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RESUMO

Introducdo: A polimerizacdo das resinas ndo é completa pelo que ocorre a libertacdo
para 0 meio dos mondémeros que as constituem. Uma vez que muitos destes sdo toxicos

e tém efeitos adversos nos tecidos é fundamental saber a constitui¢do das resinas.

Objetivo: Determinar alguns dos monémeros das resinas TAB 2000®, Protemp 4™ e

Structur 3®.

Metodos: As resinas foram preparadas de acordo com as instrucdes do fabricante e
segundo o método sink-in. Foram analisados os mondmeros hidroxietil metacrilato
(HEMA), trietilenoglicol dimetacrilato (TEGMA), metil metacrilato (MMA) e
dimetacrilato de uretano (UDMA). Os extratos das amostras foram analisados por
Cromatografia Liquida de Elevada Eficiéncia (HPLC) ap6s periodos de incubacéo de 24

horas, 7 dias e 14 dias.

Resultados: A resina TAB 2000® ¢ constituida por MMA e TEGMA; a Protemp 4™
por TEGMA e UDMA; e a Structur 3® por TEGMA, MMA e UDMA. A TAB 2000®¢é
aquela que liberta monémeros em maior concentracdo. O UDMA atinge concentracdes
mais elevadas na Structur 3®. E nas primeiras 24 horas que a variacdo da concentracao
dos mondmeros é maior, seguida de um aumento até aos 7 dias e uma diminuicdo até

aos 14 dias em todos 0s mondmeros da Structur 3® e do TEGMA na resina TAB 2000°.

Conclusdo: Os materiais estudados libertaram mondmeros residuais em concentracdes
toxicas. A resina TAB 2000® é constituida por MMA e TEGMA; a Protemp 4™ por
TEGMA e UDMA,; e a Structur 3® por TEGMA, MMA e UDMA. A TAB 2000® ¢
aquela que liberta 0s mondmeros em maior concentracdo. As taxas de libertacdo dos
monomeros tendem a seguir um modelo enzimatico, atingindo um equilibrio ao final de

7 dias. E nas primeiras 24 horas que h4 uma maior libertacdo dos monémeros.

Palavras-chave: HPLC; mondmero; provisoria; resina






ABSTRACT

Introduction: The polimerization in resins is not completed, therefore monomersse are
released to the environment. Due to the fact some of these monomers are toxic and have

side effects in tissues, it is fundamental to characterized the resin.

Objective: To study and to determine some of the monomers of the resins TAB 2000°,

Protemp 4™ e Structur 3®.

Methods: Materials were prepared according to the manufacturers™ instructions by a
sink-in method. The analyzed monomers were hydroxyethyl methacrylate (HEMA),
triethylene glycol-dimethacrylate (TEGMA), methyl methacrylate (MMA) and urethane
dimethacrylate (UDMA). Analysis of the substances was performed by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC), after incubation periods of 24 hours, 7
days and 14 days.

Results: TAB 2000® resin is made of MMA and TEGMA; Protemp 4™ is made of
TEGMA and UDMA; and Structur 3® is made of TEGMA, MMA and UDMA. TAB
2000® is the one with the highest concentration of eluted monomers. UDMA
concentration is higher on Structur 3®. In the first 24 hours, the concentration variation
of all Structur 3® monomers and TEGMA on TAB 2000®, is the highest, increasing until
the 7th day and decreasing afterwards until the 14th day.

Conclusion: The studied materials release residual monomers in toxic concenrations.
TAB 2000® is made of MMA and TEGMA; Protemp 4™ is made of TEGMA and
UDMA,; and Structur 3®is made of TEGMA, MMA and UDMA. TAB 2000®is the one
with the highest concentration of eluted monomers. The monomers release rate is
similar to an enzimatic model, where the equilibrium is at the 7th day. In the first 24

hours the elution of the monomers is the highest.

Key-Words: HPLC, monomers, provisional, resin
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Introducao

I. INTRODUCAO

A protese fixa é uma area da Medicina Dentaria que permite a reabilitacdo total ou
parcial de dentes danificados ou perdidos recorrendo a diferentes tipos de materiais,
desde o metal fundido a ceramica. Pode abranger a restauracdo de uma Unica peca
dentéria ou a reabilitacdo de uma arcada completa. O objetivo é restabelecer fungdes
mastigatdrias, estéticas e oclusais. Para que o tratamento seja bem sucedido é necessario
um bom planeamento do caso assim como conhecimentos solidos dos aspetos
bioldgicos e mecanicos dos materiais a aplicar, devendo o clinico ter um olhar critico

sobre a multidisciplinaridade do caso (Schillinburg et al., 2012).

Quando um doente se submete a um tratamento de reabilitacdo por prétese fixa, desde o
comeco do tratamento até a cimentacdo final da peca, confeccionada em laboratorio,
decorre um periodo de tempo que pode ser mais ou menos alargado consoante o0 caso.
Durante este periodo, o dente deve estar protegido por uma restauracdo provisoria
(Michalakis, Pissiotis, Hirayama, Kang, & Kafantaris, 2006; Patras, Naka,
Doukoudakis, & Pissiotis, 2012). Em algumas terapias mais demoradas, como sejam a
periodontal ou ortodéntica, a restauracdo proviséria pode permanecer por um periodo
mais alargado, motivo pelo qual o termo restauracdo temporaria caiu em desuso
(Burns, Beck, & Nelson, 2003; Schillinburg et al., 2012).

Segundo o Glossary of Prosthodontic Terms,

"prétese ou restauracdo provisoria é uma protese dentaria ou
maxilofacial, fixa ou removivel, desenhada para melhorar a estética, estabilidade e/ou
funcdo, por um tempo limitado ap6s o qual deve ser substituida por uma protese

dentéaria ou maxilofacial fixa".

A restauragdo proviséria funciona ainda como um meio complementar de diagnostico,
uma vez que os parametros funcionais, oclusais e estéticos, assim como as limita¢des do
tratamento, vdo sendo identificados pelo clinico o que permitir a otimizacdo da

restauracao definitiva. Deve ser por isso semelhante a restauragédo definitiva que precede

19



Caracterizagdo dos Monomeros de Diferentes Resinas por HPLC

tanto em forma como em funcdo, diferindo desta apenas nos materiais utilizados
(Baldissara, Comin, Martone, & Scotti, 1998; Luthardt, StéRel, Hinz, & Vollandt, 2000;
Mathur et al., 2014).

Uma boa restauracdo provisoria devera cumprir principios biolégicos e mecanicos.
Assim, deverd proteger a polpa de variagcBes térmicas excessivas, ter margens bem
delimitadas e ser de facil limpeza para ndo lesar nem o periodonto nem provocar
inflamacéo do tecido gengival; devera estar em oclusdo com as demais pecas dentarias,
prevenindo a migracdo das mesmas e/ou desarmonias articulares ou neuromusculares;
ser resistente e retentiva para que se mantenha em boca pelo periodo necessério e por
fim e ndo menos importante, ser estética (Burns et al., 2003; Michalakis et al., 2006;
Patras et al., 2012; Schillinburg et al., 2012).

Para que a restauracdo apresente as caracteristicas desejadas, a escolha do material
provisorio deve ser adaptada ao caso, tendo em consideracdo as propriedades
mecanicas, fisicas e de manuseamento do mesmo. Deve ser tida ainda em atencéo a
biocompatibilidade e as complicacdes inerentes ao ato clinico como a libertacdo de
calor e de mondmeros residuais durante a reacao de polimerizagdo do material (Patras et
al., 2012).

O material dentario ideal deve ter baixa contracdo de polimerizacdo, ser resistente a
fratura e fadiga de modo a manter a forma e funcdo durante o periodo necessario; ser
resiliente para resistir as forcas provocadas pela mastigacdo; ter baixa condutividade
térmica; apresentar estabilidade dimensional em qualquer momento nomeadamente
durante variacdes térmicas; ter boa adaptacdo marginal, ser de facil polimento e ter boas
caracteristicas de translucidez e transparéncia para mimetizar os tecidos orais; ser
biocompativel, ndo produzindo téxicos durante a manipulacdo e ap6s a polimerizagdo
(Burns et al., 2003; Michalakis et al., 2006; Patras et al., 2012). Apesar dos materiais
dentarios hoje em dia terem a maioria destas caracteristicas, nenhum as tem na
totalidade (Anusavice, Shen, & Rawls, 2012).
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Entende-se como biocompatibilidade a capacidade do material, que executa as suas
funcdes de acordo com a terapia médica instituida, induzir uma resposta adequada do
hospedeiro (Gautam et al., 2012).

A irritacdo da mucosa oral pode ser causada pelo contacto intimo entre o material
restaurador e as células epiteliais, sendo este um dos efeitos locais mais frequente e
adverso (Gautam et al., 2012). Esta situagdo ocorre principalmente quando as coroas
apresentam linhas de terminacdo infragengivais e/ou quando a coroa provisoria tem
também funcbes de guia dos tecidos periodontais, funcionando como matriz para
cicatrizagcdo dos mesmo, permitindo a criagdo de um perfil de emergéncia adequado.
Desta forma, ird ocorrer uma melhor adaptacdo futura dos tecidos a coroa definitiva
apesar de numa fase provisoria ocorrer irritacdo da mucosa. A adaptacdo da coroa
definitiva é particularmente importante em zonas estéticas (Borzangy, Labban, &
Windsor, 2013; Burns et al., 2003; Mathur et al., 2014).

Esta inflamacdo gengival parece estar relacionada tanto com o efeito citotdxico
provocado pela libertagdo dos mondmeros residuais dos materiais dentarios, que levam
a necrose dos tecidos, como pela mé adaptacdo marginal que promove a acumulagéo de
placa (Borzangy et al., 2013; Gautam et al., 2012).

1. COROAS PROVISORIAS

1.1  CONFECAO

As coroas provisdrias podem ser confecionadas atraves do método direto, em que a peca
é feita intraoralmente, pelo método indireto, extraoralmente ou ainda por um método
direto-indireto, onde a coroa é realizada extraoralmente mas o acabamento é feito em
boca. Podem ainda ser realizadas de uma forma individual ou podem ser coroas pré

fabricadas de policarbonato ou metal (Wassell, George, Ingledew, & Steele, 2002).
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A técnica direta tem como vantagens o encurtamento do nimero de consultas e o custo
mais baixo mas uma vez que a manipulacdo dos materiais é feita intraoralmente, a
visibilidade é mais reduzida e ha presenca de saliva. Tem ainda como desvantagem o
facto dos materiais utilizados nestas técnicas, libertarem monomeros residuais que sdo
prejudiciais & polpa e por terem uma reacéo de polimerizagéo exotérmica que pode levar
a pulpite ou mesmo a necrose do dente (Michalakis et al., 2006). Estudos de Zach e
Cohen demonstraram que um aumento de 5.6°C leva a uma perda da vitalidade da polpa
na ordem dos 15%, um aumento de 11°C a uma perda de 60% e temperaturas superiores
a 16.6°C leva a necrose de 100% da polpa (Zach & Cohen, 1965). Desde entdo varios
estudos tém sido feitos para avaliar a libertagdo de calor durante a polimerizacdo de
diversos materiais dentarios e todos eles indicam que todos os materiais sofrem uma
reacdo exotérmica, sendo as resinas acrilicas de polimetacrilato (PMMA) as que
libertam mais calor, seguidas das de polietilmetacrilato (PEMA) e posteriormente as
resinas compostas bis-acrilicas (Kim & Watts, 2004a; Michalakis et al., 2006).

