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RESUMO

As resinas compostas sdo biomateriais, normalmente utilizadas na pratica clinica
nomeadamente em Medicina Dentaria, com o objectivo de reabilitar a estrutura dentéria

perdida devido a céries, processos erosivos e fracturas, bem como a fungéo e a estética.

Idealmente, os materiais dentarios ndo deveriam produzir efeitos adversos nos tecidos
orais, nomeadamente as resinas compostas amplamente utilizadas pelos profissionais de
salude oral, no entanto, estas libertam substancias que podem comprometer a sua
biocompatibilidade. Os mondmeros residuais que sdo libertados deste tipo de materiais
séo o resultado do grau de polimerizacdo incompleto ou de processos de degradacédo e
de eroséo.

O objectivo desta monografia foi identificar quais os principais métodos utilizados para
a avaliacdo do potencial citotoxico dos materiais utilizados correntemente, como as
resinas compostas, 0s mecanismos celulares afectados de modo a sensibilizar o Médico

Dentista sobre os eventuais riscos.

Actualmente existe uma grande variedade de testes bioldgicos: in vitro e in vivo. Estes
permitem a avaliacdo da resposta bioldgica dos tecidos aos materiais dentarios. Os
constituintes das resinas compostas, nomeadamente os mondémeros podem ser libertados
desencadeando nas células efeitos citotoxicos e genotdxicos comprometendo assim as
funcBes basicas das células. Todos 0s mondmeros apresentam citotoxicidade, que se
traduz essencialmente na diminuicdo dos niveis intracelulares de glutationa e no
aumento de espécies reactivas de oxigénio provocando deste modo morte celular. Esta
resulta maioritariamente em apoptose das células expostas a este tipo de materiais. O
efeito genotdxico resulta da accdo dos mondmeros nas células provocando danos no
DNA. Além disso, podem provocar inflamagdo nos tecidos adjacentes a estes materiais,
inibir as fungdes celulares dos odontoblastos e consequentemente conduzir a atrasos nos
processos de mineralizacdo. A comparacdo dos efeitos dos varios monomeros

caracterizados neste trabalho indica que o Bis-GMA é o mais citotdxico.

Palavras-chave: Biocompatibilidade, citotoxicidade, resinas compostas, monémeros



ABSTRACT

The composites are biomaterials typically used in clinical practice particularly in
dentistry, in order to rehabilitate the structure lost due to dental caries, erosion and
cracks, as well as the function and aesthetics.

Ideally, dental materials should not produce adverse effects on the oral tissues,
including the resins widely used by dental professionals, however, they release
substances that can compromise the biocompatibility. The residual monomers which are
release of such materials are the result of incomplete degree of polymerization or

degradation and erosion.

The aim of this monograph was to identify what the main methods used to assess the
cytotoxic potential of currently used materials such as composites, the cellular

mechanisms affected in order to sensitize the dentist about possible risks.

Currently there is a wide variety of biological tests: in vitro and in vivo. These allow the
assessment of the biological response of tissues to dental materials. The constituents of
the composites, including the monomers can be released in triggering cell cytotoxic and
genotoxic effects thus compromising the basic functions of the cells. All monomers
exhibit cytotoxicity, which consists principally in reducing the intracellular levels of
glutathione and an increase in reactive oxygen species thereby causing cell death. This
mainly results in apoptosis of cells exposed to such materials. The genotoxic effect
resulting from the action of the monomers in the cells causing DNA damage. Moreover,
they can cause inflammation in tissues adjacent to these materials, inhibit the cellular
functions of odontoblasts and therefore lead to delays in mineralization processes. A
comparison of the effects of various monomers characterized in this work indicate that
the Bis- GMA is the most cytotoxic.

Keywords: biocompatibility, cytotoxicity, composite resins, monomers.
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Introducao

l. INTRODUCAO

Os materiais dentarios sdo amplamente utilizados numa grande proporcao da populacéo.
A maioria desses materiais sdo utilizados para a restauracdo de dentes, que consiste na
colocacdo de uma substancia que vai substituir a por¢cdo de dente perdido, por cérie ou
fracturas, de modo a proteger e a reabilitar ndo s6 a fun¢do como a estética. S&o muitos
os factores que véo influenciar o tipo de material a ser usado numa determinada
situacdo, como por exemplo a localizagdo uma vez que a estética é essencial nos dentes
anteriores e a forca mecénica é importante na zona posterior, a durabilidade, o custo

entre outros (Ferracane, 2011).

Durante muitos anos os materiais disponiveis para a restauracdo de dentes eram a base
de metal como é o caso da amélgama e o ouro. Estes materiais apresentavam uma
grande dureza e durabilidade no entanto, apresentavam algumas desvantagens, como a
estética, exigiam um preparo cavitario mais invasivo e devido a presenca de mercurio na

sua constituicdo podia provocar efeitos nocivos (Margeas, 2008).

Muitos materiais dentarios, com cor semelhante ao dente, foram introduzidos ha mais
de 50 anos atras, por volta dos anos 1950, e tornaram-se bastante populares. Estes
materiais para além de serem mais estéticos, sdo mais conservadores, visto que a
remocdo de estrutura dentaria € menor e ndo contém mercirio. A cOmposicao e as
propriedades destes materiais sdo muito distintas e incluem as resinas compostas,

iondémero de vidro, entre outros (Peutzfeldt, 1997; Ferracane, 2011).

As resinas compostas sao hoje em dia, um dos materiais mais utilizados ndo s6 para
restaurar e mimetizar a estrutura natural do dente mas também para alterar a forma, cor
e tamanho dos dentes. As resinas compostas sdo estruturas complexas compostas por
uma matriz polimérica, constituida por varios monémeros e particulas inorgéanicas, a
unido de ambas ¢ estabelecida por agentes de acoplamento, que normalmente é o silano
(Rawls, 2012a).

Um material de restauracdo deve idealmente apresentar um certo numero de
caracteristicas das quais se destacam a estabilidade dimensional, resisténcia as forcas
mecanicas, resisténcia ao desgaste, estabilidade de cor, bactericida, de facil colocacéo e
deve ser biocompativel (Margeas, 2008). A biocompatibilidade dos materiais dentarios

é uma questdo de grande importancia para os dentistas, doentes, servi¢co publico de
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salde, autoridades competentes, no entanto, os resultados acerca da biocompatibilidade
dos materiais dentarios sdo ainda controversos. Muitos testes in vitro foram realizados e
mostraram que 0s compositos podem provocar reac¢des de hipersensibilidade e muitos
dos seus componentes tém sido identificados como agentes citotoxicos, ou seja, podem
provocar alteracGes na funcdo bioldgica da célula podendo mesmo resultar em morte
celular (Pietro et al., 2008). Qualquer material que seja colocado no organismo vai
estabelecer interaccGes com os tecidos circundantes resultando numa resposta bioldgica
(Vitral, Silva, Souza, Ferreira & Vitral, 2008). No caso das resinas compostas a resposta
bioldgica indesejavel é atribuida a libertacdo dos monomeros, que resultam de um grau
de polimerizagcdo das resinas normalmente incompleto ou a processos de degradagéo
(Pietro et al., 2008).

Inicialmente, a biocompatibilidade de um biomaterial aplicava-se apenas a substancias
que ndo provocavam efeitos adversos quando colocadas no organismo, ou seja, se
fossem inertes. Esta definicdo foi evoluindo, uma vez que os materiais estabelecem
sempre interacgdes com o organismo. Actualmente, biocompatibilidade é definida pela
capacidade de um material desencadear uma resposta apropriada no organismo numa

determinada situagdo (Schedle, Ortengren, Eidler, Gabauer & Hensten, 2007).

As resinas compostas estdo associadas a varias reac¢des adversas e ocupacionais que
dependem de vérios factores. A International Organization Standardization (ISO) e o
Council on Dental Materials, instruments and Equipment of the American Dental
Association propuseram a realizacdo de varios testes in vitro e in vivo para avaliar a

biocompatibilidade e a citotoxicidade destes materiais (Vitral et al.,2008).

Esta monografia foi realizada com base numa pesquisa na Medline e tem como

objectivos primordiais:

e ldentificar os principais métodos utilizados para medir e predizer as respostas
bioldgicas aos materiais dentarios;

e ldentificar os factores que contribuem para os efeitos citotoxicos dos materiais
dentarios, nomeadamente das resinas compostas;

e Elucidar acerca dos efeitos citotoxicos dos monOmeros que constituem as
resinas compostas, de modo a sensibilizar os medicos dentistas para 0s

problemas deste tipo de materiais dentarios.
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Desenvolvimento

1. DESENVOLVIMENTO

1. BIOCOMPATIBILIDADE

Quando um material é colocado em contacto com o corpo humano, € normalmente
referido como um biomaterial. Um biomaterial pode ser definido como um material ndo
vital que interage com os sistemas bioldgicos. Durante o seu desenvolvimento devemos
considerar ndo s6 a forga, a estética e os aspectos funcionais do material, mas também a
biocompatibilidade. Dentro dos biomateriais utilizados em medicina dentaria podemos
destacar os materiais de restauracdo dentaria, no qual incluimos as resinas compostas
(Anusavice, 2012).

Quando um material é colocado em contacto com os tecidos e fluidos do corpo humano,
hd uma interaccdo entre esse material e o sistema biologico. Estas interaccOes
desencadeiam uma resposta bioldgica. Inicialmente, William (1987), definiu
biocompatibilidade como a capacidade de um material desempenhar a sua fun¢do com
uma resposta apropriada do hospedeiro numa situacdo especifica (Wataha, 2012).
Devido a dindmica da interac¢do entre os tecidos e os materiais, William (2008),
redefiniu o conceito de biocompatibilidade descrevendo-a como a capacidade de um
biomaterial desempenhar a funcdo pretendida de acordo com o tratamento, sem
desencadear qualquer efeito indesejavel, seja local ou sistémico no hospedeiro, além de
provocar uma resposta celular benéfica e adequada para essa situacdo especifica, de

modo a optimizar o desempenho clinico dessa terapia (Wataha, 2012).

No que diz respeito aos materiais dentérios, nenhum ou quase nenhum € inerte do ponto
vista bioldgico, uma vez que a grande maioria apresenta uma variedade de substancias
toxicas ou irritantes. Além disso, a interaccdo estabelecida entre o material e o
hospedeiro é dinamica dependendo de varios factores, que influenciam igualmente a
biocompatibilidade, tais como: localizacdo do material, a sua natureza quimica e fisica,
o tipo de tecidos que vao estar expostos ao material, tempo de exposicdo, quantidade e a

natureza das substancias eluidas a partir do material, entre outros (Wataha, 2012).

A avaliacdo da biocompatibilidade dos materiais utilizados em medicina dentaria é
muito complexa tendo o material de ser submetido a diversos tipos de testes biolégicos,
testes das propriedades fisicas tal como a corrosdo e analise risco-beneficio (Wataha,
2001).
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1.1 Testes de biocompatibilidade

Existe, hoje em dia, uma grande variedade de testes biolégicos que podem ser usados
para nos assegurarmos que os materiais ndo vao agredir os sistemas bioldgicos. Estes

testes podem ser classificados em testes in vitro, animais e clinicos (Wataha, 2001).
1.1.1 Testes in vitro

As respostas bioldgicas aos materiais dentdrios podem ser avaliadas de diferentes
formas, no qual estdo incluidos um importante grupo de testes, os testes in vitro. Por
definicdo os testes in vitro sdo descritos como aqueles que sdo realizados fora do
organismo (Wataha, 2012). Neste tipo de testes o contacto entre o material a ser testado
e as células pode ser de trés formas: por contacto directo, indirecto ou por contacto
apenas com extractos do material (Moharamzadeh, Brook & Noort, 2009). O contacto
directo expbe o material directamente ao sistema biologico, enquanto que o contacto
indirecto envolve uma barreira permeavel, como por exemplo uma camada de agar, um
filtro Millipore ou uma membrana de dentina (Anusavice, 2012). A utilizagdo dos
extractos do material tem sido uma técnica para a avaliacdo da citotoxicidade de
diversos materiais dentarios dos quais se destacam as resinas compostas. Neste tipo de
testes os materiais sdo dissolvidos, por exemplo, em dimetilsulfoxido ou etanol, e
posteriormente diluidos num meio de cultura (Moharamzadeh et al., 2009). O tipo de
meio de dilui¢do utilizado e o tempo de duragdo véo condicionar as substancias que sao
libertadas das resinas compostas, porém podem levar a resultados falsos negativos no

que diz respeito a citotoxicidade dos materiais (Moharamzadeh et al., 2009).

Os sistemas biologicos podem consistir em cultura de células ou constituintes celulares,
como por exemplo células de mamiferos, tecidos, bactérias e organitos celulares
(Anusavice, 2012). A avaliacdo da citotoxicidade dos materiais dentarios € normalmente
realizada em cultura de células em monocamada ou mais recentemente em modelos
tridimensionais de engenharia de tecidos (Moharamzadeh et al., 2009). As células em
monocamada geralmente utilizadas para avaliar a toxicidade dos materiais, sdo 0s
queratinécitos ou os fibroblastos gengivais, uma vez que sdo células que estdo
normalmente em contacto com os materiais quando estes sdo colocados na cavidade
oral, além disso, proliferam facilmente no meio de cultura e apresentam uma grande
sensibilidade nos testes de citotoxicidade (Moharamzadeh et al., 2009). No entanto,

podem ser ainda utilizados outros tipos de células, tais como, os fibroblastos do rato L-
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929 ou os fibroblastos 3T3. Contudo, a principal limitacdo da utilizacdo de células em
cultura é a falta de relevancia clinica, visto que ndo apresentam as propriedades de
barreira das células da mucosa oral. De modo a ultrapassar esta limitagcdo surgiram os
modelos tridimensionais de engenharia de tecidos, que apresentam barreiras de modo a
simular melhor as situag6es clinicas e permitir a analise de varias respostas das células

quando expostas aos materiais dentarios (Moharamzadeh et al., 2009).

Os testes que medem a citotoxicidade in vitro podem ser subdivididos naqueles que
medem o crescimento celular, o efeito metabdlico ou outras fungdes celulares e nos que
medem o efeito no material genético da célula (estudos mutagénicos) (Powers &
Sakaguchi, 2006a).

A andlise dos resultados dos diferentes testes in vitro vai permitir uma avaliacdo
qualitativa ou quantitativa dos efeitos citotoxicos provocados pelos materiais em estudo.
A avaliagdo quantitativa mede a morte celular ou inibigdo do crescimento celular,
proliferacdo ou formacédo de colonias celulares. Esta avaliagdo utiliza meios objectivos
que quantificam o numero de células, a quantidade de proteinas, a libertacdo de
enzimas, a reducdo do corante vital ou qualquer outro parametro mensuravel.
Considera-se que um material desencadeia efeitos citotoxicos quando provoca uma
reducdo da viabilidade celular superior a 30% (ISO 10993-5, 2009). No que diz respeito
a avaliacdo qualitativa, ela é feita ao microscopio e por vezes com auxilio de coloragédo
citoguimica, observa as alteracfes que sdo verificadas ao nivel da morfologia celular,
vacuolizagdo, destacamento do meio de cultura, lise celular e integridade da membrana
das células apos a exposicdo aos materiais em estudo (ISO 10993-5, 2009). O resultado
desta avaliacdo € apresentado numericamente de 0 a 4, sendo que um resultado superior
a 2, considera-se que o material pode desencadear efeitos citotdxicos (ISO 10993-5,
2009).

Os testes in vitro tém varias vantagens, tais como serem experimentalmente
controlaveis, estandardizados, permitirem uma analise em grande escala, rapidos,
relativamente econdmicos e simples. Possivelmente a sua grande desvantagem é que a
relevancia clinica é questionavel, uma vez que ndo conseguem reproduzir as interac¢des
gue existem entre o organismo e o sistema circulatério, inflamatério e imunitario.
Consequentemente podem levar a resultados contraditorios sobre as respostas bioldgicas
aos materiais (Wataha, 2001, 2012).
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Existem dois tipos de células que podem ser usados nos testes in vitro, mas a escolha do
tipo de linha celular para a avaliagdo da citotoxicidade dos materiais continua a ser um
tema controverso, uma vez que a citotoxicidade do material pode ser significativamente
afectada pelo tipo de linha celular e pelo tipo de teste escolhido (Murray, Godoy &
Godoy, 2007). As células primarias sdo aquelas células que sdo extraidas directamente
de organismos, tais como os fibroblastos pulpares ou gengivais. Estas células vao
proliferar durante um tempo limitado em cultura, mas mantém as caracteristicas das
células in vivo. As células continuas ou linhas celulares permanentes sdo células
primarias transformadas previamente para permitir o crescimento ilimitado em cultura,
como é o caso dos fibroblastos transformados do rato (clone L-929) e as células
epiteliais humanas (HeLa). Devido a esta transformacao, as células perdem algumas das
caracteristicas das células in vivo. A cultura de células primarias parece ser mais fiavel
para a medicdo da citotoxicidade dos materiais (Ekwall, Silano, Paganuzzi-Stammati e
Zucco, 1990). No entanto, apresentam restri¢cdes, visto que como provém apenas de um
individuo, estas células apresentam uma variabilidade genética limitada e perdem
rapidamente a sua funcionalidade uma vez colocadas em cultura. As linhas celulares sdo
mais homogeéneas e apresentam uma estabilidade metabdlica e genética que contribui
para a padronizacao dos estudos. Podemos concluir que tanto as células priméarias como
as linhas celulares desempenham um papel importante nos testes in vitro e ambas

devem ser usadas no estudo de qualquer material (Ekwall et al., 1990).
1.1.1.1 Testes de citotoxicidade

Um dos exemplos dos testes de citotoxicidade € o teste em culturas de células no qual o
material € colocado directamente em contacto com as células que foram retiradas do
tecido original, de uma cultura de células primarias ou de uma linhagem celular ja
estabelecida em cultura por desagregacdo enzimatica, mecanica ou quimica (Vitral et
al., 2008). Neste caso, avalia-se 0 comportamento de um determinado material quando é
colocado em contacto com as células, ou seja, analisa-se a morte celular através da
medicdo do nimero de células vivas antes e apds o contacto com o material (Gociu et
al., 2013). Caso o material ndo seja citotoxico (figura 1A), as células continuam
aderentes ao frasco de cultura de células e com morfologia normal, caso contrario pode
haver inibi¢do do crescimento celular, presenca de caracteristicas citopaticas e as células
perdem a adesdo ao frasco de cultura, como podemos ver na figura 1B (Gociu et al.,
2013).

20



Desenvolvimento

Figura 1: Imagem microscépica da interaccdo entre um material e os fibroblastos do ligamento
periodontal (Powers & Sakaguchi, 2006a)

Outro dos testes que permite a avaliacdo da citotoxicidade dos materiais € o0 estudo da
integridade da membrana. Este teste mede a impermeabilidade da membrana celular que
quando as células estdo vivas é capaz de excluir moléculas extracelulares e considera-se
que a ruptura da membrana celular corresponde a morte celular. Pode ser colorimétrico
ou fluorescente e exige a utilizacdo de corantes, que podem ser vitais ou nao vitais. No
caso dos corantes vitais, como por exemplo o radiocrémio (**Cr) e o vermelho neutro,
estes sdo transportados activamente e sdo conservados dentro das células a ndo ser que
os efeitos citotoxicos do material comprometam a integridade da membrana e
consequentemente, o0 aumento da sua permeabilidade. Os corantes ndo vitais, tal como o
azul de tripano, ndo sdo transportados activamente e séo apenas absorvidos caso a
integridade da membrana esteja comprometida e neste caso estamos perante um
material citotdxico. Estes testes avaliam apenas a permeabilidade da membrana e
consequentemente a morte celular, enquanto que as alteracdes celulares ndo sdo

avaliadas (Murray et al., 2007).
1.1.1.2 Testes do metabolismo celular ou funcéo celular

Este tipo de testes avaliam a citotoxicidade dos materiais através da avaliacdo da
viabilidade e da proliferagdo celular das células expostas aos materiais, como por

exemplo a actividade enzimatica, a sintese de DNA e de proteinas.

