo sdo
citotoxicas para os fibroblastos gengivais. A resina que provocou maior morte celular

foi a resina composta & base de dimetacrilato de uretano (Structur 3®), e a que provocou
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menor morte celular foi a resina composta de bis-acrilico (Protemp 4™). Verificou-se
também que todas as resinas tém um efeito dose-dependente, ou seja, 0 aumento da
concentracdo das resinas em contacto com os fibroblastos, leva a um aumento da sua

taxa de morte celular.

A norma 1SO 10993-5:2009 (2009) classifica os graus de citotoxicidade dos materiais
como ndo-citotoxicos quando a viabilidade celular é maior que 75%, ligeiramente
citotoxico quando é entre 50 a 70%, moderadamente citotoxico entre 25 e 50% e
altamente citotoxico quando é menor que 25%. Segundo os resultados obtidos neste

estudo as resinas a base de bis-acrilico (Protemp 4™

) e polimetil metacrilato
(Tab2000°) sdo classificadas como ligeiramente citotoxicas uma vez que a percentagem
de viabilidade celular é respetivamente 73,20% e 66,72% e a resina a base de
dimetacrilato de uretano (Structur 3®) apresenta uma viabilidade celular de 21,89%

sendo classificada como altamente citotdxica.

A toxicidade dos componentes dos materiais ndo foi avaliada separadamente, o0s
materiais testados estavam nas formas de produtos finais independentemente da

diversidade de ingredientes utilizados na sua composicao.

Alguns estudos tém sido realizados para pesquisar os efeitos citotdxicos dos acrilatos e
metacrilatos das resinas, demonstrando uma relacdo entre a sua composic¢ao quimica e o
grau de citotoxicidade. A constituicdo quimica das resinas por norma ndo é totalmente
conhecida, pois hd mondémeros desconhecidos que sdo protegidos pelas patentes das
marcas o que dificulta uma identificagio dos componentes que provocam a
citotoxicidade (Ulker, et al., 2009).

Estudos realizados por Yoshii (2007) e Gauthier et al (2007) demonstram que 0s
acrilatos onde se incluem os mondémeros de dimetacrilato de uretano e o Bis-GMA sé&o
mais toxicos que os metacrilatos como o polimetil metacrilato, que segundo 0s nN0ssos
resultados podemos chegar a mesma concluséo visto que a resina que provou ser mais
toxica é a resina composta a base de dimetacrilato de uretano, independentemente da

concentragéo.

O grau de conversdo dos monomeros a polimeros é influenciado pelo tipo de
monomero, temperatura de polimerizacdo, exposicdo ao oxigénio, alguns iniciadores e

particulas de carga que segundo Kim & Watts (2004) depois da polimerizacdo, 0s
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mondmeros ndo polimerizados das resinas compostas bis-acrilico podem afectar as
propriedades fisicas e mecéanicas bem como a biocompatibilidade, podendo causar
efeitos citotoxicos na polpa e na mucosa oral e consequentemente inflamagdo ou

recessdo gengival.

Segundo, Chaves , Machado, Carlos, Giampaolo, Pavarina, & Vergani (2010) os
monomeros ndo polimerizados das resinas influenciam a biocompatibilidade destas,
podendo ser responsaveis por irritacdo quimica local, hipersensibilidade, sinais de

inflamacéo da mucosa, vesiculas e ulceracao.

Labban et al (2008) demonstrou que os materiais a base de metil metacrilato apresentam
menor toxicidade apds reacdo de polimerizacdo comparativamente com a forma de
monomeros sem serem polimerizados e a pré incubacdo de resinas de PMMA com meio
de cultura contendo soro segundo, Gough & Downes (2001) também diminui a
citotoxicidade. No nosso estudo foram utilizadas as resinas apds reacdo de
polimerizagdo, o que pode explicar o baixo grau de citotoxicidade da resina Tab 2000°
comparativamente com os resultados obtidos em estudos anteriores com 0s monomeros

na forma pura.

E de salientar que estas resinas quando sdo utilizadas pelo método direto ou para
rebasamento das coroas provisorias contactam diretamente com os tecidos gengivais e a
reacdo de polimerizacdo ocorre em contacto com estes tecidos podendo provocar

inflamacéo ou recessao gengival.

Segundo, Goldberg (2008) os mecanismos de citotoxicidade estdo relacionados em
primeiro lugar com a libertagdo a curto prazo de monémeros livres que ocorrem durante
a conversdo de mondmero-polimero e em segundo lugar, pela libertagcdo a longo prazo
de substancias lixiviaveis provocadas pela degradacdo ao longo do tempo do material.
Este autor defende que a citotoxicidade das resinas é dose-dependente, tal como a
citotoxicidade vai diminuindo ao longo do tempo em que nos periodos logo apds a
polimerizacédo ha libertacdo de monomeros néo ligados e alteram processos metabolicos

das células.