Ja a técnica indireta permite uma melhor manipulacdo do material assim como uma
melhoria das propriedades mecénicas e adaptagdo marginal, mas exige equipamento
especifico, o que a torna mais cara e mais demorada (Patras et al., 2012). Tem como
grande vantagem evitar a reacdo exotérmica associada a polimerizacdo dos materiais

que lesione a polpa dentaria uma vez que esta nao ocorre em boca.

As coroas pré fabricadas podem ser de policarbonato ou de metal. Existem com
diferentes tamanhos e sdo escolhidas segundo a anatomia de cada dente, embora haja
um limite de tamanhos possiveis. As coroas pré fabricadas de policarbonato funcionam
como uma matriz para o dente ja preparado e sdo posteriormente finalizadas pelo
Médico Dentista com resinas acrilicas (S.-Y. Lee, Lai, & Hsu, 2002). A escolha desta
técnica implica uma maior margem de erro uma vez que o tratamento ndo € tdo

personalizado (Burns et al., 2003).

Na confegéo de coroas individualizadas recorre-se a utilizagdo de matrizes, chaves de

silicone, feitas com diferentes materiais de impressdo, que servem de guia para a
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execucdo das coroas provisorias. Estas podem reproduzir o dente existente em boca ou
reproduzir o dente feito através do enceramento de diagndstico. Esta chave deve
estender-se a pelo menos um dente a montante e a jusante do dente a reabilitar (Burns et
al., 2003).

1.2.  MATERIAIS DE CONFECAO

Os materiais utilizados para a confecdo de coroas ou pontes provisorias pertencem a
dois grandes grupos que se distinguem pela sua natureza quimica. O primeiro grupo
inclui as resinas acrilicas a base de metacrilatos sendo as mais comuns as
polimetilmetacrilato (PMMA), as polietilmetacrilato (PEMA) e as polivinilmetacrilato
(PVEMA) e o segundo grupo inclui as resinas compostas bis-acrilicas e o0s
dimetacrilatos de uretano fotopolimerizaveis (VLC, visble light cured) (Balkenhol,
Mautner, Ferger, & Wdstmann, 2008; Burns et al., 2003; Michalakis et al., 2006; Patras
etal., 2012).

Os materiais de confecdo podem ainda ser classificados segundo a sua reacdo de
polimerizacdo em autopolimerizaveis, se o fator iniciador da reacdo for quimico,
termopolimerizavéis, se o fator iniciador for térmico como por exemplo a 4gua quente, e
fotopolimerizaveis, se o fator iniciador for a luz visivel. Estes materiais podem ainda ser
classificados como dual, quando sdo auto e fotopolimerizaveis (Altintas, Yondem, &
Tak, 2008; Bettencourt et al.,, 2010). As resinas acrilicas sd0 na sua maioria
autopolimerizaveis e as resinas compostas autopolimerizaveis ou dual (Balkenhol,
Mautner, et al., 2008).
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1.2.1 RESINAS ACRILICAS A BASE DE METACRILATOS

PMMA (polimetil metacrilato)

Desde os anos '40 que o material mais utilizado em Medicina Dentaria na confecdo de
coroas provisorias sdo as resinas acrilicas de polimetil metacrilato. Estes materiais
apresentam-se sob a forma de po-liquido e exigem uma manipulacdo manual. O
componente liquido corresponde ao metil metacrilato (MMA) ndo polimerizado e o0 pé
corresponde a resina de polimetil metacrilato pré polimerizada na forma de micro
esferas. Quando estes dois componentes se misturam nas proporc¢des adequadas, forma-
se uma pasta que ira polimerizar (Anusavice et al., 2012; Balkenhol, Mautner, et al.,
2008; Mathur et al., 2014).

A porcdo liquida, para além de mondmeros de MMA que irdo ser a base para a
formacéo do polimero, contém também hidroquinona que funcionam como um inibidor
da polimerizacdo indevida. O p6 também contém peroxido de benzoilo, que funciona

como um iniciador da polimerizacao (Leggat & Kedjarune, 2003).

As PMMA apresentam elevada dureza e resisténcia a fadiga, sdo faceis de manusear e
tém boa estética que € mantida por longos periodos. Apresentam-se com variadas cores
e graus de translucidez. Além disso, cor, caracteristicas dpticas e propriedades
dimensionais mantém-se estaveis na cavidade oral. Estas resinas tém como grande
vantagem permitirem o rebasamento da peca. Tém como desvantagens o facto de terem
uma elevada contracdo de polimerizacdo e uma elevada taxa de libertacdo de
monomeros residuais (Mathur et al., 2014; Wassell et al., 2002). As reacdes de
polimerizacdo exotérmicas podem danificar a polpa uma vez que podem provocar uma
subida da temperatura da polpa na ordem dos 7°C e, por isso, na aplicagdo destes
materiais pela técnica direta é necessario utilizar técnicas de refrigeracdo no dente ou
ndo permitir a polimerizacdo total da resina sobre o dente vital (Kim & Watts, 2004;
Michalakis et al., 2006).
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PEMA (polietil metacrilato)

As resinas de polietil metacrilato (PEMA) surgiram na década de “60 numa tentativa de
ultrapassar as desvantagens das resinas de PMMA. Também estas se apresentam sob a
forma po6-liquido, sendo o p6 o polimero e perdxido de benzoilo e a componente liquida
constituida por etil metacrilato. So bons materiais para utilizacéo intraoral uma vez que
a sua contracdo de polimerizacdo é menor e sofrem uma reacdo menos exotérmica do
que a das PMMA. Contudo tém uma dureza, resisténcia, estética e estabilidade de cor
piores, motivo pela qual as resinas de PMMA continuam a ser mais utilizadas (Mathur
et al., 2014; Wassell et al., 2002).

PVEMA (polivinil metacrilato)

As resinas de polivinil metacrilato também se apresentam na forma pé-liquido e apesar
de terem uma reacdo de polimerizacdo menos exotérmica do que as resinas de PMMA,
tém piores propriedades fisicas quando comparadas com as PMMA e com as PEMA,
motivo pelas quais sdo pouco utilizadas na confecdo de coroas provisorias tanto pelo
método direto como indireto (Mathur et al., 2014).

1.2.2 RESINAS COMPOSTAS

As resinas acrilicas de monometacrilatos tém vindo a ser substituidas por resinas a base
de dimetacrilatos: as bis-acrilicas e os dimetacrilatos de uretano fotopolimerizaveis.
Ambas se apresentam sob a forma pasta-pasta associado a um sistema de auto mistura, o

que facilita o seu manuseamento (Burns et al., 2003).
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Resinas Bis-Acrilicas

Na década de “60, Dr. Ray Bowen reforcou resinas de PMMA autopolimerizdveis com
particulas de ceramica, criando as resinas compostas bis-acrilicas, sendo estas, por isso,
constituidas por uma matriz organica e particulas inorganicas (Peutzfeldt, 1997). O
polimero que se forma & muito estavel, duradouro e estético, assemelhando-se aos
compositos utilizados nas restauracOes diretas em Dentisteria Restauradora. Uma das
suas grandes vantagens prende-se com o facto da sua reacdo exotérmica ndo atingir
temperaturas tdo altas como a das PMMA (Burns et al., 2003; Peutzfeldt, 1997; Wassell
etal., 2002).

As resinas bis-acrilicas sdo compostas por um conjunto vasto de mondmeros
multifuncionais como o bisfenol A-metacrilato de Glicidila (Bis-GMA) ou o homologo
etoxilato Bisfenol A Dimetacrilato (Bis-EMA) (Kerby, Knobloch, Sharples, &
Peregrina, 2013).

Dimetacrilatos de Uretano Fotopolimerizaveis

Mais recentemente surgiram as resinas de dimetacrilatos de uretano que ndo utilizam
Bis-GMA e apresentam boas propriedades mecanicas. Tal como acontece nas demais
resinas compostas, estas tém particulas de silica o que faz diminuir a sua contracdo de
polimerizacdo. S&o materiais mais resistentes as forgas mecénicas do que os
monometacrilatos e as resinas bis-acrilicas pois apresentam uma maior flexibilidade que
Ihes € conferida pelas ligacdes de uretano dentro do polimero. Existem numa maior
variedade de cores e tém uma razoavel estabilidade de cor apesar de também

pigmentarem (Kerby et al., 2013).
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1.3. PROPRIEDADES DOS MATERIAIS

Quando se escolhe o material com o qual se vai fazer a reabilitagdo fixa provisoria, é
necessario ter algumas caracteristicas em atencdo como sejam a adaptacdo marginal,

estabilidade de cor, resposta pulpar e citotoxicidade.

Adaptacao Marginal

As restauracfes provisorias devem apresentar uma boa adaptacdo marginal uma vez que
é esta que vai proteger o dente de estimulos térmicos, quimicos e bacterianos. Quanto
menor for a contracdo, melhor sera a adaptagdo. A contracdo de polimerizacdo depende
da resina uma vez que a densidade do polimero e dos mondmeros € diferente nas varias
resinas (Burns et al., 2003; Patras et al., 2012). Nos estudos de Lepe et al. conclui-se
que esta contracao é de 6% para as PMMA e de 1-2% para as resinas compostas (Lepe,
Bales, & Johnson, 1999). Assim, seria expectavel que as resinas compostas bis-
acrilicas, por terem uma menor contracdo de polimerizacdo, estivessem associadas a
uma melhor adaptacdo marginal comparadas com as de PMMA. No entanto, nos
estudos de Balkenlol et al., as resinas & base de monometacrilatos tiveram uma melhor
adaptacdo marginal primaria do que as resinas a base de dimetacrilatos. Ainda, resinas
compostas a base de dimetacrilatos de marcas diferentes também apresentaram
diferencas significativas entre si na adaptacdo marginal, o que ja ndo aconteceu com as
resinas de PMMA. Os autores associam tal facto a influéncia que os diferentes
dimetacrilatos e as suas percentagens tém na adaptacdo marginal das resinas compostas
(Balkenhol, Knapp, Ferger, Heun, & Wadstmann, 2008). Contracdo de polimerizacédo e
adaptacdo marginal ndo sdo diretamente proporcionais uma vez que a contracdo de
polimerizag&o é por vezes compensada pelo aumento volumétrico do material; o tipo de
confecdo da peca dentaria também influencia esta adaptacdo sendo que coroas
confecionadas com PMMA ou PEMA pelo método indireto apresentam uma adaptacdo
significativamente melhor do que as feitas pelo método direto (Burns et al., 2003; S. H.
Kim & Watts, 2004).
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Dureza e Resisténcia

As coroas provisorias também tém de ter dureza e resisténcia a fractura. Quanto mais
tempo se previr a permanéncia da restauracdo na boca e quanto maior for a reabilitacdo,
maior serd esta necessidade. As resinas a base de monometacrilatos apresentam uma
menor dureza e uma maior resisténcia a fractura, isto é ttm uma elasticidade superior as
das resinas compostas. Como tal, sdo mais resistentes ao "stress" mastigatorio e por isso
mais duradouras (Kim & Watts, 2007; Poonacha, Poonacha, Salagundi, Rupesh, &
Raghavan, 2013).

