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RESUMO

Introducao: A reabilitagdo de um dente parcialmente fraturado ou cariado deve implicar
a utilizagdo de um material de restauracdo. Todos os anos varios novos materiais
aparecem no mercado. De facto, a tltima novidade sdo os materiais bioativos. Os estudos
de biocompatibilidade destes materiais sdo raros ou inexistentes na literatura cientifica.
A importancia da realizacao de testes de biocompatibilidade ¢ garantir a seguranga destes

novos materiais na pratica clinica.

Objetivo: O objetivo deste estudo ¢ avaliar o nivel de citotoxicidade in vitro de diferentes
materiais bioativos em fibroblastos de rato 3T3. Os materiais bioativos estudados foram
o Activa BioActive Restorative™, que ¢ classificado como um cimento de iondomero de
vidro modificado por resina, e o Cention Forte®, que se assemelha a um composito. Em
paralelo, foram testados dois materiais como referéncia de classe similar, o Photac Fil

uick Aplicap™ e o Filtek Z250™ respetivamente.
plicap P

Métodos: Para realizar este estudo, os materiais foram preparados seguindo
rigorosamente as instru¢des do fabricante. Os materiais foram colocados durante 24 horas
e 1 semana em meio de cultura celular, a fim de obter extratos. Foram utilizadas varias
concentragdes de 100%, 75%, 50%, 25% e 10% dos extratos para avaliar o efeito nos

fibroblastos.

Resultados: Os resultados dos testes MTT mostram que os extratos concentrados de
resinas 100% e 75%, do Activa e as concentragoes de 100%, 75% e 50% dos extratos do
Photac e do Cention induzem uma diminuic¢do da viabilidade celular. Apenas o Filtek Z

250 ndo apresentou citotoxicidade, mesmo nas concentracdes mais elevadas.

Conclusao: Os extratos concentrados de resinas testados de Ativa, Photac e Cention sdo
citotdxicos, nas concentragdes mais elevadas, provavelmente devido aos constituintes
libertados e/ou alteracdes do pH do meio. Apenas o Filtek Z250 apresentou resultados

que o qualificam como biocompativel com todas as concentracdes testadas.

Palavras-chave: Citotoxicidade; restauracao; bioativo; fibroblastos






ABSTRACT

Introduction: The rehabilitation of a partially fractured or decayed tooth must involve
the use of a restorative material. Every year several new materials have appeared on the
market. In fact, the latest novelty is bioactive materials. Biocompatibility studies of these
materials are rare or non-existent in the scientific literature. The importance of performing

biocompatibility tests is to ensure the safety of these new materials in clinical practice.

Objective: The aim of this study was to evaluate the in vitro cytotoxicity level of different
bioactive materials in 3T3 mouse fibroblasts. The bioactive materials studied were Activa
BioActive RestorativeTM, which is classified as a resin-modified glass ionomer cement,
and Cention Forte®, which resembles a composite. In parallel, two materials were tested

as reference materials of similar class, Filtek Z250TM and Photac Fil Quick AplicapTM.

Methods: To conduct this study, the materials were prepared strictly following the
manufacturer's instructions. The materials were placed for 24 hours and 1 week in a
volume of cell culture medium to obtain extracts. Various concentrations of 100%, 75%,

50%, 25% and 10% of the extracts were used to evaluate the effect on fibroblasts.

Results: Preliminary results of the MTT test show that the concentrated extracts of 100%
and 75% resins, Activa and the 100%, 75% and 50% concentrations of Photac and
Cention extracts induce a decrease in cell viability. Only Filtek Z 250 did not show

cytotoxicity, even at the highest concentrations.
Conclusion: The tested concentrated resin extracts of Ativa, Photac and Cention are
cytotoxic, probably due to released constituents and/or pH changes of the medium. Only

Filtek Z250 showed results that qualify it as biocompatible.

Keywords: Cytotoxicity; restoration; bioactive; fibroblasts






RESUME

Introduction: La réhabilitation d'une dent partiellement fracturée ou cariée passe
obligatoirement par l'utilisation d'un matériau de restauration. Chaque année, plusieurs
nouveaux matériaux sont apparus sur le marché. En fait, la derniére nouveauté est
constituée par les matériaux bioactifs. Les études de biocompatibilité de ces matériaux
sont rares ou inexistantes dans la littérature scientifique. L'importance de réaliser des tests

de biocompatibilité est d'assurer la sécurité des matériaux dans la pratique clinique.

Objectif: Le but de cette étude était d'évaluer le niveau de cytotoxicité in vitro de
différents matériaux bioactifs sur des fibroblastes de souris 3T3. Les matériaux bioactifs
étudiés étaient Activa BioActive RestorativeTM, qui est classé comme un ciment verre
ionomere modifié par de la résine, et Cention Forte®, qui ressemble a un composite. En
paralléle, deux matériaux ont été testés comme matériaux de référence de classe similaire,

Filtek Z250TM et Photac Fil Quick AplicapTM.

Méthodes: Les matériaux ont été placés pendant 24 heures et 1 semaine dans un volume
de milieu de culture cellulaire pour obtenir des extraits. Différentes concentrations de 100
%, 75 %, 50 %, 25 % et 10 % des extraits ont été utilisées pour évaluer l'effet sur les

fibroblastes.

Résultats: Les résultats préliminaires du test MTT montrent que les extraits concentrés
des résines a 100% et 75%, Activa et les concentrations 100%, 75% et 50% des extraits
Photac et Cention induisent une diminution de la viabilité cellulaire. Seul Filtek Z 250 n'a

pas montré de cytotoxicité, méme aux concentrations les plus élevées.

Conclusion: Les extraits de résine concentrés d'Ativa, de Photac et de Cention testés sont
cytotoxiques, probablement en raison des constituants libérés et/ou des changements de
pH du milieu. Seul le Filtek Z250 a montré des résultats qui le qualifient de

biocompatible.

Mots clés: Cytotoxicité; restauration ; bioactif ; fibroblastes
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Introdugdo

I INTRODUCAO

A reabilitagdo de um dente que se encontra em parte fraturado ou cariado deve passar
pela utilizagdo de um material restaurador para manter a fungdo mastigatoria, a estética e
uma boa oclusdo. A danificagcdo permanente do dente, quer seja por traumatismo, ou por
lesdo de carie deve ser tratado com materiais restauradores, apds limpeza seguida pelo
preenchimento da cavidade com a inten¢do de ndo deixar expostos os tecidos vitais do

dente, restabelecer a anatomia e a funcdo do dente (Rasines Alcaraz et al., 2014).

Inicialmente, o material de elei¢do era a amalgama sobretudo para os molares e pré-
molares. No entanto, com o aumento dos conhecimentos cientificos e a importancia
crescente da biocompatibilidade, algumas perguntas surgiram nomeadamente sobre o
efeito da libertagdo de mercurio na boca e no ambiente (Rasines Alcaraz et al., 2014), o
que levou ao seu desuso. Atualmente, nos casos de restauragdes diretas, os materiais mais
utilizados sdo as resinas compostas e os cimentos de iondmero de vidro (Francois ef al.,
2020). Hoje em dia, existem diversas resinas disponiveis para reabilitar os dentes. A
vontade de utilizagdes cada vez mais rapidas e mais faceis conduziu ao desenvolvimento
de materiais inovadores no mercado. De facto, a ultima introducdo, foram os materiais
bioativos que vao combinar a for¢a dos compositos e as vantagens dos iondmeros de vidro

(Lardani et al., 2022).

A ideia subjacente a criacdo de materiais de restauragdo bioativos era a de que as
restauragoes diretas deveriam nao s6 ser utilizadas para reparar lesdes nos tecidos duros
dentarios, mas também ter caracteristicas bioldgicas que inibem o crescimento de caries
secundarias sem ter um impacto desfavoravel nas células hospedeiras (Wuersching et al.,

2023).

Todos os anos, mundialmente sdo realizados mais de 500 milhdes de restauragdes
dentarias, com interagdes diretas ou indiretas dos materiais utilizados na dentina ou na
polpa. A progressao dos testes in vitro e in vivo, permitiu obter efeitos e avaliar a interacdo

entre os materiais restauradores, o 6rgao dentario e o periodonto (Franca et al., 2022).
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Estudo da biocompatibilidade de materiais restauradores bioativos

Os materiais restauradores, vao substituir uma parte integrante do dente, e vao estar em
contacto intimo com os tecidos periodontais e os tecidos pulpares dos dentes ao longo do
tempo. Os materiais podem causar efeitos adversos presumivelmente devido a libertagdo
de alguns constituintes quimicos libertados. E verdade que os compostos quimicos
constituintes e os produtos da sua degradagao podem-se libertar na boca devido a uma ma
polimerizacdo. Os mesmos podem entdo atingir a polpa, o que fundamenta a preocupagao
sobre a existéncia de propagagdo de produtos no sangue através dos capilares e a
possibilidade deles atingirem vérios 6rgaos como o cérebro. A importancia de realizar
testes de biocompatibilidade ¢ essencial para garantir a maior inocuidade possivel desses
novos materiais na pratica clinica. Os materiais bioativos apareceram nos ultimos anos e,
os estudos de biocompatibilidade sdo raros ou inexistentes na literatura cientifica

(Remadi, 2020; St. John, 2007).

Um maior conhecimento da biocompatibilidade, nomeadamente da citotoxicidade, e das
caracteristicas fisicas e quimicas dos materiais restauradores ¢ essencial para dispor de
um enquadramento cientifico para as praticas clinicas seguras para os tecidos orais (Shahi

etal., 2019).

A ideia de biocompatibilidade baseia-se na capacidade de um material interagir
adequadamente com as estruturas bioldgicas, ou seja, sem causar uma reagao toxica ou
imunolédgica. A capacidade de um determinado material ou dispositivo ser compativel
com um tecido ou organismo vivo tem sido frequentemente definida como
biocompatibilidade. Em termos gerais, um material é considerado biocompativel quando
o seu contacto com o hospedeiro ndo resulta em efeitos desfavoraveis, incluindo stress

oxidativo, danos no DNA, mutagénese ou apoptose celular (Kus-liskiewicz et al., 2021).

Para determinar a biocompatibilidade dos materiais, ¢ essencial realizar testes in vitro, e

especificamente os testes de citotoxicidade.
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Introdugdo

A citotoxicidade refere-se normalmente aos efeitos prejudiciais induzidos numa
determinada linha celular, apos exposi¢do a um determinado material. Assim, antes dos
estudos in vivo, a citotoxicidade ¢ normalmente avaliada inicialmente, efetuando ensaios
in vitro especificos. Esses ensaios permitem determinar se os materiais que queremos
utilizar tém efeitos citotoxicos diretos ou impacto no crescimento celular (Adan et al.,

2016; Kus-liskiewicz et al., 2021).

1. MATERIAIS RESTAURADORES

Hoje em dia, temos acesso a uma imensa variedade de materiais para restaurar os dentes,
tal como a amalgama, compositos, iondmero de vidro, iondmero de vidro modificado por

resina € os compomeros (Innes et al., 2015).

A necessidade de avaliar e monitorizar a seguranga dos materiais dentarios utilizados
frequentemente em medicina dentaria tem aumentado nas ultimas décadas, e faz parte de
um processo complexo e moroso. Os materiais dentarios serdo mais estaveis e terdo uma
vida util mais longa se forem passivos e ndo reagirem ao ambiente da boca. Prevé-se que
os materiais dentdrios amplamente aceites ndo danifiquem ou prejudiquem as estruturas
circundantes da cavidade oral. Isto adota uma posi¢@o totalmente negativa relativamente
a tolerancia e biocompatibilidade dos materiais e oculta a possibilidade de alguns ganhos
potenciais ¢ melhoria na sua composicdo para erradicar a sua potencial citotoxicidade

(Mallineni et al., 2013).

A amalgama foi o material preferido para restauracdes de dentes posteriores durante
varias décadas. No entanto, o mercurio liberado pelas amalgamas representa uma ameaga
tanto para o doente quanto para o ambiente, o que levou a busca de outros tipos de
materiais. E com esta ideia que foi necessario encontrar outros materiais para restauragdes

dentarias (Rasines Alcaraz et al., 2014).

Com a evolugdo desses materiais, aperfeigoaram-se produtos utilizados rotineiramente,
que sdo cada vez mais faceis de manobrar e com um tempo de presa cada vez mais curto,
mais agradaveis para o profissional e para o paciente, em que a biocompatibilidade deve

ser a palavra-chave na escolha dos materiais.
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1.1 Resina composta

Os compositos tém sido amplamente utilizados com sucesso na pratica odontoldgica. As
resinas sdo muitas polivalentes e sdo os produtos mais utilizados para restauragdes
definitivas ou temporarias. Eles podem ser usados para fazer coroas, inlays e onlays, bases
cavitarias, selantes de fissuras, cimentagdo, selamento endodontico € muito mais

(Ferracane, 2011).

