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RESUMO

Objetivo: Avaliar o potencial citotoxico de dois tipos de adesivos no mercado:
Scotchbond Universal e Optibond Solo Plus, e um adesivo em fase experimental: T1,
quando em contacto com fibroblastos de rato da linha celular 3T3 e em osteoblastos

humanos da linha celular MG63.

Métodos: Uma quantidade definida de células foi colocada em placas de 96 pogos. Os
adesivos foram pincelados em caixas de petri e polimerizados de acordo com as
indicacdes do fabricante. Seguidamente foram imersos em meio de cultura e incubados
por 24 horas. As células foram expostas a diferentes diluigdes dos extratos, filtrados e ndo
filtrados para os fibroblastos 3T3, e apenas nao filtrados para os osteoblastos MG63. A
viabilidade celular foi avaliada utilizando o método de MTT. A analise estatistica foi feita
no programa SPSS, por meio de andlise de variancia (ANOVA) e testes de

multicomparagdo de Tukey HSD. O nivel de significancia foi estabelecido a p < 0,05.

Resultados: Para os fibroblastos 3T3 a ordem de citotoxicidade dos extratos dos
adesivos, nao filtrados foi T1 < Optibond Solo Plus < Scotchbond Universal, revelando
alteragdes quando filtrados: T1 < Scotchbond Universal < Optibond Solo Plus; Para os

osteoblastos MG63 o mais toxico foi o Scotchbond Universal e o menos toxico o T1.

Conclusdes: Apesar das limitacdes deste estudo in vitro, podemos concluir que os trés
adesivos apresentam um efeito dose-dependente, maior concentragdo de extrato, maior o
seu poder citotdxico. A filtragdo de um mesmo extrato, ou a sua auséncia, tem efeitos na
viabilidade celular, assim como a alteracdo do tipo de célula, sendo as MG63 mais
sensiveis. Apesar dos resultados promissores do adesivo T1, sdo necessarios mais testes
que corroborem com este estudo e avaliem outros parametros relativos a sua eficacia

enquanto adesivo.

Palavras-Chave: Sistemas Adesivos; Citotoxicidade; Ensaio de MTT; Viabilidade

Celular.






ABSTRACT

Objective: Evaluate the cytotoxic potential of two types of adhesives on the market:
Scotchbond Universal and Optibond Solo Plus, and an adhesive in experimental phase:
T1, when in contact with mouse fibroblasts of the 3T3 cell line and in human osteoblasts

of the MG63 cell line.

Methods: A defined number of cells was placed in 96 well plates. The adhesives were
brushed in petri dishes and polymerized according to the manufacturer's indications.
Then they were immersed in culture medium and incubated for 24 hours. The cells were
exposed to different dilutions of extracts, filtered and unfiltered for 3T3 fibroblasts, and
only unfiltered for MG63 osteoblasts. Cell viability was evaluated using the MTT
method. Statistical analysis was performed in the SPSS program, through analysis of
variance (ANOVA) and Tukey HSD multicomparison tests. The significance level was

established at p < 0.05.

Results: For 3T3 fibroblasts the cytotoxicity order of the unfiltered adhesive extracts was
T1 < Optibond Solo Plus < Scotchbond Universal, revealing changes when filtered: T1 <
Scotchbond Universal < Optibond Solo Plus; For MG63 osteoblasts the most toxic was

Scotchbond Universal and the least toxic was T1.

Conclusions: Despite the limitations of this in vitro study, we can conclude that the three
adhesives present a dose-dependent effect, higher concentration of extract, higher
cytotoxic power. The filtration of the same extract, or its absence, has effects on cell
viability, as well as the alteration of the type of cell, being MG63 more sensitive. Despite
the promising results of T1 adhesive, more tests are needed to corroborate this study and

evaluate other parameters related to its effectiveness as an adhesive.

Keywords: Adhesive Systems; Cytotoxicity; MTT Assay; Cell Viability.
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INTRODUCAO

I. INTRODUCAO

A Medicina Dentdria, com especial foco para a pratica da dentisteria operatdria, sofreu
uma grande remodelac@o nos ultimos anos. Esta deu-se gracas a crescente procura por
estética e restauracdes que conservassem cada vez mais tecido dentdrio sdo (Van

Meerbeek et al., 2011).

A procura levou ao desenvolvimento do conceito de ades@o aos tecidos dentérios. Este
avango permitiu aprimorar a forma como se faziam os preparos cavitdrios. Até entdo, o
preparo dos dentes era feito de acordo com o proposto por Black, refletindo formas

padronizadas e de dimensdes, por vezes, desnecessariamente grandes (Alex, 2015).

Assim, em simbiose com esta nova nog¢ao surgiu a doutrina da dentisteria minimamente
invasiva. Esta defende procedimentos restauradores muito mais conservadores, uma vez
que preconiza uma remogao de tecido dentdrio limitada apenas a extensao da lesdo de

carie (Alex, 2015).

Aliado a este novo conceito apareceram também novos materiais, com propriedades
intrinsecas vantajosas e aptos a responder a esta nova demanda, nomeadamente 0s
compdsitos resinosos capazes de aderir aos substratos dentdrios, através do uso de um
sistema adesivo. Estes vieram substituir, na sua grande maioria, os procedimentos que até
a data eram feitos com amalgama (Liu et al, 2013c; Spencer, Ye, Misra, Goncalves &

Laurence, 2014).

Este conceito de adesdo, teve inicio em 1955, tendo sido Buonocore o responsavel por
introduzir a técnica de condicionamento dcido ao esmalte, que € largamente utilizada nos
dias de hoje. Esta resultou da aplicac@o prévia de um 4cido fosférico a 85% durante 30
segundos sobre a superficie de esmalte. Desta forma, concluiu-se que era possivel
aumentar significativamente a adesdo dos materiais resinosos. Consequentemente tornou-
se possivel obter uma expressiva melhoria no selamento marginal de restauracodes

localizadas sobre esmalte (Alex, 2015).

O principio fundamental da adesdo a estrutura dentéria € um processo de duas fases, que
leva a troca de minerais por mondémeros resinosos. A primeira fase envolve a remog¢ao do

célcio e a criagdo de porosidades, quer em esmalte quer em dentina. A segunda fase, que
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¢ denominada por hibrida¢do, consiste na penetragdo e polimerizacdo dos monémeros no

interior das porosidades geradas anteriormente (Van Meerbeek et al., 2003).

Embora este processo mecanico represente um pré-requisito para a obten¢cdo de uma
adesdo adequada, sabe-se atualmente, que uma adesdao quimica adicional, entre os
monomeros resinosos funcionais, melhora de sobremaneira a durabilidade adesiva

(Tadin, Gavi¢ & Gali¢, 2016; Marovic, Tadin, Mladinic, Juric-Kacunic & Galic, 2014).

Concomitante com estes aspetos e com vista a alcangar o maior sucesso clinico possivel
estdo constantemente a ser desenvolvidos novos adesivos com propriedades quimicas

mais elaboradas e complexas (Van Landuyt et. al., 2007; Marovic et. al., 2014).

Assim, uma vez que a restauragdo € utilizada para substituir tecidos dentérios danificados
ou defeituosos, todos os materiais usados neste processo deveriam ser quimicamente
estdveis e inertes para a cavidade oral. Porém, estudos anteriores relatam que os materiais
dentdrios, nomeadamente os adesivos, demonstram algum grau de dissolu¢ao ou
degradacdo ao longo do tempo. Este facto deve-se, ndo apenas a sua composi¢do, mas
também, a outras varidveis como, a condi¢cdo e composicao do substrato, a técnica clinica,

o tamanho e forma da cavidade e a qualidade da polimerizacdo (Tadin et al., 2016).

Os mondémeros resinosos, como TEGDMA, HEMA, BIS-GMA, UDMA,
tradicionalmente presentes na composicdo dos sistemas adesivos, t€ém sido apontados
como uns dos grandes responsdveis por esta citotoxicidade. Estes mondmeros, assim

como outros componentes dos adesivos, podem pdr em causa fungdes celulares basicas

(Bianchi et al., 2013).

Deste modo, pela apeténcia de certos compostos para serem toxicos, devido a libertagao
inerente de alguns componentes, € uma vez que estes materiais se encontram em extenso
e direto contacto com os substratos dentdrios, durante um longo periodo de tempo, a
determinagdo do seu grau de biocompatibilidade é de primordial importancia (Tadin et

al., 2016; Shahi et al., 2019).

A busca por materiais cada vez mais biocompativeis, determina a realizagao de testes

laboratoriais que demonstrem a ndo toxicidade de um novo material desenvolvido.

Os principais meios de ensaios de biocompatibilidade sdao os testes in vitro, in vivo e

clinicos, que permitem garantir a seguranca de um qualquer material antes de poder ser
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amplamente utilizado (Koulaouzidou, Helvatjoglu-Antoniades, Palaghias, Karanika-

Kouma & Antoniades, 2009; Jiang et al., 2017).

Devido ao grau de padronizacdo e reprodutividade dos testes de citotoxicidade feitos em
culturas de células, determinou-se que os ensaios in vitro deveriam ser o primeiro passo
para classificar a biocompatibilidade de um novo sistema, uma vez que constituem uma

forma sensivel, barata, reprodutivel e bastante conveniente (Silva et al., 2014).
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1. Substratos dentarios

De modo a perceber como um agente téxico pode atuar quando em contacto com a

estrutura dentéria € importante entender a composi¢ao dos diferentes substratos.

Os dentes sdo compostos por trés tecidos mineralizados, o esmalte, a dentina e o cimento,

que se encontram em torno de um nucleo interno, de tecido conjuntivo frouxo, a polpa

dentdria (figura 1) (Berkovitz, Holland & Moxham, 2017).

Quanto a origem destes tecidos, o esmalte € de origem ectodérmica, enquanto que a
dentina, cimento e polpa dentdria sdo de origem ectomesenquimatosa (Ritter, Boushell &

Walter, 2017).

A dentina forma a maior parte do dente e é coberta, na coroa, com esmalte e, na raiz, com
cimento. A polpa dentdria deriva da papila dentdria e os odontoblastos presentes sao
responsdveis pela producdo continua de dentina ao longo da vida. Os odontoblastos
também funcionam como células sensoriais, uma vez que t€m a capacidade de detetar

estimulos e toxinas que possam afetd-la (Berkovitz et al., 2017).

Os tecidos que suportam os dentes, conhecidos coletivamente como periodonto, incluem
0 0sso alveolar, o ligamento periodontal (um tipo de tecido conjuntivo que liga o dente
ao osso alveolar) e a gengiva (o componente da mucosa oral que se encontra em torno do

dente) (Bath-Balog & Fehrenbach, 2012).

ESMALTE

COROA —
DENTINA

GENGIVA

POLPA

CIMENTO

RAIZ ——] LIGAMENTO PERIODONTAL

0SSO

NERVOS E VASOS SANGUINEOS

Figura 1. Corte sagital de molar inferior. Esquema ilustrativo da anatomia dentaria.
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1.1. Esmalte

O esmalte dentdrio € a substancia mais dura do corpo humano e serve como camada
exterior resistente ao desgaste da coroa dentdria. Forma uma barreira isoladora que
protege o dente de forgas fisicas, térmicas e quimicas potencialmente prejudiciais ao

tecido vital da polpa (Lacruz, Habelitz, Wright & Paine, 2017).

No que concerne as propriedades fisicas do esmalte, além da elevada dureza supracitada,
este também possui um elevado médulo de elasticidade e uma alta resisténcia ao desgaste,
estes aspetos conferem-lhe uma grande estabilidade a longo prazo, o que impde a sua
relevancia, visto que o esmalte ndo tem a capacidade de sofrer substitui¢do ou reparacao

(Berkovitz et al., 2017).

7z z

A amelogénese, ¢ o processo de formagdo do esmalte e é efetuado por células

denominadas ameloblastos (Ritter et al., 2017).

Quimicamente, o esmalte € uma estrutura cristalina altamente mineralizada, contendo 92-
96% de componentes inorganicos, dos quais 90-92% sao fosfato de célcio sob a forma de
cristais de hidroxiapatita (Ca;o(PO,)s(OH),), o restante sdo outros minerais e vestigios de
distintos elementos, porém em menores quantidades. Este conteido mineral aumenta da

jungdo amelodetindria para a superficie (Qamar, Rahim, Chew & Fatima, 2017).

Como constituintes remanescentes consideram-se as proteinas, que ocupam 1-2% em
volume, e a 4gua, que corresponde a 4-12% em volume, quanto mais dgua maior

porosidade tem o tecido (Ritter et al., 2017; Berkovitz et al., 2017).

Em oposi¢do a dentina e ao tecido 6sseo, o esmalte ndo apresenta colagénio na sua
composi¢ao e é totalmente desprovido de células, vascularizagdo e inervacdo (Azevedo,

Faber, Leal & Lucci, 2016).

Este substrato tem distintas propriedades consoante as diferentes regides do tecido. A
superficie do esmalte difere, tanto fisica quanto quimicamente, do esmalte subsuperficial.
Superficialmente € mais duro, mais denso e menos poroso que subsuperficialmente

(Berkovitz et al., 2017).

O conhecimento da composi¢ao e morfologia do esmalte, tem permitido que se entenda

melhor a iniciagdo e o progresso das cdries. Assim € possivel alcancar uma abordagem
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muito mais conservadora utilizando o fendmeno da remineralizacdo e reduzindo a

necessidade de remogao de tecido higido.

1.2. Dentina

A dentina é o tecido mineralizado que forma a maior parte do dente. E rigida, porém
eléstica, e € constituida por uma grande quantidade de pequenos tibulos paralelos numa

matriz de colagénio mineralizada (Berkovitz et al., 2017).

Ao contrdrio do esmalte, apesar deste tecido também carecer de vascularizagdo e de
inervagdo, a dentina € um tecido vital e dindmico. Esta propriedade da-se gracas a
presenca de prolongamentos odontobldsticos nos tibulos dentindrios, que permitem a
comunicacdo direta entre a dentina e a polpa, resultando numa capacidade resposta
perante estimulos externos, podendo estes, ser térmicos, mecanicos ou quimicos

(Carvalho, Manso, Geraldeli, Tay & Pashley, 2012; Fruits, Khajotia, & Nicholson, 2013).