Cor

No que a estética diz respeito, a estabilidade de cor é um fator importante no sucesso da
coroa provisoéria. Pretende-se pois que a pe¢a nao sofra alteragdes de cor com o tempo.
No entanto todos os materiais dentarios estdo sujeitos a mecanismos de absorcdo e
adsorcdo dos pigmentos presentes nos liquidos em condi¢cBes ambientais. Também a
porosidade, o polimento da superficie da restauracdo e habitos de higiene oral vao
influenciar a pigmentagéo destas restauragdes. As PMMA parecem ter uma estabilidade
de cor superior as resinas compostas autopolimerizaveis embora alguns estudos
demonstrem que as resinas bis-acrilicas sejam mais resistentes a descoloracdo quando
submetidas a irradiacdo ultra violeta. O café é um dos liquidos estudados que mais
pigmenta as resinas acrilicas. (Bayindir, Kurkli, & Yanikoglu, 2012; Sham, Chu, Chai,
& Chow, 2004; Wassell et al., 2002).

Libertacdo de calor

Na escolha do material dentario provisorio € importante avaliar a libertacao de calor, ou
seja, a extensdo da reacdo exotérmica do material, uma vez que agressdes quimicas ou
térmicas podem provocar pulpite reversivel ou irreversivel ou até mesmo necrose da
polpa. Um estudo comparativo sobre a libertacdo de calor de resinas acrilicas e resinas

compostas mostra que estas ultimas libertam significativamente menos calor do que
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resinas de PMMA. No entanto, ndo é possivel fazer conclusdes sobre eventuais lestes
pulpares em situacdo clinica, uma vez que o estudo ndo tem em consideracao variaveis
como a conducdo térmica dos materiais em questdo (Altintas et al., 2008). Também, nos
estudos de Michalakis, a resina de PMMA estudada foi aquela que apresentou uma
reacao exotérmica mais extensa, quando comparada com outras resinas acrilicas, bis-
acrilicas e resina de dimetracrilato de uretano. Curiosamente foi a resina composta de
dimetacrilato de uretano, que provocou 0 maior aumento de temperatura intrapulpar
quando comparado com as demais resinas: PMMA, PEMA e bis-acrilicas, sendo que
ndo tem uma reagdo exotérmica superior as outras. Os autores sugerem que tal se deve a
acumulacdo da energia libertada e & absorcdo da irradiacdo do material aquando da
polimerizacdo, ja que este material é fotopolimerizavel (Michalakis et al., 2006). A
quantidade de calor libertado depende ainda da quantidade de material provisorio
utilizado e do material que serve de matriz para a colocacdo da resina em boca, no
método direto (Altintas et al., 2008; Burns et al., 2003; Michalakis et al., 2006).

Rebasamento

As resinas de PMMA também sdo melhores do que as bis-acrilicas no que diz respeito
ao rebasamento uma vez que as pecas dentarias a base destes materiais podem ser
reparados e modificados, 0 que ja ndo acontece com as resinas compostas (Mathur et al.,
2014).

1.4. REACAO DE POLIMERIZACAO

As resinas sdo constituidas por diversas moléculas de baixo peso molecular, 0s
monomeros, que juntos formam uma macromolécula, o polimero. Estes materiais séo
amplamente utilizados em Medicina Dentaria uma vez que podem ser moldados,

adquirindo uma forma fixa ap6s polimerizacao.
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Nas resinas de PMMA, o polimero resultante é linear, sem reacGes duplas ou crosslinks;
nas resinas compostas o polimero tem uma macroestrutura mais ramificada, devido as

reacOes de crosslink (Anusavice et al., 2012).

A polimerizacgéo tem inicio na reacdo de radicais livres que séo libertados consoante o
tipo de polimerizagdo da resina. As PMMA sdo autopolimerizaveis enquanto as resinas
compostas podem ser auto ou dual. No caso das primeiras, a ativacdo da-se
normalmente por uma amina terciaria, que promove a libertacdo dos radicais livres do
iniciador, normalmente o peréxido de benzoilo, a temperatura ambiente, dando inicio a
reagdo do polimerizacdo. Na polimerizagdo dual, para além de iniciadores quimicos
existe ainda uma canferoguinona que gera radicais livres quando exposta a radiacdo
visivel, com comprimentos de onda na ordem dos 470nm (Anusavice et al., 2012;
Balkenhol, Mautner, et al., 2008; S.-Y. Lee et al., 2002).

A formacdo da cadeia polimérica estd dependente da estrutura dos monémeros que a
constituem assim como das condicdes de polimerizacdo. A medida que a polimerizago
vai ocorrendo, a cadeia e 0s seus constituintes tornam-se mais estaticos, com menos
mobilidade, ficando as moléculas presas nesta rede. Assim, a velocidade e capacidade
de polimerizacdo diminuem. Séo as ligagdes simples de carbono formadas durante a
polimerizacdo, a sua extensdo e crosslinking e a organizacao das cadeias entre si, que
vao determinar as propriedades dos materiais, nomeadamente a sua dureza (Floyd &
Dickens, 2006; Stansbury, 2012).

A selecdo dos mondmeros da-se com base na sua viscosidade, indice refractéario,
caracteristicas hidrofdébicas e hidrofilicas, reatividade e contribuicdo para o grau de
conversdo e densidade do polimero. Mais do que os grupos metacrilato, a estrutura e a
funcionalidade dos mondmeros determinam estas propriedades, que sofrem um efeito
aditivo quando sdo feitas misturas de monomeros. Assim, a escolha dos constituintes
das resinas tem como objetivo aumentar o numero de liga¢des cruzadas que se formam,
0 que leva a um aumento do médulo de elasticidade, dureza e resisténcia & adsor¢éo e

pigmentacéo (Stansbury, 2012).
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A libertacdo de produtos das resinas estd dependente da conversdo do monémero em
polimero e na quantidade de mondmeros existentes a partida. A taxa de conversdo
indica o nimero de ligacdes duplas insaturadas que sdo convertidas em ligaces simples
saturadas durante a polimerizacdo, ou seja, corresponde a percentagem de grupos
metacrilato que reagiram. A presenca de compostos residuais reflete as substancias
(mondmeros, aditivos, produtos da reacdo), que ndo estdo firmemente incorporados na
rede polimérica e podem consequentemente ser libertados. Ao serem libertados, estes
componentes podem provocar reacfes sistémicas ou locais. A concentracdo destes
monomeros residuais depende do método e ciclo de polimerizacéo e do tratamento pos
polimerizacdo. Regra geral, as resinas autopolimerizdveis tém mais monomeros
residuais do que as resinas fotopolimerizaveis (Gautam et al., 2012). Assim, as resinas
compostas, a base de dimetacrilatos, com polimerizacdo dual sdo preferiveis as

autopolimerizaveis.

1.4.1. MONOMEROS RESIDUAIS

As caracteristicas das resinas sdo dadas tanto pelos mondémeros que as constituem como
pelo tipo de polimerizacdo. A selecdo destes mondmeros vai influenciar a reatividade,
viscosidade, contracdo de polimerizacdo e a absorcdo de agua por parte dos materiais
dentarios (Krifka, Spagnuolo, Schmalz, & Schweikl, 2013; I. D. Sideridou &
Papanastasiou, 2007).

Os monomeros presentes nas resinas podem ser divididos em monometacrilatos: metil
metacrilato (MMA), hidroxietil metacrilato (HEMA), etil metacrilato (EMA) e iso-
butilmetacrilato (i-BMA), entre outros; e dimetacrilatos: Bis-GMA, Bis-EMA, UDMA
e trietilenoglicol dimetacrilato (TEGMA), entre outros (Balkenhol, Knapp, et al., 2008;
Wassell et al.,, 2002). As PMMA e PEMA sdo constituidas essencialmente por
monometacrilatos e as resinas compostas por dimetacrilatos (Anusavice et al., 2012;
Kerby et al., 2013).
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MMA

O MMA ¢ um éster de acido metacrilato amplamente utilizado na Medicina Dentaria.
As resinas de PMMA, como descrito previamente, surgem num sistema poé-liquido em
que o pd corresponde & base do polimero e o liquido ao MMA. Este monémero é
facilmente polimerizével por luz, calor, oxigénio, radiagdo ou agentes catalisadores.
(Leggat & Kedjarune, 2003; Yang, Chou, Chou, & Chang, 2003).

Bis-GMA, TEGMA e HEMA

Apesar da elevada dureza das resinas de PMMA, estas tendem a quebrar. Numa
tentativa de colmatar esse problema, os fabricantes introduziram os monémeros Bis-
GMA ou Bis-EMA como mondmeros base das resinas, que permitem o aumento da
flexibilidade da resina (Kerby et al., 2013). No entanto, estes materiais sdo altamente
viscosos 0 que dificulta 0 seu manuseamento. Assim, resinas a base dos mesmos tém
também na sua constituicdo mondmeros mais pequenos € menos Viscosos que
funcionam como diluentes, como por exemplo o TEGMA ou o HEMA (Durner,
Wellner, Hickel, & Reichl, 2012; 1. Sideridou, Tserki, & Papanastasiou, 2002;
Stansbury, 2012). Para além de funcionar como diluente, 0 HEMA facilita a penetracao
de moléculas como o Bis-GMA e UDMA em ambientes hidrofilicos como sejam a
dentina. Este monémero ndo tem a capacidade de formar uma matriz tridimensional
como o TEGMA, uma vez que apenas apresenta uma dupla ligacdo (Durner et al.,
2012).

O Bis-GMA ¢é um dimetacrilato desenvolvido especificamente para ser utilizado na
Medicina Dentéria, que apresenta uma viscosidade elevada. E preparado a partir de
bisfenol A (BPA) e metacrilato de glicidil (GMA). A sua elevada viscosidade deve-se a
formacdo de uma ligacdo de hidrogénio entre os grupos hidroxilo presentes no anel
aromatico (Burns et al., 2003; Lemon, Jones, & Stansbury, 2007; Stansbury, 2012).
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O Bis-GMA, por ser uma molécula com maior peso molecular do que 0 MMA, é menos
volatil e por isso sofre menos contracao de polimerizacdo e é menos tdxico uma vez que

a sua difusdo para os tecidos é menor (l. Sideridou et al., 2002).

O Bis-GMA e o Bis-EMA sao anélogos, diferenciando-se apenas em dois grupos
hidroxilo presentes nas extremidades do primeiro, o que lhe permite formar ligacdes de
hidrogénio mais fortes e ser consequentemente mais viscoso (I. Sideridou et al., 2002).
Devido ao facto do Bis-EMA ser menos viscoso do que o Bis-GMA, uma resina a base
de Bis-EMA podera dispensar a associacdo ao monomero TEGMA (Gongcalves,
Kawano, Pfeifer, Stansbury, & Braga, 2009).

Apesar da sua funcdo como diluente, a presenca de TEGMA piora as propriedades da
resina, fazendo aumentar a absorcéo de agua, contracdo de polimerizacao e a libertacao
de mondmeros residuais por parte destas resinas. Os fabricantes deparam-se assim com
um dilema entre as vantagens e desvantagens deste mondmero: se por um lado ele é
necessario para tornar a resina menos viscosa, 0 que ndo sO facilita o seu
manuseamento, como também aumenta o grau de converséo; por outro lado, 0 aumento
da contracdo de polimerizacdo associado ao TEGMA, vai levar a formacdo de espagos
vazios na resina, o que afeta negativamente a qualidade da resina (Floyd & Dickens,
2006; 1. Sideridou et al., 2002; Stansbury, 2012).