Um dos métodos utilizados para avaliar a proliferacdo celular € através da adicdo de um
percursor radioisétopo, como por exemplo a *H-timidina, a0 meio de cultura que é
incorporado no DNA durante a proliferacdo celular e posteriormente através da
avaliacdo da radioactividade detecta-se a quantidade de DNA formado (Moharamzadeh

et al., 2009). Theilig et al. (2000), realizou um teste semelhante ao da 3H-timidina, mas
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adicionou 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) que é incorporado no DNA durante a
divisdo celular. Este composto é detectado por anticorpos fluorescentes e através da
medicdo da fluorescéncia detecta-se a proliferacdo celular dos fibroblastos humanos e
dos queratindcitos quando estes sdo expostos aos mondmeros das resinas compostas
(Moharamzadeh et al., 2009).

Um dos testes mais utilizados na avaliacdo da citotoxicidade dos materiais, tendo como
base 0 metabolismo celular, € o ensaio do brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT). Este ensaio foi proposto por Mossman (1983), é um ensaio
colorimétrico que determina a viabilidade celular pelas alteracdes na actividade das
desidrogenases mitocondriais permitindo assim avaliacdo da citotoxicidade de um
determinado composto (Moharamzadeh et al., 2009). Este teste baseia-se na redugéo
pelas desidrogenases do MTT, que é um sal soluvel de cor amarela, em formazan, que é
um produto insolavel de cor parpura, tal como esta exemplificado na figura 2 (Powers
& Sakaguchi, 2006a). A concentracdo de formazan formada é determinada através de
espectrofotometria. Esta conversdo, ou seja a formacao de formazan s6 acontece caso as
células estejam viaveis. Assim, pode-se concluir que quanto menor for a viabilidade
celular, menor serd a reducdo do MTT, ou seja, a reducdo do MTT a formazan é
directamente proporcional a actividade mitocondrial e a viabilidade celular (Powers &
Sakaguchi, 2006a). Apesar de ser um método rapido e econémico, este corante pode ser

toxico para as células (Moharamzadeh et al., 2009).
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Figura 2: Reducdo do MTT a formazan pela enzima redutase mitocondrial (Powers & Sakaguchi, 2006a)

Outro método que permite avaliacdo quantitativa da proliferacdo celular é através do
corante Alamar Blue que se baseia na actividade metabdlica. Neste teste utiliza-se um

indicador de oxidacdo-reducdo em que h& uma alteracdo de cor devido a uma reducéo
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quimica do meio de cultura e consequentemente crescimento celular. A alteracéo de cor
pode ser medida através de espectrofotometria e pode utilizar tanto culturas de células
em monocamada como culturas tridimensionais de células orais epiteliais
(Moharamzadeh et al., 2009). Este teste tem vantagens em relacdo ao método do MTT,
visto que ndo é toxico para as células e podemos avaliar a viabilidade celular em mais

do que uma ocasido, porém é mais dispendioso (Moharamzadeh et al., 2009).

Outro dos métodos colométricos utilizado é através da medicdo do lactato
desidrogenase (LDH), que é uma enzima citosolica que é libertada pelas células caso a
funcionalidade das membranas esteja comprometida possivelmente devido ao dano
oxidativo ou até mesmo quando as células entram em citdlise. A quantidade de LDH
que € libertada é proporcional ao numero células danificadas ou que sofreram lise
celular (Moharamzadeh et al., 2009).

1.1.1.3 Testes de barreira (testes indirectos)

Os testes que normalmente sdo utilizados séo os testes que utilizam células em cultura
em que ha um contacto directo com as células. No entanto, estes testes sdo clinicamente
questionaveis visto que 0s materiais, como € 0 caso das resinas compostas, raramente
estdo em contacto directo com as células (Murray et al., 2007). Clinicamente hd uma
separacdo do material das células devido ao epitélio queratinizado, dentina ou matriz
extracelular (Powers & Sakaguchi, 2006a). De modo a mimetizar a situagdo in vivo

foram desenvolvidos testes de barreira ou testes indirectos (Murray et al., 2007).

Um dos primeiros testes de barreira a ser desenvolvidos foi o teste de difusdo de agar
que foi introduzido por Guess et al. e permite a avaliacdo qualitativa dos efeitos
citotoxicos dos componentes que sdo libertados dos materiais a ser testados e que se
difundem através da camada de agar que cobre a cultura de células, que normalmente
sdo linhas celulares permanentes (Moharamzadeh et al., 2009). Podemos adicionar ao
meio de cultura um corante, nomeadamente o vermelho neutro para a deteccdo dos
efeitos citotoxicos. Caso as substancias libertadas sejam tdxicas observa-se uma perda
de cor do corante a medida que as células sofrem lise celular, como podemos observar
na figura 3. Este tipo de teste e frequentemente utilizado para a avaliacdo da

biocompatibilidade dos materiais dentarios (Murray et al., 2007).
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Figura 3: Teste de difusdo de agar com resina composta com o corante vermelho neutro. A zona de
descoloracéo a volta da amostra, indica que houve dano nas células (Schamlz, 2009a).

Wennberg et al. utilizou outo tipo de teste de barreira, o teste com filtros de Millipore,
que permite igualmente uma avaliacdo qualitativa da citotoxicidade dos materiais
dentarios (Moharamzadeh et al., 2009).

Tanto o teste de difusdo em agar como o teste com filtro de Millipore, ndo sdo
semelhantes as barreiras que existem na cavidade oral, logo Outhwaite desenvolveu um

novo teste, o de barreira de dentina (Murray et al., 2007).
1.1.1.4 Outros testes da funcéo celular
Existem testes in vitro que vao avaliar a fun¢do imunitaria e outras reaccGes tecidulares.

Os testes da funcdo imunitaria avaliam as respostas imunitarias e as alteracdes na
quantidade de mediadores pré-inflamatorios nas células expostas aos materiais dentarios
bem como a proliferagdo, diferenciacdo, quimiotaxia, producdo de citoquinas e
alteracdes da actividade das células envolvidas na resposta imunitaria, como as células

T, macréfagos e linfocitos (Powers & Sakaguchi, 2006a).

1.1.1.5 Testes Genotoxicidade

O objectivo dos testes genotoxicos € avaliar as alteragdes provocadas pelo material em

estudo no conteudo genético celular, como é o caso do DNA ou dos cromossomas.

Um dos estudos utilizado na avaliacdo da genotoxicidade de um material é o teste Ames.
Este teste utiliza uma bactéria geneticamente alterada (his -), Salmonella typhimurium

que e colocada num meio de cultura deficiente em histidina no qual esta bactéria néo
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consegue proliferar nem formar coldnias. A este meio é adicionado o material em
estudo, caso 0 material ou 0s seus componentes sejam genotdxicos, vamos observar no
meio de cultura a proliferagdo desta bactéria, porque o agente induziu muta¢es no
DNA da bactéria, especificamente no gene que permite a sintese da histidina (his +). O
numero de coldnias que é formada é um critério da mutagenicidade, ou seja, ha uma
alteracdo no genoma da bactéria que foi transmitida a geracéo seguinte (Moharamzadeh
et al., 2009).

Além do teste Ames, temos outros métodos como o da Hipoxantina guanina Ribosil
Transferase (HPRT), no qual se avalia as alteracGes nos genes que codificam a enzima

HPRT e o teste dos micronucleos (Schmalz, 2009a).

Estes testes in vitro que avaliam a genotoxicidade dos materiais dentarios podem
utilizar diferentes culturas das quais se destacam as células de mamiferos, como o0s
fibroblastos V79 dos pulmdes dos hamsters chineses, fibroblastos gengivais humanos,
fibroblastos L929 de rato, linfocitos humanos e células do tecido glandular da parétida
(Moharamzadeh et al., 2009).

1.1.1.6 Testes de estrogenicidade

Existem algumas técnicas in vitro que permitem a avaliacdo do potencial estrogénico
dos materiais dentarios, do qual se destaca o teste de proliferacdo celular com células
MCF-7 (E-screen), que é um dos mais utilizados, o teste do receptor de ligacdo e o teste
gene repdrter, que utiliza linhas celulares e células de levedura (Moharamzadeh et al.,
2009).

O teste E-screen baseia-se na capacidade das linhas celulares do adenocarcinoma da
mama (MCF-7) proliferarem na presenca de compostos estrogénicos. Para podermos
quantificar o namero de células que proliferaram, temos de utilizar grupos de controlo
positivos, que neste caso é o 17B-estradiol e grupos de controlo negativos, que é a
auséncia de substancias estrogénicas. Apos a comparacao dos trés grupos, um composto
é considerado estrogénico quando a taxa de crescimento das células no grupo em estudo
for superior a do controlo negativo, ou seja, sem substancias estrogénicas
(Moharamzadeh et al., 2009).
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1.1.2 Testes em animais

Nos testes em animais o material é colocado dentro do organismo do animal. A
vantagem deste tipo de teste é permitir uma resposta global de um sistema bioldgico
mais complexo exposto ao material. Esta resposta bioldgica é mais compreensiva e mais
relevante do que a obtida com os testes in vitro. No entanto, este teste apresenta
desvantagens, uma vez que tem elevado custo, é dificil de ser controlado, é de longa
duracdo e envolve muitos problemas éticos. Apesar de todas estas desvantagens, 0s

testes em animais s&o essenciais para a avaliacdo de novos materiais.
1.1.3 Testes Clinicos

Os testes clinicos sdo o0s que apresentam maior relevancia clinica e sdo considerados o0s
“Gold Standard” para a avaliacdo do desempenho do material dentério, incluindo a
resposta bioldgica (Wataha, 2012). Podem ser realizados em animais ou humanos, e
neste caso da-se o nome de ensaios clinicos (clinical trials). Neste tipo de testes os
materiais sdo colocados dentro do organismo num ambiente bioldgico semelhante
aquele que o material vai estar exposto na sua pratica clinica, ao contrario do que se
verificava nos testes em animais. Contudo, este tipo de testes apresenta algumas
desvantagens incluindo a sua complexidade, dificil de serem controlados
experimentalmente, interpretacdo e quantificacdo dificil, dispendiosos e também
levantam algumas preocupacdes éticas.

Ha cerca de 20 anos, que os investigadores reconheceram que a forma mais eficiente e
com uma relacdo custo-beneficio favoravel para avaliar a biocompatibilidade dos
materiais € utilizando a combinacéo dos testes in vitro, em animais e os testes clinicos, e
qgue nenhum teste por si sé é suficiente para avaliar ou caracterizar adequadamente a

biocompatibilidade de um material. (Wataha, 2001)

Nestes ultimos 5 anos novos testes tém sido desenvolvidos o que demonstra a
complexidade de testar a biocompatibilidade dos materiais. Os trés tipos de testes de
biocompatibilidade continuam a ser Uteis para a avaliacdo da biocompatibilidade do
material, tanto durante o seu desenvolvimento como apos a colocacéo clinica. Os testes
in vitro além de serem Uteis nas fases iniciais do desenvolvimento do material, podem
ser também importantes para a avaliacdo das respostas bioldgicas especificas

observadas durante os ensaios clinicos ou apos a introducdo do material no mercado.
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2. RESINAS COMPOSTAS

As resinas compostas ou compdsitos tém sido definidas como uma “combinagdo
tridimensional de pelo menos dois materiais quimicamente diferentes com uma interface

distinta que separa os componentes” (Peutzfeldt, 1997).

As resinas compostas sdo usadas principalmente como material de restauracdo, ou seja,
vao substituir estrutura dentaria perdida e podem também modificar a cor e o contorno
dos dentes melhorando assim a estética facial. Existe uma grande variedade de resinas
compostas ou com composicdes semelhantes disponiveis no mercado que podem ser
utilizadas em varias areas como selantes de fissura, cimentacdo de ceramicas ou de
restauracdes indirectas, realizacdo de coroas e cimentacdo de brackets e bandas. Além
disso, as resinas compostas também podem ser usadas como coroas provisorias e pontes
e mais recentemente como cimentos endoddnticos (Ferracane, 2011). As resinas
compostas foram introduzidas por volta do ano 1950, e representam hoje em dia um dos

materiais mais importantes na pratica clinica (Ferracane, 2011).

2.1 Composigao
As resinas compostas sdo misturas complexas que contém muitas substancias. Elas

englobam 3 componentes principais:

e Matriz de resina

= Sistema de monémeros

= Sistema de iniciadores-estabilizadores
e Carga Inorganica que consiste em particulas tais como vidro, quartzo e/ou silica
e Agente de unido, normalmente é silano que liga quimicamente as particulas

inorganicas a matriz de resina (Vasudeva, 2009).

Figura 4: Composicéao das resinas compostas (Noort, 2007)
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2.1.1 Matriz Organica de Resina

A matriz de resina da maioria dos compdsitos consiste numa mistura de mondémeros
mono ou dimetacrilatos, aromaticos e/ou alifaticos, tais como o bisfenol A-metacrilato
de glicidila (Bis-GMA) e uretano dimetacrilato (UDMA), que através de uma reaccao
de polimerizacdo, ddo origem a uma estrutura de polimeros ligados através de ligacdes
covalentes (Rawls & Whang, 2012a). O dimetacrilato mais comumente utilizado é o
Bis-GMA, que foi desenvolvido por Rafael Bowen no inicio de 1960 e deriva de uma
reaccdo entre o bisfenol-A com glicidil éster metacrilato. Este mondmero apresenta um
elevado peso molecular, baixa expansdo térmica, reduzida contraccéo de polimerizacéo
e baixa volatilidade (Fano, Shatel & Tanzi, 2007). Existem também outros compaositos
que utilizam o0 UDMA em vez do Bis-GMA, ou entdo uma conjugacdo de ambos. Estas
moléculas representam cerca de 20% (V/V) dos constituintes das resinas (Vasudeva,
2009).

Figura 5: Estrutura quimica do Bis-GMA (Rawls & Whang, 2012b)

Tanto 0 Bis-GMA como UDMA sdo monomeros altamente viscosos devido ao seu
elevado peso molecular, sendo dificil a sua manipulacdo. A viscosidade é uma medida
da resisténcia ao fluxo das moléculas e um valor elevado de viscosidade indica a
presenca de interaccOes intermoleculares. Estas interaccbes podem causar uma
diminuicdo da mobilidade dos mondmeros durante a polimerizacdo e diminuir a
flexibilidade da rede polimérica (Sideridou, Tserki & Papanastasiou, 2002). A elevada
viscosidade e a baixa mobilidade destes monémeros pode interferir com o grau de
converséo do composito. De modo a diminuir esta viscosidade e aumentar o nimero de
ligagOes cruzadas, foram adicionados as resinas compostas monomeros de baixo peso
molecular, ou seja, com menor viscosidade como é o caso do etilenoglicol dimetacrilato
(EGDMA), trietilenoglicol dimetacrilato (TEGDMA), sendo este ultimo o mais
utilizado, permitindo assim um aumento do grau de conversdo e da incorporagdo de
particulas de carga, que por sua vez melhora as propriedades das resinas, no que diz
respeito a forca, rigidez e coeficiente de expansdo térmica (Gongalves, Filho,

Guimarées, Poskus & Silva, 2008). No entanto, esta diluicdo do Bis-GMA pelo
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TEGDMA pode ter efeitos negativos como é o caso do aumento da contraccdo de

polimerizagéo (Vasudeva, 2009).

H,C 0 CH,
H CHO/\/O\/A\O/\/DH

3 O CH,

Figura 6: Estrutura quimica do monémero TEGDMA (Rawls & Whang, 2012b)

Citando Hergenrother et al. (1993), o UDMA foi desenvolvido por Foster e Walter em
1974 (Polydorou, Konig, Hellwig & Kiimmerer, 2009; Vasudeva, 2009). UDMA é uma
molécula alifatica com elevado peso molecular. Apresenta dois grupos (-NH-), que
promovem ligacGes intermoleculares de hidrogénio, aumentando assim a viscosidade
das resinas. Por outro lado, permite a cadeia polimérica uma grande mobilidade,
aumentando assim a o grau de conversdo e a densidade das ligacdes cruzadas na matriz
polimérica. No entanto, permite absor¢do de mais dgua, 0 que vai permitir a penetracao
de saliva na resina, potenciando a degradacdo hidrolitica, enzimatica e aumento da
libertacdo de mondémeros e dos produtos de degradacdo (Poplawski, Loba, Pawlowska,
Szczepanska & Blasiak, 2010).

HeG, 2 HeC  CHa o
j < (o} NH 0 CHs
HaC O/\/ Y \)Q/'\/\NH/U\O/\/ H
(o] CHs 0] CHo

Figura 7: Estrutura quimica do monémero UDMA (Rawls & Whang, 2012b)

O hidroxietil metacrilato (HEMA) é um dos monomeros que também pode ser
encontrado nas resinas compostas. Tem como vantagens a diminuicdo da viscosidade e
como ¢é relativamente hidréfilo, pode penetrar no smear layer aumentando assim a

adesdo mecanica e quimica das resinas a dentina (Gerzina & Hume, 1996).

0
I
HO—CH;—CH;—0—C—(=CH,
CH,

Figura 8: Estrutura quimica do monémero HEMA (Krifka, Spagnuolo, Schmalz & Schweikl, 2013)

29



Efeitos citotoxicos e biocompatibilidade dos materiais dentarios nas células da mucosa oral

Varios mondmeros dimetacrilatos foram propostos para a formagdo da matriz
polimérica dos compositos, no entanto a maioria das resinas que existem hoje em dia no
mercado apresentam uma mistura dos monémeros Bis-GMA e TEGDMA ou entdo uma
combinacdo do Bis-GMA, UDMA e TEGDMA na matriz organica de resina (Garcia,

Lozano, Vila, Escribano e Galve, 2006).

Podemos ainda encontrar na matriz organica aditivos como por exemplo iniciadores, co-

iniciadores, inibidores, pigmentos, entre outros.

Quanto aos iniciadores depende se a resina composta é activada por meio de luz ou se €
activada quimicamente. No caso das resinas fotopolimerizaveis estas sdo activadas por
meio de uma luz na regido do azul (comprimento de onda de cerca de 470nm) que é
absorvida normalmente por um foto-iniciador, como por exemplo a canforoguinona
(CQ) (absorve comprimento de onda entre os 400 e os 500nm), que é adicionado a
matriz em pequenas quantidades, que variam de 0.2 a 1%. Esta reacgdo é acelerada pela
presenca de aminas organicas, como é o caso do dimetilamino etil metacrilato
(DMAEMA), que também é encontrada em niveis baixos cerca de 0.15% (Rawls &
Whang, 2012a).

Figura 9: Estrutura quimica da canforoquinona (Volk et al., 2009)

Nas resinas auto-polimerizaveis, temos duas pastas, uma contém o iniciador que € o
peréxido benzoilo e outra contém o activador que € uma amina terciaria aromatica.
Quando estas duas pastas entram em contacto, a amina reage com o peroxido benzoilo
produzindo radicais livres promovendo assim a polimerizagdo (Rawls & Whang,
2012a).

Sdo também adicionados inibidores para prevenir ou minimizar a polimerizacdo
espontanea. O inibidor que normalmente é adicionado as resinas € o hidroxitolueno

butilado (BHT) que é utilizado em concentragdes de 0.01% em peso. Os inibidores tém
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duas funcgdes: assegurar um tempo de trabalho adequado e prolongar o tempo de
armazenamento das resinas. Além disso, estes componentes apresentam um grande

potencial de reactividade para consumir os radicais livres (Rawls & Whang, 2012a).