Para além da sensibilidade, caracteristica bastante pertinente da dentina, este tecido
também apresenta uma outra propriedade intrinseca de grande relevancia, nomeadamente
a aptiddo para se regenerar e formar durante toda a vida. O aumento de espessura de
dentina resulta da atividade dos odontoblastos presentes na polpa dentéria, que por sua

vez vai diminuindo ao longo do tempo (Berkovitz et al., 2017).

Quanto a sua composi¢ao, este tecido € formado por cerca de 50% de matéria inorganica
ou mineralizada, 30% de matéria organica e 20%, de dgua por volume (Bath-Balog &

Fehrenbach, 2012).

O componente mineral inorganico apresenta-se na forma de cristais de hidroxiapatita de
célcio, semelhantes aqueles encontrados em altos percentuais no esmalte, mas assumem
o formato de placas e sdao menores. Também podem ser encontradas pequenas
concentracdes de outros minerais, como carbono e fldor (Bath-Balog & Fehrenbach,

2012).

Em relacdo a matriz organica, verifica-se que o colagénio é um constituinte essencial,

sendo que ocupa de 90% desta, e € nele que se encontram impregnados os cristais de
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hidroxiapatite, sendo a restante matriz constituida por outras proteinas e lipidos (Nanci,

2013).

A permeabilidade do tecido dentindrio, estd dependente do tamanho e da frequéncia dos
tibulos, que decrescem com a idade. Estimativas sobre o nimero de tibulos sugerem que
existam cerca de 20.000/mm? na dentina mais externa, 50.000/mm? na mais interna e

40.000/mm? no centro (Berkovitz et al., 2017).

Através desta estrutura tubular, as substancias aplicadas a superficie externa conseguem-
se difundir, sendo capazes de atingir e afetar a polpa dentdria. Assim, componentes de
materiais dentédrios, ou condicionadores usados para a preparagdo da sua colocagio,
nomeadamente adesivos, podem passar através da dentina e desencadear mecanismos

potencialmente prejudiciais nas células da polpa (Berkovitz et al., 2017).

E de notar que a dentina ndo é um tecido uniforme ao longo do dente, diferentes tipos
podem ser designados de acordo com a sua localizagdo e formagdo (Bath-Balog &

Fehrenbach, 2012).

A dentina cariada, ou desmineralizada, ¢ composta por duas camadas, uma superficial e
outra mais profunda. A primeira, corresponde a dentina infetada, por isso
caracteristicamente ¢ muito desmineralizada devido a invasdo bacteriana e ndo possui a
capacidade de remineralizar, logo deverd ser eliminada clinicamente na sua totalidade.
Por outro lado, na segunda, a dentina estd afetada, possuindo uma desmineraliza¢ao

moderada, mas mantém a possibilidade de remineralizagcao (Sezinando, 2014).

Esta dentina em comparagdo com a dentina sd, apresenta um menor moédulo de
elasticidade, menor dureza e também algum grau de esclerose tubular resultante da
deposicdo de cristais no interior dos tibulos e consequentemente uma menor
permeabilidade. Para além destes aspetos € provida de maior porosidade por ter menor

conteddo mineral e quebras entre as ligagdes de colagénio (Shibata et al., 2016).

O aumento da porosidade e a diminuicdo do conteido mineral fazem com que o
condicionamento 4cido desmineralize mais profundamente e se forme uma camada
hibrida imperfeita. Além disso, a presenca de cristais resistentes ao acido, que podem
obliterar os tibulos dentindrios, limitam a formacgao dos resin tags. Todas estas alteracoes
estruturais evidentes na dentina afetada por cérie resultam numa diminui¢do das forcas

adesivas (Sezinando, 2014; Shibata et al., 2016).
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Portanto, todas estas caracteristicas tornam a adesdao a dentina mais complexa do que a

adesdo ao esmalte, como abordado mais a diante.

1.3. Polpa Dentaria

A polpa € o tecido mais interno do dente. Esta contida dentro da cidmara pulpar e dos

canais radiculares dos dentes (Bath-Balog et al., 2012).

Do ponto de vista embrioldgico, forma-se a partir das células centrais da papila dentaria.
Assim, a polpa tem a mesma origem da dentina, pois ambas derivam da papila do germe

dentario (Bath-Balog et al., 2012).

Anatomicamente, pode ser dividida em polpa corondria e polpa radicular. A primeira esta
localizada na camara pulpar na por¢ao corondria do dente, e inclui os cornos pulpares que
estao voltados para as margens incisais e pontas das cuspides. A segunda localiza-se nos
canais pulpares na por¢do radicular do dente, esta ¢ continua com os tecidos periapicais,

através do fordmen ou dos foramens apicais da raiz. Lateralmente a polpa, podem

estender-se canais acessorios, através da dentina radicular, até aos tecidos periodontais.

(Ritter et al., 2017).

Este substrato ¢ constituido por fibras nervosas, arteriolas, capilares, vénulas, vasos
linfaticos, tecido conjuntivo, substancia intercelular, onde se encontram os fibroblastos,
odontoblastos, macréfagos, colagénio, e outras fibras finas. As células mais abundantes
da polpa sdo os fibroblastos, sendo os odontoblastos o segundo tipo de células mais

abundante (Ritter et al., 2017).

Trata-se de um orgdo especializado, responsavel por quatro fungdes, a de formagao ou
desenvolvimento, no sentido em que estd relacionada com a produgdo das dentinas
primaria e secunddaria pelos odontoblastos, nutritiva, sensorial devido a presenga de fibras
nervosas € aos proprios odontoblastos, responsaveis pela sensacao de dor, e por fim
defensiva ou reparadora devido a capacidade de responder a irritagdo induzida por meios
mecanicos, térmicos, quimicos ou bacterianos. Em casos de grave injuria, a polpa
responde por meio de uma resposta inflamatoria, esta inflamag¢do pode-se tornar

irreversivel, podendo resultar em morte pulpar, uma vez que o tecido pulpar estd
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confinado a uma estrutura rigida da dentina que limita a resposta inflamatéria ¢ a

habilidade de a polpa se recuperar (Ritter et al., 2017).

Alguns estudos referem que, em situagdes como a ligacdo a cavidades profundas, os
mondmeros de resina presentes nos agentes adesivos podem difundir-se através dos
tabulos dentindrios, da camada fina de dentina remanescente, e chegar a polpa dentaria,
em concentracdoes consideradas toxicas para as células destes tecidos. Isto pode
desencadear respostas celulares e tecidulares como processos inflamatorios, que por sua
vez podem induzir hipersensibilidade transitoria apds procedimentos restauradores, e/ou
exigir tratamento endodontico em alguns casos em que ndo haja remissao de sintomas

(Kierklo, Pawinska, Tokajuk, Poptawska & Bielawska, 2012; Massaro et al., 2019).
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2. Adesao

Existe uma ampla aplicagdo para os procedimentos adesivos na area da Medicina
Dentaria, quer a titulo preventivo, quer a titulo restaurador. Alguns exemplos sao
restauragdes de lesdes provocadas por carie ou trauma, adesdo de fragmentos de dentes
fraturados, alteracdo da forma, dimensao e/ou cor das estruturas dentérias, reparacdo de
restauragdes pré-existentes em ceramica, metalo-ceramica, amalgama ou compdsito,
cimentacao de brackets ortodonticos, tratamento da sensibilidade dentaria, aplicagdo de
selantes e cimentacdo de postes e nucleos metélicos fundidos (Perdigdo, Swift & Walter,

2014).

A Sociedade Americana para Testes ¢ Materiais (especificagdo D 907) define adesdo
como “o estado no qual duas superficies sdo mantidas juntas por forgas interfaciais que
podem consistir em forgas covalentes ou forcas de interpenetragdo mecanica, ou a

intera¢dao de ambas” (Ritter et al., 2017).

O adesivo ¢ um material, que normalmente se apresenta como um fluido viscoso, e ¢
usado como um agente intermediario, isto €, atua como auxilio a inser¢ao de materiais

restauradores (Ritter et al., 2017).

Um sistema adesivo engloba trés componentes principais, os quais podem ser usados em
passos separados ou em conjunto, como serd identificado mais a frente, quando explicado
os diferentes sistemas que existem no mercado. Estes componentes sdo o acido, o primer

e 0 bond.

O 4acido ¢ formado por moléculas acidicas, normalmente aplicado em forma de um gel de
acido ortofosforico, numa concentragdo geralmente a 37%, que posteriormente deve ser
lavado e secado. As suas fungdes sdo: provocar a desmineralizagdo do esmalte e da
dentina, o que por sua vez ira causar a exposicao dos tibulos dentinérios e o aumento da
permeabilidade da dentina; e remocao da smear-layer e smear plugs (Coelho, Canta,
Martins, Oliveira, & Marques, 2012; Breschi, Ferracane, Cadenaro, Mazzoni, & Hilton,

2013).

Os primers conttm na sua composicdo moléculas bifuncionais com propriedades
hidrofilicas e hidrofobicas. Estes encontram-se dissolvidos em diferentes solventes,

nomeadamente o alcool, a agua e a acetona, que além de proporcionarem uma melhoria
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da molhabilidade da dentina hidrofilica, ainda tém, cada um, contribuigdes especificas

para melhorar a adesdo (Anusavice, Shen, & Rawls, 2013c).

As suas funcdes baseiam-se na premissa de aumentar a energia de superficie da dentina e
melhorar a molhabilidade do colagénio e dos espacos entre as suas fibras, mantendo esta
rede expandida ao mesmo tempo que tornam a dentina, um substrato tipicamente
hidrofilico mais hidrofobico, ao deslocar a dgua em excesso, de modo a permitir a

infiltracdo dos monomeros hidrofilicos contidos no adesivo (Anusavice et al., 2013c¢).

Por fim, o bond baseia-se numa resina adesiva, desprovida de solventes, composta por
monodmeros essencialmente hidrofobicos, capazes de penetrar na superficie preparada.
Apos a infiltragcdo dos mondmeros, o primer coopolimeriza com o bond, formando as

resin tags e resultando na camada hibrida (Sousa & Moro, 2014; Sofan et al., 2017).

Para um sistema adesivo podemos determinar trés fungdes essenciais, sendo estas:
promover resisténcia a separagdo de um substrato aderente, de um material restaurador
ou de cimentagdo; distribuir tensdo ao longo da superficie de adesdo; e por fim selar a
interface, entre a dentina e/ou esmalte e o material restaurador. Estes encargos garantem
um aumento na resisténcia a microfiltracdo e consequente diminui¢do do risco de
sensibilidade pos-operatoria, alteragdes de cor a nivel marginal e céarie secundaria

(Anusavice et al., 2013c).

Existem quatro possiveis mecanismos, dos quais resulta a adesdo entre o substrato
dentario e os materiais resinosos, sao estes a (1) adesao mecanica, que ocorre quando ha
a penetracao da resina e formagao da camada hibrida e de resin tags na estrutura dentdria;
a (2) absorcao, que acontece quando se forma uma ligagdo quimica com a componente
inorgéanica (hidroxiapatite) ou organica (essencialmente colagénio tipo I) da estrutura
dentaria; por fim a (3) adesdo por difusdo, que ocorre quando se da a precipitacdo de
substancias sobre a superficie dentaria as quais mondmeros resinosos se ligam quer

mecanicamente, quer quimicamente (Perdigao et al., 2014).

A energia de superficie e molhamento, a interpenetragdo, ou seja, a formagdo da camada
hibrida, a retengdo micromecanica e a adesdo quimica sdo tudo fatores que, em certa

medida, influenciam a adesdo (Anusavice et al., 2013c).

A molhabilidade ¢ a capacidade de um liquido estabelecer contacto com um so6lido e ¢

demonstrada pelo angulo de contacto formado entre os dois, o que faz dela uma
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caracteristica fulcral para que seja alcangada uma boa adesdo (Anusavice et al., 2013a;

Anusavice et al., 2013b).

Por defini¢do, se um adesivo nao for capaz de molhar a superficie, ndo se conseguira obter
retencdo micromecanica, adesdo quimica ou redes interpenetrantes, com a mesma. Nao
se verificando estas condi¢des, o adesivo ndo tem a capacidade de se espalhar sobre a
superficie e penetrar por capilaridade em quaisquer irregularidades, micro ou
submicroscopicas, ndo atingindo entdo um intimo contato com a superficie, o que ira

impossibilitar a obten¢cdo de uma adesao adequada (Anusavice et al., 2013c).

Outra grande influéncia na adesao ¢ a presenca de uma camada aderente, conhecida como
smear layer, formada por restos dentérios, biofilme bacteriano, sangue, saliva e outras
substancias, proveniente do preparo mecanico do esmalte e da dentina, nomeadamente
por aparelhos rotativos abrasivos e /ou cortantes, que ao se depositar a superficie impede

o estabelecimento de uma boa adesdo (Anusavice et al., 2013c).

Para além destes fatores supramencionados, outras variaveis influenciam a adesdo,
nomeadamente a tensdao superficial do adesivo, limpeza do substrato, viscosidade do
adesivo, rugosidade do substrato, alteragdes dimensionais resultantes da polimerizagdo, e

a estabilidade hidrolitica do adesivo (Anusavice et al., 2013b).

2.1. Adesao ao Esmalte

O esmalte, ¢ um substrato liso, que ap6s o condicionamento acido sofre uma
transformagdo tornando-se irregular, o que aumenta a sua energia livre de superficie. O
acido fosforico promove a sua desmineralizagdo o que consequentemente d4 origem a
criacdo de microporosidades. Ao aplicar-se um material resinoso liquido na superficie
irregular condicionada, estas microporosidades sao preenchidas, através de capilaridade,

por mondmeros resinosos hidrofobicos, que estao contidos no adesivo (Ritter et al.,2017).

Apos a polimerizacdo, formam-se prolongamentos microscOpicos resinosos, 0s resin
tags, que proporcionam a reten¢ao micromecanica da restauragao sendo este o mecanismo

fundamental da adesao resina-esmalte (Perdigdo et al., 2014; Ritter et al., 2017).
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Uma vez que o esmalte ¢ um substrato homogéneo, cria-se com a técnica de
condicionamento acido, condi¢des ideais para a adesdo, conferindo a restauragao uma boa

durabilidade (Arinelli, Pereira, Prado & Rabello, 2016; Perdigdo et al., 2014).

Porém a superficie externa do esmalte, ndo desgastado, ¢ na maioria das dareas,
aprismatica, e por isso mais mineralizada e resistente a carie dentéria. Este atributo pode
explicar o porqué, de o condicionamento acido s6 aumentar a adesdo caso seja suficiente

para penetrar até¢ a camada prismatica do esmalte (Berkovitz et al., 2017).