As resinas compostas (RC) sdo os materiais mais adequados para atingirem os objetivos
de alta durabilidade e boa aparéncia, preservando os dentes que sofreram lesdes de carie
e restaurando a sua funcdo e aparéncia. As resinas devem ter propriedades mecanicas
semelhantes as do esmalte e da dentina porque vao permanecer na cavidade oral por um

periodo de tempo prolongado (Kusgoz et al., 2011).

As questdes sobre a biocompatibilidade dos materiais ndo se limitam aos componentes
da amalgama. Uma vez que sdo cada vez mais utilizados na rotina do médico dentista, os
materiais a base de resina, s3o necessarias avaliacdes cientificas sobre os efeitos destes
materiais, nomeadamente os mais recentes, nos sistemas biologicos. Uma ma
polimerizacdo dos monomeros ¢ o desgaste das resinas permitem que oS compostos
toxicos (principalmente mondémeros) sejam libertados no organismo. Como resultado, as
resinas ndo podem ser consideradas como totalmente inertes no ambiente oral, ou seja, a
sua biocompatibilidade pode ndo ser a ideal (Schmalz & Widbiller, 2022; Van Landuyt et
al., 2011).

As resinas compostas sdo formadas por uma matriz polimérica organica composta de
metacrilatos e particulas de carga inorganicas unidas por silano, um agente de unido. As
resinas compostas também contém um sistema iniciador e regulador das reagdes de

polimerizacao e aditivos (Anusavice et al., 2013).

Bowen sintetizou o BisGMA, bisfenol glicidil metacrilato A, e obteve a sua patente em
1962 (Peutzfeldt, 1997). A sua massa molar elevada e a sua rigidez molecular limitam a
contracdo que ocorre durante a polimerizacdo. No entanto, devido as ligagdes de
hidrogénio formadas entre as fungdes alcool, este mondmero tem uma viscosidade

demasiado elevada.
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Foster ¢ Walker desenvolveram o monémero UDMA, uretano dimetacrilato (Peutzfeldt,
1997), que ¢ utilizado sozinho ou em conjunto com outros monoémeros. A sua massa molar
¢ semelhante 2 do BisGMA, mas como a sua estrutura ¢ mais flexivel do que a do
BisGMA, a resisténcia do polimero resultante aumenta. O UDMA tem uma viscosidade
muito mais baixa e uma reatividade mais elevada, como resultado, hd menos mondémeros
livres no final da polimerizagdo. O hidroxietil metacrilato (HEMA) e trietileno glicol
dimetacrilato (TEGDMA) também sao utilizados, para tornar o BisGMA mais fluido e
melhorar o seu uso na clinica. No mercado, existem varias resinas com varias
combinagdes de mondémeros dependendo dos fabricantes (Chaput & Faure, 2019;

Peutzfeldt, 1997).
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Figura 1. Estrutura quimica das monomeros das resinas compostas (Tiu et al., 2021).

A luz ¢ o agente que ativa a polimerizacdo da maioria dos compdsitos. As
canforoquinonas, aceleradas por aminas terciarias, sdo o sistema iniciador mais comum.
Devido a absor¢do de energia do espectro visivel da luz, as canforoquinonas iniciam a
reacdo de polimerizacdo, que ¢ catalisada pelas aminas terciarias.

Para iniciar a polimerizagao, as resinas fotopolimerizaveis precisam de ser expostas a luz
visivel azul, que corresponde ao comprimento de onda utilizado pelas canforoquinonas

(Ferracane, 2011).

Como resultado, os monomeros, que sdo moléculas de baixo peso molecular, formam
ligacdes covalentes dando origem a um polimero através de uma reagdo de
fotopolimerizagdo. Esta reacdo de polimerizagdo, ou seja, de passagem do estado de
mondmero para o estado de polimero ndo ocorre de maneira completa. Alguns
monomeros residuais ndo se juntam ao polimero, ficam sem ligagdes e vao estar livres no

ambiente oral (Shahi et al., 2019).
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Além disso, os mondmeros de metacrilato livres presentes na cavidade bucal ou na polpa,
resultantes de um processo de polimeriza¢do incompleto durante o cisalhamento

mecanico, podem ser libertados para a circulagdo sistémica (Cengiz et al., 2022).

Hé uma dindmica especifica, em que a qualidade da polimerizagcdo vai resultar numa
diferenga do grau de citotoxicidade das resinas compostas. Quanto maior for o numero
de mondémero que passam a fazer parte do polimero, menor serd o potencial toxico do
produto e vice-versa. Do ponto de vista da biocompatibilidade, a polimerizagao dos
monoémeros ¢ uma etapa chave para o uso seguro dos materiais (Schmalz & Widbiller,

2022).

1.2 Cimento de ionémero de vidro (CIV)

Wilson e Kent sdo os inventores dos cimentos de ionomero de vidro. Desde entdo, este
material tem sido amplamente utilizado como bases, revestimentos, materiais de

restauragdo e cimentos de cimentagao (S. Chen et al., 2016).

Os cimentos de ionomeros de vidro fazem parte dos materiais restauradores com as
melhores caracteristicas biologicas, embora se saiba que nenhum material ¢ totalmente

biocompativel (Freire et al., 2015).

O material ¢ produzido por uma reagdo acido-base entre um pd contendo particulas de
vidro e um liquido contendo acidos. Os componentes basicos das particulas de vidro
incluem o 6xido de silicio, o 6xido de aluminio e o fluoreto de célcio. O grupo dos acidos
¢ constituido por acido maleico, &cido tricarboxilico, dcido itaconico e acido poliacrilico.
Além disso, contém 4cido tartarico para aumentar o tempo de trabalho do iondmero de

vidro (Anusavice et al., 2013).

A presa dos cimentos de iondmeros de vidro comega com o ataque dos protdes do acido
poliacrilico provocando a dissolucdo do composto vitreo, e a libertacdo de ides de
aluminio, cdlcio, fltior e sédio. O célcio forma uma ligagdo cruzada com os grupos
carboxilo do acido poliacrilico, dado que estes compostos migram para a fase aquosa do

cimento (Anusavice ef al., 2013).
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A presenca de fluoreto no composto vitreo permite que ele se ligue aos ides hidroxilo da
hidroxiapatita, o que leva ao efeito anticariogénico. A libertagdo gradual de ides fluoreto

fornecidos por este constituinte, dura anos apos a sua colocacao (de Moraes et al., 2015).

A 4gua ¢ necessaria para a formacdo deste material, pois a reacdo entre 0s seus
componentes apenas pode ocorrer em um meio aquoso, permitindo a ocorréncia de uma
reacdo acido-base. No entanto, quando hd uma quantidade significativa de dgua, os ides
metalicos sdo diluidos, o que resulta em um trabalho restaurador opaco, fragil e mole

(Lohbauer, 2010).

1.3 Cimento ionomero de vidro modificado por resina (CIVMR)

Devido as desvantagens dos cimentos de ionémeros de vidro tradicionais, como a sua
sensibilidade a 4gua em demasia e a sua fraca dureza inicial, adicionaram-se resinas para

melhorar as suas propriedades quimicas e fisicas (Francois et al., 2020).

O metacrilato e o acido poliacrilico combinados produziram os CIVMR. A principal
diferenca da sua constitui¢ao em relacao aos cimentos de iondémero de vidro tradicionais
¢ que eles também sofrem polimerizacdo, além da reacdo acido-base. Isso ocorre porque
eles incorporam iniciadores € mondmeros necessarios para a reagdo de polimerizagdo

(Khoroushi & Keshani, 2013).

Os CIVMR geralmente consistem em 80% dos componentes dos cimentos de iondémeros
de vidro tradicionais, acido poliacrilico e vidro de fluoroaminosilicato, embora isso possa
variar. Por outro lado, os 20% restantes sdo compostos por metacrilatos

fotopolimerizaveis (Hamama et al., 2014).

A presenca de mondmeros da polimeriza¢do, como a do hidroxietil-metacrilato (HEMA),
na composicdo dos CIVMR nido altera apenas a reacdo acido-base dos cimentos de
iondomeros de vidro tradicionais, mas também melhora as propriedades fisicas dos

CIVMR (Khoroushi & Keshani, 2013).

A tomada de preza do CIVMR ¢ precedida por uma reagao de 4cido-base semelhante aos

cimentos de iondmeros de vidro tradicionais e uma polimeriza¢do da resina HEMA.
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Como resultado, o CIVMR conecta-se ao dente por meio de dois mecanismos diferentes.
Primeiro, ele liga os grupos carboxilo aos ides célcio do dente e, em seguida, liga o
componente resinoso ao dente que ja foi condicionado por meio de um mecanismo de

adesdo micromecanica (Hamama et al., 2014).

Além disso, o CIVMR tem potencial antimicrobiano. A libertagdo de ides metélicos e
flior, bem como seu pH inicial baixo, sdo as principais causas deste potencial

antimicrobiano (Farrugia & Camilleri, 2015).

1.4 Bioatividade dos materiais restauradores

Atualmente, desenvolveram-se materiais dentarios com comportamentos diferentes,
passando de biomateriais passivos que nao deveriam ter efeitos nem negativos nem
positivos no organismo para materiais bioativos que tém efeitos positivos constantes e
previsiveis, como por exemplo a estimulagdo das células e a uma agdo antibacteriana

(Ladino et al., 2021).

Um conjunto crescente de investigacdes sobre métodos de prevengao de lesdes cariosas
centra-se na utilizagdo de materiais bioativos para restauracdes dentarias. Atualmente, o
foco estd na criagdo de materiais dentarios que possam impedir a formacao de biofilmes
e promover a mineralizacdo dos dentes. Foi demonstrada a capacidade dos materiais de
resina bioativa em perturbar os consorcios polimicrobianos in vivo e prolongar a vida das

restauragoes (Melo et al., 2022).

A remineralizacdo ou inibi¢do da desmineralizacdo dentaria pode ser facilitada por uma
série de materiais de restauragdo dentédria bioativos. Estes compostos remineralizantes
incluem cimentos de iondémero de vidro, agentes de ligacdo, compositos de resina,
cimentos de resina, materiais de prote¢do pulpar contendo flior ou calcio e selantes (L.

Chen et al., 2013).
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Uma substancia bioativa deve ser e ter as seguintes caracteristicas: biocompatibilidade,
esterilidade, ndo ser reabsorvivel, atividade bactericida e bacteriostatica, manutencao da
vitalidade pulpar, estimulagdo da dentina reparadora, capacidade adesiva, radiopacidade,
resisténcia a compressdo e a tragdo, interagdo com o meio humido e facilidade de

manipulagdo (Zhang et al., 2017).

O uso de materiais bioativos em dentisteria restauradora tem beneficiado muito a
durabilidade das restauragdes, a estimulacdo celular para a reparacdo da dentina, o
aumento da resisténcia adesiva, a diminuigdo da recorréncia da cavidade ¢ a diminuig¢ao
da microfiltracdo bacteriana. Muitas areas da medicina dentaria restauradora utilizam
materiais bioativos, gerando interacdes diretas entre o substrato e a remineralizacdo,
iniciando a precipitagdo e a troca idnica que encorajam o desenvolvimento de uma

camada de hidroxiapatita (Ladino et al., 2021).

Os materiais bioativos, s3o materiais que estimulam uma reagdo bioldgica no contacto do
material com o tecido, criando uma unido entre eles. A libertagao de ides de calcio, sodio,
silica e fosfato, que resultam em efeitos como a angiogénese ¢ a atividade antibacteriana,
foi geralmente comprovada como sendo promovida por materiais bioativos (Benetti,

2019).

Podemos classificar os materiais bioativos em duas categorias. Aqueles cujas reagdes
rapidas a superficie resultam em inducao e producdo. E também aqueles cuja indugdo de
respostas celulares e extracelulares resulta na ligagdo da substancia tanto aos tecidos
duros como aos tecidos moles. No segundo caso, apenas a condug¢do ocorre como
resultado de uma reacdo de superficie retardada que apenas provoca uma resposta

extracelular (Ladino ef al., 2021).

Os tecidos dentarios estdo constantemente a trocar ides de fluor, calcio e fosfato, o que
cria um equilibrio gragas a fun¢do reguladora da saliva. A cavidade oral tem um ambiente
dindmico onde os materiais de restauracdo e os tecidos dentarios estdo expostos a uma
vasta gama de variagcdes em termos de pH, temperatura, microrganismos e nutrientes

(Garchitorena, 2019).
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Ao adicionar cargas bioativas ou ao aderir mondmeros antibacterianos a sua fase
organica, as resinas compostas podem ser modificadas para produzir bioatividade,

criando um mecanismo antibacteriano e remineralizante (Vallittu et al., 2018).