UDMA

O UDMA surge como uma alternativa a utilizacdo de resinas a base de associacfes de
Bis-GMA e TEGMA, uma vez que este € um dimetacrilato com peso molecular
semelhante ao Bis-GMA mas menos viscoso do que esse, ndo necessitando de ser
associado ao TEGMA (Balkenhol, Knapp, et al., 2008). Este monomero apresenta um
ou mais grupos uretano, dois grupos metacrilato nas suas extremidades e poucas
ligagBes de hidrogénio. Por ter poucas ligacBes de hidrogénio, é menos viscoso do que o
Bis-GMA mas devido a presenca de grupos uretano é mais viscoso do que o Bis-EMA

ou TEGMA. Estes grupos uretano conferem ainda ao mondémero uma maior
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flexibilidade, melhorando a rigidez das resinas. (Hsiao Hua Chang et al., 2014;
Peutzfeldt, 1997; 1. Sideridou et al., 2002; Stansbury, 2012).

Os polimeros a base de Bis-GMA ou UDMA tendem a ser hidrofilicos uma vez que
contém grupos polares hidroxilo e ligacbes ao grupo uretano, respetivamente, que
formam ligacGes de hidrogénio com a &gua. Isto pode levar & absor¢do de dgua o que
leva a diminuicdo das propriedades mecénicas destes materiais (Kerby et al., 2013).

1.5. DEGRADACAO DAS RESINAS E RELACAO COM O PERIODONTO

Os constituintes dos materiais dentarios podem-se libertar na cavidade oral devido a
polimerizacdo incompleta numa fase inicial e mais tarde por processos de degradacao
(Krifka et al., 2013; Van Landuyt et al., 2011).

A biodegradacdo define-se como a alteracdo das propriedades mecanicas, fisicas e
quimicas dos materiais. Diferentes fatores como as caracteristicas da saliva, a
mastigacdo e as alteraces quimicas e térmicas da dieta podem ser responsaveis pela
degradacdo das resinas acrilicas, provocando a libertacdo de compostos potencialmente
toxicos presentes nas resinas e alterando as suas propriedades (Bettencourt et al., 2010;
Gautam et al., 2012).

As resinas presentes na cavidade oral podem sofrer diferentes tipos de degradacéo:
quimica, tanto por hidrélise como por outras reacdes enzimaticas; ou fisica uma vez que
as moléculas de agua constituintes da saliva tém a capacidade de penetrar na rede
polimérica provocando a libertagdo de aditivos e/ou monémeros que ndo tenham sido
polimerizados. A hidrolise enzimatica pode gerar uma variedade de subprodutos
metabolicos, potencialmente toxicos, como por exemplo o acido metacrilico (Emmler et
al., 2008).

34



Introducao

A composicao das resinas € um fator muito importante na extensao da biodegradacéo
uma vez que, como ja referido anteriormente, os diferentes monémeros tém diferentes
graus de conversdo e contracdo de polimerizacdo. Resinas compostas a base de UDMA
tendem a sofrer mais degradacdo hidrolitica do que resinas compostas a base de Bis-
GMA (Bettencourt et al., 2010; Hsiao Hua Chang et al., 2014; Stansbury, 2012).

Os monomeros resultantes da polimerizacdo incompleta e biodegradagdo véo ser
libertados e interagir com os tecidos orais, levando a ocorréncia de processos
inflamatdrios (Krifka et al., 2013).

Tanto a inflamag&o gengival como a recessdo sdo eventuais problemas associados as
coroas e pontes provisorias e descritos na literatura (Donaldson, 1973; Luthardt et al.,
2000; Rakhshan, 2014). Donaldson nos seus estudos verificou que em 80% dos casos
avaliados ocorreu recessdo gengival, que esta estava dependente do tempo em que a
restauracdo se mantinha em boca e que em 1/3 dos casos, a colocagdo posterior da
restauracdo definitiva levou a uma recuperacdo do perfil gengival inicial (Donaldson,
1973). Ja Luthardt et al. verificaram um aumento de placa bacteriana associada a
restauracdes provisorias em prétese fixa mas sem que esta levasse a inflamacéo
gengival durante 37 dias (Luthardt et al., 2000).

A inflamacdo gengival esta associada a degradacédo do colagénio, que ocorre ao nivel da
gengiva aderida, nas zonas dos sulcos e de recessdo. Nestes locais, as células epiteliais,
como resposta aos estimulo dado pela presenca de produtos toxicos, produzem
interleucinas proinflamatérias que alteram a expressdo de metaloproteinases, proteinas
estas responsaveis pela remodelacdo da matriz extracelular de colagénio. Nos estudos
de Borzangy, verificou-se ainda que na presenca de resinas PMMA e PEMA
autopolimerizaveis, as células epiteliais produziam menos IL-3, interleucina que esta
associada a regulacdo da apoptose celular (Borzangy et al., 2013). Assim, pode ocorrer
a apoptose de células epiteliais 0 que leva a perda de gengiva aderida e/ou recessao e

consequentemente a um estimulo da resposta inflamatéria (Borzangy et al., 2013).
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Também a inflamacéo da polpa € um problema que advem da utilizacdo destes materiais
dentérios. Tal como descrito previamente, a libertacdo de calor durante a polimerizagao
pode lesa-la, levando-a & pulpite ou mesmo necrose. No entanto, a inflamagéo pulpar
pode ainda estar associada a uma reacdo imunologica como resposta a difusdo de
monomeros tdxicos como o0 TEGMA, HEMA ou UDMA até a polpa. Estes compostos
difundem-se pela dentina, provocando uma desregulacéo do ciclo celular e alteragcéo do
balanco redox das células presentes na dentina, o que pode culminar na apoptose das
mesmas (Hsiao Hua Chang et al., 2014; Schweikl, Spagnuolo, & Schmalz, 2006).

1.6. TOXICIDADE

A toxicidade dos materiais utilizados na Medicina Dentaria foi motivo de preocupacao e
de investigacdo ja que os monomeros libertados pelas resinas podem ser alergénicos e
provocar efeitos adversos locais e sistémicos. No entanto, ndo sdo s6 0s mondmeros,
mas também os aditivos e subprodutos destes que podem ser citotdxicos, genotoxicos

e/ou mutagénicos (Durner et al., 2012; Emmler et al., 2008).

Apesar de ainda ndo se compreender totalmente 0s mecanismos associados a
citotoxicidade destes materiais, varios estudos tém sido feitos nos ultimos anos que
atribuem o efeito nefasto dos monémeros residuais a trés grandes motivos: deplecéo de
glutationa nas células, aumento da producdo de subprodutos oxidativos (ROS), o que
leva a um descontrolo do balang¢o redox com consequente apoptose celular, e alteracdo
da transcricdo de ciclooxigenase-2 (COX-2) (H. H. Chang et al., 2012; Durner et al.,
2012; D. H. Lee, Kim, Lim, Lee, & Yang, 2009).

Todas as células tém intracelularmente subprodutos oxidativos, como o perdxido de
hidrogénio, superdxido e radicais hidroxilo. Estes sdo produzidos de forma enddgena e
exodgena. Uma vez que estes compostos sdo tdxicos, a célula tem um conjunto de
mecanismos protetores que utilizam diferentes moléculas, ndo enzimaticas e

enzimaticas, que permitem a sua protecdo. A glutationa € um dos antioxidantes néo
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enzimaticos que permite o controlo do balanco redox. Assim, quando 0s monémeros de
resina levam a deplecdo de glutationa, hd& um aumento de ROS e o balango entre
subprodutos oxidativos e moléculas antioxidantes é interrompido. A presenca destes
monomeros também leva ao aumento de ROS, que sdo compostos toxicos. Estudos
feitos em fibroblastos presentes na polpa dentaria sugerem que tanto o TEGMA como o
HEMA levam ao aumento da producgéo de ROS e deplecdo de glutationa o que provoca
um aumento do stress oxidativo da célula que pode levar a paragem do ciclo celular ou a
apoptose. Desta forma, estes mondmeros interferem nas vias de transducéo de sinal das
células (Becher et al., 2006; Krifka et al., 2013; Schweikl et al., 2006).

A combinacédo da deplecdo de glutationa, aumento de ROS intracelular e o consequente
aumento do stress oxidativo podem estar relacionados com a regulacdo da expressdo da

COX-2, o0 que leva ao aumento de uma resposta inflamatéria (D. H. Lee et al., 2009).

A COX-2 é uma enzima indutivel fundamental para a producdo de mediadores
inflamatdérios como as prostaglandinas, nomeadamente a PGg,. Esta enzima s é
expressa em situacdo de inflamacdo e é responsavel pelos processos inflamatorios
agudos e cronicos. A expressao da COX-2 é regulada por uma série de citoquinas como
alLl, IL6 e TNF, (H. H. Chang et al., 2012; Hsiao Hua Chang et al., 2014; D. H. Lee et
al., 2009).

Diversos estudos feitos em diferentes tipos celulares, apontam para uma relagéo positiva
entre a presenca de TEGMA e HEMA e o aumento da expressdo da COX-2. Nos
estudos de Lee (D. H. Lee et al., 2009), foi demonstrado que a presenca de ambos 0s
monomeros leva ao aumento da expressdo de COX-2, embora s6 o TEGMA tenha
levado ao aumento da producéo de PGe2 nas células. Os autores sugerem que 0 aumento
da expressdo de COX-2 induzida pelo HEMA n&o tenha sido suficiente para que se
verificasse um aumento na producdo da prostaglandina, apesar de ser observada
deplecédo de glutationa e aumento de ROS intracelular. As doses subletais de TEGMA
gue induziram a expressao da COX-2 foram 0.1-0.4mmol/L. Num outro estudo, Chang
e colegas (H. H. Chang et al., 2012), concluiram que as doses subletais de TEGMA

necessarias para induzir efeitos na expressdo do mRNA (acido ribonucleico mensageiro)
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e da proteina COX-2 foram de 1-5mmol/L, sendo que a concentracdo de 2.5mmol/L foi
aquela que mais aumentou a expressdo de COX-2. O autor atribui esta diferenca
significativa de concentragdes em relacdo ao estudo de Lee, ao facto de terem sido
estudadas células com metabolismos diferentes nos dois ensaios: o primeiro com células
da polpa humanas, ricas em fibroblastos, e o segundo com mondcitos de roedor. Ainda,
em células da polpa verificaram que quando expostos a 1-2.5mmol/L de TEGMA,
ocorre paragem do ciclo celular entras as fases G2/M e se as células forem expostas a
uma concentragdo mais elevada de 5mmol de TEGMA ocorre a paragem do ciclo
celular na fase S (H. H. Chang et al., 2012; D. H. Lee et al., 2009).

Recentemente, Chang et al. demonstraram que também o monémero UDMA estava
associada a regulacdo da expressdo da COX-2. Células pulpares em presenca de 0.25
mM de UDMA alteram a expressdo do mRNA e da prépria proteina COX-2 associada a
inflamacdo das células. Verificaram ainda que a concentragcdes de 0.35mM de UDMA,
as células da polpa eram afetadas, ocorrendo apoptose. Quando se introduziram
enzimas responsaveis pela degradacdo de ROS, a taxa de sobrevivéncia das células
pulpares foi superior o que indica uma associacdo entre a citotoxicidade do UDMA e a
producdo de ROS e/ou diminuicdo de glutationa (Hsiao Hua Chang et al., 2014). O
mesmo tipo de ensaios tinha sido feito anteriormente, utilizando como monémero o
TEGMA e os resultados e conclusdes foram semelhantes (D. H. Lee, Lim, Lee, Ahn, &
Yang, 2006).