2.2. Adesdo a dentina

Na dentina, o processo de adesao ¢ bem mais complexo. Esta dificuldade, esté4 relacionada
com a elevada humidade e com a composi¢ao mais organica presente neste tecido, ao

contrario do esmalte que apresenta um contetido mineral elevado (Alex, 2015).

Além destes fatores, observa-se a camada de smear layer, que fica depositada na
superficie de dentina, assim como dentro dos tubulos dentinarios, formando os
smearplugs. Estes detritos reduzem de uma forma consideravel a permeabilidade da

dentina, o que por sua vez diminui o fluxo do fluido dentinario (Perdigdo et al., 2013a).

Devido a estas caracteristicas distintas da dentina, o mesmo acido fosforico quando
aplicado neste substrato age de modo distinto ao que acontece no esmalte. O
condicionamento acido vai resultar numa remog¢do completa da camada de detritos, e
desmineralizar a dentina com consequente exposicao das fibras de colagénio (Arinelli et

al., 2016).

Com a demonstragcdo em 1982, por Nakabayashi e seus colaboradores, da possibilidade
de infiltragcdo dos monomeros resinosos na dentina condicionada, nasceu entdo um novo

conceito, o conceito da camada hibrida (Alex, 2015; Mufioz et al., 2013).

A camada hibrida ¢ “uma estrutura formada nos tecidos dentarios duros, pela

desmineralizacao da superficie, seguida pela infiltracao e polimerizagao dos mondémeros”

27



AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DE ADESIVOS EM CELULAS DE FIBROBLASTOS DE RATO
(LINHA CELULAR 3T3/SIGMA)

(Rosa, Piva & Silva, 2015). Na composi¢do desta camada podemos encontrar

hidroxiapatite residual, vestigios de dgua, colagénio e resina (Perdigao et al., 2014)

COMDICIONAMENTO ACIDO « LAVAGEM PRIMER/ADESIVO + COMPOSITO
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Figura 2. Esquema exemplificativo da adesdo a dentina.

Em oposicdo ao esmalte, que necessita estar completamente seco para que se verifique
uma boa resisténcia de unido com as resinas hidrofobicas, a dentina condicionada devera
manter-se humida de forma a garantir a formacao da camada hibrida (Perdigao et al.,
2014).

A formagdo desta camada esta dependente da infiltracdo do adesivo resinoso, nao
havendo agua remanescente suficiente na dentina condicionada, a rede de colagénio
tenderia a colapsar, formando-se assim uma zona relativamente impermeavel a
infiltracdo. Por outro lado, dgua em excesso também condiciona a adesdo, pois a
infiltracdo da resina ¢ incapaz de provocar a completa deslocacao da agua, o que por si
tendera a criar um ambiente mais passivel de infiltracdes a longo prazo (Anusavice et al.,

2013c¢).

A quantidade de 4gua remanescente na dentina condicionada revela-se entdo como uma
condigdo critica para uma adequada adesdo a dentina, o que resulta em que o controle da

humidade dentinaria seja um desafio para os clinicos (Perdigdo et al., 2014).

Além disto, um sobrecondicionamento acido da dentina também podera ser um fator de

falha aquando a formacao da camada hibrida. Neste caso, uma vez que a profundidade de
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desmineralizagdo seria maior que a de infiltragdo dos mondmeros resinosos, tenderia a
existir uma zona mais profunda de fibras de colagénio expostas. Assim, estas fibras nao
envolvidas tendem a sofrer uma hidrolise lenta, devido a penetragdo de fluidos externos
ou dentindrios o que consequentemente compromete a durabilidade da adesao (Arinelli

et al., 2016).

2.3. Classificacao dos Sistemas Adesivos

Como anteriormente mencionado, a dentisteria adesiva sofreu grandes avangos nas
ultimas décadas. A luz da dentisteria minimamente invasiva, essa nova abordagem
promove um design das cavidades mais conservador, que depende da eficacia dos atuais

adesivos esmalte-dentina.

Desde a origem da dentisteria restauradora contemporanea, em 1955, oito geragdes
diferentes de adesivos, que constituem a camada intermediaria entre o preenchimento

dentario e o esmalte ou dentina, foram introduzidas (Zecin-Deren et al., 2020).

As trés primeiras geragdes, conhecidas como No-etch, forneciam resisténcia adesiva
insuficiente e foram retiradas do uso clinico. Com a mudanga das tecnologias, os adesivos
dentarios evoluiram de No-etch para Total-etch, quarta e quinta geragdo, estes sistemas
consistem no condicionamento com acido fosforico do esmalte e dentina, a fim de criar
porosidades, o que aumenta a superficie de adesao dos tecidos dentarios, € por fim a sexta,

sétima e oitava geracdo sao formadas por adesivos Self-etch (Zecin-Deren et al., 2020).

Os sistemas adesivos podem ser classificados a partir de varios parametros: (1) a geragao
a que pertencem; (2) o solvente do sistema adesivo; (3) a forma de tratamento da smear

layer; (4) o numero de passos clinicos que requerem (Breschi et al., 2013).

Van Meerbeek e colaboradores propuseram, em 2003, a classificagdo que melhor
caracteriza cientificamente os sistemas adesivos. Esta considera a a¢ao dos adesivos sobre
a smear layer ¢ o numero de passos envolvidos na sua aplicagdo. Ou seja, a classificagao
baseia-se em dois métodos genéricos de condicionamento, aplicagdo do primer e do
adesivo as superficies de esmalte e dentina, e s6 entdo subdividida de acordo com o
numero de passos envolvidos no processo. Assim, as categorias principais dos sistemas

adesivos sao conhecidas como Efch-and-Rinse (Condicionamento prévio / convencionais
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/ total-etch) ou self-etch (autocondicionantes), com duas subcategorias, cada uma de

acordo com o numero de passos clinicos envolvidos (Figura 3) (Anusavice, 2013c).

Recentemente, surgiu no mercado, uma nova categoria de sistemas adesivos, que
apresenta a versatilidade de poder ser aplicada sobre as estruturas dentérias tanto pela
técnica convencional quanto pela autocondicionante. Estes novos adesivos sao
denominados adesivos universais ou multimodais (Wagner, Wendler, Petschelt, Belli &

Lohbauer, 2014).

2.3.1. Adesivos Etch-and-Rinse

Estes adesivos caracterizam-se pela aplicacao prévia e isolada de um acido forte, o acido
fosforico, sobre as estruturas dentdrias. Esta categoria de sistema adesivo esta disponivel
para o uso em trés passos ou em dois passos clinicos. Nos sistemas adesivos de trés passos
(quarta geracdo), o primer e o adesivo sdao aplicados separadamente, enquanto que nos
sistemas de dois passos (quinta geragdo), o primer € o adesivo encontram-se numa unica

solucao (Rosa et al., 2015; Wagner et al., 2014).

A principal desvantagem destes sistemas relaciona-se com o over-etching, ou seja, se
houver uma desmineraliza¢ao demasiado profunda, podera proporcionar a existéncia de
espagos, no interior da camada hibrida, que nao sejam penetrados na totalidade, o que
tendera a originar sensibilidade pds-operatoria e nanoinfiltracdo, ficando comprometida
a durabilidade da restauracdo (Delbons et al., 2015; Beltrami, Chiesa, Scribante,

Allegretti, & Poggio, 2016).
No entanto, os adesivos Etch and Rinse sdao ainda hoje considerados os “golden standard”
da adesao dentaria (Rosa et al., 2015).

2.3.2. Adesivos Self-Etch

O proposito da evolucao dos diferentes tipos de sistemas adesivos tem-se baseado em
grande parte na diminuicdo do tempo de trabalho e facilidade da técnica de aplicagdo,
com vista a alcangar este objetivo, surgiram os sistemas adesivos Self-Etch (Van

Meerbeek et al., 2003).
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Ao contrario dos Etch-and-Rinse, estes nao apresentam a necessidade de um passo prévio
e isolado para a aplicacdo do 4cido, uma vez que ja contém um primer acidico, composto
essencialmente por monomeros funcionais de baixo pH, que atuam simultaneamente
como condicionador e primer (Van Meerbeek et al., 2003). Esta composi¢do resulta em
que os produtos derivados da desmineralizacao, assim como da smear layer dissolvida,
sejam incorporados na propria interface adesiva (Van Meerbeek et al., 2011; Giannini et

al., 2015).

Deste modo, pela remogao incompleta destes detritos, antecipa-se a reidratacao imediata
resultante do movimento do fluido dentinario e, consequentemente, reduz-se a ocorréncia

de sensibilidade pos-operatoria (Muioz et al., 2015).

Pela presenga de monomeros acidicos hidrofilicos, estes adesivos tornam-se mais
tolerantes a presenga de agua na superficie dentaria. Este facto, faz deles os sistemas
adesivos de eleicdo no tecido dentinario (Beltrami et al., 2016). Contudo, ndo sao tao
eficazes no esmalte, pois a efetividade destes mondmeros acidicos no esmalte, ¢ inferior,
quando comparada com a do condicionamento com acido ortofosforico (Takamizawa et

al., 2015).

Estes sistemas, estdo disponiveis para o uso em dois passos, em que o primer acidico € o
adesivo sao aplicados em separado, ou num unico passo, em que o primer acidico € o

adesivo sdo aplicados simultaneamente ( “all-in-one’’) (Rosa et al., 2015).

2.3.3. Adesivos Universais

Mais recentemente, uma nova categoria de sistemas adesivos foi langada no mercado.
Esta surge com o intuito de tornar o procedimento clinico mais simplificado, mais rapido
e versatil, permitindo, entdo, que possa ser usada de acordo com qualquer tipo de
estratégia adesiva e em todas as situacoes clinicas, este sistema ¢ também conhecido como
multi-modo (Loguercio et al., 2015; Sai et al., 2018; Papadogiannis, Dimitriadi,

Zafiropoulou, Gaintantzopoulou, & Eliades, 2019).

Estes adesivos foram idealizados a partir do conceito ja existente, “all-in-one”, nos SE de
um Unico passo, mantendo assim a caracteristica de ter todos os seus componentes num

so frasco. A particularidade destes sistemas diz respeito a sua versatilidade pelo facto de

31



AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DE ADESIVOS EM CELULAS DE FIBROBLASTOS DE RATO
(LINHA CELULAR 3T3/SIGMA)

poderem ser aplicados segundo diferentes estratégias adesivas, nomeadamente: como

sistemas do tipo Etch-and-Rinse (de dois passos); como sistemas Self-Etch (de um passo)

ou na forma de Seletive Enamel Etching (Rosa et al., 2015).

Esta tiltima técnica, de condicionamento seletivo ao esmalte, expressa vantagens uma vez

que pode ser usado o sistema Self-Etch de um passo, tanto na dentina como no esmalte,

desde que haja anteriormente um condicionamento seletivo ao esmalte com acido

ortofosforico (Perdigao et al., 2014). Porém em certas preparacdes, torna-se complicado

condicionar apenas o esmalte, e involuntariamente a dentina podera ser condicionada, tal

situagdo ¢ vista como uma desvantagem, uma vez que, poderd levar a uma diminui¢cdo

das forgas adesivas (Sezinando et al., 2015).

Sistemas Adesivos

v

Etch-and-Rinse

iaEn - |

|
¢ y

3 passos

2 passos

i

Primer Adesivo Adesiva

v

Self-Etch
v v

2 passos

aa

Adesiva Allin-One

1 passo

Acidica

Figura 3. Classifica¢do dos sistemas adesivos.
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3. Biocompatibilidade

Os adesivos sdo materiais que tém uma relagdo direta e duradoura com substratos
dentarios, sobretudo com a dentina vital, tornando-se assim a biocompatibilidade destas

solugdes uma propriedade de importancia primordial.

Como tal, a taxa crescente de desenvolvimento da dentisteria adesiva levou a uma maior
consciéncia relativamente aos riscos bioldgicos dos materiais aplicados sobre o dente, o
que tendencialmente, tem proporcionado uma maior procura por materiais com a

capacidade de manter uma relagdo estavel e inerte com os tecidos biologicos.

Existem diferentes descricoes para a biocompatibilidade, mas em geral, a
biocompatibilidade refere-se a medida da resposta bioldgica de um corpo a um material
aplicado de forma especificamente pretendida (Tadin et al., 2016). Para definir
biocompatibilidade podemos dizer que se trata da compatibilidade de um material com
um tecido/sistema vivo por ndo ser toxico, prejudicial, fisiologicamente reativo ou

incluindo a rejeicao imunologica (Shahi et al., 2019).

Assim, um biomaterial ¢ uma substancia que pode ser usada em contacto com um corpo,
a longo prazo, e que tem como objetivo, tratar ou substituir tecidos, 6rgaos ou as suas

funcdes (Schmalz & Arenholt-Bindslev, 2009).

Um material € considerado téxico quando tem a capacidade de causar efeitos nocivos a
saude e danificar o sistema bioldgico. Estes efeitos podem ser locais, quando ocorrem no
sitio de aplicagdo, ou sistémicos, quando a resposta adversa ocorre noutro local (Tadin et

al., 2016).

O termo de citotoxicidade ¢ usado para descrever os efeitos a nivel das células, ou seja, ¢
a capacidade intrinseca de um material em promover alteracdo metabolica nas células,

podendo culminar ou ndo em morte celular (Tadin et al., 2016).

No caso dos sistemas adesivos, estes atuam com vista a auxiliar na substituicao de tecido
dentario perdido. Idealmente, todos os materiais dentarios deveriam ser biocompativeis
ou capazes de funcionar in vivo sem desencadear uma resposta intoleravel no corpo, quer
localmente quer sistemicamente. Porém, a maioria dos materiais contém componentes
potencialmente prejudiciais ou irritantes para os tecidos (Schmalz & Arenholt-Bindslev,

2009).
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Geralmente, na formulacdo quimica dos sistemas adesivos encontramos mondmeros
bifuncionais e mondmeros hidrofilicos e hidrofoébicos. Os mondmeros hidrofobicos sao
utilizados para a ligagao do compdsito e formagao da rede polimérica, o bisfenol A glicidil
metacrilato (Bis-GMA), o uretano dimetacrilato (UDMA) e o trietileno glicol
dimetacrilato (TEGDMA), s3o exemplos presentes nos sistemas adesivos. Ja os
monomeros hidrofilicos, incluem o 2-hidroxietil metacrilato (HEMA) e o 4-metacriloxi-
etil-trimetilato-anidrido (4-META), que sdo requeridos para garantir a penetragao adesiva
as fibras de colagénio da dentina desmineralizada, uma vez que sdo hidrofilicas (Pagano
et al.,, 2019). Para além disto, a mistura adesiva, compreende geralmente outras
substancias, nomeadamente os solventes como a dgua, o alcool e a acetona. As aminas
aromaticas, os iniciadores de polimerizagdo, inibidores ou estabilizadores, fillers

inorganicos e inibidores estdo também presentes nas formulacdes (Elias et al., 2015).