Os cimentos iondmeros de vidro foram uns dos primeiros materiais ditos "inteligentes"
devido as suas propriedades que lhe permitem libertar ides de fltior, que favorecem a
reparacdo dentindria. A libertacdo de flor aumenta os acidos, realizando um efeito
tampao no meio onde se encontram, que também contém ides fluoreto de aluminio e
fluoreto de hidrogénio, que se concentram na sua fase de dissolugdo e gelificagdo, mas

diminuem no seu endurecimento e maturacao (Tjdderhane & Tezvergil-Mutluay, 2019).

1.5 Interacdo dos materiais restauradores com o Orgio dentario e o

periodonto

Os materiais restauradores sdo produtos que servem para substituir uma parte importante
do dente e que podem permanecer em contato intimo com os tecidos periodontais e
pulpares dos dentes por um longo periodo de tempo. Devido a libertacdo dos seus
componentes quimicos, os materiais podem ter efeitos negativos sobre os tecidos
adjacentes. O tipo de material, o local onde ¢ utilizado e a utilizagdo pretendida afetam o
grau de biocompatibilidade do material. Por conseguinte, um material pode ndo ser
totalmente biocompativel, mas ainda assim pode produzir uma resposta tecidular
adequada quando testado num determinado tipo de tecido ou grupo de tecidos em

circunstancias especificas (St. John, 2007).

Nao existe um material restaurador totalmente seguro para uso na cavidade oral. O critério
de escolha assume que os beneficios do uso devem superar amplamente 0s riscos
associados. Muitos materiais t€m componentes que podem ser toxicos ou irritantes, o que
significa que nenhum deles ¢ totalmente inerte em termos bioldgicos. Idealmente, os
materiais restauradores sdo inodoros, ndo toxicos, nem irritantes. Isso significa que sao
inofensivos para a cavidade oral e que ndo se dissolvem na saliva ou qualquer outro fluido

ingerido (Remadi, 2020).
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O tipo celular predominante no tecido do periodonto conectivo sdo os fibroblastos, que
remodelam a matriz extracelular através das fibras de colagénio. Eles também respondem
a varias citocinas inflamatdrias e fatores de crescimento, que regulam o equilibrio entre a
sintese e a degradagdo da matriz extracelular. O epitélio e o tecido conectivo subjacente
compdem o periodonto. A gengiva inserida e a gengiva marginal livre tém epitélio
escamoso estratificado queratinizado. O sulco gengival e a gengiva aderida s3o locais
onde a inflamacdo gengival e, eventualmente, doencas periodontais podem surgir. A
formagdo de bolsas periodontais e recessdo gengival ¢ iniciada pela degradacdao de

colagénio na jun¢do dento-epitelial (Borzangy et al., 2013).

Os materiais dentarios tal como 0s microrganismos € seus compostos toxicos, quando
aplicados nos tecidos dentinarios e no complexo pulpar podem libertar componentes
citopaticos que penetram nos tibulos dentinarios para induzir danos pulpares (Siqueira et

al., 2015).

Os materiais dentarios t€m um impacto bioldgico importante quando em contato com
tecidos vivos e quando sdo libertadas substancias quimicas especificas. Por exemplo, a
amalgama liberta quantidades relativamente pequenas de mercurio. Por outro lado, os
compdsitos libertam uma grande variedade de compostos, incluindo monémeros como o
bis-GMA, UDMA, TEGDMA e HEMA, catalisadores, aceleradores e outros residuos
como o bisfenol A. Estdo a ser feitas cada vez mais investigagdes sobre os impactos
bioldgicos da libertacdo das nanoparticulas e dos quimicos dos materiais dentérios. De
facto, as nanoparticulas s3o incorporadas propositadamente nos compositos para
melhorar qualidades como o brilho. Por outro lado, também podem ser produzidas pela
moagem de particulas de carga maior e entrar acidentalmente nos materiais.
Adicionalmente, mesmo que o material ndo contenha inicialmente quaisquer
nanoparticulas, o dentista cria nanoparticulas durante o polimento ou remocdo das

restauragoes (Schmalz & Widbiller, 2022).
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Além disso, os monomeros residuais dos materiais resinosos irritam os tecidos
periodontais, causando necrose, inflamagao e recessao gengival em redor dos dentes. De
facto, os monomeros que ndo foram polimerizados afetam a biocompatibilidade dos
materiais resinosos, aumentando os seus niveis de citotoxicidade. Em consequéncia,
vamos estar a frente de danos quimicos locais, hipersensibilidade, inflama¢ao da mucosa,
vesiculas, Uulceras e, eventualmente, reagdes alérgicas sistémicas mais graves

(Moharamzadeh et al., 2009).

Tanto os pacientes, como os profissionais de medicina dentaria que utilizam produtos a
base de resina, como as resinas compostas, podem ter reacdes alérgicas (Mallineni et al.,

2013).

Os cimentos iondomeros de vidro, apresentam uma série de inconvenientes, incluindo um
grau de fragilidade elevado e sensibilidade a humidade nas fases iniciais de fixacdo, o que

pode potenciar a difusdo de compostos nos tecidos adjacentes (S. Chen et al., 2016).

2. ESTUDO DE BIOCOMPATIBILIDADE

A biocompatibilidade, como referido anteriormente, define-se como a capacidade de um
material funcional utilizado numa determinada aplicagdo induzir uma reacdo favoravel
no hospedeiro. Essa definigdo também abrange o risco bioldgico, que inclui a
probabilidade de que respostas desfavoraveis a dispositivos médicos ou materiais tenham

um impacto negativo na saude, que deve ser o mais baixo possivel (Crawford et al.,2021).

No ambito da dentisteria e da reabilitacdo do dente numa aplica¢do clinica ideal, a
biocompatibilidade ¢ uma qualidade bioldgica crucial. Preferencialmente, um material de
restauragdo dentdria tanto como os seus produtos de degradacdo ndo devem provocar
reacdes nocivas ou alérgicas enquanto desempenham a fun¢do pretendida (Zafar et al.,

2020).
Dado que a maioria dos materiais dentarios entram em contacto com os tecidos orais

durante um periodo de tempo prolongado, a biocompatibilidade ¢ uma questdo

importante.

26



Introdugdo

Embora clara, a definicdo ndo incluia recomendagdes sobre como avaliar a
biocompatibilidade ou sugestdes sobre como refor¢ar ou melhorar a biocompatibilidade.
E aqui que entram os estudos de citotoxicidade in vitro, sdo a fase inicial da avaliagio da
biocompatibilidade dos materiais dentarios. Para tal, podem ser utilizados testes de
contacto direto com as células ou ensaios de contacto indireto, em que ¢ estabelecida uma

barreira entre as células e os materiais a testar (Bapat et al., 2021; Crawford et al., 2021).

Atualmente, os testes sdo definidos pela ISO para determinar a biocompatibilidade de

dispositivos e materiais.

As normas ISO examinam os perfis toxicoldgicos dos materiais devido a sua importancia
critica no cumprimento dos requisitos regulamentares para estudos de biocompatibilidade
pré-comercializagdo. A série ISO 10993 inclui orientacdes para a selecdo de técnicas
adequadas para avaliar a toxicidade do equipamento médico, incluindo materiais
dentarios. A biocompatibilidade pode ser avaliada por trés métodos diferentes: in vitro,
usando culturas de células, in vivo, usando experiéncias em animais e posteriormente
usando os ensaios clinicos. Os ensaios de citotoxicidade in vitro, tal como acontece com
outros produtos quimicos, s3o o primeiro passo na avaliagdo dos materiais dentérios para
determinar a sua possivel toxicidade. Para a avaliacdo biologica de materiais, ¢
fundamental a conce¢do experimental da interface entre as células e o material. Esta
interacdo pode ser direta, indireta ou por dilui¢do do extrato do material. Nas experiéncias
de contacto direto com as células, a substancia é aplicada diretamente sobre as células em
culturas de monocamadas e sdo geradas curvas de dose-resposta apos varios tempos de
incubagdo. No entanto, como as células do corpo nem sempre estdo em contacto direto
com os materiais, os ensaios de contacto indireto foram desenvolvidos com uma barreira

entre as células e as substancias a testar (Shahi ez al., 2019).

O contacto entre os materiais ndo soliveis e as culturas celulares pode ser estabelecido
através da utilizacdo de um agente emulsionante, como o meio de cultura celular, o
DMSO ou o etanol, em que o material entra em contacto com estes agentes, libertando
compostos toxicos, e depois o extrato libertado entra em contacto com as células

(Moharamzadeh et al., 2009).
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Geralmente, o nimero de células saudaveis ndo expostas ao material a testar ¢ utilizado
para quantificar a viabilidade celular. Os mesmos ensaios utilizados para detetar a
viabilidade s3o frequentemente realizados ao longo do tempo para investigar a
proliferacdo celular numa populagdo. As abordagens da viabilidade celular podem ser
realizadas com vérios ensaios e podem examinar populacdes inteiras ou somente células
individuais. Em geral, a andlise da populacao ¢ mais rapida, mas produz resultados menos
pormenorizados do que os que envolvem medidas de viabilidade ao nivel de uma unica
célula. As andlises sdo efetuadas com a ajuda de corante, como ¢ o caso do MTT, azul de
tripan, XTT, MTS, cristal violeta e vio mesmo até técnicas mais complexas, como € o

caso do RAMAN de anélise individual (Stoddart, 2011).

2.1 Ensaio com o MTT

O teste de redu¢do do MTT desenvolvido pela primeira vez por Mossman em 1983, ¢ um

método de contagem rapido de células vidveis.

O ensaio MTT continua a ser um dos ensaios de viabilidade mais uteis e apreciados, que
se baseia na conversao de um substrato em produto cromogénico realizada pelas células
vivas. O ensaio utiliza a redutase mitocondrial, succinato desidrogenase, para transformar
o sal de tetrazolio de cor amarelo solivel em agua, MTT, [brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio] num precipitado purpura insoluvel, o formazan.
O MTT pode atravessar a membrana celular devido aos seus grupos laterais lipofilicos,
sendo reduzido somente nas células vivas por uma enzima mitocondrial ou do plasma

celular.

Em seguida, sdo utilizados solventes organicos para dissolver e solubilizar os cristais de
formazan de cor purpura obtidos posteriormente numa placa de 96 pocos. A concentragdo
do formazan ¢ entdo avaliada por densidade optica a 570 nm (Kumar et al., 2018; Pribst

etal., 2017).
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Figura 2. Redugdo do tetrazolio MTT em formazan pela enzima das células viaveis (Buranaamnuay,
2021).

Uma vez que a intensidade da cor do formazan est4 correlacionada com a quantidade de
células metabolicamente ativas e vidveis, quanto maior for o nimero de cristais obtidos,
maior serd o valor de absorvéncia. Este teste permite estimar a viabilidade de diferentes

tipos de células (Buranaamnuay, 2021).

3. OBJETIVO

O objetivo deste estudo ¢ avaliar o nivel de citotoxicidade de dois materiais restauradores
bioativos e compara-la com a dos materiais do mesmo tipo que ndo sdo bioativos. As
investigacdes decorreram in vitro, utilizando fibroblastos 3T3 de ratinho que ¢ uma linha
celular muito estivel. Os materiais estudados foram o Activa Bioactive Restorative ™ e
Photac Fil Quick Aplicap ™, que se classificam como cimentos de iondomero de vidro
modificados por resina e o Cention Forte® e Filtek Z250 ™ que se classificam como

compdsitos.

4. HIPOTESES EXPERIMENTAIS

A hipoétese nula deste trabalho corresponde a ndo haver diferengas de citotoxicidade dos
materiais bioativos, Activa e Cention, em relacdo aos materiais do mesmo tipo nao

bioativos, Photac e Filtek, respetivamente.
A hipdtese alternativa corresponde a situagcdo em que ha diferencas de citotoxicidade dos

materiais bioativos, Activa ¢ Cention, em relacdo aos materiais ndo bioativos, Photac e

Filtek, respetivamente.
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1L MATERIAIS E METODOS

1. MATERIAIS

1.1 Materiais restauradores

No ambito desta investigacao, foram testados dois materiais restauradores bioativos.
Esses materiais inscrevem-se na reabilitagdo direta do dente, o Activa Bioactive

Restorative ™ — Pulpdent ® € o Cention Forte ® — Ivoclar Vivadent ®.