Para que 0s compositos apresentem uma aparéncia natural, o mais semelhante ao dente
sdo adicionados pigmentos como é o0 caso de Oxidos inorganicos. Sdo também
colocados absorventes ultra-violeta (UV) que mimetizam alteracfes de cor causadas

pela oxidacdo (Powers & Sakaguchi, 2006b).
2.1.2 Particulas de Carga

A incorporacdo de particulas de carga nas resinas compostas tem como objectivo
melhorar as propriedades fisico-quimicas das resinas. Estas particulas consistem
essencialmente em quartzo, silica, vidro ou ceramicas que contém metais pesados como
0 bario, estréncio e zircdnio. Uma das classificacfes usadas para as resinas compostas é
ter em conta o tamanho e o tipo de particulas. Além disso, o tamanho e a distribuicdo
das particulas de carga sdo decisivas nas caracteristicas fisicas e mecénicas das resinas
compostas. Normalmente estas particulas representam cerca de 30-70% do volume ou
50-85% em peso do composito, mas esta quantidade pode variar de resina para resina
(Schmalz, 2009b).

Este tipo de particulas vai permitir uma melhoria das propriedades das resinas
compostas, uma vez que vao reforcar as resinas, reduzem a contraccdo de
polimerizacdo, reduzem a expansdo e contrac¢do térmica, controlam a viscosidade,

diminuem a absorg¢do agua e conferem-lhe radiopacidade (Rawls & Whang, 2012a).
2.1.3 Agente de Uniéo

Para que um composito apresente propriedades mecanicas adequadas, € essencial que a
matriz organica de resina esteja firmemente ligada as particulas inorganicas. Esta
ligagdo quimica é formada por agentes de acoplamento que podem ser titanatos,
zirconatos e organosilanos tal como y-metacriloxipropiltrimetoxisilano (y-MPTS),

sendo este Gltimo o mais utilizado (Rawls & Whang, 2012a).

A aplicagcdo de um agente de acoplamento adequado nas resinas pode conferir uma

melhoria das propriedades fisicas e mecénicas das resinas e permitir uma estabilidade
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hidrolitica que vai prevenir a penetracdo de agua na interface entre a matriz e as

particulas de carga (Freire et al., 2012).

2.2 Propriedades das resinas compostas
2.2.1 Grau de Conversao e Monémeros Residuais

A fotopolimerizagdo dos mondmeros da matriz consiste na abertura das ligacGes duplas
dos residuos metacrilatos dos monomeros e resultam num processo de ligacdes
cruzadas. Idealmente, todos os monomeros das resinas compostas deveriam ser
convertidos a polimeros durante o processo de polimerizacdo (Obradovi¢-Djuricic,
Medi¢, Radisi¢ & LauSevi¢, 2011). No entanto, a conversdo dos monomeros
normalmente nunca € completa, ou seja, existem ligacdes duplas que ndo reagem. Estas
ou estdo presentes em monomeros que sao libertados para a cavidade oral (monémeros
residuais), ou permanecem pendentes na cadeias (Sideridou, 2002; Goncalves, 2008), tal
como exemplificado na figura 10. A percentagem de ligacOes duplas de carbono que séo
convertidas em ligacdes simples de modo a formar a resina polimérica aquando da

polimerizacédo da-se o nome de grau de conversdo (Rawls & Whang, 2012a).

e} Unreacted
Unreacted, pendent Z dimethacrylate

methacrylate double bond monomer
0
}
(o}
(0]

/
Fully reacted /
(o]

dimethacrylate
cross-link

Figura 10: Grau de Conversdo. Nesta figura poemos observar que as resinas quando sdo polimerizadas
podem conter grupos metacrilatos com zero, uma ou duas liga¢cdes ndo ligadas. Se pelo menos uma das
ligacGes reagiu, 0 grupo dimetacrilato encontra-se pendente na rede polimérica. Os grupos dimetacrilatos
que ndo reagiram podem ser libertados das resinas compostas. (Rawls & Whang, 2012a)
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O grau de conversdo varia normalmente entre 35 a 77% dependendo do tipo de resina
compostas e afecta muitas das suas propriedades, incluindo as propriedades mecanicas e
fisicas, solubilidade e degradacgdo, estabilidade dimensional e a biocompatibilidade
(Obradovi¢-Djuric¢i¢ et al., 2011). O grau maximo de conversdo € atingido apenas 24
horas apds a polimerizacdo, o que significa que o grau de polimerizacdo logo apds a
fotopolimerizacdo pode ter valores inferiores, cerca de 30-40% (Van et al., 2011). O
grau de conversdo normalmente € menor na interface material/dente e na superficie livre
do polimero. Esta esta em contacto com oxigénio durante a reaccao de polimerizacéo o
que vai produzir uma camada ndo polimerizada uma vez que tanto o oxigénio do meio
ambiente como o que é absorvido pela superficie livre do polimero inibem a reaccéo de
polimerizag&o, o que faz com que o grau de polimerizacdo diminuia até valores de 20%.
Além disso, esta superficie contém também formaldeido o que vai contribuir para a
toxicidade celular (Seiss, Track, Hickel & Reichl, 2009b). Geralmente, quanto maior o
grau de conversdo de ligagdes duplas, maior a resisténcia mecanica (Sideridou et al.,
2002). No entanto, quanto menor o grau de conversdo maior a permeabilidade, a
absorcdo de agua, a solubilidade e consequentemente a libertacdo de mondmeros
residuais. (Gongalves, 2008; Miletic, Santini & Trkulja, 2009).

O grau de conversdo pode ser avaliado directamente ou indirectamente. A
espectroscopia Micro-Raman e Espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR) sdo os métodos directos normalmente utilizados para medir o grau de
conversdo. A avaliacdo das propriedades fisicas, como por exemplo a rigidez e modulo
de elasticidade, sdo métodos indirectos utilizados para avaliar a conversao de ligacdes

duplas nos compositos (Obradovi¢-Djuric¢i¢ et al., 2011).

O grau de conversao das resinas depende de varios factores, tais como a estrutura
quimica dos monémeros (monémeros mais flexiveis aumentam o grau de conversdo),
das condicdes da polimerizacdo como atmosfera, temperatura, tempo de polimerizacao,
intensidade da luz e da sua transmisséo através do material e da concentracdo dos foto-

iniciadores e inibidores presentes no composito entre outros (Sideridou et al., 2002).

Podemos assim considerar que o grau de polimerizagdo é um dos factores mais
importantes que afecta o desempenho clinico das resinas (Obradovi¢-Djuri¢i¢ et al.,
2011).

33



Efeitos citotoxicos e biocompatibilidade dos materiais dentarios nas células da mucosa oral

E importante diferenciar os termos de grau de conversio e mondmeros residuais que sio
diluidos das resinas compostas. Os mondmeros residuais sdo aqueles componentes que
sdo libertados da resina para os varios solventes, que podem ser hidréfilos, hidrofébicos,
ou uma mistura de ambos (Schmalz, 2009b). Estes solventes penetram na rede
polimérica, causando expansdo ou aumento de volume, permitindo a difusdo dos
mondmeros residuais. Cerca de 10% dos mondmeros residuais podem ser libertados.
Estas substancias que sdo eluidas podem ser ingredientes dos compositos, como por
exemplo monoémeros, inibidores, foto-iniciadores, ou entdo produtos de degradacéo. Os
dois mecanismos que podem causar a libertacdo de substancias sdo em primeiro lugar os
mondmeros ndo ligados (mondmeros residuais) e/ou aditivos que sdo eluidos ap0s a
reaccao de polimerizacdo e em segundo lugar os componentes que séo libertados devido

a degradacdo ou erosao dos materiais ao longo do tempo (Gongalves et al., 2009).

Nos testes in vitro que sdo realizados para analisar a natureza e quantificar as
substancias que sao libertadas das resinas compostas, estas dependem do solvente a que

sdo expostos e do método analitico utilizado (Sideridou et al., 2005).

Vérios meios de eluicdo (solventes) podem ser usados para incubar as substancias e
podem ser divididas em dois grupos: i) agua ou misturas aquosas (meios de cultura de
células, saliva artificial ou humana), ii) solu¢bes organicas a base de etanol ou metanol.
H& uma maior libertacdo de substancias com solventes organicos do que em agua e
misturas aquosas, como podemos verificar na figura 11 (Gupta, Saxena, Pant e Pant,
2012). A solucdo de 75% etanol e 4gua € utilizada em vérios estudos, pois é onde se
verifica uma maior diluicdo dos monémeros. E recomendada pela Food and Drug
Administration (FDA) Guidelines of the USA (1976, 1988), como um estimulador de
comida e pode ser considerado clinicamente relevante (Fano et al., 2007). Esta simula a
influéncia de certas bebidas (incluindo alcodlicas), vegetais e frutas. No entanto, o

etanol a 75% € normalmente caracterizado como um meio agressivo (Fano et al., 2007).
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Figura 11: Libertagdo cumulativa de componentes a partir de um compoésito a base de resina em percentagem
do peso da amostra de compdsito. v Na agua,gs - Numa mistura de 75% de etanol e 25% de agua.
(Schmalz, 2009b)

Existem véarios métodos analiticos utilizados para a determinacdo das substancias que
sdo eluidas das resinas compostas, sendo o mais comumente utilizado o da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Sideridou & Achilias, 2005). Mas
existem outros como é o caso da cromatografia gasosa, espectrofotometria de
fluorescéncia. Se necesséario, estes métodos podem ser combinados com espectroscopia

de massa (Sideridou et al., 2005).

De acordo com Ferracane, sdo varios os factores que podem influenciar a eluicdo das
resinas. Em primeiro lugar a quantidade de componentes que é libertada esta
directamente relacionada com a extensdo da reaccdo de polimerizagdo (isto é com o
grau de polimerizacao) e com as condigdes em que esta foi realizada. Em segundo lugar,
a natureza quimica do solvente tem um efeito significativo na eluicdo. Em terceiro, o
tamanho e a natureza quimica dos componentes desempenham um papel importante nos
componentes que sdo libertados. E de esperar que pequenas moléculas como o
TEGDMA que tem uma mobilidade mais elevada sejam eluidos mais rapidamente do
que os mondémeros com maior tamanho, como é o caso do Bis-GMA (Sideridou et al.,
2005). Além disso, a composicdo (carga inorganica) dos compositos influencia

directamente a eluicdo dos monémeros (Polydorou et al., 2009).

Vérios autores investigaram a possivel correlacdo entre o grau de conversdao dos
monomeros a polimeros que determina a estabilidade quimica e a solubilidade. Num
estudo realizado por Pearson & Longman, estes mostraram que a reducdo da intensidade

de radiagdo na fotopolimerizagdo aumenta a solubilidade. Segundo Tanaka et al.
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mostrou que o aumento da intensidade da luz e do tempo de polimerizacdo de 30 para
50s resultou num reducdo significativa dos mondmeros residuais e da quantidade de
componentes que eram libertados para a 4gua. Pelo contrério, Ferracane encontrou uma
pobre correlacdo entre o grau de conversdo e a solubilidade (Polydorou et al., 2009).
Podemos entdo concluir que devido as diferencas que existem na composicdo dos
mondmeros e na densidade da rede polimérica, ndo é possivel prever com precisdo a
eluicdo dos diferentes compositos tendo em conta o grau de conversdo (Obradovié-
Djurici¢ et al., 2011).

Os monomeros que ndo reagiram e que estdo pendentes na resina podem afectar
negativamente o desempenho clinico dos compdsitos uma vez que este fica mais
susceptivel a oxidacdo e a degradacdo hidrolitica, que pode manifestar-se pela
descoloracdo da resina e acelerar o seu desgaste (Sideridou et al., 2005). Além disso, a
eluicdo dos componentes da resina depende da composi¢do das resinas compostas. As
diferentes substancias que sdo libertadas das resinas, como é o caso dos monomeros
residuais, aditivos e produtos de degradagdo, podem provocar irritagdo dos tecidos
moles, estimular o crescimento de bactérias e promover reac¢des alérgicas (Sideridou et
al., 2005).

A libertacdo de substancias das resinas compostas tem sido amplamente estudada.
Geurtsen et al., avaliou a libertacdo de substancias dos materiais de restauracdo e qual o
seu efeito citotoxico nos fibroblastos. Spahl et al., identificou quais 0s monoémeros e
aditivos que séo libertados dos compositos. Varios estudos in vitro mostraram que 0s
mondmeros que sdo libertados podem provocar efeitos citotdxicos, genotoxicos,
mutagénicos ou estrogénicos na polpa e reaccdes alérgicas ou inflamatoérias nos tecidos
adjacentes aos materiais dentarios como € o caso das células da mucosa oral/gengival
(Polydorou et al., 2009).

Nestes ultimos anos, observou-se um aumento de casos de dermatite alérgica de
contacto e de asma nas pessoas expostas a estas substancias. Estdo também descritas na
literatura outras reacgdes, que sdo menos comuns, como é o caso do liquen plano

(local), gengivite, ulceragdes, eczema e eritema (Durner et al., 2010).

Na literatura, existem muitos estudos sobre a libertagdo dos monémeros e mostram que
estes componentes podem ser potencialmente perigosos, podendo desencadear efeitos

locais ou até mesmo sistémicos. Para além do potencial alérgico dos mondémeros, varios
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componentes das resinas tém mostrado ter efeitos citotoxicos, mutagénicos e
genotdxicos e ha também suspeitas de toxicidade no sistema reprodutor. Além da
identificacdo dos perigos, a avaliagdo do risco de toxicidade requer um conhecimento
preciso das quantidades e do tipo de componentes libertados (Van Landuyt, et al.,
2011).

O TEGDMA é um dos monomeros mais utilizados nas resinas, sendo considerado o
mondmero que € mais libertado deste tipo de materiais (Krifka et al., 2011). A sua
libertagdo pode ser por meio de duas vias, a primeira é através dos tubulos dentinarios
para a polpa, podendo esta libertacdo mesmo chegar aos 60%, porém a dentina
desempenha funcdo de barreira levando a diminuicdo da libertacdo deste monémero. A
segunda via € através da superficie da restauragdo para a cavidade oral, permitindo que
0s monomeros sejam eluidos na saliva entrado assim em contacto com os tecidos
mucosos (Obradovi¢-Djuri¢i¢ et al., 2011). Varios estudos comprovaram que este
monomero pode ser citotoxico para a polpa e para os fibroblastos gengivais humanos,
alergénico ou genotdxico para as células (Seiss, Langer, Hickel & Reichl, 2009a), tendo
assim a capacidade de induzir micronucleos e mutagdes nas células de mamiferos, bem
como delecbes no genoma dos fibroblastos V79 de hamsters chineses (Arossi,
Lehmann, Dihl, Reguly & Andrade, 2010). Foi descrito que pode induzir apoptose in
vitro (Michelsen, Moe, Strdm, Jensen & Lygre, 2008). Além disso, pode estar
associado com a diminuicdo da glutationa (GSH) intracelular, pois afecta a actividade
da glutationa transferase P1 (GSTP1) dos fibroblastos, levando assim ao aumento das
espécies reactivas de oxigénio (ROS) causando stress oxidativo (Michelsen et al.,
2008). Por ultimo, o TEGDMA pode ainda promover a proliferacdo de importantes
microrganismos cariogénicos como o Lactobacillus acidophilus e Streptococcus
sobrinus de forma dependente do pH (Sideridou et al., 2005).

O HEMA devido ao seu baixo peso molecular e teor hidrofilico, pode difundir-se
através da dentina, podendo afectar a divisdo celular e actividade dos odontoblastos
(Cetingiic, Olmez & Vural, 2007). Além disso, pode induzir apoptose das células, pois
provoca alteragdes na composicdo da superficie celular pela activacdo dos genes
envolvidos na apoptose e activagdo das endonucleases que provocam fragmentacdo do
DNA (Obradovi¢-Djuricic et al., 2011).
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Foram realizados varios estudos in vitro e verificaram que o UDMA leva a perturbac6es
no ciclo celular das células do carcinoma epidermal oral e nos fibroblastos do prepucio
de seres humanos, podendo ainda comprometer a accdo das células imunocompetentes
da polpa de ratos (Poplawski et al., 2010). Por outro lado, o UDMA que ¢ libertado dos
materiais dentarios pode atingir niveis toxicos nas células, podendo assim provocar
necrose celular, mas o seu mecanismo de citotoxicidade permanece ainda desconhecido
(Poplawski et al., 2010).

O BHT é um aditivo antioxidante amplamente utilizado nos materiais de restauracao.
Foram realizados varios testes de modo a analisar a actividade biologica desta
substancia e foi demonstrado que provoca toxicidade hepética nos ratos, quando era
administrada oralmente e regulava a resposta alérgica tanto in vitro como in vivo (Seiss
et al., 2009a).

O 4 - (dimetilamino) - o &cido benzdico etil éster (DMABEE) é um dos co-iniciadores
utilizado nas resinas compostas e que pode ser libertado devido a processos de
degradacéo da resina. Este apresenta um efeito citotdxico moderado e devido ao seu teor
lipofilico pode acumular-se nas membranas celulares afectando a sua integridade (Seiss
et al., 2009a).

2.2.2 Absorcdo de 4gua e solubilidade

Absorcdo de agua é um processo gradual e pode levar a uma degradacao,
comprometendo as propriedades quimicas e mecénicas das resinas compostas, devido a
hidrélise, solubilidade e aumento de volume, libertacdo dos mondmeros residuais e de
produtos de degradacdo e perda de adesdo entre a matriz polimérica e as particulas de
carga (Gongalves et al., 2008; Park, Ye, Topp, Misra & Spencer, 2009), interferindo
ainda na estabilidade da cor dos compositos e na resisténcia ao desgaste (Noort, 2007).

Sdo varios os factores que determinam a extenséo pela qual o material é afectado pelo
ambiente aquoso, como é o caso das caracteristicas quimicas e estruturais da rede
polimérica. As caracteristicas quimicas incluem o teor hidrofilico do polimero, que
depende da natureza quimica dos monémeros e da ligacdo que estes estabelecem apds
polimerizacdo, e das diferentes solubilidades entre o polimero e o solvente. Os
parametros estruturais incluem a densidade de ligacdes e a porosidade da rede

polimérica. A qualidade e a quantidade de ligagdes que se formam durante a
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polimerizagdo, também determinam a quantidade de agua que é absorvida e 0 aumento
de volume que pode ocorrer quando 0s materiais sao imersos nos solventes (Ferracane,
2006).

A absorcdo intrinseca de agua é cerca de 40-45pg.mm™, mas alguns compésitos podem
ter valores superiores. Para além dos factores enunciados anteriormente, existem ainda
outros factores que podem explicar estas diferencas nos valores de absorcdo entre as
resinas. Por exemplo, apos a fotopolimerizacao das resinas ha a formacao de uma densa
rede polimeérica, mas como o grau de polimerizagcdo nunca é completo, podem se formar
espacos que permitem que a agua se dissolva. Além disso, estes espacos podem ser
também introduzidos na resina durante a colocagao. Outra possibilidade € caso haja uma
ruptura hidrolitica da adesdo entre a matriz e as particulas de carga, vai haver uma
exposicao das particulas de carga a superficie da resina, fazendo com que as particulas
de carga percam a sua eficacia resultando numa rapida deterioracdo e num elevado grau
de desgaste (Noort, 2007).