Devido ao facto de os adesivos disponiveis no mercado nao serem totalmente capazes de
selar hermeticamente a dentina profunda, foi demonstrado, através de estudos in vitro e
in vivo, que em certas situacoes, apos a aplicagdo de agentes adesivos na dentina ja
condicionada, alguns mondmeros residuais, resultantes do processo de degradacao ou da
polimerizacdo incompleta, assim como outros componentes dos sistemas adesivos,
podem penetrar e difundir-se através dos tibulos dentinarios e consequentemente
chegarem até a polpa dentaria, este fendmeno podera desencadear respostas celulares e

tecidulares como processos inflamatoérios (Elias et al., 2015; Massaro et al., 2019).

Portanto, a toxicidade dos adesivos pode ser responsabilizada a curto prazo pela libertagao
que ocorre devido a polimerizagdo incompleta, ou a longo prazo, com a progressiva

degradacao e libertagdo das substancias lixiviaveis (Goldberg, 2008; Tadin et al., 2016).

Esta difusdo que ocorre através da dentina até a polpa estd dependente de diversas
variaveis, estando nestas incluidas a espessura e permeabilidade da dentina remanescente,
a area de exposicdo, a presenca ou auséncia da smear layer e a taxa de fluxo sanguineo

pulpar (Tadin et al., 2016).

Para chegar a conclusdes relativamente aos componentes toxicos dos adesivos, t€ém sido
feitos diversos estudos. Estes, tém demonstrado que certos mondmeros resinosos
tradicionalmente presentes na composicdo dos sistemas adesivos, nomeadamente o
HEMA, BIS-GMA, UDMA e TEGDMA tém um certo grau de citotoxicidade, que esta

dependente do tempo e da concentragao.
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O HEMA, tem como fungdio melhorar a molhabilidade e a difusio do adesivo. E o
monodmero hidrofilicos mais comumente presente nos sistemas adesivos, com possui a
capacidade para penetrar pelos tibulos dentinarios. Estudos determinaram que pode
induzir, em certos casos, reagdes de hipersensibilidade, suprimir o crescimento de
algumas células, alterar o ciclo celular e até ativar a apoptose (Falconi, et al., 2007; Tadin

etal., 2016).

O Bis-GMA também ¢ considerado citotoxico, tendo a capacidade de alterar o ciclo
celular e induzir stress oxidativo levando a apoptose e necrose celular. (Chang et al.,

2010).

O UDMA ¢ usado para fornecer maior compatibilidade entre a agua e os adesivos, de
modo a ter um comportamento semelhante quer na dentina humida, quer seca. Porém foi
relatado que este composto ¢ capaz de induzir mudangas morfologicas das células da

polpa, diminuir a viabilidade celular e até provocar necrose (Chang et al., 2014).

Estudos in vitro tém demonstrado que o TEGMA induz toxicidade em fibroblastos
humanos associada a deplecdo precoce e drastica da glutationa, com subsequente
producao de ROS, atraso na proliferacao celular, e processos de mineralizagao (Tadin et

al., 2016).

Para além destes mondmeros também os iniciadores tém sido associados a niveis de
citotoxicidade, devido a sua capacidade para gerar radicais livres, uma vez que podem
induzir a paragem do ciclo celular e apoptose, € provocar alteragcdes na renovacao da
matriz e reparacao pulpar, assim como a canforquinona, uma proativador geralmente

usado (Chang et al., 2015).

O glutaraldeido ¢ uma substancia, também presente na composi¢do de alguns adesivos,
que ¢ conhecida como sendo toxica, mutagénica e alergénica, sendo nociva quando em
contacto direto com os tecidos mucosos ou por inala¢do da sua forma evaporada (Tadin

et al., 2016).

Outro aspeto que deve ser considerado, quando nos referimos a toxicidade dos adesivos,
¢ a presenca de solventes, uma vez que estes, devido a sua capacidade de aumentar a
solubilidade dos adesivos dentdrios, vao consequentemente aumentar a libertacao de
monodmeros residuais, o que por sua vez podera aumentar os efeitos toxicos dos sistemas

adesivos (Massaro et al., 2019).
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Resumindo, estes compostos, presentes na maioria dos sistemas adesivos atuais, podem
induzir genotoxicidade, citotocixidadade, atividade alérgica, estrogénica e mutagénica e
podem comprometer as funcgdes celulares bdsicas, tais como modificacdes no
metabolismo lipidico, na concentragao de glutationa (GSH), na produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), no ciclo celular, no metabolismo energético e atividade
mitocondrial, induzindo também, simultaneamente, alteragdes na morfologia celular e
integridade da membrana (Maluf, Freitas, Cintia, Camila, & Pulpo, 2015; Bianchi et al.,
2013; Prica et al., 2013; Tadin et al., 2013).

3.1. Estudos in vitro

Como anteriormente referido, quando um novo sistema adesivo ¢ desenvolvido, ¢
indispensavel a realizagdo de testes laboratoriais para demonstrar o tipo de toxicidade do
material (Malufetal., 2015). Devido a padronizacao e reprodutibilidade dos ensaios feitos
em culturas celulares, os testes de citotoxicidade in vitro sdo os primeiros a serem
utilizados, s6 depois os testes in vivo e os testes clinicos (Silva, et al. 2014; Pupo et al.,

2017).

Os testes in vitro sdo conduzidos fora do organismo vivo, com o propdsito de simular a
resposta biologica do material (Tadin et al., 2016). Através deste método consegue-se
obter rapidamente classificagdes sensiveis, convenientes, reprodutiveis e de custo

relativamente baixo (Silva et al., 2014).

O objetivo de um teste de citotoxicidade ¢ determinar como ¢ que uma amostra de um
material afeta determinado tipo de célula. A premissa destes testes € que o material ndo
devera afetar o numero de células e o seu crescimento, a integridade e expressao genética,
a integridade da membrana, e a atividade enzimdtica das células (Narvekar &

Ramamoorthi, 2015).

A International Organization Standardization (1SO) e o Council on Dental Materials
Istruments and Equipment of the American Dental Association recomendam a realizacao
de varios testes in vitro, uma vez que nao ¢ possivel determinar a biocompatibilidade com

apenas um teste.
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O parametro mais utlizado para avaliar a toxicidade ¢ a viabilidade celular, que pode ser
medida através da atividade enzimatica, utilizando substratos especificos como o0 MTT
ou utilizando corantes vitais como o vermelho neutro, cristal violeta, tripan blue, entre

outros (Moharamzadeh, Brook, & Noort, 2009).

3.1.1. Teste de Reducao do MTT

O ensaio do Brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-11]-2,5 difeniltetrazélio, conhecido como
teste de reducao do MTT foi descrito por Mosmann, em 1983 e tem sido desde entdo
vastamente utilizado para mesurar a viabilidade celular e consequentemente auxiliar na

determinagdo da biocompatibilidade dos diferentes materiais dentarios (Mosmann, 1983).

Trata-se de um teste colorimétrico, versatil e quantitativo, que permite medir a quantidade
de células vidveis, através da avaliacdo da atividade das enzimas presentes nas
mitocondrias das células vivas, depois de incubadas com agentes potencialmente toxicos

(Borenfreund, Babich & Martin-Alguacil, 1988).

O MTT ¢ baseado na reducao do sal de tetrazdlio, uma substancia soluvel em agua, de
cor amarela, em formazan, um precipitado insoluvel de cristais cor azul/purpura. Todo
este processo ¢ realizado pela acdo das enzimas mitocondriais, as desidrogenases

succinicas, que fazem a biorreducao (Wang et al., 2010).

Os cristais formados sdo posteriormente dissolvidos, com o auxilio de solventes
organicos, como o Dimetilsulfoxido (DMSO), e a absorvancia resultante desta solugao

pode ser quantificada através de um leitor de microplacas.

A absorvancia ¢ a quantidade de luz absorvida por uma solugdo. A concentracdo de uma
solucdao pode ser calculada pela sua absorvancia, usando a lei de Lambert—Beer, esta
estabelece uma relagdo entre a absorvancia de uma solucao e a sua concentragao, quando
atravessada por uma radiacdo luminosa monocromatica colimada (raios luminosos

paralelos) (Knetsch, 2013).

A viabilidade celular ¢ proporcional a quantidade de sal reduzido, consequentemente
quanto maior for a absorvancia espectrofotométrica maior o nimero de cristais de

formazan formados pela atividade mitocondrial, logo maior sera o numero de células
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vidveis na cultura celular, o que significa que um menor nimero de células terd sofrido

alteragdes pelos produtos toxicos (Knetsch, 2013).
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4. OBJETIVO

Avaliar o potencial citotoxico de dois tipos de adesivos no mercado: Scotchbond
Universal e Optibond Solo Plus, e um adesivo em fase experimental: T1, quando em
contacto com fibroblastos de rato da linha celular 3T3 e em osteoblastos humanos da linha

celular MG63.

5. HIPOTESES EXPERIMENTAIS

Hipotese Nula (Ho): Nao ha diferengas na viabilidade celular quando em contacto com

os diferentes adesivos.

Hipotese Alternativa (H;): H4 diferencas na viabilidade celular quando em contacto

com os diferentes adesivos.
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II. MATERIAIS E METODOS

1. MATERIAIS

1.1. Adesivos

MATERIAIS E METODOS

Para este trabalho foram testados trés tipos de adesivos descritos na tabela 1 que incluem:

Scotchbond Universal, OptiBond Solo Plus e T1. Os adesivos foram manipulados de

acordo com as instrugoes do fabricante.

Tabela 1. Adesivos utilizados na pesquisa.

Sistema Adesivo Classificacao
(Fabricante)

Scotchbond™ Etch and Rinse de 2 passos ou Self etch de 1
Universal (3M) passo

T1

OptiBond™ Solo = Self-etch de 2 passos
Plus (KERR)

ESPE |
Scotchbond )

Figura 4. Adesivos utilizados neste estudo.
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Composicio

Bis-GMA, HEMA, etanol, agua,
silano tratado com silica, acido
2-propendico 2-metil-, produtos
de reagdo com 1,10-decanodiol

e pentoxido de fosforo,
copolimero de acido acrilico e
itacOnico, CQ, 4-
dimetilaminobenzoato e tolueno.

Sistema de poliuretano
constituido por polieterpoliol,
acido fosforico, diisocianato de
tolueno.

Bis-GMA, HEMA, GPDM,
agua, etanol, vidro de
aluminoborosilicato de bario,
silica pirogénica (dioxido de
silicio), hexafluorosilicato de
sodio, fotoiniciador (CQ)
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1.2. Linha Celular

1.2.1. Células 3T3

As células mais afetadas pela adesdo sdo os fibroblastos contidos na polpa. Assim, para
o estudo em causa, considerou-se pertinente a utilizacdo de células NIH/3T3
(ATCC®CRL-1658™), que correspondem a uma linha celular obtida a partir de
fibroblastos embrionarios de rato (3T3), que se caracterizam pelo crescimento aderente

em monocamada.

Esta linha celular ¢ largamente utilizada em testes in vitro de biocompatibilidade devido
as propriedades semelhantes as células normais, visto que células apresentam inibigdo de
contacto € ndo sao tumorigénicas, dai a sua utilizacdo regular para estudos de
citotoxicidade in vitro, sendo considerados como fibroblastos de referéncia (Thonemann,

Schmalz, Hiller, & Schweikl, 2002).

Em cultura, as células 3T3 apresentam uma forma fusiforme, com nucleo central e
prolongamentos citoplasmaticos tipicos (Gentile, Medda, Cheng, Battista, Scopelliti,

Milani, Adam, & Decuzzi, 2013).

1.2.2. Células MG63

A linha celular MG63 (ATCC® CRL-1427™) apresenta um fenotipo bastante similar ao
dos osteoblastos. Como tal, ¢ amplamente utilizada pela sua facilidade de acesso ¢ alta
representatividade do comportamento osteoblastico. Para além disto, sao células mais

resistentes as condi¢des de stress que as c€lulas primarias.

Apesar de ser uma linha de células tumorais, estas células osteoblast-like exibem muitos

tracos osteoblasticos, sendo estes caracteristicos das células formadoras de osso.

O uso de uma linha celular secundéria, como esta, oferece algumas vantagens,
nomeadamente a auséncia da variabilidade individual, existente nas linhagens primadrias,
e uma melhor reprodutibilidade. Além disso, permite a comparagdao com outro tipo de

c¢lulas muito abundantes na polpa e neste caso de origem humana.
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Assim, as cé¢lulas MG63 representam um modelo para estudos in vitro, de

biocompatibilidade, adequado (Rodrigues, 2011).

1.3. Reagentes

Tabela 2. Reagentes utlizados na pesquisa.
Reagente

Brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT); 99% puro

Solucio de Tripan Blue (0,4%);
esterelizado

filtrado-

Dimetilsulfoxido (DMSO): filtrado-esterilizado
para congelar célular

Dimetilsulfoxido (DMSO); 99% puro para
dissolver MTT

Phosphate-Buffered Saline (Tampao fosfato,
PBS) 10x; pH 6,0-7,0

Trypsin-EDTA solution; filtrado-esterilizado;
pH 6,4-7,0 (para diluir em PBS 1x)

Fonte

Sigma M5655

Sigma T8154

Sigma D2650

Sigma D5879

Sigma D1408

Sigma T4174

Tabela 3. Composi¢do do meio completo DMEM (células 3T3).