Em paralelo dois materiais restauradores conhecidos, cientificamente validados e
amplamente usados na rotina dos médicos dentistas foram testados para comparacao: a
resina composta Filtek Z250 ™ — 3M ™ ESPE que se assemelha ao Cention Forte ® € o
Photac Fil Quick Aplicap ™ — 3M ™ ESPE que é um iondémero de vidro modificado por

resina fotopolimerizavel que se assemelha ao Activa Bioactive Restorative ™,

c) d)

Figura 3. a) Activa Bioactive Restorative™ — Pulpdent®; b) Cention Forte® - Ivoclar Vivadent®; c)
Photac Fil Quick Aplicap ™ — 3M ESPE; d) Filtek Z250 ™ — 3M ESPE
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Todos os materiais foram preparados seguindo rigorosamente as instru¢des do fabricante.

Para todos os materiais foi utilizado um molde de forma a uniformizar as amostras,

permitindo a produc¢do de cilindros idénticos de 4mm de altura e 4mm de diametro com

uma espatula angulada e um brunidor esférico esterilizados no autoclave. Para o Photac™

e o Cention Forte ®, necessitimos de misturar o material com um vibrador. No caso do

Activa Bioactive ™, as pontas de auto-mistura sdo fornecidas. Todos os materiais foram

polimerizados com um fotopolimerizador UV DB 686 (Coxo, China).

Tabela 1. Tabela das caracteristicas dos materiais utilizados neste presente trabalho.

Nome do Fabricante Lote Cor Ingredientes* Tempo de Intensidade | Tempo Indicagoes
produto mistura da luz de luz
Activa Pulpdent® 230119 A2 Mistura de diuretano e 550-1000 20 seg Cavidades das
Bioactive outros metacrilatos com mW/cm2 superficies radiculares e
acido poliacrilico restauragdes de classe I,
Restorative
modificado, Silica amorfa IL I, IV e V sem
™ Fluoreto de sédio envolvimento pulpar
Cention Ivoclar Z04TPL A2 Vidro de fluorssilicato de 15 seg 500-900 20 seg
Forte ® Vivadent® Ca, vidro de silicato de Ba- mW/cm2 Restauragdes diretas
Al, vidro de fluorssilicato entre 22 ¢ 26°C anteriores e posteriores
de Ca-Ba-Al, UDMA, classes I, IT e V nos
trifluoreto de itérbio, 4000 - 4800 dentes permanentes e
UDMA alifatico aromatico, oscilagdes/min deciduos.
DCPe
PEG-400-DMA.
Photac Fil 3M™ ESPE 9647735 A3 P6 de vidro tratado com 15 seg 500-900 20 seg Restauragdes diretas
Qui ck silano, amina aromatica, mW/cm2 classes III e V, Pequenas
acido polimérico, +23°C classes I, Defeitos
Aplicap ™ i )
metacrilato (HEMA), agua, cuneiformes, Obturag@o
sal de magnésio metacrilato 4300 de dente de leite,
fosforilado, dimetacrilato de oscilagdes/min Selagem de fissura,
uretano (UDMA), Restauragoes
estabilizador temporarias classe I e I
Filtek 3M™ ESPE 9496202 A2 Ceramica tratada com 500-900 20 seg
7250 ™ silano, Dimetacrilato de éter mW/cm2 Restauragdes diretas

diglicidilico de bisfenol A
(BISGMA), Dimetacrilato
de éter de polietilenoglicol
de bisfenol A (BISEMAG),
Dimetacrilato de diuretano
(UDMA), Dimetacrilato de
trietilenoglicol (TEGDMA),
Oxido de aluminio, N,N-

dimetilbenzocaina

anteriores € posteriores

classe I IL IIT, IV e V,
Reconstrugdo coronaria,
Contengdo, Restauragdes
indiretas incluido inlay,

onlays e facetas

*Segundo ficha MSDS de cada produto

32




Materiais e Métodos

1.2 Tipo Celular

No ambito do trabalho, todas as manipulagdes laboratoriais foram efetuadas com células
3T3 que sdo fibroblastos embrionarios de ratinhos (NIH/3T3 ATCC® CRL-1658). A
principal caracteristica desta linha celular ¢ o seu crescimento e aderéncia em mono-

camada.

As células foram inicialmente descobertas e obtidas em 1962 por Georges Todaro e
Howard Green na Universidade de Medicina de New York a partir de tecido embrionario
de ratinho albino suico. O nome “3T3” refere-se a “transferéncia de 3 dias, inoculo de
3x10.° células”. Dessa forma, foi assim estabelecida uma linha celular através deste
protocolo a partir de culturas de células primarias de fibroblastos embrionarios. Estas

células com uma taxa de crescimento padronizada e transformaram-se em linha celular

imortalizada, estavel, muito utilizada nos trabalhos de pesquisa laboratoriais (Todaro &

Green, 1963).

WP

Figura 4. Células 3T3 confluentes observadas ao MO a x20 e x40.
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1.3 Produtos laboratoriais

Tabela 2. Reagentes biologicos utilizados no presente estudo.

Produtos

Fonte

Brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT), 0,5mg/ml, 99% puro

Sigma, Reino Unido

Dimetilsulféxido (DMSO), 99%

Sigma, Reino Unido

Dulbecco's Modified Eagle s Medium
(DMEM) (Meio Eagle Dulbecco modificado),

filtrado-esterilizado, testado para endotoxinas

Sigma, Reino Unido

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline
(Tampao-fostato, PBS) 1xC, pH 6,0-7,0

Gibco, Reino Unido

Calf Bovine Serum Gold (CBS); esterilizado,
pH 7,1, testado para endotoxina e

hemoglobina

PAA, Austria

Gentamicina 50mg/ml

Gibco, Reino Unido

Solugdo Tripan Blue (0,4%) (Azul de

tripano), filtrada-esterilizada

Sigma, Reino Unido

Solugdo de Piruvato de S6dio 100 mM (PNA)

Gibco, Reino Unido

Solugdo de Anfoterizina B 250 pg/ml

(Fungizona), filtrada-esterilizada

Sigma, Reino Unido

Solugdo L- penicilina-estreptomicina (10000
U/ml Penicilina, 10 mg/ml Estreptomicina),

filtrada-esterilizada (pen-strep)

Gibco, Reino Unido

Tripsina de pancreas suino 1xC, filtrado-

esterilizado, pH 6,4-7,0

Sigma, Reino Unido

Agua destilada estéril (autoclavada)

IGEPAL CA-360

Sigma, Reino Unido

Isopropanol

Sigma, Reino Unido
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Tabela 3. Equipamentos laboratoriais utilizados.

Equipamento e Descartaveis

Marca

Camara de fluxo laminar Mars Safety Class 2

LaboGene™, Dinamarca

Banho-maria

Centrifuga modelo 3-16K

Sigma®, Reino Unido

Leitor de microplacas modelo 680

BioRad®, EUA

Estufa incubadora 2406 SHEL LAB Basic
CO» Jacketed

Shal Lab™, EUA

Microscopio Optico

Axiovert® 25, Zeiss, EUA

Camara de Neubauer modelo 81001104

Hirshmann®, Alemanha

Pipeta Multicanal BPE-300

Labnet International®, EUA

Micropipetas P200 e P1000 e pontas estéreis

Gilson®, EUA

Frascos de cultura de 25¢cm T25

Sarsted®, Alemanha

Pipetas estéreis descartdveis de 2ml, Sml,

10ml e 25 ml

DentaLab™, Espanha

Placas de 96 pocos

VWR International®, China

Tubos Falcdo 15 e 50ml

DentalLab™, Espanha

Criotubos

DentalLab™, Espanha

2. METODOS

Neste estudo foram avaliados os potenciais niveis de citotoxicidade in vitro de dois

materiais restauradores bioativos e dos seus controlos ndo bioativos, pelo ensaio de

MTT, utilizando diferentes concentragdes dos extratos e preparados apds 24 horas e

com 1 semana de incubagdo. Todas as manipulacdes das resinas e das células foram

efetuadas no laboratério de Biologia Molecular do CiiEM em condi¢des estéreis,

utilizando a cAmara de fluxo laminar Mars Safety Class 2 (LaboGene, Dinamarca).
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2.1 Manipulac¢io dos materiais restauradores

Todos os produtos foram preparados rigorosamente segundo as instru¢des do
fabricante. Cada material foi comprado especificamente para este estudo, e utilizado

dentro do prazo de validade.

Os materiais foram preparados de modo em formar cilindros idénticos de 4mm de
altura e 4 mm de diametro com um molde metalico, correspondendo a uma superficie
de exposigdo total de 75mm?. Para cada material a testar, produziram-se 16 cilindros
que foram imersos em 4ml de meio de cultura das células (DMEM) num tubo Falcao
de 15ml, seguindo assim as propor¢des recomendadas pela ISO 10993-12. A
incubacao foi feita numa estufa a 37°C e 5% de CO: durante um periodo de 24h ou

de 7 dias.

:
g

Figura 5. Fotografia dos 16 cilindros em 4ml de DMEM. De esquerda para direita, Photac, Cention
Forte, Activa Bioactive, Filtek Z250.

A resina composta Filtek Z 250 ™, foi preparada com instrumentos estéreis e
fotopolimerizada segundo as instru¢des do fabricante com um fotopolimerizador de

400-500 nm, durante 20 segundos em camada incremental de 2mm.
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O ionémero de vidro Photac ™, foi ativado, misturado com um vibrador durante 15
segundos, posteriormente os cilindros foram realizados com um aplicador especifico

em camada de 2mm e finalmente fotopolimerizado durante 20 segundos.

O Activa Bioactive Restorative ™, sdo duas pastas presentes numa seringa que vao
se misturar na ponta fornecida pelo fabricante e fazer camadas de 4mm. Este material
tem uma polimerizagdo dual, ou seja, apos colocacdo o fabricante sugere deixar
“autopolimerizar” 20 segundos e sé depois induzir a fotopolimerizagdo durante 20

segundos.

Finalmente, o Cention Forte ®, foi ativado pressionando a céapsula, agitando durante

15 segundos e logo apos fotopolimerizado durante 20 segundos até¢ 4mm.

Nos trés ultimos materiais temos uma dupla polimerizagdo. De facto, num primeiro
tempo, ocorre uma polimeriza¢do quimica com a mistura do pé com um ou dois
liquidos e num segundo tempo da-se a polimeriza¢ao induzida pela luz. Por ultimo,
todos os materiais foram esterilizados durante uns 20 minutos com uma luz UV na
camara de fluxo laminar antes de adicionar 4ml de meio de cultura DMEM (Figura
5) e incubar durante 24h ou 7 dias na estufa a 37°C ¢ atmosfera humida de 5% de

COas.

2.2 Manipulacio das células 3T3

A totalidade das manipulagdes das células 3T3 foi efetuada na camara de fluxo
laminar de forma a respeitar as condigdes de assepsia e evitar todas as contaminagdes
externas. O meio de cultura que permite o crescimento ¢ o suporte nutricional das
células ¢ composto de DMEM, onde foi acrescentado 10% de soro CBS, 1% de

piruvato de sédio, 1% de pen-streptomicina e 1% de fungizona.

2.2.1 Descongelacio
Em primeiro lugar, as cerca de 10° células utilizadas de uma terceira passagem (P3)
estiveram guardadas em meio DMEM, com 10% de DMSO e 10% de CBS, a uma

temperatura de -140°C.
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A descongelagdo ocorreu rapidamente, num banho-maria de 37°C, e foram colocadas
em 9 ml de meio de cultura DMEM com toda a suplementacdo necessaria. Logo em
seguida, foi realizado uma centrifugacdo e o sobrenadante descartado para eliminar
os produtos em excesso (DMSO e CBS) utilizados durante a crioconservagdo. O
“pellet” de as células foi ressuspendido e colocado num frasco de cultura T25, ou seja,
dentro de 25 c¢cm?* com meio DMEM completo. Finalmente, as células ficaram a
incubar a 37°C na estufa de CO», com atmosfera humida e 5% de CO; (2406 SHEL
LAB Basic CO: Jacketed Incubator, Shel Lab) até atingirem uma elevada densidade,

ou seja, a confluéncia celular.

Diariamente, as células foram observadas até atingirem a confluéncia, altura em que
¢ necessario descolar as células com tripsina para mudar o meio de cultura e a
aumentar a superficie de proliferacdo para garantir um equilibrio do pH e aporte
nutricional as células. A confluéncia celular ¢ verificavel ao microscopio invertido,
através da aderéncia ao pavimento do frasco e do espaco disponivel entre as células

que deve ser quase nulo.

2.2.2 Congelacao

No momento em que foi atingido o estado de confluéncia, geralmente apos 3 dias,
parte das células da cultura celular foram guardadas a -140°C, para manter o stock de
células 3T3 para as futuras experiéncias laboratoriais. Cerca de 10° células foram
congeladas em meio de cultura DMEM suplementado com soro bovino (CBS) em que
se acrescentou 10% de DMSO e 10% de CBS, permitindo dessa forma uma melhor
conservagdo evitando danificar as células. A congelacao ¢ fracionada, inicialmente as
células sdo colocadas no gelo para o transporte até a arca a -80°C, onde a temperatura
vai ser diminuindo gradualmente e finalmente sdo colocadas a -140°C, que

corresponde a temperatura de conservagao ideal.