Schedle, et al. em 1998 realizou um estudo em que testou a citotoxicidade de resinas e
demonstrou que a toxicidade era maxima imediatamente apds a polimerizacao e 0s seus

efeitos eram reduzidos quando as resinas eram pré-incubadas por um periodo de 1, 2,7
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dias e 6 semanas. Moharamzadeh, Brook, & Noort em 2009, também realizaram um
estudo em que usaram 0s extratos de resinas compostas e resinas de metacrilato com

diferentes periodos de pré-incubacdo e concluiram que a toxicidade também diminui.

Nestes trabalho também se comprovou que os diferentes periodos de pré incubacdo de
24 horas, 72 horas e 5 dias das resinas provocam aumento na viabilidade celular, exceto
as 48 horas que ha& diminuicdo da viabilidade celular comparativamente com as 24

horas.

Segundo, Gociu, et al.(2013) quando as células utilizadas nos testes de citotoxicidade
estdo em contacto com materiais ndo toxico o crescimento € normal, proliferando ao
longo do tempo e ndo h& morte celular, enquanto que se os materiais forem citotdxicos
como € o caso das resinas utilizadas para a confecdo de coroas provisérias as células
param o crescimento, exibem fendmenos de alteracdes bioquimicas e moleculares, o

que é traduzido pela diminuicdo da viabilidade celular.

A citotoxicidade das resinas esta relacionada com alteracdes na estrutura basica das
células, como a integridade da membrana e funcbes celulares como atividade

enzimatica e a sintese de macromoléculas (Gautam, et al., 2012).

Vaérias hipdteses tém sido colocadas para tentar explicar o que provoca a diminui¢édo da
viabilidade celular quando as células sdo colocadas em contacto com o dimetacrilato de
uretano, segundo um estudo realizado por Nassiri et al (1994) a concentracdo destes
compostos alteram o ciclo celular funcionando como citostatico ou citotoxico e que
doses mais baixas de concentracdo produzem perturbagdes menores no ciclo celular e

sdo apenas citostatico.

Por outro lado, Gauthier, Simard, Zhang, & Zhu, (2007) afirma que a diminuigédo da
viabilidade celular esta relacionada com fendmenos de necrose celular. Pela anélise
microscopica das células, quando em contacto com a resina composta a base de
dimetacrilato de uretano podemos concluir que esta resina tem um grande grau de

citotoxicidade, alterando a estrutura e morfologia das células.

As restauracdes provisorias sdo um elemento de grande importancia no tratamento

restaurador fixo, h& requisitos que devem ser cumpridos para ser possivel alcan¢ar uma
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restauracdo definitiva satisfatoria. Cada vez mais 0s pacientes sdo exigentes com a

estetica assim, sdo desenvolvidos novos materiais com propriedades melhores.

A estética da reabilitacdo fica comprometida se os tecidos gengivais circundantes ndo
estiverem saudaveis, se houver inflamacdo ou recessdao gengival, como tal os materiais

utilizados durante esta fase ndo devem provocar reag0es adversas nos tecidos.

Estudos futuros devem ser desenvolvidos de forma a avaliar quais os constituintes
quimicos que se encontram nos extratos das resinas e avaliar qual o fendomeno celular
que ocorre para diminuicdo da viabilidade celular quando em contacto com as resinas.
Bem como, estudos citoldgicos esfoliativos em doentes portadores de coroas provisorias

e inclusive seguir para o passo seguinte onde se incluem os estudos em cobaias.
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V. CONCLUSAO

Perante os diversos resultados obtidos ao longo do presente estudo e tendo em conta as
limitacdes associadas a este podemos aceitar a hipétese alternativa: ha diferencas nas
reacOes de citotoxicidade dos fibroblastos da linha celular 3T3 de murganho quando em

contacto com as resinas bis-acrilico (Protemp 4™

), resina a base de dimetacrilato de
uretano (Structur 3®) e resina de PMMA, resina acrilica autopolimerizavel de polimetil

metacrilato (Tab 2000%).

e Os fibroblastos da linha celular 3T3 de murganho sdo sensiveis as resinas
testadas em todas as concentragdes, sugerindo os resultados a seguinte ordem de
citotoxicidade: Protemp 4™ < Tab 2000® < Structur 3°;

e As trés resinas apresentam um efeito dose-dependente, ou seja, quanto maior a
concentracdo de resina em contacto com as células maior o seu poder citotoxico;

e A resina Structur 3° (resina composta de UDMA) é a resina mais citotoxica
independentemente da sua concentracdo, provocando alteracdes na morfologia
das células 3T3;

e Diferentes tempos de pré-incubacdo das resinas provocam diferencas na
citotoxicidade;

e Um maior tempo de pré-incubacdo das resinas diminui o poder de citotoxicidade
destas;

e As trés resinas com um periodo de pré-incubagdo de 72 horas provocam uma

taxa de morte celular menor que as resinas pré-incubadas durante 24 horas.
Devem ser realizados mais estudos de forma a avaliar o comportamento dos tecidos em

contacto com estes materiais, bem como avaliar 0s componentes das resinas que

provocam a citotoxicidade isoladamente.
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