Guardado @ Stock e concentracio

Quantidade

para 500ml

4°C DMEM, Dulbecco's Modified
Eagle’s Medium, filtrado-
esterilizado; testado para
endotoxinas

Bovine Calf serum.Antes de
aliquotar e guardar a —20°C
descomplementar a 56°C x 30
min

-20°C

450 ml

50 ml

4°C NEM 100xc (Non-essential 5 ml

Amino Acid solution) filtrado-
esterilizado; testado para
endotoxinas

de acordo com o0 meio
comprador)

4°C Piruvato de Sédio (PNA) 100 5 ml

mM (100xc)

4°C Pen10000U/ml/Streptomicina 10 = 5 ml

mg/ml

-20°C
filtrado e esterilizado
250 pug/ml
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Fungizona (Anfoterizina B) Sml

Concentracio

final

1 mM

100U/ml
100 pg/ml
2,5 pg/ml

Sigma-Aldrick
ref: D5671(s/
glutamine)

Sigma-Aldrich
12133C

Invitrogen
(Gibco) ref:
11140-035

Sigma S8636
Sigma P4333
Invitrogen

(Gibco) ref:
15290-026
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Tabela 4. Composi¢do do meio completo EMEM (células MG63).

Guardado @ Stock e concentracio Quantidade Concentracio
para 500ml final

4°C EMEM, Minimum Essential 450 ml Sigma-Aldrick

Medium Eagle ref: D5650(s/
glutamine)

-20°C Fetal Bovine Serum. Antes de 50 ml Sigma-F4135
aliquotar e guardar a —20°C
descomplementar a 56°C x 30
min

4°C NEM 100xc (Non-essential 5 ml 1x Invitrogen
Amino Acid solution) filtrado- (Gibco) ref:
esterilizado; testado para 11140-035
endotoxinas
de acordo com o meio
comprador)

4°C Piruvato de Sédio (PNA) 100 5 ml 1 mM Sigma S8636
mM (100xc)

4°C Pen10000U/ml/Streptomicina 10 = 5 ml 100U/ml Sigma P4333
mg/ml 100 pg/ml

-20°C Glutamina 20mM 5 ml 2 mM

1.1. Equipamentos do laboratodrio de cultura de células

O equipamento utilizado para realizar esta investiga¢dao, encontra-se no laboratorio de

Biologia Molecular e na Sala de Cultura de Células.

Tabela 5. Equipamentos usados no estudo.

Equipamento Técnico/Modelo Marca
Microscopio Otico Invertido Axiovert® 25, Zeiss, EUA
Estufa de CO: Panasonic MCO-18AC-PE
Centrifuga, modelo 3-16PK Sigma®, Londres, Reino Unido
Leitor de microplacas Platos R 496 Diagnostics
Camara de fluxo laminar MarsSafetyClass 2 Sheldon
Banho Maria Grant Sub 14 Grant
Balanga de precisio M-Power mod.AZ214 SartoriusTM, Goettingen, Alemanha
Hemacitometro de Neubauer modelo Zazi Neubauer-improved® Zazi
Pipetador Automatico Labnet FastPette Plus
Micropipetas p20, p200 e p1000 Gilson®, Middleton, EUA
Pipeta multicanal BioPette 50-300ul BioPette Autoclavable
Fotopolimerizador DB 686 COXO®
Orbital Shaker PSU-20i Grant-bio
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Tabela 6. Material descartavel utilizado neste estudo.

Material descartavel Marca
Criotubos Nunc®, Nova lorque, EUA
Frascos de Cultura 25 cm? (T25) e 75cm2 Sarstedt®, Niimbrecht, Alemanha
Parafilm
Placas de 96 pocos VWR International®, Xangai, China
Placas de Petri com 5,1 cm de didmetro VWR International®, Xangai China
Tubos de Falcon conicos (15ml e 50ml) DentalabTM, Madrid, Espanha

Pontas para pipetas

Pipetas Graduadas 2ml, Sml, 10ml, 25ml

Filtros com 0,45 pm de poro

Seringa

2. METODOS

Para o estudo da citotoxicidade dos adesivos dentarios, foi usada a sala de Cultura de

Células, do Instituto Universitario Egas Moniz.

A manipulacao das células, meio de cultura e adesivos dentarios, assim como os reagentes
e solucdes utilizados neste estudo, foi realizada em condi¢des de assepsia, com recurso a

material estéril numa camara de fluxo laminar.

Todos os materiais e reagentes foram adquiridos comercialmente estéreis, ou foram

esterilizados previamente ao seu uso.

2.1. Preparacao da Cultura de Células:

Para iniciar todos os ensaios experimentais realizados ao longo desta investigacao,
descongelou-se uma amostra de células 3T3 (ATCC®CRL-1658™) ¢ uma amostra de
células MG63 (ATCC® CRL-1427™), de forma a obter células em boas condigdes

fisioldgicas nos dias em que se fizeram os ensaios.

O método de conservagao de células consiste no seu armazenamento em criotubos, num
contentor com azoto liquido a temperatura de -140°C em 10% DMEM, no caso das células

3T3 e 10% EMEM no caso das células MG63, 80% de soro ¢ 10% de DMSO. Uma vez
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retirados os criotubos com a amostra de células, deu-se inicio ao seu rapido
descongelamento através da suspensao dos criotubos em banho-maria a 37°C, segundo as

normas ISO 10993-5:2009.

Apo0s o processo de descongelacao estar concluido, o conteudo foi transferido para um
tubo de Falcon de 15 ml, ao qual se adicionou 5. ml de DMEM simples, de forma a ser
possivel retirar o DMSO, substancia utilizada parar manter a integridade das células,

enquanto congeladas, mas que inibe a proliferacao celular.

As células foram centrifugadas a 130 g durante 5 minutos e o sobrenadante foi descartado.
O pellet, constituido pelas células, foi ressuspenso em 6 ml de meio completo e colocado

num frasco de cultura de 25 cm? (T25).

Para cada linha celular foi usado o meio aconselhado pelo ATCC: The Global
Bioresource Center. Na maioria das situagdes foi necessario usar meio completo, ou seja,
os meios descritos nas tabelas 3 e 4, sendo o meio simples (meios com todos os

componentes das tabelas 3 e 4, exceto o soro) utilizado apenas para a diluigdo de MTT.

Apos descongelamento e remoc¢ao do DMSO, as células foram incubadas a 37° C numa
estufa com atmosfera himida e com 5% de COa, para proliferarem até atingirem uma
confluéncia de cerca de 80% (isto €, 80% da superficie do frasco de cultura estava coberto
por uma monocamada de cé€lulas). O meio foi substituido de acordo a necessidade celular
(cerca de 2 vezes por semana). A morfologia e densidade das células foi verificado ao

microscopio oOtico invertido (MOI).

Uma vez alcangada esta confluéncia (figura 5), realizaram-se subculturas.

Figura 5. Células 3T3 néo confluentes (MOI Figura 6. Células 3T3 confluentes (MOI
contraste de fase 200x). contraste de fase 200x).
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2.1.1. Subculturas

As subculturas fazem-se utilizando as células da cultura mae apdés um processo de
tripsinizagdo. A tripsina ¢ uma enzima que vai provocar a hidrolise das proteinas que
fazem a adesdo das células a parede dos frascos de cultura, possibilitando entdo o

destacamento das mesmas.

Para isto, fez-se a aspiracao do meio de cultura celular, lavagem das células com tampao

fosfato (PBS) 0,01M e posterior adigao de uma solugdo de tripsina a 0,25mg/mL.

A tripsina atuou a temperatura ambiente por 5 minutos, apds os quais foi adicionado meio

completo para inativar a tripsina, num volume trés vezes superior ao de tripsina.

A suspensao celular foi transferida para um tubo de Falcon e centrifugada, durante 5
minutos a 130g. O sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi ressuspendido em

1 ml de meio completo.

As células foram semeadas em frascos de cultura T25 ou T75, no respetivo meio de

cultura completo.

Este processo pode-se repetir 10 a 15 vezes, depois do descongelamento das células, de
acordo com a Norma ISO 10993-5:2009, o que significa que os testes de viabilidade

celular foram realizados com células com este numero de passagens.

SOBRENADANTE —

PELLET

Figura 7. Presenca de pellet apos centrifugagao. Figura 8. Células destacadas apds tripsinizagdo.
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2.1.2. Contagem de Células em Suspensao

O numero de células foi calculado, utilizando uma camara de Neubauer (hemacitometro).
Para esta contagem utilizou-se o corante, Azul Tripano (0,4%), que ndo tem a capacidade
de penetrar a membrana de uma célula viva, porém ultrapassa sem dificuldade a
membrana de uma célula morta ou moribunda. Deste modo, foi possivel contar apenas as
células que nos interessavam, ou seja, as c€lulas viaveis e excluir as células mortas que

ficam coradas de azul. Para contagem do n° de células utiliza-se a seguinte formula:

N2 de células contadas 1 1
X X
4 2-1° 10

v

N2 de células/ml = média do n® de células X diluicdo X volume de 16 quadrados

Concentracao = ml

Adicionaram-se 15 pl de corante azul de tripano 0,5% (p/v) e 15 ul da suspensao celular

a analisar, sobre uma pelicula de parafilm e misturou-se com uma pipeta.

De seguida, retiraram-se 15 ul desta diluicdo que foram colocados, por capilaridade,
numa camara de Neubauer onde as células vivas foram contadas nos 4 conjuntos de 16

quadrados da camara de contagem, com o auxilio do microscopio 6tico (ampliagao 100x).

Tiefe.Depth ~Neubauer
Profondeur B improved (@)
0,100mm .
e \\

Figura 9. Camara de Neubauer com lamela e solugdo para contagem de
células.
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Figura 10. Observagdo das células nos quadrados de
contagem da cadmara de Neubauer (MOI ampliagdo 100x).

2.2. Determinacio da Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi determinada em ensaios de proliferacdo, designados por ensaios
de MTT, em funcao da atividade de uma enzima mitocondrial que catalisa a conversao
de um sal solavel em agua, o MTT (3 - (4,5 — dimetiltiazol — 2-il) -2,5-difeniltetraz6lio),
num composto insoltvel, o cristal de formazan. O MTT ¢ metabolicamente reduzido

apenas em c¢lulas viaveis e deixa a sua cor amarela, para passar a ser azul-violeta.

Esta reacdo ¢ catalisada pela succinato desidrogenase mitocondrial (SDH), ativa apenas
em células viaveis. Assim, pode-se correlacionar o niumero de células vidveis com a
intensidade da cor, esta ¢ determinada por medidas fotométricas apds a dissolucdo do

formazan num solvente organico.

Q i + HN‘N
. 1
;"ﬂ\?. CH, d”ﬁmy} CH,

MTT CH, Formazan (CH

(5

Figura 11. Conversdo do MTT em Formazan.
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2.3. Preparacao dos Toxicos (Extratos dos Adesivos):

Cada sistema adesivo Scotchbond Universal, Optibond Solo Plus e T1 foi aplicado, em
separado, em caixas de petri com 5,1cm de didmetro (20,41 ¢cm?). Para a sua aplicacdo

usou-se um microbrush para pincelar o fundo de cada placa de petri (Figura 12).

SC e OP sao adesivos fotopolimerizaveis. Para a sua polimerizacdo utilizou-se um
fotopolimerizador, aparelho de luz LED (previamente avaliado quanto a intensidade de
luz em radidmetro e calibrado em 1200mW/cm?), que foi colocado a cerca de 5 mm da
amostra, em areas distintas de modo a abranger todo a superficie, durante 20 segundos

(de acordo com o fabricante).

No caso no sistema adesivo T1, a sua polimerizagao foi induzida com agua. Adicionou-

se 10% de 4gua e colocou-se na estufa, para uma reagdo mais rapida.

Figura 12. Preparacdo da amostra do adesivo T1
apos polimerizagao.

Os adesivos polimerizados ficaram em contacto com o meio de cultura correspondente,
DMEM ou EMEM. Segundo as normas ISO 10993-12 para cada 6 cm? de toxico usa-se

1 ml de meio, por isso foi adicionado 3,4 ml de meio completo por placa de petri.

As placas foram incubadas durante 24 h numa estufa com atmosfera himida e 5% de CO.
a 37°C. Ap6s 24 horas, em alguns ensaios os meios de cultura contendo os componentes
lixiviados dos sistemas adesivos foram recolhidos e esterilizados por filtracdo, através de

membranas com 0,45 um de poro, para obtengdo de extratos estéreis € mais homogéneos.

50



MATERIAIS E METODOS

Os grupos escolhidos para estes ensaios estao representados na tabela 7.

Tabela 7. Descrig¢do dos grupos usados na presente investigacao.

Grupo Descricio

T1-3T3 Extrato de DMEM contendo extratos obtidos do adesivo T1.

S—3T3 Extrato de DMEM contendo extratos obtidos do adesivo Scotchbond Universal.
OP-3T3 Extrato de DMEM contendo extratos obtidos do adesivo Optibond Solo Plus.
Tl -MG63 Extrato de EMEM contendo extratos obtidos do adesivo T1.

S—MG63 Extrato de EMEM contendo extratos obtidos do adesivo Scotchbond Universal.
OP - MG63 Extrato de EMEM contendo extratos obtidos do adesivo Optibond Solo Plus.

2.4. Ensaio do MTT

Segundo as normas ISO10993-5 ¢ possivel determinar os efeitos citotoxicos por meios

qualitativos ou quantitativos, sendo estes Ultimos preferiveis. A avaliagdo quantitativa

pelo ensaio MTT mede a morte celular.

Para o ensaio de MTT foram utilizadas placas com 96 pocos, sendo colocado em cada um

uma quantidade definida de células, definida previamente por ensaios de otimizagdo do

numero de células. Nestes ensaios, as células em meio completo foram incubadas por um

periodo de 24 horas para que se desse a sua adesao aos pogos (figura 13).

Figura 13. Placa de 96 pocos preenchida com células e meio completo.
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Apos a adesdo celular, as células 3T3 e MG63 foram incubadas por um novo periodo de
24 horas, com diferentes diluicdes dos extratos de cada um dos toxicos, de modo a se

determinar quantitativamente os efeitos citotoxicos.

Terminado este periodo foi adicionada uma solucao de MTT diluida (0,5 mg/mL) a cada

poco ¢ a placa foi incubada a 37° na estufa de CO, por um periodo de 3h.

Figura 14. Placa de 96 pogos apdés 3 horas de incubagdo com o MTT, com formagdo de
precipitados azul- violeta.

Apos estas horas (figura 14), foi adicionado solvente de MTT a cada poco (figura 15), e
a placa foi colocada num orbital shaker (figura 16) durante 1 hora, a 100 rpm, para a uma

dissolugdo completa dos cristais de MTT.