Apesar da avaliacdo da toxicidade destes monémeros individualmente ser de extrema
importancia, em situacdes clinicas 0s mondmeros encontram-se numa mistura de
monOmeros uma vez que uma resina apresenta varios constituintes. Assim, Durner e
colegas (Durner et al., 2012), avaliaram a sinergia toxica de diferentes misturas de
mondmeros tendo concluido que a mistura Bis-GMA/TEGMA foi aquela que
apresentou um ECso! menor, logo, a mais toxica. Estas conclusdes corroboram estudos
anteriores que mostram que o Bis-GMA ¢€ individualmente 0 monémero mais tdxico,
seguido do UDMA, TEGMA, HEMA e por fim o0 MMA (Becher et al., 2006; Durner et
al., 2012; Geurtsen, Lehmann, Spahl, & Leyhausen, 1998).

1 ECso - half maximum effect concentration. Metade da concentragdo maxima necessaria para se
verificarem efeitos.
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Para além dos efeitos citotdxicos supracitados, 0 TEGMA, HEMA, Bis-GMA e UDMA
sdo mediadores de efeitos genotdxicos uma vez que por um lado afetam o mecanismo
de sintese de DNA (&cido desoxiribonucleico), e por outro lado levam ao aumento da
quantidade de ROS intracelular, produtos que estdo identificados como moléculas que
degradam o DNA. Associada aos monomeros HEMA e MMA nédo foi detetada
nenhuma mutacdo genética, embora a concentracdes elevadas de HEMA estejam
associados niveis altos de microntcleos?. Assim, o0 HEMA, pode também estar
envolvido em processos que levem a alteragdes do DNA, ainda por entender (Schweikl
et al., 2006).

O MMA é o monémero menos descrito como sendo citotoxico. E considerado um
agente irritante e sensibilizante, causando reagdes alérgicas tipo eczema tanto na
mucosa oral como na pele, podendo também ser toxico no ambiente de consultério
devido ao facto de ser volatil. Um dos riscos a ele associado é a dermatite de contato
resultante da manipulagdo das resinas de PMMA. Esta ocorre essencialmente por
mecanismos de ativacdo/desativacdo de enzimas e reconhecimentos de antigénios ao
interagir com proteinas a superficie da pele (Pemberton & Lohmann, 2014; Peutzfeldt,
1997).

Um estudo de Yang et al. (Yang et al.,, 2003) mostra que que o MMA inibe o
crescimento celular, dependendo da dose e do tempo de exposicdo, embora 0s
mecanismos moleculares afetados continuem desconhecidos. Poderéo estar associados a
alteracOes na transducgdo de sinal como regulacdo do metabolismo lipidico, producéo de
citoguinas, inibicdo da viabilidade celular via atividade mitocondrial ou mesmo por
inibicdo da sintese de DNA. Esta inibicdo é considerada mais uma forma de
citotoxicidade sendo prematuro falar em genotoxicidade. A concentracio de 9.33x10*
ugmL! foram encontrados efeitos citotdxicos em células de hamster (Yang et al., 2003).

Apesar de estar estabelecido que os mondmeros presentes nas resinas tém efeitos

toxicos, para poder ser feita uma correta avaliagdo da toxicidade dos materiais é

2 Microndcleos sdo fragmentos de cromossomas que ndo foram devidamente incorporados nas células
filha no processo de divisao celular. A sua presenca esta associada a aberragdes cromossomais.
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necessario saber quais as quantidades libertadas de cada componente e quais 0s valores
toxicos celulares dos monomeros separados e em diferentes misturas, para que desta

forma seja mimetizado o que ocorre clinicamente (Van Landuyt et al., 2011).

2. SEPARACAO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ELEVADA
EFICIENCIA - HPLC

A quantidade de mondmeros residuais pode ser medida por um conjunto de técnicas
como a espetofotometria de massa, cromatografia por gas e cromatografia liquida de
elevada eficiéncia (high performance liquid chromatogography, HPLC), sendo esta
ultima a técnica mais comum (l. D. Sideridou & Achilias, 2005; Van Landuyt et al.,
2011). Através deste método, os componentes das misturas sdo separados
sequencialmente, ao passarem pela coluna de cromatografia. Para posterior
identificacdo das moléculas separadas por HPLC recorre-se a avaliacdo dos picos de
absorvancia dos componentes da amostra que s6 é possivel se 0 método for previamente
calibrado através de curvas de calibracdo (Polydorou, Konig, Hellwig, & Kimmerer,
2009; Van Landuyt et al., 2011).

Estudos anteriores associam 0s materiais provisorios utilizados em Medicina Dentaria a
diferentes niveis de toxicidade e atribuem as diferencas aos diferentes monémeros
presentes. Quais 0s constituintes das mesmas e quais as taxas de libertacdo a eles
associadas ndo é claro uma vez que frequentemente esta divulgagdo esta protegida por
patentes (Ulker et al., 2009). Desta forma, pretende-se com este trabalho caracterizar
trés resinas utilizadas com regularidade na confecdo de coroas e pontes provisorias:
TAB 2000®, Protemp 4™ e Structur 3®, quanto a sua constituicdo e a taxa de libertagio
dos componentes ao longo de intervalos de tempo pré definidos. Para tal recorreu-se a

separacao cromatografica por HPLC.
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3. OBJETIVO

Este estudo tem como objetivo caracterizar trés resinas: TAB 2000® (Kerr), Protemp
4™ (3M ESPE) e Structur 3® (VOCO), através da identificacéo e quantificagdo dos seus

monomeros, bem como através da avaliacdo e comparacédo das suas taxas de libertagéo.

4. HIPOTESES EXPERIMENTAIS

HIPOTESE NULA

Ndo hé diferencas no tipo, concentracdo e taxas de libertacdo dos mondmeros
constituintes das trés resinas estudadas: resina de PMMA, TAB 2000%; resinas bis-

acrilicas, Protemp 4™ e Structur 3®.

HIPOTESE EXPERIMENTAL

Ha diferencas no tipo, concentracdo e taxas de libertacdo dos mondémeros constituintes
das trés resinas estudadas: resina de PMMA, TAB 2000®; resinas bis-acrilicas, Protemp

4™ e Structur 3°.
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Il. MATERIAIS E METODOS

1. MATERIAIS

1.1. RESINAS

No ambito deste trabalho foram avaliadas trés tipos de resinas utilizadas na confecéo de
restauracdes provisorias em protese fixa: TAB 2000®, resina acrilica autopolimerizavel

de polimetilmetacrilato; Protemp 4™ e Structur 3®, resinas compostas bis-acrilicas

autopolimerizaveis (Figura 1).

Structur 3

q,;/zus'

c)
Figura 1: a) resina de polimetacrilato TAB 2000%; b) resina composta bis-acrilica Protemp 4™ c) resina

composta bis-acrilica Structur 3.
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. Particulas de
MMA
TAB 209Q® Acrilica 5234699 (compgnente
(Ker, Italia) Autopolimerizavel 61770 liquido)
. Esferas
pré-polimerizadas
(componente pod)

. Polimero de
dimetacrilato
. Bis-GMA
46956 564280 . Particulas de
zirconio,
silica e silano
. Pigmentos

Protemp 4TM Composta
4 Bis-acrilica

(3M ESPE,
Germany)
Structur 3®

C_ompqs_ta 2504 1991295 | - AC|do_ metgcrlllco
Bis-acrilica multifuncional

(VOCO)

Tabela 1: Apresentacéo das resinas utilizadas no presente trabalho: TAB 2000®, Protemp 4™ e Structur
3®,

1.2. EQUIPAMENTO LABORATORIAL

Para a andlise e quantificacdo das solu¢des padrdo e amostras de resinas foi utilizado o
método por HPLC recorrendo-se a um cromatdgrafo Merck Hitachi LaChrom, com um
interface D-700, uma bomba L-7000, um detetor UV por vetor de diodos D-7400 e um
forno de coluna D-7350 (Figura 2). Os componentes de todas as solugcdes foram
separados através de uma coluna RP-18 Merck LiChrospher® 250-4 (250x4 mm, 5 pm,
250 bar) de fase reversa e uma pré coluna Merck (Darmstadt, Alemanha). O registo de

informacdo foi obtido através do software laChrome.
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Figura 2: Cromatdgrafo utlizado no presente trabalho.

Foi ainda utilizado material laboratorial comum como eppendorfs, micropipetas,

provetas e gobelés.

1.3. REAGENTES

Metilmetacrilato
(MMA); 99%

Aldrich Chemistry
(Steinheim, Alemanha)

M55909-25ML

2- hidroxietilmetacrilato
(HEMA); 99%

Aldrich Chemistry
(Steinheim, Alemanha)

477028-25ML

Trietilenoglicol dimetacrilato
(TEGMA); 95%

Aldrich Chemistry
(Steinheim, Alemanha)

261548-250ML

Dimetacrilato de uretano
(UDMA); 97%
mistura de isémeros

Aldrich Chemistry
(Steinheim, Alemanha)

436909-100ML

Acetonitrilo; 99.9%

Carlo Erba Reagents
(Val-de-Reuil, Franca)

D5D005305C

Agua desionizada;
R=18,2 MQ.cm

Millipore Synergy ®
UV SmartPak (Franca)

Tabela 2: Reagentes utilizados no presente trabalho.

45



Caracterizagao dos Mondmeros de Diferentes Resinas por HPLC

2. METODOS

2.1 PREPARACAO DAS RESINAS

A manipulacdo das resinas foi feita segundo instruc6es do fabricante. No caso da resina
TAB 2000®, a manipulacdo foi feita manualmente no copo fornecido pelo mesmo,
recorrendo a uma espatula reta dupla de metal (Medesy 675-3, Italia), tendo sido esta
também utilizada na colocacdo da resina nos moldes. Para as resinas compostas
Protemp 4™ 4 e Structur 3®, a manipulacio foi feita por pistolas em sistema de auto
mistura, fornecidas pelos respetivos fabricantes. Previamente a sua dispensa, uma
pequena quantidade de material foi desperdicado para avaliar a homogeneidade da

mistura.

As resinas foram colocadas num molde de aluminio com 16 formas cilindricas e
dimensdes 4mm/2 mm, com uma area de superficie total de 50 mm? (Figura 3),
colocado entre duas placas de petri rigidas. Apos polimerizacdo, as amostras foram
removidas da forma e polidas com discos de polimento Sof-Lex (3M ESPE). Decorridos
30 minutos de polimerizag&o, estas foram colocadas num eppendorf (método sink-in)
contendo uma solugéo de 1.5 mL de etanol a 75% e incubadas a 37°C (incubadora 2406
SHEL LAB Basic CO2 Jacketed Incubator, Shel Lab) por um periodo de tempo
variavel, consoante o tipo de ensaio. Segundo a guideline da Food and Drug
Aministration (FDA) dos Estados Unidos da América, estas sdo as condicfes que
melhor mimetizam o que ocorre na cavidade oral. As 24h, 7 dias e 14 dias, as amostras
foram retiradas da incubadora, os discos de resinas foram removidos dos eppendorf e as

solucdes colocadas a -21°C para futura analise por HPLC.
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Figura 3: Molde de aluminio utilizado para preparar as amostras do presente trabalho.

Na mistura de pé-liquido da resina TAB 2000®, foi utilizado o pd de cor light. A resina

Protemp 4™ e Structur 3® tinham cor A2.

Para melhor identificagdo das amostras, foram atribuidas siglas, letras i e nimeros, as

mesmas:
RA - TAB 2000® i - 12 réplica da mesma amostra 1 - tempo 24h (1 dia)
RB - Protemp 4™ i - 22 réplica da mesma amostra 7 - tempo 7 dias
RC - Structur 3® iii - 32 réplica da mesma amostra 14 - tempo 14 dias

Ex.: 1iRC7 - 22 réplica da resina C, medida aos 7 dias.