2.2.3 Manutencio das células em cultura (Tripsinizacio)

Para manter as células viaveis durante o periodo em que os varios ensaios foram feitos
¢ preciso tripsinizar as células, ou seja, é preciso renovar o meio de crescimento € a

superficie de adesdo, o que equivale a aumentar o numero de divisdes celulares
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(ntimero da passagem) aumentando o risco de introduzir mutagdes no DNA. Para os
ensaios, as células devem ser utilizadas nas passagens entre 5 e 15 para evitar
alteracdes no DNA que poderdo influenciar os resultados dos ensaios de viabilidade

celular.

Primeiro, as células foram observadas ao microscopio invertido para avaliar o nivel
de confluéncia. Quando o nivel ¢ aceitavel (80%), ¢ removido o meio de cultura do
frasco T25 sem possibilidade de perder as células devido as suas propriedades de
aderéncia. As mesmas, sdo lavadas com 5ml de solu¢do de PBS 1 vez concentrado

(tampao fosfato).

De seguida, foi efetuada a etapa chave do procedimento, que consiste em adicionar
1,5ml de uma solug¢do de tripsina-EDTA, permitindo dessa forma, o descolamento das
células do fundo do frasco. O descolamento resulta da degradagdo das proteinas de
adesdo pela tripsina. Esta reacdo enzimatica decorre na estufa durante 2 minutos a
37°C e 5% de CO,. Apds uma rapida verificagdo do descolamento ao microscopio, a
paragem da reagdo enzimatica ¢ realizada através da adi¢do, de um volume 3 vezes

superior ao volume de tripsina, de meio de cultura, ou seja, 4,5ml.

As células foram pipetadas, colocadas num tubo Falcdo e centrifugadas num tubo
Falcdo, durante 7 minutos a 123g. Apds remocao do sobrenadante, o pellet de células

foi suspenso em 1ml de meio DMEM a fim de realizar a contagem celular.

2.2.4 Contagem celular
Esta etapa, vai quantificar o nimero de células, o que permite normalizar o niamero
de células a usar em todas as experiéncias, bem como semear um pequeno numero de
células para as manter em cultura para as proximas experiéncias.
A contagem de células em suspensdo passa pelo teste de exclusdo de corante, ou seja,

o dye exclusion test, que se baseia sobre a alteracdo de permeabilidade das membranas

celulares entre uma célula viavel e uma morta.
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De facto, o azul de tripan 0,5 (p/v), um corante que sé ¢ capaz de atravessar as
membranas de células mortas, permitindo calcular a percentagem de células mortas e
vivas. Para essa finalidade, foram recolhidos 10ul de células em suspensdo pos-
tripsinizacdo e adicionado 10ul de solugdo de azul de tripan. O ntimero de células foi
posteriormente calculado utilizando uma camara de Neubauer no microscopio
invertido, onde foram contadas as células presentes em 3 conjuntos de 16 quadrados

da camara. O numero de células por mililitro ¢ obtido através da formula:

Y. n°de células contadas em 3 quadrantes o
= x fatcor de diluicao x 10*

3

Figura 6. Imagem da camara de Neubauer. Fotografia da camara de Neubauer com as células 3T3 no
MO a 10x.

2.2.5 Teste de viabilidade celular MTT

O teste de viabilidade MTT ¢ um método colorimétrico que permite determinar a
citotoxicidade dos produtos que pretendemos testar, associada ao ntimero de células

viaveis apos exposi¢ao ao putativo toxico.

Este método baseia-se na utilizagdo de um sal de tetrazolio amarelo. O mesmo, na
presenga de uma enzima succinato desidrogenase, da cadeia respiratoria mitocondrial,
forma um produto, o formazan que possui uma cor violeta. A quantidade de
precipitado formado ¢ entdo proporcional a quantidade de mitocondrias e, por
conseguinte, ao niimero de células vivas presentes. E entdo possivel medir, por
espectrofotometria, a quantidade relativa de células com metabolismo ativo, ou seja,

viaveis.
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Este ensaio tem sido utilizado para medir in vitro a citotoxicidade dos materiais
restauradores em contato com as células. A espectrofotometria, vai-nos dar diferentes
valores de absorvéncia dependendo da quantidade de cristais de formazan
solubilizados numa solucdao de 4mM HCI, 0.1% IGEPAL em isopropanol. Com estes
valores calcula-se a percentagem de células viaveis em relacdo aos valores de
absorvéncia obtidos nos controlos em que as células ndo sdo expostas a nenhum

extrato (100% de viabilidade).

Para determinar a viabilidade celular através deste ensaio, foi semeado uma placa de
96 pogos 10° células em 200ul de meio completo por pogo que ficaram a incubar a
37°C em atmosfera himida e 5% de Co., durante 24h. Apos essa etapa, foi retirado o
meio e adicionado 200ul de extratos em diferentes concentragdes. Apds 24h, os
extratos que estiveram em contacto com as 3T3 foram removidos, as células lavadas
com 100ul de PBS 1xc para remover a totalidade do extrato potencialmente toxico.
De seguida, foram adicionados 100ul da solugdo de MTT 0,5mg/ml em meio sem
soro seguida de uma incubagao a 37°C numa atmosfera humida a 5% de CO2. Apos
3 horas foi adicionado 1,5 vezes o volume, ou seja, 150ul de uma solugdao de 4mM
HCI, 0.1% IGEPAL em isopropanol para solubilizar os cristais formados pela reagao
enzimatica do MTT. Apos 1 a 16 horas, a absorvéncia de cada pogo da placa de 96
foi quantificada no leitor de placas Model 680 (Bio-Rad, California) no comprimento

de onda de 595nm.

Todos os ensaios experimentais foram realizados 3 vezes de forma independente. Para

cada concentragdo de extrato tivemos 8 replicas idénticas.

Como descrito anteriormente, as células utilizadas estiveram congeladas (-140°C) e
quando colocadas em cultura para propagacdo consideram-se na passagem zero (P0),
ou seja, sem nenhuma tripsinizagdo. Apds descongelacdo e vérias tripsinizagdes para
permitir o crescimento das células, estabiliza-las e obter um o numero suficiente de
3T3, foram realizados os ensaios MTT. Para que os ensaios sejam realizaveis, ¢
necessario obter 10° células 3T3 nas passagens entre 2 e 15 para cada placa de 96

POGos.
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Em paralelo, foram preparados os materiais, ou seja, foram produzidos 16 discos de
cada material a testar seguindo rigorosamente as condigdes descritas pelo fabricante.
Os 16 discos foram colocados em tubos Falcado, submersos em 4ml de meio de cultura
DMEM e incubados durante 24 horas para o primeiro ensaio ¢ também durante 1

semana para o segundo ensaio.

No dia seguinte, foram feitas as dilui¢gdes dos extratos em meio de cultura em
diferentes proporgdes permitindo obter extratos com as concentragdes de 100%, 75%,

50%, 25% e 10% (ver Tabela 4)

Logo a seguir, foi removido o meio dos pogos onde as células estiveram a crescer
durante 24 horas e foi substituido por 200ul das diferentes concentragdes dos extratos.

Foi utilizada uma coluna de 8 pocos para cada diluicao.

Para cada material, foram utilizadas 5 colunas de 8 pogos para as concentragdes de
100, 75, 50, 25 e 10% e uma ou mais colunas de 8 pocos para controlo, onde estavam

as células 3T3 a crescer em 200ul de meio DMEM unicamente.

As células 3T3 foram expostas durante 24 horas as diferentes concentragdes dos
extratos. O ensaio de MTT ¢ realizado ap6s lavagem dos 96 pocos com PBS e adi¢ao
de uma solugdo de 100ul de MTT. Apods 3 horas de incubacdo os cristais foram
dissolvidos em 150ul de uma solugdo de 4mM HCl, 0.1% IGEPAL em isopropanol e

os valores de absorvéncia a 595 nm foram obtidos no espectrofotometro.

Tabela 4. Dilui¢cdes dos materiais para obter extratos.

Concentracao Extrato pl DMEM pl Volume total pl
100% 200 0 200
75% 150 50 200
50% 100 100 200
25% 50 150 200
10% 20 180 200
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3. ANALISE ESTATISTICA

As diferengas estatisticamente entre os grupos foram calculadas usando a andlise de
variancia ANOVA. Além disso, o teste de multicomparaciao de Tukey HSD foi usado
para avaliar as variagdes significativas. Para verificar se havia diferengas em niveis
de significancia estabelecidos em p < 0,05, os grupos foram comparados usando o

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) para Windows.
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Resultados

III. RESULTADOS

1. Ensaios de MTT utilizando extratos dos materiais restauradores incubados

durante 24 horas

O objetivo deste ensaio ¢ avaliar o grau de citotoxicidade dos materiais restauradores
bioativos, Activa Bioactive Restorative™ (A) e do Cention Forte ® (C) e comparar
com os materiais mais comuns, do mesmo tipo, ou seja, o Filtek Z250™ (F) e o Photac

Fil Quick Aplicap ™ (P), respetivamente.

As células foram expostas durante 24 horas a diferentes concentragdes (100, 75, 50,
25 e 10%) dos varios extratos obtidos por incubagao dos materiais, em meio de cultura
das células, durante 24 horas. Apds esse tempo de exposi¢do foram realizados os
ensaios de viabilidade celular, adicionando MTT ao meio de cultura. As células
viaveis produzem cristais purpura de formazan que foram solubilizados numa solugao
de 4mM HCI, 0.1% IGEPAL em isopropanol, seguindo-se a leitura dos valores de

absorvéncia a 595 nm.

Cada coluna (8 pogos nas mesmas condi¢gdes) de uma placa de 96 pocos apresentou
cores diferentes consoante a quantidade dos cristais purpura produzida pelas células
viaveis (Figura 7), em que a intensidade da cor pirpura aumenta com o maior nimero

de células viaveis indicando a compatibilidade do material.
O nosso controlo de 100% de viabilidade celular correspondeu as colunas com células

de fibroblastos 3T3 ndo expostas a nenhum toxico, que apenas estiveram em contato

com o meio de cultura até ao momento de adi¢ao de MTT.

45



Estudo da biocompatibilidade de materiais restauradores bioativos

Figura 7. Fotografia de duas placas de 96 pogos apds o ensaio de MTT, em que as células foram

expostas aos varios extratos de 24 horas dos diferentes materiais.

Tabela 5. Valores de absorvéncia a 595 nm do 1° ensaio MTT, com fibroblastos de ratinho 3T3
expostos aos diferentes extratos de 24 horas de Activa Bioactive Restorative™ (A), de Filtek,
Z250™ (F), de Photac Fil Quick Aplicap ™ (P) e de Cention Forte ® (C)

3T3 cells |3T3 cells |A 100 A75 A50 A 25 A 10 F100 F75 F50 F25 F10
0,473 0,554 0,102 0,100 0,307 0,476 0,505 0,461 0,462 0,573 0,441 0,506
0,340 0,482 0,094 0,149 0,376 0,402 0,485 0,400 0,387 0,427 0,464 0,472
0,380 0,592 0,088 0,167 0,414 0,464 0,534 0,436 0,516 0,495 0,566 0,578
0,389 0,508 0,072 0,096 0,471 0,416 0,498 0,442 0,463 0,532 0,458 0,608
0,440 0,562 0,058 0,076 0,472 0,437 0,454 0,485 0,557 0,549 0,411 0,614
0,438 0,660 0,113 0,140 0,541 0,535 0,415 0,450 0,551 0,536 0,383 0,546
0,438 0,457 0,092 0,188 0,476 0,485 0,444 0,448 0,431 0,481 0,296 0,492
0,414 0,588 0,079 0,222 0,335 0,588 0,464 0,339 0,457 0,466 0,414 0,500

3T3 cells |3T3 cells |P 100 P75 P50 P25 P10 C100 C75 C50 C25 C10
0,492 0,589 0,098 0,236 0,285 0,442 0,536 0,149 0,337 0,827 0,607 0,636
0,307 0,443 0,087 0,340 0,496 0,562 0,559 0,104 0,410 0,495 0,568 0,588
0,327 0,453 0,100 0,349 0,430 0,569 0,613 0,124 0,423 0,456 0,556 0,663
0,343 0,458 0,069 0,291 0,508 0,630 0,618 0,108 0,392 0,471 0,494 0,625
0,333 0,583 0,068 0,300 0,525 0,645 0,695 0,140 0,428 0,445 0,512 0,587
0,402 0,527 0,074 0,375 0,480 0,564 0,587 0,185 0,393 0,482 0,604 0,620
0,466 0,425 0,109 0,397 0,421 0,615 0,636 0,234 0,427 0,406 0,666 0,563
0,618 0,504 0,098 0,285 0,498 0,561 0,642 0,158 0,386 0,408 0,375 0,625
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Figura 8. Percentagem da viabilidade celular dos fibroblastos 3T3, do 1° ensaio de MTT, expostos a
diferentes concentragdes (100, 75, 50, 25, e 10%) dos extratos de 24 horas incubados com Activa
Bioactive Restorative™ (A), Filtek, Z250™ (F), Photac Fil Quick Aplicap ™ (P) e Cention Forte ®

©.