Figura 15. Orbital-Shaker (PSU-201 Grant-bio)
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Ap6s a dissolugdo dos cristais de MTT observa-se uma placa semelhante a representada
na imagem 16. As cores na placa permitem fazer uma avalia¢do qualitativa. A degradacao
da cor azul-violeta coincide com a diminui¢ao a dilui¢do dos toxicos. A amarelo ficam as

colunas que tém uma quantidade diminuta ou inexistente de células viaveis.

Para uma analise quantitativa as placas foram lidas num leitor de microplacas (figura 17).

Figura 16. Imagem exemplificativa da coloracdo das diferentes colunas
apos ensaio de MTT.

Figura 17. Leitor de microplacas (Platos R 496, Diagnostics)
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Na figura 18, esta apresentado um esquema ilustrativo da sequéncia dos procedimentos

realizados nos diferentes ensaios de MTT:

DESCONGELAR T25 NAD CONFLUENCIA

Semear
células

ADESIVD DISTRIBUICAO POR POCOS

12 Dia
Tripsinizagdo
das células
confluéntes e
preparagdo
do toxico

EXTRATO DOS ADESIVOS

22 Dia
Colocagdo do
toxico em
contacto com
as celulas

32 Dia
Adigdo do
MTT e leitura
da placa

LEITURA DE ORBITAL SHAKER |
ABSORVANCIA

Figura 18. Esquema ilustrativo da sequéncia de procedimentos num ensaio de MTT.
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A. Ensaio de MTT com células 3T3 expostas a extratos obtidos de adesivos

sem filtracdo:
ApoOs a otimizagao do numero de células a utilizar em cada pogco no ensaio do MTT,
efetuaram-se os ensaios de MTT com os extratos de cada adesivo em contacto com as
células. Para este ensaio os fibroblastos 3T3 foram cultivados nos pogos de uma placa de
cultura de 96 pogos, a uma concentra¢do de 10* células por poco, num volume de 200 ul
de DMEM completo, e foram incubados a 37° C, numa atmosfera humida com 5% de

COay, durante 24 horas.

Foram igualmente preparados os extratos dos adesivos, como descrito anteriormente

(figura 19).

Figura 19. Preparacdo dos extratos dos adesivos em placas de petri, para as células 3T3.

Por norma cada coluna foi preenchida com uma mesma diluicao de cada tipo de extrato,
ou seja, 8 pogos para cada uma das diluigdes. Porém em alguns ensaios por falta de células
suficientes utilizaram-se apenas 6 pocos. A cada pogo foi entdo adicionado um volume

total de 200 pl de toxico nas diferentes diluigdes, representadas na tabela 8.

Tabela 8. Diluigdes dos extratos usadas nos ensaios de MTT.

Dilui¢ao Final pl do extrato dos pl de DMEM Volume total
adesivos completo
1:1 200 pl 0wl
1:5 40 ul 160 pl
200 pl
1:10 20 ul 180 pl
1:50 4 ul 196 pl
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Como controlo negativo de citotoxicidade, uma coluna de 6 ou 8 pogos foi preenchida

com 200 pl de células em DMEM completo.

Como controlo positivo, as células foram expostas a DMSO a 7,5%, uma vez que a esta

concentragdo este composto € citotoxico.

Estas condi¢des foram mantidas por um periodo de 24 horas ap6s o qual, a solugao
contida em cada poco foi removida, sendo substituida por 100 pl de solu¢do de MTT em
cada pogo. O MTT foi deixado em contacto com as cé€lulas durante 3 horas para que

ocorresse a formagao de cristais de formazan.

Uma vez terminadas estas 3 horas, foram adicionados 150 pl de solvente de MTT e fez-
se pipetagens sucessivas up-and-down. A este periodo seguiu-se 1 hora de agitacao da

placa num orbital shaker e foram entdo lidas as absorvancias no leitor de placas.

B. Ensaio de MTT com células 3T3 expostas a extratos obtidos de adesivos
com filtracao:

As normas ISO 10993-12 referem que nao deve ser efetuado, por rotina, qualquer tipo de
filtragcdo, centrifuga¢do ou outro método para remover as particulas em suspensao dos
extratos. Porém o adesivo Scotchbond Universal e o adesivo Optibond Solo Plus, apos a
adicao do meio a placa de petri ficaram com demasiadas particulas em suspensao (figura
20). Estas provavelmente interferem nos resultados absorvancia nos diferentes pogos,
visto ndo ser possivel garantir que as particulas em suspensao se distribuissem de igual

forma por cada poco.

Para confirmar o efeito das particulas em suspensao nos extratos efetuaram-se ensaios de

MTT, como descritos anteriormente, mas com extratos toxicos filtrados.

Particulas em
suspensao

/- P S

Figura 20. Particulas em suspensdo no preparo dos extratos dos adesivos.
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A filtracdo efetuou-se pela injecdo dos extratos, com uma seringa, através de filtros de

celulose com 0,45 um de poro.

C. Ensaio de MTT com células MG63 expostas a extratos obtidos de adesivos

sem filtracdo:
Para as células MG63 seguiu-se a mesma sequéncia supramencionada. Isto €, apds a
otimizacao do nimero de células a utilizar no ensaio do MTT, efetuou-se o ensaio com
os extratos dos adesivos e com o nimero de células escolhido através do ensaio de
otimizacdo. Neste caso as células MG63 foram cultivadas numa placa de cultura de 96
pocos, a uma concentragdo de 10* em 200 pl de EMEM completo, incubadas a 37° C,

numa atmosfera himida e 5% de COa, por 24 horas.

Os extratos foram preparados como descrito anteriormente (figura 21) e utilizados em
diluicdes sequenciais, como descrito na tabela 9. Cada diluigdo foi testada numa coluna

de 8 pogos, com um volume de 200 pl por poco.

Figura 21. Preparacdo dos extratos dos adesivos, em placas de petri, para as células MG63.

Tabela 9. Diluigdes dos extratos usadas nos ensaios de MTT.

Dilui¢ao Final pl do extrato dos pl de EMEM Volume total
adesivos completo
1:1 200 pl 0l
1:5 40 ul 160 pl
200 wl
1:10 20 ul 180 pl
1:50 4 ul 196 pl
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2.5. Determinacao da viabilidade celular:

Como referido anteriormente, a viabilidade celular esta associada aos valores de

absorvancia resultantes da redu¢ao do MTT em formazan.

De modo a definir o efeito dos extratos incubados com os diferentes adesivos, comparou-
se a viabilidade das células quando em contacto com os extratos, com a viabilidade das
células do grupo controlo negativo, que ndo estiveram expostas aos extratos e que

correspondem a 100% de viabilidade.

Apos a leitura dos pogos, aos valores obtidos foi subtraida a absorvancia do grupo branco.
O resultado obtido ¢ depois convertido em % de viabilidade celular, por comparacao entre
os valores de absorvancia obtidos, e o valor de absorvancia das culturas de controlo
negativo. Obtendo-se assim o valor da viabilidade celular de cada pogo e em cada

condicao testada.

Segundo as normas ISO 10993-5: 2009 a diminui¢ao do nimero de células vivas resulta
na diminui¢ao da atividade metabolica da amostra. Esta diminui¢ao esta correlacionada
diretamente com a quantidade de formazan formado e ¢ monitorizada pela densidade otica
num comprimento de onda de 570nm. Para calcular a redugdo da viabilidade faz-se uma

comparag¢do com o controlo negativo do ensaio através da equagao:

100 X ODgypp
0D570b

Viabilidade % =

Em que:

O0Ds¢, € 0 valor médio da densidade 6tica medida nos pogos com os extratos;

O0Ds0p € 0 valor médio da densidade 6ptica medida na coluna do controlo negativo.

Quanto menor a percentagem de viabilidade, maior € o potencial citotoxico da amostra.

Se a viabilidade for reduzida para < 70% do branco, o material apresenta potencial

citotoxico (ISO 10993-5: 2009).
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2.6. Analise Estatistica

As diferengas entre os grupos foram analisadas estatisticamente por meio de analise de
varidncia (ANOVA) e para analisar as diferencas significativas utilizou-se o teste de
multicomparagdo de Tukey HSD (Tukey Honest Significant Difference Comparisons). Os
grupos foram comparados para verificar as diferencas num nivel de significancia
estabelecido em p <0,05 usando o programa SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences), versao 26 para Windows.

Para o calculo dos LD50 e os seus graficos, usou-se o software “Quest GraphTM LD50

Calculator”.
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III. RESULTADOS

A. Ensaio de MTT com células 3T3 expostas a extratos obtidos de adesivos

sem filtracao:

Os valores de absorvancia obtidos apos o ensaio de MTT encontram-se na tabela 10 e 11.

Tabela 10. Valores de absorvancia obtidos pelo leitor de placas para o ensaio com células 3T3 expostas a
extratos nao filtrados (placa 1).

DILUICOES DOS TOXICOS NAO FILTRADOS NAS CELULAS 3T3

BRANCO 313| DMSO| T11:50| T11:10| T11:5| T11:1| SC1:50| SC1:10| SC1:5| SC1:1
0,139| 1,295] 0,135 1,001| 0,965 0,882 0,716] 1,125 0,603 0,274] 0,187
0,126| 1,290] 0,171 1,229| 1,026 1,018 0,941| 1,192 0,652 0,262] 0,153
0,171| 1,197] o0,184| 1,278] o0,961| 1,146 0,967| 1,159 0,917 0,401] 0,216
0,114 1,267 0,416 1,130| 0,952 1,2114] 1,011 1,130 0,587 0,372 0,145
0,150| 1,230] 0,460 1,233] 1,001 1,236 0,911| 1,160 0,856 0,337| 0,198
0,135| 1,242] 0,480 1,301] 1,034 1,164 o0,841] 1,128] 0,742 0,283] 0,196
0,209| 1,279] 0,530 1,342| 1,006 1,279| 0,706] 1,173| 0,629 0,396| 0,245
0,168| 1,340] 0,380 1,241| 0,949 1,016 0,572| 1,245 0,816 0,208] 0,229

Média 0,152 1,268 0,345 1,232 0,998 1,107 0,833 1,164 0,725 0,304 0,196
Média-Branco 1,116/ 0,193| 1,080, 0,847 0,955 0,682 1,013( 0,574 0,153| 0,045
MTT 100 27 97 79 87 66 92 57 24 15

Tabela 11. Continuagdo dos valores de absorvancia obtidos pelo leitor de placas para o ensaio com células
3T3 expostas a extratos ndo filtrados (placa 2).

DILUICOES DOS TOXICOS NAO FILTRADOS NAS CELULAS 3T3

BRANCO 313| DMSO| OP 1:50| OP 1:10| OP1:5| OP1:1
0,115 1,116| 0,123 1,014] 0,675 0,534] 0,126
0,123 1,197 0,127 1,135 0,755 o0,575| 0,124
0,166] 1,187 0,183 1,151| 0,888 0,738] 0,160
0,105 1,153( 0,433 1,131] 0,955 0,669] 0,145
0,142 1,169| 0,294 1,174] 0,919 0,610 0,167
0,128] 1,130] 0,151 1,167| 0,839 0,789] 0,142
0,204 1,266 0,214 1,252| 0,657| 0,599] 0,246
0,166] 1,340( 0,359 1,102| 0,789 0,631] 0,170

Média 0,144| 1,195| 0,236 1,141 0,810( 0,643 0,160
Média-Branco 1,051 0,092 0,997 0,666 0,500 0,016
MTT 100 20 95 68 54 13
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ENSAIO DE MTT COM CELULAS 3T3 E DIFERENTES DILUICOES
DOS ADESIVOS SEM FILTRACAO
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Figura 22. Grafico representativo dos resultados do ensaio de MTT em células 3T3. Avaliacdo da
viabilidade celular nas diferentes dilui¢des dos adesivos sem filtragdo.

Os resultados obtidos foram colocados sobre a forma de um grafico (Figura 22), onde
estdo representadas as percentagens de viabilidade das células expostas a diferentes

concentracgoes dos trés adesivos, T1, OP e SC.

Pela andlise dos resultados colocados no grafico (figura 22), verifica-se que o adesivo

induz menores valores de viabilidade celular nas células 3T3 é o Scotchbond Universal.

Para o adesivo Scotchbond Universal, os valores de viabilidade variam entre 92% e 15%.
Apenas ¢ considerado sem potencial citotoxico na diluigdo de 1:50, nas diluigdes mais
baixas a percentagem de viabilidade desce abaixo dos 70%, apresentando assim potencial

citotoxico.

O adesivo OP revelou numa perspetiva geral, uma taxa de viabilidade mais alta, mas em
termos de potencial de citotoxicidade corresponde ao mesmo cenario que o SC, uma vez
que apenas na dilui¢do mais alta a viabilidade celular se encontra acima dos 70%. Os
valores de viabilidade variam entre 95% para a diluicdo maior ¢ 13% o extrato nao

diluido.

Tanto o OP como o SC sdo adesivos existentes no mercado e comumente utilizados pelos
Médicos Dentistas na sua pratica clinica. Porém os resultados revelaram-se bastante

diferentes para o novo adesivo, T1, ainda em fase experimental.
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O T1 apresentou-se como o menos toxico, induzindo percentagens de viabilidade muito
superiores aos ademais testados nestes ensaios, sendo que os seus valores variaram entre
97% e 66% de viabilidade celular. A viabilidade esteve sempre acima dos 70% quando
diluido, apenas ndo atingindo este valor quando no extrato mais concentrado, dilui¢ao

1:1, e note-se que esta ultrapassagem foi por pouco uma vez que se encontra nos 66%.

Seria de esperar uma diminui¢do gradual da viabilidade com o aumento da quantidade de
extrato adicionado, porém vemos uma descida demasiado acentuada na diluigdo 1:10,

provavelmente devido a erro de manipulagao.

Por observagao do grafico podemos verificar que existe uma dose-dependéncia para a
viabilidade celular, sendo que quando se aumenta a diluicao dos extratos com o adesivo

ha uma maior viabilidade.

Para estes dados foi realizado o teste ANOV A, com um nivel de significancia de p-value

< 0,05. O resultado foi inferior a 0,05 o que nos confirma que ha uma dose-dependéncia,

ainda que possa haver algumas diluicdes em que esta associa¢do ndo esta clara.

B. Ensaio de MTT com células 3T3 expostas a extratos obtidos de adesivos
com filtracao:

Os resultados de absorvancia deste ensaio encontram-se detalhados na tabela 12 e figura

23.