Um estudo realizado por Venz e Dickens, analisaram as diferencas de absorcao de agua
por diferentes redes poliméricas constituidas por varios monémeros a longo prazo
(durante 6 meses) e concluiram que a absorcdo de &gua era da seguinte ordem
TEGDMA> Bis-GMA> UDMA> HMDMA (Ferracane, 2006). Outros estudos,
baseando-se de que absorcdo de agua depende da natureza quimica dos mondmeros,
mostraram que as resinas que apresentam Bis-GMA exibem maior absorcdo de agua em
comparagdo com as resinas a base de uretano, e menor absorcdo do que as resinas que
contém bisfenol A dimetacrilato etoxilado (Bis-EMA), porque ndo tém grupos hidroxilo
do Bis-GMA ou ligacdes uretano do UDMA (Ferracane, 2006).

Uma das consequéncias da absor¢do de agua das resinas é seu aumento de volume, isto
porque ha difusdo do solvente na rede polimérica e separacdo das cadeias, criando assim
expansdo. Esta expansdo, num material rigido como € o caso das resinas, pode provocar
stress na interface entre a restauragéo e o dente, podendo ocorrer a sua separagdo. Esta
alteracdo na dimensdo das resinas é complexa e dificil de antever e depende do tipo e
constituicdo do material (Ferracane, 2006).

O estudo da absorcdo de agua e da solubilidade dos materiais € importante para
compreender o comportamento a longo prazo dos materiais, uma vez que a absorcéo de

agua promove uma variedade de processos quimicos e mecanicos que criam
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preocupacOes biologicas assim como a producdo de efeitos adversos na estrutura e

funcgéo da matriz polimérica (Park et al., 2009).
2.2.3 Biodegradacao das resinas compostas

Biodegradacdo pode ser definida como as alteragdes que ocorrem nas propriedades
quimicas, mecénicas e fisicas devido as condi¢Ges orais a que 0s materiais sao
expostos, na qual ocorre a separacdo das cadeias poliméricas da matriz e formacao de
oligomeros e finalmente mondmeros (Bettencourt et al., 2010). A degradacdo quimica
na cavidade oral ou biodegradacdo estd associada a varios mecanismos, incluindo a
hidrélise quimica que pode ser estimulada por preparacGes salivares e pelas alteragdes
de pH, degradacdo enzimaética por hidrélise ou oxidacdo (Santerre, Shajii & Leung,
2001).

Na cavidade oral os materiais estdo expostos tanto a substancias enddgenas (proteinas,
enzimas, polissacaridos, bactérias) como a exdgenas, que sdo todos 0s componentes que
provém da alimentacdo, como € o caso de acidos, sais, alcoois, oxigénio, entre outros
(Bettencourt et al., 2010). Como exemplos de substancias endogenas temos a saliva, no
qual o componente major é a agua, apresentando também histaminas, estaterinas,
lisozimas, proteinas ricas em prolina, anidrases carbénicas, amilases, proxidases,
lactoferrina, mucina e IgA. Estas substancias enddgenas tém como funcdo
tamponizaccdo, digestdo, lubrificacdo, proteccdo dos tecidos, mineralizacdo e acgédo

anti-viral e antibacteriana (Ferracane, 2006).

A biodegradacdo dos materiais € um processo complexo no qual componentes da saliva,
como as enzimas, podem estabelecer interaccdes com os materiais levando a alteracdes
nas suas propriedades, comprometendo a sua funcdo. Pode mesmo levar a libertacdo de
componentes como 0s mondémeros, que vao induzir respostas bioldgicas nas células e
nos tecidos (Bettencourt et al., 2010). As enzimas salivares podem provocar a
degradacdo dos polimeros através do ataque as cadeias laterais, produzindo produtos
que sdo prejudiciais assim como deterioragdo das propriedades da rede polimérica
(Bettencourt et al., 2010). As esterases que s&o um grupo de enzimas presentes na saliva
pode levar a esterificagdo dos metacrilatos, ou seja catalisam a degradacdo dos
mondmeros (Ferracane, 2006). Freud e Munkgaard (1990) mostraram que a degradagao

enzimética das resinas provoca alteragdes nas propriedades mecénicas das resinas
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manifestando-se por uma reducdo da dureza da superficie e da resisténcia ao desgaste
(Santerre, Shajii & Tsang, 1999).

O principal factor que determina a extensdo de degradagdo das resinas € a natureza
quimica dos monémeros que constituem a rede polimérica, o que pode ser comprovado
por estudos que demonstraram que as resinas Bis-GMA/TEGDMA modificadas pelo
uretano sdo mais resistentes do que resinas Bis-GMA/TEGDMA ndo modificadas
(Ferracane, 2006). Outros estudos mostraram também que o TEGDMA é mais
susceptivel a degradacdo hidrolitica pelas enzimas do que o Bis-GMA ou Bis-EMA,
enquanto que o Bis-GMA ¢é mais rapidamente degradado do que o UDMA (Hagio,
Kawaguchi, Motokawa & Miyazaki, 2006). Pode estar ainda relacionada com o grau de

polimerizacgéo (Ferracane, 2006).

Os estudos que tém sido realizados ainda nao estabeleceram os tipos ou o nivel minimo
de enzimas necessario para induzir tal degradacdo, que difere de individuo para
individuo, mas mostraram que a saliva contém esterases que sdo capazes de degradar as

resinas compostas (Santerre et al., 2001).

As duas enzimas que sdo mais utilizadas nos estudos in vitro para analisar a degradacédo
sdo a pseudocolinesterase (PCE) e a colesterol esterase (CE). Estes produtos foram
detectados apenas alguns dias ap6s o contacto dos monémeros com as enzimas (Hagio
et al., 2006). No entanto, é importante ter em conta que nem todas as esterases
apresentam a mesma especificidade para os diferentes mondmeros. Actividade
hidrolitica das esterases é estrutura-dependente. A diferenca de ac¢éo entre a PCE e a
CE pode estar relacionado com as diferentes reactividades com os substratos naturais e
sintéticos. No caso dos mondmeros, os estudos cinéticos demonstraram que PCE
hidrolisa preferencialmente o TEGDMA em relacdo ao Bis-GMA, enquanto que CE tem
uma actividade hidrolitica 14 vezes maior para o Bis-GMA do que a PCE (Lin, Jaffer,
Duff, Tang & Santerre, 2005).

Varios estudos in vitro tém sido realizados para analisar os produtos de degradacdo que
sdo libertados pelas resinas, sendo os principais o acido metacrilico e o formaldeido.
Oysaed et al., realizaram um estudo onde analisaram varias resinas compostas, em
particular a libertacdo de formaldeido quando estas eram imersas em &gua, utilizando
HPLC e espectroscopia ultravioleta. Eles sugeriram que existiam dois mecanismos que

levavam a formacédo do formaldeido. Pode existir uma oxidacdo dos grupos metacrilato
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insaturados na presenca de ar, 0 que resultava em mondmeros nédo ligados e ligacdes
duplas pendente do polimero. Assim como, a decomposicdo de um co-polimero
alternado por metacrilato e oxigénio, que é formado no inicio da polimerizacdo, pode
levar a formacdo de formaldeido. O nivel de formaldeido libertado pode ser uma fonte
possivel para desencadear reacgdes alérgicas (Santerre et al., 2001). O acido metacrilico
é um produto que resulta da degradacédo, por exemplo, do HEMA e do TEGDMA, que
pode ser libertado por meio da via metabolica da valina assim como pela activacdo

bioldgica por meio da epoxidacgéo (Seiss et al., 2009b).

Foi também demonstrado que pode ocorrer uma interac¢do entre as bactérias e a rede
polimérica. Segundo um estudo in vitro realizado por Willershausen et al., mostraram
que através da colonizacdo das bactérias na superficie dos materiais, devido a sua
rugosidade, elas podem produzir &cidos contribuindo assim para a degradacdo da

superficie dos materiais (Bettencourt et al., 2010).

Durante a exposicdo do material na cavidade oral, outro factor que pode contribuir para
a sua degradacdo € por fadiga, ou seja, a exposicdo do material a forcas ciclicas
(repetitivas) de pequena intensidade, como é o caso das forcas de mastigacdo. A
aplicacdo continua destas forcas leva a uma degradacdo progressiva e a formacdo de
fendas, podendo levar ao insucesso da restauracdo (Bettencourt et al., 2010).

O tipo de dieta que o individuo apresenta pode contribuir para as alteracbes da
temperatura da cavidade oral, o que leva a um ambiente adverso, pois as restauracdes
apresentam diferentes coeficientes de expansdo térmico em relacdo ao dente o que vai
induzir stress na superficie da restauracdo. Este stress induzido pelas variacbes de
temperatura podem levar a falhas e diminuir a forga de adeséo entre a restauragdo e o
dente, contribuindo assim para a degradacdo do material. Também os alimentos e
bebidas utilizadas pelos individuos provocam alteragdes no pH da cavidade oral, e

consequentemente alteracGes nos materiais dentarios (Bettencourt et al., 2010).

A principal consequéncia, de interesse clinico, da biodegradacdo € a libertagdo de
componentes das resinas compostas, como 0s monomeros ndo ligados/ndo
polimerizados e/ou aditivos, que podem apresentar potencial toxico para os tecidos
circundantes e ndo so. Além disso, a biodegradacdo pode provocar alteragdes na
estabilidade das resinas, nomeadamente nas suas propriedades mecanicas e quimicas

dos materiais, podendo comprometer a sua funcéo (Bettencourt et al., 2010).
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3. TOXICOLOGIA MOLECULAR DAS SUBSTANCIAS LIBERTADAS
PELAS RESINAS COMPOSTAS.

3.1 Toxicidade Sistémica

Como ja mencionamos anteriormente nenhum material € 100% biocompativel, ou seja,
quando este é colocado no local de accdo vai entrar em contacto com o0s tecidos
adjacentes e vao-se estabelecer interacces, que podem induzir efeitos toxicos, tanto
sistémicos como locais (Wataha, 2012).

Estes efeitos sistémicos dependem essencialmente das substancias que séo libertadas,
como 0s mondmeros nado ligados resultantes dos processos de degradacdo dos materiais
dentarios, e ainda pelas substancias formadas resultantes da degradacdo dos
monomeros. Sdo diversas as vias pelas quais estas substancias podem entrar no
organismo incluindo a ingestdo ou absorcéo, inalacdo de vapores, microfiltracdo através
do &pex, absor¢do através da mucosa, entre outras, e podem consequentemente atingir
varias zonas do organismo Vvisto que entram na corrente sanguinea. A resposta sistémica
do organismo a estas substancias depende da sua concentracdo, do tempo de exposicao e

da capacidade de excre¢do dos mondmeros (Anusavice, 2012).

Normalmente a toxicidade sistémica é determinada pela Dose Letal 50% (DL50),
corresponde a dose de uma substancia quimica que provoca a morte de 50% de uma
populacdo testada (Anusavice, 2012). A toxicidade sistémica de alguns dos monémeros

gue constituem as resinas compostas estdo enunciados na tabela 1.

Substancia LD50 [mg/Kg(rats)]
Bis-GMA >5000
UDMA >5000
TEGDMA 10837
Bisfenol A 3250
HEMA 5888

Tabela 1: Toxicidade sistémica dos mondmeros que constituem as resinas compostas (Schmalz, 2009b)

Sdo raros o0s estudos disponiveis na literatura no que diz respeito a toxicidade sistémica
provocada pelos materiais de restauracdo a base de resina. Os testes que avaliam este

tipo de toxicidade sdo mais relevantes na avaliagdo de novos materiais, antes de serem
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colocados no mercado, ndo apresentam tanta relevancia clinica para os profissionais

dentérios, ao contrério dos efeitos tdxicos locais (Anusavice, 2012).

A estrogenicidade induzida por certas substancias quimicas provoca uma reaccao
bioldgica semelhante & produzida pela hormona estrogénio que é produzida pelo
organismo. O material apresenta estrogenicidade, quando tém a capacidade de se ligar
aos receptores das hormonas esteroides, provocando alteracbes no funcionamento

normal endécrino (Moharamzadeh et al., 2009).
3.2 Toxicidade Local

A toxicidade local resulta da interac¢do quimica que € estabelecida entre uma substancia
toxica, como por exemplo os mondémeros de resina, e as moléculas bioldgicas (Schmalz,
2009a).

No caso dos materiais dentarios, 0s mondémeros que sao libertados, podem difundir-se
através dos tubulos dentinarios ou serem dissolvidos pela saliva e assim atingirem o0s
tecidos adjacentes aos materiais como é o caso da polpa, ligamento periodontal e
mucosa oral, em particular da gengiva, tal como podemos observar na figura 12. Estas
substancias podem acumular-se nestes tecidos e atingir elevadas concentracdes que
levam a modificacdo das propriedades bioldgicas dos mesmos. Estes efeitos locais
dependem de varios factores, tais como a capacidade de difusdo das substancias

libertadas, da sua concentracao e do tempo de exposi¢do (Anusavice, 2012).

oc

PA

Figura 12: Tecidos que podem ser atingidos pelas substancias que sdo libertadas, devido a degradacao
dos materiais de restauracdo (R). Podem ser libertados para a cavidade oral (OC), dentina (D), para a
camara e tecido pulpar (P), periodonto (PD) e para os tecidos periapicais e 0sso (PA) (Anusavice, 2012).
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3.2.1 Citotoxicidade, Genotoxicidade e Mutagenicidade, Estrogenicidade

Nestes ultimos anos foram introduzidos no mercado uma grande variedade de materiais
dentérios e um dos seus requisitos € que sejam biocompativeis para os tecidos
adjacentes ao seu local de accdo. Para os fabricantes se assegurarem da sua
biocompatibilidade sdo realizados inimeros testes in vitro e in vivo e os resultados
mostraram que no caso das resinas compostas 0s mondmeros podiam desencadear
diversos efeitos em diferentes linhas celulares, estando implicados na hipersensibilidade
e citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, estrogenicidade e alteracdo da

resposta imunitaria (Brackett et al., 2007).

A citotoxicidade é utilizada para descrever os mecanismos moleculares que interferem
com a sintese macromolecular, que levam a dano celular funcional e estrutural (Murray,
Lumley, Ross & Smith, 2000). Os estudos de citotoxicidade avaliam a morte celular
provocada pelos materiais dentarios. O tipo de linha celular que deve ser utilizada para a
avaliacdo da citotoxicidade dos mondémeros é controverso. Tém-se utilizado linhas
celulares imortalizadas (fibroblastos 3T3, fibroblastos do pulmdo do hamster chinés
V79, queratindcitos HaCaT), assim como células primarias humanas que derivam da
pele, gengiva, polpa ou periodonto e que apresentam variabilidade significativa quanto a
sua sensibilidade (Martins, Leyhausen, Geurtsen & Volk, 2012). Apés a avaliacdo da
citotoxicidade dos componentes das resinas mostrou-se que a citotoxicidade ndo era
igual para todos os mondmeros. Foi também demonstrado que 0s mondmeros
bifuncionais, ou seja, que apresentavam dois grupos metacrilatos, eram geralmente mais
citotoxicos do que os mondémeros monofuncionais. (Schmalz, 2009a). Além disso, é
influenciado essencialmente pelo peso molecular e lipofilicidade ou hidrofobicidade dos
monomeros e do tamanho da cadeia (Reichl et al., 2006). Geurtsen et al. encontraram
uma relacdo directa entre o peso molecular dos monémeros e a citotoxicidade, ou seja,

quanto maior o peso molecular maior a citotoxicidade (Reichl et al., 2006).

Assim, podemos diferenciar os monomeros que apresentam citotoxicidade severa (Bis-
GMA, UDMA e TEGDMA) dos que apresentavam citotoxicidade média (HEMA e CQ)
(Martins et al., 2012). Na maioria dos estudos que avaliaram a citotoxicidade dos
mondmeros mostraram que a citotoxicidade era maior Bis-
GMA>UDMA>TEGDMA>>>HEMA (Bakopoulou, Papadopoulos & Gaarefis, 2009).

45



Efeitos citotoxicos e biocompatibilidade dos materiais dentarios nas células da mucosa oral

A citotoxicidade dos monomeros é expressa pela concentracao tdéxica mediana (TC50)
que define a concentragdo da substancia quimica necessaria pode provocar reducao de
50% de uma fungdo bioldgica especifica ou morte celular durante um determinado
periodo de tempo (Schmalz, 2009b). A citotoxicidade alguns dos mondmeros que

constituem as resinas compostas estdo enunciados na tabela 2.

Substéancia TCs
Bis-GMA 9.35 uM
UDMA 174 uM
TEGDMA 124.5 uM
Canforoquinona 235 uM

Bisfenol A 28 uM
HEMA 3600 uM

Tabela 2: Citotoxicidade dos mondémeros e iniciadores utilizados nas resinas compostas nos fibroblastos
do rato (Schmalz, 2009b)

Sao varios os factores que contribuem para 0 aumento da citotoxicidade dos materiais
dentarios, dos quais se destacam as diferencas na composicdao quimica dos materiais, a
concentracdo utilizada de material, a ac¢do sinérgica que alguns estabelecem entre si, 0
contetido inorganico da matriz de resina e ainda o grau de polimerizacdo e o tempo de

polimerizacg&o, entre outros (Martins et al., 2012).

Os monomeros também sdo genotoxicos. A genotoxicidade de uma substancia é
capacidade que esta tem para interagir com o genoma da célula. O DNA genomico €
considerado uma molécula alvo dos componentes das resinas compostas e alguns testes
in vitro podem verificar uma interaccéo directa entre 0s monémeros ou seus metabolitos
e 0 DNA (Schweikl, Spagnuolo & Schmalz, 2006).

Mutagenicidade é definida pela capacidade de uma substancia quimica induzir
alteracbes permanentes e transmissiveis no DNA de uma célula. Estas alteragdes ou

mutacdes podem envolver um Unico gene ou VArios genes.

Existe ainda alguma controvérsia acerca da genotoxicidade/mutagenicidade provocada
pelos mondémeros. De acordo com Schweikl et al., ndo detectaram qualquer tipo de
mutacdo induzida pelos monomeros Bis-GMA e UDMA. No entanto, Heil et al.
mostraram que o Bis-GMA de certa forma provocava dano no DNA (Schweikl et al.,

2006). Nao foram igualmente detectadas quaisquer mutagcbes em relacdo aos
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monomeros HEMA. Contudo, Schweikl et al. (2006), mostrou que ap0s a exposicao a
elevadas concentraces deste monomero verificava-se a formagdo de microndcleos in
vitro. Utilizando culturas de células de mamiferos verificou-se que o monémero
TEGDMA provocava de forma dose-dependente efeitos mutagénicos nestas células
confirmados pela formacdo de microndcleos apds a exposicdo a estes mondmeros.
Tanto o HEMA como o TEGDMA induzem a formagéo de quebras na cadeia de DNA
confirmada pela visualizagdo do DNA de células Unicas inseridas em agarose, apos
electroforese (Schweikl et al., 2006).