Neste primeiro ensaio de MTT com extratos de 24 horas, como podemos ver no
grafico (Figura 8, Tabela 5), observamos uma diminuic¢do da viabilidade celular com
o aumento da concentracdo dos extratos. Podemos ver que os extratos com as
concentragdes mais elevadas, ou seja, 100% e 75% tém uma citotoxicidade
pronunciada (viabilidade celular abaixo de 70%), nomeadamente para os materiais A,
C e P. No caso dos extratos F ndo se observa aumento de citotoxicidade com o
aumento de concentragdo uma vez que os valores de viabilidade celular sdo elevados

€ quase constantes.

Este grafico mostra que a viabilidade celular ¢ inversamente proporcional a

concentra¢do dos extratos de materiais restauradores, exceto para os extratos F.
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Tabela 6. Valores de absorvéncia a 595 nm do 2° ensaio MTT, com fibroblastos de ratinho 3T3
expostos aos diferentes extratos de 24 horas de Activa Bioactive Restorative™ (A), de Filtek,
Z250™ (F), de Photac Fil Quick Aplicap ™ (P) e de Cention Forte ® (C).

100,00

80,00

60,00

Viabilidade celular (%)

40,00

20,00

0,00

AT5 AS0 A25 A10 F75 F50 F25

F10 P75

Concentracdes dos extratos

3T3 cells [3T3 cells [A75 A50 A25 A10 3T3 cells [F75 F50 F25 F10 373 cells
0,605 0,537 0,413 0,544 0,683 0,705 0,614 0,629 0,655 0,669 0,646 0,833
0,555 0,516 0,382 0,484 0,583 0,627 0,637 0,524 0,571 0,582 0,622 0,803
0,460 0,467 0,387 0,491 0,663 0,663 0,633 0,612 0,611 0,582 0,646 0,828
0,503 0,530 0,420 0,518 0,570 0,714 0,621 0,561 0,362 0,608 0,679 0,766
0,525 0,559 0,399 0,515 0,545 0,708 0,542 0,586 0,602 0,595 0,704 0,799
0,402 0,582 0,432 0,550 0,646 0,699 0,611 0,595 0,689 0,601 0,722 0,787
0,444 0,595 0,431 0,515 0,595 0,689 0,620 0,597 0,675 0,663 0,754 0,810
0,640 0,600 0,494 0,505 0,640 0,679 0,669 0,579 0,671 0,643 0,743 0,885
3T3 cells [3T3 cells [P 75 P50 P25 P10 3T3 cells [C75 C50 Cc25 c10 373 cells
0,657 0,820 0,514 0,650 0,616 0,759 0,839 0,280 0,296 0,540 0,736 0,695
0,653 0,613 0,479 0,519 0,598 0,677 0,802 0,327 0,301 0,444 0,659 0,736
0,622 0,631 0,492 0,492 0,667 0,547 0,816 0,426 0,464 0,686 0,687 0,801
0,665 0,705 0,382 0,480 0,598 0,625 0,830 0,401 0,448 0,647 0,746 0,745
0,665 0,713 0,504 0,511 0,692 0,664 0,848 0,436 0,475 0,628 0,767 0,839
0,632 0,588 0,427 0,475 0,628 0,454 0,859 0,427 0,490 0,678 0,795 0,725
0,706 0,695 0,517 0,550 0,712 0,497 0,827 0,450 0,500 0,670 0,792 0,809
0,715 0,583 0,542 0,550 0,668 0,558 0,850 0,440 0,519 0,572 0,778 0,920
MTT cels 3T3
120,00
CIVMR
RC

P50 P25 P10 c7s cs0 c25 c1o0

Figura 9. Percentagem da viabilidade celular dos fibroblastos 3T3, do 2° ensaio de MTT, expostos a
diferentes concentragdes (75, 50, 25, e 10%) dos extratos de 24 horas incubados com Activa
Bioactive Restorative™ (A), Filtek, Z250™ (F), Photac Fil Quick Aplicap ™ (P) e Cention Forte ®

©.
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Ap0s os resultados do primeiro os ensaios de MTT com as concentragdes de 100%
ndo foram repetidos devido a elevada toxicidade observada com os 3 materiais: A, C

e P.

No segundo ensaio obtivemos, sensivelmente, valores de percentagens de viabilidade
celular iguais as do 1° ensaio (Figura 9, Tabela 6). Observamos um aumento de

viabilidade celular & medida que a concentragdo dos extratos diminui.

Neste ensaio, o material A nao é considerado citotoxico nas concentragdes de 50% e
inferiores, o C ¢ o P s6 na concentragcdo de 25% e inferiores ndo ¢ citotoxico. O

material F ¢ biocompativel in vitro, mesmo na concentragao de extrato mais elevada.

Tabela 7. Valores de absorvéncia a 595 nm do 3° ensaio MTT, com fibroblastos de ratinho 3T3
expostos aos diferentes extratos de 24 horas de Activa Bioactive Restorative™ (A), de Filtek,
7250™ (F), de Photac Fil Quick Aplicap ™ (P) e de Cention Forte ® (C).

3T3 cells |3T3 cells [A 75 A 50 A 25 A 10 3T3 cells |F 75 F 50 F 25 F10 373 cells

0,668 0,680 0,391 0,526 0,569 0,630 0,571 0,608 0,608 0,526 0,579 0,749

0,684 0,617 0,391 0,518 0,530 0,697 0,624 0,558 0,548 0,551 0,581 0,708

0,656 0,701 0,418 0,618 0,604 0,717 0,691 0,597 0,578 0,633 0,621 0,765

0,680 0,703 0,447 0,528 0,619 0,704 0,637 0,579 0,568 0,623 0,590 0,708

0,649 0,665 0,478 0,612 0,632 0,689 0,698 0,587 0,570 0,621 0,628 0,760

0,656 0,711 0,521 0,603 0,621 0,667 0,653 0,562 0,558 0,629 0,624 0,760

0,720 0,731 0,433 0,545 0,611 0,657 0,616 0,503 0,552 0,586 0,552 0,755

0,673 0,741 0,490 0,560 0,723 0,726 0,699 0,572 0,606 0,604 0,656 0,795

3T3 cells |3T3 cells [P 75 P 50 P25 P10 3T3 cells |C75 C50 C25 Cc10 373 cells

0,510 0,524 0,294 0,331 0,491 0,563 0,682 0,350 0,311 0,548 0,751 0,847

0,516 0,526 0,277 0,386 0,519 0,558 0,730 0,371 0,329 0,379 0,690 0,807

0,487 0,411 0,313 0,382 0,517 0,615 0,684 0,394 0,418 0,646 0,703 0,730

0,482 0,493 0,316 0,360 0,450 0,594 0,726 0,385 0,455 0,594 0,699 0,745

0,510 0,542 0,305 0,402 0,454 0,566 0,602 0,366 0,392 0,551 0,667 0,708

0,553 0,445 0,275 0,389 0,409 0,526 0,656 0,360 0,412 0,631 0,662 0,748

0,611 0,524 0,309 0,435 0,425 0,531 0,667 0,336 0,395 0,599 0,738 0,783

0,591 0,529 0,316 0,421 0,411 0,596 0,751 0,369 0,376 0,556 0,646 0,881
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Figura 10. Percentagem da viabilidade celular dos fibroblastos 3T3, do 3° ensaio de MTT, expostos
a diferentes concentragoes (75, 50, 25, e 10%) dos extratos de 24 horas incubados com Activa
Bioactive Restorative™ (A), Filtek, Z250™ (F), Photac Fil Quick Aplicap ™ (P) e Cention Forte ®

(©).

No 3° ensaio MTT confirmamos os resultados obtidos nos ensaios anteriores (Figura
10, Tabela 7). Um aumento da biocompatibilidade, com a diminuicdo das
concentragdes dos extratos dos materiais, exceto para o extrato F que € biocompativel

em todas as concentracdes testadas.

Seguindo a norma ISO, o material A € seguro nas concentragdes inferiores a 50%, o
P novamente s6 ¢ seguro na concentracao de 10% como no primeiro ensaio ¢ o C ¢
seguro a partir de concentragcdo de 25% ou inferiores. Novamente, o inico material
com niveis de biocompatibilidade muita elevada ¢ o F com uma viabilidade celular

estavel, acima dos 80% de viabilidade celular em todas as concentragdes testadas.

50



Resultados

Tabela 8. Média das percentagens de viabilidade celular dos fibroblastos em contacto com diferentes
quantidades dos extratos dos materiais do ensaio apds 24h.

Média das reducoes MTT Média da precisao

% de viabilidade celular
AT5 49,28 + 13,76
AS50 76,39 +9,09
A25 86,56 + 8,90
A10 93,23 + 6,78
F75 83,26 +7,75
F50 86,06 + 9,46
F25 83,05 + 8,95
F10 93,42 + 7,67
P75 48,72 +9,73
P50 60,98 + 10,31
P25 74,75 + 8,76
P10 79,44 +9,34
C75 51,97 + 8,86
C50 56,78 + 11,09
C25 76,61 +11,93
C10 91,35 +7,10

De acordo com a norma ISO 10993-5, um material considerado nao citotdxico e por

isso biocompativel quando os niveis de viabilidade celular sdo iguais ou superiores a

70%.

Entdo podemos afirmar que:

e O material F ¢ biocompativel em todas as concentracdes testadas.

e O material A ¢ biocompativel na concentracao de 50% e inferiores.

e O material C ¢ biocompativel na concentragdo de 25% e inferiores.

e O material P é biocompativel na concentracao de 25% e inferiores.
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Figura 11. Media das percentagens da viabilidade celular dos fibroblastos 3T3, dos 3 ensaios de MTT,
expostos a diferentes concentragdes (75, 50, 25, e 10%) dos extratos de 24 horas incubados com Activa
Bioactive Restorative™ (A), Filtek, Z250™ (F), Photac Fil Quick Aplicap ™ (P) e Cention Forte ®

No grafico da Figura 11, estdo representadas as médias das percentagens de viabilidade

celular dos 3 ensaios. Podemos ver que:

Nas concentragdes mais elevadas, ou seja, 100 e 75%, ndo ha diferencas
significativas de viabilidade celular entre os dois CIVMR, quer bioativo (A) ou
ndo (P), sendo os dois muitos citotoxicos. Somente a partir das dilui¢des de 50%
e até 10% encontramos diferencas estatisticamente significativas (p-value < 0,05)
entre os 2 materiais CIVMR, sendo o material bioativo A menos citotoxico.

Também podemos observar que, nas concentragdes 100, 75, 50 e 25%, temos uma
diferenca significativa (p-value < 0,05) de viabilidade celular entre as resinas
compostas (C e F) com vantagem para o material ndo bioativo (F). S6 na
concentragdo testada mais baixa de extrato ¢ que obtivemos resultados parecidos

entre estes dois compositos.

Podemos afirmar ap6s avaliagdo estatistica que P € mais citotoxico do que o material A,

diminuindo a citotoxicidade a medida que diluimos o extrato. O material C ¢ também

mais citotoxico que o F em quase todas as concentragoes.
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2. Ensaios de MTT utilizando extratos dos materiais restauradores incubados
durante 1 semana

Nestes ensaios de MTT, as células 3T3 foram incubados com extratos de materiais
restauradores em que os materiais estiveram a incubar durante 1 semana. O objetivo
era saber se um material em contacto com o meio durante mais tempo aumenta a sua
citotoxicidade, ou seja, se o fator tempo influencia a biocompatibilidade destes

materiais.

Como em todos os ensaios de MTT realizados, as células estiveram em contacto
durante 24 horas com os extratos de materiais que como anteriormente foram testados
em diferentes concentragdes de 100, 75, 50, 25 e 10%. Apds a exposicao dos
fibroblastos de ratinho aos extratos, foram realizados os ensaios de MTT e, os valores

de absorvéncia foram medidos num espectrofotdmetro a 595 nm.

Os pocos das placas de 96 apresentaram diferentes intensidades de cor, de acordo com
a quantidade de cristais purpura produzidos pelas células vidveis; quanto mais intensa

for a cor plrpura mais biocompativel ¢ o material.

O controlo foi representado por células de fibroblastos em contacto com meio sem

nenhum extrato durante o mesmo periodo de tempo, 24 horas, correspondendo a uma

viabilidade celular de 100%.