2.2. PREPARACAO DAS SOLUCOES PADRAO

A partir das solugbes puras dos monémeros MMA, HEMA, TEGMA e mistura de
isomeros de UDMA, foram feitas solugdes, em concentracdes de 1:50 (v/v), as quais
foram sucessivamente diluidas em AcN. Obtiveram-se assim solugdes 1/250, 1/500,
1/1000, 1/2000 e 1/4000, medidas posteriormente em HPLC de fase reversa (Tabela 3).
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HEMA 4.292E-3 | 2.146E-3 | 1.073E-3 | 5.365E-3 2.683E-3
MMA 3.744E-3 | 1.872E-3 9.36E-3 4.68E-3 2.34E-3
TEGMA 4.104E-3 | 2.052E-3 | 1.026E-3 5.13E-3 2.565E-3
UDMA 4.4E-3 2.2E-3 1.1E-3 5.5E-3 2.75E-3

Tabela 3: Concentraces das solucdes padrdo, em gmL™, dos mondmeros HEMA, MMA, TEGMA e
UDMA nas diluigdes 1:250, 1:500, 1:1000, 1:2000 e 1:4000.

2.3. OTIMIZAGAO DO METODO DE HPLC

Foi feita uma andlise cromatografica de uma mistura dos quatro monomeros estudados
neste trabalho: MMA, HEMA, TEGMA e UDMA. Comecou-se pelo método isocratico

unitario, a um fluxo de 1000uLmin, usando como eluente uma solugdo de acetonitrilo

(AcN) 75% e agua millipore 25%, num comprimento de onda de 280 nm e volume de

injecdo de 50 pL (Figura 4).

Intensity (mV)

a

T T T T T T T T T O T T T T T T T T T T T O T T T T
0.3

1.0 1.5 2.0

2.3 3.0 3

.5

Retention

4.0 4.3

Time (min)

5.0 5.3 6.0

6.5 7.0 7.3

Figura 4: Representacdo do cromatograma das solugdes padrdo em método isocratico 75% AcN.
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Devido a sobreposicao dos picos correspondentes a separacdo dos mondémeros, optou-se
por fazer um gradiente de concentragdo de AcN para melhor entender a que
percentagens sdo 0os monomeros libertados e qual o volume de injecdo necessario. Para
tal, do to ao tsa fase movel de AcN correspondeu a 85%, de txo a tzg a 20% e de t3o a tas

a 85% novamente (Figura 5).

18uU0 —
1600 —
1400 —
1zoo —

1000 o

Intensity (mv)
¥l

0 ]

f T T T I T T T T T T T T T T T T T I T T T T T I T T T T
] z 4 6 3 10 12 14 16 18 z0 2z 24 z6 28
Retention Tiwe (min)

Figura 5: Cromatograma das solucdes padrdo em gradiente de concentracéo.

Fazendo uma média teorica das percentagens de AcN a que cada composto foi libertado,
estipulou-se 0 método isocratico, a um fluxo de 1000uL/min, fase movel de AcN 55% e

comprimento de onda de 254 nm.

Foram feitas misturas de solu¢bes dos monomeros em pares (MMA/UDMA,
HEMA/UDMA e MMA/TEGMA), e analisadas por HPLC, de forma a ser possivel

identificar os quatro picos da mistura dos compostos.
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I1l. RESULTADQOS

1. CROMATOGRAMA DAS SOLUCOES PADRAO
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Figura 6: Cromatogramas das solucfes padrdo a diferentes concentracfes (1/250, 1/500, 1/1000, 1/2000,
1/4000) em método isocratico 55% AcN.

A partir do cromatograma das solucdes padrao obtiveram-se os tempos de retencdo para
cada um dos monémeros: 2,51 minutos para 0 HEMA; 4,10 minutos para 0 TEGMA;
5,40 minutos para 0 MMA; e 9,20 minutos para 0 UDMA.

2. RETAS DE CALIBRACAO

Com base nas solugdes padréo a diferentes concentracdes foi possivel efetuar as retas de
calibracdo de concentracdo vs. area do pico, para quantificacdo de cada composto
(Grafico 1 a 4). Determinou-se a linearidade de cada mondémero por analise do

coeficiente de regressdo (R?) das retas, considerando o desvio padro residual de cada
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uma. Determinaram-se os limites minimos detetaveis e qualificaveis do método a partir
do ruido de valor 0,325. Assim, o limite detetavel foi de 0,975 mV (3x o valor do ruido)

e o limite quantificavel 3,25 mV (10x o valor do ruido).

yw=8134E+08x + 7, 331E+04
Rt = 9,990E-01

,0E+00
0,0E+{0 1,0E-03 2,0E-03 1.0E-03 4,0e-03 5, 0E-03
Concentragdo (g mL)

Gréfico 1: Reta de calibracdo com a variacdo de area vs. concentragdo do monémero HEMA
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Gréfico 2: Reta de calibragdo com a variagdo de area vs. concentragdo do monémero TEGMA
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Gréfico 3: Reta de calibracdo com a variacdo de area vs. concentragdo do monémero MMA.
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Gréfico 4: Reta de calibragdo com a variacao de area vs. concentragdo do monémero UDMA.
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3. CROMATOGRAMAS DAS AMOSTRAS
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Figura 7: Cromatograma correspondente a amostra iiRAL1 com indicacdo dos tempos de retencdo e area de cada pico: t, = 4,20 minutos e area 1153533 correspondente ao
TEGMA,; e t,= 5,37 minutos e area 786624 correspondente ao MMA.
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Figura 9: Cromatograma correspondente a amostra iiRC1 com indicagdo dos tempos de retencdo e area de cada pico: tr = 4.14 minutos e area 38045 correspondente ao

TEGMA,

tt = 538 minutos e area 206475 correspondente a0 MMA; e t = 9.02 minutos e 4area 30507 correspondente ao UDMA.
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4. TRATAMENTO DE DADOS

s

Resultados

A iRAL TEGMA 4,33 1152669 1,55E-03
A iRAl MMA 5,58 773969 8,65E-04
A iiRAl TEGMA 4,2 1153533 1,55E-03
A iiIRA1 MMA 5,37 786624 8,79E-04
A iiiRA1 TEGMA 4,2 1095501 1,48E-03
A iiiRA1 MMA 5,37 720247 8,05E-04
A iIRA7 TEGMA 4,23 962233 1,31E-03
A iRA7 MMA 5,44 841913 9,40E-04
A iiIRA7 TEGMA 4,19 1152435 1,55E-03
A iiRA7 MMA 5,36 952761 1,06E-03
A iiiRA7 TEGMA 4,18 966294 1,32E-03
A iiiRA7 MMA 5,33 726389 8,11E-04
A iRA14 TEGMA 4,34 941637 1,29E-03
A iRA14 MMA 5,61 894075 9,99E-04
A iiRA14 | TEGMA 4,18 894797 1,23E-03
A iiIRA14 MMA 5,32 1121852 1,25E-03
A iiiRA14 | TEGMA 4,17 1010067 1,37E-03
A iiiRA14 MMA 5,31 775292 8,66E-04

Tabela 4: Dados referentes aos cromatogramas das amostras da resina A (TAB 2000®): tempos de

retengdo e areas associadas aos picos; conversdo das areas para concentragdo dos mondémeros na amostra.

57



Caracterizacdo dos Mondémeros de Diferentes Resinas por HPLC

B iRB1 TEGMA 4,15 7870 1,35E-04
B iRB1 UDMA - 0 0

B iiRB1 TEGMA 4,13 18017 1,49E-04
B iiRB1 UDMA 9,19 889 5,69E-05
B iiiRB1 TEGMA 4,17 6862 1,31E-04
B iiiRB1 UDMA 9,34 1733 5,88E-05
B iRB7 TEGMA 4,1 40361 1,76E-04
B iIRB7 UDMA 9,27 3901 6,38E-05
B iiRB7 TEGMA 4,12 31653 1,65E-04
B iiIRB7 UDMA 9,25 461 5,59E-05
B iiiRB7 TEGMA 4,11 44572 1,81E-04
B iiiRB7 UDMA 9,18 1924 5,93E-05
B iRB14 TEGMA 4,14 48870 1,87E-04
B iRB14 UDMA 9,25 4770 6,58E-05
B iiRB14 TEGMA 4,11 50663 1,89E-04
B iiRB14 UDMA 9,23 2537 6,07E-05
B iiiRB14 | TEGMA 4,08 52206 1,91E-04
B iiiRB14 UDMA 9,15 2128 5,97E-05

Tabela 5: Dados referentes aos cromatogramas das amostras da resina B (Protemp 4™): tempos de

retencao e areas associadas aos picos; conversao das areas para concentracdo dos mondémeros na amostra.
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C iRC1 TEGMA 4,15 52625 1,91E-04
C iRC1 MMA 5,44 133798 1,49E-04
C iRC1 UDMA 9,16 17693 9,58E-05
C iiRC1 TEGMA 4,14 38045 1,73E-04
C iiRC1 MMA 5,38 206475 2,31E-04
C iiRC1 UDMA 9,02 30507 1,25E-04
C iiiRC1 TEGMA 4,58 30338 1,64E-04
C iiiRC1 MMA 5,38 70248 7,85E-05
C iiiRC1 UDMA 9,04 94521 2,74E-04
C iRC7 TEGMA 4,15 30236 1,64E-04
C iRC7 MMA 5,39 352664 3,94E-04
C iRC7 UDMA 9,03 54813 1,82E-04
C iiRC7 TEGMA 4,18 53832 1,93E-04
C iiRC7 MMA 541 331310 3,70E-04
C iiRC7 UDMA 9,05 31572 1,28E-04
C iiiRC7 TEGMA 4,16 69742 2,12E-04
C iiiRC7 MMA 5,38 470165 5,25E-04
C iiiRC7 UDMA 9,00 103116 2,93E-04
C iRC14 TEGMA 4,18 22381 1,54E-04
C iRC14 MMA 5,39 365702 4,09E-04
C iRC14 UDMA 9,01 37117 1,41E-04
C iiRC14 TEGMA 4,22 31422 1,65E-04
C iiRC14 MMA 541 288875 3,23E-04
C iiRC14 UDMA 9,04 46020 1,61E-04
C iiiRC14 | TEGMA 4,28 39255 1,75E-04
C iiiRC14 MMA 5,40 337675 3,77E-04
C iiiRC14 UDMA 9,01 44736 1,58E-04

Tabela 6: Dados referentes aos cromatogramas das amostras da resina C (Structur 3®): tempos de

retencdo e areas associadas aos picos; conversdo das areas para concentragdo dos mondémeros na amostra.
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HEMA 1 0 0 0

HEMA 7 0 0 0

HEMA 14 0 0 0
TEGMA 1 1,52E-03 1,38E-04 | 1,76E-04
TEGMA 7 1,39E-03 1,74E-04 | 1,90E-04
TEGMA 14 1,30E-03 1,89E-04 | 1,65E-04
MMA 1 8,49E-04 0 1,53E-04
MMA 7 9,39E-04 0 4,30E-04
MMA 14 1,04E-03 0 3,69E-04
UDMA 1 0 3,86E-05 | 1,65E-04
UDMA 7 0 5,96E-05 | 2,01E-04
UDMA 14 0 6,21E-05 | 1,53E-04

Tabela 7: Tabela com as médias das concentracdes (gmL™) dos mondmeros HEMA, TEGMA, MMA e

UDMA, nos trés tempos de medigdo das amostras (1 dia, 7 dias e 14 dias), das resinas A, B e C.