3.2.2 Mecanismos moleculares
3.2.2.1 TEGDMA

O TEGDMA é um éster de etilenoglicol e a,B-acido metacrilico insaturado (Geurtsen &
Leyhausen, 2001). E um monomero que se encontra na matriz organica das resinas em
concentracdes que variam desde 25 a 50%, utilizado como diluente das resinas de modo
a diminuir a sua viscosidade das resinas (Janke, Von Neuhoff, Schlegelberger,
Leyhausen & Geurtsen, 2003). S&o numerosos os estudos que indicam que o TEGDMA
é um dos principais componentes libertados das resinas (\Volk, Leyhausen & Geurtsen,
2011) e devido a sua natureza lipofilica consegue penetrar no citosol e nas membranas
lipidicas das células dos mamiferos, provocando assim efeitos toxicos nestas células
(Janke et al., 2003)

O TEGDMA ¢ um dos principais alvos da hidrélise enzimatica, no qual vdo resultar
produtos de degradacdo toxicos, tais como o acido metacrilico (MAA), formaldeido e
2,3- acido epoximetacrilico (2.3-EMA), entre outros, esquematizados na figura 13
(Emmler et al., 2008). O 2,3-EMA apresenta efeitos citotdxicos semelhantes ao
TEGDMA, enquanto que o MAA e o trietilenoglicol apresentam uma menor
citotoxicidade (Bakopoulou et al., 2009).
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Figura 13: Metabolitos do acido metacrilico durante a degradacdo do TEGDMA de acordo com Reich et
al. (Emmler et al., 2008)

As células expostas ao TEGDMA, como € o caso dos fibroblastos gengivais e pulpares,
produzem enzimas, que vao contribuir para a degradacdo dos materiais, mas a
identidade dessas enzimas permanece desconhecida. Pensa-se que esta inducdo de
enzimas é devido ao stress oxidativo e inflamacdo que os materiais provocam nas
células (Gregson, Windsor & Platt, 2009). Foi demonstrado em varios estudos, tal como
exemplificado na figura 14, que o TEGDMA pode ser libertado das resinas, atravées de
processos de biodegradacdo ou sob a forma de mondmeros residuais, entrando assim em
contacto com os fibroblastos gengivais e pulpares. O TEGDMA que é libertado pode
interagir com os fibroblastos, promovendo que estes libertem enzimas hidroliticas que
potenciam a degradacdo das resinas e consequentemente a libertacdo de mais

monomeros e de outros produtos de degradacao (Gregson et al., 2009).
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3. Monomers and Cther Breakdown
Products Released From Compaosite Fesin

1. Monomers Feleased
from Composite Resin

Fabor)
/
2. Hydrolytic Emzymes Releasad

from Cells
Pulp Fibroblasis

Tooth Restored with
Composite Resin Material

Figura 14: Interaccéo entre as resinas compostas e os fibroblastos pulpares: (1) TEGDMA ¢ libertado das
resinas compostas para os tecidos circundantes. (2) Os fibroblastos, como resposta a libertacdo do
TEGDMA, induzem a libertacdo de enzimas hidroliticas que degradam as resinas. (3) Degradagdo das
resinas leva a libertacdo de produtos de degradagdo pra os tecidos circundantes. (Gregson et al., 2009)

Vérios estudos investigaram 0S mecanismos e as interaccdes que 0S mondmeros
estabelecem. No caso do TEGDMA os estudos focaram-se em quatro efeitos: nas
membranas, no metabolismo da glutationa e energético, DNA e nos componentes da
matriz extracelular (Geurtsen et al., 2001). A figura 15 representa um esquema

simplificado do efeito das interac¢des do TEGDMA no metabolismo celular.
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Figura 15: Esquema sobre a influéncia do TEGDMA no metabolismo celular (Schmalz, 2009b)

Vaérios estudos in vitro realizados em diferentes linhas celulares eucaridticas mostraram
que o TEGDMA pode provocar efeitos citotoxicos, que dependem da concentragédo e do
tempo de exposicdo a este mondmero, genotdxicos/mutagénicos e teratogénicos (Volk
etal., 2011).

Sdo diversos os estudos que investigaram a citotoxicidade do TEGDMA, sendo esta
avaliada essencialmente pelo método do MTT, descrito anteriormente, e também pelo
método XTT utilizado por Reich et al. (2006) que concluiram que todos 0s monémeros
incluindo o TEGDMA levam a diminuicdo da viabilidade celular (Bakopoulou et al.,
2009). No teste XTT, as células metabolicamente activas, através das enzimas
desidrogenases, conseguem reduzir o sal de tetrazélio XTT (amarelo) em formazan. A
intensidade do corante quantificada espectrofotometricamente, € directamente
proporcional ao nimero de células viaveis, ou seja, metabolicamente activas (Emmler et
al., 2008). O mecanismo molecular, pelo qual o TEGDMA induz citotoxicidade ainda

ndo estd completamente esclarecido.
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3.2.2.1.1 Efeito das espécies reactivas de oxigénio e da glutationa na
toxicidade do TEGDMA

O TEGDMA pode reagir com nucledfilos intracelulares, como por exemplo enzimas
com grupos sulfidrilo livres, glutationa reduzida, entre outros (Geurtsen et al., 2001).

A Glutationa (GSH) é um tripeptideo e é uma das moléculas intracelulares do tipo tiol
mais abundantes, apresenta baixo peso molecular e pode ser encontrada nas células dos
mamiferos. Desempenha um papel importante na hemostase redox celular e esta
envolvida na desintoxicacdo celular. A GSH é uma molécula anti-oxidante, que protege
as células contra os danos oxidativos provocados por xenobi6ticos e por substancias
metabdlicas enddgenas prejudiciais, como € 0 caso das espécies reactivas de oxigénio
(ROS). Quando ha desequilibrio nos niveis dos sistemas anti-oxidantes, como 0 GSH,
vitaminas, N-acetil-cisteina (NAC), a producdo de ROS exceda a capacidade
antioxidante das celulas, vai resultar no dano de macromoléculas celulares como
lipidos, proteinas e DNA podendo mesmo levar a morte celular por apoptose (Martins et
al.,, 2012). ROS podem ser formadas tanto endogenamente, nas mitocéndrias, nos
peroxissomas e reticulo endoplasmatico pelas enzimas do citocromo P450 (CYP), como
exogenamente, como resultado da exposicao a radiacdo ultra-violeta, radiacdo ionizante,

tal como podemos observar na figura 16 (Schweikl et al., 2006).
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Figura 16: Producéo de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e respostas celular. ROS pode ser formado
tanto endogenamente como exogenamente. As substancias anti-oxidantes funcionam como um sistema de
defesa contra ROS. As macromoléculas celulares podem ser danificadas quando a producdo de ROS
excede a capacidade anti-oxidante das células. (Schweikl et al., 2006)
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Estudos prévios revelaram que a diminuicdo do GSH pode levar a stress oxidativo e
alteracdo nos componentes celulares importantes, assim como peroxidacdo das
membranas celulares, modificagdo das vias de transdugdo de sinal ou dano DNA.
Experiéncias recentes demostraram que 0 TEGDMA pode ainda activar a apoptose em
associacdo com uma diminuicdo acentuada de GSH (Volk, Engelmann, Leyhausen &
Geurtsen, 2006).

A diminuicdo da GSH induzida pelo TEGDMA é uma reaccdo precoce, que pode ser
observada 2-6h apds o contacto com diferentes linhas celulares (fibroblastos gengivais e
pulpares), que precede outras alteracGes citotoxicas (Volk et al., 2011). Varios estudos
demonstraram este facto. Num estudo realizado por Engelmann et al., verificou-se uma
diminuicdo precoce e significativa dos niveis intracelulares de GSH de 30-50% nas
primeiras 2-6h de contacto dos fibroblastos primarios gengivais humanos com o
TEGDMA, mesmo em concentracfes subtoxicas deste mondémero (Volk et al., 2011).
Freiding et al., também mostraram a diminuicdo do GSH nos hepatécitos do rato
(Stanislawski et al., 2003). Também Stanislawski et al., observaram uma diminuigéo de
GSH intracelular, seguido de um aumento dos niveis de ROS (Volk et al., 2011). Num
estudo realizado por Volk et al. (2011), verificou-se uma rapida diminuicdo de GSH
induzida pelo TEGDMA que estava associada a um moderado mas significativo
aumento da formacdo de ROS durante as primeiras 4h de contacto. Apos a andlise dos
resultados e de acordo com outros estudos realizados previamente por Noda et al e
Walther et al., Volk et al. (2011), conclui que o aumento dos niveis de ROS durante o
tratamento do TEGDMA pode ser devido a diminuicdo do GSH. No entanto, a forma
como o TEGDMA, e outros metacrilatos, induzem a diminuicdo da GSH e o0 aumento
do ROS e qual a sua natureza ainda ndo estdo completamente esclarecidos (Volk et al.,
2011). Como se regista apenas uma diminuicdo dos niveis de GSH, mas os niveis da
glutationa oxidada (GSSG) mantém-se constantes, ou seja ndo aumentam, pensa-se que
esta diminuicdo é devido a uma interaccdo directa entre 0 TEGDMA e 0 GSH e néo
devido ao seu consumo de modo a manter o balanco redox das células (pois neste caso
teria havido um aumento da concentragdo do GSSG) (Schmalz, 2009b). O TEGDMA
pode interagir directamente com a GSH através da reacc¢do do tipo Michael levando a
formagéo de um conjugado entre 0 TEGDMAJ/GSH, tal como podemos observar na
figura 17 (Volk et al., 2006). Alem disso, Lefeuvre et al. mostraram que o0 TEGDMA

também altera a actividade da GSTP1, havendo uma diminuicdo da sua actividade nos
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fibroblastos gengivais humanos (Bakopoulou et al., 2009). Estes resultados apoiam a
hipGtese de que o TEGDMA é um antagonista ndo competitivo da GSTP1e que o seu
polimorfismo pode estar envolvido na susceptibilidade da citotoxicidade do TEGDMA
(Bakopoulou et al, 2009).
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Figura 17: Reac¢do do tipo Michael proposta com uma reducdo da formagdo da glutationa levando a
formacdo de um conjugado TEGDMA/glutationa (Martins et al., 2012)

Lefeuvre et al. mostraram que a diminuicdo da GSH pode ser acompanhada de
peroxidacdo lipidica e dano mitocondrial, indicado pelo colapso do potencial de

membrana mitocondrial (Bakopoulou et al., 2009).

Foi demonstrado que os antioxidantes, como NAC, Trolox (vitamina E) e o acido
ascorbico (vitamina C) podem diminuir ou prevenir os efeitos toxicos induzidos pelo
TEGDMA. Foram realizados estudos, onde incubaram inicialmente os fibroblastos
humanos derivados do pulmdo com antioxidantes, e ap0s esta incubacdo estas células
foram exposta a0 TEGDMA e registou-se a diminui¢do dos niveis de GSH ndo era téo
acentuada e ainda um aumento dos niveis da GSH redutase, contribuindo assim para

uma diminuig&o dos efeitos citotoxicos do TEGDMA (Martins et al., 2012).
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Os estudos que tém sido realizados de modo a quantificar as alteracbes nos niveis
intracelulares de GSH ap6s a exposi¢do das células ao TEGDMA e consequentemente a
sua citotoxicidade utilizam normalmente reagentes fluorescentes que reagem com a
GSH e sdo posteriormente analisados espectrofotometricamente (Moharamzadeh et al.,
2009). Um dos reagentes mais usados, tal como foi observado por Martins et al. (2012),
para a determinacéo dos niveis de GSH é o monobromobimane (MBBFr). Outros estudos
realizados por outros investigadores tais como Engelmann et al. (2005) e Volk et al.
(2006 e 2007) utilizaram este reagente para quantificar os niveis de GSH nos
fibroblastos pulpares e gengivais humanos (Moharamzadeh et al., 2009). No entanto
existem muitos outros. Num estudo realizado por Stanislawski et al. (2003)
quantificaram os niveis de GSH nos fibroblastos gengivais e pulpares que foram
expostos ao TEGDMA através de um derivado fluorescente, o monochlorobimane
(mBCI) (Bakopoulou et al., 2009). Ainda outros autores utilizaram o reagente de
Ellman’s ou &cido 5,5 -ditiobis-2-nitrobenz6ico (DTNB), como foi o caso de Walther et
al. (2004), Noda et al. (2005) e Reichl et al. (2008). Diacetato de 2°,7’-
diclorodihidrofluoresceina (H,DCF-DA) é um indicador do stress oxidativo que
normalmente é utilizado para quantificar os niveis de ROS ap06s a exposicdo das células
aos materiais dentarios. Este reagente fluorescente é utilizado em inimeros estudos dos
quais se destacam o estudo de Engelmann et al. (2005), Schweikl et al (2003, 2008),
Martins et al. (2012) (Moharamzadeh et al., 2009).

3.2.2.1.2 Inducéo Apoptose/Necrose pelo TEGDMA

Varios estudos mostraram que o TEGDMA que é libertado das resinas compostas pode
migrar e atingir a polpa ou células gengivais e assim provocar morte celular, quer por

apoptose ou por necrose.

Segundo Majno e Joris (1995), podemos distinguir dois tipos de morte celular, a
apoptose e necrose (Janke et al., 2003). A apoptose é uma morte celular programada,
dependente de energia, no qual as células diminuem de tamanho sem que haja perda da
integridade da membrana. Pelo contrario, necrose € um processo patolégico nao
controlado que ndo necessita de energia, no qual hd um aumento do tamanho das células
acompanhado de perda da integridade da membrana das células (Batarseh, 2011). A
principal diferenga entre estes dois processos, € que a necrose desencadeia um processo

inflamatdrio, que resulta da libertacdo do conteudo celular e dos produtos pro-
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inflamatdrios devido a ruptura da membrana celular, que se vao traduzir em sintomas
clinicos, que levam frequentemente & formacéo de uma cicatriz (Janke et al., 2003). As
principais diferencgas entre a morte celular por necrose e por apoptose estdo descritos na
tabela 3 (Batarseh, 2011).

Apoptose Necrose
e Processo controlado, estimulado e Processo ndo controlado, estimulado
fisiologicamente patologicamente
e Dependente de energia e Processo passivo (ndo necessita de
energia)
e Perda de volume das células e Aumento do volume das células (leva a
lise celular)
e Ndo hd perda da integridade da e Perda da integridade membranar
membrana
e N&o-inflamatério e Inflamatdrio
e Fragmentagdo nuclear e Dissolucéo nuclear
e Individual ou pequenos grupos de células e Grandes grupos de células

Tabela 3: Diferencas entre apoptose (morte celular programada) e necrose (morte celular patoldgica)
(Batarseh, 2011)

A apoptose € um processo fisioldgico e activo em que ha utilizacdo de energia. Na
apoptose, hd uma modificacdo das proteinas da superficie das células que sédo
consequentemente removidas pelos macréfagos por fagocitose. Um factor importante
que é necessario ter em conta quando estamos a avaliar a biocompatibilidade dos
materiais, € que baixas concentracdes de TEGDMA, provocam apoptose, enquanto que
concentracdes mais elevadas provocam necrose. Foi demonstrado num estudo realizado
por Spagnuolo et al. (2004), que o TEGDMA em concentraces superiores a 3mM
induzia necrose das células, ao contréario das concentracfes mais baixas em que havia
uma predominancia de células apoptoticas (Batarseh, 2011). Existem essencialmente
duas vias de sinalizacdo celular que levam & morte celular por apoptose — a via
membranar ou extrinseca, que envolve a activacdo de receptores membranares e a via
intrinseca ou mitocondrial, tal como exemplificado na figura 18 (Ribeiro & Oliveira,
2008).
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Figura 18: Principais vias bioquimicas envolvidas na apoptose celular (Ribeiro & Oliveira, 2008)

A via extrinseca ou membranar é desencadeada pela ligacdo de determinados ligandos a
receptores membranares, que sdo proteinas transmenbranares que pertenciam a familia
dos receptores factor de necrose tumoral (TNF) incluindo o TNF-R e o FAS/CD95. A
activacdo destes receptores leva activacdo da caspase-8 no citoplasma iniciando-se
assim o processo apoptotico. A caspase-8 vai promover a activacdo da caspase-3, que €
considerada o verdadeiro executor da apoptose. A sua activagdo vai levar a inactivagédo
de um factor inibidor da fragmentagdo do DNA, permitindo a sua clivagem por
endonucleases especificas (Ribeiro & Oliveira, 2008).

A via intrinseca ou mitocondrial é desencadeada por sinais de activagdo de dentro da
célula, que séo desencadeados pelo stress intracelular como por exemplo dano no DNA,
falta de factores de crescimento e o stress oxidativo (devido a producdo de ROS)

(Batarseh, 2011). A caspase-8 pode interagir com uma proteina que tem funcbes
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inibidoras da apoptose, Bcl-2 que existe na membrana das mitocondrias. Esta
superfamilia de proteinas que é constituida por varias proteinas que podem ter tanto
fungBes pro-apoptdticas (promovem a morte celular) como anti-apoptéticas (Batarseh,
2011). O equilibrio entre as proteinas pro-apoptdticas e das proteinas anti-apoptéticas
vai determinar a susceptibilidade da célula e entrada em apoptose. A interaccdo entre a
proteina Bcl-2 e com as proteinas pré-apoptdticas vai provocar uma alteracdo na
membrana mitocondrial e consequentemente a libertacdo de factores mitocondriais,
como por exemplo o citocromo c. O citocromo ¢ é uma proteina que vai estimular a
morte celular por apoptose. Esta proteina vai promover activacdo da caspase 9, que
posteriormente activa a caspase-3 desencadeando a apoptose, por meio da fragmentacao
do DNA (Batarseh, 2011; Ribeiro & Oliveira, 2008).

Ambas as vias de apoptose levam a activacao de caspases, que desempenham um papel
importante na inducdo da apoptose. As caspases sdo enzimas proteoliticas intracelulares
que vao provocar morte celular através da destruicdo de proteinas celulares que sdo
essenciais para a viabilidade celular. Podemos dividir as caspases em iniciadoras que
posteriormente activam as caspases efectoras, que continuam o processo de apoptose
(Batarseh, 2011). Apds a activacdo das caspases estas vao hidrolisar ou activar DNAses

que actuam sobre o DNA provocando a sua fragmentacdo (Ribeiro & Oliveira, 2008).

Existem outras vias que levam a apoptose das células, caso o DNA da célula esteja
danificado, o nucleo da célula pode enviar sinais apoptoticos, como é o caso da
activacdo da proteina p53 levando assim a eliminacdo destas células (Ribeiro &
Oliveira, 2008).

De acordo com um estudo realizado por Janke et al. (2003), o TEGDMA causa
principalmente uma morte celular por apoptose e este tipo de morte celular induzido as
células gengivais primaria humanas esta dependente do tempo de exposi¢do e da dose.
Segundo Majno e Joris (1995), as células apoptoticas induzidas pelo TEGDMA entram
sdo fagocitadas in vitro sem sinais de inflamacdo aguda e sem alteracdes tecidulares
(Janke et al., 2003).

O stress oxidativo induzido pelos monomeros de resina como o TEGDMA podem
desencadear o processo de apoptose, tal como Walther et al., demonstraram que a
producdo de ROS funciona como um sinal na activacdo de vias que controlam a

sobrevivéncia celular e a morte celular através da activacdo de genes ou proteinas
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antioxidantes (Batarseh, 2011). Por um lado, foi demonstrado que o0 TEGDMA em
concentragOes subletais provoca inicialmente uma diminuigdo da quantidade de GSH e
um aumento da concentracdo de ROS, o que leva a morte celular por apoptose uma vez
que ha um aumento de expressdao da proteina Bcl-2 e uma activacdo dos genes
dependentes do factor nuclear kappa B (NF-xB) e dano no DNA (Janke et al., 2003).
Foi também demonstrado que o aumento de ROS induz a mitocondria a produzir
citocromo ¢ que posteriormente vai promover a activagdo das caspases desencadeando
assim processo de apoptose (Batarseh, 2011). Existem ainda outras teorias que dizem
que a apoptose pode ser consequéncia da interrup¢do do ciclo celular ou através da via
mitocondrial devido a activacdo das caspase-9. O aumento de ROS ndo é o Unico

mecanismo que leva a morte celular por apoptose (Schmalz, 2009b).