Tabela 12. Valores de absorvancia obtidos pelo leitor de placas para o ensaio com células 3T3 expostas a
extratos filtrados.

DILUICOES DOS TOXICOS FILTRADOS NAS CELULAS 3T3
BRANCO 373| DMSO| OP 1:50| OP1:10| OP1:5| OP1:1| SC1:50| SC1:10| SC1:5| SC1:1| T11:50| T11:10] T11:5| T11:1
0,221| 1,343| 0570] 0,918 0,790 0,658] 0,191 1,069| 1,082 0,486 0,241| 1,198 1,272| 1,248 1,035

0,165 1,290 0,557 0,905 0,958 0,901 0,203 1,022 1,049 0,939 0,181 1,217 1,271 1,223 1,330
0,200 1,285 0,586 0,930 0,840 0,638 0,171 1,059 1,092 0,784 0,198 1,163 1,247 1,222 1,250
0,184 1,266 0,524 1,052 1,066 0,755 0,181 1,102 1,059 0,947 0,196 1,232 1,242 1,183 0,258
0,267 1,337 0,433 0,868 0,776 0,508 0,180 1,092 1,094 0,922 0,258 1,277 1,335 1,231 0,324
0,228 1,327 0,512 1,060 0,974 0,783 0,178 1,109 0,930 0,877 0,224 1,262 1,252 1,155 0,372

Média 0,211 1,308 0,530 0,956 0,901 0,707 0,184 1,076] 1,051| 0,826 0,216/ 1,225| 1,270| 1,210/ 0,762
Média-Branco 1,097| 0,320 0,745/ 0,690 0,49  -0,027| 0,865/ 0,840/ 0,615 0,006 1,014 1,059 1,000 0,551
MTT 100 41 73 69 54 14 82 80 63 17 94 97 93 58
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ENSAIO DE MTT COM CELULAS 3T3 E DIFERENTES DILUICOES
DOS ADESIVOS COM FILTRACAO
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Figura 23. Grafico representativo dos resultados do ensaio de MTT em células 3T3. Avaliagdo da
viabilidade celular nas diferentes diluigdes dos adesivos com filtragao.

A analise dos resultados colocados no grafico (figura 23), permite aferir que o adesivo T1
continua a demonstrar ser menos toxico em relacdo aos dois outros adesivos, sendo a
percentagem de viabilidade celular quase sempre acima dos 70%. No entanto, quando
colocamos o extrato do adesivo em contacto com as células sem qualquer tipo de dilui¢ao
(1:1) h4d uma descida na percentagem de viabilidade para valores ja considerados com
potencial de citotoxicidade (58%), porém uma vez que houve uma grande discrepancia
dos resultados nesta concentracdo, os valores deverdo ser confirmados

experimentalmente.

Os valores de viabilidade para o Optibond Solo Plus variaram entre 73% e 14%. S6
apresentaram valores acima dos 70% numa dilui¢ao de 1:50, ainda que na diluigdo 1:10
esteja bastante proximo desse valor. Das restantes diluicdes obtiveram-se resultados que
indicam que este adesivo € potencialmente citotdxico, principalmente quando mais

concentrado (1:1).

O Scotchbond Universal, indicou ser menos toxico que o Optibond Solo Plus, no entanto

continua a apresentar-se como potencialmente citotoxico a partir da diluicao de 1:5.
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C. Comparacao dos resultados dos extratos nao filtrados com os extratos

filtrados, dos diferentes adesivos.

Para confirmar o efeito das particulas em suspensao nos extratos efetuaram-se ensaios de
MTT, com extratos obtidos dos adesivos nao filtrados e filtrados. Nos graficos abaixo
(Figura 24, 25 e 26), apresentam-se as comparagdes entre um mesmo adesivo, com a

mesma diluicdo, mas com a divergéncia de um ser usado apo6s filtracao e outro nao.
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Figura 24. Comparacdo dos valores de viabilidade das células 3T3 obtidos para o
adesivo T1 apds exposicao a extratos ndo filtrados e filtrados.
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Figura 25. Comparago dos valores de viabilidade celular das células 3T3 obtidos
para o adesivo Optibond apds exposi¢do a extratos nao filtrados e filtrados.
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Figura 26. Comparacdo dos valores de viabilidade das células 3T3 obtidos para o
adesivo Scotchbond apods exposigdo a extratos ndo filtrados e filtrados.

Pela andlise dos resultados colocados nos graficos (figura 24, 25 e 26) apuramos que

existem diferencgas claras, no que diz respeito ao adesivo Scotchbond Universal.

Esta realidade podera estar relacionada com o facto de este ser o adesivo onde se

formaram o maior nimero de particulas em suspensao.

Enquanto que nos resultados dos ensaios nao filtrados, o Scotchbond Universal apresenta
uma percentagem geral de viabilidade inferior ao Optibond Solo Plus, uma vez filtrados

os resultados invertem-se, passando o SC a revelar melhores percentagens.

Note-se que tanto no OP como no T1, ndo se observa uma grande distingao entre ambos
os resultados, possivelmente porque estes adesivos apresentavam menos particulas em

suspensao.

Pela observacao dos graficos, a filtragdo dos extratos dos adesivos, parece ter influéncia
sobre os resultados da viabilidade celular. Através do teste ANOVA, obteve-se resultados

de p =0, o que nos indica que este pressuposto € suportado estatisticamente.

Para entender realmente em que diluigdes esta diferenga ¢ significativa, teve que se
recorrer ao teste de Tukey HSD, este fez multicomparagdes entre as diferentes diluigdes
para um mesmo adesivo, sendo comparados os resultados filtrados com os nao filtrados.

Na tabela 13 encontram-se os resultados deste teste.
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Tabela 13. Resultados para o teste de Tukey HSD que relacionam a viabilidade celular com a filtragdo, ou

ndo filtragdo, dos extratos.

Tukey Honest Significant Difference Comparisons
T1 Optibond Solo Scotchbond
Plus Universal
Valores de p
Dil. 1:1 0.429 1 1
Relacao entre o
resultado de viabilidade | Dil. 1:5 0.949 1 0.562
celular, de um mesmo
adesivo, quanto a Dil. 1:10 1 1 1
filtracao
Dil. 1:50 0.308 0.029 0.349

Analisando os resultados individualmente através deste teste de Tukey HSD, verifica-se

que esta diferenga significativa entre extratos filtrados e nao filtrados, s6 ocorre para o

adesivo Optibond Solo Plus, quando numa concentragao de 1:50. Para consolidar o

pressuposto da ANOV A deverao ser feitos mais ensaios, para perceber se ha mais valores

com significancia.

D. Ensaio de MTT com células MG63 expostas a extratos obtidos de adesivos

sem filtracao:

Os resultados de absorvancia para as células MG63 encontram-se na tabela 14 e 15.

Tabela 14. Valores de absorvancia obtidos pelo leitor de placas para o ensaio com células MG633 expostas

a extratos nao filtrados.

DILUICOES DOS TOXICOS NAO FILTRADOS NAS CELULAS MG63

BRANCO| MG63| DMSO| T11:50| T11:10/ T11:5/ T11:1| SC1:50( SC1:10f SC1:5| SC1:1

0,094 0,885 0,179 0,914 0,767 0,738 0,290 0,813 0,122 0,118 0,131

0,087 0,920 0,202 0,923 0,641 0,981 0,157 0,798 0,105 0,094 0,108

0,117 0,894 0,198 0,739 0,709 0,846 0,204 0,968 0,134 0,107 0,124

0,093 0,872 0,209 0,639 0,602 1,024 0,140 0,648 0,124 0,115 0,139

0,106 0,887 0,202 0,866 0,695 0,948 0,171 0,397 0,114 0,110 0,111

0,099 0,836 0,208 0,977 0,731 0,953 0,158 0,837 0,129 0,104 0,113

0,154 1,006 0,239 1,102 0,769 1,068 0,196 0,770 0,151 0,140 0,160

0,124 1,014 0,197 0,937 0,698 0,978 0,203 0,125 0,121 0,115 0,117

Média 0,109 0,914 0,204 0,887 0,702 0,942 0,190 0,670 0,125 0,113 0,125
Média-Branco 0,805 0,095 0,778 0,592| 0,833 0,081 0,560/ 0,016 0,004 0,016
MTT 100 22 97 77 100 21 73 14 12 14
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Tabela 15. Continuagdo dos valores de absorvancia obtidos pelo leitor de placas para o ensaio com
células MG633 expostas a extratos ndo filtrados (placa 2).

DILUICOES DOS TOXICOS NAO FILTRADOS NAS CELULAS MG63

BRANCO| MG63| DMSO| OP1:50( OP1:10| OP1:5| OP1:1
0,099 0,832 0,209 0,684 0,518 0,580 0,121
0,091 0,874 0,192 0,796 0,424 0,615 0,107
0,100 0,808 0,180 0,500 0,491 0,606 0,098
0,107 0,932 0,190 0,733 0,584 0,694 0,131
0,095 0,975 0,214 0,577 0,643 0,698 0,109
0,095 0,945 0,201 0,899 0,521 0,699 0,110
0,122 0,818 0,176 0,864 0,390 0,612 0,119
0,097 0,922 0,191 0,412 0,551 0,704 0,109

Média 0,101 0,888 0,194 0,683 0,515 0,651| 0,113
Média-Branco 0,745| 0,051 0,540 0,372 0,507 -0,031
MTT 100 22 77 58 73 13

ENSAIO DE MTT COM CELULAS MG63 E DIFERENTES
DILUICOES DOS ADESIVOS SEM FILTRACAO
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Figura 27. Grafico representativo dos resultados do ensaio de MTT em células MG63. Avaliagdo da
viabilidade celular nas diferentes diluigdes dos adesivos com filtragao.

Pela analise do grafico (figura 27) verifica-se que para as células MG63, o adesivo T1 ¢
0 que menos altera a viabilidade celular, apresentando valores de viabilidades acima dos
70%, em todas as diluigdes, a excecdo da diluigdao de 1:1 que foi a Unica que indicou
potencial citotdoxico com uma descida abrupta em relagdo aos valores das restantes

diluigdes.

Seria de esperar uma descida gradual dos valores de viabilidade a medida que a diluicao
se tornava menor, porém observa-se uma descida seguida de uma subida, isto podera ter
acontecido pela presenca de particulas em suspensdo, ou algum erro de manipulagao

durante a pipetagem.
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Em relacdo ao adesivo OP a taxa de viabilidade varia entre os 77% e os 13%. Em todas
as diluigdes a excegdo da 1:1 tem uma taxa de viabilidade superior a 70%, o que nos
indica que nao terd potencial citotdxico a essas concentragdes. Porém quando nao diluido
revela também uma descida abrupta, passando para apenas 13% de viabilidade celular, o

que significa que neste estado apresenta potencial citotoxico.

O Scotchbond volta a ser o adesivo associado a valores de absorvancia mais baixos, com
uma notoria descida logo a partir da diluigdo de 1:50, que relembremos, apenas se colocou
4 ul de extrato em contacto com as células desta coluna. A partir desta dilui¢do todas as
outras indicaram potencial de citotoxicidade por se encontrarem abaixo dos 70% de

viabilidade celular.

Para estes dados foi igualmente realizado o teste ANOVA, com um nivel de significancia

de p-value < 0,05. O resultado foi inferior a 0,05 o que nos confirma que ha uma dose-

dependéncia, ainda que possa ser s6 em algumas dilui¢des dos diferentes extratos.

E. Comparacio dos resultados dos extratos nao filtrados entre células 3T3 e

células MG63.

Por comparagao dos resultados obtidos para as células 3T3 e para as células MG63 em
ensaios efetuados nas mesmas condicdes, ou seja, com extratos nao filtrados, foi possivel
aferir que as células MG63 revelaram ser mais sensiveis, na maioria das situagdes, quando
em contacto com os extratos dos diversos adesivos. Esta particularidade ¢ bem visivel nos

resultados do LD50 apresentados mais a frente.

A diferenca mais evidente foi para o adesivo Scotchbond numa dilui¢ao de 1:10 em que

verificamos uma descida de 43% de viabilidade.
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Figura 28. Comparagdo dos valores de viabilidade das células 3T3 e MG63, quando
expostas aos extratos nao filtrados do adesivo T1.
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Figura 29. Comparagdo dos valores de viabilidade das células 3T3 e MG63, quando
expostas aos extratos nao filtrados do adesivo Optibond Solo Plus.
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Figura 30. Comparacdo dos valores de viabilidade das células 3T3 e MG63, quando
expostas aos extratos nao filtrados do adesivo Scotchbond Universal.

Pela observagao dos graficos (figura 28, 29 e 30), o tipo de células utilizado parece ter

influéncia sobre os resultados da viabilidade celular. Através do teste ANOVA, obteve-

se resultados de p = 0, o que nos indica que este pressuposto ¢ suportado estatisticamente.

Para entender realmente em que diluigdes esta diferenca ¢ significativa, teve que se

recorrer ao teste de Turkey HSD, este fez multicomparacdes entre as diferentes diluigdes

para um mesmo adesivo, sendo comparados os resultados para as 3T3 com os para as

MG63. Na tabela 16 encontram-se os resultados deste teste:

Tabela 16. Resultados para o teste de Turkey HSD que relacionam a viabilidade celular com o tipo de célula
usada no ensaio (3T3 ou MG63).

Tukey Honest Significant Difference Comparisons
T1 Optibond Solo Scotchbond
Plus Universal
Valores de p
Dil. 1:1 0 1 1
Relacio entre o
resultado de viabilidade | Dil. 1:5 0.167 1 0.036
celular, de um mesmo
adesivo, quanto ao tipo | Dil. 1:10 0 0 0
de células
Dil. 1:50 0 0 0

71



AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DE ADESIVOS EM CELULAS DE FIBROBLASTOS DE RATO
(LINHA CELULAR 3T3/SIGMA)

Este teste indicou que, as diferencas significativas registaram-se para todas as diluigdes
do T1. Para o Optibond Solo Plus, sé as diluigdes de 1:1 e 1:5 € que ndo apresentaram
diferencas significativas para as variacdes do tipo de célula. Por fim para o Scotchbond
Universal as diferengas foram significativas a excecdo de quando o extrato ndo foi

diluido.

F. Resultados dos LD50 para os extratos dos adesivos em contacto com as
células 3T3

Foi calculado o LD50 para cada adesivo, ou seja, a dose necessaria para matar 50% da

populagdo, os resultados encontram-se nos graficos abaixo (figura 31, 32 e 33).
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Figura 31. LD50 do adesivo T1 em contacto com células 3T3.