4. GRAFICOS DAS TAXAS DE LIBERTACAO DOS MONOMEROS

A partir das concentra¢cbes dos mondmeros obtidas as 24 horas, 7 dias e 14 dias,
fizeram-se gréaficos das taxas de libertacdo para as trés resinas, com base hum modelo

cinético enzimatico (Graficos 5a 11).
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Gréfico 5: Gréfico da taxa de libertagdo do mondmero TEGMA presente na resina A, ao longo do tempo.
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Gréfico 6: Gréfico da taxa de libertagdo do monémero MMA presente na resina A, ao longo do tempo.
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Gréfico 7: Gréfico da taxa de libertagdo do mondmero TEGMA presente na resina B, ao longo do tempo.
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Gréfico 8: Gréfico da taxa de libertagdo do mondmero UDMA presente na resina B, ao longo do tempo.
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Gréfico 9: Gréfico da taxa de libertagdo do mondmero TEGMA presente na resina C, ao longo do tempo.
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Gréfico 10: Gréfico da taxa de libertagdo do mondémero MMA presente na resina C, ao longo do tempo.
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Gréfico 11: Grafico da taxa de libertacdo do monémero UDMA presente na resina C, ao longo do tempo.
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IV. DISCUSSAO

Os materiais dentarios tais como as resinas provisorias utilizadas em Medicina Dentaria
devem ser biocompativeis para que desta forma ndo tenham efeitos nefastos ao nivel

dos tecidos orais.

Para avaliar a biocompatibilidade das resinas & necessario saber quais 0S seus
constituintes, em que concentracdo sdo libertados e quais as suas taxas de libertacao
pois 0s monodmeros presentes nestes polimeros tém efeitos citotdxicos. A eluicdo dos
mondmeros vai estar dependente da quantidade de composto libertado, o0 que estd
relacionado com a taxa de polimerizacdo; tipo de solvente; tipo e natureza quimica dos

monomeros; e composicdo das resinas nos demais compostos (Polydorou et al., 2009).

Uma vez que as marcas estdo protegidas por patentes, a caracterizacdo dos materiais
torna-se mais dificil pelo que é necessario recorrer a ferramentas quimicas que
permitam a separacdo dos compostos, como o0 HPLC (Ulker et al., 2009; Van Landuyt
etal., 2011).

No presente estudo fez-se a caracterizacdo de trés resinas dentarias utilizadas na
confecdo de restauracdes provisorias em protese fixa: TAB 2000® (Kerr), Protemp 4™
(3M ESPE) e Structur 3® (VOCO), por HPLC.

As amostras de resina foram feitas recorrendo a um molde de aluminio para que nédo
houvesse contaminacdo da amostra por parte de outros materiais, tais como 0s
elastomeros. Os discos de resina foram polidos com discos de polimento, permitindo a
remocdo da camada superficial ndo polimerizada, e, por isso, com uma elevada
quantidade de monomeros livres, que iria certamente alterar os resultados obtidos,
mimetizando aquilo que ocorre em situacdes clinicas. As amostras foram mergulhadas
na solucdo de 75% etanol/agua apds 30 minutos da sua polimerizacdo para padronizar o
protocolo e mais uma vez, se assemelhar a situacéo clinica (Balkenhol, Ferger, Mautner,

& Wostmann, 2007). A solucdo de 75% etanol/agua, além de ser aquela que, segundo a
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FDA, melhor mimetiza as condi¢cBes orais, € também uma solu¢do quimicamente
estavel e que impede a contaminacdo bioldgica (Polydorou et al., 2009; 1. D. Sideridou
& Achilias, 2005).

Para otimizacdo do método de HPLC foram feitas analises cromatogréficas das solu¢des
padrdo dos mondmeros estudados: HEMA, TEGMA, MMA e UDMA, a diferentes
concentracdes de acetonitrilo. Apo6s avaliagdo do cromatograma com a mistura de
monomeros HEMA, TEGMA, MMA e UDMA em gradiente de concentracdo (Figura 5),
foi feita uma média tedrica da concentracdo de AcN que permitisse a visualiza¢do
definida dos quatro picos correspondentes aos quatro mondmeros. Assim, estipulou-se
que uma fase movel de AcN 55%, em método isocratico, a um comprimento de onda de

254 nm e temperatura constante de 30°C, seriam as condicdes ideais para o estudo.

Ap0s analise dos cromatogramas com misturas de monémeros em pares: MMA/UDMA,
HEMA/UDMA e MMA/TEGMA, obtiveram-se os tempos de retencdo para cada um
dos monomeros: 2,51 minutos para o HEMA; 4,10 minutos para o TEGMA,; 5,40
minutos para 0 MMA; e 9,20 minutos para 0 UDMA (Figura 6).

Com base em concentracdes conhecidas das solugdes padrdo e na analise da area dos
picos dos monémeros HEMA, TEGMA, MMA e UDMA, foram feitas retas de
calibracdo concentracdo vs. area (Gréafico 1 - 4), utilizadas mais tarde na determinagédo
das concentracBes das solucdes dos mondmeros eluidos das amostras das trés resinas

diferentes.

A andlise por HPLC das solucbes das amostras permitiram a obtencdo de
cromatogramas, graficos com informacdo tempo vs. absorvancia (Figura 7 - 9 e
Anexos), cuja informagdo sobre a area de cada pico foi entdo convertida em
concentragcdo dos monomeros estudados. Apesar dos quatro mondmeros estudados
terem tempos de retencédo inferiores a 10 minutos, foram feitas corridas de 30 minutos,
para cada amostra estudada, para que desta forma fosse possivel observar a eluicdo do

maximo de componentes das resinas. O nimero de compostos diferentes traduz-se pelo
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namero de picos presentes no cromatograma, sendo que alguns destes picos podem
corresponder a isdbmeros e homologos dos mondémeros estudados (1. D. Sideridou &
Achilias, 2005).

Apos revisdo bibliografica conclui-se que ndo existem estudos publicados que
caracterizem as resinas avaliadas no presente trabalho, mas apenas resinas compostas
utilizadas em restauracbes em Dentisteria Resturadora. Estas assemelham-se

quimicamente as resinas compostas Protemp 4™ e Structur 3®, objeto deste estudo .

Com base neste estudo, verifica-se que nenhuma das resinas avaliadas tem na sua
constituicdo o mondémero HEMA mas que todas elas apresentam TEGMA. E na resina
TAB 2000® que ha uma maior eluicio do monémero TEGMA, tanto as 24 horas, como
aos 7 dias e 14 dias. A resina acrilica TAB 2000® e a resina composta Structur 3® tém
na sua constituicdo o monémero MMA, sendo que também é na TAB 2000® que este
monomero mais elui, nos trés tempos estudados. As duas resinas compostas estudadas,
Protemp 4™ e Structur 3®, tém na sua constituicio UDMA, sendo a Structur 3® aquela

que mais liberta 0 mondmero, nos trés tempos estudados (Tabela 7).

A TAB 2000®, por ser uma resina acrilica & base de monometacrilatos, ndo apresenta
muitas ligacGes de crosslink na sua estrutura e, por isso, o polimero estabiliza-se com
ligagbes mais fracas comparativamente com as resinas compostas bis-acrilicas
(Balkenhol, Knapp, et al., 2008). Esta podera ser uma das razdes pelas quais a TAB
2000® ¢, das resinas estudadas, aquela que apresenta uma maior eluicdo dos seus

constituintes.

O TEGMA, para além de ser, dos mondémeros estudados, o Unico que estd presente nas
trés resinas, é também aquele que apresenta maior concentragio nas resinas TAB 2000®
e Protemp 4™ comparativamente com os monémeros MMA e UDMA, respetivamente
(Tabela 7). Isto provavelmente deve-se ao facto do TEGMA ser um mondmero pequeno
e por isso com tendéncia a eluir mais, comparativamente com moléculas maiores

(Polydorou, Trittler, Hellwig, & Kummerer, 2007). Na revisdo meta analitica de
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Landuyt et al., conclui-se que os mondémeros mais libertados pelas resinas compostas
séo 0 HEMA, seguido de TEGMA, UDMA e Bis-GMA, principalmente em solventes

organicos como acontece neste estudo (Van Landuyt et al., 2011).

A partir dos graficos das taxas de libertacdo, verifica-se que a concentracdo dos
mondmeros atinge valores elevados nas primeiras 24 horas, que aumentam ligeiramente
até aos 7 dias, onde se verifica a concentracdo maxima dos tempos medidos (Gréaficos 6-
9 e 11). No caso do TEGMA presente na resina TAB 2000® (Grafico 5) e do MMA na
resina Structur 3® (Gréfico 10), este padrdo ja ndo se observa: a concentracdo maxima de
TEGMA na resina TAB 2000® ¢ as 24horas; e a concentragdo de MMA na resina
Structur 3® aos 7 dias é mais do dobro da medida as 24horas, tendo a concentracéo deste
monomero aumentado muito mais neste caso em comparagdo com os restantes. Entre os
7 e 0s 14 dias ocorre uma diminuicdo da concentracdo de TEGMA nas resinas TAB
2000® e Structur 3® (Gréaficos 5 e 9, respetivamente), e de MMA e UDMA na resina
Structur 3® (Graficos 10 e 11, respetivamente); e um ligeiro aumento da concentracdo
MMA na resina TAB 2000® (Gréafico 6), de TEGMA na resina Protemp 4™ (Gréfico 7)
e UDMA na Protemp 4™ (Gréfico 8). Assim, é possivel verificar que a libertagdo dos
mondmeros das resinas ocorre essencialmente nas primeiras 24 horas, sendo seguida de
uma subida até aos 7 dias e o atingimento de uma fase estacionaria em que ha um
equilibrio, maior ou menor, entre 0s mondmeros que vdo sendo continuamente
libertados das resinas e 0s monémeros ndo polimerizados, e por isso eluidos, que com o
tempo se ligam a rede polimérica, formando ligacbes pos-polimerizacdo (Balkenhol,
Knapp, et al., 2008). Polydorou et al., verificaram também este aumento na eluicdo dos
monomeros das resinas compostas estudas entre as 24 horas e o0s 7 dias, e diminuicéo
até aos 28 dias (Polydorou et al., 2009).

No estudo de Luis e Félix, verificou-se que a resina Structur 3® é a mais toxica, seguida
da TAB 2000® e da Protemp 4™, a menos toxica das trés (Luis & Félix, 2014). A
Structur 3® ¢, das resinas analisadas neste estudo, aquela que contem trés dos quatro
monomeros avaliados e potencialmente toxicos: TEGMA, MMA e UDMA. No entanto

é prematuro extrapolar que a elevada toxicidade da resina advenha da soma individual
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da toxicidade destes monomeros uma vez que a Structur 3® tem muitos outros

constituintes desconhecidos, alguns deles certamente tdxicos também.

E provavel que mais do que a toxicidade individual dos monémeros, seja a sinergia por
eles criada, que torna as resinas tdo toxicas. Num estudo recente de Durner et al.
(Durner et al., 2012), conclui-se que ha um efeito sinérgico na toxicidade, quando se faz
uma mistura de varios monémeros. Com base nos resultados obtidos nestes estudo, seria
interessante ndo so verificar a toxicidade celular dos monémeros individualmente como
das misturas presentes nestas resinas: TEGMA e MMA, mimetizando a TAB 2000®;
TEGMA e UDMA, mimetizando a Protemp 4™: e TEGMA, MMA e UDMA,
mimetizando a Structur 3®. Verificar a presenca e/ou auséncia de outros mondmeros

seria também uma mais valia.