Sdo diversos os métodos que tém sido desenvolvidos para avaliar o tipo de morte
celular que as células sofrem apds o contacto com os materiais dentérios. Nestes
métodos pode-se incluir: 0 método de estudo da apoptose tendo como base o dano no
DNA através da electroforese em gel de uma Unica célula, estudos da apoptose
utilizando a Anexina V, estudos da actividade de proteases, como por exemplo as
caspases, estudos que utilizam indicadores i6nicos, estudos que usam os substratos de
esterase, estudos que medem a propor¢do de ATP e ADP (Moharamzadeh et al., 2009).
Destes estudos, 0 que é mais utilizado € o teste que utiliza a anexina V, que vai permitir
a obtencdo de dados qualitativos e quantitativos sobre os dois tipos de morte celular
(Janke et al., 2003). Este método foi utilizado nos estudos de Janke et al. (2003) e de
Spagnuolo et al. (2004), em que observaram os efeitos do TEGDMA nos fibroblastos
gengivais e pulpares humanos (Moharamzadeh et al., 2009). Becher et al. (2006), Reich
et al. (2006) e Samuelsen et al. (2007) utilizaram outro método que também permite a
avaliacdo da morte celular, ¢ o método Hoechst 33,342 que utiliza um corante que
permite a determinacdo do conteudo de DNA das células atraves da intensidade
fluorescéncia (Moharamzadeh et al., 2009). Krifka et al. (2011) realizaram um estudo
em macrofagos de rato RAW?264.7 e utilizaram o corante de iodeto de propidio (PI)
para distinguir as celulas que sofriam apoptose das que sofriam necrose. Neste método
utilizando o corante PI, este s6 consegue entrar nas celulas caso a sua membrana esteja
comprometida, devido a substancias toxicas. Apos entrar nas células o Pl intercala-se

com o DNA e com 0 RNA. O numero de células coradas corresponde as células que
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sofreram morte celular que védo ser quantificadas através de citometria de fluxo
(Moharamzadeh et al., 2009).

Foram muitos os estudos que demonstraram que o TEGDMA tinha capacidade de
induzir apoptose nas células primérias da polpa e nos fibroblastos, no entanto o
mecanismo molecular e as vias de transducdo de sinal ainda ndo estdo completamente
esclarecidos, sendo necessario mais estudos de modo a esclarecer quais os efeitos do

processo apoptotico no tecido pulpar (Batarseh, 2011).
3.2.2.1.3 Dano no DNA e Regulacéo do Ciclo Celular

O DNA genomico pode ser um alvo directo ou indirecto dos mondémeros de resina,
tendo sido registado em varios estudos in vitro dano no DNA provocado por diferentes
monomeros das resinas compostas, como é o caso do TEGDMA (Eckhardt et al., 2009).
Apesar do mecanismo envolvido na toxicidade genética dos mondémeros de resina ainda
ndo estarem completamente esclarecido, existem pelo menos dois mecanismos pelos
quais 0 TEGDMA pode desencadear dano no DNA, como podemos ver na figura 19
(Schweikl et al., 2006).

TEGDMA - - 5 ROS >—\

/”” o]
DNA damage 14” Hs—CH;HIc—cH:AOH
TTTTTTTITIT] [TTTTTITTTT o
POLLLEIRert et \
/l\‘ CH,
DNA DNA blocked DNA
repair synthesis replication cell cycle delay

apoptosis
L 4 e

cell survival gene mutation dsb

Figura 19: Modelo da inducdo da genotoxicidade nas células de mamiferos pelo TEGDMA e as respostas
celulares. O dano no DNA pode ocorrer directamente, por meio da ligacdo covalente entre 0 TEGDMA e
os centros nucleofilos da cadeia dupla de DNA, ou indirectamente, por meio da formagdo de ROS.A
genotoxicidade e o atraso do ciclo celular sdo inibidos na presenca do NAC. (Schweikl et al., 2006)

Os efeitos genotoxicos do TEGDMA podem ou nédo estar relacionados com o stress
oxidativo. O dano no DNA pode ser devido ao aumento de ROS ou entdo devido a uma
interaccdo entre 0 TEGDMA, mais concretamente com o carbonof3 da ligacao dupla de

carbono que tem carga positiva e vai reagir com os centros nucleofilos da cadeia dupla
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de DNA ou das proteinas, por meio da reac¢éo de adicdo de Michael, podendo resultar
em mutagdes (Mavrogonatou, Eliades, Eliades & Kletsas, 2010). Uma das respostas das
células aos efeitos genotoxicos do TEGDMA é através da activacdo dos mecanismos de
controlo do ciclo celular uma vez que o atraso do ciclo celular é essencial para dar
tempo a que haja reparacdo do DNA ou entdo a formacéo de quebras na cadeia dupla de
DNA devido a um bloqueio na replicacdo do DNA. No entanto, caso ocorra uma
replicacdo incompleta na qual o DNA esteja irreversivelmente danificado as celulas

acabam por sofrer apoptose (Schweikl et al., 2006; Mavrogonatou, 2010).

De modo a que ocorram 0s processo de reparacdo do DNA devido ao dano no DNA, foi
demonstrado que havia activacdo de mecanismos de controlo do ciclo celular que
levavam ao atraso no ciclo celular, tanto na fase G1 como G2, de diferentes linhas
celulares que eram expostas a0 TEGDMA (Bakopoulou et al., 2009). Os mecanismos de
controlo do ciclo celular sdo meios de regulacdo que monitorizam uma progressdo
adequada das fases do ciclo celular G1, S e G2 (Schweikl et al., 2005). A activagdo
destes mecanismos do ciclo celular sdo uma resposta celular devido ao dano no DNA e
permitem que a célula atrase ou interrompa o ciclo celular de modo a permitir uma
reparacdo do DNA ou caso a lesdo seja irreversivel que haja uma activacdo dos
processos que levam apoptose (Mavrogonatou et al.,, 2010). A regulacdo dos
mecanismos de controlo € um processo complexo que envolve muitas moléculas e o
mecanismo envolve normalmente vias dependentes da p53, mas vias independentes da
p53, foram também detectadas (Schweikl et al., 2005). O p53 é uma proteina onco-
supressiva que ¢ considerada “o guardido do genoma” e participa nas respostas ao dano
do DNA e nas perturbacdes do ciclo celular e sua disfuncao esta ligada a instabilidade

gendmica e ao cancro (Mavrogonatou et al., 2010).

Como jé foi referido anteriormente, os efeitos genotoxicos e mutagénicos do TEGDMA
podem resultar do aumento de ROS que induz dano no DNA (Krifka et al., 2011), sendo
esta considerada uma das principais causas do dano endégeno do DNA, que incluem a
oxidagéo do DNA e quebras na cadeia DNA (Schweikl et al., 2006). A indugédo do dano
oxidativo no DNA de células expostas a0 TEGDMA durante um longo periodo esta
relacionada com o aumento dos niveis 8-oxoguanina, que é um marcador do dano
oxidativo do DNA, seguido da activagdo da ATM que pode activar vias que levam
apoptose (Bakopoulou et al., 2009). A ataxia telangiectasia mutada (ATM) faz parte da

familia das proteinas quinase serina/treonina é rapidamente activada apés o dano do
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DNA sendo um importante regulador do ciclo celular (Eckhardt et al., 2009). Num
estudo realizado por Eckhardt et al. (2009), ficou demonstrado que o TEGDMA
provocava um aumento da formagao da concentragdo da 8-oxoguanina sugerindo que o

dano oxidativo do DNA era por meio de ROS.

Foram realizados diversos estudos utilizando diferentes métodos que mostraram que 0
monomero TEGDMA apresentava genotoxicidade/ mutagenicidade quando era posto
em contacto com determinadas células. Os estudos realizados por Schweikl et al.
(1999,2001,2007) mostraram através do estudo de micronucleos que o TEGDMA
aumentava a sua formacédo de forma dose dependente nos fibroblastos V79 do pulméo
de hamster chineses (Bakopoulou et al., 2009). Este autor demonstrou através do teste
Ames que o TEGDMA induzia dele¢des na cadeia de DNA da Salmonella e nas células
V79 (Moharamzadeh et al., 2009). Outros autores, como 0 Kleinsasser et al. (2006),
testaram a genotoxicidade em linfocitos periféricos e detectaram através da
electroforese em gel de um Unica célula (Comet Assay) que o TEGDMA provocava

quebras na cadeia de DNA.

Foi demonstrado por varios estudos in vitro que as MAP-quinases (MAPK) sdo também
influenciadas pelos monémeros de resina, como é o caso do TEGDMA. As MAPK séo
uma familia de proteinas que incluem as quinases N-terminais Jun (JNKSs), proteina
quinase regulada por sinais extracelulares (ERK1/2), proteinas quinases activadas por
stress (JNKs/SAPKS) e p38, entre outras, e sdo reguladores que medeiam sinais criados
pelos factores de crescimento e pelos mitogénios do citoplasma para o ndcleo
(Mavrogonatou et al., 2010). Estas proteinas regulam as funcfes basicas da célula que
sdo modificados pelos mondmeros de resina como é o caso da viabilidade celular e
apoptose, proliferacdo e diferenciacdo celular e a resposta imunitaria como a expressao
de citoquinas e antigénios da superficie celular e respostas a variados estimulos de
stress (Krifka et al., 2011). A proteina ERK1/2 estd principalmente associada a
regulacdo da proliferacdo celular, ou seja, a sobrevivéncia celular e parece prevenir a
apoptose, enquanto que a JNKs e a p38 sdo activadas quando as células estdo expostas a
estimulos de stress e estdo normalmente associadas a apoptose assim como a
diferenciacéo celular e na resposta imunitaria (Mavrogonatou et al., 2010). Ambas as
proteinas ERK1/2 e JNK estdo envolvidas na regulacéo das respostas celulares ao stress
genotoxico (Eckhardt et al., 2009). O stress oxidativo induzido pelo TEGDMA vai

provocar a activagdo das vias que controlam a sobrevivéncia e proliferacdo celular, em
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que as MAPK, estdo envolvidas, e ficou demonstrado que o aumento de ROS
desempenha um papel importante na activacdo da MAPK (Eckhardt et al., 2009), tal
como podemos observar na figura 20.
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Figura 20: Resposta celular aos mondmeros. Nas células expostas ao TEGDMA, vai ocorrer um aumento
dos niveis de ROS devido a diminuicdo da GSH. O stress oxidativo resultante leva a uma activacao da
ERK1/2, p38 e JNK, que desempenham um importante papel na regulacdo das respostas celulares, como
a produgdo de citocinas, expressdo de antigénios de superficie, apoptose e proliferacdo celular. Os
monomeros podem ainda provocar dano no DNA, directa ou indirectamente, e activacdo dos mecanismos
de controlo do ciclo celular, que podem resultar em mutagdes. (Schmalz et al.,2011)

Existe alguma controvérsia sobre accdo do TEGDMA na regulacdo das proteinas
ERK1/2 isto possivelmente deve-se as diferentes concentragdes de TEGDMA e linhas
celulares que sdo utilizadas em cada estudo in vitro (Navrogonatou et al., 2010). No
estudo realizado por Mavrogonatou et al. (2010), o TEGDMA promove a uma
desfosforilacdo rapida e transitéria e provocando a desactivacdo das ERKs nos HGFs,
consistente com a diminuicdo da proliferacdo das células. No entanto, num estudo
realizado por Krifka et al. (2011), mostraram que TEGDMA provoca a activacdo
através de fosforilacdo das proteinas quinases ERK1/2, p38 e JNK nos macréfagos do
rato RAW264.7. Tal como num estudo realizado numa linha celular da glandula salivar
e nas celulas derivadas da polpa humana, onde se registou uma inducdo da ERK1/2 apés
a exposicdo ao TEGDMA (Mavrogonatou et al., 2010). Segundo Spagnuolo et al. ndo
existe activacdo de ERKs nas células primarias da polpa humana apos tratamento com o
TEGDMA (Mavrogonatou et al., 2010). De acordo com Samuelsen et al., a indugéo das
ERKs estd relacionada apenas com o papel que elas tém na sobrevivéncia celular
(Mavrogonatou et al., 2010). As proteinas JNKs sdo activadas em condicGes de stress e
ocorre normalmente a sua desfosforilacdo quando as células como os macrofagos e

células derivadas da polpa humana sdo expostas a concentracdes elevadas de TEGDMA
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(3mM) (Mavrogonatou et al., 2010). Quanto a proteina p38 tanto no estudo realizado
por Mavrogonatou et al. (2010), como em estudos realizados previamente nas linhas
celulas da glandula salivar, nos mondcitos THP-1 e nas células derivadas na polpa
humana, ndo se observou alteracbes nos niveis da proteina p38, mesmo apos a

exposicao a altas concentracdes de TEGDMA (Mavrogonatou et al., 2010).
3.2.2.1.4 Sistema Imunitario e Marcadores Inflamatérios

As vias de transducdo de sinal através das proteinas quinases MAPK dos factores de
transcricdo, como o NF-«xB séo a primeira linha de defesa contra substancias exogéneas
e vao estimular respostas nas células do sistema imunitario inato (Eckhardt et al., 2008).
O sistema imunitério inato é activado quando héa ligacéo entre as substancias exogéneas,
como substancias quimicas, virus, bactérias e produtos das bactérias como
lipopolissacarideos (LPS), com os receptores toll-like (TRL), desencadeando assim um
processo inflamatorio (Eckhardt et al., 2008). A inflamag&o é uma resposta de defesa do
organismo e é regulado por moléculas de sinalizacdo que podem ser citocinas pro-
inflamatorias, tais como a IL-1, IL-6, TNF-a ou citocinas anti-inflamatorias como é o
caso da IL-10 (Schmalz, Krifka & Schweikl, 2011). Eckhardt et al. (2009), analisaram
através do método imune-enzimatico indirecto (ELISA) as alteragdes na libertacdo de
citocinas nos macrofagos RAW264.7 de ratinho provocadas pelo TEGDMA e verificou
que este mondmero inibia a libertacdo de TNF-a, IL-6 e IL-10 em 90% (Bakopoulou et
al., 2009).

Os macréfagos sdo células constituintes do sistema imunitario que estdo presentes na
cavidade oral e que vdo ser alvo das citocinas, que coordenam e iniciam 0S processos
inflamatorios, sendo o factor de necrose tumoral o (TNF-a) a citocina chave nas
reac¢des inflamatdrias (Eckhardt et al., 2008). Foi demonstrado em varios estudos que o
TEGDMA pode reduzir significativamente a reac¢do de defesa do sistema imunitéario,
mas 0 seu mecanismo permanece desconhecido. Este mondmero por si s6 ndo consegue
induzir a libertacdo do TNF-a. nos monocitos THP-1, ele suprime a producdo de
citocinas induzidas por LPS nos macrofagos, mais especificamente do TNF-a. e
consequentemente provoca alteracdes na resposta inflamatdria normal no tecido pulpar
(Krifka et al., 2011). Eckhardt et al., demonstraram que o TEGDMA altera a producdo
de varias citocinas induzidas pela LPS. O TEGDMA suprime a producdo da IL-6 e IL-

10 e em concentragdes mais elevadas inibe a expressdo de antigenios de superficie,
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como € o caso do CD14, e ainda de outros marcadores de superficie que sdo essenciais
para o controlo da interaccao das células imunitarias (Krifka et al., 2011; Eckhardt et al.,
2008). Além disso, um estudo realizado por Gregson et al. (2008), mostraram que 0
TEGDMA induz a secrecdo da citocina MCP-1 nos mondcitos derivados dos
macrofagos U937 e aumenta a actividade hidrolitica dos fibroblastos gengivais
humanos e consequentemente uma resposta inflamatéria. A MCP-1 é uma quimiocina,
que pertence a uma familia especializada de citocinas, que funcionam como reguladores
ou mediadores da inflamacdo. Os mediadores primarios pro-inflamatérios, como a IL-1
e 0 TNF-a, vdo induzir as quimiocinas, que sdo mediadores secundarios pro-
inflamatdrios. Em resposta aos sinais inflamatérios, imunolédgicos ou infecciosos o
organismo estimula a producdo das quimiocinas, como é o caso da MCP-1 que tem
como funcgdo recrutar os mondcitos, macrofagos e linfocitos para os locais de infeccdo

ou inflamacao (Gregson, Platt & Windsor, 2008).

A inflamacdo é uma resposta do hospedeiro que é caracterizada pelo movimento de
leucdcitos e de fluidos do sangue para os tecidos extravasculares. Foi observado num
estudo ao longo de 5-6 anos onde se colocou resinas compostas, de modo a modificar a
forma dos dentes, e registou-se um aumento da inflamacdo gengival nos tecidos
periodontais marginais adjacentes a restauracdo em comparacdo com os locais intactos
(Gregson et al., 2008), tal como podemos verificar na figura 21. Esta inflamacédo pode
ser devido a um aumento da actividade enzimatica induzida pelo TEGDMA, devido ou
por accdo da MCP-1. Noutro estudo foi também registado o aumento de outros
marcadores de inflamagdo como as prostaglandinas E2 nos macrofagos de murinos apés
a exposicdo ao TEGDMA (Bakopoulou et al., 2009; Gregson et al., 2008).
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Figura 21: Inflamacdo gengival associada a restauracbes a base de resina composta. (A) Resposta
inflamatoria ou possivel reac¢do alérgica adjacente a uma restauragdo com resina composta de uma classe
V (Anusayice, 2012). (B) Gengivite adjacente a uma restauragdo cervical com resina composta (Schmalz,
2009b).

Todos estes dados sugerem que o TEGDMA apresenta uma forte influéncia na
interaccdo com as células imunitarias, incluindo a apresentacdo de antigénios, co-

estimulacdo das células T e interaccdo célula-célula (Bakopoulou et al., 2009).

A exposicdo a longo prazo a concentracdes subtoxicas do TEGDMA pode ndo so6
afectar as respostas imunitarias mas também alterar outros processos fisioldgicos, tal
como Schweikl et al. mostraram. O TEGDMA altera as vias que regulam a hemostase, a
reparagdo dos tecidos, diferenciacdo celular, metabolismo celular e ainda a
mineralizacdo (Galler et al., 2011). Além disso, foi demonstrado que 0 TEGDMA em
concentracdes baixas pode afectar tanto o processo normal de mineralizacdo como o
processo de diferenciagdo fisioldgica de fibroblastos, nomeadamente dos fibroblastos
pulpares em odontoblastos (Bakopoulou et al., 2009). O TEGDMA vai inibir funcdes
especificas dos odontoblastos incluindo a actividade da fosfatase alcalina, a capacidade
de mineralizacdo da matriz, deposi¢do de céalcio e expressdo de genes assim como a
sialoproteina (Krifka et al., 2011). O stress oxidativo é a causa mais provavel dos
disturbios na mineralizacdo provocados pelo TEGDMA (Krifka et al., 2011).

O TEGDMA pode também alterar a expressdo de proteinas multifuncionais que estéo
envolvidas na proteccdo das células contra stress, como é o caso das proteinas de
choque térmico (Hsp 72), que diminuiram 80% apds da exposi¢do dos mondcitos
humanos (THP-1) ao TEGDMA, mesmo em concentracdes subtoxicas (Gregson et al.,
2008). A medicdo deste tipo de proteinas apds a exposicdo das células aos materiais €
considerado um novo método para avaliagdo da citotoxicidade dos materiais
(Moharamzadeh et al.,2009).
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O TEGDMA ¢ considerado, hoje em dia, um dos principais monémeros das resinas
compostas que € libertado para a cavidade oral e pode levar a possiveis efeitos
citotoxicos e genotoxicos nos tecidos orais (células gengivais e pulpares), uma vez que
pode induzir stress oxidativo nas células e além disso, influencia significativamente as
funcBes celulares envolvidas nas respostas imunitaria, cicatrizacdo dos tecidos e no
metabolismo celular, mesmo em concentracdes subtoxicas (baixas) (Mavrogonatou et
al., 2010).