Figura 12. Fotografia de uma placa de 96 pogos ap6s o ensaio de MTT, em que as células foram
expostas aos varios extratos de 1 semana dos diferentes materiais.
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Tabela 9. Valores de absorvéncia a 595 nm do 1° ensaio MTT, com fibroblastos de ratinho 3T3
expostos aos diferentes extratos de 1 semana de Activa Bioactive Restorative™ (A), de Filtek,
Z250™ (F), de Photac Fil Quick Aplicap ™ (P) e de Cention Forte ® (C).

373 cells |3T3 cells [A 100 A75 A 50 A 25 A 10 F 100 F75 F 50 F 25 F10

0,678 0,591 0,257 0,422 0,536 0,515 0,400 0,313 0,408 0,395 0,495 0,376

0,676 0,622 0,277 0,449 0,604 0,590 0,485 0,439 0,395 0,425 0,432 0,483

0,671 0,710 0,255 0,465 0,597 0,528 0,544 0,341 0,430 0,476 0,373 0,451

0,625 0,683 0,270 0,432 0,539 0,515 0,468 0,347 0,429 0,414 0,292 0,436

0,624 0,605 0,238 0,374 0,433 0,475 0,558 0,330 0,428 0,377 0,240 0,454

0,617 0,655 0,229 0,386 0,398 0,491 0,539 0,370 0,415 0,336 0,205 0,485

0,599 0,659 0,229 0,411 0,443 0,571 0,582 0,362 0,398 0,273 0,264 0,523

0,683 0,627 0,239 0,360 0,460 0,526 0,524 0,345 0,284 0,196 0,162 0,512

373 cells |3T3 cells [P 100 P75 P50 P25 P10 C100 C75 C50 C25 C10

0,497 0,446 0,212 0,275 0,268 0,435 0,476 0,245 0,380 0,442 0,549 0,561

0,536 0,526 0,237 0,268 0,305 0,483 0,533 0,282 0,369 0,481 0,602 0,509

0,513 0,522 0,269 0,314 0,351 0,441 0,644 0,305 0,437 0,573 0,687 0,562

0,443 0,576 0,270 0,338 0,367 0,495 0,676 0,328 0,424 0,591 0,661 0,564

0,520 0,576 0,313 0,366 0,388 0,504 0,713 0,373 0,501 0,621 0,613 0,624

0,492 0,545 0,287 0,338 0,385 0,510 0,657 0,355 0,417 0,537 0,629 0,640

0,498 0,540 0,301 0,290 0,381 0,565 0,689 0,315 0,441 0,521 0,666 0,623

0,562 0,558 0,267 0,219 0,325 0,477 0,467 0,288 0,398 0,491 0,602 0,625
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Figura 13. Percentagem da viabilidade celular dos fibroblastos 3T3, do 1° ensaio de MTT, expostos
a diferentes concentragoes (100, 75, 50, 25, ¢ 10%) dos extratos de 1 semana de Activa Bioactive
Restorative™ (A), Filtek, Z250™ (F), Photac Fil Quick Aplicap ™ (P) e Cention Forte ® (C).
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Nos graficos das Figuras 13 e 14 (Tabela 9 e 10), os extratos postos em contato com
as células utilizados foram obtidos com os materiais incubados durante 1 semana.
Podemos observar a mesma tendéncia observada com extratos preparados por
incubacdo durante 24 horas, ou seja, um aumento de biocompatibilidade com a

diminui¢do da concentragdo para todos os materiais exceto o material F.

De facto, observamos que os materiais A e C sdo biocompativeis a partir de 50%,
valor idéntico ao dos ensaios anteriores. O material P ¢ biocompativel a partir dos

25%

No ensaio de MTT (Figura 13), os extratos F parecem ser citotoxicos em todos
concentragdes, no entanto quando repetimos este ensaio (Figura 14), o extrato F foi
sempre ndo citotoxico o que estd mais de acordo com os resultados obtidos com

extratos de 24 horas.

Tabela 10. Valores de absorvéncia a 595 nm do 2° ensaio MTT, com fibroblastos de ratinho 3T3
expostos aos diferentes extratos de 1 semana de Activa Bioactive Restorative™ (A), de Filtek,
7250™ (F), de Photac Fil Quick Aplicap ™ (P) e de Cention Forte ® (C).

3T3 cells |3T3 cells |A75 A50 A25 A10 3T3 cells [F75 F50 F25 F10 3T3 cells
0,849 0,731 0,402 0,409 0,741 0,659 0,748 0,614 0,600 0,542 0,586 0,598
0,747 0,767 0,401 0,458 0,650 0,634 0,719 0,617 0,595 0,503 0,548 0,637
0,714 0,672 0,372 0,469 0,646 0,684 0,707 0,637 0,561 0,514 0,571 0,593
0,696 0,650 0,413 0,440 0,659 0,669 0,739 0,510 0,561 0,474 0,489 0,585
0,675 0,701 0,416 0423 0,611 0,656 0,737 0,587 0,539 0,452 0,569 0,565
0,736 0,729 0,428 0,440 0,789 0,662 0,735 0,598 0,634 0,545 0,611 0,538
0,599 0,586 0,415 0,511 0,631 0,680 0,679 0,597 0,617 0,535 0,592 0,764

0,659 0,704 0,430 0,505 0,496 0,384 0,720 0,587 0,566 0,539 0,486 0,710

3T3 cells |3T3 cells |P 75 P50 P25 P10 3T3 cells [C75 C50 C25 c10 3T3 cells
0,555 0,561 0,293 0,295 0,553 0,626 0,500 0,290 0,355 0418 0414 0,539
0,498 0,625 0,297 0,337 0,594 0,673 0,551 0,399 0,473 0,558 0,466 0,538
0,532 0,662 0,300 0,315 0,649 0,599 0,586 0,397 0,487 0,562 0,514 0,550
0,582 0,672 0,292 0,357 0,554 0,626 0,619 0,367 0,454 0,568 0,461 0,543
0,486 0,625 0,272 0,299 0,614 0,603 0,594 0,411 0472 0,552 0,501 0,463
0,587 0,690 0,316 0,330 0,617 0,649 0,584 0,391 0,513 0,512 0,532 0,627
0,552 0,658 0,312 0,323 0,588 0,695 0,663 0,419 0,448 0,531 0,511 0,496

0,542 0,566 0,251 0,315 0,504 0,624 0,599 0,392 0,464 0,547 0416 0,649
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Figura 14. Percentagem da viabilidade celular dos fibroblastos 3T3, do 2° ensaio de MTT, expostos
a diferentes concentragdes (75, 50, 25, e 10%) dos extratos de 1 semana de Activa Bioactive
Restorative™ (A), Filtek, Z250™ (F), Photac Fil Quick Aplicap ™ (P) e Cention Forte ® (C).

Todos os ensaios realizados neste trabalho, mostram que, quer sejam utilizados extratos
de 24 horas ou de 1 semana, os valores de viabilidade se mantém ou sdo ligeiramente
superiores aos obtidos com extratos de 24 h. Em termos de biocompatibilidade, o material

F ¢ o material mais seguro, depois temos o material A, C e finalmente o P.
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A maior toxicidade do material P provavelmente resulta da libertagdo dos seus
monoémeros, mas também devido ao seu pH mais baixo. Observou-se que houve uma
alteracao de cor do meio de cultura celular DMEM quando se pds em contato com P, que
ficou amarelo. A mudancga de cor-de-rosa para amarelo significa que o material ¢ muito

acido.

Figura 15. Preparagdo dos extratos, em que os cilindros de material restaurador ficam submerso em
DMEM e incubados durante 24h ou 1 dia. Observam-se diferengas na cor do meio de cultura das
células que fica mais amarelo com o aumento de acidez.
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Tabela 11. Media das percentagens de viabilidade celular dos fibroblastos em contacto com
diferentes quantidades dos extratos dos materiais apos 1 semana.

Média das reducoes MTT Média da precisao
% viabilidade celular
AT7T5 61,44 + 6,99
AS50 71,75 +9,78
A25 87,86 + 8,73
A10 85,02 + 10,71
F75 73,63 + 8,29
F50 70,09 + 12,33
F25 60,79 + 16,83
F10 76,13 + 8,14
P75 44,22 + 9,37
P50 49,88 + 8,12
P25 79,88 +7,29
P10 92,85 +9,09
C75 60,14 + 8,46
C50 74,16 + 8,78
C25 86,70 +7,33
C10 79,88 + 7,57

No segundo ensaio com extratos de 1 semana, podemos observar uma tendéncia para

uma ligeira diminuicdo da citotoxicidade (Figura 16).
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Os resultados mostram que:

e O material A ¢ seguro a partir de 50%, sem alteracdes em relagdo aos extratos
com o mesmo material mas com uma incubagao de 24h.

e O material F neste ensaio ¢ biocompativel em todas as concentragdes testadas
0 que sugere alguns erros no ensaio anterior visto que nos ensaios apos 24
horas o material nunca se mostrou toxicidade.

e O P ¢ seguro a partir dos 25%, o que o torna mais biocompativel em
comparagdo com os extratos de 24 horas.

e O material C tem valores aceitaveis de viabilidade celular a partir dos 50%.

MTT cels 3T3
120,00

CIVMR

100,00

RC
80,00
60,
40,
20,00
ATS AS0 A25 Al0 F75 Fs0 P25 P10 c75 Cs0 C25 C10

F25 F10 P75 Ps0
Concentragdes dos extratos

Viabilidade celular (%)
o
5]

=]
S

Figura 16. Media das percentagens da viabilidade celular dos fibroblastos 3T3, dos 2 ensaios de
MTT, expostos a diferentes concentragdes (75, 50, 25, e 10%) dos extratos de 1 semana
incubados com Activa Bioactive Restorative™ (A), Filtek, Z250™ (F), Photac Fil Quick
Aplicap ™ (P) e Cention Forte ®

No grafico precedente, podemos ver que:

e Nas concentragdes mais elevadas, ou seja, 75, 50 e 25% temos uma diferenca
estatisticamente significativas de viabilidade celular (p-value < 0,05) com
vantagem do CIVMR bioativo. Unicamente a partir das dilui¢des de 10% ¢ que
encontramos um nivelamento das diferengas de citotoxicidade entre os dois

materiais.
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e Também podemos observar que, na concentracdo de 75%, temos uma diferenca
significativa (p-value < 0,05) de viabilidade celular entre as resinas compostas
com beneficio do F. Depois as concentragdes se encontram iguais exceto na
diluicdo de 25% onde o material bioativo tem resultados melhores do que o

material que ndo apresenta bioatividade.

Podemos afirmar apos avaliagdo estatistica que o P é mais citotoxico do que o material A
mesmo nos extratos de 1 semana de diluicdo. O material C ¢ também mais citotdxico que
o F na concentracdo mais alta de 75% e valores de viabilidades iguais sem diferenca

significativa para as outras concentragdes, com uma viabilidade aceitavel.
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IV. DISCUSSAO

Com o aparecimento de novos materiais restauradores, ¢ fundamental fazer uma avaliagao
critica. Uma das caracteristicas dos materiais dentdrios ¢ a necessidade de serem

biocompativeis, ou seja, ndo prejudicarem os tecidos orais (Francois et al., 2020).

Quando utilizados corretamente, os materiais dentarios de restauragdo direta sao
geralmente seguros para os pacientes e para os profissionais de saude, embora exista um
pequeno risco de reagdo indesejavel, principalmente devido aos componentes das resinas

ndo polimerizados que entram em contacto com os tecidos humanos (Hatton et al., 2022).

Para garantir a saude e a seguranga dos pacientes, todos os biomateriais utilizados em
medicina dentaria devem ser testados quanto a biocompatibilidade, utilizando diferentes
ensaios. Para selecionar compostos e definir os efeitos potencialmente prejudiciais de um
material nos tecidos orais antes da sua utilizagao clinica, os ensaios de citotoxicidade sao
agora necessarios em dentisteria operatoria. A quantidade de morte celular provocada por
substancias presentes nos seus extratos pode ser medida através de ensaios de
citotoxicidade como o ensaio MTT, um ensaio colorimétrico que ¢ sensivel, preciso e

fiavel MTT (Murray et al., 2007).

O MTT composto amarelo, soluvel em agua, é convertido em formazan purpura pelas
enzimas desidrogenase mitocondriais que apenas estdo funcionais nas células vivas. A
quantidade de formazan produzida ¢ diretamente correlacionada com a presenga de
células viadveis. Para associar a quantidade de formazan produzida com o numero de

células vivas presentes, o teste MTT analisa a densidade otica. (Ersahan et al., 2020).