72



3T3-0P
100
91666 _|
83332 _|
L
7498 _|
6a6ed | .
» 5833 ]
FLECLI
ar663 _|
33325 _|
495 _|
Tesel T T T + T
001 0.1 1 10 100 12107 1x10*
x
Parameter Value
LD50 21.1258

Figura 32. LD50 do adesivo Optibond Solo Plus em contacto com
células 3T3.
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Figura 33. LD50 do adesivo Scotchbond Universal em contacto com
células 3T3.
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Os resultados do LD50 confirmam claramente que o adesivo T1 é o menos toxico com
um LD50 de 108.19, ou seja, com um extrato com uma dilui¢ao de 108% relativamente

ao extrato mais concentrado usado neste estudo.

Tanto o Optibond Solo Plus como o Scotchbond Universal tém um LD50 muito menor,

estando associados a 21,13% ¢ 17,59% da dilui¢ao mais concentrada utilizada.

G. Resultados dos LD50 para os extratos dos adesivos em contacto com as
células MG63
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Figura 34. LD50 do adesivo T1 em contacto com as células MG63.

74



100

MG63- OP

0636 _

21272

71908 ]

» =318 _|

4326 _J

34453 _J

25083

15725

6361

Parameter

. T
100 110

Value

1x10*

X

LD50

8.8674
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Os resultados do LD50 voltaram a confirmar que o adesivo T1 € o menos téxico com um

valor de 71.64 para células MG63.

Tanto o Optibond Solo Plus como o Scotchbond Universal tém um LD50 muito menor,

sendo respetivamente, 8.88 ¢ 2.4.
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IV. DISCUSSAO

Como mencionado anteriormente, os adesivos dentarios sdo vastamente utilizados na
pratica clinica dos Médicos Dentistas. Com a procura crescente destes materiais,
presenciou-se uma simplificacdo nas técnicas de utilizagdo, mas a0 mesmo tempo um
aumento da complexidade da sua composi¢do. Assim, a avaliagdo do grau de

biocompatibilidade destes materiais € um aspeto fulcral.

Sempre que surge um novo adesivo, este deve sofrer testes laboratoriais que avaliem o
seu nivel de citotoxicidade, de modo a entender se a aplicacdo deste, nos tecidos orais, €

segura (Maluf et al., 2015).

Devido a padronizacao e reprodutividade dos ensaios feitos em cultura celulares, os testes
de citotoxicidade in vitro sdo uma boa escolha para uma primeira avaliagdo da resposta

biologica a um material (Pupo et al., 2017).

Seguindo este prossuposto, o presente trabalho aplicou o método do ensaio de MTT,
sendo este simples, rapido e capaz de identificar os efeitos toxicos dos diferentes adesivos
nas células (Elias et al., 2015) embora outros tipos de ensaios sejam igualmente validos
para avaliar a citotoxicidade. Este ¢ um método bem estabelecido e amplamente utilizado
na literatura para avaliar a citotoxicidade de adesivos ou outros materiais dentarios como
no trabalho de Manufet al. (2015), Lee et al. (2016), Jiang et al. (2017), Pupo et al. (2017)
e Pagano et al. (2019).

Como foi explicado anteriormente, para a preparacao das amostras, utilizou-se o método
de extragdo, este ¢ o mais utilizado, uma vez que o adesivo ndo entra em contacto direto

com as células, reproduzindo assim o ambiente clinico.

Quanto as linhas celulares utilizadas optou-se pelas linhas celulares 3T3 e MG63. Estas
linhas de células imortalizadas sdo preferidas para testes in vitro de citotoxicidade (ISO
10993-5: 2009) e tém como principal vantagem o facto de serem facilmente mantidas em
cultura. Para além disto € possivel eliminar a sua variabilidade individual das culturas

primarias, sendo por isso mais reprodutiveis (Huang, Tai, Chou & Chang, 2002).

Embora existam bastantes estudos relativamente a citotoxicidade dos adesivos, usando

igualmente o método de MTT, as comparagdes com os resultados do presente trabalho
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sao dificeis. Esta dificuldade prende-se com o facto de haver varias divergéncias entre os

fatores dos testes aplicados.

Estas variagdes podem incluir, os protocolos de preparagdao dos materiais (adesivos), o
seu tempo de fotopolimerizagao, o tipo de contacto com as células (direto ou indireto) ou
os tipos celulares utilizados. Por exemplo, sdo utilizadas nos estudos células humanas
gengivais primarias (Pagano et al., 2019); fibroblastos humanos do ligamento periodontal
(Sun et al., 2016); células pulpares primarias (Wegehaupt, Lunghi, Belibasakis, & Attin,
2017; Massaro et al., 2019); células odontoblasticas de rato (Lee et al., 2016; Bianchi et
al., 2013a; Bianchi et al., 2013b) e fibroblastos humanos pulmonares (Koulaouzidou et

al., 2009).

Todas estas disparidades levam a comportamentos distintos em resposta a um mesmo
material, dificultando assim a comparagdo entre estudos. Nao obstante, varias sdo as
investigacdes que sugerem um certo potencial citotoxico inerente aos sistemas adesivos,

dados estes, confirmados no presente estudo.

A citotoxicidade ¢ definida como a “capacidade das substancias de danificar as células

do tecido”. Assim, a composi¢do da amostra desempenha um papel importante.

E de notar que a toxicidade dos sistemas adesivos observada nesta investigacao resultou
das diferentes composi¢des quimicas do componente adesivo, visto que apenas este frasco
foi utilizado. Nao foi avaliada a técnica completa, que poderia incluir o condicionamento

acido ou a etapa do primer.

Viarios estudos afirmam que a toxicidade dos adesivos, estd diretamente relacionada com
o tipo e a quantidade dos monomeros libertados. Segundo um estudo de Ratanasathien,
Wataha, Hanks e Dennison em 1955, entre estes mondmeros encontramos, por ordem de
toxicidade Bis-GMA > UDMA > TEGMA > HEMA (menos toxico), apos 24 e 72 horas

de exposigao.

Num estudo conduzido por Chang et al. (2010), a concentracao de 0,1 mM de Bis-GMA
reduziu em 50% o metabolismo de células da polpa. E num estudo de Ratanasathien e
colaborantes em 1995 demonstrou que 0,00360 mM de HEMA reduziu o metabolismo

celular em 50% apds 24 horas de exposi¢ao.
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Dois dos adesivos usados neste estudo, o Scotchbond Universal e o Optibond Solo Plus
tém na sua composi¢ao dois destes mondmeros, o Bis-GMA e o HEMA, podemos entdo
especular que, o grau de citotoxicidade que obtivemos para estes materiais podera estar
em certa medida relacionado com a presenca destes mondmeros residuais no extrato

utilizado.

Além da presenca dos monodmeros por si s0, ainda foi relatado em estudos, nomeadamente
o estudo feito por Hashieh, Cosset, Franquin e Camps (1999), que os diferentes
componentes dentro dos adesivos interagem uns com o0s outros, o que resulta num efeito
sinérgico ou antagdnico em relagdo a citotoxicidade. Também no estudo de Tuncer e seus
colaborantes (2012), foi relatado que as diferencas nas propor¢des de mondémeros foram
responsaveis pelas diferengas de citotoxicidade entre adesivos ainda que contendo

componentes semelhantes.

Esta ultima ilagdo pode ser uma explicagdo para o facto de adesivos, apesar de conterem
0s mesmos mondmeros, como € o caso do Scotchbond Universal e o Optibond Solo Plus,

que contém Bis-GMA e HEMA, tenham diferentes niveis de citotoxicidade.

Além dos mondmeros, os adesivos incluem outros componentes que também podem
contribuir para a sua toxicidade. Por exemplo, no caso do Scotchbond, que se trata de um
sistema adesivo universal, contem silano, tolueno, co-polimero acrilico e outros

componentes que podem aumentar as suas propriedades toxicas.

O silano, ¢ incorporado na camada hibrida o que fard dele um componente desta mesma
e consequentemente estard em contacto proximo com o complexo dentino-pulpar. Pouco
se sabe relativamente aos efeitos deste composto nas células, porém podera também

contribuir o grau de toxicidade inerente.

Relativamente ao tolueno, este atua como solvente e para além de estar presente no
adesivo Scotchbond também ¢ constituinte da formulagao do novo adesivo que esta a ser
testado na presente investigagdo, o T1. A toxicidade deste composto ¢ bem conhecida o
que leva a acreditar que podera ser um dos responsaveis pelo pequeno nivel de
citotoxicidade que o adesivo T1 apresenta, mesmo ndo contendo os mondémeros atras

mencionados.

Outros solventes, como € o caso do etanol, aumentam a solubilidade em d4gua dos adesivos

dentdrios (Malacarne et al., 2006). Assim, o aumento dessa propriedade pode permitir a
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lixiviacdo de maiores quantidades de componentes téxicos. Tanto o Scotchbond
Universal como o Optibond Solo Plus, tém como parte dos seus constituintes etanol, o
que pode constituir também um dos motivos para a toxicidade aumentada nestes dois

adesivos.

No presente estudo foi possivel confirmar o que j4 tinha sido demonstrado a nivel da
literatura, isto €, os sistemas adesivos utilizados diariamente na prética clinica, como € o
caso do Scotchbond Universal e Optibond Solo Plus, sdo potencialmente citotxicos,
como tal um adesivo ndo deve ser aplicado diretamente no tecido pulpar, pois podera

desencadear uma rea¢ao inflamatdria.

Uma das limitacdes deste estudo €, claramente, tratar-se de uma experiéncia in vitro, e

como tal pode ndo refletir exatamente a situacdo clinica.

Na cavidade oral, os efeitos citotéxicos sdo influenciados por varios parametros. E dificil
determinar em quantidade os mondmeros dos adesivos dentdrios que sdo capazes de
penetrar através dos tibulos dentindrios até a polpa dentéria ou até outros substratos. Esta
lixiviacdo € afetada por diversas variantes, como a espessura, permeabilidade e
localizag@o da dentina, a saliva, os microrganismos presentes na cavidade oral, a drea de
exposi¢cdo ou a presenga de smear layer (Lee et al., 2016; Wawrzynkiewicz et al., 2020).

Para além disto, no estudo in vitro ndo € tido em conta o efeito a longo prazo.

A auséncia da barreira dentindria também representa uma limitacdo do presente estudo,
dado que a sua presenca reduz a difusdo dos mondémeros e outros constituintes dos
adesivos e consequente toxicidade. Em adicdo, principalmente nos sistemas
autocondicionantes, a dentina funciona como um tampao, sendo os mondémeros acidicos
gradualmente tamponados pelo conteido mineral do substrato dentério pelo que ha uma
neutraliza¢do do pH (Elias et al., 2015).

Futuros estudos in vitro com a presenga de barreira dentindria deverao ser efetuados para

perceber se ha mudangas no potencial citotéxico do novo adesivo em estudo (T1).

Além destes aspetos, as linhas celulares utilizadas nesta investigacdo dao apenas uma
primeira visdo sobre os possiveis efeitos citotoxicos dos adesivos, uma vez que se trata
de células de linhas secunddrias. Portanto, para estudos futuros, outras células,
preferencialmente linhagens de células humanas da cavidade oral, devem ser usadas para

realizar estudos in vivo.
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Os resultados, em especial para o novo adesivo, T1, deverdo ser confirmados por outros

métodos, para reforcar os resultados do ensaio de MTT utilizado.

Todavia, ap6s os resultados a que se chegou, € de notar que os materiais ja presentes no
mercado, Scotchbon Universal e Optibond Solo Plus, apesar de serem potencialmente
citotoxicos, nao sdao por norma aplicados diretamente no tecido pulpar, sendo que mesmo
em cavidades profundas € colocada uma protecao prévia (Fontes et al., 2013) o que leva
a crer que em condigcdes in vivo, na cavidade oral ndo apresentariam percentagens de

viabilidade celular tdo baixas.

Nao obstante, ainda que necessitando mais testes que corroborem estes resultados, o
adesivo T1 revelou-se como promissor, por apresentar taxas de viabilidade muito
superiores aos restantes adesivos em teste, facto que poderd ter a ver com a sua

formulacdo e auséncia de mondmeros.
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V. CONCLUSOES

Perante os diversos resultados obtidos na presente investigacdo, e tendo em conta as
limitagdes associadas a esta, podemos aceitar a hipdtese alternativa: hd diferencas na
viabilidade celular quando em contacto com os diferentes adesivos. A hipodtese nula foi

rejeitada. Com este estudo ¢ possivel fazer algumas consideragdes:

e Os fibroblastos de rato da linha celular 3T3, sdo sensiveis aos adesivos testados
em todas as concentragdes, quando nao filtrados, sugerindo os resultados a
seguinte ordem de citotoxicidade: T1 < Optibond Solo Plus < Scotchbond
Universal;

e Os fibroblastos de rato da linha celular 3T3, sdo sensiveis aos adesivos testados
em todas as concentracdes, quando filtrados, sugerindo os resultados a seguinte
ordem de citotoxicidade: T1 < Scotchbond Universal < Optibond Solo Plus;

e (s osteoblastos da linha celular MG63, sdo sensiveis aos adesivos ndo filtrados,
testados em todas as concentragdes, sugerindo os resultados da seguinte ordem de
citotoxicidade: T1 < Optibond Solo Plus < Scotchbond Universal;

e Os trés adesivos apresentam um efeito dose-dependente, isto ¢, quanto maior a
concentragdo de extrato do adesivo em contacto com as células, maior o seu poder
citotoxico;

e Quando os extratos dos adesivos sao filtrados, ha diferencas na viabilidade
celular, sendo que por norma ha um aumento da viabilidade quando ha filtragao.

e As células 3T3 e as MG63 reagem de forma diferente a um mesmo toxico.

e De um modo geral as células MG63 parecem ser mais sensiveis aos toxicos.

Uma vez que o adesivo T1 parece ter tido um resultado superior nos testes de viabilidade
celular, quando comparado com os restantes adesivos em estudo, € tendo em conta que
este ainda se encontra em fase experimental, devem continuar a ser realizados estudos
que corroborem estes resultados e avaliem também a sua resisténcia adesiva, modo de

aplicacdo, contragdo de polimerizagdo entre outros aspetos importantes na pratica clinica.
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