3.2.2.2 HEMA

O HEMA é mais um dos mondmeros a base de acido metacrilico que € utilizado nos
materiais a base de resina, estando presente nos agentes de ligacdo em percentagens que
variam de 35-50% e tem um importante papel no processo de impregnacao dos sistemas
adesivos (Cetinglg et al, 2007). O HEMA é um monomero hidrofilico permitindo assim
uma diminuicdo da viscosidade das resinas e pode ainda entrar na rede de colagénio da
matriz organica da dentina, prevenindo o colapso das fibras de colagénio e aumenta a
forca de unido entre o sistema adesivo e o dente (Cetinglc et al, 2007). No entanto,
devido ao seu baixo peso molecular e hidrofilia pode difundir-se através da camada
residual de dentina atingindo a polpa, por um lado pode provocar irritagdo pulpar por
outro pode afectar a viabilidade dos odontoblastos adjacentes e alterar a divisdo e
actividade celular (Cetingugc et al, 2007). De acordo com Pashley, a permeabilidade
dentinaria pode ser alterada por varios factores como a espessura, smear layer, esclerose
da dentina, pressdo e fluido dentinario (Cetinglg et al, 2007). Num estudo realizado por
Cetinglc et al. (2007), demonstraram que a difusdo do HEMA aumenta com a

diminuicdo da espessura da dentina remanescente.

O HEMA é um mondmero a base de acido metacrilico, ou seja um éster, que pode ser
degradado por esterases nao especificas e esterases da cavidade oral (Szczepanska et al.,
2012). O HEMA pode ser libertado da matriz organica da resina e consequentemente
difundir-se para a polpa ou por outro lado diluir-se na saliva podendo entrar na corrente
sanguinea colocando em risco a sua seguranca bioldgica, podendo alcancar
concentragfes suficientemente elevadas para induzir efeitos adversos bioldgicos
(Durner et al., 2009). O principal produto de degradagdo resultante da hidrolise do
HEMA € o acido metacrilico (MAA) (Szczepanska et al., 2012). Foram propostas duas
vias para a degradacdo do HEMA, como podemos ver na figura 22, a principal via
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através da valina onde ha libertacdo do MAA enguanto que na outra via que é por meio

dos epdxidos que é caracterizada pela activacdo do MAA (Szczepanska et al., 2012).
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Figura 22: Metabolismo proposto do 14C-HEMA no rato (Durner et al., 2009)

O 14C-HEMA sofre hidrdlise enzimatica levando a formagdo do 14C-acido metacrilico
e do etilenoglicol. Na primeira via metabdlica que foi proposta, o 14C-acido metacrilico
pode ser metabolizado de forma semelhante ao catabolismo do aminoacido valina, pois
neste caso vai haver também a formacdo do tioester do 14C-acido metacrilico e co-
enzima A levando a formacdo do 14C-CoA metacrilico, um produto intermedio do
metabolismo da valina (que estd exemplificado no lado direito da figura 22).
Consequentemente este componente € catabolizado levando a formacdo de 14C-L-

malato e por fim ap6s vérias reaccdes a formacao de **CO, (Durner et al., 2009).

A segunda via possivel de catabolismo do 14C-HEMA inicia-se da mesma forma que a

via da valina. Neste caso, a ligacdo dupla de carbono do 14C-acido metacrilico pode ser
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oxidado formando intermédios epoxi, o0 2,3-epoxi-acido metacrilico através das mono-
oxigenases (exemplificado do lado esquerdo da figura 22). A ligagdo dupla de carbono
dos intermédios epoxi sofre oxidacdo e ddo origem ao 14C-piruvato e a formaldeido.
Posteriormente o 14C-piruvato é irreversivelmente catabolizado em acil-CoA e **Co,
(Durner et al., 2009).

A formacdo dos intermédios epoOxi foi comprovada por varios estudos. Segundo QOilo,
este descreveu o formaldeido como um produto de degradacdo dos compositos (Durner
et al., 2009). Enquanto que, Seiss et al., identificaram o 2,3-epoxi-acido metacrilico
como um intermediario no metabolismo do &cido metacrilico (Durner et al., 2009).
Estes metabolitos de degradacdo do HEMA podem contribuir para o aumento da sua
toxicidade, uma vez que foi demonstrado que a maioria dos epoxidos sdo considerados
agentes toxicos, mutagénicos e carcinogénicos (Durner et al., 2009), por outro lado o
MAA pode levar a libertacdo do TNF-f e IL-6 nos macrofagos (Szczepanska et al.,
2012). Séo necessarios ainda mais estudos para determinar quais os produtos de
degradacdo do HEMA que podem contribuir para a incompatibilidade bioldgica do
HEMA.

Foram realizados muitos estudos que testaram a citotoxicidade deste mondmero em
diferentes culturas de células e com diferentes testes que reportaram diferentes niveis de
toxicidade. O HEMA pode actuar como um irritante levando a reac¢des como prurido,
rubefaccdo, parestesia persistente, hipersensibilidade, descoloracdo dos dedos e
reaccOes alérgicas (Altintas & Usumez, 2009). Devido ao seu baixo peso molecular e
teor hidrofilo pode difundir-se através das luvas provocando dermatite de contacto
(figura 23) e por outro lado causar sintomas como faringite, asma e rinoconjuntivite
(Chang et al., 2005).
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Figura 23: Dermatite de contacto na extremidade do dedo de um médico dentista ap6s o contacto com
uma resina composta (Schmalz & Arenholt-Bindslev, 2009)

Além disso, foi também demonstrado que o HEMA pode induzir genotoxicidade e
apoptose. Pode interferir no ciclo celular e na sintese de DNA, podendo induzir
interrupcBes no ciclo celular, levar ao stress oxidativo, pelo aumento de ROS e
diminuicdo da GSH e pode ainda afectar a proliferacdo e sobrevivéncia celular (Durner
et al., 2009). Segundo Falconi et al. e Issa et al., ambos demonstraram que 0 HEMA
mesmo em baixas concentracdes pode induzir a alteracGes nas actividades enzimaticas e

morfologicas nas células dos mamiferos (Durner et al., 2009).

O método mais utilizado para a testar a citotoxicidade do HEMA e a viabilidade das
células ap6s o contacto com este mondmero, € o teste do MTT apesar de existirem,
outros tais como o azul tripano que foi utilizado num estudo realizado por Bouillaguet
et al., 2000 e por Mantellini et al., (2006). Falconi et al. (2007), mostraram que 0
HEMA em concentracfes de 3mmol/L ndo induz a morte celular, mas provoca
alteracdes na morfologia nos fibroblastos gengivais humanos (Bakopoulou et al., 2009).
Pelo contrario, Spagnuolo et al. (2006), utilizando 0 mesmo teste mostrou que 0 HEMA
em concentragdes superiores a 10mM provoca uma diminui¢do da viabilidade celular,
da actividade mitocondrial e aumento da morte celular (Bakopoulou et al, 2009). Os
efeitos citotoxicos foram observados nestes estudos mas quando comparados com 0s
outros constituintes das resinas compostas, o0 HEMA parece ter uma menor
citotoxicidade em relagdo aos monomeros bifuncionais e a citotoxicidade € dependente

da concentragéo e do tempo de exposicdo (Bakopoulou et al., 2009).

Tal como foi descrito em inimeros estudos a citotoxicidade induzida pelos monémeros

de resina, como é o caso do HEMA, podem induzir stress oxidativo nos fibroblastos
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gengivais humanos (HGF), pela inducdo do aumento dos niveis de ROS e diminuigédo
GSH, que desempenha uma papel importante na regulacdo da respostas das células ao
mondmeros de resina, assim como alteracdo de certas fungdes celulares, como € o caso
da reducdo da proliferacdo celular e aumento da apoptose (Bakopoulou et al., 2009;

Ansteinsson, Solhaug, Samuelsen, Home & Dahl, 2011).

Ainda ndo foi esclarecido qual o mecanismo que leva a diminuicdo do GSH, por um
lado hé estudos que defendem que a diminuig&o intracelular dos niveis de GSH é devido
ao aumento da producédo de ROS que levam ao aumento da glutationa oxidada (GSSG)
(Chang et al., 2005). Por outro lado, Samuelsen et al., demonstraram que substancias
toxicas, como o HEMA, podem ligar-se directamente a GSH nas células da glandula
salivar diminuindo a capacidade de defesa oxidativa das células expostas a este
mondmero (Cataldi, Zara, Rapino, Patruno & Giacomo, 2012).

O ROS é formado sob condicdes fisioldgicas ou como consequéncia de estimulos
exogéneos ou enddgenos incluindo citoquinas, factores de crescimento, endotoxinas
bacterianas, radiacdo ou substancias quimicas (Krifka et al., 2012). O HEMA, mesmo
em baixas concentracdes, pode levar ao aumento de ROS, que pode levar a desordens
metabdlicas e consequentemente comprometer a sobrevivéncia celular e podem ainda
estar associados a alteragdes na regulacdo das vias de transducdo que regulam a
sobrevivéncia celular podendo levar a apoptose, interferem ainda na proliferacdo celular
(Cataldi et al., 2012). O aumento do ROS pelo HEMA é de forma dose dependente e
esta envolvido na citotoxicidade dos mondmeros de resina (Krifka et al., 2012). As
alterac6es nos niveis do ROS e da GSH apds a exposicdo ao HEMA foram analisadas
em varios estudos, incluindo no estudo realizado Ansteinsson et al. (2011), que
avaliaram a formacdo de ROS através da utilizacdo do corante DCFH-DA e a
concentracdo intracelular de GSH usando o MBrB e concluiram que inicialmente se
registava uma diminuicdo dos niveis de GSH e consequentemente um aumento dos
niveis de ROS.

Outro dos efeitos citotoxicos do HEMA nas células, € que este tanto em concentragdes
baixas como elevadas, pode induzir morte celular, mas 0s mecanismos que a
desencadeiam ainda ndo estdo completamente definidos (Cataldi et al., 2012). Vérios
estudos, incluindo um realizado por Paranjpe et al., mostraram que a morte celular

induzida pelo HEMA era dependente da concentragdo do monomero (Bakopoulou et al.,
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2009). Num estudo realizado por Spagnuolo et al. (2006), demostraram que o0 HEMA
induzia a morte celular principalmente por necrose em vez de apoptose nos fibroblastos
gengivais humanos (HGF), tal como podemos verificar na figura 24. No entanto,
noutros estudos como o realizado por Cataldi et al. (2012) e Krifka et al. (2012), que
mostraram nas células expostas ao HEMA, tanto em concentracfes elevadas como com
concentragcdes baixas, provocava uma reducdo da proliferacdo celular e inducdo de
morte celular por apoptose.
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Figura 24: Exposicdo ao HEMA, ap0s 24 horas era detectada e quantificada por citometria de fluxo os
HGFs apoptoticos e necréticos (Spagnuolo et al., 2006)

O tipo de morte celular induzido pelo HEMA ¢ avaliado apos a coloracdo das células
em estudo com os corantes anexina V e o iodeto de propidio e posteriormente através de
citometria de fluxo as células apoptéticas (anexina V +) e as células necroticas (tanto Pl
+/anexina V + ou + Pl sozinho) séo detectadas e quantificadas (Cataldi et al., 2012).

Apesar dos mecanismos que induzem apoptose nao estarem ainda bem definidos, pensa-
se que o stress oxidativo induzido pelo aumento de ROS, pode em parte ser responsavel
pela apoptose. No entanto, Spagnuolo et al. (2004), utilizando o método de coloragéo
anteriormente descrito mostraram que o HEMA induzia a morte celular por apoptose
nos fibroblastos da pele humana através da activacdo das caspases 8, 9 e 3 e que esta
nédo era dependente da formagdo de ROS (Bakopoulou et al., 2009). Samuelsen et al.
(2008), detectaram um aumento da apoptose e sugeriram que esta podia estar associada
aos danos no DNA induzidos pelo HEMA. Por outro lado, outros estudos indicam que

apoptose pode estar associada com a activacdo do NF-kB e pela activacdo das MAP

71



Efeitos citotoxicos e biocompatibilidade dos materiais dentarios nas células da mucosa oral

quinases, incluindo a fosforilagdo do JNK e p38 (Bakopoulou et al., 2009). A apoptose
induzida pelo HEMA parece ser um importante mecanismo na formacéo e persisténcia
de reaccOes de hipersensibilidade (Bakopoulou et al., 2009). Por ultimo, a alteracdo da
actividade ou dos niveis de determinadas proteinas, como € o caso da p53 e da ATM
podem desencadear a apoptose (Samuelsen et al., 2008). Quando determinadas
substancias quimicas, como HEMA, entram em contacto com a p53, estas provocam um
aumento da fosforilagdo desta molécula, que serve de indicador da genotoxicidade das
substancias (Samuelsen et al., 2008). Esta fosforilacdo é precedida pela fosforilacdo da
ATM que é desencadeada pelo dano do DNA (Samuelsen et al., 2008). Esta proteina
pode activar a apoptose por meio da via mitocondrial, pela ligacdo da p53 as proteinas
Bcl-2 ou pela alteracdo da expressdo actuando como um factor de transcricdo
(Samuelsen et al., 2008).

Quanto a genotoxicidade, foi demonstrado que o HEMA pode interagir directamente
com o DNA dos linfocitos humanos, induzindo quebras na cadeia de DNA e alteracdes
nas suas bases, incluindo modificagcbes oxidativas, que podem estar associadas com
apoptose e alteracdes no ciclo celular (Szczepanska et al., 2012). A primeira resposta
das células quando hd dano no DNA € a activar os mecanismos de reparacao, que
podem ndo funcionar devido a ligacdo entre 0o HEMA e o DNA. Quando a extensdo do
dano no DNA é elevada, a célula vai activar os mecanismos de controlo do ciclo celular,
normalmente os das fases G2/M ou G1/S, com objectivo de prolongar o tempo de
necessario para a reparacdo do DNA, e caso ndo seja possivel a sua reparacdo a célula
entra em apoptose. Os estudos realizados por Schweikl et al. e Chang et al., mostraram
paragem do ciclo celular nos mecanismos de controlo GO/G1 em varias linhas celulares
que foram expostas a0 HEMA e também outro estudo realizado por Schweikl et al.
mostraram que havia uma acumulacdo das células V79 na fase G2 apds exposi¢cdo ao
HEMA (Pawlowska, Poplawski, Ksiazek, Szczepanska &Blasiak, 2010). Para além do
dano que 0 HEMA pode induzir no DNA nuclear, 0 HEMA apresenta igualmente a
capacidade de induzir dano ao nivel do DNA mitocondrial e consequentemente levar a
alteracdes nas funcdes da mitocondria e por isso induzir a apoptose pela activacdo de

proteinas ancoradas na membrana da mitocondria (Szczepanska et al., 2012).

Foi demonstrado em varios estudos que antioxidantes como N-acetilcisteina (NAC),
ascorbato e vitaminas (A, E e C) diminuem a citotoxicidade do HEMA e o dano no

DNA induzido por este mondémero (Spagnuolo et al., 2006). Concentracfes elevadas de
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NAC véo reduzir a toxicidade e a producdo de ROS induzida pelo HEMA, no entanto,
concentragOes baixas de NAC tém um efeito pro-oxidante aumentando a producéo de
ROS e o dano celular induzido pelo HEMA (Spagnuolo et al., 2006).

Vérios estudos avaliaram os efeitos a longo prazo do HEMA em concentracdes e
mostraram que 0 HEMA pode alterar a resposta inflamatdria dos tecidos pulpares, pois
provocava uma diminui¢do da secrecdo do TNF-a estimulada pela LPS pelos mondcitos
THP-1 e pelos mondcitos do sangue periférico, como podemos verificar na figura 25.
Além disso, induzem o aumento da COX-2 assim como a supressdo de células
imunitérias como Hsp72 (Bakopoulou et al., 2009). Outro dos efeitos a longo prazo é
que o HEMA inibe a sintese do colagénio do tipo I, osteonectina e a expressdo do
MRNA da sialoproteina, além disso, impede a diferenciacdo das células pulpares em
odontoblastos (Chang et al., 2005). O estudo realizado por Teti et al. (2008), mostraram
que a exposicdo dos HGFs a concentracdes de 3mM de HEMA, provoca alteragdes na
sintese do colagénio do tipo I, detectado por imunofluorescéncia, e na expressdo do
RNAmMm, sugerindo que a proliferacdo e sua actividade eram modificadas, mesmo com o

HEMA em concentrac6es subtoxicas (Bakoupoulou et al. 2009).
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Figura 25: Redugdo da secrecdo do TNF- o nos mondcitos, que eram estimulados pelo lipopolissacarideo
(+LPS) ou ndo estimulados pelo lipopolissacarideo (-LPS), ap6s exposicdo a diferentes concentracdes do
monomero HEMA.. (Anusavice, 2012)
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Apesar de todas estas interaccoes e efeitos que o0 HEMA pode provocar nos diferentes
compartimentos celulares, este mondémero apresenta uma citotoxicidade menor do que
outros mondmeros resinosos, como 0 TEGDMA e o Bis-GMA. Os efeitos citotdxicos e
genotoxicos sdo semelhantes aos induzidos pelo TEGDMA e os mecanismos afectados
parecem 0s mesmos envolvendo o stress oxidativo por meio da produgdo de ROS, no
entanto sdo necessarios mais estudos in vitro para esclarecer exactamente o0s

mecanismos afectados (Pawlowska et al., 2010).
3.2.2.3 Bis-GMA

As resinas a base de Bis-GMA foram introduzidas em 1960 por Bowen, Bis-GMA é um
mondmero aromatico que apresenta um elevado peso molecular e viscosidade, o0 que
limita a quantidade de carga inorganica que pode ser introduzida na resina. Munksgaard
et al., demonstraram que a quantidade de Bis-GMA nas resinas compostas varia entre 5-
9 %wt (Reichl et al., 2008).

A citotoxicidade do Bis-GMA foi analisada em diversos estudos utilizando diversos
métodos, mas o mais utilizado era 0 do MTT. Chang et al. (2009), através do método
determinou que o Bis-GMA em concentracBes superiores a 0.075mM induzia a
citotoxicidade nos HGFs (Bakouloupou et al., 2009). Apesar de outros estudos, tal
como o realizado por Engelmann et al. (2004), que avaliaram a citotoxicidade por meio
da coloragdo com Hoechst 33342 (Bakouloupou et al., 2009)

Num estudo, em que se analisou a citotoxicidade de trinta e nove acrilatos e
metacrilatos, conclui-se que o Bis-GMA é um dos mondémeros mais toxicos (Chang et
al., 2010), e que depende do tempo de exposi¢do e da concentracdo do mondmero
(Bakopoulou et al., 2009).

O Bis-GMA pode sofrer acgdo das esterases, como é o caso da CE, que v&o hidrolisar o
grupo éster dando origem a dois produtos de degradacdo: acido metacrilico (MAA) e
éster bisfenol A bis (2,3- dihidroxipropil) (BADPE-40H), que € um metabolito

tetrahidroxilado, tal como esta exemplificado na figura 26 (Kostoryz et al., 2003).
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Figura 26: Produtos da metabolizacdo do Bis-GMA (Kostoryz et al., 2003)

Qualquer um dos mondémeros pode provocar citotoxicidade, inflamacdo tecidular ou
qualquer outro tipo de efeito adverso nos tecidos, no entanto os produtos de degradagéo
apresentam uma menor toxicidade em relacdo ao monomero que lhe deu origem.
Kostoryz et al. (2003), analisaram a citotoxicidade dos metabolitos através do teste do
MTT e a mutagenicidade através do teste de Ames e concluiram que os metabolitos
resultantes da hidrolise do Bis-GMA apresentavam uma citotoxicidade menor e ndo

provocavam efeitos mutagénicos nem estrogénicos nos fibroblastos L-929 do rato.