A auséncia de uma reag¢do desfavoravel importante entre os tecidos orais e os materiais €
considerada a defini¢do classica de biocompatibilidade. Sabe-se atualmente, que muito
poucos materiais ndo interagem significativamente com os tecidos do hospedeiro. A
norma ISO 10993-5 fornece diretrizes gerais para os ensaios de citotoxicidade in vitro

(Murray et al., 2007).
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Neste estudo, o tipo de célula utilizado foram os fibroblastos da linha celular embrionaria
de ratinho NIH/3T3 que mimetizam os fibroblastos muito abundantes da cavidade oral,
que desempenham uma variedade de fungdes vitais no organismo. Sdo consideradas
células de referéncias uma vez que ¢ uma linha celular estavel e muito usada neste tipo

de investigagdo (Sahinturk et al., 2018).

Este estudo pretende avaliar a biocompatibilidade de novos materiais restauradores
bioativos em comparagdo com materiais usados na rotina sem caracterizagdo de
bioatividade: Activa Bioactive Restorative™, Cention Forte ®, Filtek Z250™ e o Photac

Fil Quick Aplicap ™.

E verdade que se um material fosse comprovadamente toxico, ndo sairia no mercado. Nio
¢ o objetivo deste estudo contestar a biocompatibilidade do produto ou dizer que ele ndo
deve ser usado nas condigdes indicadas pelo fabricante. Mas como os fabricantes ndo
revelam sempre todos os componentes dos materiais dentdrios na MSDS, invocando o
segredo da marca, estes estudos sdo importantes uma vez que 0os componentes presentes
e as suas interagdes podem afetar o desempenho clinico do produto (Anusavice et al.,

2013).

Este estudo avalia a citotoxicidade dos novos materiais no mercado, mas também
compara com os niveis de viabilidade celular de materiais do mesmo tipo frequentemente

utilizados na clinica. Mesmo que ambos possam ser biocompativeis ou citotoxicos.

Na literatura relativa aos materiais restauradores bioativos, nomeadamente o Activa™ e
o Cention® nio existem estudos que testem a biocompatibilidade deles através do ensaio
MTT, apenas existe estudos de derivados destes materiais ou com ensaio de viabilidade

celular diferente.

Apds um periodo de incubagao de 24 horas ou 1 semana com os cilindros de materiais,
as células 3T3 foram aos extratos obtidos e a percentagem de viabilidade celular foi
calculada. Ao longo deste protocolo, as células foram incubadas por 24 horas com varias
dilui¢des dos extratos de materiais restauradores. Essas dilui¢des foram obtidas diluindo
os extratos das resinas em meio de cultura das células, DMEM. Apos ter confirmado que

nas concentracdes mais elevadas os extratos produzidos em 24h eram citotdxicos para os
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fibroblastos, foi interessante avaliar se as células reagiriam de maneira diferente quando
em contacto com extratos produzidos por incubag¢des mais longas, concretamente de 1
semana. Sabemos que um material ndo ¢é citotoxico quando mantem os niveis de

viabilidade celular acima de 70%, de acordo com a norma ISO 10993-5 de 2009.

Nos ensaios dos extratos de 24 horas, observamos uma diminuicdo da morte celular com
o aumento da dilui¢do dos extratos dos materiais, confirmando que o efeito na viabilidade

k™. utilizada

resulta da exposi¢do aos extratos. E verdade que a resina composta Filte
também como controlo do Cention, mostrou ser o material mais biocompativel mesmo
com extratos a concentra¢do de 100%, enquanto o iondmero de vidro Photac™, controlo
do material bioativo Activa, foi o material com a taxa de viabilidade celular mais baixa,
ou seja, o0 mais citotoxico, em que a viabilidade celular se encontra acima dos 70% s6 a
partir das concentragdes a 25%. Os nossos resultados mostram que os materiais bioativos
s6 podem ser considerados ndo citotoxicos a partir das dilui¢des de extratos de 50% para

o Activa™ e de 25% para o Cention®.

Com os extratos de 1 semana, obtivemos resultados similares. Como no ensaio anterior,
o Filtek™ ¢ o mais biocompativel mesmo as concentragdes mais elevadas de extrato e
novamente o Photac™ s6 tem citotoxicidade aceitavel a partir das dilui¢des de 25% dos
extratos. A unica diferenga ¢ uma troca de ordem entre os materiais bioativos em que o
Cention® mostrou ser menos citotoxico em que o valor de dose letal de 50%, LD50
corresponde ao extrato com uma concentragio de 74,16% e o Activa™ com um LD50 de

71,75%.

Na literatura, segundo Ersahan et a/ (2020) foi demonstrado que os CIVMR sao mais
citotoxicos do que os CIV tradicionais, induzindo mais morte celular in vitro e uma
reducdo consideravel do metabolismo celular. O baixo pH durante a presa, bem como a
libertagdo e migracdo de numerosas substincias, como os ides de fluoreto, que sdo
libertados pelos cimentos de iondmero de vidro em geral, tém sido implicados na
citotoxicidade dos CIVMR. No nosso estudo, podemos confirmar este fator como
possivelmente responsavel da baixa biocompatibilidade do material. De facto, vimos que
a cor do tubo com os extratos concentrados do Photac™ mudaram de cor para amarelo

indicando um aumento de acidez do meio DMEM.
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Ainda segundo Ersahan et a/ (2020), o HEMA, um agente citotdxico conhecido, ¢ uma
das explicacdes mais frequentemente citadas para a elevada citotoxicidade dos CIVMR.
O HEMA nio polimerizado pode ser responsavel pela toxicidade observada dos CIVMR,
de acordo com os resultados de outras investigagdes. Muitas investigacdes demonstraram
que quantidades detetdveis de HEMA podem ser libertadas em solugdes de extrato, as
quais, quando adicionadas a uma cultura de células, podem causar uma série de vias
intracelulares que resultam em morte celular por apoptose. O HEMA remanescente ¢
hidrofilico e tem um baixo peso molecular, permitindo-lhe passar rapidamente através
dos tibulos dentinarios e atingir as células da polpa dentaria. A quantidade de dentina que
permanece entre o tecido pulpar e o pavimento da cavidade determina a quantidade de
danos causados as células pulpares pelos mondémeros remanescentes. Por conseguinte,
pode prever-se que os CIVMR causem uma resposta inflamatéria quando administrados

diretamente no tecido conjuntivo.

Na investiga¢do de Ersahan et al (2020), o Photac™ nido apresentou toxicidade e foram
utilizados extratos de materiais diluidos a 10%. Podemos relacionar os resultados deste
estudo com o nosso trabalho que também ndo apresenta citotoxicidade com extrato a 10%,

quer sejam extratos de 24 horas ou de 1 semana.

Suciu et al (2016), estudou a biocompatibilidade de materiais restauradores estéticos,

incluindo o Filtek™

utilizando os ensaios de viabilidade com azul de alamar e por
coloracdo imunocitoquimica, em que nas primeiras duas horas, as células expostas aos
materiais mostram resultados comparaveis aos das células cultivadas em superficies de
plastico convencionais sem extratos de materiais, indicando que a toxicidade destes

substratos ndo ¢ elevada.

No entanto, segundo Suciu et al (2016), apoés 2 horas encontrou resultados
significativamente diferente. De facto, o numero de células diminui substancialmente
quando as células cultivadas foram expostas aos substratos durante 3 a 5 dias, o que pode
ser atribuido a capacidade limitada destes materiais para promover a adesao das células e
também ao tipo de ensaio utilizado. No entanto, € preciso ter em conta que sao necessarias
varias lavagens ao longo do protocolo imunocitoquimico, que podem provocar a
dissociacdo da superficie e consequente eliminag¢do das células durante o processo de

coloracdo. De uma maneira geral, podemos fazer o paralelo com o nosso estudo e
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k™ em todas as dilui¢gdes de extratos testadas nas

confirmar a biocompatibilidade do Filte
primeiras 24h (as condi¢des utilizadas neste estudo). As diferencas ocorrem apenas apos
3 dias devido as diferengas dos ensaios que requerem manipulagdes de um lado e ndo do

outro, condi¢des que ndo sdo comparaveis com o nosso estudo.

Lopez-Garcia et al (2019) realizaram um estudo sobre o Activa KIDS Bioactive
Restorative™, um derivado do Activa™ para um uso pediatrico sobre células humanas
pulpar. Em ambos os periodos de tempo avaliados, 24, 48 e 72 horas, verificaram um
aumento da atividade metabolica com o aumento da dilui¢do, nas culturas tratadas com
Ativa KIDS™, 0 que indica uma diminui¢do da citotoxicidade, ou seja, viabilidade
celular crescente em fungdo do aumento da diluicdo. Estes resultados sdo similares aos

nossos obtidos com células 3T3.

Recentemente, Wuersching et al (2023) realizaram testes de biocompatibilidade de
Cention Forte® e Activa™. O estudo da viabilidade celular foi realizado sobre
fibroblastos humanos HGF1 através de ensaio dos niveis celulares de ATP, concentragao
de glutationa oxidada. Verificaram que ambos os materiais afetavam a divisdo celular e
diminuiam drasticamente os niveis de ATP, o que esta de acordo com os nossos resultados

nas concentragdes mais elevadas dos extratos.

Os dois principais monémeros encontrados nos extratos de Cention® e Activa™ foram o
metacrilato hidroxietilo metacrilato (HEMA) e o metacrilato de metilo (MMA)
(Wuersching et al., 2023).

Atualmente, os materiais restauradores sdo os dispositivos médicos mais importantes,

tendo em conta o nimero de pacientes que ajudam e o seu nivel de sofisticacao

tecnologica (Hatton ef al., 2022).
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E discutivel se se deve ou nio avaliar a biocompatibilidade de um material utilizando um
ensaio de cultura de células in vitro e, em seguida, extrapolar para tentar antecipar a forma
como o tecido oral ird reagir in vivo. De facto, verificou-se que os testes de implantagdo
de biocompatibilidade in vivo em animais e as avaliagdes de biocompatibilidade geradas
por ensaios de cultura celular nem sempre estdo de acordo, por isso aumentam as regras
de normalizacdo da utilizagdo de ensaios de citotoxicidade e o contexto da sua aplicagdo

(Murray et al., 2007).

Devido ao numero crescente de pacientes tratados e de dente restaurados com os materiais
restauradores, a questdo da biocompatibilidade deve ocupar um lugar muito importante

durante a realizacao de atos clinicos.

Hoje em dia sabemos que nenhum material nem dispositivo ¢ biocompativel a 100%, e
este fato reforca a importancia de realizar ensaios de citotoxicidade para escolher o

melhor, ou seja, um material biocompativel a 100%.

Os futuros trabalhos devem ser realizados para caracterizar os efeitos moleculares dos
constituintes e substancias dos materiais restauradores bioativos que desenvolvem
reacdes toxicas nas células, sobretudo nas concentragdes mais elevadas, para
compreender o mecanismo celular que induz a morte das células em contacto com os

materiais.
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V. CONCLUSAO

Podemos concluir com os resultados obtidos nesta investigagdo e com as limitagdes
inerente a este trabalho que aceitamos a hipdtese experimental alternativa em que os
materiais, Activa Bioactive Restorative ™, Cention Forte ® apresentam niveis de
citotoxicidade nas células 3T3 diferentes dos materiais considerados como controlos, ou
seja o Filtek Z250™ ¢ o Photac™ entre eles. O nivel de citotoxicidade aumenta

proporcionalmente com a aumentagdo das concentragdes de extratos.

Neste estudo, vimos que entre os CIVMR testados, o material menos citotdoxico € o

™

material bioativo, Activa Bioactive Restorative ', com diferengas significativas de

viabilidade celular nas mesmas concentragoes.

Verificdmos também que entre as resinas compostas testadas, a menos citotoxica € o
material ndo bioativo, ou seja, o Filtek Z250™, com diferengas de viabilidade celular
elevadas, exceto nas menores concentragdes. Neste estudo, esta resina composta nao
induz variagdes dos niveis de citotoxicidade. A viabilidade celular ¢ sempre muito alta
em todas as concentragdes testadas, incluindo as mais elevadas. E considerada ndo

citotoxica em todas as condigoes testadas.

Os extratos de 24h dos materiais restauradores apresentam diferencas de citotoxicidade,
apresentando um grau de toxicidade crescente Filtek™ > Activa™ > Cention® >
Photac™. Utilizando os extratos de 1 semana obtemos uma pequena inversio, sendo por
ordem crescente de toxicidade Filtek™ > Cention® > Activa™ > Photac™. No entanto,
podemos concluir o grau de citotoxicidade de ambos os materiais bioativos testados ¢

muito semelhante.
O tempo de incubagdo dos extratos aumentou ligeiramente a percentagem de viabilidade

celular e sobretudo o aumento das concentragdes de extratos diminui as percentagens de

viabilidade celular, exceto para o Filtek™.
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