A concentracdo de TEGMA encontrada nas amostras das resinas TAB 2000® é de
ordem 1073, nos trés tempos estudados (tabela 7), sendo estes valores superiores aos
necessarios para induzir expressdo da COX-2, tanto segundo o estudo de Lee (2006)
como no de Chang (2012): no primeiro, concentracdes entre os 2,86x10° gmL™ e
1,14x10° gmL? (0,1 - 0,4mmolL™), foram consideradas toxicas; no segundo foram
concentragdes bem superiores, entre os 2,86x10 gmL™ e 1,43x103gmL? (1 - 5 mmolL
1, aquelas que induziram efeitos toxicos nas células estudadas mas que mesmo assim
foram inferiores aos resultados obtidos no presente estudo. Como tal, o TEGMA

libertado pela resina TAB 2000® é suficiente para poder induzir toxicidade celular.

A concentracdo de TEGMA encontrada nas amostras das resinas Protemp 4™ e
Structur 3®, 1,38x10™* - 1,89x10™* gmL*e 1,65x10™* - 1,90x10* gmL™, respetivamente,
nos trés tempos estudados (tabela 7), é: superior a necessaria para induzir expressdo da
COX-2 segundo o estudo de Lee (2006) ja que, mais uma vez, uma concentracdo entre
0s 2,86x10° gmL? e 1,14x10° gmL™? (0,1 - 0,4mmolL™), é considerada toxica; inferior
a necessaria para induzir a expressdao da COX-2 segundo o estudo de Chang (2012),
cuja concentragdo considerada toxica € entre 2,86x10“ gmL™ e 1,43x103gmL? (1 - 5
mmolL™Y). Como tal, o0 TEGMA libertado pelas resinas Protemp 4™ e Structur 3®
encontra-se em concentracao toxica segundo o estudo de Lee mas ndo segundo o estudo
de Chang (H. H. Chang et al., 2012; D. H. Lee et al., 2006).
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A concentragdo de UDMA encontrada nas amostras das resinas Protemp 4™, 3,86x10°
- 6,21x10° gmL™, nos trés tempos estudados (tabela 7) ¢ inferior aquela considerada
toxica no estudo de Chang et al.: 1,18x10*gmL™? - 1,65x10“gmL™* (0,25mM - 0,35mM)
(Hsiao Hua Chang et al., 2014).

A concentracdo de UDMA encontrada nas amostras das resinas Structur 3® encontra-se
no limiar de toxicidade de acordo com o estudo de Chang et al. Segundo os autores, a
uma concentragdo de 1.18x10%*gmL? (0,25mM), ocorre alteracio da expressdo de
mRNA e da COX-2; e a uma concentragdo de 1.65x10%*gmL? (0,35mM), ocorre
apoptose das células. No presente estudo, a concentracdo de UDMA na resina Structur
3® foi de 1,65x10* gmL™ as 24horas, 2,01x10*“ gmL*aos 7 dias e 1,53x10™* gmL™ aos
14 dias (tabela 7). Assim, a qualquer um dos tempos estudados, a concentragdo do
mondmero UDMA é suficiente para induzir alteracdo da expressdo de mRNA e COX-2
mas s6 nos primeiros 7 dias a concentracdo € suficiente para levar a apoptose celular
(Hsiao Hua Chang et al., 2014).

As concentracdes de MMA encontradas nas amostras das resinas TAB 2000® e Structur
3® sdo bastante superiores a concentracio considerada toxica no estudo de Yang e
colegas: na TAB 2000® foram detectadas concentracdes na ordem dos 10*gmL™; na
Structur 3® foram detetadas concentragdes na ordem dos 10°gmL™? e nesse estudo, a
doses tdo baixas como 10gmL? (9.33x10*pgmL™), o MMA mostrou-se citotoxico
(Yang et al., 2003).

E de salientar que nas amostras referentes a resina Protemp 4™ os cromatogramas tém
uma oscilacdo de valores nos primeiros minutos (Figuras 10 a 33, Anexos), que podera
estar associada a injecdo da amostra no HPLC, ndo sendo este um parametro
controlavel. Esta oscilacdo coincide como tempo de retencdo do monémero HEMA (t; =
2,51 minutos), obtida através da medicdo das solugdes padrao (Figura 6). Desta forma,
poderia ser feita uma otimizacdo do método de HPLC, diminuindo a concentracdo de
AcN da fase movel, para que o monémero HEMA fosse eluido mais tarde e assim se

poder concluir com certeza se este € ou ndo um dos constituintes da resina Protemp 4™,
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As resinas de PMMA (como a TAB 2000®) tém composices homogéneas mas as
resinas compostas bis-acrilicas (como a Protemp 4™ e Structur 3®), por terem
particulas organicas (Altintas et al., 2008) na sua constituicdo, sdo de mais dificil
caracterizacdo. Este pode ser um motivo pelo qual foi mais dificil identificar os
constituintes nas resinas Protemp 4™ e Structur 3®, em relagdo a TAB 2000®: a
quantidade de compostos presentes € muito maior nas resinas compostas o0 que se reflete

em alguma sobreposicao de picos nos cromatogramas.

No presente estudo s6 é possivel fazer uma avaliacdo qualitativa e quantitativa dos
monomeros HEMA, TEGMA, MMA e UDMA. No entanto € visivel a presenca de
muitos outros constituintes nas resinas, eventuais monémeros e aditivos colocados pelos
fabricantes, sendo que poderdo estar ainda presentes outros compostos que se

encontram fora dos limites detectaveis e quantificaveis de leitura.

E por isso de grande interesse, associar ao método de HPLC, o método de espetometria
de massa que permite a analise de compostos desconhecidos e determinar o seu peso
molecular e estrutura quimica, sendo desta forma identificaveis (Polydorou et al., 2009).
O protocolo utilizado neste estudo esta preparado para a associacdo entre 0 método de
HPLC e o de espetometria de massa uma vez que a fase movel utilizada, o acetonitrilo,

¢ volatil, ndo contaminando a amostra.

Apesar das vantagens da utilizacdo da solugcdo 75% etanol/agua supracitadas, o etanol
tem uma maior capacidade em penetrar nas resinas compostas utilizadas em tratamento
em Dentisteria Restauradora, comparativamente com outros meios de extracdo como a
saliva artificial (Gul, Miloglu, & Akgul, 2014; Van Landuyt et al., 2011). Também os
monomeros TEGMA e UDMA apresentam uma elevada solubilidade em etanol (1. D.
Sideridou & Achilias, 2005). Assim, também nas resinas TAB 2000®, Protemp 4™ e
Structur 3®, podera ocorrer uma maior eluicdo dos monémeros na situagdo experimental
do que clinicamente. Seria por isso cientificamente interessante, fazer um estudo
comparativo das taxas de eluicdo de materiais provisorios utilizados em reabilitacdo

fixa, em diferentes meios de extracao.
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Conclusao

V. CONCLUSAO

Perante os resultados obtidos neste estudo pode-se aceitar a hipdtese experimental: ha

diferencas no tipo, concentracédo e taxas de libertagdo dos mondmeros constituintes das

trés resinas estudadas: resina de PMMA, TAB 2000®; resinas bis-acrilicas, Protemp 4™

e Structur 3®.

Nenhuma das resinas estudadas tem na sua constituicdo o monémero HEMA.

As trés resinas estudadas tém TEGMA.

E TAB 2000® que 0 TEGMA mais elui, nos trés tempos estudados.

A resina acrilica TAB 2000® e a resina composta Structur 3® tém na sua
constituicdo o0 monémero MMA.

E na TAB 2000® que 0 MMA mais elui, nos trés tempos estudados.

As resinas compostas, Protemp 4™ e Structur 3%, tém na sua constituicio
UDMA.

E na Structur 3® que ha uma maior libertacdo de UDMA, nos trés tempos
estudados.

A variacdo da concentracdo média dos mondmeros ocorre mais entre as 0 e as

24 horas, com exce¢do do MMA na resina Structur 3®, cuja concentragdo aos 7 dias

€ mais do dobro da medida as 24 horas.

E aos 7 dias que a concentracio média dos mondmeros é maxima, com exce¢ao

do TEGMA na resina TAB 2000®, cuja concentracio méaxima ¢ as 24horas.

As taxas de eluicdo dos mondmeros tendem a seguir um padrdo cinético

enzimatico, atingindo uma relativo equilibrio ao final de 7 dias, em que a

concentracdo de monomeros eluidos ndo aumenta muito, podendo até mesmo

diminuir.

Os mondémeros TEGMA e MMA libertados da resina TAB 2000® encontram-se

em concentragdes toxicas.

O mondémero UDMA libertado pela resina Protemp 4™, ndo se encontra em

concentragéo toxica.
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e O monomero MMA libertado pela resina Structur 3® encontra-se em
concentracdo toxica; a concentracdo do monomero UDMA da mesma resina

encontra-se em valores limiares de toxicidade, sendo considerado téxico também.

Deverdo ser feitos mais estudos com o objetivo de identificar os compostos presentes
nas resinas, assim como avaliar a citotoxicidade dos mondmeros que as constituem,

quer isoladamente, quer agrupadamente.
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Figura 10: Cromatograma correspondente & amostra iRAL.
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1600 —
1500 —
1400 —
1300 =
1200 —
1100 =
1000 —
5
& 200 -
iy
=l 800
]
H
2 700 =
5
600 —
500 =
o
400 — g
3
&
300 = B ]
o 2 P o o4 &= .
w3 b - g E = 8@ a1
200 4 &8 u g 5w 8 s s 232 2
= i 3 .
< g - N N
100 4 & soB e 2 = ] a8 2
= % g 4 4 T w
& s 5 A 2 A R R k4
0 =
M D N I A A ) Ml B Y B AR RANE AR RAMALAARSY RAARLAARN AARL
o 2 4 & g 10 12 14 1ig iz 0 22 24 ZE

Retention Time (min)

Figura 12: Cromatograma correspondente a amostra iRA7.
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Figura 15: Cromatograma correspondente a amostra iRA14.
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Figura 16: Cromatograma correspondente a amostra iiRA14.
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Figura 17: Cromatograma correspondente a amostra iiiRA14.
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Figura 18: Cromatograma correspondente a amostra iRB1.
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Figura 19: Cromatograma correspondente & amostra iiRB1.
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Figura 20: Cromatograma correspondente & amostra iRB7.
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Figura 21: Cromatograma correspondente a amostra ii
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Figura 22: Cromatograma correspondente a amostra iiiRB7.
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Figura 23: Cromatograma correspondente & amostra iRB14.
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Figura 24: Cromatograma correspondente a amostra iiRB14.
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Figura 25: Cromatograma correspondente a amostra iiiRB14.
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Figura 26: Cromatograma correspondente & amostra iRC1.
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Figura 27: Cromatograma correspondente a amostra iiiRC1.
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Figura 28: Cromatograma correspondente a amostra iRC7.
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Figura 29: Cromatograma correspondente a amostra ii
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Figura 30: Cromatograma correspondente a amostra iiiRC7.
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Figura 31: Cromatograma correspondente a amostra iRC14.
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Figura 32: Cromatograma correspondente & amostra iiRC14.
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Figura 33: Cromatograma correspondente a amostra iiiRC14.