No entanto, alguns estudos mostraram que o Bis-GMA pode desencadear efeitos
estrogénicos. Olea et al., utilizaram o teste E-screen e mostraram que as resinas a base
de Bis-GMA desencadeavam efeitos estrogénicos, confirmado mais tarde por Schafer et
al., que observaram a estrogenicidade do Bisfenol A e do Bis-GMA nas células MCF-7
(Moharamzadeh et al., 2009)

Tal como os outros mondmeros descritos anteriormente, o Bis-GMA vai igualmente
induzir uma rapida diminuicdo do GSH e consequentemente um aumento de ROS. Uma
das consequéncias deste desequilibrio vai ser morte celular por apoptose e sdo
necessarias concentracdes mais baixas de Bis-GMA para desencadear este fendmeno em
comparacdo com o TEGDMA (Bakopoulou et al., 2009). Tais efeitos foram detectados
por Engelmann et al. (2003), que avaliaram 0s niveis de GSH por meio do estudo MBrB
e verificaram que o Bis-GMA provocava uma rapida e intensa diminuicdo do GSH nos

HGFs, bem como apoptose, em concentragdes relativamente baixas (>0.1mM)
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(Bakoupoulou et al., 2009). Além disso, este aumento dos niveis intracelulares de ROS,

podem influenciar o citocromo p450, aumentando a sua actividade (Drozdz et al., 2011).

Foi demonstrado num estudo realizado por Drozdz et al. (2011), de electroforese em gel
de célula Unica (Comet assay), que o Bis-GMA é genotdxico nos linfécitos humanos,
podendo mesmo interagir directamente com o DNA induzindo quebras na cadeia desta

molécula.

A interrupcdo do ciclo celular pode resultar do desequilibrio nas concentracbes de ROS
e das substancias anti-oxidantes, como GSH ou por outro lado pode resultar do dano no
DNA induzido pelo Bis-GMA, blogueando a proliferacdo de modo a permitir reparacao
de DNA (Drozdz, Wysokinski, Krupa & Wozniak, 2011). H& estudos que demonstram
que o Bis-GMA provoca um aumento de células na fase S acompanhado por uma
diminuicdo de células na fase G2/M (Drozdz et al., 2011). No entanto, noutros estudos

as células eram expostas ao Bis-GMA, paravam na fase G2/M (Chang et al., 2010).

As alteracOes celulares induzidas pelo Bis-GMA mencionadas anteriormente, como o
aumento da apoptose e paragem do ciclo celular sdo mediadas pelas ROS, que podem
activar proteinas regulam estes mecanismos, como é o caso da cdc2, ciclinaBl e
cdc25C. Os niveis destas proteinas dos respectivos RNAmM diminuem por accdo de ROS
e consequentemente aumenta a interrupcdo do ciclo celular bem como apoptose,
esquematizados na figura 27 (Chang et al., 2010). A catalase € uma hidroperoxidase que
pode evitar as alteracdes nas células induzidas pelo Bis-GMA.. Outro efeito do aumento
de ROS é estimulacdo da heme oxigenase-1 (HO-1). A HO-1 é codificada por um gene
que esta envolvido nas respostas ao stress oxidativo e exerce um papel fundamental na
citoproteccdo das células bem como na resolucdo da inflamacéo tecidular, O aumento
da expressdao de HO-1 é considerado um mecanismo de defesa das células pulpares

contra a toxicidade dos mondmeros de resina (Chang et al., 2010).
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Figura 27: Mecanismo da producdo de ROS induzida pelo Bis-GMA na mediacdo da interrupgdo do
ciclo celular, apoptose e expressdo de genes relacionados com o ciclo celular. O ROS também induz a
producdo de HO-1 (heme oxigenase 1), que por sua vez provoca a diminuicdo de ROS e
consequentemente a diminuicdo da toxicidade do Bis-GMA, (Chang et al., 2010)

Os componentes das resinas compostas tém a capacidade de estimular a expressédo dos
mediadores inflamatorios tanto nas células pulpares como nas epiteliais. Os monémeros
de resinas, como Bis-GMA provocam o aumento de ROS que induzem dano oxidativo
ao nivel do DNA, e a activacdo de varias vias de transducdo de sinal que envolvem
ATM, NF-kB e MAP quinases, nomeadamente a ERK, JNK e p38. A activagdo das
MAP quinases por sua vez vai alterar a expressdo dos mediadores inflamatérios como
IL-6, COX-2 e PGE2. Como a inducdo da PGE2 pelo Bis-GMA resulta do aumento dos
niveis intracelulares de ROS, certos antioxidantes como a NAC e a catalase podem

prevenir a producdo de PGE e consequentemente a morte celular (Chang et al., 2009).

O Bis-GMA é um dos principais constituintes das resinas comportas 0 que pode
contribuir para citotoxicidade e genotoxicidade destes materiais. Apesar do seu teor
hidrofébico, que limita sua libertacdo, sdo necessarias concentragdes menores deste
monomero para provocar toxicidade, quando comparados com o HEMA e TEGDMA.
Apesar dos mecanismos de citotoxicidade ndo estarem completamente esclarecidos,
verifica-se que mesmo em concentracbes baixas este monomero provoca stress
oxidativo assim como perturbacdes nos processos fisioldgicos normais interferindo
essencialmente na diferenciacdo, resposta imune e ainda na capacidade de cicatrizagéo
(Bakopoulou et al., 2009).
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3.2.2.4 UDMA

O UDMA ¢é um mondémero alifatico e é normalmente utilizado como alternativa ao
monomero aromaticos como Bis-GMA, uma vez que apresenta a vantagem de ter uma
viscosidade menor permitindo a incorporacdo de mais particulas inorganicas na resina e
uma elevada resisténcia devido a flexibilidade das ligacdes uretano (Poplawski et al,
2010). Porém, este mondémero permite uma maior absorcdo de agua em relacdo aos
mondmeros aromaticos o que vai aumentar a susceptibilidade & degradacéo hidrolitica e
enzimética da matriz, que se vai reflectir na alteracdo das propriedades mecanicas deste
tipo de resinas, bem como numa maior degradacdo e um aumento de substancias
libertadas por estas resinas, o que vai comprometer a biocompatibilidade deste tipo de
resinas (Poplawski et al, 2010). No entanto, este mondmero apresenta uma estrutura e
peso molecular diferentes, tem sido menos estudado em relacdo aos outros monomeros,
sendo desconhecidos muitos dos seus mecanismos citotoxicos. Pensa-se que 0 que esta
na base destes efeitos sdo alteracbes no metabolismo da glucose devido a uma disfuncéo

na mitocondria ou devido ao stress oxidativo (Bakopoulou et al., 2009).

O UDMA que ¢ libertado das resinas pode atingir niveis toxicos nas células provocando

morte celular, que neste caso é principalmente por necrose (Poplawski et al., 2010).

De acordo com um estudo realizado por Poplawski, et al. (2010) e outros realizados
anteriormente mostraram que este mondémero pode atingir concentracdes que sao
suficientes para induzir ndo s6 efeitos citotoxicos mas também efeitos genotoxicos,
provocando dano no DNA que pode resultar em morte celular nas células pulpares e

outras.
3.2.2.5 Componentes do Sistema de Polimerizacéo

As resinas compostas fotopolimerizaveis apresentam na sua constituicdo, iniciadores
que participam na reaccdo de polimerizacdo das resinas. Um dos fotoiniciadores mais
utilizados ¢é a canforoquinona (CQ) e esta presente nas resinas em concentracdes que
variam de 0.2-1.5wt% (Volk, Xiemann, Leyhausen & Geurtsen, 2009). Os estudos
demonstraram que a canforoquinona é uma das substancias mais libertadas e de acordo
com um estudo realizado por Taira et al., mostrou que a canforoquinona podia atingir
niveis entre 0.06% ate 0.1% (w/w) (Volk et al., 2009).
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Os estudos que sdo realizados sobre a citotoxicidade das resinas compostas tém-se
focado essencialmente nos mondmeros que sdo libertados a partir destes materiais, no
entanto existem alguns que falam sobre a citotoxicidade dos foto sensibilizadores. Estes
estudos demonstraram que os iniciadores como a CQ, peroxido de benzoilo (BPO),
Dimetilamino etil metacrilato (DMAEMA) e N-dimetil-p-toluidina séo citotoxicos para
as células podendo induzir a interrupcédo do ciclo celular e a morte celular (Bakopoulou
et al., 2009). Além disso, alguns dos iniciadores e o BPO pode provocar reac¢des

alérgicas bem como inflamacéo (Atsumi, lwakura, Fujisawa & Ueha, 2001).

A CQ apresenta uma citotoxicidade moderada quando comparada com 0S outros
fotoiniciadores e com o0s outros mondmeros de resina (Bakopoulou et al., 2009) é
dependente da dose e da irradiacdo da luz visivel (Atsumi et al., 2001) e era menor
quando comparada aos fotosensibilizadores aromaticos, como o benzil, benzofenona e

9-fluorenone (Bakopoulou et al., 2009).

Atsumi, et al. (2001) demonstraram, por meio da coloracdo com CDFH-DA e DCFH-
DA e posterior analise espectrofotométrica, que a canforoquiona induzia o aumento de
ROS e a diminuicdo nos niveis de GSH em diferentes tipos de células, como nos
fibroblastos gengivais e pulpares humanos. O desequilibrio nos niveis destas duas
substancias vai provocar 0 stress oxidativo e consequentemente dano das
macromoléculas das células, como por exemplo nas proteinas, acidos nucleicos ou acido
gordos polinsaturados, o que pode resultar numa disfuncdo e por conseguinte a morte
celular, quer por apoptose como por necrose (Volk et al., 2009). Além disso, pode levar
a inibicdo dos mecanismos de reparacdo do DNA, provocando a diminuigdo da sintese
de proteinas e pode ainda levar a interrupcdo do ciclo celular e alteracdo do
metabolismo lipidico (Volk et al., 2009). De acordo com Pagoria et al., demonstraram
que as canforoquinonas podem provocar quebras na cadeia de DNA (Volk et al., 2009).
Eckhardt et al. (2004), expuseram as células do ovario de hamster chinés a
canforoquinonaseguida do teste dos micronicleos mostraram que este componente
induzia efeitos citotoxicos e genotdxicos significativos. Apesar do estudo anteriormente
descrito, existe ainda alguma controvérsia acerca da mutagenicidade e genotoxicidade
da canforoquinonas sendo necessario a realizacdo de mais estudos para confirmar estes
fendmenos. Mesmo em concentragdes subtoxicas durante longos periodos de tempo foi
demonstrado que a CQ podia provocar efeitos toxicos cronicos nos tecidos e células,

como por exemplo, na integridade do genoma (Volk et al., 2009).
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Tal como 0os mondmeros resinosos, 0s anti-oxidantes como a N-acetilcisteina reduzem a
formagéo de ROS mediada pela CQ e consequentemente a sua citotoxicidade (VOLK et
al., 2009).

Para além da CQ, também outros componentes do sistema de polimerizacdo podem
comprometer a biocompatibilidade das resinas, como é o caso do DMABEE. Este
componente pode induzir morte celular, tanto por necrose como por apoptose, nas
celulas monoblastoides humanas e nos mondcitos U-397, tal como foi demonstrado por
Cimpan et al. (2005), que utilizaram o método de coloracdo das células com anexina V
e Pl e mostraram que a morte celular induzida era dependente do tempo de exposicédo e

da concentracdo (Bakopoulou et al., 2009).

Podemos concluir, que as substancias que estdo envolvidas na polimerizacdo das resinas
podem contribuir ainda mais para a citotoxicidade das resinas, apesar dos seus

mecanismos ainda ndo estarem completamente esclarecidos.
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I1l. CONCLUSOES

Biocompatibilidade descreve as reac¢des dos tecidos e do organismo apds a colocacao
dos materiais. A avaliagcdo da biocompatibilidade dos materiais dentarios é complexa,
uma vez que estes materiais sdo constituidos por diversos componentes com diversas

funcdes.

Idealmente um material ndo deve, nem directamente nem indirectamente, libertar
substancias que provoquem efeitos adversos locais ou sistémicos. De modo a minimizar
ou eliminar tais efeitos, 0os materiais sdo submetidos a uma avaliacdo biolégica com
objectivo de determinar o potencial toxico dos materiais quando colocados na cavidade
oral. Logo, antes que um material possa ser comercializado e utilizado clinicamente,
tem de ser analisado por diversos estudos, dos quais podemos distinguir dois grandes
grupos os testes in vitro e os in vivo. Os resultados obtidos nestes estudos por vezes séo
contraditérios e normalmente os estudos in vitro apresentam uma maior sensibilidade do
que os in vivo. No entanto, de modo a assegurar a biocompatibilidade dos materiais
dentarios de uma forma eficiente e rentavel, devem-se utilizar combinacgdes de testes in
vitro e in vivo, para a avaliacdo dos materiais, no qual se incluem os testes em animais e
os clinicos. Os materiais s6 devem ser submetidos aos testes in vivo, quando apresentam
resultados satisfatorios nos testes in vitro. De qualquer forma nenhum estudo pode
garantir que um material é completamente seguro, logo é importante que os Médicos
Dentistas estejam conscientes dos potenciais riscos dos materiais dentarios de modo a
identificar os possiveis efeitos adversos que estes materiais possam provocar aos

doentes.

De forma a seleccionarmos os testes mais adequados a que 0s materiais devem ser
submetidos, temos de ter em conta as suas caracteristicas quimicas, grau, frequéncia e
duragédo de exposigcdo ao organismo. Normalmente, os testes podem avaliar diferentes
efeitos tais como citotoxicidade, toxicidade aguda, sub-cronica e cronica, irritagdo na
pele, olhos e nas mucosas, sensibilizacdo, hemocompatibilidade, genotoxicidade,
carcinogenicidade e efeitos na reprodugdo. No entanto, dependendo das caracteristicas
dos materiais, da sua fungdo assim como do tipo de contacto que véo estabelecer com o
organismo, a International Organization Standardization (ISO) definiu critérios para o0s
testes de biocompatibilidade: 1ISO 10993 e ISO 7405. A 1SO 10993 esta dividida em 20
partes na qual a 10993-1:2009, “Biological Evaluation of Medical Devices, Part 1:
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Evaluation and Testing”, contém uma serie de guidelines para a seleccdo dos testes
adequados, enquanto que as outras partes descrevem outros métodos que avaliam
diferentes aspectos da biocompatibilidade. A norma I1SO 7405:2008 complementa a
norma anterior sendo especifica para avaliacdo dos efeitos biologicos dos materiais

utilizados em medicina dentaria.

A norma 1SO 10993-1:2009 divide ainda os testes que avaliam as reaccGes bioldgicas
aos materiais em iniciais e suplementares. Os testes iniciais incluem os testes de
citotoxicidade, toxicidade sistémica aguda e genotoxicidade, enquanto que os testes
suplementares avaliam a toxicidade cronica, carcinogenecidade e a biodegradacao (ISO
10993-1:2009).

Foram realizados varios estudos utilizando diferentes métodos que confirmaram que a
maioria dos constituintes dos materiais dentarios mais concretamente das resinas
compostas tém a capacidade de induzir tanto efeitos citotoxicos como genotdxicos em
concentragOes relevantes quando sdo colocados na cavidade oral, no entanto séo
necessarios mais estudos de modo a esclarecer quais 0s seus mecanismos. Dos
diferentes efeitos que sdo provocados por estas substancias podemos destacar as
perturbacdes nas funcbes bésicas das células, tais como na proliferacdo celular, em
actividades enzimaticas, na morfologia celular, na integridade da membrana, no
metabolismo celular e na viabilidade celular, entre outros. Os sinais envolvidos na
resposta imunitaria, na hemostase e na reparacdo dos tecidos podem ser igualmente

alterados.

Existem testes especificos que devem ser realizados, dependendo do tipo de material,
que nos caso das resinas compostas sao os testes de citotoxicidade e da genotoxicidade.

Uma das divisbes da norma I1SO 10993-5:2009, “Tests for cytotoxicity - In Vvitro
Methods”, destina-se aos métodos que sdo utilizados para avaliar do potencial de cada
material para causar dano nas células em cultura. Segundo esta norma a determinacgéo
da citotoxicidade pode ser dividida em varias categorias, ou seja, naqueles que avaliam
0 dano celular pelas alteragdes morfoldgicas verificadas nas células, medicdo do
crescimento celular ou de aspectos especificos do metabolismo celular. Dependendo do
tipo de teste utilizado, podemos fazer uma avaliacdo qualitativa (avaliagdo morfologica)
ou quantitativa da citotoxicidade, sendo a ultima preferivel. Os testes quantitativos

propostos por esta norma séo teste de citotoxicidade do MTT e do XTT, estudo do LDH
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e metodos colorimétricos como por exemplo o corante vermelho neutro (ISO 10993-
5:2009).

No que diz respeitos aos efeitos genotoxicos a norma ISO 10993-3:2003, “Tests for
Genotoxicity, Carcinogenicity and Reproductive Toxicity”, no qual indica quais 0s
estudos que devem ser utilizados para determinar se as células que sdo expostas ao
materiais sofrem alteracbes ao nivel da estrutura dos cromossomas ou do DNA/
mutacBes genéticas. Os trés principais tipos de efeitos genotoxicos sdo as mutacdes
genéticas, aberragdes cromossomas e efeitos no DNA. N&o existe nenhum teste in vitro
que consiga detectar estes trés tipos de efeitos simultaneamente. Os testes das mutacdes
genéticas e da aberracdo nos cromossomas detectam as lesbes na molécula de DNA;
enquanto que os testes dos efeitos no DNA detectam os efeitos que levam ao dano
celular. Segundo esta norma, os testes que sdo indicados para deteccdo das mutagdes
genéticas sdo o teste Ames ou testes in vitro que utilizam células de mamiferos, como as
células do linfoma do rato, enquanto que os testes que avaliam os efeitos no DNA € o
teste dos microndcleos (ISO 10993-3:2003).

Recentemente, foi recomendado pela ISO 10993-1, que na escolha dos testes para
avaliacdo dos materiais que eram polimerizados in situ, como é o caso das resinas
compostas, tem de se ter em conta o potencial tdxico dos mondémeros e de outros
componentes envolvidos na polimerizacdo. Os métodos utilizados na determinacdo dos
efeitos adversos dos componentes libertados da rede polimérica das resinas e dos
produtos resultantes da sua degradacao, estdo enunciados na norma ISO 10993-13:2010,
“Identification and quantification of degradation products from polymeric medical
devices”, dos quais se destacam o0s métodos analiticos cromatograficos e os
espectrométricos. Os métodos cromatograficos incluem a cromatografia liquida de alta
resolucdo ou a gas, que permite a deteccdo dos mondmeros residuais e aditivos e a
espectrometria em massa que é para a identificacdo dessas substancias. Os métodos
espectrométricos incluem a espectroscopia ultravioleta e infravermelha, ressonancia
nuclear magnética e a espectroscopia em massa que permitem a identificacdo,

composicao e distribuicdo dos monomeros residuais (ISO 10993-13:2010).

A frequéncia de reaccOes adversas aos materiais dentarios, tanto nos doentes como nos
médicos dentistas, aumentou nestes Ultimos anos, nomeadamente as reaccdes alérgicas,

porém o numero de doente no qual se identifica este tipo de reaccOes é inferior ao
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numero total de individuos que apresentam este tipo de materiais. Apesar do risco dos
materiais ser baixo, este facto difere devido a existéncia de variagdes inter-individuais
nas respostas imunitéria e nos processos de reparagdo, ou seja, ha individuos mais

susceptiveis do que outros principalmente no que diz respeito as reacgdes alérgicas.

Apesar da evidéncia cientifica que existe em relagcdo aos efeitos citotdxicos das resinas
compostas e das suas substancias, poucos esforcos tém sido feitos no desenvolvimento
de novos materiais ou na melhoria das propriedades biol6gicas. No entanto, é
importante promover o desenvolvimento de novos materiais menos citotoxicos e mais
biomimeéticos que possam ser utilizados de modo a restaurar de forma o mais natural

possivel os tecidos dentarios, sem comprometer a viabilidade dos tecidos orais.
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